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RESUMO

A doenca de Chagas é uma enfermidade endémica na América Latina que acomete
aproximadamente 9,8 milhdes de pessoas, sendo classificada pela Organizacdo Mundial de
Saude como uma doenca negligenciada (mais prevalente nos paises em desenvolvimento).
A quimioterapia atual para essa doenca ainda se baseia no Unico farmaco de escolha, o
benznidazol (BNZ), mesmo sendo muito toxico e de baixa solubilidade. As ciclodextrinas
(CD) tém sido bastante utilizadas no desenvolvimento de produtos farmacéuticos,
particularmente devido as suas propriedades complexantes, as quais promovem incremento
na solubilidade de farmacos poucos sollveis. Estas melhorias nas propriedades fisico-
quimicas das moléculas encapsuladas podem ser identificadas através de diversas
metodologias analiticas que permitem detectar a formacdo dos complexos. Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi investigar e caracterizar a formacgdo de complexos de
inclusdo (ClI) entre 0 BNZ e as CDs em solucdo aquosa. Foram utilizados CD naturais
(o,B,y) modificadas (metilada e randomizada). A formacdo do complexo foi avaliada pelo
diagrama de solubilidade de fases, estudos de ressonancia magnética nuclear e estudos de
fotoestabilidade. A atividade tripanocida in vitro, bem como a citotoxicidade em células de
mamiferos foram também investigados tanto para o BNZ como para os complexos. O
diagrama de solubilidade de fases observado foi do tipo AL, evidenciando a formacéo de CI
de inclusédo sollveis de estequiometria 1:1, confirmada pelo método de variagdo continua
(Job’s plot). Na avaliacdo da fotoestabilidade, os dados obtidos indicaram que a CD
modificada (RM-B-CD), a qual apresentou o maior incremento de solubilidade, retardou a
fotodegradagdo do BNZ. Os ensaios de citotoxicidade mostraram que os Cl foram capazes
de diminuir os efeitos toxicos causados pelo BNZ e que a atividade tripanocida do farmaco
ndo foi alterada pela complexacdo. Neste sentido, a complexacdo do BNZ com a CD é uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica liquida, segura e

eficaz para o combate a doenca de Chagas.

PALAVRAS CHAVE: Doenca de Chagas, Solubilidade, Ciclodextrinas, Benznidazol.
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ABSTRACT

Chagas disease is illness endemic in Latin America that affects approximately 9.8 million
people and It is classified by World Health Organization as a neglected disease (more
prevalent in development countries). The Current chemotherapy for this illness is still based
on benznidazole (BNZ), which is very toxic and has low solubility. The cyclodextrins
(CDs) have been must used in pharmaceutical products development, particularly to your
properties of complexation, mainly for the increase the solubility of solubility poorly. These
variations physical-chemical properties of the molecules guests are identificaded using
analytic methodologies that allow to detect the formation of the complexes. The objective
of this study was to investigate and characterize the formation of inclusion complexes (IC)
between the BNZ and CDs in aqueous solution. Natural cyclodextrins (y, o, B) had been
used beyond derivatives of the B-cyclodextrins (randomized and methylated). The complex
formation was evaluated by the phase solubility diagram, nuclear magnetic resonance and
photostability assay. The in vitro trypanocidal activity, as well as the cytotoxicity against
mammal cells of both BNZ and complexes was also investigated. The phase-solubility
diagram displayed an A, .type feature, evidencing the formation of soluble IC. The
continuous variation method (Job’s plot) showed the existence of a complex with 1:1
stoichiometry. In the evaluated of photostability, the results shown that the CD derivatives
(RM-B-CD), evidenced the higher increase in solubility, decrease the photostability of
BNZ. The toxicity assays demonstrated that inclusion complexes were able to decrease the
toxic effects caused by BNZ alone and that no interfered with the trypanocidal activity of
the BNZ. In this sense, the use of ClI (BNZ: CD) is a promising alternative for the
development of a liquid formulation, safe and stable, and a new therapeutic option for the

treatment of Chagas disease.

KEYWORDS: Chagas disease, Solubility, Cyclodextrins, Benznidazole.
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase humana sul-americana ou doenca de Chagas € uma doenca
negligenciada. Estima-se que a prevaléncia global da doenca de Chagas seja de 9,8 milhdes
de pessoas infectadas. A batalha contra esta doenca, resultado da infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi, ja obteve éxitos na interrupcdo da transmissao vetorial e transfusional
da doenca na maioria dos paises endémicos, contudo, estas pessoas infectadas ainda ndo
dispdem de um tratamento medicamentoso adequado (SCHOFIELD; JANNIN;
SALVATELLA, 2006).

Desde a descoberta da doenca em 1909 por Carlos Chagas inimeros agentes
quimioterapicos ja foram e estdo sendo testados por cientistas de todo 0 mundo, estes tém
trabalhado no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento desta
doenca, da descoberta de novos alvos bioquimicos ao desenvolvimento de novas moléculas
com potencial de acdo anti-trypanossoma cruzi (COURA & CASTRO, 2002).

Apesar de ndo ser o farmaco ideal, o benznidazol € atualmente o farmaco de escolha
para o tratamento desta doenca. O conhecimento aprofundado sobre o farmaco e técnicas
mais eficazes de vetorizacdo do mesmo em formas farmacéuticas podera possibilitar o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, disponibilizando para a populacdo em
um curto espaco de tempo e com menor custo quando comparado a uma nova molécula a
ser introduzida na terapéutica (DOCAMPO, 2001).

A solubilidade dos farmacos aos fluidos biologicos também se faz uma das mais
importantes barreiras a eficAcia do medicamento. Farmacos que apresentam baixa
solubilidade aquosa, como o benznidazol (BNZ), apresentam dificuldades de absorgéo e
conseqiientemente de exercerem a sua acdo farmacologica. Diversas técnicas ja empregadas
na pratica académica e industrial que possibilitam por meio de diferentes processos o
incremento da solubilidade do farmaco, entre estes se podem citar a complexagdo de
farmacos com ciclodextrinas (FRANCO et al., 2009).

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-

glicose, onde a presenca das hidroxilas livres na parte externa das CDs confere a essas

LYRA, M. A. M. Obtencdo de complexos de inclusdo benznidazol-ciclodextrina em solucéo para o combate

da doenca de Chagas.



moléculas um carater hidrofilico. Esse arranjo estrutural das moléculas de glicose nas CDs
possibilita a utilizacdo desses compostos como hospedeiros na formacdo de complexo de
inclusdo (CI). A presenca de uma cavidade hidrofdbica e de grupos hidroxilas livres na
parte externa da molécula permite a “solubilizagdo” em meio aquoso de compostos de
baixa solubilidade. Esse aspecto molecular tem possibilitado a utilizacdo de CDs em
diferentes areas da ciéncia e tecnologia, sendo o principal dominio de aplicacdo a industria
farmacéutica (BRITTO, JUNIOR & SANTOS, 2004).

As propriedades fisico-quimicas do farmaco e da CD livre sdo relativamente
diferentes das que possuem estes compostos quando estdo complexados. Em solucéo,
estabelece-se um equilibrio entre as moléculas hdspedes complexadas e ndo complexadas.
Entre todas as propriedades das moléculas hospedes que se pretendem alterar por
complexacdo com CDs, a solubilidade é sem divida aquela que mais interessa em termos
de aplicacgdes farmacéuticas (RIBEIRO, 2005).

As fracas interacdes que ocorrem entre a molécula complexada e a CD,
caracteristica intrinseca do sistema molecular, dificultam a utilizacdo de algumas técnicas
analiticas aplicadas a solucdo (BRITTO et al., 2004), mas variagdes nas propriedades
fisico-quimicas das moléculas hdspedes podem ser identificadas através de algumas
ferramentas analiticas, que permitam detectar a formacdo dos complexos. A maioria dos
estudos de caracteriza¢do de Cl com CDs em solucdo sdo por espectroscopia de absor¢do
UV-Vis, técnica de fluorescéncia e espectroscopia de RMN H* (FRANCO et al., 2009;
MILLER, CARRIER & AHMED, 2007).

Dentre as linhas de pesquisa envolvendo o BNZ, o desenvolvimento de uma
formulacdo liquida, através de diferentes alternativas tecnologicas como os CI, visa
introduzir na terapéutica mundial, novas persperctivas para o tratamento da doenca de
Chagas, sempre associando os preceitos da Tecnologia Farmacéutica as necessidades de
producdo de medicamentos com qualidade, seguranca e eficécia, fazendo com que o acesso

da populacéo infectada ao medicamento seja ampliado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obtencéo e caracterizacdo de complexos de inclusdo do farmaco benznidazol com

ciclodextrinas para incrementar a taxa de solubilizacdo deste farmaco em solucéo.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente a matéria-prima benznidazol;

e Obter complexos de inclusdo em solucdo de benznidazol com ciclodextrinas;

o Realizar estudo de solubilidade de fases;

e Caracterizar os complexos de inclusdo através de diferentes técnicas analiticas;

e Realizar estudo de fotoestabilidade do farmaco e dos complexos de inclusdo em
solucéo aquosa;

e Avaliar a atividade tripanocida e a citotoxiciade dos complexos.
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3.1 Artigo | - Doenca de Chagas: Cem anos de descoberta

Chagas disease: 100 years of discovery

Magaly Andreza Marques de Lyra®, José Lamartine Soares Sobrinho, Danilo Augusto
Ferreira Fontes?, Monica Felts de La Roca Soares * & Pedro José Rolim Neto?

!Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Federal do Piaui — UFPI
?Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos — LTM — Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE

RESUMO

A doenca de Chagas é uma enfermidade endémica na América Latina que acomete
aproximadamente 9,8 milhdes de pessoas apds cem anos de sua descoberta. Atualmente, a
doenca de Chagas é classificada pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) como uma
doenca negligenciada (mais prevalente nos paises em desenvolvimento) e que ndo dispde
de tratamentos eficazes ou adequados. A busca por alternativas ao combate a doenca de
Chagas tem sido registrada ao longo desse tempo por pequenos grupos, contudo, tem-se
apenas 0 benznidazol disponivel em territério nacional como agente terapéutico. Diante
disso, este trabalho objetivou tracar um panorama situacional da doenca de Chagas,
enfocando as acOes no combate a parasitose, epidemiologia da doenca, mercado de
medicamentos, tratamentos utilizados, novos farmacos, tecnologia farmacéutica aplicada a

farmacos ja utilizados, além das politicas e a¢cdes governamentais integradas.

PALAVRAS CHAVE: Benznidazol, Doenca de Chagas, Doencas negligenciada.
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ABSTRACT

Chagas disease is a illness endemic in Latin America that affects approximately 9.8 million
people after one hundred years its discovery. Currently, Chagas’ disease is classified by
World Health Organization (WHO) as a neglected disease (more prevalent in development
countries) and that has no effective treatments or appropriate. The search for alternatives to
combat Chagas' disease has been reported during that time by small groups, however, only
the benznidazole is available in national territory. Thus, this study aimed to verify the
Chagas disease situational, focusing on actions to combat the parasite, disease
epidemiology, market for drugs, treatments used, new drugs, technology applied to

pharmaceutical drugs already used in addition to government policies and actions integral.
KEYWORDS: Benznidazole, Chagas disease, Neglected disease.
INTRODUCAO

Em fevereiro de 1909, o médico sanitarista Carlos Chagas, apos isolar o parasito
Tripanosoma cruzi, um protozoario hemoflagelado da familia Trypanosomatidae e ordem
Kinetoplastida, conclui todo o ciclo bioldgico da doenca e posteriormente a identificacdo
do vetor. Em sua homenagem foi denominada doenca de Chagas. Essa descoberta é
considerada até hoje, tnica na histéria da ciéncia e satde brasileira .

A doenca de Chagas € uma enfermidade endémica na América Latina, afetando em
torno de 10 milhdes de pessoas. A doenga continua sendo um grave problema de salde
publica na América Latina, onde se estima que 4% a 5% da populacdo possa estar infectada
pelo T. cruzi. Minas Gerais é considerado um dos Estados brasileiros com maior
prevaléncia da endemia chagasica, tendo sido coincidentemente o palco da descoberta da
doenca 2.

Atualmente, a doenca de Chagas € classificada pela Organizacdo Mundial de Saude

(OMS) como uma doenga negligenciada, devido a proposta de classificacdo das doencas
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em globais (ocorrem em todo o mundo), negligenciadas (mais prevalentes nos paises em
desenvolvimento) e mais negligenciadas (exclusivas dos paises em desenvolvimento).
Essas denominacOes representam uma evolucdo do termo "doencas tropicais" por
contemplar os contextos de desenvolvimento politico, econdmico e social °.

Acdes ao longo desses cem anos a¢des tém sido tomadas no combate a enfermidade.
O combate a doenca existe, porém o conhecimento produzido, ainda, ndo se reverteu de
forma efetiva em avancos terapéuticos, como por exemplo, novos farmacos, métodos de
diagndsticos e/ou vacinas, apontando a necessidade de institucionalizar mecanismos que
levem os produtores a desenvolver pesquisas para o tratamento de doencas préprias da
realidade sanitéria dos paises pobres *.

Ao enfrentar a escassez ou falta de um tratamento adequado para essas doencas,
paises atingidos por essas endemias tém, em sua populacdo um custo elevado em
decorréncia das co-morbidades trazidas por essas enfermidades. Como por exemplo, no
Brasil, 0s custos anuais sociais da doenca de Chagas chegam préximo a 1 bilh&o de reais °.

Diante do exposto, o trabalho objetivou tracar um panorama situacional da doenca
de Chagas, enfocando as agdes no combate a parasitose, discutindo aspectos tais como:
epidemiologia da doenga, mercado de medicamentos, tratamentos utilizados, novos
farmacos, modelos de avaliacdo de ativos, tecnologia farmacéutica aplicada a farmacos ja

utilizados, além das politicas e acBes governamentais integradas.

EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS

As doencas negligenciadas afetam milhares de pessoas ao redor do mundo, mas nédo
dispdem de tratamentos eficazes ou adequados. Em sua maioria, sdo doencgas tropicais
infecciosas que atingem principalmente pessoas de baixa renda, como exemplo, a doenca
de Chagas na América Latina, que gera um impacto devastador sobre a humanidade °.

Em torno de 1 bilhdo de pessoas, um sexto da populagcdo mundial, sofre de uma ou

varias doencas negligenciadas. Na America Latina, a doenca de Chagas, transmitida pelo T.
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cruzi, popularmente conhecido como tripanossoma americano, € considerada uma das mais
importantes infeccdes parasiticas, abrangendo do México até a Argentina ’.

As tripanossomiases sd0 mais comuns em areas tropicais e subtropicais do mundo.
Mas como essas infeccBes parasiticas acometem muitos pacientes imunocomprometidos,
sd0 também encontradas em paises desenvolvidos ®.

Os dados epidemiologicos nos mostram que no inicio de 1980, o nimero estimado
de infectados era de 16 a 18 milhdes, com uma incidéncia anual de 300 000 casos. J& em
2007, os valores citados foram 8 milhdes de infectados com 50 000 novos casos por ano e
14 000 mortes relacionadas a complicaces da doenca **°.

Em diversas areas do sul da América do Sul, a incidéncia nos ultimos 10 a 15 anos
da transmissdo por T. cruzi em pessoas vem reduzindo-se com declinio de
aproximadamente 73% . Na Colémbia, estima-se que quase 5% da populagdo esteja
infectada e, que cerca de 20% esta em perigo de adquirir a doenca *2.

A luta contra a doenca de Chagas € baseada principalmente no
combate ao seu vetor. A batalha pela interrupcdo de sua transmissédo vetorial e transfusional
ja obteve éxito em paises endémicos como Chile, Uruguai e Brasil. No que diz respeito aos
paises andinos e da América Central, o combate a doenca parasitaria € menos avangado,
dificultado pelo elevado nimero de espécies vetores 2.

Existem centenas de espécies conhecidas de triatomineos, mas poucos tém um
papel evidente na transmissdo aos seres humanos. Triatoma infestans é uma das espécies
antropofilica que participa da transmiss@o do parasito nos paises do Cone Sul (Brasil, Chile,
Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia) >*°.

Além dos vetores, existem espécies animais, selvagens e domésticas, que servem de
reservatorio para o parasito. Um inseto ndo infectado ao picar um desses animais torna-se
capaz de transmitir a doenca ***°.

Em éareas endémicas, a infeccdo pelo T. cruzi tem acontecido geralmente apos o
contato com as fezes de triatomineos sugadores de sangue, por transmissao congeénita, por
transplante de 6rgéos e transfusdo sanguinea *°. Com a migracéo macica das zonas rurais

para as zonas urbanas na Ameérica Latina, a transmisséo transfusional e congénita sdo mais
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observadas em zonas onde a transmisséo vetorial foi eliminada *’. A transmissdo também é
possivel através de plaquetas, plasma, crioprecipitado e aglomerados de células brancas do
sangue °.

A doenca ndo estd confinada apenas na América do Sul, com a imigragdo
internacional, estima-se que 700.000 pessoas infectadas estejam vivendo fora do continente
americano. Casos recentes na Europa, sobretudo na Espanha, devido as migracdes da
América Latina, as transmissdes tém sido descritas por transfusdo, transmissao congénita e
transplante '®*°, Qutros paises da Europa, em menor proporcdo, depararam-se com esta
nova realidade, como é o caso da Suica, Itdlia e Franca, que tem Varios casos

diagnosticados entre os bolivianos migrantes nos Gltimos anos .
DOENGCAS NEGLIGENCIADAS X MERCADO DE MEDICAMENTOS

As doencas negligenciadas é um problema global de saude publica, contudo, 0s
centros de pesquisa e desenvolvimento (P&D) das indUstrias farmacéuticas sdo quase
sempre focados nas doencas globais, para as quais medicamentos podem ser produzidos e
comercializados com geracdo de maiores lucros. Com baixo poder aquisitivo e sem
influéncia politica, os pacientes e sistemas de saude de paises subdesenvolvidos nao
conseguiriam gerar o retorno financeiro exigido pela maior parte das empresas que
desenvolvem medicamentos *.

Além disso, medicamentos atualmente disponiveis sdo de dificil acesso a alguns
paises menos desenvolvidos e, observa-se uma crescente resisténcia da enfermidade com o
seu uso na terapéutica 2.

Entre 1975 e 2004, apenas 21 medicamentos foram registrados para doencas
tropicais, constituindo estas, mais de 11% da carga global de doencas. Durante 0 mesmo
periodo, para outras doengas foram registrados 1.535 medicamentos 62l

Vérios centros de pesquisas e orgdos de saude, como Instituto Pasteur — Franga;
Instituto de Pesquisa Médica do Quénia — Quénia; Ministério da saude da Malasia —
Malésia; Médicos sem fronteiras — Internacional; Fundagdo Oswaldo Cruz — Brasil, Centro
de Otimizacdo de Candidatos a Medicamentos, Epichem (Australia), Universidade de
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Murdoch (Australia), Universidade Federal de Pernambuco (Brasil) e Universidade Federal
de Ouro Preto (Brasil), se empenham, tanto para melhora do tratamento atual, quanto para
criacdo de novos farmacos, com planos de acdo para garantir que novos medicamentos
sejam desenvolvidos e 0s que ja existem para o tratamento de doencas negligenciadas, em
especial a doenca de Chagas, possam se tornar acessiveis a populagdo %*

Entre os medicamentos encontrados no mercado para o tratamento da doenca de
Chagas (Fig. 1), o nifurtimox teve seu uso interrompido, por apresentar muitos efeitos
secundarios, tendo apenas o benznidazol (BNZ) disponivel no mercado, ainda com uma
série de restri¢bes, como: baixa eficacia na fase cronica da doenca, significativas variacdes
regionais na eficacia devido ao surgimento de resisténcia do T. cruzi, alta taxa de abandono
do tratamento devido aos efeitos colaterais causados pelos medicamentos, longo periodo de
tratamento (30 a 60 dias) e a inexisténcia de formulagdo pediatrica, mas ainda assim, ele é

considerado o farmaco de escolha %>

Figura 1. (1) Nifurtimox. (2) Benznidazol. Fonte: (OLIVEIRA et al., 2008).

O orgao internacional DNDi (sigla em inglés para iniciativa de Medicamentos para
Doencas Negligenciadas - Drugs for Neglected Diseases initiative), cujo objetivo é criar e
estimular esforgos para a Pesquisa e o Desenvolvimento (P&D) de medicamentos para as
doencas negligenciadas, como a doenca de Chagas?, visa em seu portfélio de projetos, o
desenvolvimento da primeira formulacdo de BNZ pediatrico, assinando acordo com o
Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), atual detentor da patente

do benznidazol .
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Embora as perspectivas em relacdo a P&D de medicamentos para as doencas
negligenciadas tenham melhorado a partir de 2003, as necessidades dos pacientes nos
paises em desenvolvimento ainda estdo longe de serem atendidas. Aproximadamente 3,1
mil pacientes com Chagas foram tratados pelos médicos sem fronteiras (MSF) e apenas

cerca de 2,8 mil finalizaram o tratamento com éxito %',

TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS

A tripanossomiase americana continua sendo um problema de salde publica
significante e o potencial terapéutico dos agentes antichagasico ¢ ainda muito limitado .
No tratamento da doenca de Chagas dispde-se apenas do BNZ. Estudos mostraram
que utilizando a dose na fase aguda de 5 a 7 mg/kg, 2 vezes ao dia, durante 60 dias,
obtem-se 60 a 70% de curas parasitoldgicas, tendo como principal efeito secundario, a
dermatite alérgica que pode acompanhar-se de sinais gerais. Sua limitacdo é para criancas
e lactentes, pois ndo existe apresentacao pediétrica *°.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, estas infeccdes parasiticas sdo
parte de um grupo de doencas negligenciadas, em que a quimioterapia ainda precisa ser
melhorada dentro das “janelas” terapéuticas (extensdo de tempo em que a concentragdo do
medicamento oferece o desejado efeito: quando reduzida, o efeito estd aquém do desejado

e, quando acima, aparecem os efeitos toxicos) %%.
FONTES DE NOVOS FARMACOS

O desenvolvimento de farmacos antiparasitarios pode surgir através de experimentos
com produtos naturais ou sintéticos que tenham similaridade com compostos com
reconhecida atividade para outras doencas ou atraves de alvos metabolicos especificos para
um determinado parasita que se quer atingir *>. Como perspectivas para o tratamento

experimental da doenca de Chagas, varios alvos estdo sendo descobertos através de estudos
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metabolicos e bioguimicos do T. cruzi, entre 0s quais, a sintese de esterdis e enzimas
essenciais ao desenvolvimento e multiplicagdo desse parasita *°.

Os difundidos na natureza podem ser isolados de fungos, de plantas superiores, de
organismos marinhos e de mamiferos, como exemplo os alcaldides [B-carbolinicos,
mostrando uma consideravel atividade parasiticida contra o T. cruzi **.

Varios outros compostos naturais e sintéticos foram testados para identificar agentes
com efeitos inibitorios e/ou tdxicos em T. cruzi. Entre eles, alcaldide piperina, lignanas
grandisinas e veraguensinas tetraidrofuranica, flavondides 5,4 - dihidroxi-7-
metoxiflavonona e 5,4-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona, e compostos aromaticos sintéticos
bisfosfonatos e diamidinas  que demonstraram atividade in vitro contra formas
tripomastigotas e/ou amastigotas =°.

As diamidinas aromaticas mostraram-se promissoras como futuros agentes eficazes
no tratamento de diversas infeccbes parasitarias, incluindo o T. cruzi. Entre elas, a
pentamidina é o Unico composto desta classe que foi significativamente usado em seres
humanos ®.

A lignana tetraidrofuranica na sua biotransformacdo conduziu a formacdo de um
novo metabdlito caracterizado como 3,4-dimetil-2-(4’-hidroxi-3’,5’-dimetoxifenil)-5-
metoxi-tetraidrofurano. O metabolito foi analisado contra o parasita T. cruzi, demonstrando
atividade tripanomicida similar ao precursor natural *.

Diversas plantas tém se apresentado como rica fonte de substancias com atividade
contra as formas amastigota, epimastigota e tripomastigota do T. cruzi e, se mostram como
uma das dire¢des promissoras na busca de fa&rmacos eficazes na prevencdo e tratamento da
doenca de Chagas. Dentre os compostos encontrados nas plantas, as quinonas, flavonoides,
alcaldides, terpenos e xantonas presentes nos vegetais, foram testados para avaliar alguma
atividade contra as diferentes formas do parasito *,

As naftoquinonas representam uma importante classe de produtos naturais, com
uma grande variedade de atividades bioldgicas, das quais se podem citar as atividades
antiparasitarias **. O lapachol e seus derivados (Fig. 2) sdo exemplos de naftoquinonas

presentes em varias espécies vegetais, 0s quais apresentaram atividade contra as formas
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amastigota, epimastigota e tripomastigota do parasito. O seu derivado de transformacéo
quimica, a 3-alil-B-lapachona, foi ativo contra formas tripomastigotas e tem sido sugerido
como uma droga alternativa para o uso em bancos de sangue. Além disso, a epoxi-a-
lapachona, um derivado da a-lapachona, apresentou um perfil de baixa toxicidade e uma

significativa atividade inibitéria contra as formas epimastigota e amastigota do T.cruzi .

—Lapachona

a—Lapachona
Figura 2. Estruturas quimicas do Lapachol e seus derivados (o-Lapachona e B-Lapachona).
Fonte: (ALVES, 2004)

PESQUISAS EM ANDAMENTO / SINTESE DE NOVOS FARMACOS / NOVOS
MODELOS IN VITRO X IN VIVO PARA AVALIACAO DE FARMACOS

Novos farmacos seguros e eficazes contra infeccBes parasitarias sdo de extrema
necessidade. Atualmente, muitos deles em uso no tratamento, apresentam varios problemas
de toxicidade, eficacia variavel, falta de biodisponibilidade e a necessidade de
administracdo parenteral. Além disso, devido a resisténcia aos farmacos, tem que se visar
caminhos biogquimicos no parasito, que ndo traga efeitos secundarios para os pacientes ®.

Pesquisas realizadas em busca de novos agentes antichagasicos tém sido feitas
também entre as fitolexinas, substancias naturais produzidas pelas plantas como mecanismo
de defesa contra bactérias, fungos e insetos. Entre os metabdlitos secundarios produzidos
pelo vegetal Cruciferous, as fitolexinas apresentaram efeitos antitripanossomal,

demonstrando propriedades antiproliferativa significante nas formas amastigotas
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intracelular do T. cruzi, sendo entdo uma perspectiva de ser um candidato para o
desenvolvimento de farmaco antichagésico .

Os compostos derivados de tetrahidro-1-benzazepino foram investigados
sinteticamente e farmacologicamente contra os tripanossomas. Compostos que contém esta
unidade heterociclica possuem uma larga escala de atividades bioldgicas e alguns desses
derivados tém sido obtidos com a possibilidade de serem agentes antitripanossomal quando
usados como inibidores da diidrofolato redutase, enzima do T. cruzi *°.

Paula et al. %

, obtiveram vérios derivados do 5-nitro-heterociclico, nitrocompostos,
0S quais apresentaram atividade de inibicdo sobre o crescimento da forma epimastigota,
sendo relevante por devido a uma avaliacdo preliminar do efeito antiproliferativo do agente
antichagasico.

Considerando que o ergosterol é o principal esterol do T. cruzi, na Gltima década, as
pesquisas vém sendo orientadas para o desenvolvimento de um inibidor eficaz desse
esterol, e assim, neste parasito, etapas da biossintese de esterdis que sdo divergentes em
relacdo a sintese realizada por células de mamiferos tém sido intensamente estudadas como
alvo quimioterapico 2.

A verificagdo da atividade tripanossomicida de cumarinas e estiril-2-pironas obtidos dos
extratos da Polygala sabulosa (Polygalaceae) contra as formas epimastigota, tripomastigota
sanguinea e amastigota de T. cruzi foram avaliadas in vitro, mostrando potente acédo
tripanocida sob as formas epimastigotas *’. Assim, também foi demonstrado com o &cido
usnico, isolado dos extratos da Cladonia substellata, a sua atividade contra epimastigotas
do T. cruzi em concentragdes de 5 a 30 pg/mL *,

Uma nova série de derivados de tiosemicarbazona e aminoacil-tiazolidonas foi

sintetizada por Leite et al %

. As estruturas quimicas sugerem que estes compostos possam
ter atividade anti-T. cruzi. A avaliacdo biologica indica que alguns destes compostos sao
capazes de inibir o crescimento de T. cruzi em concentracdes ndo citotoxicas para células
de mamiferos .

Diante da extensa lista de diferentes classes de compostos que apresentaram

atividade in vitro e in vivo sobre T. cruzi, somente alopurinol, itraconazol, fluconazol e
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posoconazol foram submetidos a ensaios clinicos desde a introducdo do nifurtimox e do
BNZ. Este fato se deve em muitos casos a inexisténcia da indicacdo do efeito potencial
toxico e/ou teratogénico (em geral somente analisado em modelos in vitro), enfatizando a
necessidade do desenvolvimento de modelos experimentais mais adequados, bem como a
padronizacdo de protocolos de ensaio in vitro, para chegar-se a um farmaco que possa ser
posteriormente submetido a ensaios clinicos *°.

Os dados divulgados pelo DNDi, informaram que o planejamento do
desenvolvimento de novas opcOes de tratamento para a doenca de Chagas, desde a
otimizacdo de moléculas na fase inicial do screening a realizacdo de testes em modelos in
vivo, especialmente camundongos e cées, para avaliacdo da eficicia e seguranca dos
compostos. Entre eles os compostos azdlicos, sdo 0s mais novos candidatos para
desenvolvimento pré-clinico e clinico .

Diante das formas indeterminadas e complicacdes tardias da doenca de Chagas, a
legitimidade do tratamento etioldgico tem sido alvo de muitas discussdes. Estudos tém
sido realizados em animais e individuos infectados, com o objetivo de avaliar o
tratamento com BNZ. Nos animais, o tratamento preveniu o desenvolvimento de doenca
cardiaca grave, apesar da erradicacdo incompleta do parasito. Nos individuos houve uma
reducdo no risco de progressdo de ataques cardiacos e o aumento da percentagem no
negativismo de sorologia, sem os efeitos secundarios graves observados °.

Testes realizados com derivados de nitro-2-furil apresentaram uma excelente
atividade anti- T.cruzi frente ao nifurtimox, verificado através de estudo em animais
saudaveis com administracdo por via oral e intraperitoneal. De acordo com a porcentagem
da sobrevivéncia dos animais, resultados histoldgicos, bioquimicos e hematolégicos, trés
derivados do nitro-2-furil foram selecionados para serem testados in vivo como agentes
antichagasicos. Apos anéalise da relacdo entre a estrutura quimica e a toxicidade aguda
anti- T. cruzi, o derivado 4-hexil-1-3-5-tri-nitro-2-furil-2-propinilideno apresentou melhor
atividade antiparasitica e menor toxicidade °.

Estudos realizados com pacientes cronicos submetidos ao tratamento com BNZ

revelaram que somente um pequeno percentual dos pacientes tratados evoluiu para a
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forma grave da cardiomiopatia chagéasica cronica, reforcando a idéia de que o tratamento
pode alterar a evolugdo para esta forma. Ja os estudos com jovens cronicos tratados com o
BNZ demonstraram cerca de 60% de negativacdo da sorologia e que todos ficaram menos
vulneraveis a desenvolver danos cardiacos em relagdo ao grupo néo tratados **.

As alternativas de tratamento atual na doenga de Chagas sdo poucas, apresentando
eficacia clinica variavel, mas até hoje ainda ndo foi desenvolvida nenhuma opcéo
terapéutica efetiva. Um numero de novos farmacos foi relatado por serem eficazes contra o
T. cruzi tanto in vitro como in vivo, mas nenhum foi considerado completamente

satisfatorio 3% %,

TECNOLOGIA FARMACEUTICA X BENZNIDAZOL

O BNZ é um derivado de 2-nitroimidazol (Fig. 1 (2)) com importante estrutura
quimica medicinal, que mostra um largo espectro de atividade farmacoldgica,
principalmente no tratamento da doenca de Chagas. Um dos mecanismos de acdo relatado
é relacionado a reducdo do metabolismo do parasita, pois utiliza 0 NADH-dependente
mitocondrial para a sua ativacdo como um pré-farmaco 2.

Apesar do BNZ ndo ser o farmaco ideal, devido a sua toxicidade, além da baixa
solubilidade em agua, ele é o farmaco de escolha para o tratamento da doenca de Chagas. O
uso de alternativas tecnoldgicas, como a obtencdo de complexo de inclusdo com as
ciclodextrinas, tem sido particularmente usada devido as suas propriedades complexantes,
por aumentar a solubilidade e dissolucdo dos farmacos pouco sollveis e conseqlientemente
sua biodisponibilidade *.

Outra técnica utilizada pelos pesquisadores na area da tecnologia farmacéutica é a
obtencdo de dispersdes solidas, utilizando carreadores solUveis em agua, como 0s
polimeros hidrofilicos, o polivinilpirrolidona (PVP) e o polietilenoglicol (PEG), que tém
sido largamente empregados nestes sistemas devido aos seus baixos custos e alta

solubilidade em 4gua **.
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Lima * verificou a contribuicdo dos sistemas de dispersdes sélidas e complexos de
inclusdo no incremento da taxa/velocidade de dissolucdo do BNZ, com perspectivas de
desenvolvimento de formas farmacéuticas mais eficazes e menos toxicas para o paciente
chagaésico.

Neste direcionamento, Lamas et al.*

delineou lipossomas que carreiam 0 BNZ com
a finalidade de desenvolver uma forma farmacéutica que permitisse superar a baixa
solubilidade do BNZ em meio aquoso. Desse modo, seria possivel aumentar a seletividade
e reduzir a toxicidade do farmaco, contudo o método carrega como desvantagem a
necessidade da administracdo por via endovenosa, 0 que representa um incomodo em
tratamentos diarios e prolongados. Outra desvantagem esta relacionada com a viabilidade
comercial de tal forma farmacéutica, uma vez que seu custo é consideravelmente mais
elevado. Por se tratar de um medicamento destinado a uma doenca negligenciada, o custo
do produto final esta relacionado com o acesso da populacdo a esta alternativa terapéutica.

Outra estratégia para melhoria de eficacia biolégica de farmacos é a obtencdo de
complexos de metais com ligantes ativos como verificado no complexo de ruténio e aril-4-
oxotiazolilhidrazonas, os quais foram submetidos a ensaios in vitro contra formas
epimastigota e tripomastigota e avaliacéo da citotoxicidade em mamiferos*.

Abordagens como a veiculacdo em outras formas farmacéuticas também ja foram
propostas e estdo em fase de desenvolvimento, tendo como exemplo formulacdo de
suspensdo e composicOes dose-fixa-combinada, associagdes de diferentes ativos numa

(nica preparagdo *'.

POLITICAS E ACOES GOVERNAMENTAIS NO COMBATE A DOENCA DE
CHAGAS

O Ministério da Saude (MS), por intermédio das Secretarias de Ciéncia, Tecnologia
e Insumos Estratégicos DECIT /(SCTIE) e de Vigilancia em Saude (SVS), e o Ministério
da Ciéncia e Tecnologia (MCT), por meio do Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnoldgico (CNPqg) vem promovendo, desde 2003, Oficinas de Prioridades
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para definir temas de pesquisas em acordo com as necessidades da populacdo brasileira.
Essas oficinas, para definicdo de prioridades, sdo realizadas com a participacdo de gestores,
pesquisadores e profissionais da area de salde e tém por objetivo nortear as chamadas
publicas realizadas pelo Ministério da Salde em parceria com o Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, Fundac6es de Amparo a Pesquisa (FAP) e Secretarias Estaduais de Salde e de
Ciéncia e Tecnologia e, desta forma, coordenar a massa critica de pesquisadores nesse
campo e continuar a fomentar pesquisas na area de doencas negligenciadas “.

Em 2006, foi iniciado no Brasil, 0 Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em
Doencas Negligenciadas. O Programa foi objeto de um edital, que financiou 82 projetos
relacionados a diferentes doencas negligenciadas, com um investimento total de R$ 22,3
milhGes. A Secretaria de Vigilancia em Sadde do Ministério da Salde é também parceira
do Programa, contribuindo tecnicamente para o processo de definicdo de prioridades na
érea e para a avaliagdo dos resultados das pesquisas financiadas *.

Um estudo recente sobre o financiamento global de inovacdo para doencas
negligenciadas revelou que menos de 5% do financiamento mundial de P&D para essas
doencgas foram investidos nas doencas extremamente negligenciadas, tais como doenca de
Chagas *°.

Entre 2004 e 2007, 28 pesquisas sobre doenca de Chagas foram financiadas,
envolvendo investimentos da ordem de R$ 8 milhdes. Desse total, 75,5% dos recursos
foram provenientes do Decit e 24,5% de parceiros como as fundacBes de amparo a
pesquisa. Grupos de pesquisa de todas as regides brasileiras foram contemplados, sendo
gue um pouco mais que a metade dos trabalhos foi de pesquisadores do Sudeste (53,6%) “®.

Em novembro de 2008, foi realizado um encontro no Rio de Janeiro, que reuniu
representantes de diversas instituicbes e paises, para definir estratégia de pesquisa
translacional em doencas negligenciadas, de forma a transformar resultados de pesquisas
em aplicagbes médicas para atender & populacdo brasileira. As discussdes evidenciaram a
necessidade de expandir o processo de desenvolvimento de tecnologias e medicamentos no
pais; de realizar parcerias entre institutos, empresas privadas e instituicdes de ensino; e de

definir locais estratégicos para a realizacdo de um programa em doencas negligenciadas,
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como o Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico em Saude (CDTS), uma das obras do
Programa de Aceleracdo de Crescimento (PAC), em processo de constru¢do na Fundacao
Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro. A partir do encontro, foi elaborado um documento,
entregue ao Ministro da Salde José Gomes Tempordo, com vistas a criagdo efetiva do
Programa Translacional do Brasil em Doencas Negligenciadas, para o qual esta previsto o
investimento de cerca de R$ 500 mil em 2010 .

Por meio de busca realizada na Pesquisa Salude, Base de Dados Gerencial Decit do

Ministério da Saude (www.saude.gov.br/pesquisasaude), com as palavras-chave “doenga de

chagas” e “benznidazol” pode-se rastrear 0 numero de projetos e o total de recursos
financiados no periodo de 2002-2008 e 2005-2006, respectivamente (Tabela 1,2 e 3).

Com a anélise da tabela 4, pode-se observar que a doenca de chagas dentre as sete
doencas extremamente negligenciadas com pesquisa subsidiada pelo governo é a que
possui 0 maior nimero de publicacdes no intervalo de 2001 a 2008, sendo apenas alcancada
atualmente pela Leishmaniose.

O numero de patentes também pode ser utilizado como um indicador de
conhecimentos e inovacBes geradas na area, contudo ha uma grande discussdo acerca da
patenteabilidade de pesquisas com foco nas doengas negligenciadas, uma vez que a patente
dificulta o acesso da populacdo a uma alternativa de diagndéstico e/ou tratamento eficaz e de
baixo custo, além de que estas patentes sao muitas vezes frutos de projetos financiados pelo
governo e ao publico deveriam ser retornados os seus beneficios.

Por meio de uma busca realizada no site do Instituto Nacional de Propriedade

Intelectual (INPI) (www.inpi.gov.br) com a palavra-chave “doenga de Chagas” pode-se

localizar 27 patentes depositadas de 1990 a 2007, abrangendo diagnéstico, tratamentos
associados, formulagcdes de farmacos com complexos de inclusdo, técnica de extragdo e
composigdo quimica de extratos com atividade aplicada ao tratamento das doencgas de
Chagas, dentre outros. Por meio de busca utilizando a palavra-chave “benznidazol” pode-se
localizar uma patente depositada em 2007, que visa 0 processo de obtencdo e uso de um

composto transportador de BNZ, a base de ruténio 2.
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A pesquisa em bases de dados internacionais de patentes ndo apresentou resultados

enriquecedores ao assunto, esta afirmacdo pode ser justificada uma vez que o numero de

patentes esta diretamente relacionado ao investimento financeiro realizado por instituicGes

governamentais e/ou privadas e que a aplicabilidade comercial destes produtos é maior nos

paises acometidos por estas doencas.

Tabela 1. Resultado da Busca dos recursos investidos em “doenga de Chagas™: 2002-2008.

Sintese da Busca

Modalidade de PPSUS Fomento Nacional | Contratacdo Direta Total
Fomento (Edital) (Edital) (Contrato) (Editais + Contratos)

N° de Editais/ 65 43 62 169
Contratos

N° de Projetos 1212 1202 91 2506

N° de Recursos | R$59.864.966,84 | R$298.185.015,28 R$ 64.348.296,20 R$ 422.398.278,32

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, Departamento de Ciéncia e Tecnologia — Decit. Base de Dados Gerencial.
Capturado em 23/05/2009.

Tabela 2. Resultado da Busca dos recursos investidos em “benznidazol”: 2005-2006.

Sintese da Busca

Modalidade de PPSUS Fomento Nacional | Contratagdo Direta Total
Fomento (Edital) (Edital) (Contrato) (Editais+Contratos)
N° de Editais/
Contratos ! 2 ! 4
N° de Projetos 1 2 1 4
N° de Recursos | R$ 136.146,25 R$ 491.500,00 R$ 217.400,00 R$ 845.046,25

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, Departamento de Ciéncia e Tecnologia — Decit. Base de Dados Gerencial.
Capturado em 23/05/2009.

Tabela 3. Resultado da Busca dos projetos com “benznidazol”: 2005-2006.

UF | ANO Ed't‘gl / . Titulo Subagenda Coordenador
Contratacdo Direta
DE | 2005 Tratamento Multi- Tratamento Multi- Pesgl_usa Antonio Teixeira
Farmaco da Doen... Farmaco da Doen... Clinica
Assisténcia Desenvolvimento de Assisténcia Pedro José Rolim
PE | 2005 e .
Farmacéutica formas farm... Farmacéutica Neto
MG | 2006 Programa Pesquisa | Clinica, epidemiologia Doer_lgal,s _ Marta de Lana
para o SUS M... e terap... Transmissiveis
Doencas Inovacéo em Doencas Solange Lisboa de
RJ | 2006 . . . T
Negligenciadas medicamentos e ter... | Transmissiveis Castro
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Fonte: Brasil, Ministério da Saude, Departamento de Ciéncia e Tecnologia — Decit. Base de Dados Gerencial.
Capturado em 23/05/2009

Tabela 4. Publicaces por autores brasileiros nas sete doencas do programa de P&D em
doencas negligenciadas.

Ano |Dengue | Hanseniase | Maléaria | Tuberculose | Esquist. | Leishm. Chagas | Totais
2001 10 24 36 23 54 75 93 315
2002 10 17 28 26 72 97 103 353
2003 16 22 30 36 42 89 135 370
2004 15 23 35 42 66 87 125 393
2005 20 23 42 52 57 120 144 458
2006 26 21 50 59 100 136 157 549
2007 43 45 64 67 52 171 165 607
2008 68 62 83 141 61 214 236 865
Totais 208 237 368 446 504 989 1158 3910

Esquist. = Esquistossomose. Leishm. = Leishmaniose. Fonte: FIOCRUZ, 2009c.

CONCLUSAO

A busca por alternativas ao combate a doenca de Chagas € secular, por isso é
imprescindivel a intervencdo do governo no fomento e na gestdo em P&D de novos
medicamentos eficazes e seguros para essa doenca que atinge ou ameaca milhdes de
pessoas na America Latina. Uma vez que a pesquisa em doencgas negligenciadas é apoiada,
espera-se em contra partida que conhecimentos sejam gerados sobre 0s temas de pesquisa, e
mensurados por indicadores de publicacGes cientificas.

Na ultima década, observou-se uma coordenacdo mais efetiva dos esforgos para
potencializar os conhecimentos gerados com as pesquisas nos diferentes campos da ciéncia,
endossada pelo papel do estado como provedor e maior financiador de salde publica.
Diversos agentes estdo envolvidos nessas buscas, constituindo assim, um horizonte

promissor no combate a doenca que completa cem anos de sua descoberta.
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RESUMO

As ciclodextrinas (CDs) tém sido bastante utilizadas no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, particularmente devido as suas propriedades complexantes, a qual promove
incremento na solubilidade de farmacos poucos sollveis. Variagbes nas propriedades
fisico-quimicas das moléculas hospedes podem ser identificadas através de metodologias
analiticas, que permitem detectar a formagdo dos complexos. O objetivo deste trabalho foi
discutir os principais métodos utilizados na caracterizagdo de Cl com base numa uma
revisao da literatura. Entre as diversas técnicas para caracterizar Cl com CDs, nos estados
liquido e sdlido, tem-se a espectroscopia de absorcdo visivel e ultravioleta (UV-Vis),
técnica de fluorescéncia, espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H' e
C", cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cristalogréficas de raio-X, estudos
térmicos, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FI-RT),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de Raman, calorimetria de
titulacdo isotérmica (CTI), ensaios de dissolucédo, dentre outras.

PALAVRAS CHAVE: espectroscopia, complexo de inclusdo, ciclodextrinas, métodos
analiticos.
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The cyclodextrins (CDs) have been used in pharmaceutical products development, due to
your properties of complexation, mainly for the increase the solubility of low soluble
molecules. The environment lipophilic of the inside cavity of the CDs its propitiates
favorable conditions for the formation of inclusion complexes (IC) with hydrophobics
compounds. Variations in the physical-chemical properties of the molecules guests are
identificaded using analytic methodologies that allow to detect the formation of the
complexes. The aim of this work was to discuss a literature review, the main methods used
in the characterization of IC. There are several techniques to characterize the IC with CDs,
in liquid and solid states, such as spectroscopy of visible and ultraviolet (UV) absorption,
fluorescence technique, nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) H* and C** | high
performance liquid chromatography (HPLC), X-ray crystallographic, thermal studies,
infrared spectroscopy with the Fourier transform (FIRT), scanning electron microscopy
(SEM), Raman spectroscopy, isothermal titration calorimetry (ITC) and studies of

dissolution.

KEYWORDS: spectroscopy, inclusion of complex, cyclodextrins, analytics methods

INTRODUCAO

As ciclodextrinas (CDs) tém sido bastante utilizadas no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos, particularmente devido as suas propriedades complexantes, 0s
quais proporcionam incremento de solubilidade e consequente aumento da taxa de
dissolugdo de farmacos pouco soluveis, estabilidade, reducdo de irritagdes (gastrica,
dérmica ou ocular) e diminuicdo ou eliminacdo de odores ou sabores desagradaveis,
principalmente em formulagdes liquidas (GUEDES et al., 2008).

As CDs séo oligossacarideos ciclicos, compostos por unidades de glicose unidas
através de ligagdes o-1,4, oligossacarideos originados da degradacdo do amido pelas
enzimas glicosiltransferases, sintetizadas por alguns microrganismos (JUN et al., 2007). As

que s@o obtidas com maior rendimento sdo comumente conhecidas como CDs naturais e
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contém seis, sete ou oito unidades de glicose, sendo denominadas de a- ciclodextrinas (o-
CD), B-ciclodextrinas (B-CD) e y-ciclodextrinas (y-CD) respectivamente (CANNAVA et
al., 2008). Nessas moléculas, os grupos hidroxilas primarios e secundarios estdo orientados
para o exterior do anel formado, na porcdo estreita e larga respectivamente, conferindo-lhe
um exterior bastante hidrofilico e uma cavidade hidrofébica, onde as moléculas hospedes
ou parte delas s&o encapsuladas (SA-BARRETO & CUNHA-FILHO, 2008).

A principal forca motriz que favorece a encapsulacdo molecular consiste na
substituicdo das moléculas de agua (que possuem elevada entalpia) por moléculas hdspedes
mais adequadas. Trata-se de um processo energeticamente viavel por promover uma
alteracdo favoravel de entalpia, aumento de entropia e reducdo da energia total do sistema,
fatores que contribuem para o aumento da estabilidade do complexo formado. Interacdes
eletrostaticas de Van der Waals, interacfes hidrofobicas, ligagcBes de hidrogénio, também
contribuem para formagéo e estabilizacdo dos ClI (GORNAS et al., 2009).

Farmacos poucos sollveis freqlientemente apresentam comportamento de
biodisponibilidade in vivo inferior quando comparados aqueles de alta solubilidade. Logo, a
formacdo de Cls esta dentre as alternativas mais vantajosas e eficientes quando se busca
melhoria nas propriedades de dissolucdo e biodisponibilidade de farmacos pouco
hidrossoltveis (SPRICIGO et al., 2008; LIMA et al., 2008).

Apesar do numero crescente de trabalhos utilizando CDs na formacdo de complexos
de inclusdo (Cls), a abordagem sobre as técnicas de caracterizacdo continua sendo de
grande interesse no ambito analitico. As propriedades fisico-quimicas dos farmacos e das
CDs sédo relativamente diferentes daquelas apresentadas quando estdo complexados.
Partindo deste conceito, qualquer metodologia que tenha sensibilidade suficiente para
medir estas diferencas pode ser utilizada para caracterizar estes complexos sob diferentes
pontos de vista, permitindo direcionar os fendmenos de inclusdo de acordo com as
necessidades (BRITTO et al., 2004; CUNHA-FILHO & SA-BARRETO, 2007).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi discutir os principais métodos utilizados
para caracterizacdo de CI de farmacos com CDs com base numa de uma revisdo da

literatura.

LYRA, M. A. M. Obtencdo de complexos de inclusdo benznidazol-ciclodextrina em solucéo para o combate

da doenca de Chagas.



32

METODOS DE CARACTERIZACAO

Uma das principais caracteristicas das CDs é o fato de formarem Cls em solucéo, e
no estado solido. As fracas interacGes que ocorrem entre a molécula complexada e a CDs,
caracteristica intrinseca do sistema molecular, dificultam a utilizacdo de algumas técnicas
analiticas aplicadas a solucdo. Por outro lado, a caracterizacdo de Cls no estado sélido €
considerada de grande interesse devido as possibilidades de patentes (BRITTO et al.,
2004).

Variagcdes nas propriedades fisico-quimicas das moléculas hospedes podem ser
identificadas através de metodologias analiticas, que permitam detectar a formacdo dos
complexos (UEKAMA et al., 1998). A maioria dos estudos de caracterizagdo de Cls com
CDs em solucdo sdo por espectroscopia de absorcdo UV-Vis, técnica de fluorescéncia e
espectroscopia de RMN H* e C** (FRANCO et al., 2009; MILLER, CARRIER & AHMED,
2007).

Para os estudos que envolvem complexos em fase solida, sdo utilizadas com mais
frequiéncia as técnicas de difracdo de raios-x, estudos térmicos, espectroscopia de FI-RT e
estudos de dissolucdo (CANNAVA et al, 2008; LU et al, 2009). Existem relatos de outras
técnicas de caracterizacBes que estdo sendo recentemente utilizada, como a espectroscopia
de Raman, eletroforese capilar, potenciometria, ITC, dicroismo circular, entre outros
(VENTURINE et al., 2008).

Caracterizacéo da formacéo de complexos em estado liquido

Diagrama de solubilidade de fase

A abordagem mais utilizada para o estudo de complexacdo ¢ o metodo descrito por

Higuchi e Connors (1965), sendo considerada a primeira verificagdo de Cls em solucéo.
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Esse estudo analisa os efeitos da adicdo do agente complexante sobre o composto a ser
solubilizado permitindo obter a constante de complexacdo (K;) e a estequiometria de
formagdo do complexo, a partir da solubilidade intrinseca do substrato (S,) e a inclinagdo

da reta resultante do diagrama de solubilidade (Equacdo 1).

B Inclingéo
S, x (1—Inclinacéo)

11

Através da analise do diagrama de solubilidade obtido com o experimento (Figura
1), pode-se classificar os complexos de inclusdo formados como perfis do tipo A e B. O
tipo classificado como tipo A quando a solubilidade do substrato aumenta com o
incremento da concentracdo de CD. Perfis do tipo B séo obtidos com a formagéo de
complexos de baixa solubilidade aquosa, em alguns casos, inclusive inferior a da molécula

hospedeira e que precipitam a medida que ha encapsulacao.

S

Farmaco Dissolvido

Ciclodextrina

Figura 1. Diagrama de Solubilidade para avaliacdo dos complexos de incluséo.

Para muitos dos complexos formados, as constantes de estabilidade variam de 0 a

10° M, demonstrando que mesmo com a formacao de complexos estaveis, uma diluicdo de
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1:100, diminui a porcentagem de complexacdo de 100% para 30%, o0 que possibilita a
liberacdo do farmaco complexado nas membranas bioldgicas. Contudo, os efeitos da
diluicdo devem ser bem elucidados na utilizacdo desses complexos em formas
farmacéuticas, devido as possibilidades de precipitacdo do fa&rmaco quando existe uma
relacdo de ndo-linearidade da solubilidade entre o farmaco e a CD (STELLA &
RAJEWSKI, 1997; CHALLA et al., 2005).

As principais constantes publicadas de 123, 490, e 525 M™ para a-CD, B-CD ¢ v-
CD, respectivamente, foram baseadas em estudos estatisticos. Valores baixos para a
constante sugerem fraca afinidade do farmaco com as CDs, enquanto valores elevados
indicam que o farmaco esta fortemente ligado, o que pode reduzir consideravelmente a sua
biodisponibilidade (MILLER, CARRIER & AHMED, 2007).

Szejtli (1994), na obtencgéo de diversos complexos de incluséo, sugeriu o valor de K¢
> 10° M™, verificando uma reducdo significativa da biodisponibilidade, devido a nao-
dissociacdo dos complexos. A situacdo desejada é ter a afinidade suficiente, tanto para ter a
total concentracdo de farmaco complexado, como também para permitir a dissociacdo dos
complexos para a sua absorgdo. Assim, deve-se investigar o uso de diferentes CDs ou
diferentes tecnologias para caracterizar a formagdo de complexos de inclusdo (MILLER,
CARRIER & AHMED, 2007).

Outros parametros tais como os termodinamicos, isto €, mudancas na energia livre
de Gibbs (AG), na entalpia (AH) e na entropia (AS), podem ser obtidos em funcdo da
temperatura e da constante de estabilidade dos Cls (MARCELO et al., 2008). A AH pode
ser determinada utilizando-se a equagdo de Van’t Hoff (GRILLO et al., 2008a):

1 RTz _Tl

Para as mudangas de AG e de AS utilizam-se as equagdes 3 e 4, respectivamente (JUN et
al., 2007) :
AG =-RTInK Eq. 3
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AH-AG)

(
AS = Eq. 4
T q

A partir da obteng¢do do valor de AG ¢ possivel demonstrar a espontaneidade da
reacao, sendo possivel avaliar se esta é favoravel para a solubilizacdo aquosa do farmaco.
Em geral, a formagdo do CI esta associada a valores de AG < 0, proporcionais a0 aumento
de temperatura (T) e a concentragdo do agente solubilizante, devendo também ser
considerada a natureza quimica da molécula hospede na previsdo da complexacao. Nesse
caso, também pode ser analisado qual complexante causa o melhor incremento na
solubilidade aquosa, pois quanto maior a contribuigdo para o valor negativo de AG, melhor
o efeito solubilizante (PATEL et al., 2008).

Uma série de moléculas apresenta correlacdes lineares entre a AH e AS, com valores
crescentes € menos negativos, respectivamente. A a-CD hidratada, por exemplo, possui
ligacdo de hidrogénio associada a uma molécula de agua, e quando esta é eliminada,
promove a reducdo significativa da tensdo estérica na cavidade da CD diminuindo a
entalpia do sistema. No caso da B-CD, um complexo estavel apresenta uma AH negativa e
uma AS proxima de zero (VALLE, 2004).

Jun et al. (2007) realizaram o diagrama de solubilidade de fases da sinvastatina na
presenca de concentracOes crescentes de hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CD) e em
diversas temperaturas, obtendo valores crescentes das constantes de complexacdo, o que é
justificado pela provavel reducdo das interacbes de Van der Waals e das forcgas
hidrofobicas, com a elevacdo da temperatura. Essas mudangas nos parametros
termodindmicos demonstram a espontaneidade da complexagao.

Apesar de favorecer a complexacdo, 0o aumento da temperatura também pode
desestabilizar o complexo. A estabilidade térmica, em geral, varia de acordo com a
molécula hospede e a ciclodextrina, mas variacdes de temperatura entre 50-60 °C podem
acarretar em decomposicgéo de alguns complexos (VALLE, 2004).

Espectroscopia de ultravioleta visivel
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A espectrofotometria de absor¢do molecular no ultravioleta/visivel (UV/VIS) é um
método analitico baseado na propriedade das espécies ibnicas ou moleculares absorverem
determinados comprimentos de onda da radiagdo UV/VIS. No processo de absorcdo da
radiacdo, a energia dos fotons é transferida para as moléculas do meio em anélise para
provocar transicOes eletronicas associadas a transi¢des vibracionais e rotacionais (LEAL et
al., 2008).

As mudancas que ocorrem no espectro de UV, devido a formacéo do complexo, sdo
geralmente identificadas pelos deslocamentos batocromicos e/ou alargamento de bandas. O
deslocamento no maximo de absorcdo de UV, pelo efeito da formagdo do complexo, pode
ser explicado através da protecdo parcial dos elétrons excitaveis e cromdéforos presentes na
cavidade das CDs (BUDAL, 2003).

Tendo em vista que 0s niveis energéticos das moléculas sdo quantizados, a absor¢ado
de energia pode ser considerada como um processo especifico relacionado com a estrutura
da espécie absorvente, a qual determina a energia envolvida na transi¢cdo, e com a
probabilidade de que esta ocorra. A intensidade da radiacdo que incide na amostra pode ser
medida e relacionada com a concentracdo da espécie absorvente (ROCHA & TEIXEIRA,
2004).

O ponto de interseccdo de um grupo de espectros sobrepostos expressos em fungédo
da concentragdo evidencia a presenca de uma mistura de dois estados e é denominado ponto
isosbéstico. Em relacdo a espectroscopia de UV-Vis, a presenca de um ponto isosbestico
pode ser considerada uma forte evidéncia para a formagdo de um complexo de inclus&o.
Por outro lado, a inexisténcia de ponto isosbéstico ndo significa a auséncia de Cls, uma vez
que estes constituem somente uma parte da evidéncia em estudos de sistemas envolvendo
complexos, a qual é tdo importante quanto outras provas consistentes (VENTURINE et al.,
2008).

Zhang et al. (2009) verificaram a formag&o do CI do acido caféico com a HP-B-CD

em solucdo atraves dessa técnica, onde foi observado um incremento na absor¢cdo nos
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comprimentos de onda entre 283 e 309 nm com o0 aumento da concentracdo da HP-B-CD
que variou de 0-6,0 x 107 M.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN é uma das técnicas mais utilizadas na investigacdo da
estabilidade, estequiometria, energia do processo de complexacdo e geometria dos Cl em
solucdo e no estado sélido (BOUQUET et al, 2007), principalmente quando existem
resultados contraditorios obtidos por outras técnicas. Esta técnica permite visualizar de
forma direta as interacfes que ocorrem entre as moléculas hdspedes e as CDs, sendo capaz
de diferenciar qual parte da estrutura quimica do farmaco esta sendo complexada (VEIGA
et al., 2006).

Estas informagfes podem ser obtidas usando-se a espectroscopia monodimensional
(RMN HY), e sdo baseadas nas alteragdes de deslocamento quimico, quando ocorre a
formacdo dos Cls. E considerada a metodologia mais importante e rigorosa para a
comprovacao da formacdo de complexos em solucdo, devido a sensibilidade para detectar
os fendmenos de complexacdo (FIGUEIRAS et al., 2007a).

A modificacdo nos sinais das CDs observado nesta técnica é consequéncia direta
das alteracdes causadas pela associacdo com o farmaco, que pode alterar o0 microambiente
ao redor dos atomos de hidrogénio no interior da cavidade. Da mesma forma, o farmaco
incluido mostra alteracdes na leitura dos sinais correspondentes aos atomos que penetraram
nas cavidades das CDs, que constituem um microambiente diferente daquele em que estava
originalmente solvatado (VENTURINE et al., 2008).

O RMN- H! detecta durante a complexacdo o deslocamento quimico para valores de
campo mais altos para os H-3 e H-5 localizados no interior da cavidade, enquanto que 0s
hidrogénios da superficie externa das CDs (H-1, H-2, H-4 e H-6) ndo sdo afetados ou
mostram desvios minimos (VEIGA et al., 2006).

As técnicas bidimensionais avancadas, tais como ROESY, revelam imagens
detalhadas da geometria do Cl em solucdo, permitindo o detalhamento estrutural de
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estruturas complexas contendo CDs modificadas com variavel grau de substituicdo
(VEIGA et al., 2006).

Spamer et al. (2002) confirmaram a capacidade de complexagdo dos compostos
furosemida/ B-CD pela técnica bidimensional ROESY, a qual demonstrou que o anel furano

da molécula de furosemida acomoda-se por completo na cavidade da B-CD.

Técnica de Job

A técnica de variagdo continua Job plot baseia-se na variagdo de um parametro
fisico-quimico observado na presenca de CDs e que pode ser medido por técnicas
espectroscopicas, como RMN ou fluorescéncia (SHAFI & SHIHRY, 2009; GRILLO et
al.,2008b). Este método é valido para qualquer técnica experimental que mede uma
magnitude diretamente proporcional & concentracdo do complexo formado. Baseia-se no
fato de que qualquer funcdo que dependa diretamente da concentracdo do complexo,
apresenta um maximo referente a fracdo molar de um dos componentes que formam o
complexo. Em funcdo deste maximo pode-se obter o coeficiente estequiométrico da
complexacdo (DUBAL, 2003).

Devido a habilidade das CDs de formarem complexos com uma grande variedade
de compostos em solucdo, algumas alteracbes nas propriedades fisicas, quimicas ou
bioldgicas das moléculas hospedes podem ocorrer (GORNAS et al., 2009).

Misiuk & Zalewska (2009) utilizaram esta tecnica para determinar a estequiometria
do complexo de trazodona com o HP-BCD. Esta técnica também foi utilizada na
determinacéo da estequiometria de Cls envolvendo a B-CD (FRACETO et al., 2007).

Modelagem Molecular

As estruturas moleculares formadas pelos farmacos e CDs podem ser simuladas

utilizando programas computacionais. No estudo de modelagem molecular é analisa-se
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como se procede a formacéo dos Cls e as orientacdos dos farmacos nas cavidades das CDs
(ARAUJO et al., 2009).

Estruturas moleculares com energia conformacional minima podem ser
dimensionadas com métodos funcionais da teoria da densidade (DFT) e métodos semi-
empiricos, e os calculos do estado de excitacdo eletrdnica podem ser executados
empregando programas especificos (ARAUJO et al., 2009; AALTONEN et al., 2008).
Como exemplo de métodos semi-empiricos, 0 AM1, PM3 e PM6 tém sido bastante
utilizados para simular geometrias de CDs e dos provaveis complexos em solucdo e a vacuo
(BRITO et al., 2004).

A predicdo computacional de espectros vibracionais, também pode ser usada para
compreender melhor a estrutura intra e intermolecular, incluindo a conformacao molecular,
e a ligacdo intermolecular nos solidos e solu¢cbes (AALTONEN et al., 2008). Nos estudos
computacionais de Vueba et al. (2006), foram previstos os espectros do cetoprofeno nas
duas conformacBGes da menor energia, € na comprovacdo dos espectros com aqueles
experimentais, verificou-se apenas uma conformacdo de baixa energia, tanto no estado
liquido como no so6lido.

Rossi et al. (2006) estudaram a estrutura do Cl indometacina-CDs utilizando o
método de simulacdo vibracional molecular. Verificaram que em solucdo, uma parte da
molécula (cloro-benzeno) da indometacina é inserida na CDs pela cavidade maior e a
amida é afetada pelo processo de inclusdo (AALTONEN, 2008).

Determinacéo por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

A caracterizacdo dos Cls formados entre a molécula héspede e as CDs pode ser
realizada atraves do estudo por CLAE, utilizando CDs-silica na fase estacionaria, o mais
raro por ndo suportarem altas pressdes do equipamento, ou CDs, principalmente as
modificadas altamente solUveis, na fase movel do sistema de CLAE em fase reversa. As
CDs nas fases modveis também foram usadas com sucesso para as separacdes de

enantibmeros de varios compostos quirais, que incluem barbitaricos, mefenitoina, acido
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mandélico e seus derivados, fenilalanina, talidomida e pseudoefedrina (BOSCH et al.,
2008; LI & PURDY, 1992).

As CDs sdo adicionadas na fase movel e a retencdo do soluto estara condicionada
pela particdo do farmaco entre a fase movel e estacionéria, e a complexacéo do soluto com
as CDs. O tempo de retengdo diminui & medida que aumenta a concentracdo de CDs na fase
movel, devido a provavel formacdo do complexo farmaco-CD, o que melhora a
solubilidade do soluto na fase movel, reduzindo o tempo de retencdo na coluna (MELO et
al., 2008).

De acordo com o tempo de retengdo do soluto e o volume morto da coluna os
fatores de capacidade sdo calculados para cada farmaco na presenca de concentragdes
crescentes de CD. Na presenca desta, leva a uma contribuicao adicional no comportamento

da retencdo do farmaco devido ao processo do complexacdo (GRILLO et al., 2008b).

Caracterizacdo da formacéo de complexos em estado solido

Métodos Térmicos

Os metodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizacdo das CDs e dos
seus complexos, principalmente pela rapidez das analises. Dentre os mais utilizados, temos
a calorimetria exploratoria diferencial (DSC), que permite a deteccdo quantitativa de todos
0s processos em que requer energia (FIGUEIRAS et al., 2007Db).

E uma técnica bastante utilizada na pratica farmacéutica, devido a sua habilidade de
fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma
substancia, mostrando-se como um instrumento analitico importante na caracteriza¢do de

interacdes no estado sdlido entre farmacos e CDs (ARAUJO et al., 2009).
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A formacao do CI pode ser identificada nos perfis de DSC, pelo desaparecimento de
picos endotérmicos ou exotérmicos e variacOes relevantes na entalpia do farmaco puro e
complexado (FIGUEIRAS et al., 2007a; RIBEIRO et al., 2008). Este técnica €
normalmente é suplementada com um método secundario (espectroscopia) para mostrar,
por exemplo, que a perda de um pico de fusdo e devido & formagdo de um Cl em vez de
degradacdo térmica ou uma perda de cristalinidade (MILLER, CARRIER & AHMED,
2007).

Bouquet et al. (2007) utilizaram a técnica de DSC para identificar complexos de
paclitaxel e randomizada metilada-B-ciclodextrina (RM-B-CD), no qual verificou-se nos
termogramas do complexo, o desaparecimento do pico de fusdo endotérmico do farmaco,
tipico da possivel formacdo de complexos, verificado também em outros trabalhos
(BETTINETTI et al., 2002).

Também sdo citados alguns experimentos com o objetivo de verificar a
recristalizacdo apds alguns dias da obtencdo, que possam garantir a estabilidade dos
produtos obtidos e a efetividade do incremento da solubilidade durante um intervalo de
tempo (FRANCO et al., 2001).

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As técnicas de espectroscopia de infravermelho com transformada de Forrier (FT-
IR) sdo bastante utilizadas na caracterizagdo de sistemas sélidos com CDs, por serem
determinacbes rapidas e precisas, ainda que a informacdo conseguida por este ensaio
apresente limitacGes. A débil natureza dos fendmenos envolvidos na complexacao torna os
desvios e mudangas de intensidade das bandas correspondentes aos grupos quimicos do
farmaco ou da CD bastante sutis, requerendo uma cuidadosa interpretacdo dos dados
(CUNHA-FILHO & SA-BARRETO, 2007).

A formagdo dos CI na fase sélida pode ser avaliada pela comparacao de espectros de
infravermelho do farmaco puro e dos complexos sélidos obtidos por diferentes métodos de

preparacdo (SPRICIGO, 2008). Para isso, sdo verificadas interacdes a nivel molecular,
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detectando as mudancas significativas na forma e na posicdo das faixas de absorbancia,
através do espectro vibracional dos diferentes grupos funcionais das moléculas de farmacos
complexados e livres.

Entre todas as técnicas, os métodos espectroscopicos oferecem algumas vantagens
importantes na analise dos complexos, por ser ndo-destrutiva, permitir informacGes
quimicas, ser rapido e utilizar pequenas quantidades de material (microgramas)
(CANNAVA et al., 2008; AALTONEN et al., 2008). Recentemente, Cupri et al. (2007)
aplicaram esta técnica para caracterizar complexos de Genisteina com B-CDs em estado

solido.

Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrdnica de varredura é utilizada em vérias areas do conhecimento,
sendo amplamente utilizado para estudar os aspectos estruturais dos materiais. O uso desta
técnica vem se tornando mais freqiente por fornecer informacdes detalhadas, com
aumentos de até 300.000 vezes, do estado de cristalizacdo de produtos obtidos por
diferentes técnicas de complexacdo e dispersdo (DUARTE et al., 2003; RIBEIRO et al.,
2008).

O conhecimento detalhado da microestrutura dos materiais permite o entendimento
e, em muitos casos, até a previsdo das propriedades e do comportamento dos mesmos. A
partir do MEV, avalia-se a contribuicdo com relacdo a diminuicdo da cristalinidade das
particulas obtidas através dos diversos métodos para a formacao dos Cl no estado solido, a
medida que permite a visualizacdo e diferenciagdo das particulas de CD e dos cristais dos
farmacos (PRALHAD & RAJENDRAKUMA, 2004).

Em geral, as particulas de CDs sdo globulares, medindo de 1 a 180 um, enquanto
que os farmacos apresentam-se na forma de cristais menores, com formato irregular, mas
com uma distribuicdo de tamanho de particula mais homogénea (RIBEIRO et al., 2003).

Nas misturas fisicas é possivel distinguir as particulas de farmaco das particulas de CDs.
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Porém, quando um complexo € formado, o estado cristalino resultante é diferente do obtido
pela simples mistura da molécula héspede com as CDs.

Apesar dos estudos de MEV serem inadequados para confirmar a formacéo de Cl,
as alteracBes drésticas na forma das particulas, bem como no seu aspecto e tamanho
apontam para a existéncia de novas fases solidas.

Recentemente, Soares-Sobrinho et al. (2008) verificaram que nos complexos de
benznidazol com a randomizada metil-p-ciclodextrina (RMBCD) e Sulfa-butil-éter-p-
ciclodextrina (SBE-B-CD) obtidos por misturas fisicas (MF), malaxagem (MLX),
liofilizacdo (L10) e co-evaporacdo (ECO), apresentaram mudancas no aspecto morfolégico
das particulas, tanto das CDs como do farmaco, assim observado nas fotomicrografias

realizadas por MEV (Figura 2).
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g

Grupo 11

Figura 2. Fotografias da Microscopia Eletronica de Varredura (Grupo I) microfotografia
eletronica de varredura do benznidazol (A), RMBCD (B), MF (C), MLX (D), LIO (E) e
COE (F). (Grupo I1) microfotografia eletronica de varredura do benznidazol (G), SBEBCD
(H), MF (1), MLX (J), LIO (L) COE (M).

Propriedades de Dissolucéo

A solubilidade de um farmaco constitui requisito prévio a absorcédo e obtencdo de
resposta clinica, para a maioria dos medicamentos administrados por via oral, neste
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contexto, a complexacdo de farmacos com CD vem se mostrando uma técnica eficaz
(RAMA et al., 2006).

Os efeitos da complexacdo sobre tais propriedades podem ser atribuidos a fatores
como mudanca no estado cristalino do farmaco, aumento da molhabilidade dos sélidos e da
solubilidade aparente dos farmacos (SPRICIGO et al., 2008), justificando-se assim, a
importancia e necessidade dos estudos de dissolucao.

Os dados de dissolucao podem ser apresentados e tratados utilizando varios métodos
de andlise: perfis de dissolucéo, tempos de dissolucdo, fracdo de farmaco dissolvido num
intervalo de tempo e eficiéncia de dissolucdo (RAMA et al., 2006), permitindo avaliar a
contribuicdo no incremento da solubilidade do farmaco, e consequentemente sua

biodisponibilidade e eficacia clinica in vivo.

Outros métodos aplicados a caracterizacdo de complexos de incluséo

Calorimetria de Titulacao isotérmica (CTI)

A titulacdo calorimétrica isotérmica é uma das mais importantes ferramentas
utilizadas no estudo de processos de complexometria. Esta técnica utiliza como fundamento
a medida direta do fluxo de calor envolvido em uma reacdo, geralmente resultante da
quebra e formacgdo de interagdes intermoleculares. Ela pode estimar pardmetros
termodinamicos do processo de complexacdo, como mudancas na Energia Livre de Gibbs
(4G), entalpia (4H) e entropia (4S), determinando a estequiometria de ligagdo da interagédo
entre duas ou mais moléculas em solucéo e a constante de formacéo de Cl (SOUSA et al.,
2008).

Espectroscopia Raman
A espectroscopia de Raman, durante as duas Ultimas décadas, tem sido uma

ferramenta de pesquisa bastante usada na &rea farmacéutica. Embora haja uma abundancia

das publicacBes recentes que tratem das aplicacfes da espectroscopia de Raman, o nimero
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de estudos quantitativos é ainda limitado. Diversos trabalhos demonstram o numero de
vantagens da técnica de Raman sobre a de infravermelho, principalmente por ndo haver
interferéncia da agua nos espectros. Mas também apresenta algumas desvantagens, como
equipamento de alto custo e a complexidade dos lasers e dos sistemas de detectores
(AALTONEN et al., 2008).

A técnica de Raman é uma espectroscopia molecular vibracional que deriva de um
processo de espalhamento de luz. E principalmente aplicado para vibragdo simétrica, grupo
ndo polar e banda homoatdmica, tais como S=S, S-S, N=N, C=C e O=0. Enquanto a
espectroscopia de infravermelho € aplicada para vibracdo assimétrica, grupo polar e banda
heteroatémica, como C=0, O-H e H-CI. Portanto, estes dois tipos de espectroscopia sdo

complementares para caracterizar a formacao de CI (LU et al, 2009).

CONCLUSOES

Diante da vasta utilizacdo de CDs na obtencdo de CI com diferentes farmacos que
possuem baixa solubilidade, métodos de caracterizacdo estdo sendo ampliados,
possibilitando sua melhor compreensdo e controle. Esta revisdo mostra as diversas
ferramentas analiticas existentes na atualidade para identificacdo de variacdes nas
propriedades fisico-quimicas das moléculas hospedes nos Cl, que vdo desde técnicas
simples de estudo de solubilidade até técnicas espectroscopicas mais complexas,
fornecendo informacgdes sobre o comportamento dos complexos, nos estados liquido e

solido, como também associados a sistemas multicomponentes.
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Capitulo I

4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA MATERIA PRIMA
BENZNIDAZOL

4.1 Artigo 11l - Caracterizacdo Fisico-quimica do Tripanomicida Benznidazol para o

Desenvolvimento de Medicamentos

Artigo aceito: Latin American Journal of Pharmacy
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4.1 Artigo I - Caracterizacao Fisico-Quimica do Tripanomicida Benznidazol para o
Desenvolvimento de Medicamentos

Physico-chemical characterization of benznidazole tripanomicida for medicines
development

Magaly Andreza Marques de Lyra’, Lariza Darlene Santos Alves', José Lamartine Soares
Sobrinho® & Pedro José Rolim Neto!

! Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos — LTM — UFPE
2Ndcleo de Tecnologia Farmacéutica— NTF — Universidade Federal do Piauf - UFPI

RESUMO

Este trabalho objetivou a caracterizacéo fisico-quimica do benznidazol (BNZ), utilizando
diversas técnicas. Os dados obtidos nos espectrogramas de infravermelho mostraram as
principais caracteristicas da carbonila e deformacdo N-H; as vibracdes devido ao grupo
benzilico e imidazdlico. O BNZ apresentou pico endotérmico em aproximadamente 190°C
referente a fusdo. O perfil difractométrico revela a presenca de picos de maior intensidade a
7,5; 16,5 e 22° 26, evidenciando o comportamento cristalino do BNZ, colaborando com as
micrografias obtidas. Obteve-se um percentual dissolvido de BNZ de aproximadamente
25% em 60 min. Os resultados permitiram a determinacdo detalhada das caracteristicas do

farmaco (classe 1), passo relevante na producdo de medicamentos.

PALAVRAS CHAVE: Caracterizacdo, Doenca de Chagas, Pré-formulacéo.
ABSTRATC

The aim of this work was the benznidazole (BNZ) physical-chemical characterization by
diverse techniques. The infrared spectrum obtained show carbonyl stretch, N-H
deformation and vibrations from benzyl and imidazole group. The BNZ show endothermic
melting peak at 190°C. The diffractometry profile show two major peaks at 7.5, 16.5 and

22° 20, showing the crystalline state of the drug, corroborating with the obtained

micrographics. The dissolution rate of the drug is approximately 25% in 60 minutes. The
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data obtained allowed an important step for medicines development, the drug

characterization.

KEYWORDS: Chagas disease, Characterization, Pre-formulation.

INTRODUCAO

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos farmacos é um fator
indispensavel durante o desenvolvimento das formas farmacéuticas. Portanto, a
caracterizacdo do principio ativo, deve ser o primeiro passo no planejamento, de modo que
as informagbes obtidas possibilitem uma abordagem racional no desenvolvimento da
formulacdo. Essa primeira fase é conhecida como pré-formulacdo™?.

Fatores como a presenca de diferentes formas polimorficas, impurezas, tamanhos e
formatos cristalinos na matéria-prima utilizada, devem possibilitar o controle adequado do
material em questdo. A mudanga da forma cristalina pode acarretar alteragdes na
temperatura de fusdo, densidade, solubilidade, estabilidade fisica ou quimica, dissolucédo e
biodisponibilidade de um farmaco e de sua formulacdo. A caracterizacao € realizada através
de técnicas diversas tais como, analise térmica, determinacdes do tamanho da particula e da
area superficial, espectrométricas (UV e IV/IRAMAN), difracdo de Raios-X, modelagem
molecular, avaliacdo do perfil de dissolucdo, entre outros®.

Ao se tratar de farmacos de baixa solubilidade, a etapa de pré-formulacéo, torna-se
ainda de maior relevancia devido aos ensaios usualmente utilizados no controle de
qualidade de matérias-primas, podendo ndo ser discriminativo, ocasionando desvios de
qualidade antes (qualificacdo de fornecedores), durante (processo produtivo) e apos
(estabilidade de acompanhamento) a produgéo das formas farmacéuticas™®.

O benznidazol (BNZ) é classificado como classe Il (reduzida solubilidade e alta
permeabilidade) de acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica, sendo
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fracamente sollvel em agua e nos fluidos aquosos, sendo que sua absorcao limitada pela
velocidade de dissolucdo e solubilidade®.

Com o objetivo se alterar sua solubilidade, além de impedir a ocorréncia de
possiveis eventos, como por exemplo, a diminuicdo de solubilidade do ativo (ocorréncia de
polimorfos), vérias técnicas vem sendo aplicadas, dentre elas a de dispersdo soélida,
complexos de inclusio®.

Alguns estudos com o BNZ, um derivado nitroimidazol (Fig. 1), com diferentes
abordagens como desenvolvimento de métodos analiticos para determinacéo de teor>®,
compatibilidade farmaco-excipiente’, forma farmacéutica® e caracterizacdo sio relatados’,
sendo este farmaco de extrema importancia no tratamento da doenca de Chagas, infeccéo
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, por ser o Unico agente terapéutico disponivel,

especialmente efetivo na fase aguda de infeccdo™
{\ /\/ \/O

Figura 1: Estrutura quimica do BNZ

Durante a utilizacdo destas técnicas, diversos estudos de caracterizacdo com o
farmaco isolado e associado a outras substancias necessitam ser realizados, demonstrando a
importancia do conhecimento prévio das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
possibilitando o controle adequado dos processos de producdo, essencial para garantir
qualidade do medicamento, assegurando sua eficiéncia e seguranca.

Desvios nas caracteristicas recomendadas podem significar riscos graves para a
salde dos pacientes. Um exemplo desta situacdo foi descrita quando a baixa qualidade de

amostras de medicamentos contendo primaquina em um estudo de 12 amostras de 9
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diferentes fabricantes foram reprovadas em ensaios quali-quantitativos descritos na
Farmacopéia Americana'’.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo do BNZ,
fornecendo conhecimentos basicos e complementares aos que j& se encontram disponivel
na literatura, necessarios ao desenvolvimento racional de formulagdes, através de diferentes

técnicas, com a finalidade de produzir e controlar formas farmacéuticas estaveis e eficazes.
MATERIAL E METODOS

Material

O BNZ (N-benzil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida) foi cedido pelo Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). Com pureza estimada, por meio de

técnica de DSC e cromatografia liquida de alta eficiéncia, de 99,9%°.
Métodos de CaracterizacOes Fisico-Quimicas

Foram utilizadas as técnicas de difracdo de Raios-X (DR-X), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia no infravermelho (1V), microscopia

eletronica de varredura (MEV) e dissolucéo.

Difracéo de Raios-X

Os resultados de difracdo de Raios-X de p6 foram obtidos utilizando equipamento
copper radiation (40 Kv, 30 mA), com o difratbmetro Philips PW 1729 (Philips Corp,
Holanda), geometria de Bragg-Brentano com intervalo de 2<26<60, tamanho de fenda de

0,02° e tempo de tomada de 2 segundos.
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Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Amostras de peso entre 3 a 4 mg foram colocadas em porta amostra de aluminio e
aquecida de 30°C a 250°C na raz&o de 10°C.min"" utilizando médulo de temperatura DSC
Q100 calorimetro (TA Instruments, New Castle, DE). Foi utilizado Nitrogénio como gas de
purga, com fluxo de 50 mL.min"'. A calibracio da temperatura e raz&o de aquecimento foi

realizada com padrdo de indio.

Espectroscopia de Infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando equipamento Bruker IFS-66V
spectrometer (Bruker Daltonics Inc, Bremen, Alemanha). As amostras foram misturadas

com brometo de potassio e obtidas pastilhas.

Microscopia Eletronica de Varredura

Morfologia das superficies das amostras foi examinada utilizando LEO- 435VP
microscopio eletrdnico de varredura (Leica Microsystems, Cambridge, RU). Particulas

foram fixadas em suporte recobertas por ouro sob vacuo.

Estudos de Dissolucéo

Os estudos de dissolucdo foram realizados seguindo especificacdes do Food and
Drug Administration (FDA) e United State Pharmacopea (USP) utilizando p& como
aparato (Turu Grau DT-6, Barcelona, Espanha) a 75 rpm e 37°C (+0,5°C). O volume de 900
mL de acido cloridrico mais cloreto de sddio, pH 1,2 foi utilizado como meio. Amostras do
BNZ foram colocadas em cépsulas com 50 mg de BNZ com particula de tamanho entre 50-
200 um. Os tempos de coleta foram de 5, 10, 15, 20, 30, 45 ¢ 60 minutos, onde apods

filtracdo determinou-se a concentragdo das amostras por espectrofotometria a 324 nm. Para

LYRA, M. A. M. Obtencdo de complexos de inclusdo benznidazol-ciclodextrina em solucéo para o combate

da doenca de Chagas.



60

cada sistema obtido 3 replicatas foram testadas. O perfil de dissolucdo foi avaliados

utilizando-se eficiéncia de dissolucdo nos intervalos de 15 e 20 minutos (DE15 e DE20)*.
RESULTADOS E DISCUSSOES
Difracéo de Raios-X
Para a analise do difratograma do BNZ no estado sélido, o perfil difractométrico do
farmaco revela a presenca de 3 picos de maior intensidade a 7,5; 16,5 e 22 °20, além de

diversos picos secundarios, evidenciando o comportamento cristalino do BNZ, sugerindo

que o farmaco analisado apresenta-se como um composto de caracteristicas cristalinas.
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Figura 2: Difratograma de Raios-X do BNZ

Outra técnica cristalografica mais sofisticada utilizada é o ensaio de difracdo de
Raios-X de monocristal. Este, por sua vez, é o Unico capaz de estabelecer com preciséo a
estrutura geométrica do cristal™®>. A conformacéo cristalografica do BNZ, realizado por
Soares-Sobrinho®, descreve a orientacdo relativa dos trés fragmentos planares, o grupo
imidazol (A), grupo benzil (B) e fragmento acetamida (C), com seus correspondentes
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angulos diedro, sendo eles: A/C = 88,17; B/C = 67,12 e A/B = 21,05. Estes trés fragmentos

planares podem ser visualizados através da estrutura tridimensional na Figura 3.

Figura 3: Estrutura molecular tridimensional do BNZ.

As limitagBes dessa técnica incluem a dificuldade de obtencéo de um cristal isolado,
com tamanho adequado ao ensaio, a complexa andlise dos dados e os elevados custos

envolvidos®®.

Calorimetria Exploratéria Diferencial

As técnicas de analise térmica apresentam aplicacdes em diversos ramos da ciéncia,
entre eles a industria farmacéutica, pelo fato de serem alternativas rapidas e seguras para
caracterizacao e estudo das matérias-primas™®.

O ponto de fusdo do BNZ, preconizado pela Farmacopéia Brasileira IV ed.,
apresenta-se como uma propriedade fisica que auxilia na sua identificagdo, analise de
pureza e estabilidade; contudo, outras técnicas mais modernas e complexas vém sendo
utilizadas'"*®,

A curva de DSC realizada para a verificagdo da faixa de fusdo do BNZ (Figura 4) na
razdo de 10°C.min™* evidenciou um pico endotérmico correspondente a temperatura do
ponto de fusdo de 191,68 °C com valor de reacéo com AE de -119,71 J.g™* correspondente a

4,17

faixa de fusdo relatada na literatura™ . Quando esse experimento é realizado com pequenas
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variacbes de temperatura do pico de fusdo mesmo que em diferentes razdes de

aquecimento, revela indicios da auséncia de polimorfos.
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Figura 4: Curva de DSC do BNZ para verificacdo da faixa de fusédo

Ainda para a verificacdo de polimorfos no BNZ (Figura 5), realizou-se por DSC um
aquecimento inicial, na razdo de 10 °C.min™, para a verificacdo do ponto de fusdo do
farmaco, correspondente ao pico endotérmico de 191,68°C, como relatado inicialmente na
verificagdo da pureza do BNZ e, posteriormente, através de resfriamento da amostra
fundida, induziu-se a recristalizacdo do farmaco, com o objetivo de verificar, através de um
segundo aquecimento, mudancas da rede cristalina pela formacdo de arranjos estruturais
diferentes, devido as variacBes das condigdes de temperatura sofridas, podendo haver a
formagéo de estruturas metaestaveis, o que seria verificado pela alteracdo do ponto de fuséo
inicial. Contudo, nesse caso, verificou-se a auséncia de polimorfos, devido a ndo

modificacdo do pico endotérmico do BNZ.
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Figura 5: Curva de DSC do BNZ para verificagdo de polimorfos

Soares-Sobrinho e colaboradores* realizaram estudos de compatibilidade de pré-
formulados a base de BNZ através de andlise termogravimétrica (TGA), utilizando
excipientes consagrados na indastria farmacéutica para a compressao direta, como as
celuloses microcristalinas (CM) 102 e 250, lactose anidra e glicolato de amido sédico.

Os estudos termogravimétricos do BNZ e de suas misturas binarias utilizando TG,
demonstram inicialmente que o BNZ isolado é termicamente estavel até 233,76°C e
apresenta etapa principal de decomposicéo entre 233,76 a 319, 35°C, com perda de massa
de 43,32%, comprovando compatibilidade entre farmaco e excipientes.

Espectroscopia no Infravermelho
No setor farmacéutico, € usada em inumeras aplicacdes, como identificacdo de

farmacos, avaliacdo da pureza, estudos de compatibilidade e frequentemente, cristalinidade

e discriminacdo de polimorfos, para avaliar se as condi¢Ges experimentais foram

LYRA, M. A. M. Obtencdo de complexos de inclusdo benznidazol-ciclodextrina em solucéo para o combate

da doenca de Chagas.



64

adequadamente estabelecidas, uma vez que o polimorfismo pode ser a causa de diferencas
no desempenho de formulacdes farmacéuticas™®**.

O espectro no IV do BNZ (Figura 6) apresenta picos caracteristicos, principalmente
com relacdo as bandas tipicas das amidas (vibracdo de estiramento N-H), estiramento de
carbonila (banda amida I) e deformacdo N-H (banda amida Il), além das vibragdes devidos
aos grupos benzilico e imidazolico, e em particular, ao grupo nitro. A banda devido as
vibraces de estiramento N-H, encontra-se em 3330 cm™. A banda de estiramento da
carbonila encontra-se em 1685 cm™ e a deformacéo de N-H (amida 1) em 1565 cm™,
caracteristica da amida secundéria. Além dessas, a banda em 1318 cm™ é atribuida ao
estiramento C-N. O conjunto de bandas em 3180, 3160, 3120, 3090 e 3000 cm™ surgem das
vibracbes de estiramento simétrico e assimétrico de metileno do grupo benzila e o
estiramento dos C-H’s aromaéticos, embora estejam em regido de onda maior do que o
previsto.

A regido dos harmdnicos e bandas de combinacdo (2000 a 1667 cm™),
frequentemente Gtil na determinacdo do numero e posicdo de substituintes em anéis
aromaticos, parece pouco informativa no espectro, nao sendo observadas as quatro bandas
de pequena intensidade que caracterizariam o benzeno monossubstituido presente na
molécula. A banda em 1380 cm™ é relativa a vibragdo do estiramento simétrico do grupo
nitro; enquanto que o estiramento deve-se & banda assimétrica em 1498 cm™, parcialmente
encoberta pela banda de maior intensidade em 1515 cm™, ndo excluindo a possibilidade de
que esta banda também esteja relacionada ao estiramento assimeétrico do grupo nitro. Na
regi&o de menor freqiiéncia, podemos atribuir as bandas de 1265 e 1180 cm™ a vibracdes de
deformacdo C-H no plano e fora do plano, respectivamente, no anel imidazoélico. Na
freqiiéncia de 713 cm™ encontramos ainda a vibracdo de deformacdo fora do plano da
fenila.
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Figura 6: Espectro do BNZ no IV e pela técnica de Raman
Microscopia Eletronica de Varredura

O tamanho de particula e o estado cristalino do farmaco influenciam diretamente o
perfil de dissolucdo, podendo a superficie efetiva apresentada pelo farmaco ser diretamente
proporcional ao tamanho das particulas do mesmo®. O tamanho e a morfologia das
particulas dos componentes da formulacdo também podem interferir na estabilidade
quimica dos produtos farmacéuticos, podendo promover alteracdo da aparéncia do produto
e na uniformidade de dose?. Para a analise desses parametros, comumente utiliza-se a
técnica de microscopia eletronica de varredura.

Com esta finalidade, obteve-se fotomicrografias das amostras de BNZ, apresentadas
na Figura 7, onde foi observado o aspecto cristalino e irregular das particulas do farmaco,
confirmando os resultados das analises do difratograma de Raios-X. Os resultados obtidos
por essas técnicas auxiliam na compreensdo dos dados encontrados nos estudos de

dissolucdo realizados com o farmaco.
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Figura 7: Fotomicrografias por MEV dos cristais do BNZ.

Estudo de Dissolucéo

Substéncias cristalinas, como o BNZ, apresentam suas moléculas dispostas em um
arranjo cristalino definido® sdo caracterizadas por propriedades peculiares no que diz
respeito a sua solubilizacdo, sendo possivel correlacionar a estrutura do reticulo cristalino
com o ponto de fusdo e a velocidade de dissolucdo. Verifica-se que farmacos com alto
ponto de fusdo possuem um reticulo cristalino forte e consequentemente a remogdo das
suas moléculas torna-se um processo extremamente energético, 0 que acarreta sua baixa
velocidade de dissolugdo®,

O sucesso no desenvolvimento de novos farmacos requer ndo apenas estudos de
otimizacdo das interacGes ligante-receptor, como também é preciso que o farmaco atinja
seu alvo. Para que a absorgdo do farmaco ocorra é necessario que as suas moléculas estejam
em solucdo no local de absor¢do. Logo, a dissolugdo da forma farmacéutica sélida nos
fluidos gastrintestinais € um pré-requisito para que ocorra a absor¢do seguida da
distribuicdo do farmaco para a circulacao sistémica, dependente em parte, da solubilidade
do farmaco no meio que o rodeia®.

A existéncia de polimorfos é uma das principais fontes de variagdo no

comportamento de dissolucdo dos farmacos, sendo que a influéncia sobre a velocidade de
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dissolucdo é determinada pelas mudancas na solubilidade dos distintos polimorfos. Por isso
h& uma necessidade préatica de se caracterizar as formas sélidas de uma substancia através
de estudos de dissolugdo, que podem ser produzidas por processos farmacéuticos
convencionais: cristalizagdo, moagem, secagem por congelamento, pulverizagéo, disperséo
s6lida, entre outras™*°.

Para farmacos da classe I, como o BNZ, a escolha do meio deve ser realizada de
forma criteriosa, alguns meios propostos sdo claramente ndo fisioldgicos, 0 que pode ser
aceitavel para controle de qualidade, mas ndo quando se deseja fazer alguma inferéncia
sobre o comportamento in vivo da formulacdo, para produtos que contenham farmacos
pouco sollveis em &gua recomenda-se o uso de surfactantes® com o objetivo de atingir a
condicdo sink?.

Devido sua baixa solubilidade, relacionada a suas caracteristicas fisico-quimicas,
evidenciou-se que a taxa de dissolu¢cdo do BNZ foi lenta, sendo de 29,4% de BNZ
dissolvido no intervalo de 60 minutos, apresentando eficiéncia de dissolu¢cdo nos tempos 15
e 20 min de 12,30+1,23 e 14,2+1,29 respectivamente. Tais resultados apontam que a
vetorizacdo desse ativo é relevante diante das caracteristicas intrinsicas da molécula,
comprovados pelos dados publicados anteriormente por Soares-Sobrinho e

colaboradores®?.
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80 -
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Figura 8: Perfil de dissolucdo do BNZ
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CONCLUSAO

Para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica estavel e com percentuais de
biodisponibilidade adequados é necessario conhecer as propriedades fisicas e quimicas dos
farmacos, principalmente de baixa solubilidade como o BNZ. Este estudo foi considerado
significativo para a caracterizacdo deste farmaco, o qual forneceu informacGes necessarias
para o desenvolvimento das formas farmacéuticas, além da utilizacdo de técnicas que
possibilitam o incremento da solubilidade do farmaco. As diversas técnicas utilizadas na
caracterizacdo sdo de indispensavel importancia, pois permitiram a determinacdo de varias
caracteristicas como o ponto de fusdo, a confirmacdo da auséncia de polimorfos e da
conformacdo da molécula do BZN, morfologia e geometria do cristal, podendo essas
caracteristicas influenciarem significativamente na velocidade de dissolucdo de produtos

farmacéuticos.
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Capitulo 111

5 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE INCLUSAO
(CICLODEXTRINA E BENZNIDAZOL) EM SOLUCAO

5.1 Artigo IV — Investigation of benznidazole-cyclodextrin complexes: the new

perspective for chagas disease treatment

Artigo submetido ao International Journal of Pharmaceutics
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5.1 Artigo IV — Investigacdo do complexo benznidazol-ciclodextrina: Uma nova
perspectiva no tratamento da doenca de Chagas

Investigation of benznidazole-cyclodextrin complexes: the new perspective for chagas
disease treatment

Lyra, M.A.M*.; Soares-Sobrinho, J.L%; Tenério, R. P.*; Figueiredo, R. C. B. Q°.; Sandes, J.
M3.; Santos, B. S*; Lima, A.A.N.}, Fontes, D. A. FL.; Santos, F. L. A.%; Rolim, L.A.:; Rolim-
Neto, P.J%.

'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
?Nucleo de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal do Piaui ( UFPI).
3Departamento de Biologia Celular e Ultraestrutura, Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es.

*Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia de Materiais, Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE),

RESUMO

A doenca de Chagas € um problema de satde pablica na América Latina. A quimioterapia
atual para essa doenca ainda se baseia no Unico farmaco de escolha, o benznidazol (BNZ),
mesmo sendo muito tdxico e de baixa solubilidade. Devido as suas caracteristicas quimicas,
ciclodextrinas tem sido usada no incremento de solubilidade de diversos farmacos. Neste
sentido, o presente trabalho teve como objetivo investigar e caracterizar a formacdo de
complexos de inclusdo (Cl) do BNZ com a randomicamente metilada-p-ciclodextrina (RM-
B-CD) em solucdo aquosa. A formacdo do complexo foi avaliada pelo diagrama de
solubilidade de fases, estudos de ressonancia magnética nuclear e estudos de
fotoestabilidade. A atividade tripanocida in vitro, bem como a citotoxicidade em células de
mamiferos foram também investigados tanto para o BNZ como para os complexos
BNZ:RMBCD. O diagrama de solubilidade de fases observado foi do tipo A, evidenciando
a formacdo de ClI soluveis de estequiometria 1:1, confirmada pelo método de variacéo
continua (Job’s plot). Os ensaios de toxicidade mostraram que os Cl foram capazes de
diminuir os efeitos toxicos causados pelo BNZ e que ndo interferiu na atividade tripanocida

do BNZ. Neste sentido, a utilizacdo de Cl (BNZ:CD) é uma alternativa promissora para o
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desenvolvimento de uma formulacdo liquida, segura e estavel, e uma nova opc¢éo

terapéutica para o tratamento da doenca de Chagas.

PALAVRAS CHAVE: Citotoxicidade, estabilidade de farmacos, solubilidade.

ABSTRACT

Chagas disease is a serious health problem in Latin America. The Current chemotherapy for
this illness is still based on benznidazole (BNZ), which is very toxic and has low solubility.
Due to its chemical characteristics cyclodextrins have been proven to increase the solubility
of several drugs. In this sense, in this work we aimed to characterize the inclusion
complexes (IC) formed between BNZ and randomly methyled-B-cyclodextrin (RMBCD) in
aqueous solution. The complex formation was evaluated by the phase solubility diagram,
nuclear magnetic resonance and photostability assay.The in vitro trypanocidal activity, as
well as the cytotoxicity against mammal cells of both BNZ and BNZ:RMBCD were also
investigated. The phase-solubility diagram displayed an A .type feature, evidencing the
formation of soluble IC. The continuous variation method (Job’s plot) showed the existence
of a complex with 1:1 stoichiometry. Our toxicity assays demonstrated that IC were able to
decrease the toxic effects caused by BNZ alone and that no interfered with the trypanocidal
activity of the BNZ. In this sense, the use of ClI (BNZ: CD) is a promising alternative for
the development of a liquid formulation, safe and stable, and a new therapeutic option for

the treatment of Chagas disease

KEYWORDS: cytotoxicity, drug stability, solubility.

INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas sdo enfermidades de condi¢Ges cronicas e
debilitantes causadas por infeccOes parasitarias, bacterianas e outras, principalmente nas
populagdes de baixa renda (FENWICK, ZHANG & STOEVER, 2009).
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), pelo menos 1 bilhdo de
pessoas, um sexto da populacdo do mundo, sofrem de uma ou varias doencas tropicais
negligenciadas, entre elas, a tripanossomiase Africana (doenca do sono) e Americana
(doenca de Chagas), pois sdo as mais comuns em areas tropicais e subtropicais do mundo
(ALP et al., 2009).

A doenca de Chagas é uma doenca endémica causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. E considerado um problema de sadde plblica na América Latina,
afetando aproximadamente 10 milhdes de individuos, com um adicional de 40 milhdes de
pessoas em risco de infeccdo (BARBOSA et al., 2009).

A quimioterapia atual da doenca é o benzonidazol (BNZ) (fig. 1A), unico farmaco
de escolha para o tratamento da doenca. As duas principais limitacGes deste farmaco séo a
baixa solubilidade e alta toxicidade (MEZENCEYV et al., 2009; SILVA et al., 2008). Mas a
utilizacdo de CI com ciclodextrinas (CDs) fornece uma maneira de incrementar a
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de diversos farmacos (GRILLO et al., 2008).

As CDs sdo oligossacarideos ciclicos, compostos por unidades de glicose unidas
através de ligagdes a-1,4 (JUN et al., 2007). Nessas moléculas, os grupos hidroxilas,
primarios e secundarios estdo orientados para o exterior do anel formado, na porcao estreita
e larga respectivamente, conferindo-lhe um exterior bastante hidrofilico e uma cavidade
interna hidrofobica, onde as moléculas hospedes ou parte delas sdo encapsuladas (HAIYEE
et al., 2009; SA-BARRETO & CUNHA-FILHO, 2008).

As que sdo obtidas com maior rendimento s&o comumente conhecidas como CDs
naturais e contém seis, sete ou oito unidades de glicose, sendo denominadas de a-
ciclodextrinas (aCD), B-ciclodextrinas (BCD) e y-ciclodextrinas (yCD) respectivamente.
Estas CDs, em particular a B-CD, possuem solubilidade aquosa limitada. Isto €
provavelmente devido as ligacbes de hidrogénio intramoleculares relativamente forte na
rede cristalina. Substituicdo de qualquer das ligacbes de hidrogénio que formam grupos
hidroxila, resulta em melhoria em sua solubilidade em agua (CANNAVA et al., 2008).

Entre os derivados de CDs de interesse farmacéutico incluem os derivados da p-CD,

como a hidroxipropril-p-ciclodextrina (HPBCD), metil-B-ciclodextrina (MBCD) e a
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randomicamente metilada p-ciclodextrina (RMBCD) (Fig.1B) (BREWSTER &
LOFTSSON, 2007).

O objetivo do presente estudo foi investigar o incremento de solubilidade em &gua
do BNZ e caracterizar os Cl formados entre BNZ e CDs (fig. 1C) através do diagrama de
solubilidade de fases, ressonancia magnética nuclear e testes de fotoestabilidade. Assim
como investigar a atividade tripanomicida e citotoxicidade em células de mamiferos. Este é
um estudo fundamental para a obtencdo de uma formulacdo liquida para ser usado como

uma nova opcao terapéutica para a doenca de Chagas.
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Figura 1. (A) Estrutura quimica do BNZ e (B) da ciclodextrina natural BCD (R =H) e
RMBCD (R = CHpg), (C) representacao do complexo de inclusdo BNZ:CD.

MATERIAIS E METODOS

Material
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O BNZ, N-benzil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida, foi cedido pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), aCD, BCD e yCD foram doadas pela
APSEN Farmaceutica® (S&o Paulo, Brasil), MBCD e RMPBCD (com grau de substituicdo
molar de 0,57) foi doada pela indUstria Roquette (Barcelona, Espanha); HPBCD (com grau
de substituicdo molar de 2,7) pela Janssen Pharmaceutica (Beerse, Belgica). A aquisi¢do da
4gua deuterada (D,0) foi pela Tedia® (Brasil). Todos 0s outros materiais utilizados foram
de grau analitico. As solucGes foram preparadas utilizando agua destilada e ultrapura
(MILLI Q) e membranas filtrantes de porosidade de 0,22 um Millipore e de 0.45 um
celulose (J’Prolab, PR ).

Método Analitico

A quantificacdo do BNZ foi realizada pelo método espectrofotométrico UV e pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de acordo com a metodologia
desenvolvida e validada por Soares-Sobrinho et al (2006) e Silva et al (2007). Os
equipamentos utilizados foram um espectrofotobmetro UV / vis da marca Micronal ®
modelo B582 no comprimento de onda de 324 nm e CLAE Shimadzu ® (descrito na

secdo). A concentracdo media tedrica da leitura foi de 20 pg/mL.

Diagrama de Solubilidade de Fases

O diagrama de solubilidade de fases foi realizado de acordo com o método
anteriormente descrito (Higuchi e Connors, 1965). Quantidades excessivas de BNZ (5mg)
foram adicionados aos 6mL de solucdes contendo concentracdes crescentes de f-CD e RM-
B-CD, variando de 0 a 0,010 M e 0 a 0,050 M, respectivamente. As amostras foram
agitadas em banho-maria termostatico protegido da luz por 48h a 25°C (tempo em que 0
equilibrio foi atingido) e posteriormente filtradas através de filtro de membrana de celulose

0,45 um para remover solidos insoltveis. A quantificacdo do BNZ foi através do método
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por espectrofotometria UV como descrito na secdo, utilizando agua como branco,
verificando-se a especificidade do método utilizado.
A constante aparente de complexagdo (K) foi calculada a partir do diagrama de

solubilidade de fase de acordo com a seguinte equacéo:

slop

“Sesio @)

onde S, é a solubilidade do BNZ a 25°C na auséncia de ciclodextrina e o slope é a
inclinacdo que corresponde o diagrama de solubilidade de fases.

A mudanca na energia livre de Gibbs (4G) no processo de complexacdo foi
determinada através da seguinte equacao (Eg. 2) (junho et al., 2007).

AG =-RTInK )

onde R é a constante universal dos gases (8.314472 J. K .mol™) e T é a temperatura em
Kelvin (GRILLO et al., 2008a).

Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de *H RMN unidimensional foram obtidos em um espectrémetro
Varian UNITY plus 300 MHz, em D,0. Os complexos foram obtidos pela mistura de BNZ
(0,8 mM) e RMBCD em proporgdao molar 1:1 como descrito na Se¢do. As solugdes foram
adiconadas em tubos de 5 mm de RMN, totalizando um volume de 600uL. A temperatura

do probe foi regulada em 20°C.
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Os espectros de *H RMN foram adquiridos usando um Gnico pluso, com 32 K numa
janela espectral de 5000 Hz. Os FIDs foram corrigidos com um LB de 1 Hz antes da

transformada de Fourier. O pico residual da agua foi utilizado como referéncia.

Determinacdo da estequiometria pelo método de variagcao continua (Job’s plot)

A estequiometria da inclusdo foi determinada pelo método desenvolvido por Job
(1928), que se baseia na variacdo de um parametro fisico-quimico observado na presenca
de ciclodextrina e que pode ser medido por técnicas espectroscopicas, como RMN
(ARAUJO et al., 2007).

Solugdes equimolar do BNZ e CD foram preparadas, misturadas e agitadas (por um
periodo de 48 horas) de forma que a concentracdo total (M) permaneca constante (M =
[BNZ]totat + [CD]iotat = 1mM), variando-se a razdo molar das espécies entre 0 e 1 (0, 0,2,
0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 1,0). Como controles foram preparados amostras de BNZ nas
mesmas propor¢des molares, porém sem a presenca de ciclodextrina.

O parametro fisico-quimico diretamente relacionado com a concentracdo do
complexo é representado em fungéo da fracdo molar (r) do BNZ ou RM-B-CD, rgnz =m /
(M + n) ou rrmpep = N/ (M + n), onde m e n sdo as razdes molares BNZ e RM-B-CD, no
complexo, respectivamente. Para um dado valor de r, a concentragdo do complexo
farmaco:ciclodextrina atingira um maximo (Marcon et al., 2009).

A anélise dos dados foi realizada através da relagdo de variacdo de deslocamento

quil’nICO (AS = {SBNZCQmmexo - SBNZ“\/re}) em funQéO de r.
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Efeito da formacao do CI no tempo de retencdo do BNZ por CLAE

As analises por CLAE foram realizadas utilizando o equipamento Shimadzu ® com
sistema controlador (Shimadzu SCL - 10VP), bombas A e B (Shimadzu LC - 10AD VP),
detector UV-VIS (SPD-M10A VP), auto-injetor (Shimadzu SIL - 10AD VP), forno
(Shimadzu CTO - 10AS) e os cromatogramas foram determinados através do programa
Class - VP 6.14. Foram utilizadas as seguintes condicdes analiticas: coluna fase reversa
Shimadzu ®, Cyg, 5 um, 15 cm x 0.46 cm, fluxo de 1,0 mL min™, volume de injecdo: 20
pL, comprimento de onda de 318 nm, temperatura de 30 °C e fase movel: acetonitrila/dgua
(50/50) (v/v), em que solucdo de RM-B-CD e BNZ foi dissolvido (0,4 mM).

De acordo com os estudos realizados por Grillo et al (2008), o tempo de retencdo de
farmacos podem ser governado pelos coeficientes de particdo entre as fases movel e
estaciondria, e que na presenca de ciclodextrinas, h& uma contribuicdo adicional no

comportamento de retencdo do farmaco, devido ao processo de complexacao.
Estudo de Fotoestabilidade

O ensaio de fotoestabilidade foi realizado expondo 10mL de BNZ (0,8 mM) na
presenca e auséncia de RM-B-CD (0,8 mM) na razdo molar de 1:1 (farmaco:ciclodextrina).
As suspensdes foram filtradas através de membranas de 0,22 pm.

Os experimentos foram realizados utilizando como fonte de luz uma lampada UV
22W marca (Philips — Holland) (254nm), sendo a amostra irradiada a 15cm de distancia da
lampada. As amostras foram inseridas a uma temperatura de 28°C, amostradas em
intervalos de tempo especificado (0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h) e a concentracdo de BNZ foi
determinada por CLAE em intervalos de uma hora. Os resultados foram expressos em
percentagem de BNZ por tempo de exposi¢do. Cada teste foi realizado em triplicata. As

condicOes do CLAE foram descritas na se¢éo.

Atividade tripanocida
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Formas epimastigotas de T. cruzi da cepa DM28c foram mantidas em meio LIT
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) a 28°C. Para 0s experimentos, parasitas
na fase exponencial de crescimento (5 x 10° células / ml) foram incubados por 48h em
placas de 24 pocos, com concentragdes crescentes (0,0125 - 0,2 mM) de BNZ e BNZ: RM-
B-CD na propor¢gdo molar 1:1, diluido em &gua ultrapura. Como controle foi utilizado
ceélulas incubadas em meio LIT.

A morfologia e a motilidade dos parasitas foram monitoradas diariamente através de
microscopia optica. A densidade celular foi analisada por contagem direta em camara de
Neubauer e a ICsp (concentracdo que inibe 50% do crescimento celular do parasita) foi
determinada por regressdo linear obtida pelo software SPSS 8.0 for Windows. Cada

experimento foi realizado em triplicata e em dois experimentos independente.

Citotoxicidade

A citotoxicidade foi determinada pelo método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetilazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazdlico). Macréfagos peritoneais obtidos de Camundongos Balb/c foram
mantidos em meio RPMI suplementado com 10% de SFB, 120 mg/ mL de sulfato de
gentamicina, em placas de 96 pocos e atmosfera de 5% de CO, a 37 °C.

Para 0s ensaios, os macrofagos (10° células/ mL) foram incubados com
concentracdes crescentes (0.025 - 0,2 mM) de BNZ, RM-B-CD e BNZ: RM-B-CD na
proporcao molar de 1:1, por 48h. Posteriormente, os macrofagos tratados e ndo tratados
foram incubados por 3 h, com 0,5 mg/ mL de MTT, a 37 °C.

Apo6s a remocdo do meio, o numero de celulas viaveis foi determinado pela
mensuragdo da quantidade de MTT convertido em formazan por desidrogenases
mitocondriais. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO
(dimetilsulféxido) sob agitacdo por 1h em temperatura ambiente. A absorbancia foi medida
usando o espectrofotdbmetro de microplacas a 570 nm. O tratamento estatistico dos dados

foi realizado por uma analise de variancia (one-way ANOVA).
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Todos os experimentos envolvendo o uso de animais experimentais foram
realizados em conformidade com as normas de ética da Fundacdo Oswaldo Cruz e foi
aprovado pelo Comité de Etica (CEUA-FIOCRUZ L-0001/08).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diagrama de solubilidade de fases

De acordo com o espectrograma (Fig. 2), observou-se que a RM-B-CD ndo

interferiu na quantificacdo do BNZ nos complexos BNZ:CD.

0.5
—BNZ
—— RMBCD

04

0,34

Abs

0,2

0,14

0,04

T T T T
250 275 300 325 350 375 400
Comprimento de onda (hm)

Figura 2. Varredura espectrofotométrica do BNZ em agua.

A figura 3 mostra o diagrama de solubilidade de fases do BNZ na presenca de vérias
concentracdes e diferentes tipos de ciclodextrinas. Os resultados mostraram que a
solubilidade do BNZ aumentou linearmente com a concentracdo das CDs, correspondendo,
de acordo com Higuchi e Connors, ao perfil do tipo A., o qual esta relacionado com a

formacdo de um complexo de inclusdo sollveis. O valor do declive (slope) de cada um
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destes diagramas apresentou-se inferior a 1, sugerindo a formacdo de complexo com
estequiometria 1:1.

De acordo com Jullian et al. (2008), o complexo CD/farmaco com estequiometria
1:1 é o tipo mais comum de associagdo, pois é quando uma Unica molécula de farmaco esta
incluido na cavidade de uma molécula de ciclodextrina, com uma constante de
complexacdo (K;:1) para o equilibrio entre as espécies livres e associadas.

As constantes de complexacdo (Ki.;) e pardmetros termodindmicos, como a
mudanca de energia livre de Gibb’s (4G), estdo listado na Tabela 1. As Kj.; calculadas a
partir do diagrama de solubilidade de fases demonstraram que apenas com a o-CD e y-CD
(constantes de 12,57 e 17,47 M, respectivamente), ndo formaram complexo de incluséo
estavel com o BNZ, pois segundo Jun et al (2007), as constantes de associacdo de farmacos
com CDs sdo relatadas na faixa de 50-2000 M™ (JUN et al., 2007). Sugere-se entdo, que 0
tamanho do didgmetro da cavidade interna da o-CD (5A) seja menor que o tamanho da
molécula do BNZ e o da y-CD (8A) seja maior.

e | |
m HPRCD
e RMBCD °
4 A MBCD e
7 v CD . A
< pCD - _
= > oCD a
E 4] .
Q - :
2 P /l _
g - ,
& - v
v
T T T T T
0 10 20 30 40 50
Ciclodextrina (mM)

Figura 3. Diagrama de solubilidade de fase do BNZ com diferentes CDs em &gua a 25°C.
A eficiéncia de complexac¢do aumentou na seguinte ordem: -CD < MB-CD < HP-B-

CD < RM-B-CD. O complexo BNZ:RM-B-CD foi o mais estavel frente as diversas CDs
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naturais e modificadas, observando-se a melhor eficiéncia na complexacdo e um maior
incremento na solubilidade. Isto pode ser justificado pela presenca de grupos de metila,
uma vez que estes grupos sdo importantes para o alargamento da cavidade das CDs,
favorecendo um ambiente mais hidrofobico e a adaptabilidade dos farmacos, através de
uma maior flexibilidade (MELO et al., 2008).

Tabela 1. Constantes aparente de complexacdo (Ki.;) e parametros termodindmicos da

complexacdo do BNZ com CDs determinada pelo diagrama de solubilidade de fases, 25°C.

Complexo de inclusdo Slope Intercepto (10 ) Kii(M™) AG (kJ/mole)
BNZ:a-CD 0,0115 0,925 12,57 -6,27
BNZ:-CD 0,0580 1,077 57,16 -10,02
BNZ:y-CD 0,0178 1,037 17,47 -7,08
BNZ:MB-CD 0,0497 0,906 57,73 -10,04
BNZ:HP-3-CD 0,0711 1,101 69,52 -10,50
BNZ:RM-B-CD 0,0993 1,110 99,31 -11,37

As alteracdes nos parametros termodindmicos durante complexacéo sdo fendmenos
que resultam das mudancas na energia de interacdes de van der Waals, pontes de
hidrogénios e interacdes hidrofdbicas entre farmacos e CDs.

Os valores calculados da energia livre de Gibbs para todas as ciclodextrinas foram
AG < 0, indicando que as complexacdes com CDs foram espontdneas e que sdo
inversamente proporcionais com as constantes de complexagéo, ou seja, quanto menor for a

variacdo de energia (mais negativo), maior sera a eficiéncia de complexacéo (K).

Ressonancia Magnética Nuclear
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A espectroscopia de RMN é uma das ferramentas mais sensivel para deteccdo da
formacéo de CI entre CDs e uma variedade de moléculas hdspedes e para confirmacdo das
estequiometrias dos Cl (GRILLO et al., 2008b).

VariagBes quimicas nos deslocamentos dos hidrogénios das CDs e dos compostos
encapsulados podem fornecer evidéncias da formacdo de CI, uma vez que mudancas
significativas no microambiente dos estados livres e complexados sdo detectados por esta
ferramenta analitica. Entéo,

of s = ¢ Of; +1,,0f, 4
onde o6fqs, of;, ofy, sdo a variagdo de deslocamento quimico observado, deslocamento
quimico das espécies livres e deslocamento quimico dos compostos complexados,
respectivamente. Os simbolos ¢ e xp significam as fracbes de moléculas livres e ligadas
(FIELDING, 2007).

A figura 4 mostra os espectros de *H RMN do BNZ livre (parte inferior), da RM-B-
CD (meio) e o complexo BNZ:RM-B-CD (parte superior). Como resultado da
complexacdo, a ressonancia de hidrogénio aromatico do BNZ (H-3) mostrou alteracdes
significativas nos deslocamentos quimicos, que ocorrem entre 7,2 e 7,3 ppm. Ja os efeitos
sobre os hidrogénios H-1 (5,15 ppm), H-2 (4,3 ppm), H-4 (7,13 ppm) e H-5 (7,36 ppm), em
comparagdo com outros hidrogénios da molécula, foram menor, apresentando varia¢6es de
deslocamento quimico <0,010 ppm. Esta baixa variacdo € justificada por ser um sistema de
troca réapida entre a associacdo de BNZ e CDs, onde os complexos com baixa afinidade de
associacdo e pequena constante de dissociacdo (Kg), mostra a dificuldade de detectar a
variacdo no deslocamento quimico para os sinais de estados livres e complexados
(FIELDING, 2007).

O baixo valor de K encontrado no diagrama de solubilidade de fases para o
complexo BNZ:RM-B-CD (99,31 M™) justifica a baixa variacdo no deslocamento quimico
dos hidrogénios que sofreram influéncia do microambiente da cavidade da CD. Significa
ainda que a interacdo do complexo BNZ:RM-B-CD é fraca, mostrando que o BNZ estéo

mais no estado livre do que no estado complexado. Do ponto de vista do RMN, isso mostra

LYRA, M. A. M. Obtencdo de complexos de inclusdo benznidazol-ciclodextrina em solucéo para o combate

da doenca de Chagas.



85

que a troca quimica entre os dois estados, ocorre em uma taxa € muito rapida em
comparagdo com a escala de tempo do RMN.

Apesar da sobreposicdo de alguns sinais de ressonancia, os hidrogénios da RM--
CD (Ha), localizada no interior da cavidade do RM-B-CD, podem ser visto através de uma
mudanga de campo. Possivelmente o Ha sdo hidrogénios (H-5 e H-6) (Fig.1) dos grupos

metil da RM-B-CD, baseado em sinais quimicos atribuidos no espectro da p-CD (Fig.5).
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Fig. 4. Espectro de "H RMN (300 MHz) do BNZ (0.8 mM), RM-B-CD e BNZ: RM-B-CD

(proporgé@o molar 1:1). Amostras em D,0 at 25° C. Picos marcados com asterisco (*) séo

devido a rotacao do spin.
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Fig. 5. Espectro de *H RMN (300 MHz) do BNZ (0.8 mM), B-CD e BNZ: B-CD (proporcéo
molar 1:1). Amostras em D,0 at 25° C. Picos marcados com asterisco (*) sdo devido a

rotacdo dos spins.
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Determinag&o da estequiometria

O método de variagdo continua foi aplicado para os hidrogénios das moléculas do
BNZ e da CD, os quais apresentaram resultados idénticos. Os graficos do BNZ e RM-B-CD
que registaram as maiores mudancas séo relatados na fig. 6. Em todos os casos, 0s Job’s
plots mostram um valor maximo em r = 0,5, indicando a existéncia de um complexo com
estequiometria 1:1, dentro do intervalo de concentragdes investigadas.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no estudo de solubilidade de fases
entre BNZ e RM-B-CD.
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Fig. 6. Job’s plots correspondendo ao deslocamento quimico dos hidrogénios (a) BNZ e da
(b) RM-B-CD (Ha).

Os prétons das moléculas incluidas na cavidade da RM-B-CD sofreram alteracdes
no deslocamento quimico devido a mudangas no seu ambiente local, observadas na figura

7. Com o aumento da razdo molar do farmaco, as maiores variacGes foram observadas para
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as ressonancias dos hidrogénios do BNZ (H-3, H-4 e H-5). Como esperado, nenhuma
mudanca significativa para os hidrogénios (H-1 e H-2) (Fig. 7B), pois sdo 0s protons da

parte da molécula que sofrem menos influéncia na cavidade da CD.
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Fig. 7. (A) Variacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do BNZ (H-4, H-3 e H-
5), plotados em funcdo da fracdo molar. (B) Variacdo dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios (H-2 e H-1), plotadoa em funcéo da fragcdo molar.

Efeito da formagéo do ClI no tempo de retengdo do BNZ por CLAE

Quando as ciclodextrinas sdo adicionadas a fase mdvel, a retencdo do soluto é
conduzida pela diviséo entre as fases movel e estacionéria e a complexagdo do soluto com
as CDs. Os fatores de capacidade foram calculados para o soluto na presenga de RM--CD
de acordo com o tempo de retencdo do analito e do tempo morto (MARCON et al., 2009).

A variagdo nos tempos de retencédo obtida foi inferior a 1% (Fig. 8). Essa variagdo
do tempo de retencdo do BNZ na fase movel pode ser um indicativo da formacéo de
complexo de inclusdo, o que aumenta a solubilidade do BNZ na fase movel e reduz seu
tempo de permanéncia na coluna. Conforme também verificado por Grillo et al (2008), nos

complexos da hidroximetilnitrofurazona com 2-hidripropil-p-CD.
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Fig. 8. Variacdo do tempo de retencdo na presenca de RM-B-CD (0,8 mM) a 25°C.
Condicdes cromatograficas: coluna: Shimadzu®, Cig, 5 um, 15 cm x 0.46 cm, fase movel:
acetonitrila/agua (50/50, v/v).

Na literatura, também é descrito que a adi¢do do solvente acetonitrila ou metanol
podem ter efeito negativo sobre a formacdo de CI, um desses fatores é a quantidade de
solvente organico, que pode resultar em uma fase mével muito apolar em que as moléculas
ndo-polares serdo mais solGveis e, como consequéncia, a afinidade do soluto com a
cavidade hidrofobica das CDs diminui e parte da for¢ca motriz para a inclusédo é removida
(MELO et al., 2008). Outro ponto é que pode ocorrer competicdo entre o soluto e o

solvente organico na cavidade das CDs, embora a ligacdo do solvente orgénico seja fraca.

Fotoestabilidade
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Neste estudo, a fotoestabilidade do BNZ e do complexo BNZ:RM-B-CD foram
examinados em solucdo aquosa. A solucdo de BNZ em &gua na auséncia de CD foi
utilizada como controle. Os dados obtidos indicaram que a RM-B-CD retardou a
fotodegradagdo do BNZ, tornando-o mais estavel na presenca de luz (Fig. 9). O mesmo
efeito é descrito na literatura para outras drogas (GRILLO et al., 2008b).

Os dados revelaram que a adicdo de RM-B-CD ndo foi capaz de inibir a
decomposicdo fotoquimica do BNZ:RM-B-CD, mas diminuiu a taxa de primeira-ordem-
aparente observada de decomposicao fotoquimica do BNZ em uma relagdo ndo-linear. Esse
resultado foi consistente com o sistema cinético em que o farmaco livre € degradado a taxas
superiores ao farmaco complexado.

Constantes de degradacdo fotoquimica (Kqys) para BNZ na auséncia e presenca de
RM-B-CD foram determinados pelos dados da figura 8, utilizando-se a cinética de primeira-
ordem. Os valores de K 4ps para BNZ na auséncia e presenga de RM-3-CD foram 9,17 +
0,12 x 10" min™ e 6,49 + 0,09 x 10" min, respectivamente.

A formacdo de CI teve um efeito estabilizador significativo sobre a
fotodecomposi¢do do BNZ comparada a sua forma livre em solugdo. No entanto, os valores

observados Kgps estdo muito além do efeito maximo esperado.
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Fig. 9. Perfis de fotodegradacéo do BNZ e do complexo BNZ:RM-B—CD sob fotoexposi¢édo

de radiacdo em solucdo aquosa.

Atividade tripanocida

A atividade tripanocida foi avaliada para BNZ livre e complexado. Os resultados
obtidos sdo mostrados na figura 10. Os valores obtidos da ICsy para BNZ e para o
complexo BNZ:RM-B-CD foram 0.037 e 0.027 mM, respectivamente. Tais valores
mostram que a inibi¢do de crescimento em ambos as amostras (BNZ e BNZ: RM-B-CD)
foram semelhantes e de maneira dose e tempo-dependentes, atingindo 92% de inibicdo de
crescimento em 0,2 mM (Fig. 10).

Esses resultados mostraram que a complexacdo do BNZ com ciclodextrinas néo
interferiu na atividade tripanocida deste composto, mantendo a integridade da molécula,

como observado por outras analises.
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Fig. 10. Porcentagem de inibig&o do crescimento de forma epimastigotas de T. cruzi com a
determinacdo da ICso apds 48 horas de cultivo do BNZ (ICso = 0,037 mM) e do complexo
BNZ: RM-B-CD (ICs = 0,027 mM). Cada ponto representa a média + desvio padréo de

dois experimentos independentes realizados em triplicata.

Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade do BNZ e BNZ:RM-B-CD em células de mamiferos
mostraram diferengas significativas entre BNZ e o complexo BNZ:RM-B-CD (Fig. 11).
Como esperado e verificado por alguns autores com outros compostos (Grilo et al., 2008;
MORAES et al., 2006; SOUZA et al., 2004), o complexo de inclusdo BNZ:RM-B-CD,
frente aos efeitos do BNZ livre na diminuicdo da viabilidade celular em até 71%, mostrou
reducdo significativa desses efeitos citotoxicos.

A reducdo da citotoxicidade em macréfagos do BNZ:RM-B-CD pode ser explicada
pelas diferencas de solubilidade dos complexos que sdo mais hidrofilicos que a forma pura
do farmaco. Isto mostra a existéncia de uma relacdo direta entre a toxicidade celular e

lipofilicidade. Como sdo bem conhecidas da literatura, as substancias lipofilicas tendem a
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apresentar mais efeitos citotoxicos do que os compostos hidrofilicos, devido a alta
penetrabilidade destas moléculas nas membranas celulares (SOUZA et al., 2004).

A figura 11 ainda mostra o modelo in vitro dos efeitos citotoxicos do BNZ de
maneira dose- dependente, sendo os efeitos protetores observados no tratamento com o
complexo, explicado possilvelmente pela liberacdo sustentada de BNZ livre da cavidade
das CDs, como demonstrado pelos ensaios in vitro de liberagio de farmacos (ARAUJO et
al., 2004).

100 1

ey *kk

80 A

60

40 A

Viabilidade Celular (%)

20 A

Al Wl WAl W

0,025 mM 0,05 mM 0,1 mM 0.2mM

HBNZ Complexo MRMBCD

Fig. 11. Efeitos citotoxicos do BNZ, BNZ: RM-B-CD e RM-B-CD nas concentracfes de
0,025, 0,05, 0,1 e 0.2 mM em células de macréfagos incubadas por 48 h a 37°C e 5% CO..
Dados expressados em % de viabilidade celular (cada ponto representa a média + desvio

padrdo de 4 experimentos). *** Significancia estatistica com p<0,05 (one-way ANOVA).

CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados mostraram que a formagdo de Cls entre BNZ e
RM-B-CD aumentou consideravelmente a solubilizagdo do BNZ, diminuiu os seus efeitos
nocivos em células de mamiferos e sem prejuizo na atividade tripanocida, agregou uma

maior integridade quimica do BNZ em solucdo. Neste sentido, a utilizacdo de Cls
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(BNZ:CD) é uma alternativa promissora para o desenvolvimento de uma formulacdo
liquida, segura e estavel, e uma nova opcdo terapéutica para o tratamento da doenca de

Chagas.
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6 CONCLUSOES

As caracterizagBes fisico-quimicas da matéria prima benznidazol forneceram
informacgdes detalhadas das caracteristicas do farmaco atraves de diversas técnicas
analiticas, como a determinacdo de ponto de fusdo, confirmacdo da auséncia de
polimorfos, conformacéo da molécula do BNZ, morfologia e geometria do cristal.

A obtengdo e caracterizagdo dos complexos de inclusdo possibilitaram um
incremento significativo na solubilidade do BNZ, como também a diminuigdo dos seus
efeitos nocivos em células mamiferos e sem prejuizo na atividade tripanocida. A
formacdo de complexos de inclusdo teve um efeito estabilizador sobre a
fotodecomposicao do benznidazol comparada a sua forma livre em solugéo.

Neste sentido, os complexos de BNZ serdo muito promissores no desenvolvimento
da formulacdo liquida estavel e segura, como uma nova perspectiva no tratamento da

doenca de Chagas.
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7 PERSPECTIVAS

e Realizar estudo de pré-formulacéo;

e Desenvolvimento de forma farmacéutica solucéo;

e Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para determinagdo do teor
do produto final;

e Estudo de estabilidade acelerado e longa duracdo da forma farmacéutica
desenvolvida conforme a RE n° 1 de 29 de julho de 2005.

e Auvaliacdo da atividade bioldgica das formulagdes nos modelos tripomastigotas e

amastigotas.
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