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RESUMO

Isolado da Cladonia verticillaris, o acido fumarprotocetrarico (AF) apresenta diversas
propriedades biolégicas. O seu uso terapéutico ainda é limitado devido a sua baixa
hidrofilicidade. As ciclodextrinas sédo oligossacarideos ciclicos que podem formar complexos
de inclusdo com compostos lipofilicos, aumentando a hidrossolubilidade. Os lipossomas
vém se destacando nas pesquisas por incorporar uma variedade de compostos com
caracteristicas fisco-quimica desfavoraveis. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
caracterizar complexos de inclusdo acido fumarprotocetrarico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
e incorporar em lipossomas. Os paréametros de validagdo foram estudados segundo as

exigéncias da Conferéncia Internacional de Padronizagcdo de Uso Humano (ICH). Os
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complexos de inclusdo foram preparados por liofilizagdo e caracterizados fisico-
quimicamente. Os lipossomas contendo o AF ou complexo de inclusdo AF:HPBCD foram
preparados pelo método de hidratagdo do filme lipidico, submetidos a ensaios de
estabilidade e consequentemente a avaliagdo do perfil cinético de liberagao in vitro. A
linearidade foi determinada através da equacdo da reta Absorvancia = 0,1119x[AF]+
0,0071(r*=0,999). A exatidao foi atestada na recuperagdo do AF no complexo de incluso.
Os coeficientes de variagdo nos ensaios de precisido intermediaria e robustez apresentaram
valores inferiores a 5%, caracterizando o método como preciso e robusto. Os limites de
detecgdo e quantificagdo do AF foram de 0,24 e 0,74 pug.mL™, respectivamente. O método
também demonstrou ser reprodutivel, simples e especifico. O diagrama de solubilidade de
fases de AF:HPBCD apresentou uma curva do tipo A, com K1 = 58 M. Na presenca de
300 mM de HPBCD, a solubilidade do AF aumentou 19 vezes. O complexo de inclusao
AF:HPBCD apresentou modificagdes no IV, RMN 'H, difragdo de raios-X, microscopia e
DSC, sugerindo a formagao do complexo de inclusdo. Apds o processo de preparagao, as
formulagdes lipo-AF e lipo-AF:HPBCD demonstraram-se homogéneas com efeito tyndall. O
didmetro médio e o indice de polidispersédo das vesiculas foram 85,8 + 45 nme 0,41 £ 0,14
para lipo-AF e; 86,5 £+ 1,41 nm e 0,24 = 0,05, para lipo-AF:HPBCD. As formulagdes lipo-
AF:HPBCD mantiveram-se estaveis apds 60 dias quando as suspensdes sao armazenadas
a 4°C. Avaliando o perfil cinético de liberagcdo in vitro do AF a partir dos complexos
AF:HPBCD e lipo-AF:HPBCD observou-se uma liberagéo lenta e controlada entre 4 h e 12
h, respectivamente. Estes resultados demonstram que a complexacao do AF a ciclodextrina,
e sua incorporagdo em lipossomas, proporcionou uma melhoria na estabilidade e
hidrossolubilidade do composto, viabilizando, portanto, seu uso terapéutico.

Palavras-chave: acido fumarprotocetrarico; 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina; lipossomas.

ABSTRACT

Isolated from Cladonia verticillaris, fumarprotocetraric acid (FA) has various biological
properties. The therapeutic use is still limited due to its low hydrophilicity. Cyclodextrins are
cyclic oligosaccharides which may form inclusion complexes with lipophilic drugs, allowing
increased solubility. Liposomes have been highlighted in research by incorporating a variety
of compounds with unfavorable physicochemical characteristics. The objective of this study
was to develop and characterize inclusion complexes fumarprotocetraric acid:2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin and incorporate into liposomes. The validation parameters were
studied according to the requirements of the International Standards for Human Use

(ICH). Inclusion complexes were prepared by freeze-drying and physico-chemically
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characterized. Liposomes containing the FA or inclusion complex FA:HPBCD were prepared
by hydrating the lipid film, tested for stability and hence the evaluation of the in vitro kinetic
profile. Linearity was determined using the straight-line equation Absorbance = 0.1119 x [FA]
+ 0.0071 (r> = 0.999). The accuracy was attested in the recovery of FA in the inclusion
complex. In assays of intermediate precision and robustness the coefficients of variation
values were below 5%, the method was characterized as accurate and robust. The limits of
detection and quantification of FA were 0.24 and 0.74 ug.mL", respectively. The method also
proved to be reproducible, simple and specific. The solubility phase diagram FA:HPBCD
showed a curve-type A, with Ky = 58 M™". In the presence of 300 mM HPBCD, the solubility
of FA increased 19 times. The inclusion complex FA:HPBCD presented changes in IR, 'H
NMR, X-ray diffraction, DSC and microscopy, suggesting the formation of inclusion
complex. After the manufacturing process, the formulations of lipo-FA and lipo-FA:HPBCD
were shown to be homogeneous with Tyndall effect. The average diameter and
polydispersity of the vesicles were 85.8 £ 4.5 nm and 0.41 £ 0.14 for lipo-FA and 86.5 + 1.41
nm and 0.24 + 0.05 for lipo-FA:HPBCD. The formulations lipo-FA:HPBCD remained stable
after 60 days when stored at 4°C. Evaluating the kinetic profile of in vitro release of FA from
FA:HPBCD inclusion complex and lipo-FA:HPBCD there was a slow and controlled release of
4 hours and 12 hours, respectively. These results demonstrate that the complexation of FA
to cyclodextrin and their incorporation into liposomes provided an improvement in the stability
and solubility of the compound, thus enabling its therapeutic use.

Keywords: fumarprotocetraric acid; 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin; lipossomes.
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CAPITULO 1

1.1 Introducgao

Devido ao alto custo na pesquisa de novos farmacos e a queda do retorno financeiro
no desenvolvimento destes medicamentos em tempos de economia, a industria
farmacéutica, uma das principais responsaveis pela introducdo destes produtos, se
concentra em nao desperdicar recursos, buscando alternativas através da quimica medicinal
(MENDES, 2009).

Atualmente, ha uma diversidade de produtos naturais bioativos com potencial
atividade farmacolégica, muitos deles com atividade ja comprovada (GARROS et al., 2006;
RIBAS et al., 2006; SEGUNDO et al., 2007). Além destes compostos, os liquens, seres
resultantes da simbiose de fungos (micobionte) e algas (fotobionte), produzem metabdlitos
secundarios biologicamente ativos de particular interesse a pesquisal, em face de sua
utilizagdo na medicina popular desde a antiguidade (HONDA; VILEGAS, 1998; HUNECK,
1999).

O acido fumarprotocetrarico, metabdlito secundario liquénico pertencente ao grupo das
depsidonas, isolado de Cladonia verticillaris, possui relevantes propriedades bioldgicas, tais
como: antibiética, antiinflamatéria, antiproliferativa e antitumoral (NASCIMENTO et al., 1994;
SANTOS, 1996; GUDJONSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 1997; MULLER, 2001). Contudo,
apresenta uma limitada solubilidade na maioria dos solventes organicos, propriedades
fisico-quimicas desfavoraveis, tornando-se um composto com relevante toxicidade e dificil
interacdo com as barreiras biolégicas. Uma forma de utilizar compostos insoluveis em agua
€ aumentando sua solubilidade através de métodos como: ajuste de pH, utilizagdo de co-
solventes, de surfactantes, além da complexagao com ciclodextrinas.

As ciclodextrinas s&o oligossacarideos ciclicos, uteis farmaceuticamente porque
podem interagir com as moléculas de baixa hidrofilia formando complexos de inclusao
(STELLA; HE, 2008). O complexo obtido exibe novas caracteristicas fisico-quimicas

proporcionando uma melhoria na estabilidade, maior hidrossolubilidade, maior
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biodisponibilidade e reducao dos efeitos tdxicos (DEL VALLE, 2004; DEVARAKONDA et al.,
2005).

Ao longo da histdria, o uso de alguns farmacos convencionais(quimioterapicos) tem
sido limitado devido a impossibilidade do aumento da sua concentragéo no sangue. O tempo
de permanéncia do principio ativo na circulagio, a baixa solubilidade, os efeitos colaterais
perniciosos inerentes as terapias com doses elevadas, podem dificultar a utilizacdo da
concentracdo necessaria para o0 sucesso farmacoterapéutico. Dessa forma, o
desenvolvimento de sistemas de liberagcdo controlada de farmacos tem sido alvo de novas
pesquisas (BATISTA et al., 2007).

Estudados por mais de quatro décadas, entre as varias formas de sistema de
liberagdo controlada de farmacos, os lipossomas sao vesiculas nanométricas formadas por
bicamadas concéntricas de fosfolipidios, que apresentam capacidade de incorporar uma
diversidade de compostos, sejam eles hidrofilicos ou hidrofébicos (ALLEN et al., 1995;
VOINEA; SIMIONESCU, 2002).

A complexagcdo de substancias lipofilicas a ciclodextrina, e sua incorporagdo em
sistemas de liberagdo controlada tais quais os lipossomas, € uma alternativa a ser adotada
com objetivo de superar as limitagdes relacionadas a solubilidade bem como
biodisponibilidade destes farmacos. A utilizacao destes sistemas favorece a manipulacao de
farmacos labeis e/ou toxicos, pois a complexagdo promove uma protecdo do composto
frente a fatores externos como luz e oxigénio. Além de melhorar a hidrossolubilidade, a
complexacéo proporciona uma melhoria na estabilidade quimica e diminuicdo da toxicidade
(DEVAREKONDA et al., 2005).

A utilizagao de sistemas de liberagao controlada surge, portanto, como alternativa para
o desenvolvimento de lipossomas contendo o acido fumarprotocetrarico complexado a

ciclodextrina.
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1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

« Desenvolver e caracterizar complexos de inclusdao acido fumarprotocetrarico:2-

hidroxipropil-B-ciclodextrina e incorporar em lipossomas.

1.2.2. Objetivos especificos

. Desenvolver e validar método analitico por espectrofotometria UV para
determinacao do acido fumarprotocetrarico;
»  Obter complexos de inclusdo formados por acido fumarprotocetrarico:2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina (AF:HPBCD);
« Caracterizar os complexos de inclusao (AF:HPBCD) por métodos fisico-quimicos (1V,
RMN 'H, difragdo de raios-X, microscopia e DSC);
» Preparar liposssomas contendo acido fumarprotocetrarico e/ou o complexo de
inclusdo acido fumarprotocetrarico:2-hidroxipropil-3-ciclodextrina;
« Realizar estudos de estabilidade acelerada e a longo prazo das formulagdes obtidas;
» Avaliar e comparar o perfil de liberacao in vitro do acido fumarprotocetrarico a partir

dos complexos de inclusdo livre e dos hanoencapsulados.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Liquens

Os liguens s&o organismos simbioticos compostos por um fungo (micobionte) e uma
ou mais algas (fotobionte). A sua distribuicdo ecolégica nos mais variados habitats e micro-
habitats depende de fatores fisicos e climaticos, os quais favorecem as condi¢des
necessarias para seu desenvolvimento. Cada regido apresenta uma comunidade liquénica
com componentes especificos proprios em resposta as condigdes ambientais, estimando
cerca de 17.000 espécies conhecidas, sendo a cada ano descobertas novas espécies
(HONDA;VILEGAS, 1998; COCCHIETTO et al., 2002; WENSSEN, 2007).

As substancias quimicas produzidas pelos liquens durante o seu desenvolvimento séo
agrupadas, de acordo com a localizag&o no talo, em produtos intracelulares e extracelulares.
Os produtos intracelulares (carboidratos, carotendides e vitaminas, aminoacidos e proteinas)
estdo ligados na parede celular, no protoplasto e sdo frequentemente sollveis em agua,
conhecidos como metabdlitos primarios (HUNECK, 1999; COCCHIETTO et al., 2002;
WESSEN, 2007).

Os produtos extracelulares nao essenciais, frequentemente chamados metabdlitos
secundarios, sao encontrados na medula ou no cortex do liquen, raramente em ambas as
camadas, onde sao produzidos por diversas rotas biolégicas. Sao conhecidos
aproximadamente 630 compostos e classificados em quatro grupos bioenergeticamente
relacionados: depsideos, depsidonas e dibenzofuranos. Outros produtos liquénicos como
acidos alifaticos, meta- e para-depsideos, ésteres benzilicos, xantonas, antraquinonas,
terpenos e alguns derivados do acido pulvinico, sdo também metabolizados por alguns
fungos de vida livre e plantas superiores (SANTOS et al., 2004; WESSEN, 2007; MENDES,
2009).

Alguns produtos extracelulares tém sido utilizados com varios propdésitos, como
corantes, perfumes e remédios. Os medicamentos, ao longo do tempo vem sendo bastante
estudado por apresentar um consideravel valor medicinal (MULLER, 2001; SHUKLA et al.,
2005).

As propriedades bioldgicas das substancias liquénicas comecgaram a ser observadas

no Egito Antigo, quando utilizavam extratos liquénicos na cicatrizacdo de feridas cutaneas
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(MULLER, 2001), e as primeiras publicacdes foram no periodo pdés Segunda Guerra
Mundial. A partir de entdo, a sintese desses metabdlitos secundarios de liquens é estudada
e utilizada por varios paises para fins farmacolégicos (MENDES, 2009).

As comunidades indigenas dos Andes venezuelanos os utilizavam como agentes
antimicrobianos (CHOUDHARY et al., 2005). Na Europa, os liquens Cetraria islandica,
Lobaria pulmonaria e Cladonia sp. eram utilizados para o tratamento da tuberculose
(GUPTA et al., 2007).

Os liguenologistas verificaram que os acidos liquénicos, componentes insollveis em
agua, apresentaram importantes atividades bioldégicas (SIMONETTI, 2004), como
antimicrobiana (majoritariamente contra bactérias Gram positivas) e anti-herbicida (PERRY
et al., 1999), antiproliferativa, antitumoral, analgésica (COCCHIETTO et al., 2002; MULLER,
2001), antiviral (incluindo a inibicdo da replicacdo do virus HIV), acédo hipotensiva, anti-
inflamatéria, bem como efeitos espasmoliticos (MAIA et al., 2002).

O uso medicinal dos liquens inclui ainda o tratamento para febre, epilepsia, tosse,
raiva, gota, hepatite, irritagbes da garganta, asma e patologias gastrointestinais, tais como
gastrite (CHOUDHARY et al., 2005; SULEYMAN et al., 2003).

Entre as substancias ativas de origem liquénica, o acido usnico tem sido o mais
extensivamente  estudado por apresentar diversas propriedades  bioldgicas
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Muitos outros compostos liquénicos de natureza fendlica vém se
destacando devido ao potencial farmacoldgico que apresentam, como a atranorina, o acido
barbatico, o acido lobarico, o acido fumarprotocetrarico, o acido difractaico, dentre outros
(MULLER, 2001).

1.3.2 Acido fumarprotocetrarico

1.3.2.1 Generalidades

O acido fumarprotocetrarico € um derivado aldeido do grupo das depsidonas, da série
meta do tipo B-orcinol, presentes na medula do talo liquénico da espécie Cladonia
verticillaris (YANO-MELO, 1999; EDWARDS et al., 2003).

A ocorréncia natural do liquen Cladonia verticillaris como populagdes ensolaradas e
protegidas da luz implica mudangas no conteudo do pigmento. Entretanto, liquens que
crescem em localizagdes ensolaradas contém mais carboxilato metil ($-orcinol, orcinol e
acido fumarprotocetrarico do que aqueles encontrados em regides de baixa intensidade de

luz (SIMONETTI, 2007). Esta espécie que possui aproximadamente de 7 a 12 cm de altura,
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€ endémica da costa leste do Brasil, encontrada desde Rio Grande do Sul a Paraiba (AHTI
et al., 1993; SILVA, 2002).

Figura 1.1 Liquen Cladonia verticillaris (Fonte: WESSEN, 2007).

O acido fumarprotocetrarico, molécula de estrutura quimica (Cz2H16O12), € um éster
aromatico contendo grupo carboxilico em seu anel terminal, titulado como &cido dibasico.
Este metabdlito secundario com massa molecular de 472,37 g/mol, apresenta baixo grau de
dissociagado (pKa1 em metanol de 2,8) e uma limitada solubilidade na maioria dos solventes
organicos, sendo soluvel em acetona hidratada (80-90%). Sua morfologia microscopica
apresenta cristais em forma de pequenas agulhas, com ponto de fusdo em torno de 250°C
(EDWARDS et al., 2003; HAUCK et al., 2010).

o

I
CH, ﬁ CH,OCCH=CHCO,H
—0 OH

HsCO CO.H
CHO CH;

Figura 1.2 Estrutura quimica do acido fumarprotocetrarico (EDWARDS et al., 2003).
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1.3.2.2 Atividades bioldgicas

Pouco se conhece sobre as propriedades biolégicas do acido fumarprotocetrarico
devido ao escasso numero de referéncias bibliograficas. As pesquisas encontradas relatam
sobre as depsidonas grupo que o acido fumarprotocetrarico se classifica. E estas por sua
vez, sado produzidas como metabdlitos secundarios pela via biossintética do acetil-
polimalonil, a mesma rota de biossintese que precede a formacido de antraquinonas e
derivados do acido usnico. Portanto, diferem dos depsideos no fato de terem uma funcgao
éter ciclico, com atividade similar desses compostos contra bactérias e na inibicdo de
neoplasias (WESSEN, 2007; MENDES, 2009).

Além de alta atividade anti-retroviral, como inibidores da integrase do HIV-1, as
depsidonas tém a capacidade de absor¢do de luz UV, com potencial para uso de
formulagdes de filtros solares e como inibidores da lipoxigenase-5, desempenhando uma
importante funcdo em uma variedade de processos patofisioldgicos em humanos,
particularmente em inflamatérios (INGOFLSDOTTIR et al., 1996; WESSEN, 2007;
MENDES, 2009).

Em ensaios de citotoxidade frente a células do adenocarcinoma prostatico (PC), bem
como células da leucemia murina (P388 e LI210), observou-se que os extratos etéreos e
acetonicos obtidos de Cladina dendroides apresentou uma ICs0 (concentracdo inibitoria
minima de 50% do crescimento) inferior a 50 pg/mL, sugerindo através de testes
cromatograficos que o acido fumarprotocetrarico seja o principio ativo desta espécie
(NASCIMENTO et al., 1996).

Nos ensaios in vivo de toxicidade identificou-se que o acido fumarprotocetrarico
apresentou uma DLso aproximadamente de 110mg/Kg (SANTOS et al.,1996), via
intraperitoneal em camundongos.

Segundo estudos realizados por Oliveira (2003), o acido fumarprotocetrarico exerceu
atividade analgésica e parte dos efeitos antinoceptivos poderia ser devido as suas
propriedades antiinflamatérias. Também foram observadas neste trabalho, as atividades
edematogénica, antipirética, antiinflamatéria aguda e crénica, frente ao modelo experimental
de inflamacéo, sugerindo a agao sobre o bloqueio de mediadores de inflamacao.

A atividade antibacteriana também foi atribuida ao acido fumarprotocetrarico, embora
nao tenha apresentado atividade contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus segundo
a literatura (INGOLFSDOTTIR, 2002). Assim como os ensaios antiparasitarios sobre a forma
promastigota da Leishmania sp. apresentaram inibicdo do crescimento a 100 pg/mi
(URDAPILLETA, 2006).
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Recentemente, Wessen (2007) mostrou que o acido fumarprotocetrarico e o extrato
acetonico do mesmo demonstraram-se eficazes como agente mucolitico em camundongos,
na dose de 80 mg/kg, permitindo a acdo expectorante.

Mesmo que os metabdlitos liquénicos, especificamente o acido fumarprotocetrarico,
apresentem uma variedade de atividades bioldgicas, sua utilizagdo como agente terapéutico
ainda ¢ limitada, por apresentar caracteristicas desfavoraveis, tais como baixa hidrofilicidade
e elevada toxicidade (Edwards et al. 2003). Deste modo, a utilizagdo do acido
fumarprotocetrarico em sua forma livre torna-se bastante restrita, sendo necessarias
alternativas para contornar suas caracteristicas fisico-quimicas indesejaveis e manter suas

atividades bioldgicas.

1.3.3 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos que vem sendo estudados nos
ultimos 100 anos, citados pela primeira vez em 1891 por Villiers, através do estudo sobre a
digestdao do amido pelo Bacillus amylobacter, denominando celulosina. No inicio do século
XX, Franz Schardinger identificou as ciclodextrinas como produtos resultantes da
degradacdo do amido pela agcdo da enzima amilase ciclodextrina glicosil transferase
(CGTase), produzida pelo micro-organismo Bacillus macerans, capaz de romper um
segmento da hélice do amido e unir as duas porg¢des terminais deste fragmento numa unica
molécula ciclica, ou seja, demonstrando a sua estrutura ciclica (SINGH et al., 2002).

Em 1938 Freudenberg e colaboradores descobriram que as CDs apresentam uma
cavidade central e com isso foi determinado seu peso molecular. Apés 15 anos,
Freudenberg, French e Plieninger obtiveram uma patente, retratando da formagédo de
complexos de inclusdo, pela interacdo das ciclodextrinas com moléculas hidrofébicas,
permitindo o aumento da solubilidade de farmacos pouco soluveis em agua, protegdo de
substancias que poderiam ser facilmente oxidadas e a reducao da volatilidade de algumas
substancias (CONNORS, 1997).

As ciclodextrinas (CDs) sao formadas por unidades de glicopiranose unidas por
ligacdes a (1-4), possuindo uma estrutura rigida em forma de um cone truncado (Figura 1.3),
onde os grupos OH secundarios ligados aos carbonos C-2 e C-3 ocupam a base de maior
didmetro do tronco, enquanto as hidroxilas primarias ligadas ao carbono C-6 localizam-se na
base menor do tronco (CHALLA et al., 2005).
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Esta conformacdo faz com que cavidade central apresente caracteristicas menos
hidrofilicas e uma superficie externa hidrofilica, favorecendo a disposi¢cdo espacial dos
grupamentos quimicos, permitindo, desta forma, o processo de complexagao molecular. A
presenca da cavidade interna hidrofébica faz com que a ciclodextrina tenha a capacidade de
alojar uma molécula hospede, formando complexos de inclusdo com uma variedade de
substancias hidrofébicas (DEL VALLE, 2004).

CAVIDADE

HIDROFOBICA HIDROXILAS

/ SECUNDARIAS

HIDROXILAS
FPRIMARIAS

A B

Figura 1.3 Estrutura quimica de uma ciclodextrina (A) e desenho esquematico (B) ilustrando
a cavidade hidrofobica, a posicao das hidroxilas primarias e secundarias e suas dimensoes:
altura (H), diametro interno (DI) e diametro externo (DE) (adaptado de BREWSTER,;
LOFTSSON, 2007).

1.3.3.1 Classificagao das ciclodextrinas

Conhecidas também como cicloamiloses, ciclomaltoses e Schardinger dextrinas (DEL
VALLE, 2004), as ciclodextrinas sao classificadas de acordo com o nimero de unidades de
glicopiranose, sendo a-ciclodextrina, B-ciclodextrina e y-ciclodextrina, as quais contém
respectivamente seis, sete e oito unidades glicosidicas (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).
Contudo, as CDs naturais apresentam diferentes propriedades, como tamanho de cavidade,
reatividade, solubilidade, capacidade de complexagéo e efeito na estabilidade quimica das
moléculas héspedes (Tabela 1.1) (CONNORS, 1997).

A mais estudada por possuir baixo custo e ter afinidade com muitas moléculas
hidrofébicas devido a sua cavidade interna ser apropriada a moléculas com peso molecular
entre 200 e 800 g/mol (ZIGONE; RUBESSA, 2004), a BCD tem uma menor solubilidade em

agua limitando o seu uso, pelo fato da ligacao relativamente forte de suas moléculas em
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estado solido associada a diminuicao da habilidade de formacao de ligagbes de hidrogénio
com agua (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

Tabela 1.1 Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas (adaptado de MESSENER et al.,
2010).
do

" Grupo OH secundarias

di /
h r— Unidades ligantes de
glicopiranose a-14

\ Grupo OH priméarias

Propriedades Ciclodextrina

A B Y
Unidades de glicopiranose 6 7 8
Peso molecular anidro (Dalton) 973 1135 1297
Férmula empirica CssHe0O30 Ca2H7003s5 CasHs0040
Peso molecular 972.85 1134.99 1297.14
Dimensbes aproximadas (nm)
Altura (h) 0.78 0.78 0,78
Didmetro interno (di) 0.65 0.62 0.80
Diametro externo (do) 1.46 1.54 1.75
Solubilidade (agua, 25°C) mg/ml 129.5 490 350

Por muitos anos, pesquisadores tém utilizado as ciclodextrinas como potentes
agentes acentuadores da solubilidade, modificando a liberagdo e melhorando a
biodisponibilidade de farmacos fracamente hidrossoluveis, com objetivo de obter uma
melhoria na formagdo dos complexos de inclusdo, através da sintese por aminacoes,
esterificagcbes ou eterificagbes das hidroxilas primarias e secundarias. Esses derivados
semi-sintéticos de ciclodextrinas evidenciam que a substituicdo de qualquer um dos grupos
hidroxila por grupamentos hidrofobicos resulta em um aumento significativo da solubilidade
aquosa (CALABRO et al., 2004; DAVIS; BREWSTER, 2004; DEL VALLE, 2004;
LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

A habilidade dos derivados de ciclodextrina em formar complexos soluveis em agua
depende do grau de substituicdo da ciclodextrina, quando modificado preserva as

propriedades de solubilizagdo. O grau de substituicdo da HPBCD de uso farmacéutico é de
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aproximadamente 0,65 (que significa que em média existem 0,65 de grupamentos
hidroxipropil por unidade de glicose) (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

Portanto, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) é um derivado obtido pelo
tratamento de uma solucdo de BCD com propilenodxido, resultando em uma mistura de
isdbmeros devido a substituicdo randémica dos grupamentos hidroxilicos, que tem uma
atencio especial pela sua alta solubilidade, baixa toxicidade e maior cavidade hidrofébica
em comparagdo com outras ciclodextrinas da mesma familia, fazendo desta CD uma forte
candidata para incorporacao em formulagdes farmacéuticas (VEIGA, 1996; LOFTSSON;
DUCHENE, 2007).

A tolerancia da HPBCD em organismo humano depende da via de administracdo e
da dose (FROMMING; SZEJTLI, 1996). Quando administrada intravenosamente a HPBCD é
tolerada em camundongos, macacos, ratos e cachorros em dose unica por 90 dias.
Especificamente nos macacos do género Cynomolgus a dose unica intravenosa que pode
ser aplicada considerando nao letal é de 10000 mg/Kg de HPBCD (BREWSTER et al.,
1990).

Testes clinicos com humanos foram relatados que sob administragao intravenosa a
HPBCD nas doses de 0,5 /1 /1,5 /2 /1 2,5 ou 3g mostrou que o nivel plasmatico de HPRCD
declinou rapidamente e esse declinio foi bifasico. Nao havendo diferenga entre homens e
mulheres, nos parametros farmacocinéticos, bem como tempo de meia vida e depuracao
(SZATHMARY et al., 1990).

1.3.3.2 Aplicacdo das ciclodextrinas

Devido a sua capacidade de formar complexos de inclusdo com uma variedade de
substancias, as ciclodextrinas vém sendo extensivamente utilizadas em diversos setores,
destacando-se na industria alimenticia, agricola, cosmética, téxtil e principalmente na
industria farmacéutica. A industria alimenticia utiliza as ciclodextrinas na producdo de
reagentes que reduzem odores e sabores indesejaveis. Na industria cosmética, esta ligada
com a diminui¢ao da irritagao local, propiciando a agao prolongada e também a diminui¢cdo
de odores (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Os complexos de inclusdo sdo encontrados
também em produtos da agricultura, como é o caso dos herbicidas Isoproturon e Norflurazon
(LIRA et al., 2009). E na industria téxtil é utilizada na impregnagcdo ou pulverizagao de
tecidos (VYAS, 2008).

A primeira aplicagdo das ciclodextrinas na industria farmacéutica foi em 1976 com a

utilizacdo de Prostaglandina E2/B-CD. Doze anos ap6s foi utilizado o piroxicam/B-CD.
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Porém, a primeira formulagao desenvolvida foi uma solugéo oral de itraconazol/HPB-CD em
1997 (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

Depois da primeira utilizacdo das CDs, estudos comegcaram a descrever a utilizagao
da HPBCD no aumento da solubilidade de produtos de origem natural, em particular,
substancias liquénicas, como o acido usnico (LIRA et al., 2009), o acido difractaico (SILVA
et al., 2012), o acido fumarprotocetrarico e a atranorina, como compostos padrao de baixa
solubilidade em agua (KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005).

Na literatura ha uma diversidade de farmacos complexados a ciclodextrina, o
carvedilol (HIRLEKAR; KADAM, 2009), a azitromicina (PASQUINI; PASQUINI, 2008), o
estradiol (DE PAULA et al., 2007), o acido 13-cis-retindico (YAP et al., 2005), a B-lapachona
(NASONGKLA et al., 2003), o itraconazol (MIYAKE et al., 1999), o ibuprofeno (OH et al.,
1998), dentre outros.

1.3.3.3 Complexos de inclusdo com ciclodextrinas

Geralmente, substancias quimicas de baixa polaridade podem migrar para o interior da
cavidade interna das CDs, fénomeno conhecido como complexagcao, formando complexos
de inclusdo dindmicos em solugédo ou no estado solido (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).
Isso se da pela variedade de forgas ndo-covalentes (quimica supramolecular), como for¢as
de Van der Walls, interagbes hidrofdbicas e ligagdes de hidrogénio, que sao responsaveis
pela formacdo do complexo, ndo ocorrendo interagbes fortes como ligagbes covalentes
(DEVARAKONDA et al., 2005). Contudo, devido a natureza destas ligagdes, o complexo
ciclodextrina:farmaco esta continuamente sendo formado e dissociado (DEL VALLE, 2004;
LOFTSSON et al., 2005).

Os mecanismos de interacdo entre as CDs e o composto hidrofobico estdo envolvidos
na formacgédo de complexos de inclusdo, de complexos de nao-inclusdo, de agregados e de
solugbes de farmacos supersaturadas estaveis (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). O
complexo de inclusdo obitido exibe novas caracteristicas fisico-quimicas, comparadas as
moléculas livres, aumentando a solubilidade de substancias lipofilicas, aumentando a sua
biodisponibilidade e diminuindo os efeitos indesejaveis do principio ativo (DEVARAKONDA
et al., 2005).

Nos estudos de estequiometria molecular, o complexo de inclusdo pode ser formado
por diferentes razdes molares de CDs: farmaco (1:1, 1:2 e 2:1) (Figura 1.4). Para as
moléculas de baixo peso molecular pode ocorrer a formacdo do complexo de inclusdo por

mais de uma molécula na cavidade, assim como, as moléculas de maior peso molecular
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podem complexar com mais de uma molécula de ciclodextrina, dependendo da afinidade
dos grupamentos e da estereoquimica da molécula (MARTIN DEL VALLE, 2004,
LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

Figura 1.4 llustracdo da associagdo entre a ciclodextrina e o farmaco (complexos de
inclusdo 1:1, 1:2 e 2:1) (DE SOUSA et al., 2008).

A estabilidade dos complexos de inclusdo € investigada pela constante de
estabilidade (K:). Desginada também como constante de dissociacao (Kq4), é avaliada pela
comparagéo dos complexos 1:1 que esta frequentemente entre 50 e 2000 M, com valores
médios de 130, 490 e 350 M para aCD, BCD e yCD, respectivamente. A maioria dos
métodos utilizados para a determinacdo da K. baseia-se na medida de uma propriedade
fisica ou quimica da molécula héspede com a ciclodextrina e determinada em funcéo da
concentracdo. O comportamento observado (fungdo linear, quadratica ou cubica) é
indicativo da estequiometria do complexo formado entre o farmaco e a ciclodextrina
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LOFTSSON et al., 2005).

1.3.3.4 Preparagao de complexos de inclusdo com ciclodextrinas

Os métodos de preparagdo de complexos de inclusdo mais utilizados sao: mistura

fisica, pasta, co-evaporagao, co-precipitacao, spray-drying e freeze-drying (DEVARAKONDA
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et al., 2005; ZINGONE; RUBESSA, 2005). Este ultimo tem como vantagem a possibilidade
de ser utilizado em escala laboratorial e também em escala industrial.

No processo fisico de misturas de substanicas puras (ciclodextrina e farmaco) pode
haver interacdes entre elas, mas na literatura a mistura fisica é interpretada como padrao de
nao complexacdo. Outros relatos informam que ao macerar a mistura fisica e acrescentar
solvente pode originar uma pasta uniforme que ao secar forma um pé. Essa técnica (pasta)
pode permitir que haja interagdes entre os dois compostos, mas baseia-se na primeira
metodologia. Aprimorando a técnica da pasta, a solugéo resultante da mistura com solvente
miscivel a agua (etanol, por exemplo) pode levar a uma melhoria na interagdo quando
submetidos ao rota-evaporador (co-evaporagado). A co-precipitagdo € outra metodologia,
realizada quando ocorre a solubilizagdo da mistura dos constituintes do complexo de
inclusdo em solugdo, formando um precipitado. Esse método nao pode ser aplicado em
escala industrial pela grande quantidade de agua utilizada (LIRA, 2007).

Para a obtencdo de complexos de inclusdo através do método freeze-drying, a
ciclodextrina é completamente solubilizada em agua e posteriormente o farmaco é
adicionado a solugao de ciclodextrina. A mistura permanece sob agitagdo constante durante
um periodo de tempo pré-determinado, sendo congelada em seguida e submetida a
liofilizagédo (SILVA, 2011).

A escolha do método de preparo de complexacao é importante ndo sé para o produto
final obtido, como também a simplicidade do método, baixo custo, rendimento alto, rapidez e
principalmente facilidade na transposicdo de escala (LIRA, 2007). Além de que, cada
molécula a ser complexada obtém caracteristicas peculiares, levando a condicdes ideais de

preparo com a ciclodextrina (MURA et al., 1999).

1.3.3.5 Caracterizagao fisico-quimica de complexos de inclusdo com ciclodextrinas

As substancias lipofilicas que formam complexos de inclusao 1:1 CD/farmaco, onde
uma molécula da CD se complexa com uma do farmaco, é analisada através do estudo de
solubilidade de fases, cujo objetivo é relacionar o efeito do agente solubilizante (CDs) na
solubilidade de um composto (LOFTSSON et al., 2005).

Os primeiros a descrever o estudo de solubilidade de fases foram Higuchi e Connors
no ano de 1965, através do diagrama de solubilidade de fases, obtido pela relacao da
concentragdo molar entre o farmaco em relacdo a contragdo molar da ciclodextrina
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007).
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A curva da solubilidade de fases plotada a partir do diagrama ¢é classificada em:
curvas do tipo A, indicando que a molécula héspode aumenta com incremento da
concentracdo de CD, na formacdo de complexos de inclusdo soluveis com razao
estequiométrica molar de 1:1 farmaco:ciclodextrina; curvas do tipo B, as quais sugerem a
formacao de complexos de inclusao com pobre solubilidade, em alguns casos, inferior a da
molécula hospedeira ocorrendo a precipitagao a medida que ha encapsulagido. As curvas do
tipo A sao subtipadas em A, (aumento linear da solubilidade do farmaco como uma fungao
da concentracao da ciclodextrina), Ar (desvio isotérmico positivo), e Ay (desvio isotérmico
negativo) e as curvas do tipo B, em Bs (curva que denota complexos de limitada
solubilidade) e B, (curva que indica complexos insoluveis) (Figura 1.5) (MESSNER et al.,
2010).

.‘\\

Farmaco[ | mM

f

Y

CDs[ | mM

Figura 1.5 Diagrama de solubilidade de fases mostrando os tipos e subtipos de curvas A
(AL Are An) e B (Bs e B)) (adaptado de MESSNER et al., 2010).

Estes dados do grafico permitem calcular a estequiometria e a constante de
associacao (K1) das curvas formadas, que sao utilizadas para comparar as afinidades dos
farmacos a diferentes CDs. Calcula-se a constante de associagdo para complexos de
inclusdo 1:1 a partir da lineariedade da curva de solubilidade de fases utilizando a equagao
Ki.1= Slope/So(1 - Slope), em que “Slope” € a inclinagdo da reta e Sy € a solubilidade
intrinseca do composto, assumindo como igual ao valor do Y-intercepto da curva linear
(CHALLA et al., 2005).

Outra maneira de comparar os efeitos solubilizantes das CDs, com intencdo de

revelar a afinidade do composto hidrofébico € comparar suas eficiéncias de complexacao
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(EC) (um parametro calculado sem levar em consideragdo a solubilidade intrinseca) pela
utilizagao da seguinte equagao: EC = SoK.+= [D/CD]/[CD] = Slope/1 - Slope, onde [D/CD] ¢ a
concentracao do complexo dissolvido; [CD], a concentragao de ciclodextrina livre dissolvida
(LOFTSSON et al., 2005).

Mesmo com muitas vantagens atribuidas a formacao dos complexos de incluséo, o
mecanismo de complexacdo molecular ndo é suficiente para promover a liberagao
controlada do agente terapéutico. A fim de melhorar a estabilidade de potentes compostos
lipofilicos e obter um perfil de liberagdo controlada, estudos tém sido realizados na
encapsulacdo de complexos de inclusdo em nanosistemas (DE ROSA et al.,, 2005;
FERNANDES et al., 2007).

Muitas sdo as metodologias que podem ser utilizadas para a investigacdo dos
complexos de inclusdo, que permitem nao s6 detectar a formagdo do complexo de inclusao,
como conhecer a sua estrutura quimica e interagcdes que estabelecem entre os diferentes
componentes. No entanto, qualquer metodologia que tenha sensibilidade suficiente para
medir estas diferengas pode ser utilizada para caracterizar estes complexos (MENDONCA,
2011).

Para verificar a integridade da molécula héspede no complexo de inclusdo, os
métodos que caracterizam fisico-quimicamente essa associacdo CDs:farmaco sao difragao
de raios-X (XRD), micoscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de absorgéo
na regido do infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN 'H) e
estudo de solubilidade de fases (LIRA et al., 2009).

Os padrbes de difragdo de raio-X e a microscopia eletrbnica de varredura,
fundamentados na interagdo do feixe de elétrons com a superficie da amostra, determinam
a cristolografia e a topografia da molécula, respectivamente. Essas técnicas sdo adequadas
para os estudos das substancias purificadas e complexos moleculares (SOUZA;
BITTENCOURT,; 2008).

O IV é uma metodologia analitica que pode ser utilizada na avaliagido da ocorréncia
de interagcbes entre diferentes moléculas no estado sélido. Sua aplicagdo limita-se a
farmacos que apresentem bandas de absorgao caracteristicas, tais como as resultantes de
grupos carbonilo (UEKAMA; OTAGIRI, 1987), que geralmente se apresentam separadas
das bandas caracteristicas das CDs e sofrem facilmente desvios devido a complexagao
(SZEJTLI, 1994).

Apesar da possibilidade do emprego de diversas técnicas para a investigagdo do

processo de inclusdo, apenas analises por '"H RMN podem comprovar a estrutura do
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complexo formado, a partir da observacdo de uma alteracao sensivel dos sinais obtidos
tanto para a CD como para o substrato (CAVALCANTI et al., 2011).

1.3.4 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma ciéncia em rapida expanséo, que abrange o desenvolvimento
de materiais no tamanho nanométrico. Nandmentro é sua unidade de medida, que
correlaciona com a bilionésima parte do metro (10°). Dimens&do essa muito superior aos
padrbes de moléculas organicas, porém com uma menor gama de abordagem de muitas

proteinas e macromoléculas bioldgicas (Figura 1.6) (FARIJ; WIFP, 2009).

~016nm =043 nm =073 nm =1,85 nm
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Bulk mister fulereno S
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Figura 1.6 Tamanho de moléculas organicas e macromoléculas biolégicas em relagéo as
nanoparticulas de silica (adaptado de: FARIJ; WIFP, 2009).

No ano de 1959, o fisico Richard Feynman ganhou o prémio Nobel relatando sobre as
possibilidades, vantagens e mudangcas com a obtencdo de materiais em nanoescala
(FEYNMAN, 1959). Anos apds, Eric Drexler comegou a constru¢do de maquinas em escala
molecular, de apenas alguns nanOmetros de tamanho como bracos de robd, motores e
computadores, muito menores que uma célula. Contudo, o significado da palavra mudou
para nanotecnologia, a fim de abranger os tipos mais simples de tecnologia a escala
nanométrica (DREXLER, 2006).
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De acordo com Mendonga (2011), os nanotecndlogos tém estudado nos ultimos anos
as propriedades dos nanomateriais para diversas aplicabilidades biolégicas, destacando-se:
agentes de contraste para imagens de células e animais no diagnéstico, além da terapéutica
no tratamento de doencgas.

O enorme potencial de trazer a saude humana, pesquisadores tém utilizado a
nanotecnologia, principalmente na &rea de desenvolvimento de medicamentos. Os
nanocarreadores promovem uma melhoria na liberacdo de farmacos, com o propdsito de
direcionar e controlar a liberacdo de farmacos com baixa solubilidade em &gua, baixa
biodisponibilidade e alta toxicidade (SAHOO et al, 2006; SAKATA et al., 2007).

1.3.4.1 Sistemas de liberacao controlada

A tecnologia de sistemas de liberacdo de farmacos surgiu na década de 80, na
tentativa de retardar a liberagao do principio ativo, direcionando-o a sitios especificos, com a
capacidade de agregar-se no o6rgao, ou tecido-alvo, de forma seletiva e quantitativa,
independente do local e do método de sua administragdo. Desta forma, a concentracdo do
farmaco em outros 6rgaos e tecidos nao-alvo deve ser minima ou nenhuma, evitando efeitos
colaterais (TORCHILIN, 2005; STAMATIALIS et al., 2008).

Os nanosistemas sao vetores medicamentosos que liberam o principio ativo de forma
controlada, mantendo a concentragdo adequada no plasma por um periodo de tempo
duradouro. Essa vetorizacdo esta fundamentada nas caracteristicas do veiculo: tamanho,
lipofilia, estabilidade e citropismo do composto, bem como o comportamento em fluidos
biolégicos (MAGENHEIM; BENITA, 1991).

Ha uma variedade de nanocarreadores que podem ser utilizados como sistemas de
liberacdo controlada, como microparticulas, nanoparticulas, lipossomas, dendrimeros,
nanotubos, dentre outros; como também diferentes tipos de liberagao podem ser produzidos
(continua, pulsatil) de acordo com o farmaco, o dispositivo escolhido e a via de
administragao (FIGURA 1.7) (PETITTI et al., 2008).
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Figura 1.7 llustragdo de alguns tipos de nanosistemas (adaptado de: FARIJ; WIFP,
2009).

A administragdo desses sistemas de liberacdo controlada em relagdo as formas
farmacéuticas convencionais apresenta vantagens, como: otimizagao do numero de doses;
liberacdo do farmaco por um tempo maior; direcionamento a alvos especificos; protecao do
principio ativo; redugcdo dos efeitos adversos indesejaveis; maior conveniéncia para o
paciente e reducdo dos custos na saude (Figura 1.8) (BRANNON-PEPPAS, 1995; PETITTI
et al., 2008).

Segundo Lira (2007), o objetivo principal da utilizagdo de um sistema de liberagéo
controlada é a manutencao constante da concentragdo plasmatica do farmaco dentro da
faixa terapéutica em fungédo do tempo, evitando efeitos toxicos (doses mudltiplas) e a dose

subterapéutica da substancia ativa.
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Figura 1.8 Comparacao do perfil farmacocinético de formas farmacéuticas convencionais e

de sistemas de liberacao controlada (adaptado de LIRA, 2007).
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1.3.4.2 Lipossomas

Dentre as varias formas de sistemas de liberagdo controlada, os lipossomas vém
sendo bastante estudados, pois ainda ndo obtiveram o impacto significativo na medicina
(FARIJ; WIFP, 2009). Os primeiros estudos foram realizados por Alec Bangham (1963)
através da hidratagao de filmes lipidicos depositados nas paredes de um frasco de vidro,
observando que as moléculas lipidicas formavam estruturas vesiculares. Logo mais,
Gregory Gregoriadis investigou o transporte e a liberagdo de farmacos por vesiculas
lipossomais, propondo pela primeira vez a utilizacdo de lipossomas, como um veiculo de
compostos ativos. No ano de 1965 o termo lipossoma foi determinado por Weissman, que
do grego quer dizer lipos=gordura + soma=corpo (ANDRADE, 2003; FREZARD et al., 2005).

Os lipossomas sdo nanovesiculas esféricas constituidas por bicamadas lipidicas que

encerram no seu interior um ou mais compartimentos aquosos (ALVES, 2008).

Cavilade
- Fosfolipideo em agnosa

forma cilindica

Lipossoms

Figura 1.9 Esquema de formacao dos lipossomas: estrutura do fosfolipidio, da bicamada

lipidica e do lipossoma (Adaptado de: courses.cm.utexas.edu).

O grande interesse no estudo dos lipossomas € pelo fato de serem nanoestruturas
carreadoras de moléculas hidrofilicas e lipofilicas (como quimioterapicos, hemoglobinas e
co-fatores, antigenos, imunomoduladores e material genético), sendo considerados veiculos
biodegradaveis, biocompativeis, ndo imunogénicos, flexiveis devido a sua composigao,
tamanho e fluidez da bicamada lipidica (TORCHILIN, 2005; EDWARDS; BAEUMNER; 2006;
BATISTA et al, 2007).

Outro dado que corrobora a importancia dos lipossomas € o fato de que os elementos
constituintes da bicamada lipidica sao idénticos a membrana natural das células. Essa
similaridade pode ser aumentada com modificagdes quimicas na membrana do lipossoma,

permitindo o direcionamento de farmacos a células alvo. Contudo, a membrana celular é



CAMPOS, T.A. Dissertagédo de Mestrado (2012) Complexos de inclusdo é&cido fumarprotocetrarico:2-hidroxipropil-B- 21

ciclodextrina: Preparagao, caracterizagdo e encapsulagdo em lipossomas

pontilhada com uma miriade de receptores que vinculam o meio extracelular aos seus
respectivos ligantes (lipossomas cuja superficie é funcionalizada com ligantes) na
transducdo de um sinal no espaco intracelular. Sinal este, que pode desencadear uma
infinidade de caminhos bioquimicos, causando a internalizacdo dos sistemas lipossomais,
via endocitose (Figura 1.10) (ANDRADE, 2003; FARIJ; WIFP, 2009).
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Figura 1.10 llustracao das etapas de entrada citosdlica do lipossoma. 1-Associag¢ao celular
dos lipossomas; 2- Internalizacdo dos lipossomas através de endocitose; 3-Escape
endossomal dos lipossomas; 4- Degradacgao lisossomal; 5- Agente terapéutico livre e difuso
no citoplasma; 6- Transporte citoplasmatico do agente terapéutico para a organela alvo; 7-
Exocitose de lipossomas (adaptado de: FARIJ; WIFP, 2009).

Os lipideos mais utilizados nas formulacbdes de lipossomas sio as fosfatidilcolinas,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a formar uma bicamada
estavel em solugdo aquosa. Os fosfolipideos (de origem sintética ou natural) s&o
componentes essenciais nos sistemas lipossomais, sendo a fosfatidilcolina mais utilizada,
devido ao alto grau de insaturacdo e sua ramificagcdo na cadeia lipidica, conferindo uma
maior fluidez, rigidez e uma diminuicdo na oxidacdo. Devido a sua anfifilia, os fosfolipidieos
apresentam em sua estrutura molecular uma porg¢ao hidrofilica e uma porg¢ao hidrofobica
(BATISTA et al., 2007; ALVES, 2008).

Ha casos em que durante a preparacao dos lipossomas, esteroides sao incorporados
na tentativa de aumentar a rigidez da membrana lipossomal, ocasionando
consequentemente a estabilidade. Um tipo de esteréide € o colesterol, que melhora a
estabilidade da vesicula na presenga de fluidos biolégicos como o sangue, através da

reducdo da interacdo das proteinas plasmaticas com as membranas dos lipossomas,
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diminuindo assim a desestrututuragdo dos mesmos. Outras formulagdes tendem a utilizar
carga na superficie das membranas dos lipossomas, com a fosfatidilserina e o
fosfatidilglicerol como carga negativa e a estearilamina como carga positiva, evitando assim
precipitagao e instabilidade (KIM, 2007; ALVES, 2008).

Na comunidade cientifica, os lipossomas sao aplicaveis para diagnéstico de canceres,
encapsulando agentes de contrastes, indio e muramilpeptideo (ativador de macréfagos
tumoricidas). Também sdo empregados como veiculos de agentes citostatico, antivirais,
antiparasitarios, antifungicos, horménios, enzimas, vacinas e genes (ANDRADE, 2003;
BATISTA et al., 2007; MACHADO et al., 2007).

Varios produtos a base de lipossomas foram estudados experimentalmente com
interesse no mercado farmacéutico. Exemplos de moléculas como anfotericina B e a
nistatina (antifungicos), doxorrubicina, daunorrubicina, vincristina, citarabina, cisplatina e
recetemente mitoxantrona (quimioterapicos), vidarabina (antiviral), e por Jdltimo a
gentamicina e ampicilina (antibiéticos) (LIRA, 2007; MACHADO et al., 2007; LAPENDA,
2009).

1.3.4.2.1 Classificagao dos lipossomas

Os lipossomas sao classificados quanto as suas propriedades com os sistemas
biolégicos mediante a via de administracdo farmacéutica e método de preparo. Estas
propriedades sdo: tamanho de vesicula, numero de lamelas e composicdo quimica
(TORCHILIN, 2005; BATISTA et al., 2007).

O tamanho do lipossoma e o numero de suas lamelas classificam os lipossomas em:
vesiculas multilamelares grandes (MLV- multilamellar large vesicles), vesiculas unilamelares
grandes (LUV - large unilamellar vesicles), vesiculas multivesiculares (MMV - multivesicles
vesicles) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV - small unilamellar vesicles) (Figura
1.11). Os SUVs mostram um didmetro de até 100 nm, diferenciando-se dos demais tipos
que variam em escala micrométrica, possuindo um compartimento aquoso (LUV), ou com
varios compartimentos intercalados (MLV), ou com diferentes tamanhos de lamela (MMV)
(BATISTA et al., 2007).
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Figura 1.11 llustragdo esquematica dos diferentes tipos de lipossomas quanto ao tamanho.
SUV- Pequenas Vesiculas Unilamelares, LUV- Grandes Vesiculas Unilamelares, MLV-
Grandes Vesiculas Multilamelares, MVV- Grandes Vesiculas Multivesiculares. (adaptado de
http://www.azonano.com/article.aspx?Article|D=1243).

Quanto a composicdo quimica, os lipossomas podem ser classificados em
convencionais, furtivos, sitio-especificos e lipossomas polimorficos (Figura 1.12).

Figura 1.12 llustracdo esquematica dos tipos de lipossomas quanto a sua composicéo. A-
Lipossomas convencionais. B- Lipossomas sitio-especificos. C- Lipossomas furtivos. D-
Lipossomas direcionados de longa circulagao. E- Lipossomas polimérficos: 1- lipossoma
sensivel ao pH ; 2- lipossoma catiénico (LAPENDA, 2010).

Conhecidos como lipossomas de primeira geragao, os lipossomas convencionais sao

constituidos basicamente de fosfolipidios, colesterol e um lipidio de carga. Caracterizam-se



CAMPOS, T.A. Dissertagédo de Mestrado (2012) Complexos de inclusdo é&cido fumarprotocetréarico:2-hidroxipropil-B- 24

ciclodextrina: Preparagao, caracterizagdo e encapsulagdo em lipossomas

por uma rapida circulagdo saguinea, pois tendem a se acumular nas células do sistema
reticulo-endotelial, ou sistema fagocitario mononuclear, devido ao reconhecimento por
macrofagos. Lipossomas do tipo LUV e MLV sao rapidamente reconhecidos e eliminados da
circulagdo (através do bacgo, figado e rins), enquanto que os SUVs tém meia-vida mais
longa. Por conseguinte, essa captura dos lipossomas, limita a sua aplicagdo nos
tratamentos de diversas patologias (KOO et al., 2005; IMMORDINO et al., 2006; BATISTA et
al., 2007).

Alteracdes na superficie dos lipossomas € a alternativa para aumentar o tempo de
permanéncia na corrente sanguinea. Os lipossomas furtivos apresentam na sua bicamada
lipidica componentes como o gangliosideo (GM1), fosfatidilinositol e polimeros hidrofilicos
sintéticos inertes biocompativeis, especificamente os polietilenoglicéis (PEGs), cuja
finalidade é um revestimento que tenta o bloqueio da adsor¢gdo de opsoninas nos
lipossomas, inibindo o processo de reconhecimento (TORCHILIN, 2005; IMMORDINO et al.,
2006).

Na busca de aumentar o acumulo dos lipossomas nos tecidos e 6rgaos alvos, o
estudo de moléculas ligantes tem sido acentuado ultimamente. A incorporagéao de diversos
ligantes (anticorpos, glicopeptideos, polissacarideos e as lectinas) em lipossomas confere o
direcionamento para receptores e determinantes antigénicos nas células alvo,
proporcionando a distribuigdo especifica do farmaco encapsulado (SIHORKAR; VYAS,
2001; EDWARDS; BAEUMNER, 2006; BATISTA et al., 2007). Os lipossomas sitio-
especificos ou imunolipossomas, assim chamados por obterem moléculas ligantes em sua
membrana através de ligagcdes covalentes ou pela inser¢cdo de residuos hidrofébicos,
combinam com as propriedades dos lipossomas furtivos, originando os lipossomas de longa
duragéo (TORCHILIN, 2005; TORCHILIN, 2006; IMMORDINO et al., 2006).

Os lipossomas polimorficos sdo aqueles que se tornam reativos, devido a mudanca na
sua estrutura desencadeada por uma alteragdo de pH, temperatura ou carga eletrostatica.
Quando se trata da agédo antitumoral, o tecido neoplasico possui um pH menor que o
fisiolégico, conferindo aos lipossomas sensiveis de pH a sua utilizagdo para liberar o
farmaco no citoplasma. Sao também aplicaveis como: (a) transporte de sondas
fluorescentes que permitem nao somente avaliar a eficacia de diferentes composicdes de
lipossomas, como também esclarecer os mecanismos envolvidos em seu trafego
intracelular; (b) a liberacao eficiente de drogas antineoplasicas ou proteinas recombinantes;
(c) transporte intracelular de antigenos; (d) transporte intracelular de material genético para
aplicacéo nas terapias antisense e génica (SIMOES et al., 2004; BATISTA et al., 2007).
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Outros tipos sao os lipossomas termo-sensiveis, formados por uma mistura de lipidios
que tém sua Tc um pouco acima da temperatura fisiolégica, utilizados na hipertermia
(tecidos com tumores, metastase, inflamacdes e infecgcbes), havendo a liberagao do
conteudo lipossomal (SANDIP et al., 2000). Os lipossomas catiénicos apresentam carga
positiva na superficie sendo utilizado na terapia génica para liberagdo de acidos nucléicos
dentro das células (TORCHILIN, 2005; TORCHILIN, 2006; IMMORDINO et al., 2006;
BATISTA et al., 2007; MAITANI et al., 2008).

1.3.4.2.2 Métodos de preparagao e caracterizagao dos lipossomas

A fabricacao de lipossomas nao é apenas a formacao aleatéria das membranas, mas
obter membranas formadoras de vesiculas com estrutura e tamanho ideais com propdsito
de encapsular substancias biologicamente ativas (ANDRADE et al.,, 2004). Ha varios
métodos de preparacdo de lipossomas (extrusao, ultrasom, microfluidicdo, evaporacdo em
fase reversa e hidratacdo de filme lipidico), o mais classico € o de hidratagdo do filme
lipidico. Nesse, a fase organica é preparada com a solubilizagdo dos lipideos por solventes
organicos, em seguida, forma-se o filme lipidico pela evaporacdo do(s) solvente(s) a
pressao reduzida. Entao, a fase aquosa é adicionada ao recipiente contendo o filme lipidico
formando-se espontaneamente as vesiculas (SANTOS; CASTANHO, 2002; FREZARD et
al., 2005). Os lipossomas obtidos pelo método da hidratagdo do filme lipidico podem ser
submetidos a ac&o de ultrassom com ajuda de uma sonda ou banho. A energia liberada
promove a diminuigdo do raio dos MLVs tornando-os SUVs (ANDRADE et al., 2004; HATZI
et al., 2007).

Os lipossomas podem ser caracterizados quanto aos estudos de estabilidade
(acelerada e a longo prazo), determinando o didametro e a distribuicdo do tamanho de
particula, variagbes de pH, aspecto macroscopico e microscopico das vesiculas, além da
cinética de liberagao controlada.

Para selecionar a melhor formulagdo presumindo a otimizagdo do processo, os
estudos de estabilidade acelerada e a longo prazo sdo bastante utilizados.

As formulacbes sao submetidas a condicbes criticas através de ensaios de
centrifugagao e estresse mecanico, avaliados pelo estudo de estabilidade acelerada. Ja no
estudo de estabilidade a longo prazo é avaliada a durabilidade das formulagdes. Os
parametros avaliados neste estudo sao: eficiéncia de encapsulagao, didmetro da particula e
o indice de polidispersao, potencial zeta e o pH das formulagdes ao longo do tempo. Outros

pontos relevantes neste estudo sdo os aspectos macroscépicos e microscépicos, de acordo



CAMPOS, T.A. Dissertagédo de Mestrado (2012) Complexos de inclusdo é&cido fumarprotocetréarico:2-hidroxipropil-B- 26

ciclodextrina: Preparagao, caracterizagdo e encapsulagdo em lipossomas

com a presenca de aglomerados, precipitados e cristais do farmaco nas suspensodes
lipossomais. A morfologia dos lipossomas pode ser determinada através da microscopia
Optica e eletronica de varredura e de transmissao (ANDRADE et al., 2004).

O método de difusdo em saco de didlise tem sido utilizado para verificar a combinacgao
de processos de difusdo e erosdo do farmaco estudado (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Assim, tracando o perfil cinético de liberacdo controlada da substdncia ativa no

nanosistema.

1.3.4.3 Aplicagao de substancias liquénicas na nanotecnologia

Estudos pioneiros com a encapsulagdo de substancias liquénicas oferecem novas
perspectivas para sua utilizagdo no tratamento do cancer. Nestes estudos, foram
comprovados que a encapsulacdo do acido usnico de Cladonia substellata reduziu a
proliferacdo in vitro de células NCI-H292 (ca&ncer de pulmao), e potencializou a agao
antitumoral frente ao tumor experimental sarcoma-180 (RIBEIRO-COSTA, et al., 2004;
SANTOS et al., 2005; 2006). Nos ensaios de toxicidade crénica in vivo foi evidenciada uma
significativa reducdo dos efeitos hepatotoxicos nos animais tratados com o acido usnico
encapsulado (SANTOS et al., 2006; FERRAZ, et al., 2008, 2009). Analises do perfil
farmacocinético do acido usnico nanoencapsulado em ratos utilizando a via intravenosa e
intraperitoneal revelaram que a concentragao sistémica desta droga praticamente duplicou
quando este foi administrado sob a forma nanoencapsulada. Sua biodisponibilidade
aumentou em torno de 20% quando comparado a forma livre (SANTOS et al., 2009).

A nanoencapsulacdo do acido fumarprotocetrarico utilizando uma microemulsao
oleo/agua (o/a) com Cremophor® e incorporado como fase interna oleosa de nanocapsulas
de copolimero de acido lactico e glicélico (PLGA) foi realizada, evidenciando nos ensaios in
vivo uma potencializagao de agao antitumoral em torno de 20%. Em contraste, foi observada
uma alta toxicidade nos estudos in vitro frente as células HEp-2, e nos testes in vivo uma
toxicidade crénica em ratos, quando tratados com a microemulsdo o/a ou nanocapsulas
contendo acido fumarprotocetrarico incorporado a microemulsdo o/a (SIMONETTI et al.,
2009).

Diante desses resultados que precisam ser melhorados,quanto a toxicidade e aumento
da solubilidade do farmaco, o desenvolvimento de complexos de inclusdo entre o acido
fumarprotocetrarico e a ciclodextrina poderdo ser uma alternativa para eficacia terapéutica.

Kristmundsdottir e colaboradores (2002; 2005) utilizaram o acido usnico como um

protétipo de droga insoluvel e tentaram obter um solvente que fosse capaz de solubilizar o
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acido, nao sendo capaz de interferir nos testes de atividade bactericida. Na pesquisa, foram
utilizados co-solventes (glicofurol 75, propilenoglicol, polietinoglicol 400), surfactantes
(polissorbato 20 e cremofor RH40), o agente complexante 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e
diferentes pHs. Os resultados demonstraram que somente a ciclodextrina foi capaz de
solubilizar o acido Usnico e nao interferir diretamente nos testes realizados nas células,
satisfazendo assim os critérios de solubilidade e baixa toxicidade necessarios para
realizacao de testes de atividade bioldgica nas células

Recentes estudos provaram que a nanoencapsulagado de complexos de inclusao entre
0 acido usnico e a B-ciclodextrina em lipossomas tornou-se uma excelente alternativa para
superar as limitagcdes relacionadas a solubilidade bem como biodisponibilidade do acido
usnico (LIRA et al., 2009).
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CAPITULO 2

Desenvolvimento e validacao de método espectrofotométrico UV
para determinagao do acido fumarprotocetrarico de Cladonia
verticillaris (liquen) em complexos de inclusdao com
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2.1 Resumo

O acido fumarprotocetrarico (AF), isolado de Cladonia verticillaris € uma depsidona 3-orcinal
que apresenta diversas propriedades bioldgicas, tais como: antibidtica, antiproliferativa, anti-
inflamatéria e antitumoral. No entanto, seu uso terapéutico é limitado devido sua baixa
hidrofilicidade e alta toxidez. As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos que podem
formar complexos de inclusdo com varias substancias hidrofobicas, promovendo um
aumento da solubilidade e biodisponibilidade. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e
validar um método espectrofotométrico UV para dosagem e quantificacdo do acido
fumarprotocetrarico em complexos de inclusdo com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (AF-
HPBCD). Os parametros de validagdo foram estudados segundo as exigéncias da
Conferéncia Internacional de Padronizacido de Uso Humano (ICH). Na determinacéo da
linearidade foram realizadas trés curvas padroes de AF (0,5-8,0 pg.mL™"). O coeficiente de
correlagao foi 0,999, significando que 99% da variagao total em torno da média explicam-se
pela regressao linear com equacéo da reta dada por Absorvancia = 0,1119x[AF]+ 0,0071. A
exatidao atesta a recuperacao do acido fumarprotocetrarico em 90,97%, 99,29% e 98,43%
para as concentracdes baixa, média e alta, respectivamente, obtidas do complexo de
inclusdo (AF-HPBCD). Os coeficientes de variacao intra-dia e inter-dia apresentaram valores
inferiores a 5% (p < 0.05). Nao foram evidenciadas interferéncias da HPBCD nos complexos
de inclusdo obtidos, caracterizando o método como preciso e robusto. Os limites de
detecgdo e quantificagdo do acido fumarprotocetrarico foram de 0,24 e 0,74 pg.mL”,
respectivamente. A metodologia proposta demonstrou ser simples, precisa, robusta e

reprodutivel.

Palavras-chave: liquens, acido fumarprotocetrarico; método espectrofotométrico UV.
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2.2 Abstract

Fumarprotocetrarico acid (HF), isolated from Cladonia verticillaris is a B-depsidona orcinal
which has biological properties such as: antibiotics, anti-proliferative, anti-inflammatory and
antitumor activities. However, its therapeutic use is limited due to its low toxicity and high
hydrophilicity. Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides which may form inclusion complexes
with  various hydrophobic substances, providing an increased solubility and
bioavailability. The aim of this study was to develop and validate a UV spectrophotometric
method for determination and quantification of the acid in fumarprotocetrarico inclusion
complexes with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD-AF). The validation parameters
were studied according to the requirements of the International Standards for Human Use
(ICH). In determining the linearity curves were three patterns of AF (0.5 to 8.0 p g.mL-1). The
correlation coefficient was 0.999, meaning that 99% of total variation about the mean
explained by the linear regression equation of the line given by Absorbance = 0.1119 x [AF]
+ 0.0071.The accuracy attests to the recovery of hydrogen in fumarprotocetrarico 90.97%,
99.29% and 98.43% for concentrations low, medium and high, respectively, obtained from
the inclusion complex (AF-HPBCD). The coefficients of variation intra-day and inter-day were
below 5% (p <0.05). There was no evidence of interference in HPBCD inclusion complexes
obtained, characterizing the method as accurate and robust. The limits of detection and
quantification of fumarprotocetrarico acid were 0.24 and 0.74 p g.mL-1, respectively. The

proposed methodology proved to be simple, accurate, robust and reproducible.

Key-words: lichen; fumarprotocetraric acid; UV spectrophotometric method.
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2.3 Introducgao

Os liguens sao organismos de uma complexa simbiose entre fungos e algas, cujos
metabdlitos secundarios tém sido utilizados para diversos fins, principalmente na medicina
popular (Muller, 2001). Muitos destes compostos incluem depsidios, depsidonas,
dibenzofuranos, antraquinonas, xantonas, derivados de acido pulvinico e acido alifatico,
mostrando interessantes atividades bioldgicas e farmacoldgicas (Muller, 2001; Huneck,
2001).

As depsidonas, conhecidas como potentes anticancerigenos, sao formadas pela
esterificacdo de dois acidos carboxilicos aromaticos ligados por uma unidade intramolecular
de oxigénio (Russo et al., 2006). Além de relevante atividade anti-retroviral, como inibidores
da integrase do HIV-1, as depsidonas tém a capacidade de absor¢do de luz UV, com
potencial para uso em formulacdes de filtros solares e como inibidores da lipoxigenase-5,
desempenhando uma importante fungdo em uma variedade de processos patofisiolégicos
em humanos, particularmente em reacdes inflamatorios (Ingoflsdétir et al., 1996).

Titulado por ser um acido dibasico, o acido fumarprotocetrarico (Figura 2.1) € uma
depsidona da seérie meta do tipo B-orcinol, isolado de Cladonia verticillares (Honda; Vilegas,
1998; Edwards et al., 2003; Hauck et al., 2010).

1
CH, ﬁ CH,OCCH=CHCO,H
C—O0 OH
HsCO O “CO,H

CHO CHs

Figura 2.1 Estrutura quimica do acido fumarprotocetrarico (C,:H1012) (Santos et al., 2004).

O acido fumarprotocetrarico apresenta diversas atividades biolégicas a citar:
antibidtica (Ingolfsdaéttir, 2002), antiinflamatdria, antinoceptiva, antipirética (Maia et al., 2002),
antiproliferativa (Nascimento et al., 1994) e antitumoral (Santos et al., 1996). Contudo, suas
caracteristicas fisico-quimicas tornam as propriedades bioldgicas limitantes, por apresentar
um baixo grau de ionizagdo (pKa: em metanol de 2,8), por conseguinte baixa solubilidade e

um ponto de fusdo aproximado de 250 °C (Edwards et al. 2003; Hauck et al., 2010).
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As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos conhecidos por sua habilidade
principalmente de incorporar moléculas apolares. O complexo obtido exibe novas
caracteristicas fisico-quimicas quando comparadas as moléculas livres. A complexacgao
proporciona uma melhoria na estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade (Del Valle, 2004;
Devarakonda et al., 2005).

Para garantir a qualidade final de um produto biotecnoldgico é necessario entre outros
parametros, o doseamento do principio ativo. Das iniUmeras técnicas de quantificacao,
destaca-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia, mas sua aplicagao é restrita por ser
onerosa, com tempo de analise relativamente longo e requerer experiéncia no manuseio do
equipamento para processamento das amostras. Ja a espectroscopia ultravioleta (UV) é
uma técnica de baixo custo e de facil manipulagdo no controle de qualidade de produtos
naturais (Siqueira-Moura et al., 2008).

Visando validar o método de quantificacdo do acido fumarprotocetrarico, para futuros
estudos do entendimento, ndo apenas do principio ativo em questao, como também de
moléculas com alto potencial biolégico, € necessario o desenvolvimento e validagdo de um

método analitico por espectrofotometria UV.

2.4 Metodologia

2.4.1 Materiais

O acido fumarprotocetrarico (AF) foi isolado e purificado pela Dra. Neli Kika Honda, do
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais/UFMS. O metanol, diclorometano, cloroférmio
e a acetonitrila foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha), todos de grau analitico. A 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina foi fornecida pela Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). As analises de
quantificacdo do acido fumarprotocetrarico foram realizadas no espectrofotbmetro UV-Vis
Ultrospec 3000 Pro (Amersham Pharmacia Biotech, EUA) utilizando células de quartzo de

10 mm de caminho 6ptico.

2.4.2 Desenvolvimento do método analitico

No desenvolvimento do método analitico, o metanol foi escolhido como solvente
referéncia, pelo fato de ndo apresentar absor¢dao na faixa de 200 a 400nm em
espectroscopia UV-Vis. Inicialmente uma concentracdo conhecida AF foi solubilizada em

trés diferentes solventes orgéanicos (diclorometano, cloroférmio e acetonitrila), no intuito de
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se escolher o melhor diluente. Em seguida foi realizada uma varredura no espectrofotdmetro
UV-Vis, de cada solvente, no intuito de se averiguar a presenca de interferentes em relagcao
ao solvente referéncia. Apds a escolha do solvente diluente, foi determinado o comprimento
de onda de maior absorbancia para o acido fumarprotocetrarico na variacdo de 200 a 400

nm.

2.4.3 Solugao padrao

Na preparacao da solugao padrao, foram pesados 2,5 mg de acido fumarprotocetrarico
e transferido a um baldo volumétrico de 25 mL. Consecutivamente foi adicionado metanol e

acetonitrila, na proporgao 4:1, resultando numa concentragao final de 100 pg/ml.

2.4.4 Validagao do método analitico

No intuito de se validar o método espectrofotométrico UV para determinagéo do acido
fumarprotocetrarico, os parametros de validacao (linearidade, exatidao, precisido, robustez,
especificidade, limite de quantificacdo e limite de detecg¢do) foram baseados segundo as
exigéncias da Conferéncia Internacional de Padronizagdo de Requerimentos Técnicos para
Registro de Produtos Farmacéuticos de Uso Humano (International Conference on
Harmonisation - ICH of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use) (ICH, 2005) e pela Farmacopéia Americana (USP, 2003).

2.4.4.1 Linearidade

A linearidade foi verificada, utilizando-se trés curvas padroes, derivadas de cada
solugdo padréo, verificando a reprodutibilidade auténtica (0,5; 1; 2; 4; 6 e 8 yg.mL™"). Nessa
investigagao, foi plotando um grafico da média das nove curvas, analisando a regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados quanto ao desvio padrao relativo e o coeficiente

de determinacéo (Equacéo 1).

DPR(%) = DP/CMD x 100  (Equagdo 1)

Em que o DPR (%) € o desvio padrao relativo; DP é o desvio-padrao e CMD ¢é a

concentracao média determinada.
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2.4.4.2 Limite de detecgao (LD) e quantificagao (LQ)

Através da equacdo da reta calculou-se, o desvio padrdo residual da linha de
regressao e sua relagéo com a inclinagao da reta (coeficiente angular). Determinando assim,

o limite de deteccédo e quantificagdo (Equacgdes 2 e 3, respectivamente).

LD = (D.P./l) x 3,3 (Equacao 2)
LQ=(D.P./l) x 10,0 (Equacao 3)

Onde LD ¢é o limite de deteccao e LQ ¢é o limite de quantificacdo; D.P. é o desvio
padrao da inclinagido da reta das trés curvas analisadas, com relagdo aos eixos dos Ye |l é o

coeficiente angular de calibracao.

2.4.4.3 Exatidao

A exatidao foi determinada através da recuperagado do acido fumarprotocetrarico a
partir de complexo de inclusdo AF-HPBCD, em trés niveis de concentragdes: concentragao
baixa, média e alta (respectivamente, 0,5; 2 e 8 yg.mL"). O teste de recuperagéo foi
realizado em triplicata, para cada nivel de recuperagao e a percentagem de recuperacao foi

calculada a partir da curva de calibracao (Equagéo 4).

E(%) = CME/CT x 100 (Equacéo 4)

O E (%) representa a exatiddo, o CME é a concentracdo média experimental, e o CT

€ a concentracéo tedrica.

2.4.4.4 Precisao

Na analise de precisdo foram considerados os parametros de repetibilidade e
precisdo intermediaria. Objetivando avaliar a repetibilidade do método, foram preparadas
seis amostras de 2 yg.mL" e dosadas em dias diferentes e analistas diferentes. A precisdo
intermediaria foi estudada a partir de trés amostras de diferentes concentracées (0,5, 4 e 8
ug.mL™"), no mesmo dia (intra-dia) e no outro dia (inter-dia), manipulados por dois analistas.

As analises foram averiguadas pelo teste t de Student (teste bilateral, p < 0,05).
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2.4.4.5 Robustez

A robustez foi avaliada ao submeter uma solugcdo do acido fumarprotocetrarico (2
ug.mL™") a variagdo de temperatura (25 °C e 37 °C) e pela mudanga de fabricante do
solvente (Merck e Vetec). A concentracdo de acido fumarprotocetrarico foi determinada
utiizando seis ensaios diferentes. A robustez foi verificada utilizando analises de
coeficientes de variagdo obtidas entre as médias, utilizando o teste t de Student (teste
bilateral, p < 0,05).

2.4.4.6 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através de varreduras entre os comprimentos
de onda de 200 a 400 nm do acido fumarprotocetrarico, a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e o
complexo de inclusdo. O principio do método consiste em investigar a presenca de picos de
interferéncia (ICH, 2005) ente o principio ativo e os incipientes utilizados na preparagao

farmacéutica.

2.4.5 Aplicagao farmacéutica do método

2451 Preparagaio do complexo de incluséo contendo acido

fumarprotocetrarico: 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

Os complexos de inclusdo (AF-HPBCD) foram preparados através da técnica freeze-
drying, conforme Lira et al., 2009. O acido fumarprotocetrarico foi pesado e acondicionado
no tubo tipo de penicilina, para posterior adicdo da solugao de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina,
pesado na razao equimolar 1:1 do analito. Os constituintes da solugao permaneceram sob
agitacdo por 48 horas, a temperatura ambiente (25 °C), até verificar a formacdo de uma
solugdo homogénea. Consecutivamente, os frascos contendo os complexos de incluséo

foram congelados a -80 °C e submetidos ao processo de liofilizagao.

2.4.5.2 Determinagao do teor do acido fumarprotocetrarico nos complexos de

inclusao

A partir do complexo de inclusao (AF-HPBCD), foi retirado a massa equivalente ao

acido fumarprotocetrarcio (1mg), para obter uma solu¢do padrdo (100ug/ml). A analise
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espectroscépica do teor do acido fumarprotocetrarico foi através da diluicdo da solugao

padrao, na concentragao de 4 ug/mL. O ensaio foi realizado em ftriplicata.
2.5 Resultados e Discussao
2.5.1 Desenvolvimento da metodologia analitica
A analise comparativa da varredura em espectroscopia UV dos diferentes solventes

testes em relacdo ao solvente referéncia (metanol), demonstrou que o cloroférmio e

diclorometano apresentaram interferéncia, quando comparados a acetonitrila (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Espectro de varredura dos solventes: (A) Cloroférmio; (B) Diclorometano; (C)

Acetonitrila.

O solvente de escolha para solubilizacdo do acido fumarprotocetrarico foi a
acetonitrila e metanol numa proporgdo 4:1. O espectro de varredura do acido
fumarprotocetrarico na faixa de 200 a 400 nm demonstrou um pico de absorbancia maxima
no comprimento de onda de 203 nm, todavia, em maiores concentracdes (4, 6 e 8 ug/ml)
observa-se um leve deslocamento para 210 nm (Figura 2.3).

Segundo Gudjoénsdottir e colaboradores (1997), a deteccdo do acido
fumarprotocetrarico utilizando uma curva de 0,2 a 1,1 uyg/ml, através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia foi de 210 nm. Dessa forma, os resultados obtidos confirmam que
em métodos analiticos para quanficacdo do acido fumarprotocetrarico, sua maior

absorbancia ocorre em uma baixa faixa de comprimento de onda (203 a 210 nm).
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Figura 2.3 Espectro de varredura do acido fumarprotocetrarico em diferentes concentracoes

(0,5; 1; 2; 4; 6 e 8 yg/mL) em metanol (Ymax 210 nm).

2.5.2 Validagao do método analitico

2.5.2.1 Linearidade

Na analise da regresséo linear observou-se um coeficiente de correlacdo de 0,9999,
determinado nas diferentes concentragcdes obtidas a partir da solugdo padrao do acido
fumarprotocetrarico, ou seja, 99,99% de que o método € exequivel, comprovado pelo
método dos minimos quadrados. A equacao obtida foi y = 0,119x + 0,007, em que y é a
absorbancia (nm) e x a concentracdo (ug/mL), equivalentes ao acido fumarprotocetrarico
(Figura 2.4).
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Figura 2.4 Curva padrao de acido fumarprotocetrarico (0,5 - 8 yg/mL) a 210 nm.

A linearidade foi comprovada nos dados referentes a curva analitica do acido
fumarprotocetrarico. O método analitico desenvolvido possui faixa de linearidade entre as
concentragdes de acido fumarprotocetrarico de 0,5 a 8 pg/mL" (Tabela 2.1.). O ICH
preconiza que os valores do desvio padrao relativo (DPR) devem ser inferiores a 5%. O

maior desvio padrao relativo foi de 4,72%, portanto, menor do que o valor maximo exigido.

Tabela 2.1 Dados do teste de linearidade por espectrofotometria para acido

fumarprotocetrarico.
CT (ug/ml) ABS + DP CM + DP DPR (%)
0,5 0,060 + 0,002 0,47 £0,014 2,98
1 0,120 +£ 0,002 1,01 £ 0,009 2,20
2 0,233 £0,005 2,020,041 2,03
4 0,453 £ 0,021 3,99 + 0,009 4,72
6 0,682 +0,031 6,03 +£0,023 4,54
8 0,900 + 0,009 7,98 + 0,076 0,95

CT = Concentragdo Teérica (ug.mL"); CM = Concentragdo Média (ug.mL") de trés
determinacbes; ABS = Absorbancia média de trés determinacbes; DP = Desvio Padrao;
DPR (%) = Desvio Padrao Relativo; E (%) = Exatidao.

2.5.2.2 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagao (LQ)
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Os valores dos limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) estimados pelas
equagbes 2 e 3, foram 0,24 e 0,74 ug/mL”, respectivamente. De acordo com esses
resultados, verifica-se que o método possui relevante sensibilidade para detectar e
quantificar o acido fumarprotocetrarico, sem sofrer interferéncias de fatores intrinsecos do

equipamento.

2.5.2.3 Exatidao

A exatidao foi verificada nos trés niveis de concentracbes estudados: baixa, média e
alta. Conforme os resultados apresentados (Tabela 2.2), a exatiddo encontra-se dentro dos
limites especificados. A recuperagao do acido fumarprotocetrarico a partir dos complexos de
inclusdo (AF-HPBCD) nas concentragdes de 0,5, 2 e 8 ug.mL" foram 90,97%, 99,29% e
98,43%, respectivamente. De acordo com o ICH, os resultados de exatiddo ndo devem ser
inferiores a 95% e o desvio padrao relativo ndo deve ultrapassar 5%. Dessa forma, estes
dados encontram-se dentro dos padrbes solicitados pelo ICH, o qual pode ser considerado

suficientemente exato.

Tabela 2.2 Exatidao do acido fumarprotocetrarico em diferentes niveis de concentragdes.

Concentracao de acido fumarprotocetrarico .
Dados estatisticos

(ug/mL)

Tedrica Experimental Média DP DPR (%)
0,5 0,45 0,46 0,47 0,45 0,009 1,96
2 1,97 1,99 2,00 1,98 0,019 0,93
8 7,88 7,88 7,86 7,87 0,010 0,13

DP = Desvio Padrao; DPR = Desvio Padrao Relativo.

2.5.2.3 Precisao

Os estudos de precisao intracorrida propdem a repetibilidade do método. Ao observar
os resultados do desvio padréo relativo, obtidos na absorvancia e concentracdo da amostra
escolhida (2 ug.mL™"), observa-se que os mesmos apresentam valores menores que o valor
maximo exigido de 5% (tabela 2.3).

Tabela 2.3 Estudo de precisao intracorrida (repetibilidade).

Parametros

. Absorvancia  Concentracao
estatisticos



CAMPOS, T.A. Dissertagédo de Mestrado (2012) Complexos de inclusdo é&cido fumarprotocetréarico:2-hidroxipropil-B- 40

ciclodextrina: Preparagao, caracterizagdo e encapsulagdo em lipossomas

(210 nm) pug.mL”’

0,233 2,02

0,224 1,94

0,238 2,06

0,223 1,93

0,241 2,09

0,222 1,92

MEDIA 0,230 1,993
D.P 0,008 0,074
D.P.R 3,598 3,712

DP = Desvio Padrao; DPR = Desvio Padrao Relativo

A precisao intermediaria ndo revelou variagdo significativa em nos estudos de

precisao intermediaria realizados em dias diferentes e com analistas diferentes (Tabela 2.3).

Tabela 2.4 Precisao intermediaria do método espectrofotométrico para o doseamento do

acido fumarprotocetrarico.

Intra-dia
Concentracao Analista 1 Analista 2
teorica (jgmL”) CMDP DPR(%) CM£DP DPR (%) '@ oo
0,5 0,46 + 0,01 1,92 0,47 £ 0,01 2,71 0,37
4 3,83+£0,10 2,69 4,19 + 0,01 0,42 0,01 6,96
8 7,88 £ 0,02 0,28 8,03 £ 0,04 0,51 0,01
Inter-dia
Concentracao Dia 1 Dia 2
teorica (jgmL”) CM*DP DPR(%) CM#DP DPR (%) '@ee [
0,5 0,45 + 0,01 2,63 0,47 + 0,01 2,71 1,47
4 3,92 + 0,07 1,80 4,19 + 0,01 0,42 537 6,96
8 8,00 + 0,02 0,25 7,88 £ 0,02 0,28 0,01

CM = Concentragdo Média (ug.mL™") de trés determinagdes; DP = Desvio Padrédo; DPR (%)

= Desvio Padrao Relativo. *Valor tabelado de f (teste bilateral, p < 0,05).

Neste ensaio observa-se que todos os desvios padrao relativo foram inferiores a 5%,
indicando a precisdo do método. Corroborando esses dados, é visto que o t calculado
indica numero inferior ao t critico, demonstrando nao existir diferenca significativa entre as
médias e comprovando que as hipdteses ndo assumem diferencas quando a significancia

tem um p< 0,05.

2.5.2.4 Robustez
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As solugdes preparadas e mantidas por 24 horas nas temperaturas de 25°C e 37°C
néo sofreram variagbes na absorbancia do acido fumarprotocetrarico (Tabela 2.5). Vale
salientar que nao foram evidenciadas diferencas significativas nos desvios padrdes relativos
(p <0.05), quando foram analisadas diferentes temperaturas e fontes fornecedoras de
solventes. Ou seja, as variagdes dos parametros analisados nao influenciam a quantificagao
do acido fumarprotocetrarico. O método foi confiavel a 95%, definindo a robustez, quando

utilizou-se solventes de diferentes marcas na preparagao das amostras.

Tabela 2.5 Teste t de Student aplicado aos parametros analisados para robustez do método

de dosagem do acido fumarprotocetrarico em espectroscopia UV.

Acido Fumarprotocetrarico

Tedrica Experimental £ DP?
25°C 2 2,06 £0,10
37 °C 2 1,83+1,14 2,20
Solvente A 2 2,11 £ 0,01 139
Solvente B 2 2,06 £ 0,04 ’

2 Valores representam a média de 6 determinagdes. ° t.. € o0 valor calculado. O valor tedrico
de tv= 2,91 (p < 0,05).

2.5.2.5 Especificidade

No estudo da especificidade o pico de absorgdo do acido fumarprotocetrarico nao
apresentou interferentes em relagdo aos excipientes presentes no complexo de inclusdo
(AF-HPBCD)

2.5.3 Aplicacao biotecnodlogica do método

A utilizacdo de complexo de inclusdo (AF-HPBCD) propde que substancias altamente
hidrofébicas melhorem sua hidrofilicidade e aumentem sua biodisponibilidade.
O doseamento do acido fumarprotocetrarico nos complexos de inclusdao AF-HPBRCD

foi determinado através de espectrofotometria UV em comprimento de onda de 210 nm,
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utilizando-se a equacao da curva padrao: Absorbancia = 0,1119x[acido fumarprotocetrarico]
(Mg.mL") + 0,0071. Os complexos de inclusdo entre o &cido fumarprotocetrarico e a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina apresentaram um rendimento médio de 97,86%, + 0,07. Estes
resultados também encontram-se de acordo com os descritos na literatura quando validou e
avaliou o complexo de inclusdo com susbstancia liquénica obtendo alto rendimento
(Siqueira-Moura et al., 2008).

2.6 Conclusoes

O método analitico espectrofotométrico proposto para doseamento do acido
fumarprotocetrarico em complexos de inclusdo com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
demonstrou ser simples, rapido, acessivel, preciso, exato e reprodutivel. Os resultados
apontaram perceptivel sensibilidade na quantificagcdo do acido fumarprotocetrarico por

espectrofotdmetro UV em rotina de laboratérios no controle de qualidade.
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CAPITULO 3

Complexo de inclusao contendo acido fumarprotocetrarico:2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina: Desenvolvimento, caracterizagao e

incorporacao em lipossomas
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3.1 Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar complexos de inclusdo acido
fumarprotocetrarico:2-hidroxipropil-p-ciclodextrina e nanoencapsular em lipossomas. Um
estudo de solubilidade de fase foi realizado no intuito de se analisar quanto o AF é soluvel
em presenga da HPBCD. Os complexos de inclusdo foram preparados por liofilizagao e
caracterizados fisico-quimicamente. Os lipossomas foram preparados pela técnica de
hidratacdo do filme lipidico contendo o AF ou complexo de inclusdo AF:HPBCD, sendo
posteriormente submetidos a estudos de estabilidades e avaliado o perfil cinético de
liberacao in vitro. O diagrama de solubilidade de fases de AF:HPBCD apresentou uma curva
do tipo A, com K1 = 58 M. Na presenca de 300 mM de HPBCD, a solubilidade do AF

aumentou 19 vezes. O complexo de inclusdo AF:HPBCD apresentou modificagbes no IV,
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RMN 'H, difragdo de raios-X e MEV, sugerindo a formagdo do complexo de inclusdo. Apds
preparacao didmetro médio e o indice de polidispersdo das vesiculas foram 85,8 + 4,5nm e
0,41 £ 0,14; 86,5 = 1,41 nm e 0,24 % 0,05, respectivamente para lipo-AF e lipo-AF:HPBCD.
As suspensodes lipossomais contendo AF exibiram instabilidade apds testes de centrifugacao
e agitacdo mecanica. No entanto as formulagdes lipo-AF:HPBCD mantiveram-se estaveis
apos 60 dias.O perfil cinético de liberacdo dos complexos de inclusdao AF:HPBCD e de lipo-
AF:HPBCD apresentou uma liberagao controlada até 4hs e 12hs, respectivamente, seguida
de uma liberacdo gradual constante, atingindo um maximo de farmaco liberado para
AF:HPBCD de 50,10% e para lipo-AF:HPBCD de 44,14% dentro de 120 h. A complexacao
do acido fumarprotocetrarico na hidroxipropil-B-ciclodextrina, e sua incorporagcdo em
lipossomas €&, portanto uma tentativa para superar as limitacdes relacionadas a solubilidade,

garantindo maior seguranca e eficacia terapéutica.

Palavras-chave: &cido fumarprotocetrarico; complexos de inclusdo; hidroxipropil-3-

ciclodextrinas; lipossomas.

3.2 Abstract

The objective of thisstudy was to developand characterize inclusion complexes
fumarprotocetraric acid :2-hydroxypropyl--cyclodextrin and nanoencapsulate in liposomes.
A solubility phase study was performed in the intention of analyze how much the FA
is soluble em presence of HPBCD. Inclusion complexes were prepared by lyophilization and
characterized physico-chemically. Liposomes were prepared by the technique of hydration
of lipid film containing the FA or inclusion complex FA:HPBCD, being later submitted to
studies of stabilities and kinetic profile in vitro release. The solubility diagram of stages
of FA: HPBCD presented a curve of the AL type, with Ki. 1 = 58 M. In the presence of 300
mM HPBCD, the solubility of FA increased by 19 times. The inclusion
complex FA: HPBCD presented some modifications in IR, NMR 'H, X-ray diffraction
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and SEM, suggesting the formation of inclusion complex. After manufacturing average
diameter and polydispersity of the vesicleswere 85.8+4.5nmand 0.41+0.14, 86.5
141 nmand 0.24+0.05  respectively, for lipo-FA  and lipo-FA: HPBCD. The
suspensions liposomal containing FA exhibited signs of instability after tests of centrifugation
and mechanical agitation. However the formulations lipo-FA: HPBCD remained stable after
60 days.  The kinetic  profile release of  inclusion  complexes FA: HPBCD and lipo-
FA: HPBCD presented a controlled liberation until 4hs and 12hs, respectively, followed by
a gradual release constant, reaching a maximum drug released for FA:HPBCD
50.10% of and lipo-FA:HPBCD of 44.14% within 120 hours. The complexation of
fumarprotocetraric  acid with  hydroxypropyl-B-cyclodextrin and  its  incorporation in

liposomes is therefore an attempt to overcome the limitations related to

solubility, ensuring greater safety and therapeutic efficacy.

Key-words: fumarprotocetraric acid; inclusion complex; hydroxypropyl-B-cyclodextrin;

liposomes.

3.3 Introdugao

O &cido fumarprotocetrarico (AF) € um metabdlito secundario que pode ser isolado
de Cladonia verticillares, que apresenta éster aromatico contendo o grupo carboxilico em
seu anel terminal (Hauck et al., 2010). A literatura relata diversas propriedades bioldgicas,
destacando a atividade antinoceptiva frente ao modelo experimental de inflamagéo aguda e
cronica (Maia et al., 2002) e atividade antibacteriana (Ingoflsdéttir, 2002). O uso terapéutico
do AF é limitado por apresentar um baixo grau de ionizagédo (pKa em metanol 2,8), soluvel
em poucos solventes organicos e um ponto de fusdao 205°C (Edwards et al., 2003; Hauck et
al., 2010). Deste modo, a utilizacdo do acido fumarprotocetrarico em sua forma livre torna-se
bastante restrito, sendo necessarias alternativas para contornar suas caracteristicas fisico-

guimicas indesejaveis e manter suas atividades bioldgicas.
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As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos formados por unidades de
glicopiranose unidas por ligagbes a (1-4) (CHALLA et al., 2005). Esta conformacao faz da
ciclodextrinas um estrutura rigida em forma de um cone truncado com uma cavidade central
que apresenta caracteristicas lipofilicas e uma superficie externa hidrofilica. A presencga da
cavidade interna hidrofébica faz com que a ciclodextrina tenha a capacidade de alojar uma
molécula hdspede, formando complexos de inclusdo com uma variedade de substancias
hidrofébicas (Del Valle, 2004; Loftsson e Duchéne, 2007).

A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) € um derivado sintético da ciclodextrina
natural B-ciclodextrina, bastante utilizada por apresentar alta solubilidade, baixa toxicidade e
maior cavidade hidrofébica em comparagcao com outras ciclodextrinas da mesma familia,
fazendo desta CD uma forte candidata para incorporacao em formulagdes farmacéuticas
(Loftsson e Duchéne, 2007). A formacdo de complexos de inclusdo de farmacos com
ciclodextrinas pode proporcionar o aumento da solubilidade em agua, além de melhorar a
estabilidade, aumentar a biodisponibilidade e diminuir a toxicidade destes compostos
associados (Schwingel et al., 2008).

No intuito de se melhorar a eficiéncia de encapsulagdo e modular a cinética de
liberacdo dos dispositivos terapéuticos, a incorporacdo de complexos de inclusdo de
farmacos com ciclodextrinas em sistemas de liberagdo controlada tem sido realizada
(Duchéne et al., 1999).

Dentre os varios tipos de sistemas de liberacdo controlada, os lipossomas vém sendo
bastante estudado, devido seu significativo impacto na medicina (Farij; Wifp, 2009). Essas
nanosistemas sdo carreadoras de moléculas hidrofilica e lipofilica (como quimioterapicos,
hemoglobinas e co-fatores, antigenos, imunomoduladores e material genético), sendo
considerados veiculos biodegradaveis, biocompativeis, ndo imunogénicos, flexiveis, devido
a sua composicido, tamanho e fluidez da bicamada lipidica (Torchilin, 2005; Edwards;
Baeumner; 2006; Batista et al, 2007).

Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a possibilidade de
formacdo de complexo de inclusdo entre o AF e a HPBCD, caracterizar fisico-quimicamente

os complexos e incorpora-los em lipossomas, avaliando o perfil de liberagao in vitro.

3.4 Material e Métodos

3.4.1 Reagentes e amostras
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O acido fumarprotocetrarico (AF) foi fornecido pela Dra. Nely Kika Honda, do
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais/lUFMS. O colesterol (CHO), esterealamina
(SA) e a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St
Louis, EUA). A fosfatidilcolina de soja foi obitida pela Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Alemanha). O metanol, cloroférmio e a acetonitrila foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha), todos de grau analitico. As solugbes aquosas foram preparadas com agua
purificada. As analises para a determinacdo do acido fumaprotocetrarico foram realizadas
em espectrofotdmetro UV-Vis Ultrospec 3000 Pro (Amersham Pharmacia Biotech, EUA)

utilizando células de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico.

3.4.2 Estudo de solubilidade de fases do acido fumarprotocetrarico em HPRCD

De acordo com a metodologia descrita por Higuchi e Connors (1965), foi realizado o
ensaio de solubilidade de fases do acido fumarprotocetrarico em solugbes aquosas de
HPBCD. Uma quantidade em excesso de acido fumarprotocetrarico (3 mg) foi condicionada
a microtubo contendo 1 mL de agua deionizada ou solugbes aquosas de HPBCD em
diferentes concentragdes (0 a 300 mM), sendo submetidos a uma agitagdo vigorosa na
temperatura de 25°C. Apds 72 horas de agitagdo, uma aliquota da mistura foi retirada,
centrifugada (15.000 rpm/15min), e o sobrenadante analisado para quantificacdo do acido
fumarprotocetrarico através de espectrofotometria UV a 210 nm. Definindo a formagao de
um complexo de incluséo, na razdo estequiométrica 1:1, a constante de solubilidade (Ki.1) foi
calculada pela relagao linear entre a concentragdo molar do acido fumarprotocetrarico na
solucdo pela concentragcdo molar da HPBCD, de acordo com a equagao 1, onde Sy é a
solubilidade do acido fumarprotocetrarico na auséncia da HPBCD. Outro paradmetro
estudado a partir dos dados da curva linear do estudo de solubilidade de fases é a eficiéncia

de complexagao (equagao 2) (Loftsson et al., 2005).

K1.1= slope/[So(1-slope)] (Equacgao 1)
CE=slope/1-slope (Equacao 2)

3.4.3 Preparagao de complexo de inclusao acido fumarprotocetrarico:2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina (AF:HPBCD)

Os complexos de inclusdo AF:HPBCD foram obtidos pelo método de liofilizagao,

técnica de freeze-drying (Lira et al., 2009).Inicialmente a HPBCD (57,96 mg) foi solubilizada
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em agua e em seguida o AF (20 mg) foi adicionado, sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente. Apods atingir as condigbes de equilibrio (72 h), a solugdo aquosa de AF:HPBCD
foi imediatamente congelada a - 80 °C para o processo de liofilizagdo. Os complexos

liofilizados foram armazenados em um dessecador a temperatura ambiente.

3.4.4 Caracterizacdo dos complexos de inclusao AF:HPBCD

A caracterizagao fisico-quimica tem como objetivo relacionar o efeito da ciclodextrina
(agente solubilizante) na solubilidade de um composto teste, assim avaliando a interagéo
entre as moleculas. Os complexos de inclusdo AF:HPBCD foram caracterizados através das
técnicas de infravermelho, difragdo de raios-X, ressonancia magnética nuclear de prétons e
microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Lira et al., 2007; Cavalcanti et al., 2011).

Os espectros de infravermelho (V) foram obtidos através do método do disco de KBr
(brometo de potassio), onde os pellets foram preparados pela prensa de cada amostra
(acido fumarprotocetrarico, HPBCD, complexo de inclusdo e mistura fisica) em um disco de
KBr. A analise foi realizada em um espectrometro IV-TF Bruker IFS66 (Bruker Optics,
Alemanha), na faixa de 4000-400 cm™. Os padrdes de difragdo de raios-X foram realizados
em um aparelho Geiger-Flex 2073 (Rigaku, Japao), utilizando-se tubo de cobre com
radiagdo CuKa (I = 1.50405 nm). A ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN 'H) foi
adquirida através do espectrometro Unity Plus 300 MHz (Varian, EUA), com as amostras
diluidas em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6).

O estudo da morfologia do acido fumarprotocetrarico, HPBCD, complexo de incluséo e
mistura fisica, foi realizada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), utilizando
microscopio Quanta 200F (FEI Company, Hillsboro, OR, EUA). As amostras foram fixadas
em um stub de aluminio usando fita de dupla face, submetidas ao vacuo e analisadas nas
seguintes condigdes: tensdo de aceleracdo 20 kV, sob pressao 450 P.a. e uma ampliagédo
de 2000. Complementando a carcterizagdo, as amostras foram submetidas aos ensaios de
calorimetria por DSC-60 Shimadzu (Diferential Scanning Calorimeter).

A quantificagdo do acido fumarprotocetrarico nos complexos de inclusao foi através da
dissolucdo de quantidades equimolares do AF e da HPBCD, em acetonitrila e metanol (1:4)
no baldo de 25 mL. Depois de 20 minutos de sonicagdo, uma aliquota referente a 2 ug/mL,
foi retirada e adicionada em outro baldo (10 mL) completando com metanol. As analises
foram realizadas por espectrofotometria UV a 210 nm. Uma curva padrdao de acido

fumarprotocetrarico foi preparada em metanol, nas concentragées de 0,5 a 8 pg.mL™,
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obtendo a equacgao: absorbancia = 0,1119 x [AF] (ug.mL™) + 0,007, r = 0,9999. Conforme o

método validado previamente.

3.4.5 Preparacao de lipossomas contendo acido fumarprotocetrarico ou complexo de
inclusao AF:HPBCD

Os lipossomas foram preparados utilizando-se a técnica de hidratacdo do filme lipidico
seguido de sonicacao (Cavalcanti et al., 2011). A fosfatidilcolina de soja (PC), o colesterol
(CH) e a esterealamina (SA) (7:2:1) foram pesados e solubilizados em 30 mL da mistura de
solventes organicos cloroférmio/metanol (3:1) , sob placa agitadora magnética (fase
organica). Uma solugao do acido fumarprotocetrarico (5mg) em metanol e acetonitrila (4:1)
foi preparada em um baldao de 10 ml a fim de adicionar a mistura. A mistura foi transportada
para um baldo volumétrico e submetida a evaporacdo a vacuo para completa eliminagao
total do solvente organico. Apds a formacgao do filme lipidico seco foi realizado a hidratagao
com 10 mL de tampéao fosfato em pH 7,4, para obtengdo de lipossomas multilamelares
(MLV). Para adquirir lipossomas unilamelares (SUV) as suspensdes de MLV foram
sonicadas (Vibra cell, BRANSON, USA) a 200W e 40Hz por 300s. A formulagédo contendo o
complexo de inclusdo foi preparada de maneira semelhante substituindo a adicdo da
solucdo do acido fumarprotocetrarico na fase organica pelo complexo AF:HPBCD dissolvido
na fase aquosa.

A quantidade de AF encapsulada foi determinada através da técnica de ultrafiltragcao-
centrifugagdo. As amostras de lipossomas foram filtradas, utilizando unidades ultrafree”
(Millipore, USA), sob centrifugacdo a 10.000 rpm por 1 hora a 4°C. Em seguida foi retirada
uma aliquota do filtrado em relagdo a concentragdo média da curva (4ug/mL) e quantificado
por espectrofotometria UV no A = 210 nm. O percentual de AF encapsulado foi obtido pela
diferengca entre a quantidade total tedrica e aquele no filtrado obtido apds centrifugagao
(Santos et al., 2005).

3.4.6 Caracterizagcao dos lipossomas contendo AF ou AF:HPBCD

Os lipossomas foram avaliados através de estudos de estabilidade acelerada e a

longo-prazo (Santos et al., 2000).

3.4.6.1Teste de estabilidade acelerada
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O teste de estabilidade acelerada tem como objetivo submeter as preparacdes obtidas
a condicbes de estresse para simular processos como transporte e armazenamento

(Santos-Magalhaes et al., 2000). As formulacdes preparadas foram analisadas quanto a:

a) Resisténcia a centrifugacao: (6.000 rpom/ 1 h a 4 £+ 1°C) para simular a passagem
acelerada do tempo;

b) Resisténcia as vibragoes mecanicas: as amostras sdo colocadas em microtubos
de ensaio em seguida imersas em banho-maria, com temperatura controlada de 37+
1 °C, sob agitagao horizontal (180 vibragbées/ min por 48 h) para simular condi¢des

de transporte.

3.4.6.2 Teste de estabilidade a longo prazo

A finalidade desse estudo é estabelecer a durabilidade dos lipossomas (Santos-
Magalhées et al., 2000). Nestes testes foram avaliados as condi¢cdes das formulagdes logo
apos a fabricagéo e a intervalos de tempos regulares (0, 7, 15, 30 e 60 dias). Este ensaio foi
averiguado quanto a:

a) Aspectos macroscépicos: foi observado o surgimento de altera¢cdes no aspecto
geral das preparagdes (homogeneidade, cor, viscosidade, deposigdo de materiais, formacao
de grumos, cremagem, floculagéo, coalescéncia e separacéo de fases).

b) Aspectos microscopicos: foi investigado se ocorreu o surgimento de alteracoes
no aspecto microscépico dos lipossomas como mudangas bruscas em sua estrutura ou
agregacdes lipidicas.

d) Variagoes de pH: As formulagdes foram analisadas por um potencidmetro digital
contendo eletrodo de vidro e um sensor de temperatura, os testes foram realizados a 25°C.

e)Tamanho de particula e indice de polidispersao: Foram determinados pela
técnica de difracdo a laser através de um analisador de particulas (Zetasizer Nano ZS90,

Malvern, Reino Unido).

3.4.7 Cinética de liberagao in vitro

O perfil da cinética de liberagao in vitro do AF no lipossoma contendo AF: HPRCD
(Lipo- AF:HPBCD) foi avaliado usando a técnica de dialise (Lira et al., 2009) em comparagao
ao complexo de inclusdao (AF: HPBCD). Uma aliquota (1mL) da formulagdo (Lipo-

AF:HPBCD) ou da solugcdo do complexo de inclusdao (AF: HPBCD), diluidos em agua
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ultrapura foi inserido em uma membrana de dialise (MW, Cut-off 12.400). Posteriormente, a
membrana de didlise foi selado e inserida ao meio doador (500mL) com um peso em uma
de suas extremidades, contendo tampéo fosfato (pH 7,4). O material (sistema), em triplicata,
foi incubado a 37 + 1°C, sob agitagao magnética controlada. Em tempos pré-determinados,
aliquotas de 1 mL do meio doador foram retiradas e congeladas com reposi¢gdo do mesmo
volume de meio por solugéo tampéo de fosfato (pH 7,4).

A quantificacdo do AF presente no meio de dissolucdo foi através da
espectrofotometria UV. Uma curva padrao do AF (0,5 a 8 ug/mL) foi realizada com objetivo
de determinar as concentracbes das amostras analisadas. A partir desses dados da cinética

houve o ajuste ao modelo exponencial utilizando a seguinte equagao:

M/M., = (1-k;. e*;') (Equagéo 3)

Onde M; e M,, sdo a quantidade absoluta do AF liberado em um determinado tempo (t)

e em um tempo infinito (t.) do processo cinético respectivamente; ki € a constante

adpatacao e k; é constante de velocidade.

3.4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do teste t de Student,
considerando p < 0,05. Os resultados experimentais foram expressos no formato de média +
D.P.

3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Estudo de solubilidade de fases do acido fumarprotocetrarico em HPBCD

O diagrama de solubilidade de fases do acido fumarprotocetrarico (AF) em diferentes
diluicdes da solugao aquosa de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) definiu um perfil do
tipo AL (Figura 3.1). Segundo o estudo realizado por Higuchi e Cornnrs (1965), o tipo de
curva obtida no diagrama de solubilidade de fases determina a estequiometria para

formacgao do complexo de inclusdo. Portanto, indicando neste estudo a relagao molar de 1:1
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(AF:HPBCD). Os dados obitidos da solugcdo de AF com HPBCD (<300 mM) resultaram em
uma equacgao calculada pela regressao linear: [AF]= 0,0014 [HPBCD] + 0,0333 (r2= 0,9991).

0,6

0,5 y =0,0014x + 0,0333

OA
s
Eo3 |
:
OJ 1 .r
0 ¢
0 50 100 150 200 250 -

Figura 3.1 Diagrama de solubilidade de fases do acido fumarportocetrarico (AF) e HPRCD a
25°C.

A partir dessa equacgao foi possivel calcular a concentracdo do AF na solugao de
HPBCD. A solubilidade do AF em &agua foi encontrada de 0,024 mM, ocasionando um
aumento de 19 vezes ao adicionar a solugao de HPBCD (300mM). Este aumento de
solubilidade pode ser comprovado na literatura quando utilizaram as ciclodextrinas como
agente solubilizante para metabdlitos secundarios liquénicos como acido difractaico,
atranorina, acido fumarprotocetrarico utilizando a HPBCD (Kristmundsdéttir et al. 2005; Silva
et al., 2011) e acido Usnico tratando a solubilidade com ciclodextrina natural (BCD) (Lira et
al., 2009).0 aumentado da solubilidade do AF em presenca a HPBCD pode ser interpretado
como uma suposta interagao molecular acarretando na formagao de uma espécie quimica
distinta. (Higuchi e Connors, 1965).

A relacao linear do AF na solugdo de HPBCD através do slope (0,0014) revelou uma
constante de associagdo (Kis= 58 M™) dentro dos padrbes conforme os estudos de
solubilidade realizado por Loftsson e colaboradores (2005). Nos recentes artigos publicados
as pesquisas que envolveram a HPBCD no aumento de substancia pouco soluvel em agua
relataram desde a mais baixa constante de associagdo (K:1=12 M') para acetato de
celulose (Panichpakdee; Supaphol, 2011) até a mais alta constante de associagdo com o
efavirenz, um agente antiretroviral, que obteve valor de K1 de 1.073 M™ (Shatigari et al.,
2009).
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Ainda considerando o valor do slope determinado pela equagao da reta no estudo de
solubilidade de fases, foi calculada a eficiéncia de complexagéo (EC) do AF frente a HPRCD.
Obtendo uma eficiéncia de complexacdo de 0,001, pode-se calcular a razao molar
farmaco:ciclodextrina pela férmula da razdo molar = 1: (EC+1)/EC. Com isso, pode supor
que cada molécula de AF ha interagcdo com 713 moleculas de HPBCD (Brewster e Loftsson,
2007).

3.5.2 Caracterizagcao dos complexos de inclusdao AF:HPBCD

Os complexos de inclusao obtidos pela técnica freeze-drying demonstraram um
rendimento aproximado de 97,94 + 0,08%. Considerando esse percentual bom para a
analise fisico-quimica, o AF apresentou um teor no AF:HPBCD de 90,60 * 2,20%. Diante
dessa informacao os complexos foram submetidos a caracterizagdao para analise das

interacdes entre o AF e HPBCD no fénomeno de complexacéo.

3.5.2.1 Infravermelho

O espectrograma de infravermelho do acido fumarprotocetrarico, da HPBCD, do
complexo de inclusdo AF:HPBCD e da mistura fisica estdo apresentados na Figura 3.2.

No comprimento de onda analisado (4000-500 cm™) apresentaram varios espectros de
infravermelho para o acido fumarprotocetrarico, destacando picos que sofreram
encurtamento de suas bandas na presenca da HPBCD estdao compreendidos entre 1230 a
1259 cm™, 1400 a 1415 cm™ e 1653 a 1745 cm™. Essas bandas sdo comuns entre as
substancias liquénicas devido a similaridade entre as moléculas nos agrupamentos
funcionais (Edwards et al., 2003). Segundo Lira e colaboradores (2009) os diversos
estiramentos que representam C=0 no estudo dos espectros do acido Usnico esta entre
1716 a 1776 cm™, sendo encontrado também no AF. A andlise do espectro do &cido
difractaico evidenciou que a grupo da carboxila e grupo éster do composto estd no
comprimento de onda aproximado de 1760 cm™ e 1735 cm™ respectivamente (Silva et al.,

2011). Ocorrendo o mesmo para o composto em estudo (AF).
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Comprimento de onda cm

Figura 3.2 Espectros de infravermelho para a mistura fisica (MF), complexo de incluséo
(AF:HPBCD), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) e o acido fumarprotocetrarico (AF).

As bandas que assumem o grupo da hidroxila s&o evidentes nos complexo de
inclusdo, nos picos entre 3700 cm' e 3100 cm™.(Lira et al., 2009), como caracteristica
especifica da HPBCD, pelo nimero de OH na molécula. Além da diminuicdo da intensidade
das bandas tipicas do AF, o desaparecimento da banda em torno de 3094 cm™, sugere que
houve interagdo com HPBCD, quando comparado aos espectros de mistura fisica e HPBCD.
Considerando a formacao de complexo de inclusao (Nalawade et al., 2010).

Outras interagdes moleculares podem ter ocorrido entre AF e HPBCD, promovendo a
inclusdo do principio ativo na cavidade interna da HPBCD. Contudo, algumas bandas
apresentadas no infravermelho da molécula hospede podem ser mal interpretadas, devido

alta absorbancia relativa das bandas da ciclodextrina (Garcia-Zubiri et al., 2003).

3.5.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear 'H
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Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de prétons foram realizados para
avaliar as mudangas nos sinais quimicos (Ad) dos compostos puros (AF e HPBCD) e no
complexo de inclusdo AF:HPBCD (Tabelas 1 e 2). Para o acido fumarprotocetrarico, foram
observados singletos em 10.58, 6.844, 6.642 e 5.306 ppm, bem como singletos em 2.506 e
2.495 ppm, nos grupamentos metila. Um deslocamento significativo nos grupamentos CH e
H (Ad = 0.097 e 0.178 ppm) do acido fumarprotocetrarico foi observado para o complexo de
inclusdo AF:HPBCD (Tabela 1).

Na presenca do AF, os protons H1 e H5 da HPBCD sofreram deslocamento (A =
0.175 e 0.066 ppm, respectivamente) (Tabela 2). Devido a esses protons serem localizados
na cavidade hidrofébica da HPBCD, estas mudangcas sugerem que o acido
fumarprotocetrarico formou um complexo 1:1 através de sua inclusdo dentro da cavidade da
ciclodextrina (Nasongkla et al., 2003), pois, uma vez que os prétons H1 e H5 sdo os que
encontram-se mais livres e com menos interagdes, eles estdo mais predispostos a reagir
com o composto. Os deslocamentos dos grupamentos CH (A® = 0.097 e 0.055 ppm) do
acido fumarprotocetrarico, pode-se sugerir uma interagdo com a HPBCD ocorrendo através

dos grupamentos metil por meio de ligagdes de hidrogénio (Dotsikas; Loukas, 2002).

Tabela 3.1 Sinais de RMN H' para o acido fumarprotocetrarico e complexo de inclusédo

AF:HPBCD (mudancgas observadas nos sinais do AF).

AF 5 AF 5 AF:HPBCD AD
(ppm) (ppm) (ppm)

CH 10.580 (s) 10.483 0.097
CH 6.844 (s) 6.789 0.055
H 6.642 (s) 6.464 0.178
CH 5.306 (s) 5.314 0.008
CHs 2.506 (s) 2.506 0.000
CHs 2.495 (s) 2.495 0.000

Tabela 3.2 Sinais de RMN H' para a HPBCD e complexo de inclusdo AF:HPBCD (mudangas

observadas nos sinais da HPRCD).

HPBCD & HPBCD 5 AF:HPBCD AD

(ppm) (ppm) (ppm)

H1 3.882 4.057 0.175

H2 3.635 3.603 0.032
H3 3.456 3.456 0
H4 3.242 3.242 0

H5 3.635 3.569 0.066

H6 3.334 3.344 0.001
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3.5.2.3 Difracao de raios-X

A difratometria de raio-x em pé foi determinada para analisar a formacéo do complexo

de incluséo, elucidados no difractograma descritos na Figura 3.3.

——Acido fumarprotocetrarico
— Mistura fisica
——Complexo de inclusdo
——HPBCD

Intensidade (a.u.)

Figura 3.3 Padrées de difracado de raios-X para o complexo de inclusao (AF:HPBCD), 2-
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD), mistura fisica (MF) e o acido fumarprotocetrarico
(AF).

A natureza cristalina do acido fumarprotocetrarico é evidencia através de picos afiados
no estudo de difracido de raios-X em pd. Esses picos também sao revelados na mistura
fisica, porém com menos intensidade. Em contraste, a HPBCD possui auséncia de picos de
difragcéo, caracterizando seu amorfismo no angulo 20 de espalhamento.

Analisando o padrao de difragdo de raios-X do complexo de inclusao (AF:HPBCD), os

picos se apresentaram mais largos, ndo sendo possivel observar os picos especificos do
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AF. A falta de cristalinidade € um ponto adicional para supor a formacdo do complexo de
inclusdo (Eid et al., 2011).

E importante observar que na mistura fisica ndo ha formacdo de complexo de
inclusao, pois os picos sao proprios dos compostos analisados em combinacéao.

Este comportamento amorfo do complexo de inclusao pode indicar a interacdo do

AF com HPBCD levando a formacao de uma nova fase solida relatado também na literatura
com outras substancias liquénicas hidrofébicas como é o caso da antronorina (Melo et al.,
2008), acido usnico (Lira et al., 2009) e acido difractaico (Silva et al ., 2011) .

3.5.2.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O produto liofilizado a partir da preparagdo de uma mistura equimolar, do AF com
HPBCD obteve um pd branco. Esse p6 foi analisado por fotos micrograficas realizadas a
partir do microscopio eletronico de varredura (MEV), comparado com morfologia
microscopica do AF, da HPBCD e da mistura fisica preparadas das substancias puras
(Figura 3.4).

O aspecto de pequenas de agulhas do AF visualizadas na microscopia (Figura 3.4-A)
confirma o que Edwards e demais pesquisadores (2003) declararam. A HPBCD com peso
trés vezes maior que o AF, indica através da fotomicrografia uma aparéncia esférica
(Mendonga et al., 2012)(Figura 3.4-B). Por outro lado, a imagem relacionada ao complexo
de incluséo (Figura 3.4-C) caracterizou uma alteracdo na morfologia do AF, revelando uma
estrutura sem forma definida, quando comparado a amostra da mistura fisica (Figura 3.4-D).

Os resultados apresentados nestas imagens, juntamente com os dados do
infravermelho, do RMN e da difracdo de raio-X, sugerem a formagdo de complexo de
inclcusao do AF com HPBCD.

A microscopia é uma ferramenta que pode ser usada para mostrar a interacdo das
moléculas, uma vez que, as mudangas ocorridas na estrutura do composto complexado a
ciclodextrina pode ser um dado a mais no entendimento do fendmeno de complexacao
(Cavalcanti et al., 2011).
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Figura 3.4 Microscopia eletrbnica de varredura do acido fumarprotocetrarico (A), 2-

hidroxipropil-p-ciclodextrina (B), complexo de inclusédo (C) e mistura fisica (D).

3.5.2.4 Varredura diferencial calorimétrica (DSC)

O termograma das amostras apresenta uma analise de 0 a 450°C (Figura 3.5). Neste
ensaio é verificado conforme a literatura que o acido fumarprotocetrarico apresenta ponto de
fusdo de aproximadamente 250°C (Asahina, Y.; Shibata, S., 1954) quando observado na
figura o pico. A HPBCD apresentou um pico endotérmico em torno de 350°C seguido de um
pico exotérmico devido ao fendmeno de decomposigédo (Chao et al., 2012). A mistura fisica
evidencia os mesmo picos (endo e exo) da HPBCD.

Por outro lado, o complexo de inclusdo caracteriza-se com uma curva larga entre 280
e 360°C, nao evidenciando picos endotérmicos similares do AF e HPBCD. Isto pode sugerir

a interacao decorrente do fenbmeno de complexacéo.
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Figura 3.5 Varredura diferencial calorimétrico (DSC) do acido fumarprotocetrarico (AF), 2-
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD), complexo de inclusao (AF:HPBCD) e mistura fisica
(MF).

3.5.3 Caracterizagao dos lipossomas contendo AF ou AF:HPBCD

Para obtencao de pequenas vesiculas unilamelares (SUV) foram utilizados lipidios (42
mM) com 5mg do AF livre ou nos complexos de inclusdo. Os lipossomas apos
preparagao, apresentaram aspecto leitoso, homogéneos, amarelado, com efeito
tyndall evidente (carcteristicas de vesiculas unilamelar pequenas (SUV)). O
didmetro médio e o indice de polidispersao das vesiculas foram 85,8 + 4,50nm e
0,41 + 0,14; 86,5 £ 1,41 nm e 0,24 + 0.05, para os Lipo-AF e Lipo-AF:HPBCD,
respectivamente.

Foi realizado o estudo de estabilidade para analisar o comportamento do AF nas

formulagdes lipossomais. Os parametros do estudo de estabilidade acelerada (Tabela 3.3)

determinaram se as formulagdes mantiveram-se estaveis durante o processo de

centrifugagao e estresse mecanico.
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Presenca de efeito tyndall, o tamanho de particula e indice de polidispersdo (PDI)
conforme a literatura preconiza (Batista et al., 2007) € observado no Lipo-AF:HPBCD que
permaneceu estavel durante a centrifugacdo e estresse mecanico. Sofrendo decréscimo
apenas nas leituras do pH, quando simulou as condicbes de estresse e armazenamento.
Possivelmente, cristais do AF foi liberado do complexo de inclusdo apés a libertagdo do
lipossoma acarretando o aumento da acidez do meio. Esse processo pode ser comparado
aos lipossomas com AF livre que apresentaram um pH ainda menor.

Outro dado que corrobora com a instabilidade dos lipo-AF é a coloragao avermelhada
das suspensdes. Supbe-se que os cristais do acido fumarprotocetrarico interferem na
estabilidade das membranas lipidicas dos lipossomas, pelo motivo de apresentar uma cor
avermelhada na degradagédo do AF em solugdo tampao (Kristmundsdottir et al., 2005). Fato
atribuido também na instabilidade das formulagdes com B-lapachona, na deteccdo de

cristais avaliados pela macroapréncia das formulac¢des (Cavalcanti et al., 2011).

Tabela 3.3 Estudo de estabilidade acelerada dos lipossomas em suspensdo contendo AF
(LIPO-AF) ou complexo de inclusao (LIPO-AF:HPBCD).

PARAMETROS LIPO-AF LIPO-AF:HPBCD
@:85.8+4.50 nm @:86.5+1.41 nm
. PDI: 0.41 £ 0.14 PDI: 0.246 + 0.05
Caracteristicas
iniciais pH:7.42 £ 0.07 pH: 7.49+£0.12
Analise micro e Analise micro e

macroscopica: estavel macroscépica: estavel
@:165.2 £ 3.71 nm J: 124 £2.66 nm

Estresse mecanico (180 PDI: 0.27 £ 0.04 PDI: 0.41 £ 0.11
vibragdes/min, por 48h

a 37°C) pH:7.41 £ 0.45 pH: 7.47 £ 0.11

Analise micro e Analise micro e

macroscopica: instavel macroscopica: estavel
@:176.2 £ 3.72 nm J: 145.53 + 3.86 nm

PDI: 0.342 + 0.157 PDI: 0.45 + 0.152
Centrifugacéo (6000
rpm, por 1h a 4°C) pH:7.32 + 0.38 pH: 7.39 + 0.27
Analise micro e Analise micro e

macroscopica: instavel macroscoépica: estavel
@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersdo; Andlise micro e macroscépica:
homogeneidade, cor, viscosidade, deposicdo de materiais, formacdo de grumos, cremagem,
floculagdo, coalescéncia e separacdo de fases.
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O reflexo azulado, determinante para ser considerado um coléide, foi visualizado
durante os 60 dias de analise nos lipossomas contendo complexo de inclusdo. A validade
dos sistemas lipossomais foi averiguado pelo ensaio de estabilidade a longo prazo (Tabela
3.5).

Os parametros do estudo da estabilidade a longo prazo quanto ao aspecto visual da
formulacdo que possui o AF livre, ficou evidente além aumento da intensidade da cor
vermelha, durantes os 60 dias como também a formacao de grumos.

De acordo com a tabela 3.5, a média do tamanho de particula e a média do indice de
polidispersdo, nos dois tipos de lipossomas estudados, ndao apresentaram diferencas
significativas. Portanto, o tamanho de particula do lipo-AF aos 15 e 30 dias apresentaram
um desvio padrao acima de 1, quando comparado ao lipo-AF:HPBCD no mesmo periodo.

Estes dados estdo de comum acordo ao trabalho cientifico realizado com acido usnico
no complexo de inclusao (acido usnico: ciclodextrina) encapsulados em lipossomas (Lira et
al., 2009).

Tabela 3.4 Ensaio de estabilidade a longo prazo das suspensdes de lipossomas contendo
AF livre ou AF:HPBCD.

PARAMETROS LIPO-AF LIPO-AF:HPBCD
Tempo (dias) pH @ (nm) PDI pH @ (nm) PDI
0 742+0.07 858+450 041+0.14 7491012 86.5+0.41 0.246 +£0.05
15 7.39+1.51 1423 +1.01 0.283+0.12 7.49+045 110.6 £0.12 0.272 = 0.01
30 7.34+286 145.1+2.28 0.307+0.02 7.48+0.89 144.8+0.01 0.297+0.02
60 6.95+2.11 205.1+£0.01 0.342+0.04 7.39+1.10 149.8+0.23 0.328+0.12

@: Tamanho de particula
PDI: indice de polidispersdo

A taxa de encapsulagao para lipossomas obtidos lipo-AF e lipo-AF:HPBCD foram e
95,00 £ 3,80% e 97,24 + 0,36% respectivamente.
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Sabendo que 11 mg consiste na dose efetiva do acido fumarprotocetrarico para
atividade antiproliferativa (Santos et al., 1997), foram preparados lipossomas contendo 10
mg nos complexos de inclusdo, no intuito de se planejar ensaios bioldgicos destas
formulacdes. Estas formulagcdes apresentaram-se estaveis no testes de estabilidade
acelerada e sua taxa de encapsulagao ficou me torno de 92,33 £+ 0,12%. Estudos de
estabilidade a longo termo e caracterizagao fisico-quimica estdo sendo desenvolvidos e

consequentemente estudos in vivo de reparo tecidual em ratos Wistar.

3.5.4 Cinética de liberagao in vitro

A analise do perfil de liberagao in vitro do AF a partir do lipossoma contendo
complexo de inclusao (AF:HPBCD) e do AF no complexo de inclusdo AF:HPBCD, no periodo
de 120 hs em tampao de fosfato (pH 7,4) a 37 °C, os resultads revelaram que os perfis
cinéticos sao diferentes (Figura 3.6). Os simbolos do grafico representam os dados relativos
ao percentual da concentragdo de AF liberado no meio doador e as curvas representam o
ajuste do modelo matematico de Fick (M:/M.. = (1-k:e™?)).

O efeito burst do complexo de inclusdo atestou uma velocidade de 57,29 ug/hora,
representando uma liberagao total do AF de 14,31 £ 0,69% nos primeiros 45 minutos. Ao
contrario, os lipossomas contendo o complexo de inclusdo (AF:HPBCD) apresentaram o
efeito burst na primeira hora de analise, com uma maior liberagédo de AF (19,01 * 1,44%) e
uma maior velocidade (86,97 ug/hora). Portanto, correlacionando os 45 minutos iniciais de
liberacdo do AF no Lipo-AF:HPBCD pela liberagdo do AF no complexo de inclusédo,
identifica-se um menor percentual de liberagdo em lipossomas (12,85 + 0,86%). Atribuem-
se esses dados, devido o complexo de incluséo ter a facil libertagdo do AF pela HPBCD e
sua rapida passagem na membrana de didlise em relagao a liberagdo no lipossoma.
Permitindo com isso ao lipossoma uma liberacdo do farmaco em maior tempo.

O perfil da cinética de liberagdo controlada dos lipossomas contendo complexo de
inclusdo (AF:HPBCD) caracterizou em 12 horas de liberagdo (44,14% de AF liberado) em
relacdo aos dados do estudo de lipossoma contendo acido usnico (AU) complexado a BCD
(Lira et al., 2007), que obteve uma menor liberagdo (32,5 %) em um maior tempo (24
horas). Isso pode ser explicado pelo fato que BCD é menos soluvel que a HPBCD, logo

acarretando a diminuicdo da taxa de liberagdo do farmaco por um tempo prolongado.
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Figura 3.6 Cinética de liberacao in vitro do lipossoma contendo AF:HPBCD ( m ) e do
complexo de inclusdo AF:HPBCD ( e ), em tampao pH 7,4 a 37 °C. Cada ponto representa
a média de trés diferentes experimentos + D.P. As linhas representam o ajuste ao modelo

de difusdo nao linear Fickiano.

A maxima liberacdo do AF no complexo de inclusdo (AF:HPBCD) e no lipossomas
contendo AF:HPBCD foi de 50,10 * 0,48 % e 44,14 + 2,67% respectivamente. Confirmando
diferenca significativa quanto aos dados estatisticos (p < 0,05; f..= 9,69).

Os parametros cinéticos baseados no modelo exponencial estdo resumidos na tabela
3.5, onde os perfis cinéticos apresentaram um mesmo coeficiente de correlagcao de 0,97.
Demonstrando M.= 220,70 + 8,17 ug para o AF complexado a HPBCD encapsulado no
lipossoma e para o AF no complexo de inclusdo M.= 250,53 + 3,47 pg. A interagdo do
complexo de inclusdo com a cavidade aquosa dos lipossomas indicam uma menor

mobilidade do farmaco, quando é analisado o valor da constante de associacgao (k).

Tabela 3.5 Efeito burst e parametros cinéticos de liberacao (k; e k;) para complexos de

inclusdo AF:HPBCD e lipossomas contendo complexo de inclusao AF:HPBCD.
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Modelo exponencial

Efeito burst Percentual total de

Formulagbes M:/M.. = (1-kie™)
) i °
(%) pa () AF liberado (%)
AF:HPBCD 1431+069  0966+0,05  0528+0,08 50,10 + 0,48
Lipo-AF:HPBRCD 19,01 £1,44 0,940 + 0,01 0,248 + 0,03 4414 + 2,67

Diante destes dados, pode-se sugerir que o Lipo-AF:HPBCD obteve uma maior
eficacia na etapa de liberacdo controlada em relagdo ao complexo de inclusdo, onde a
mesma permaneceu em liberagdo controlada por um periodo mais longo. Além de que as
ciclodextrinas melhoram a estabilidade dos lipossomas, segundo a literatura (Lira et al.,
2009).

3.6 Conclusoes

A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina foi capaz de aumentar em mais de 19 vezes a
hidrossolubilidade do acido fumarprotocetrarico. Foram obtidos complexos de inclusédo acido
fumarprotocetrarico:2:hidroxipropil-B-ciclodextrina através da técnica de liofilizagdo, o que
pode ser sugerido através dos resultados das analises de IV, RMN 'H, difragdo de raios-X e
microscopia.

Os lipossomas contendo acido fumarprotocetrarico ou complexo de inclusao
AF:HPBCD apés a preparacao apresentaram didmetro médio e o indice de polidispersao de
85,8 £4,50 nme 0,41 £ 0,14; 86,5 £ 1,41 nm e 0,24 + 0.05, respectivamente.

Todavia nos ensaios de estabilidade, verificou-se que o0s lipossomas contendo AF
demonstraram-se instaveis, enquanto os lipossomas contendo AF:HPBCD mantiveram-se
estaveis apos 60 dias quando armazenadas a 4°C.

O perfil cinético de liberagao in vitro do farmaco a partir dos lipossomas contendo
AF:HPBCD apresentou um liberagdo controlada por um periodo mais prolongado,
comparados aos complexos de inclusao.

Os dados apresentados nesse estudo determinaram que o uso de complexo de
inclusdo (AF:HPBCD) aumentou a solubildade do farmaco, bem como perdurando a sua

liberagdo quando encapsulados em lipossomas.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

No presente estudo foi desenvolvido um método de espectrofometria UV exato,
preciso e reprodutivel para a quantificacdo do acido fumarprotocetrarico em matéria-prima e
em microesferas de PCL, onde os parametros de validagdo foram determinados segundo
diretrizes internacionais de padronizacgao.

Foi evidenciado que a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina aumentou a solubilidade do acido
fumarprotocetrarico. O fendmeno da complexacdao do acido fumarprotocetrarico com
2:hidroxipropil-B-ciclodextrina foi sugerido através da técnicas de analises como
Infravermelho, RMN 'H, difrag&o de raios-X e microscopia eletrénica de varredura.

Os lipossomas contendo acido fumarprotocetrarico ou complexo de inclusdo
AF:HPBCD, preparadas através da técnica de de hidratagdo de filme lipidico apresentaram
estabilidade apds formulacdo. Contudo, nos ensaios de estabilidade acelerada e a longo
prazo os lipossomas contendo AF apresentaram instaveis, quanto ao aspecto macroscépico.

O perfil da cinética de liberacao dos lipossomas contendo AF:HPBCD apresentou um
liberagdo controlada por um periodo mais prolongado, comparados aos complexos de

inclusao.
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