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RESUMO

O B-cariofileno (BCP), um fitocanabinoide presente em numerosos 0leos essenciais, atraiu
recentemente consideravel atencdo por demonstrar um alto potencial farmacolégico em estudos
pré-clinicos. No entanto, sua volatilidade, baixa solubilidade aquosa e facilidade de oxidacédo
podem limitar a sua aplicacdo em formulacdes farmacéuticas. O objetivo deste trabalho de tese
foi desenvolver novas formulagdes farmacéuticas orais e topicas que garantam maior
estabilidade e melhor perfil terapéutico ao BCP. Como resultados da fase 1 de estudos foram
produzidos complexos de inclusdo a partir do BCP com cilclodextrinas (CDs) modificadas
(MBCD e HPBCD) na molaridade 1:1. Foi demonstrado que a solubilidade do BCP é
significativamente aumentada através da complexacdo por estas CDs. As mudancas nas
caracteristicas fisico-quimicas para os sistemas binarios observados em DSC, FTIR e MEV
indicaram o estabelecimento de interaces com uma nova formacao de fase. Na espectroscopia
de *H-RMN os desvios calculados dos proétons localizados no interior da cavidade da CD
confirmaram a inclusdo do farmaco. Os estudos de dindmica molecular mostraram a inclusdo
quase completa do BCP pelo lado largo da CD. Além disso, o complexo de inclusdo obtido
demonstrou melhorar as atividades anti-inflamatdria, protetora gastrica e antioxidante em
relagdo ao BCP n&o complexado por via oral em camundongos. O complexo de inclusdo foi
capaz de reduzir (84,12%, 3% h) o0 edema de pata induzido por carragenina de forma semelhante
ao controle positivo (indometacina - 61,04%) demonstrando um perfil superior ao BCP néo
complexado (55,85%). Os estudos histoldgicos das patas confirmaram seu alto potencial anti-
inflamatorio. O pré-tratamento com BCP e BCP:MBCD por via oral em camundongos também
impediu significativamente a gastropatia macroscépica induzida pelo etanol de forma
semelhante ao grupo tratado com omeprazol. Suas a¢Ges terapéuticas aqui demonstradas foram
associadas a um bom perfil antioxidante, com a reducdo significativa dos niveis de MDA e Nox
e aumento do teor de GSH. Na segunda fase deste trabalho, foram produzidos sistemas de
veiculagdo poliméricos tdpicos contendo BCP e BCP:MBCD. Membranas adesivas foram
obtidas por casting e caracterizadas por estudos macroscépicos, pH, DSC, FTIR e testes de
adesdo ex vivo. Como resultado, foram obtidos curativos poliméricos com caracteristicas
aceitaveis para uso topico, pH semelhante ao da pele e boas caracteristicas adesivas.
Posteriormente os filmes foram testadas quanto a seu potencial cicatrizante em um modelo de
cicatrizagdo de feridas em camundongos. O BCP e BCP:MBCD demonstraram melhorar o perfil
cicatrizante do sistema polimérico acelerando a cicatrizagcdo, melhorando a remodelacdo dos
tecidos e aumentando a espessura da epiderme em estudos histologicos. Por fim, foi realizado
0 pedido de depdsito de patente submetido ao Nucleo de Inovacdo e Transferéncia de
Tecnologia, a fim de subsidiar a utilizag&o do processo de obtencdo do complexo de incluséo e
do seu uso nas formulac6es farmacéuticas desenvolvidas neste trabalho de tese.

Palavras-chave: produto natural, sistamas de liberacdo de farmacos, tecnologia farmacéutica,
Farmacologia.
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ABSTRACT

-caryophyllene (BCP), a phytocannabinoid present in several essential oils, recently has
attracted considerable attention for demonstrating high pharmacological potential in preclinical
studies. However, it is volatility, low aqueous solubility and being easily oxidizable, may
limitate its application in pharmaceutical formulations. This thesis aimed to develop new oral
and topical pharmaceutical formulations that guarantee better stability and better therapeutic
profile to BCP. As results of the first phase of the study, inclusion complexes were produced
since BCP and modified cyclodextrins (CDs) (MBCD and HPBCD) in 1:1 molarity. It was
demonstrated that BCP solubility is significantly increased trhough the complexation with these
CDs. The changes in physical-chemical characteristics for the binary systems observed in DSC,
FTIR and MEYV indicated the stablishment of interactions with a formation of new phase. In the
H-NMR spectroscopy, the calculated deviation of protons located in the interior of CD cavity
confirmed the drug inclusion. The studies of molecular dynamics have shown an almost
complete inclusion of BCP through the long side of CD. Besides that, the obtained inclusion
complex have also shown improved gastric protection, antiinflammatory, antioxidant activities
regarding non-complexed BCP in oral route in mice. The inclusion complex was able to reduce
(84.12%, 3rd hour) the carrageenam induced paw edema similarly to the positive control
(indomethacin — 61.04%) demonstrating a superior profile over non-complexed BCP (55.85%).
The paw hystological studies have confirmed its high antiinflammatory potential. Pretreatment
with BCP and BCP:MBCD by oral route in mice also significantly prevented macroscopic
gastropathy induced by ethanol similarly to group treated with omeprazole. Its therapeutic
activities demonstrated in this study were associated to a good antioxidant profile, with
significant reduction of MDA and Nox levels and increase of GSH content. In the second phase
of this study, polymeric topical delivery systems with BCP and BCP:MBCD were produced.
Adhesive membranes were obtained by casting and characterized by macroscopic studies, pH,
DSC, FTIR and adhesion tests ex vivo. As results, we obtained polymeric dressings with
acceptable characteristics for topical use, pH similar to skin and good adhesive characteristics.
Posteriorly, membranes were tested about their healing potential in a wound healing model in
mice. BCP and BCP:MBCD have demonstrated improvement of the healing profile of the
polymeric system, accelerating the heal, improving tissue remodeling and increasing epidermis
and dermis thickness in hystological studies. At last, the patent filing request was submited to
Nucleo de Inovacéo e Transferéncia de Tecnologia, in order to subsidize the use of the obtention
process of the inclusion complex and its use in the formulations developed in this thesis.

Keywords: natural product, drug delivery systems, pharmaceutical technology, pharmacology.
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“FORMULACOES FARMACEUTICAS CONTENDO O COMPLEXO DE
INCLUSAO B-CARIOFILENO/METIL-$-CICLODEXTRINA”

RESUMO

A presente invengéo diz respeito a formulagbes farmacéuticas contendo o complexo de
inclusdo do B-cariofileno (BCP) com a metil-B-ciclodextrina com propriedades de suprimir
danos gastricos e diminuir inflamacdo. Mais especificamente, a presente invencéo refere-se a
formulagdes que contenham, pelo menos, o complexo B-cariofileno/metil-p-ciclodextrina na
molaridade 1:1 obtido por diferentes métodos (malaxagem, liofilizacdo e evaporacao rotativa),
utilizado por meio de diferentes formas farmacéuticas, demonstrando ser uma formulacao capaz
de desempenhar propriedades gastro-protetoras e anti-inflamatorias associadas. Estas
composicdes podem ser utilizadas para o tratamento ou para a prevencdo de uma ampla
variedade de condi¢des ou disturbios inflamatérios que necessitem de protecdo da mucosa

gastrica, ou prevencao de danos gastricos de diferentes naturezas.
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REIVINDICACOES

1. Formulagtes farmacéuticas contendo o complexo de inclusio: B-cariofileno/metil-p-
ciclodextrina, caracterizadas por compreender pelo menos um complexo entre as
moléculas B-cariofileno e a metil-B-ciclodextrina na molaridade 1:1 em veiculo de uso
farmacéutico.

2. FormulacGes farmacéuticas contendo o complexo de inclusido: p-cariofileno/metil-f-
ciclodextrina, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por ter potencialidade de
incremento da solubilidade do terpeno BCP em &gua em até 10 vezes na presenca de
concentracdes maiores que 40 mM.

3. Formulacg6es farmacéuticas contendo o complexo de inclusdo: p-cariofileno/metil-g-
ciclodextrina, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por ser obtido por métodos
como malaxagem, liofilizacdo e evaporacdo rotativa e a partir do estado sélido veiculado
em solugdes aquosas.

4. Formulagdes farmacéuticas contendo o complexo de inclusio: p-cariofileno/metil-§-
ciclodextrina, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por ter propriedade de
suprimir danos gastricos em les@es que envolvam estresse oxidativo.

5. Formulagdes farmacéuticas contendo o complexo de inclusao: B-cariofileno/metil-g-
ciclodextrina, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por ter propriedade de
suprimir danos gastricos em ocasides em que seja utilizado pelas suas propriedades anti-

inflamatorias.

6. Formulagdes farmacéuticas contendo o complexo de inclusio: B-cariofileno/metil-g-
ciclodextrina, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada por suas propriedades anti-
inflamatorias serem relativas a capacidade de reduzir infiltrado inflamatério celular e
estresse oxidativo.

7. Formulagtes farmacéuticas contendo o complexo de inclusdo: p-cariofileno/metil-g-
ciclodextrina, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por ser veiculado em
apresentacdes farmacéuticas que estejam na forma de produtos farmacéuticos sélidos,
semi-solidos e/ou liquidos em concentragdes de cerca de 25 a 75 mg/kg.

8. FormulacOes farmacéuticas contendo o complexo de inclusdo: p-cariofileno/metil-g-

ciclodextrina, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada por ser veiculado associado
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a outros adjuvantes farmacéutico como antioxidantes, conservantes, corantes,
flavorizantes, com objetivo de fornecer maior estabilidade e aceitabilidade.

9. FormulacGes farmacéuticas contendo o complexo de inclusao: pB-cariofileno/metil--
ciclodextrina, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por ser de uso humano ou

animal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho de tese foi desenvolvido um novo complexo de inclusdo utilizando o BCP e a

MPBCD que pode levar a importantes modificaces na solubilidade deste fitocanabinoide.

As informagcdes obtidas a partir de estudos de DSC, MEV e *H RMN mostraram que complexos
de inclusdo BCP:MBCD no estado sélido podem ser preparados numa propor¢éo molar 1:1 por
métodos MAL, ROTe LPh.

Os dados dos espectros de H-RMN e os estudos de simulagdo de dindmica molecular

demonstraram que a complexacdo ocorre preferencialmente pelo lado mais largo da CD.

O complexo de inclusdo obtido promoveu uma melhoria das atividades anti-inflamatdria,
protetora gastrica e antioxidante em relacdo ao BCP ndo complexado por via oral em
camundongos. Demonstrando ser um produto promissor para o futuro aplicacdo em SL oral de

farmacos.

Como sistemas para utilizacdo do BCP por via topica foram desenvolvidos sistemas adesivos
utilizando quitosana como matriz polimérica e glicerina como plastificante para a veiculacdo
do BCP e BCP:MBCD como ativos cicatrizantes.

Na etapa de caracterizacdo do material, o plastificante demonstrou ser util como agente
melhorador das caracteristicas macroscopicas dos curativos como flexibilidade e forca de

adesdo ex vivo.

Apos a realizacdo dos testes com variagdes na concentracdo de plastificante, foi possivel obter
uma membrana de quitosana com caracteristicas adequadas para aplicacdo topica.

A atividade cicatrizante do BCP e BCP:MBCD veiculados em curativo de quitosana foi
evidenciada por meio das analises macroscépicas e histoldgicas de lesdes cutaneas induzidas

em camundongos.
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Os curativos obtidos apresentaram eficacia no processo de cicatrizacao, acelerando esse evento
e melhorando a remodelagdo dos tecidos, demonstrando aplicabilidade como novo produto que

auxilie na rapida cicatrizacdo de feridas.

Novos estudos devem ser realizados no sentido de melhor caracterizar os sistemas obtidos
voltados para analisar sua estabilidade, perfil de liberacdo e farmacocinética para sua futura

utilizacdo na area clinico farmacéutica.
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PERSPECTIVAS

O complexo de inclusdo com a MBCD demonstrou ser um produto promissor para a
utilizacdo do sesquiterpeno BCP em formulacBes farmacéuticas orais e tdpicas. Diante dos

resultados encontrados, sdo propostas as seguintes perspectivas para a continuagao do estudo:

» Realizar estudos farmacocinéticos, para evidenciar a melhor biodisponibilidade oral da do
complexo de inclusdo obtido;

» Realizar estudos de estabilidade com o complexo de incluséo;

» Continuar os estudos realativos a caracterizacdo dos curativos poliméricos obtidos para
verificar sua capacidade de liberacdo de BCP e sua estabilidade, além de maiores estudos em

relacdo a seus mecanismos de acdo cicatrizantes.
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ANEXO A: Declaracdo do deposito de pedido de patente submetido ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial por meio do Ndcleo de Inovagdo e Transferéncia de Tecnoldgica na

Universidade Federal do Piaui.

et

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
NUCLEO DE INOVACAO E TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Setor de Convivéncia LO9 e L10
Bairro Ininga CEP: 64049-550-Teresina-PI Fone/Fax (86)3237-1638

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a Universidade Federal do Piaui, através do
Nucleo de Inovacao e Transferéncia de Tecnologia da UFPI — NINTEC —, efetuou as
16:24 horas do dia 15/06/2018, sob o nimero de Protocolo do INPI: 870180051629 o
depdsito de Pedido de Pedido de Patente de Invengao intitulado “FORMULAGOES
FARMACEUTICAS CONTENDO O COMPLEXO DE INCLUSAO: B-
CARIOFILENO/METIL-B-CICLODEXTRINA”, com o nimero BR 10 2018 012294-0

desenvolvido pelos inventores:

LiVIO CESAR CUNHA NUNES
PAULINE SOUSA DOS SANTOS
ANA RITA RAMALHO FIGUEIRAS
FRANCISCO JOSE BAPTISTA VEIGA

JAND VENES ROLIM MEDEIROS

Teresina, 21 de junho de 2018.
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Profa. Dra. M\gﬁa Rita de Morais Chaves Santos
Coordenadora do Nicleo de Inovagao e Transferéncia de Tecnologia
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ANEXO B: Primeira pagina do artigo publicado intitulado “Methyl-g-cyclodextrin Inclusion

Complex with B-Caryophyllene: Preparation, Characterization, and Improvement of
Pharmacological Activities”.

This ks an open access article published under an ACS AuthorChokee License, which permits
copying and redistribution of the article or any adaptations for non-commercial purposes. @
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Methyl-f-cyclodextrin Inclusion Complex with f-Caryophyllene:
Preparation, Characterization, and Improvement of Pharmacological
Activities

Pauline S. Santos,” Luan K. M. Souza,® Thiago 5. L. ﬁ]aﬂjﬂ,t Jand Venes R. Medeiros, * .
Sandrma C. C. NunesJ§ B A Canralhu,” Alberto C. C. Pais;s Francisco ]. B. ‘u’e'iga,J' Livie C. C. Nunes,'
and Ana 1:‘ig1.1—s_'ir.=1s""J"-"-'I

TFastgraduate Program of Mortheast Biotechnology Metwordk, Faculty of Phammacy, Federal University of Piaul, Teresina, 64049-550,
Piaui, Brazil

*Nartheast Biotechnology Metwork, Postgraduate Program in Biotechnology, Fedeml University of Pian{ 64202-020, Pamaiba, Piaui
Brazil

’Depam'nem of Chemistry, CQC, "Depan:mem of Binchemistry, NMR Spectroscopy Center, Famulty of Sciences and Technology,

and "REQUIMTE/LAQYV, Group of Phamaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, University of Coimbra, 3000-548 Coimbra,
Portugal

O Supporting Information

ABSTRACT: f-Caryophyllene (BCP) is 2 sesquiterpene that ki Chaian
shows high potential in phamuacological applications. Howe- ‘\ - o

ever, these have been drastically limited by the respective AR »
volatility and poor water solubility. The present study o Bl o 7 4 I3
investigates the formation of indwion complexes between ,i]—\-h—"’ """""" ) il “_‘;_m__
BCP and methyl f-cyclodestrin ( MFCD) and shows that these EL ( r

complexes promote 3 significant improvement of the ant- L- T . " =
inflammatory, gastric protection, and antiomidant activiies ke 1 =R g é‘%
relative to neat BCP. It is shown that the solubility of BCP is " E "y £y ]

significantly increased through complexation in phase
solubility smdies Inchision complexes with MFCD in solid
state were prepared by three different methods, kneading, rotary evapomation, and lyophilization, with the latter confirmed by
differential scanning calormetry, Fourier transformed infrared spectroscopy, scanning elecron microscopy, 'H NMR
spectroscopy, and molecular dynamics studies. This study provides for the first time a full chamcterization of indusion complexes
hetween BCP and MFCD and highlights the impact of complex formation npon pharmacological activity.
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