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RESUMO

Oncocalixona A (onco A) é uma quinona natural, isolada da cerne da Cordia
oncocalyx, que possui propriedades farmacologicas, tais como antimicrobiana, anti-
inflamatoria e antitumoral. Assim, a onco A mostra-se promissora para o desenvolvimento de
novos sistemas de liberagdo de farmacos. Contudo, essa molécula apresenta uma diminuicéo
na sua eficacia ap6s administracdo por via oral. Dessa forma, o conhecimento de suas
propriedades fisico-quimicas é essencial para a producdo de novos medicamentos. O objetivo
deste estudo foi desenvolver e validar um método de cromatogrofia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificacdo de onco A em diferentes meios, seguido da aplicacdo do método
para determinar sua solubilidade e coeficiente de particdo. Bem como, estudar as interacdes
entre a onco A com diferentes ciclodextrinas (CDs) (B-, HP-B-, SBE-B-, y- € HP-y-CD) por
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). A validacdo foi realizada de acordo com as
diretrizes da ICH para produtos farmacéuticos. A solubilidade da onco A foi determinada em
agua deionizada, solucbes tampdo pH=5,5, 7,0, 9,0, assim como tampdes com pHs = 2,8 e
6,8, que simulam os fluidos gastricos e intestinais, respecticamente, bem como em 04leos:
copaiba, soja e triglicerideos de cadeia média (TCM). Determinou-se o coeficiente de particdo
de onco A entre n-octanol/dgua e Gleos/dgua. Pardmetros termodindmicos envolvidos na
formacdo do complexo de inclusdo foram determinados através de ITC e o complexo onco
A:HP-y-CD foi caracterizado por FTIR, 'HNMR, DSC, TG e MEV. As curvas padrdo da
onco A foram reproduziveis com inclinacéo de linearidade estatisticamente diferente de zero e
residuos com distribuicdo homocedastica. O método proposto permitiu a determinacdo do
limite de quantificacdo e detec¢do, LD e LQ, respectivamente. Além disso, o desvio padréo
relativo (DPR) da média das determinacGes foi inferior a 5% para exatidao e precisdao. Em
adicdo, 0 método foi resistente a pequenas variagfes dos parametros analiticos, mostrando-se
robusto. A solubilidade foi maior em 4gua (759,6 + 10,7 pg.mL™), solucdes tamp&o pH = 5,5
(783,1 + 38,1 pg.mL™), pH = 7 (880,9 + 27,9 ug.mL™), pH = 9 (845,0 + 10,6 pg.mL™), pH =
2,8 (7632 + 12,1 pg.mL™), pH = 6,8 (870,5 + 24,0 ug.mL™), do que nos 6leos de soja (461,7
+ 8,4 ng.mL™Y), copaiba (434,8 + 15,1 pgmL™) e TCM (406,9 + 5,1 ug.mL™). A onco A
apresentou logP < 1. O doseamento de onco A nas nanocapsulas ndo revestidas e revestidas
com quitosana foi de 98,8% e 99,6%, respectivamente. Os estudos de ITC, mostraram que a
onco A interage mais favoravelmente com HP-y-CD (N = 1,760 + 0,01 e K = 3175 + 295 M)
com a energia livre de Gibbs negativa (AG = -19,98 kJ.mol™). A formacéo do complexo de

inclusdo foi dirigida por entropia (TAS = 19,54 kJ.mol™) e confirmada por FTIR, analises



térmicas, ‘HNMR e MEV. Em conclusdo, um método de CLAE-UV para quantificar onco A
foi desenvolvido, validado e aplicado para determinar a solubilidade, em soluces aquosas
com diferentes pHs e oleos, bem como seu coeficiente de particdo e quantificacdo em
nanocéapsulas. Podendo ser proposto para obter uma andlise de controle de qualidade de
diferentes produtos contendo onco A. O método mostrou ser de baixo custo usando uma
coluna de C-18 e uma fase mdvel composta por agua acidificada/Acetonitrila (70:30) e um
fluxo de 0,7 mL/min. Adicionalmente, os parametros termodindmicos sugerem a formacao de

um complexo de incluséo estavel oncoA:HP-y-CD.

Palavres-chave: Estudos de validagdo. Oleo de soja. Oncocalixona A. Solubilidade.

Termodinamica.



ABSTRACT

Oncocalixone A (onco A) is a natural quinone isolated from the core of Cordia
oncocalyx which has pharmacological properties such as antimicrobial, anti-inflammatory and
antitumor. Thus, the onco A seems to be promising for the development of new drug delivery
systems. However, this molecule has a decrease in its efficacy after oral administration.
Thereby, knowing its physicochemical properties is essential for the production of new drugs.
The goals of this study were to develop and validate a method of high efficiency liquid
chromatography (HPLC) for quantification of onco A in different conditions, followed by the
application of the method to determine its solubility and partition coefficient. As well as to
study the interactions between the onco A with different cyclodextrins (CDs) (-, HP-B-, SBE-
B-, y- and HP-y-CD) by isothermal titration calorimetry (ITC). Validation was performed
according to ICH guidelines for pharmaceuticals. The solubility of the onco A was determined
in deionized water, buffer solutions pH = 5.5, 7.0, 9.0, and buffers with pHs = 2.8 and 6.8
which simulated gastric and intestinal fluids, respectively. It was also determined in oils:
copaiba, soybean and medium chain triglycerides (TCM). The partition coefficient of onco A
between n-octanol/water and oils/water were determined. Thermodynamic parameters
involved in the formation of the inclusion complex were determined by ITC. The onco A: HP-
y-CD complex was characterized by FTIR, 'HNMR, DSC, TG and MEV. Standard onco A
curves were reproducible with linearity slope statistically different from zero and residues
with homocedastic distribution. The proposed method allowed to determine the limit of
detection and quantification, LOD and LOQ, respectively. Furthermore, the relative standard
deviation (RSD) from the mean of the determinations was less than 5% for accuracy and
precision. In addition, the method resisted to small changes at the analytical parameters,
showing ruggedness. Solubility was higher in water (759.6 + 10.7 ug.mL™), buffer solutions
pH=5.5(783.1 +38.1 ug.mL™), pH =7 (880.9 + 27.9 ug.mL™), pH =9 (845.0 + 10.6 pg.mL’
), pH = 2.8 (763.2 + 12.1 pg.mL™), pH = 6.8 (870.5 + 24.0 ug.mL™), than in soybean oils
(461.7 + 8.4 ng.mL™), copaiba (434.8 + 15.1 pg .mL™) and TCM (406.9 + 5.1 pg.mL™). The
onco A showed logP <1. The drug content of onco A on the uncoated and coated chitosan
nanocapsules was 98.8% and 99.6%, respectively. The ITC studies showed that the onco A
most favorably interacts with HP-y-CD (N = 1.760 + 0.01 and K = 3175 + 295 M™) with
negative Gibbs-free energy (AG = -19. 98 kJ.mol™). The formation of the inclusion complex
was driven by entropy (TAS = 19.54 kJ.mol™) and confirmed by FTIR, thermal analyzes,
'HNMR and MEV. These studies demonstrated that a simple and effective HPLC-UV method



was developed and validated to quantify onco A and that this method can be applied to
determine the solubility in oils and aqueous solutions with different pHs, its partition
coefficient and quantify it in nanocapsules. Therefore the method is able to be proposed to
obtain a quality control analysis of different products containing onco A. The method was
shown to be low cost, using a C-18 column and a mobile phase composed of acidified
water/Acetonitrile (70:30) and a flow of 0.7 mL/min. Additionally, thermodynamic

parameters suggest the formation of a stable inclusion complex onco A: HP-y-CD.

Keywords: Validation studies. Soy oil. Oncocalixone A. Solubility. Thermodynamics.
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1 INTRODUCAO

A oncocalixona A (onco A), uma quinona natural, possui uma série de propriedades
bioldgicas, tais como antioxidante (FERREIRA et al., 2003; BOYE et al., 2013), citotoxica
frente a linhagens cancerosas (LEVYA et al., 2000; PESSOA et al., 2004); antibacteriana
(LLAYAJARA et al., 2014); inibidora de agregacdo plaquetaria (FERREIRA et al., 2008);
hipoglicemiante  (SIVAGNANAN; KALAIVANANAN; RAJAMANICKAM, 2013);
antitumoral (BARRETO et al., 2013); Leishmanicida (VIANA et al., 2015); inibidora de
contragdo neurogénica (MATOS et al., 2017); analgésica e anti-inflamatoria (FERREIRA et
al., 2004; LLAYAJARA et al., 2014). Assim, a onco A apresenta-se promissora para 0
desenvolvimento de novos medicamentos, e 0 conhecimento de suas propriedades fisico-
quimicas é essencial para produzir uma forma de dosagem farmacéutica.

A acdo anti-inflamatdria e analgésica da onco A foi reportada por Ferreira et al.
(2004). Entretanto, observou-se que apos a adminstracdo oral do referido composto, houve
uma diminuicdo na atividade anti-inflamatoria, sugerindo baixa biodisponibilidade da quinona
(FERREIRA et al., 2004). As propriedades fisico-quimicas, tais como solubilidade,
coeficiente de particdo e pKa podem influenciar sob diferentes formas nos parametros
farmacocinéticos da molécula e, consequentemente, a sua biodisponibilidade apds
administracdo oral (MICHELETTI et al., 2009; MARTINS et al., 2010).

As ciclodextrinas (CDs) representam uma abordagem terapéutica promissora para
aumentar a disponibilidade de onco A. Na industria farmacéutica, as CDs sdo usadas devido a
sua capacidade de formar complexos de inclusdo, incrementando a solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade de moléculas bioativas (DINAR et al., 2014; PINHO et al., 2014),
aumentar dissolucdo e estabilidade fisico-quimica, melhorar a vida util, modificar o perfil e 0
tempo de liberacdo dos farmacos (SALUSTIO et al., 2011; ADEOYE; CABRAL-
MARQUES, 2017; CONCEICAO et al., 2018). As CDs sdo capazes de aumentar a
permeabilidade do farmaco através de barreiras bioldgicas, sem causar alteracfes permanentes
nas membranas, modificando assim suas propriedades fisico-quimicas e comportamento in
vivo (LOFTSSON; BREWSTER, 1996; LOFTSSON; MASSON, 2001; LOFTSSON;
DUCHENE, 2007).

O primeiro passo na avaliacdo fisico-quimica de um composto é determinar sua
solubilidade. Essa propriedade da molécula é crucial para projetar um produto farmacéutico,
pois afeta diretamente a formulacdo, influenciando no perfil farmacocinético e,

consequentemente, na eficacia do proprio composto (DI; KERNS; CARTER, 2009). Além
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disso, é possivel estimar a biodisponibilidade do fa&rmaco através da determinacdo de sua
capacidade de atravessar as membranas celulares, a qual € avaliada por meio do coeficiente de
particdo do farmaco. Este parametro informa sobre lipofilia da molécula e € um dos
descritores mais relevantes aplicados no estudo da absorcéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade de farmacos (KERNS; DI, 2008; SHARAPOVA et al., 2017).

Diante do exposto, primeiramente a determinacdo das propriedades fisico-quimicas
tais como a solubilidade e coeficiente de particdo do onco A, bem com o desenvolvimento e
validacdo de um método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) que possa se
aplicar na determinacdo desses parametros, é imprescindivel para o desenvolvimento de
novos medicamentos, uma vez que a CLAE é uma técnica versatil para a separacdo de
produtos naturais em diferentes matrizes (WOLFENDER, 2009).

Complementando estudos fisico-quimicos de moléculas candidatas a farmacos,
algumas pesquisas demonstram melhorias na determinagdo das interagdes entre essas
moléculas hdspedes e ciclodextrinas nos respectivos complexos de inclusdo formados
(PAULA et al., 2012; AGNES et al., 2017; XAVIER-JUNIOR et al., 2017; ZHANG et al.,
2017). A calorimetria de titulacéo isotérmica (ITC) é atualmente considerado um método mais
importante para a caracterizagdo dos mecanismos de interacdo de CDs com farmacos
(BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012; NARAYANAN et al., 2017). Através de estudos de
ITC é possivel determinar constantes de associacdo e estequiometria de moléculas
interagentes em solugdes aquosas, com base na medicdo de mudangas em seus parametros
termodinamicos, tais como a variacdo de entalpia (AH), que reflete o calor liberado ou
absorvido durante a interagdo. Além disso, a entropia (AS) e a energia livre de Gibbs do
processo (AG) (BOUCHEMAL et al., 2009; SEGURA-SANCHEZ et al., 2009; SAJEESH et
al., 2010; MAZZAFERRO et al., 2011; NARAYAN et al., 2017).

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterizacdo fisico-quimica da
onco A e complementar os estudos de caracterizacdo através de estudos de ITC entre onco A
e diferentes CDs para a obtencdo de complexos de inclusdo, no intuito de otimizar a
encapsulacdo da molécula em sistemas de liberacdo controlada com propriedades

mucoadesivas para administracdo por via oral.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a onco A dos ponto de vista fisico-quimico e em complexo de inclusdo
com ciclodextrinas para aplicacdo da molécula em sistemas de liberacdo controlada para
administracdo por via oral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Desenvolver e validar um método de quantificacdo da onco A por CLAE;

(\

Determinar a solubilidade da onco A em solugdes aquosas com diferentes pHs e 0leos;

v Determinar o coeficiente de particdo experimental da onco A, em 6leos vegetais e
triglicerideos de cadeia média;

v Realizar estudos de calorimetria de titulacdo isotérmica entre a onco A e diferentes
tipos de ciclodextrinas;

v’ Obter complexos de inclusdo da onco A com ciclodextrinas;

v’ Caracterizar os complexos de inclusdo atrdves de ressondnca magnética nuclear,

espectroscopia no infravermelho, analises térmicas e microscopia eletrbnica de

varredura.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

As plantas enfrentam varios oponentes em sistemas naturais e, portanto, possuem uma
defesa inumeravel e evoluiram com multiplos mecanismos de resisténcias, através dos quais
sdo capazes de lidar com varios tipos de estresse bidtico e abidtico (BALLHORN et al.,
2009). As plantas se defendem produzindo alguns compostos de natureza quimica diversa
chamados como metabdlitos secundarios, que sdo reconhecidos como compostos que Sdo
essenciais para a aclimatacdo da planta e defesa, mas ndo tém papel fundamental na
continuacdo dos seus processos vitais. Quase 100.000 moléculas de metabdlitos secundarios
foram identificadas com peso molecular inferior a 150 kDa e producéo inferior a 1% do peso
da matéria seca (OKSMAN-CALDENTEY;; INZE, 2004).

Os metabdlitos secundarios também contribuem para os odores, sabores, toxinas e
cores naturais especificos das plantas (MAZID; KHAN; MOHAMMAD, 2011), além de
fontes exclusivas de aditivos alimentares, sabores e substancias farmaceuticamente ativas
(RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). Com base na via biossintéetica (Figura 1), os
metabolitos secundarios de plantas sdo classificados em trés grupos principais: terpenos,
compostos fenolicos e compostos contendo nitrogénio (BOURGAUD et al., 2001; FANG et
al., 2011).

Figura 1 - Esbogo geral da via biossintética de metabdlitos secundarios em plantas.

Metabolismo Primario
I v ¥

 Eritrose-4-Fostato | | Fosfoenolpirvato | | Piruvato | | 3-fosfoglicerato |
v

"I.@ceﬂl(‘n.\] l Mevalonato ]

Fonte: Adaptado de Verma e Shukla (2015).
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As concentracdes dos metabolitos nas plantas sdo afetadas por varios fatores abioticos
como temperatura, seca, salinidade, sazonalidade, ritmo circadiano, altitude, luz, radiacédo
UV, ions metalicos, deficiéncias de nutrientes, etc. (GOUVEA et al., 2012). Além disso, a
concentracdo de metabdlitos secundarios nas plantas também depende das condigdes de
crescimento e vias metabolicas relacionadas (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011).

A inducéo da biossintese de metabdlitos secundarios de plantas e sua alta concentragédo
também é dependente da resposta ao ataque de patogénios (fatores bidticos) para proporcionar
defesa as plantas hospedeiras. A biossintese e a concentracdo desses metabolitos secundarios
afetados por diferentes fatores foram descritas por vérios estudos (BROUN et al., 2006;
GOUVEA et al., 2012; VERMA; SHUKLA, 2015). Metabdlitos como compostos fendlicos,
por exemplo, apresentam variacdo em diferentes niveis genéticos, fisioldgicos e de
desenvolvimento em resposta a fatores ambientais, como disponibilidade de nutrientes e
intensidade de luz, etc. (KOTILAINEN et al., 2010; LARBAT et al., 2012; NAGHILOO et
al., 2012).

A concentracdo e o0 acimulo de metabdlitos secundarios também sdo afetadas no nivel
geneético. Os genes envolvidos na via biossintética sdo geralmente controlados por varios
fatores de transcricdo que desempenham um papel importante na regulacdo da concentracao,
acumulo e biossintese de diferentes metabdlitos secundarios. O aumento na producdo de
diferentes metabolitos secundarios pode ser alcancado através da cultura in vitro de tecidos,
utilizando-se reguladores de crescimento de plantas que claramente demonstram que sua
concentracdo pode ser alterada. Geralmente, tem sido observado que os metabdlitos
secundarios ndo permanecem estabilizados como outros caracteres qualitativos e
quantitativos. Assim, os fatores que influenciam a flutuagdo nos metabolitos secundérios de
plantas podem ser divididos em quatro grupos principais: (I) fatores genéticos, (Il)
ontogeénicos (I11), morfogenéticos e (IV) ambientais. Todos esses quatro fatores principais sao
importantes na producdo ou no acumulo dessas moléculas (VERMA; SHUKLA, 2015)
(Figura 2).
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Figura 2 - Vérios fatores que afetam a sintese de metabdlitos secundarios em plantas.

Fatores que Influenciam a produgao de metabolitos secundarios de plantas

y y \ v
éti Ontogénicos Morfogenéticos Ambientais

l

Bioticos

Bactérias
Virus
Fungos
parasitas

Fonte: Adaptado de Verma e Shukla (2015).

Os metabolitos secundarios possuem atividades bioldgicas importantes, muitos séo de
grande valor comercial. Do ponto de vista farmacéutico, 0 maior interesse estd no nimero
elevado de substancias farmacologicamente importantes (SOBRINHO et al., 2011). Na
verdade, esses compostos tém sido utilizados ha séculos no tratamento de doencas humanas.
Relatorios do uso de plantas medicinais remotam aos tempos antigos. Os registros escritos
datam de pelo menos 5000 anos para os sumérios (SWERDLOW, 2000) e os registros
arqueoldgicos sugerem o uso ainda mais antigo de plantas medicinais (PIERPOINT, 1994).
No nordeste brasileiro, no Estado do Ceara especificamente, cerca de 46% das plantas sdo
conhecidas e utilizadas na medicina tradicional, devido a sua abundancia de metabolitos
secundarios (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).

3.2 PAU BRANCO (Cordia oncocalyx Allemao)

A Caatinga ocupa mais de 10% do territorio nacional, sendo considerado o bioma do
semiarido mais rico do mundo em biodiversidade (BRASIL, 2018) e o Unico bioma
exclusivamente brasileiro. A relacdo entre os fatores abidticos como solo-clima-pluviosidade
pode explicar, em parte, a grande diversidade de fisionomias aliada a composicéo floristica,
com muitas das espécies vegetais endémicas no bioma. Estima-se que pelo menos 932
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espécies foram registradas na regifo, sendo 380 delas endémicas (GUIMARAES; COELHO;
AZEVEDO, 2013).

Entre essas espécies endémicas, destaca-se Cordia oncocalyx Alleméo
(GOTTSCHLING; MILLER, 2006), pertencente a familia Boraginaceae, denominada
anteriormente como Auxemma oncocalyx (Allemio) Baill (GUIMARAES; COELHO;
AZEVEDO, 2013). O género Cordia apresenta uma ocorréncia e distribuicdo em areas com
clima tropical e subtropical nas Américas Central e do Sul, india, Asia e Africa. As espécies
do género Cordia sdo especialmente incluidas em estudos de produtos naturais de origem
vegetal devido a sua diversidade de propriedades quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas
(MATIAS et al., 2010a, MATIAS et al., 2010b).

Cordia oncocalyx apresenta os seguintes nomes populares no Estado do Cearéa: louro-
branco, pau branco, pau branco-preto e pau branco-do-sertdo; no Rio Grande do Norte: frei-
jorge, freijo, pau branco e pau branco preto (CARVALHO, 2008). O médico e botéanico
brasileiro Francisco Freire Allemao (1797-1874) foi o descobridor do potencial de madeiras
de espécies da Caatinga, entre elas o pau branco (MORAIS, 2005) e a descreve como arvore
de pequeno porte, produtora de madeira pesada e de boa qualidade, resistente ao ataque de
fungos e cupins, bastante empregada na construgdo civil, marcenaria e carpintaria. Como
conseqiiéncia da beleza de suas flores, brancas e em densas paniculas terminais, séo
empregadas no paisagismo, na ornamentacao de pracas e avenidas (LEMOS et al., 2005).

Cordia oncocalyx € uma espéecie arborea com copa frondosa e carater deciduo,
atingindo em estagio adulto uma altura de aproximadamente 12 m e 45 cm de didmetro
(Figura 3A) (CARVALHO, 2006; GOTTSCHLING; MILLER, 2006). O tronco apresenta-se
ramificado com multitroncos em uma altura do solo de 20 a 30 cm, é dicotdmica e muito
ramificada, sua casca externa encontra-se esbranquicada com didmetro de 1 mm a 3 mm,
salientes e dispostas irregularmente e nelas podem ser destacadas facilmente do tronco, sua
casca interna apresenta uma coloracao bege-clara, exudado aquoso, sem sabor e odor distinto.
As folhas sdo elipticas, integras e serradas do meio para o apice, oblongas ou oblongo-ovadas,
apresenta glandulas salientes em sua face adaxial e esparsas, com pélos simples ao longo das
nervuras na sua face abaxial apresentando raros tricomas (Figuras 3B e 3D). Seu peciolo é
cilindrico, mais ou menos desenvolvido, chegando a atingir até 4 cm de comprimento
(CARVALHO, 2008).
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Figura 3 - Aspectos da planta de Cordia oncocalyx Allemao.

A = Exemplar adulto, B = muda com seis meses de idade, C = fruto verde, D = fruto maduro, E =
folhas com bordas serreadas, F = fruto ap6s uma semana de fecundagdo, G = fruto maduro apos a
perda das brécteas, H = flores e botdes florais, | = fruto com endocarpo, J = plantula com folhas
cotiledonares. Fonte: Adaptado de Guimardes; Coelho e Azevedo (2013).

A inflorescéncia é do tipo tirso constituida de densas paniculas, suas flores sdo alvas e
perfumadas (Figura 3H). O periodo de floracao se inicia ha cerca de um més apds o inicio das
chuvas e se estende por até 120 dias (SILVA; MACHADO, 1997). O calice é campanulado,
medindo 0,2 cm a 0,3 cm, piloso na face externa e glabro na face interna, com cinco dentes. A
corola é campanulado infundibuliforme, medindo cerca de 0,75 cm a 1 cm, actinomorfa,
pilosa na face externa e glabra na interna. O fruto € do tipo drupa elipsoide, periforme,
medindo de 1,5 cm a 2 cm de comprimento e 1,7 cm de largura, envolta por uma vesicula
penta-angulosa, formada pelo célice acrescente e em forma de baldo inflado (Figuras 3C, 3D e
3G), conico, medindo de 5 cm a 8 cm de comprimento, com 1 a 4 sementes o que facilita a
dispersdo pelo vento, ou seja, anemocoria (SILVA; MACHADO, 1997; SILVEIRA et al.,
2005; CARVALHO, 2008). A formagéo e amadurecimento dos frutos ocorrem entre abril e
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setembro, com a subsequente disperséo por anemocoria (SILVA; MACHADO, 1997). As
sementes apresentam forma eliptico acuminada, asperas e normais (Figura 31) (CARVALHO,
2008).

Cordia oncocalyx é amplamente empregada no nordeste brasileiro para diversas
finalidades. Estudos farmacolégicos anteriores mostraram que o extrato hidroalcodlico do
caule possui atividade antiplaquetaria (FONTENELE; SOUSA, 1992) e esse efeito foi
confirmado em uma fracdo hidrossoltvel, obtida a partir do extrato metandlico do cerne, que
também apresentou atividade antioxidante (FERREIRA et al., 1999; FERREIRA et al., 2001).

Ademais, uma fracdo solivel em 4gua de um extrato etandlico obtido do cerne de C.
oncocalyx mostraram inibir a agregacdo plaquetaria humana induzida por varios agonistas
como, colageno, trombina, acido araquidonico e adrenalina em plasma rico em plaquetas, de
maneira reversivel e dependente de concentracdo (FERREIRA et al., 1999). Além disso, este
extrato aprsentou propriedades antioxidantes, analgésicas e antiinflamatérias in vivo
(FERREIRA et al., 2003; FERREIRA et al., 2004). Outros efeitos também foram atribuidos
ao extrato hidroalcodlico, como atividades antitumoral (PESSOA et al., 1992), analgésica e
antiinflamatdria (LINO et al,. 1996).

Das cascas retira-se quantidade significativa de alantoina (PESSOA; LEMOS, 1997),
substancia com propriedades cicatrizante, anti-inflamatéria e regeneradora de tecidos
necrosados cientificamente comprovadas. Desta forma, acredita-se que a alantoina seja o
principio ativo das cascas deste vegetal (GUIMARAES; COELHO; AZEVEDO, 2013).
Muitos outros metabolitos secundarios também foram isolados do extrato hidroalcodlico,
incluindo o p-sitosterol, seu glicésido (3B-O-Dglucopiranosil sitosterol), quinonas
monoterpenoides e hidroquinonas (PESSOA et al., 1993; PESSOA et al., 1995; MARQUES
et al., 2000).

O principal composto isolado de C. oncocalyx foi oncocalixona A (onco A), uma
quinona meroterpenoide, que foi obtida em quantidades significativas. Em geral, os
compostos ativos sdo isolados em pequenas quantidades, no entanto, onco A é o principal
composto produzido por C. oncocalyx (0,13% do extrato bruto). Isto, quando combinado com
suas propriedades ativas, torna 0 onco A, um composto adequado para o desenvolvimento de
farmacos (BARRETO et al., 2013).
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3.3 ONCOCALIXONA A: UMA QUINONA COM ATIVIDADES BIOLOGICAS

As quinonas sdo metabolitos secundarios isolados principalmente de plantas, que
possuem um sistema aromatico (saturado hexaciclico) di-ona ou di-cetona (EYONG; KUET;
EFFERTH, 2013; CASTRO et al., 2005). 1,4-Benzoquinona ou p-benzoquinona (Figura 4) €
a estrutura basica dos compostos quinonoides (ABRAHAM et al., 2011). Essa estrutura
quimica caracteristica das quinonas é de grande importancia em alguns processos biolégicos,
uma vez que é responsavel pelas propriedades terapéuticas (BAYEN et al., 2007). Esses
metabolitos sdo geralmente derivados da oxidacdo de compostos fendlicos e incluem
benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e poliquinonas (FERREIRA et al., 2003,
EYONG; KUET; EFFERTH, 2013).

Figura 4 - Estutura quimica do 1,4-benzoquinona e p-benzoquinina.

O

O

Fonte: Adaptado de Eyong; Kuet e Efferth (2013).

3.3.1 Propriedades Fisico-quimicas

A oncocalixona A (onco A) (rel-8a-hidroxi-5-hidroximetil-2-metoxi-8a,B-metil-
7,8,8a,9-tetrahidro-1,4 antracenediona) (Figura 5) ¢ uma p-benzoquinona (COSTA et al.,
2012) que apresenta-se como um po vermelho escuro soltvel em solventes organicos como
acetona e clorofomio (FERREIRA et al., 2004; CUNHA, 2005; ILLAJARA et al., 2014),
etanol (COSTA et al., 2002; ABRAHAM et al., 2011; ILLAJARA et al., 2014), metanol
(FERREIRA et al., 2003; ILLAJARA et al., 2014). O conhecimento da solubilidade das
moléculas candidatas a farmacos é crucial para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos,
uma vez que afeta o desenvolvimento da formulacdo, além de influenciar parametros
farmacoconéticos e consequentemente na eficacia do proprio composto (SHARAPOVA et al.,
2017).
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Figura 5 - Estrutura quimica da oncocalixona A.

Fonte: Costa et al. (2012).

Os estudos fisico quimicos da onco A se concentraram em um amplo espectro de
topicos relacionados a ocorréncia na natureza (MARQUES et al., 2000; COSTA et al., 2004;
PESSOA et al., 2006), sintese (CASTRO et al., 2005; ABRAHAM et al.,, 2011),
desenvolvimento de sensor para determinacdo analitica (COSTA et al., 2008), uso de métodos
eletroquimicos para estudos de interagdo com DNA, Nucleobases e N-Acetilcisteina (COSTA
et al., 2012), quimica computacional (JOSH et al., 2013; XAVIER-JUNIOR et al., 2019),
estudos de calorimetria de titulacdo isotérmica, complexacdo com ciclodextrinas e modelagem
molecular (XAVIER-JUNIOR et al., 2019).

A abundancia de artigos que descrevem o0s aspectos multifuncionais acima
mencionados demonstra interesse contemporaneo na quimica dessa quinona. Contudo, ndo héa
estudos na literatura, acerca de algum método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para quantifica-la em formulacdes farmacéuticas, bem como literatura também néo
apresenta nenhum dado sobre determinacfes experimentais de solubilidade, coeficiente de
particdo (logP) para a referida molécula.

O coeficiente de particdo é um dos mais relevantes representantes de lipofilicidade,
aplicados a absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade de um composto.
Além disso, é possivel estimar a biodisponibilidade do composto através da determinagéo de
sua capacidade de atravessar membranas celulares, que é avaliada pela lipofilia do composto
como um coeficiente de particio em sistemas octanol/dgua (KERNS; DI, 2008;
SHARAPOVA et al., 2017).
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Sendo assim, a determinacdo experimental da solubilidade, coeficiente de particdo,
bem como um método de quantificacdo de moléculas candidatas a fArmacos sdo fundamentais
para estudos de formulacGes posteriores, de sistemas farmacéuticos tanto convencionais

quanto de liberacdo controlada, para veiculagdo de farmacos (KERNS; DI, 2008; XAVIER-

JUNIOR et al., 2016).

3.3.2 Propriedades Biologicas da Onco A

Vérias atividades bioldgicas ja foram comprovadas para a onco A, a Tabela 1 mostra

as atividades ja descritas pela literatura:

Tabela 1 - Atividades bioldgicas da onco A.

Atividades Farmacologicas

Referéncias

Anti-agregante plaquetario

Antibacteriana
Antiglicante (in vitro)
Antimitética (in vivo)
Antioxidante (in vivo)

Antitumoral

Analgésica e anti-inflamatdria (in vivo)

Citotoxica frente a linhagens cancerosas

Genotoxicidade (in vitro)

Hipoglicemiante

Inibidora de contracdo neurogénica

Leishmanicida

(FERREIRA et al., 1999; FERREIRA et al.,
2008)
(LLAYAJARA et al., 2014)
(VIEIRA DE MELO et al., 2015)
(COSTA-LOTUFO et al., 2002)
(FERREIRA et al., 2003)
(BARRETO et al., 2013)
(FERREIRA et al., 2004; LLAYAJARA et
al., 2014)
(PESSOA et al., 2000; LEVYA et al., 2000;
PESSOA et al., 2004)

(PESSOA et al., 2003)
(SIVAGNANAN; KALAIVANANAN;
RAJAMANICKAM, 2013)
(MATOS et al., 2017)

(VIANA et al., 2015)

Fonte: autor proprio.
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Além das atividade descritas na Tabela 1, Matos et al. (2017), colocam a onco A como
um possivel agente util para varias indicacdes terapéuticas, como dores neuropaticas,
espasmos intestinais neurogénicos com dores abdominais agudas, diarreia com aumento do
peristaltismo e ejaculacdo precoce (MATOS et al., 2017). Alguns mecanismos de agéo ja
descritos para a onco A envolvem a ativacdo de macrofagos microbicidas reponsavel por sua
acao Leissmanicida (VIANA et al., 2015), interferéncia na ativacdo plaquetaria induzida por
colageno associada a um aumento dos niveis de GMPc, ndo dependente do NO e com o
bloqueio da glicoproteina GP Iba (FERREIRA et al., 2008), inibi¢do da sintese de DNA na
fase S do ciclo celular, além de interferir com na polimerizacdo de tubulina e formacéo de
fuso mitdtico (COSTA-LOTUFO et al.,, 2002). Adicionalmente, estudo sugere que a
semelhanca das antraquinonas anticancerigenas, a onco A é capaz de se intercalar com o DNA
através de ligacao de hidrogénio (PESSOA et al., 2004).

A acdo anti-inflamatdria e analgésica foi reportado por Ferreira et al. (2004), no qual a
administracdo de oncocalixona A por via intraperitoneal, nas doses de 10 e 30 mg/Kg inibiu,
respectivamente 57 e 60% de reacdes inflamatdrias experimentais. Por outro lado a
adminstracdo oral do referido composto, inibiu cerca de 25 a 29% com doses de 100 a 200
mg/Kg de peso corporal, respectivamente, sugerindo baixa atividadae anti-inflamatoria
quando administrada por via oral (FERREIRA et al., 2004).

Essa diminuigdo na atividade farmacoldgica observada por Ferreira et al. (2004), pode
resultar da inativacdo da molécula por acdo do acido cloridrico estomacal, de uma absorc¢éo
ineficiente no trato gastrointestinal ou ainda de uma execessiva metabolizacdo de primeira
passagem, uma vez que ambos os fatores podem justificar o comprometemento da
disponibilidade oral da onco A. Considerando a indispensabilidade de encontrar novas
moléculas com atividade anti-inflamatdria, os resultados de Ferreira et al. (2004) sugerem a
necessidade de melhorar a biodisponibiliddae oral da onco A no intuito de aperfeicoar sua
atividade anti-inflamatéria, administrando-a por uma via de administracdo ndo invasiva e
consequentemente de maior comodidade para os pacientes.

Nesse contexto, a complexacdo com ciclodextrinas bem como a aplicacdo da
nanotecnologia farmacéutica, através do uso de um sistema de liberacdo controlada de
farmacos para administracdo por via oral, especificamente um sistema mucoadesivo, seria
uma alternativa para contornar tais limitagGes, uma vez que a camada mucoadesiva gera uma
forte interacdo com a mucosa intestinal evitando a descarga do farmaco no limen, resultando
em liberacdo unidirecional na superficie da mucosa, impedindo o acesso de enzimas liticas,

impedindo a degradacdo dos farmacos veiculados e favorecendo a permeacdo atraves das
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membranas intestinais (BANERJEE; LEE; MITRAGOTRI, 2016; KIRSCH; HANKE;
WEITSCHIES, 2017).

3.4 CICLODEXTRINAS

Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-
glicose unidas através de liga¢des glicosidicas a(1-4). Sdo obtidas a partir da degradacéo do
amido por acdo das enzimas denominadas como CD glicosiltransferases (CGTases)
(BRITTO; NASCIMENTO; SANTOS, 2004; VENTURINI et al., 2008). Do ponto de vista
estrutural, as CDs apresentam-se na forma de “cones truncados” com a borda mais larga
formada pelas hidroxilas secundarias em C-2 e C-3 e a face mais estreita constituida pelas
hidroxilas primarias ligadas em C-6. A dimensao da cavidade é determinada pelo nimero de
unidades de glicose constituintes da CD (BRITTO; NASCIMENTO; SANTQOS, 2004; PINHO
etal., 2014).

As mais importantes CDs apresentam ocorréncia natural e que apresentam maior
rendimento sdo as o (alfa), B (beta) e y (gama) CDs que possuem seis, sete € 0ito monémeros
de glicose, respectivamente (SA-BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008; VENTURINI et al.,
2008). Estas moléculas possuem cavidade de 7,9 A de profundidade. Os diametros superior e
inferior da cavidade das CDs sdo 4,7 € 5,3 A para a 0a-CD, 6,0 ¢ 6,5 A paraa B-CDe 7,5¢ 8,3
A para a y-CD (VENTURINI et al., 2008).

Figura 6 - Representacdo de a-CD, B-CD e y-CD (da esquerda para a direita) e do aspecto
truncado das CDs.

Cavidade
Hidrofobica

&

Superficie ,; —
Hidrofilica .

Fonte: Adaptado de Pinho et al. (2014).
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Essas moléculas apresentam uma cavidade hidrofébica e um exterior hidrofilico,
caracteristicas que confere a essas CDs a capacidade de formar complexos de inclusdo com
aminoacidos, vitaminas, farmacos, etc (DINAR et al., 2014; PINHO et al., 2014). Ademais,
as ciclodextrinas tém sido utilizadas em aplicacbes como a catalise (NOEL et al., 2014),
separacdes (MALTA et al., 2008) e remogdo de contaminantes organicos de efluentes
(CASSEZ et al., 2006).

Atualmente, existem centenas de derivados das CDs. Entre eles, os derivados
hidroxialquilados, por exemplo, os derivados hidroxipropil da B-CD e Y-CD (HP-B-CD e HP-
Y-CD), que derivam da substituicdo dos grupos hidroxilicos em C2, C3 e C6 por substituintes
2-hidroxipropil; os metilados da B-CD, como, por exemplo, 2,3,6-metil-B-CD, derivado
metilado aleatorio na posicdo C2, C3 ou C6, cuja designacdo € randomly methylate p-
cyclodextrin (RMBCD) e as sulfobutil-éter-p-CD (SBE-B-CD), poli-anibnica, cuja
substituicdo em R= -(CH2)4S0;  Na’ podera complexar moléculas neutras, ndo somente pela
inclusdo na cavidade das CDs, mas também, por interacdo com as cadeias alquilicas dos
substituintes (OKIMOTO et al., 1996; THOMPSON, 1997; ZIA; RAJEWSKI; STELLA,
2001; MOSHER; THOMPSON; 2002).

Os derivados de CDs foram sintetizados por aminac0es, esterificacfes ou eterificagdes
de grupos hidroxila primarios e secundarios nas CDs (Figura 7). Os grupos hidroxila podem
ser derivados para modificar a especificidade e as propriedades fisicas e quimicas da CD. Em
particular, os grupos 6-OH sdo os mais facilmente derivatizados para fazer CDs com melhor
solubilidade, estabilidade a luz ou ao oxigénio, ou controlar a atividade quimica de moléculas
hospedeiras (SILKDER et al., 2019).

Figura 7 - Representacdo de uma CD e suas hidroxilas primarias e secundarias.
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Fonte: Adaptado de Silkder et al. (2019).
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Desta forma, os CDs podem ser modificados para produzir derivados com estruturas
quimicas e propriedades alteradas. A solubilidade de derivados de CD varia de acordo com o
substituinte e a posse de uma cavidade hidrofobica alterada (SZETJLI, 1998). A diversidade
de derivados de CD também facilita a formagdo de complexos supramoleculares, permitindo,
inclusive, a ligagdo covalente ou ndo covalente entre si, através de reagdes de reticulagdo bem
estabelecidas (SILKDER et al., 2019). As caracteristicas de alguns CDs modificados

selecionados sdo fornecidas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas e aplicacdes das CDs e derivados.

Derivado Caracteristicas Principais Referéncias
Ciclodextrina Aplicacaoes
a-CD Solubilidade Farméacia/Cosmeéticos (CHIOU; LI, 2003)
145 mg/mL
B-CD Solubilidade Farmacia/Medicina (CHIOU; LI, 2003)
185 mg/mL
Y-CD Solubilidade Farméacia/Cosméticos (CHIOU; LI, 2003)
232 mg/mL
HP-B-CD Solubilidade AplicacOes ambientais (FENYVESI et al., 2005)
>600 mg/mL
CDs Metiladas Hidrofilicas Solubilizante para (FENYVESI et al., 2005)
(Metil-B-CD) compostos organicos
CDs Hidroxiladas Hidrofilicas Solubilizante e (UEKAMA; FUMITOSHI;
(2-Hidroxi- carreador de farmacos TETSUMI, 1998;
propil-p-CD) hidrofébicos/Potencial UEKAMA, 2012)
interacdo com metais
ibnicos
CDs Ramificadas Hidrofilicas Ideais para remocao de (YAMAMOTO et al.,
(Glicosil-B-CD; colesterol de eritrocitos 1989; HIRAYAMA
Maltosil-B-CD; humanos YAMAMOTO; UEKAMA,
Dimaltosil-pB-CD) 1992)
CDs aciladas Hidrofobicas/ Facilmente degradavel (CESTEROS;
Alta estabilidade por acidos e bases; GONZALEZ-TERESA,
Interagem com KATIME, 2009)
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poluentes organicos

CDs anibnicas

lonizaveis/
Derivados com

cargas negativas

Eficaz separador
quiral/coordena com
ions metalicos,
especialmente cations

lantanideos

(IRENE; KONSTANTINA,
2015)

CDs catibdnicas

lonizaveis/Alta
mobilidade

eletroferética/

Eficaz separador quiral,
Separacao

enantiomérica de

(JUDSON et al., 1998)

Alta herbicidas de &cido
solubilidade fenoxipropionico
Sulfobutileter- Solubilidade Agente solubilizante (LUNA et al., 1996)
B-CD >500 mg/mL seguro; agente
estabilizante e seletor
quiral
B-CD-metilada Solubilidade Uso efetivo em (YANLI et al., 2010)
aleatoriamente >500 mg/mL | produtos farmacéuticos,
cosméticos e
tecnologias de
remediacdo do solo
Hidroxipropil-Y'- Solubilidade Agente solubilizante e (VEIGA; AHSAN, 1999)
CD >500 mg/mL aprimora a dissolucao
de algumas moléculas
Epicloridrina-p- Solubilidade Potencial para interagir | (GIDWANI; VYAS, 2014)
CD >500 mg/mL com poluentes
ambientais
Carboximetil Solubilidade Altamente funcional (FOLCH-CANO;
Epicloridrina-p- >250 mg/mL para fins ambientais; YAZDANI-PEDRA,;

CD

facilmente

biodegradavel

OLEA-AZAR, 2014)

Fonte: Adaptado de Skilder et al. (2019).
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3.4.1 Ciclodextrinas na Industria Farmacéutica

Na inddstria farmacéutica, as CDs sdo amplamente utilizadas como carreadores de
farmacos, incrementando a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de moléculas bio-
ativas (DINAR et al., 2014; PINHO et al., 2014). Ademais, as CDs séo utilizados na industria
farmacéutica com propositos de aumentar a dissolugdo e a biodisponibilidade a estabilidade
fisico-quimica e melhorar a vida Util dos farmacos, além de modificar o perfil e o tempo de
liberacdo dos farmacos e minimizar as reagcdes adversas a medicamentos, como irritacdo
gastrointestinal e ocular; reduzir ou eliminar o gosto e o cheiro desagradaveis; prevenir
interacdes farmaco-farmaco ou farmaco-excipiente, além de converter farmacos liquidos em
p6s microcristalinos ou amorfos (SALUSTIO et al., 2011; ADEOYE; CABRAL-MARQUES,
2017; CONCEICAO et al., 2018).

Além disso, a complexacdo da CD também pode ser explorada para mascarar reduzir a
evaporacdo e estabilizar substancias volateis, proteger moléculas sensiveis a luz ou ao
oxigénio, converter substancias liquidas e éleos em po de fluxo livre (MURA, 2014). Estudos
mostraram que as CDs sdo capazes de aumentar a permeabilidade do farmaco através de
barreiras bioldgicas, sem causar alteragdes permanentes nas membranas, modificando assim,
suas propriedades fisico-quimicas e comportamento in vivo (LOFTSSON; BREWSTER,
1996; LOFTSSON; MASSON, 2001; LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

O uso farmacéutico das ciclodextrinas naturais (a-CD, B-CD e y-CD) vem sendo
gradativamente substitudo, ao longo dos anos, pelos seus derivados semi-sintéticos que
oferecem maior capacidade de incluséo, solubilidade aquosa, estabilidade e menor toxicidade,
devido as alteragbes das suas propriedades fisico-quimicas originais (GUEDES et al., 2008).
Nesse sentido, CDs naturais e modificados tém sido usados para superar as desvantagens dos
farmacos e melhorar sua baixa solubilidade em agua (PASSOS et al., 2012; PASSOS et al.,
2013). Além disso, os CDs também demonstraram sua capacidade de incluir moléculas
hospedeiras sollveis em agua (SOUSA et al., 2008).

A complexacdo sofre grande influéncia da geometria da molécula hdspede, das
propriedades fisico-quimicas da CD tais como o tamanho da cavidade e hidrofilicidade do
exterior. Além disso, os métodos e variaveis envolvidas na reacdo de complexacao
(liofilizacdo, temperatura e pH) também sdo relevantes nesse processo (LOFTSSON;
BREWSTER, 2001; LOFTSSON; BREWSTER, 2010).

Embora o papel tradicional das ciclodextrinas (CDs) na industria farmacéutica tenha

sido o de melhorar a solubilidade aquosa, a estabilidade fisico-quimica e fisioldgica e a
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capacidade de entrega substancias ativas através da formagdo de complexos de inclusdo com
varias moléculas farmacologicamente ativas (Figura 8) (LOFTSSON; BREWSTER, 1996;
LOFTSSON; DUCHENE, 2007), outras formas de complexos, como os complexos de n&o
inclusdo ou associacdo, também foram descritos na literatura com a mesma finalidade
(LOFTSSON; MASSON; BREWSTER, 2004).

Figura 8 - Esquema de uma formacéo tipica de um Complexo de Inclusao.

Fonte: Mura (2014).

As forgas intermoleculares envolvidas na complexagdo de inclusdo sé@o interacfes
hidrofdbicas, dipolo-dipolo, interacdo eletrostatica, Van der Waals, forcas de dispersdo de
London e ligagbes de H (LIU; GUO, 2002; MURA, 2014; RADU; PARTENI; OCHIUZ,
2016). Nenhuma ligacdo covalente é formada durante todo o processo de complexacéo
(MURA, 2014; MAGNUSDOTTIR; MASSON; LOFTSSON, 2002). Aprincipal forca motriz
é considerada a substituicdo das interacdes polar-apolares, desfavorecidas, entre as moléculas
de 4gua inclusas e a cavidade da CD, pelas interacdes apolares-apolares, mais favoraveis,
entre 0 hdspede e o cavidade do hospedeiro (MURA, 2014).

O exterior dos CDs compreende grupos terminais OH- que criam um ambiente &cido
que pode ligar covalentemente funcdes hidrofilicas permitindo interages fisicas, ligacdes de
hidrogénio, hidrofobicas, Van der Waals, eletrostéticas, de troca idnica, quelacdo, além de
reacOes A&cido-base ou precipitacdo, caracterizando os complexos de ndo inclusdo ou
associacdo com outras moléculas (MORIN-CRINI et al., 2018).

Nesse contexto, dois tipos de complexos podem ser distinguidos: se a inclusdo esta
completa e ha contribuicdo majoritaria para o complexo, fala-se de um complexo de inclus&o.

Se a inclusdo é apenas parcial, sugere-se um complexo de associa¢do. Essa distingdo foi



40

introduzida por Cramer (ATWOOD; DAVIES; MACNICOL, 1994; CRINI, 2014) na decada
de 50 e confirmada por Szejtli (SZEJTLI; AKADEMIAL, 1982; CRINI, 2014) nos anos 80.

3.4.2 Estudos de Caracterizacdo de Complexos de Incluséo

A compreensdo dos métodos analiticos de caracterizagdo dos complexos
farmaco:ciclodextrinas é de fundamental importancia para melhorar as aplicacdes dos
complexos de inclusdo. Para tal, € importante dispor de técnicas analiticas adequadas para sua
caracterizagdo. Em particular, a determinagéo das constantes de estabilidade dos complexos
de incluséo é um ponto crucial para a avaliacdo da complexacdo (MURA, 2014).

Vérias técnicas que tém sido utilizados para estudar os complexos de inclusdo em
fases solidas e liquidas incluem: microcalorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) também sdo
amplamente utilizados (MURA, 2014; NARAYANAN et al., 2017), infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), analise de difracdo raios X, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN de *H, RMN de *C, ROESY, NOESY em soluc&o), métodos
térmicos (calorimetria diferencial de varredura (DSC), analise termogravimétrica (TGA),
difractometria de Raios X de angulo amplo (WAXD) e espectroscopia ultravioleta / visivel
(UV-VIS), etc. Outras técnicas, tais como, microscopia eletrdnica, polarografia,
condutividade, espectroscopia de dicroismo circular e titulacdo potenciométrica (MURA,
2014; NARAYANAN et al., 2017).

3.4.2.1 Microcalorimetria de Titulacdo Isotérmica

A Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC) é uma técnica que baseia-se na medicédo
do calor gerado ou absorvido na interacdo entre duas moléculas (BOUCHEMAL,;
MAZZAFERRO, 2012). E um método (til para determinar as propriedades termodinamicas,
constantes de associacdo e estequiometria de moléculas interagentes em solugdes aquosas,
com base na medi¢cdo de mudancas em seus parametros termodinamicos (FALCONER,;
COLLINS, 2011). O ITC é atualmente considerado um dos metodos mais importantes para a
caracterizacdo dos mecanismos de interacdo de CDs com farmacos (BOUCHEMAL,
MAZZAFERRO, 2012; NARAYANAN et al., 2017).

Os experimentos de ITC consistem em injegdes consecutivas de pequenos volumes (5-
10 pL) de uma solucdo aquosa de CD (contida na seringa de agitacdo) em uma solucdo de

molécula hospede que esta contida na célula de medicédo (Figura 9). Uma poténcia constante é
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aplicada a célula de referéncia, ativando um circuito de feedback, que aplica uma poténcia
varidvel a célula da amostra, na qual o ligante é titulado. Isso mantém uma diferenca de
temperatura muito pequena e monitorada entre as células. As reacGes exotérmicas geram
calor, desencadeando uma diminuicdo no poder de feedback, enquanto as reacOes
endotérmicas aumentam o poder de feedback (HOLDGATE; WARD, 2005; BOUCHEMAL,
MAZZAFERRO, 2012). A célula de medi¢do é mantida a uma temperatura constante e o
calor do processo que ocorre durante a injecdo € monitorado para cada injecao e plotado em
funcéo do tempo (BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012).

Figura 9 - Aparato da Colorimetria de Titulagdo Isotérmica.
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Fonte: Adaptado de Bouchemal e Mazzaferro (2012).

O ITC mede diretamente a mudanca de entalpia apds a ligacao. O instrumento de ITC
opera com um sistema de retroalimentacdo diferencial de células, onde a célula de referéncia é
preenchida com o tampdo e a célula de amostra geralmente contém a macromolécula, na qual
o ligante é titulado. A injeccdo do ligante produz calor que surgem de quatro fontes: a
interacdo de ligagdo, a diluicdo do ligante, a diluicdo da macromolécula e calor devido a
mistura (HOLDGATE; WARD, 2005).

As mudancas de calor que surgem na célula da amostra causam uma diferenca de
temperatura (AT) entre as duas células, que ¢ detectada pelo calorimetro e desencadeia uma
mudanca no poder de retroalimentacdo (feedback) aplicado a célula da amostra
(HOLDGATE; WARD, 2005; BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012; NARAYANAN et
al., 2017).
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Quando a CD € adicionada a solucdo contendo a molécula convidada, as duas
moléculas interagem e o calor resultante é proporcional a quantidade de CD adicionado para a
solucdo da molécula héspede. Como a populacdo da molécula hospede na célula fica mais
saturada com CDs, o sinal de calor diminui progressivamente (Figura 10a). A curva de
integracdo (Figura 10b) pode entdo ser ajustada a varios modelos, tornando possivel
determinar as constantes de associacdo, a estequiometria e os perfis termodindmicos da
interacdo (PEROZZO; FOLKERS; SACPOZZA, 2004; HOLDGATE; WARD, 2005; LIU et
al., 2008; BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012).

Figura 10 - Dados de calorimetria de titulacdo isotémica obtidos para a interagdo molécula-

CD em agua a 25 °C.
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Molécula hospede (23 mM) para CD (15 mM). a) Mostra liberacéo de calor exotérmico por injegdo de
aliquotas de 10 mL de CD na solugao da molécula hdspede; b) Mostra dados de calor integrados,
dando uma curva de ligacdo diferencial. Fonte: Adaptado de Bouchemal e Mazzaferro (2012).

ITC é o método mais sensivel disponivel para a determinacdo da estequiometria da
interacdo (N), a constante de afinidade (K) (também chamada de estabilidade ou constante de
associacao) e a variacao de entalpia (AH), que reflete o calor liberado ou absorvido durante a
interacdo. Além disso, a entropia (AS) e a energia livre de Gibbs do processo (AG) podem ser
calculadas a partir dos dados do ITC (BOUCHEMAL et al., 2009; SEGURA-SANCHEZ et
al., 2009; SAJEESH et al., 2010; MAZZAFERRO et al., 2011; NARAYANAN et al., 2017).

Em uma anélise termodinamica, o principal objetivo é determinar AG, AH ¢ AS e sua
dependéncia de temperatura por ACp, uma vez que esses quatro parametros fornecem uma
descri¢do das energéticas que governam as interagdes moleculares (PEROZZO; FOLKERS,
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SCAPOZZA, 2004). No entanto, um modelo adequado deve ser aplicado para ajustar a curva
de titulacdo e os resultados extraidos dos experimentos ITC devem ser interpretados com
cuidado (BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012).

As grandezas termodinamicas obtidas pela complexacdo de inclusdo por CDs sédo uma
consequéncia das contribui¢es das interacGes intermoleculares de ligantes com a molécula
hospede. A varicad de entalpia (AH) obtida da andlise ITC representa um calor global
resultante da interacdo do hdspede com a CD (COOPER, 1999; COOPER et al., 2001).

Quando uma solucdo da seringa de agitacdo é titulada com uma solucédo da célula de
referéncia, o calor da titulacio € usualmente interpretado como a soma de Varias
contribuigGes: o calor de reacdo entre titulante e titulado, o aquecimentos de diluicdo dos
reagentes e um calor mecanico associado a injecdo. A entalpia de interacdo entre as moléculas
é calculada a partir desse calor total. O calor mecénico pode ser estimado pela titulagdo do
solvente consigo mesmo (GROLIER et al., 2012).

O ITC permite que os valores da variagdo de entalpia (AH), K, (Constante de
associacéo) e estequiometria (n) e capacidade calorifera (ACp), associados a acomplexagao de
inclusdo e sejam medidos em um Unico experimento, usando as Equacbes 1 e 2 (PEROZZO;
FOLKERS; SCAPOZZA, 2004; HOLDGATE; WARD, 2005; NARAYANAN et al., 2017):

AG=—RT InKa (1)
AG =AH-TAS (2)

Onde:

AG = energia livre de Gibbs

R = Contante Universal dos Gases (8.314 J K* mol *)
T = Temperatura Absoluta (Kelvin)

Ka = Constante de Associacdo

AH = Variacao de Entalpia

AS = Variagao de Entropia

Como estes experimentos sdo tipicamente realizadas a uma temperatura constante,
observacdes experimentais precisam ser conduzidas em varias temperaturas para obter a
mudanca de capacidade de calor (ACp) da reacdo (PEROZZO; FOLKERS; SCAPOZZA,
2004; ARROYO-MAYA; MCCLEMENTS, 2016; NARAYANAN et al., 2017):
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A energia livre de Gibbs é dependente da temperatura e é descrita por:

AG (T) = AH(TO) - TAS(TO0) + ACp (T-TO-T In (T/TO)  (3)

Onde ACP ¢ a mudanga de capacidade de calor e Ty € uma temperatura de referéncia
apropriada. A Equacdo (3) mostra que as mudangas de entalpia e entropia dependem da

temperatura através da mudanga na capacidade de aquecimento ACP:

AH (T) = AH (T0) + ACp (T -TO) (4)
AS (T) = AS (T0) + ACp In (T/TO0) (5)

Grandes alteragdes positivas no AS surgem geralmente das significativas liberdades
translacionais e conformacionais do hospedeiro e do héspede na complexacdo (COOPER,
1999; COOPER et al., 2001). A entropia da interacdo também pode ser calculada de acordo

com a Equacéo (6) para o K e o AH derivado do ajuste da curva de titulagdo do ITC:

AS = (AH - AG)/T (6)

Os principais intera¢cBes quimicas envolvidas sdo ligaces de Van der Waals e
interagdes hidrofobicas. O estudo de AH ¢ AS leva a uma diferenciacdo entre os tipos de
forcas ndo-covalentes envolvidas nas interacbes molécula hospede-CD. As interacdes de Van
der Waals sdo processos conduzidos por entalpia com entropias de interacdo menos
favoraveis ou desfavoraveis (AH > TAS) (COOPER et al., 2001). As interacdes hidrofobicas
sdo dirigidas por entropia de interacdo, onde a entropia da interacdo é positiva, sendo maior
que a entalpia (AH < TAS) (REKHARSKY; INOUE, 2006). Estudos relataram que a
interacdo de CDs com moléculas hdspedes neutras ou carregadas positivamente revelou a
presenca de interagdes eletrostaticas, Van der Waals, ligacBes de hidrogénio e hidrofdbicas
(REKHARSKY ; INOUE, 2002; WENZ et al., 2008).

3.4.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
O FTIR geralmente fornece apenas informagfes qualitativas, no entanto, valiosas

sobre 0 comportamento vibracional das ligagfes quimicas presentes nos materiais. Quando as

moléculas hospedes estdo presentes dentro das cavidades CD, alem da presenca de ambas as
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moléculas de CD e hospede, devido a impedimento estérico e variagdes na distribuicdo
eletrénica com redistribuicdo de cargas, mudancas significativas nos comprimentos de onda
das moléculas hdspedes podem ser observadas (UPADHYE et al., 2010).

Essas mudancas nas freqiiéncias vibracionais dos hdspedes podem indicar a presenca
de complexos com as ciclodextrinas. Além dos deslocamentos, as intensidades de pico das
moléculas hdspedes diminuem, a medida que a estequiometria entre as moléculas CD e
hospede aumenta, o que indica um rearranjo da distribuicdo de cargas da molécula hdspede.
Isto pode se dar, por exemplo, devido ao fendmeno de transferéncia de carga da molécula
hospede para a molécula hospedeira (HIRLEKAR; KADAM, 2009).

As diferencas de intensidade dos pico podem, assim, também serem utilizadas para
diferenciar qualitativamente diferentes Complexos ndo estequioméricos formados entre
“convidados” apenas parcialmente inclusos e CDs hospedeiras (NARAYANAN; GUPTA,;
TONELLI, 2015). Contudo, o FTIR ndo é uma ferramenta completamente inequivoca para

caracterizar os complexos ndo estequiométricos (NARAYANAN et al., 2017).
3.4.2.3 Resonancia Magnética Nuclear

A elucidacdo das estruturas moleculares € mais frequentemente realizada usando
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Assim como no FTIR, o RMN
oferece a possibilidade de estudar, além da molécula hospede, as CDs hospedeiros e seus Cls
através de mudancas nas frequéncias de ressonancia observadas em solucdo (NARAYANAN
et al., 2017). Complementares aos estudos de FTIR, cujas frequéncias de absor¢do podem ser
afetadas por ambientes intermoleculares e pelas conformagdes intramoleculares, os picos de
ressonancia de RMN sofrem grande influencia das conformac@es moleculares. Além disso, o
RMN pode ser usada para estudar as forcas motrizes e os modos de ligacdo dos fenémenos de
complexacdo em solidos e liquidos (SCHNEIDER et al., 1998).

Quando ocorre a complexacdo, mudancas nas frequéncias de ressonancia dos nucleos
dos atomos constituintes das moléculas de CDs e/ou moléculas hdspedes ocorrem, essas
mudancas podem ser observadas em espectros da solucdo de RMN do préton (*H) ou RMN
do carbono *C (BENDER; KOMIYAMA, 1978). Em 'H-NMR, observaram-se mudancas
significativas no campo superior para os prétons intracavitarios H-3 e H-5 e desvios de campo
reduzidos para os protons externos H-1, H-2 e H-4, caracterisitico da formagao de Complexo
de Inclusdo (DUAN et al., 2005). Dependendo do tipo de convidado usado, pode haver
observancia de desvios de picos para o héspede (FUKUDA et al., 2008). A solugdo *H-RMN
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tem sido observada como uma excelente ferramenta para estimativa de estequiometria entre o
hospede e CD (MARTINEZ et al., 2007; WILLIAMSON; TONELLI, 2011; NARAYANAN;
GUPTA; TONELLI, 2015).

Outra maneira de caracterizar os Complexos farmaco-CDs é observando a interacéo da
polarizagdo do spin nuclear de um proton hdspede com os dos spins nucleares dos prétons da
CD, através do relaxamento cruzado. O resultado dessa interacdo é chamado de efeito
overhauser nuclear (NOE), e ocorre por meio de interacdo espacial. Uma variedade de
técnicas, tais como Espectroscopia de efeito nuclear overhauser (NOESY), Espectroscopia de
efeito heteronuclear overhauser (HOESY), espectroscopia de Efeito nuclear overhauser de
estrutura rotacional (ROESY), e efeitos nucleares overhauser transferidos foram
desenvolvidos, todos baseados em NOE, e freqlientemente sdo usados para caracterizar
complexos de inclusio soltveis (UYAR et al., 2006; LULA et al., 2007; MARTINEZ et al.,
2007).

Tanto NOESY e ROESY mostram-se bastante utéis na visualizacdo dessas interagoes,
que existem em um intervalo de alguns Angstroms. Quando os CDs interagem com as
moléculas hdspedes para formar Cls, ha uma interacdo nédo ligada e, portanto, um NOE deve
ser notado em seus espectros de RMN. No entanto, quando ha uma mistura simples separada
por fase, ndo haveria essa interacdo molecular e, portanto, nenhuma NOE (WILLIAMSON,
2010).

3.4.2.4 Calorimetria Diferencial de Varredura

A Calorimetria Diferencial de Varredura ou differential scanning calorimeter (DSC),
também chamada de Calorimetria Exploratéria Diferencial, € uma técnica que fornece
informacdes sobre as transi¢des térmicas de materiais, como fusdo, cristalizacao e transi¢oes
vitreas que sdo exclusivas do material observado. As moléculas de CDs, no entanto, ndo
provocam transic¢Oes térmicas (RIBEIRO et al., 2008a).

A partir de mudancas/diferencas nas temperaturas de transicdo e nas entalpias, o0 DSC
nos permite distinguir misturas fisicas de complexos de inclusdo ndo-estequiométricos e
estequiométricos, desde que as moléculas hospedes provoguem transi¢cdes térmicas
(RIBEIRO et al., 2008a). Apos a formacao de complexos, as transi¢fes térmicas pertencentes
a molécula hospede desaparecem nas varreduras DSC, enquanto no caso de uma mistura
fisica separada por fases, ocorrem transicdes térmicas das moléculas héspedes (MOHAN et
al., 2009).
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No caso de complexos ndo estequiométricos, algumas partes da molécula hdspede,
residem fora da cavidade da CD, assim, ndo apenas suas transi¢fes térmicas sao observadas,
mas tipicamente, temperaturas elevadas e também com maiores valores de entalpia quando
corrigidos para a massa de por¢6es ndo incluidas das cadeias moleculares convidadas. Estas
temperaturas elevadas e valores de entalpia sdo presumivelmente devido aos efeitos
entrépicos produzidos pela interaccdo entre as porgdes ndo incluidas da molécula convidados
emergentes das cavidades das CDs hospedeiras (MOHAN et al., 2009).

Por outro lado, os Cls totalmente cobertos ndo apresentam uma transicdo de fusao,
devido ao isolamento de cadeias convidadas dentro das cavidades das CDs (NARAYANAM
et al., 2015). Ja para as misturas fisicas, as temperaturas de fusdo e os valores de entalpia
diminuem ligeiramente. Tendéncias similares de temperaturas de fusdo decrescentes sdo
atribuidas a interacdo deficiente entre as moléculas hospede e a CD (MANOSROI et al.,
2005).

Uma grande desvantagem do DSC é que ele requer que as moléculas hospedes sejam
termicamente ativas, portanto, mudancgas nos seus perfis de transicdo térmica podem ser
observadas na formacdo do Cl. Mas algumas moléculas de farmaco, mesmo puras, sao
amorfas e ndo sofrem quaisquer transicdes térmicas, e, portanto, ndo sdo adequadas para
anélise de DSC (NARAYANAN et al., 2017).

O DSC pode ser usado para distinguir misturas fisicas de Complexos de Incluséo
através de mudancas nas temperaturas de transicdo, desde que as moléculas hospedes passem
por transi¢des térmicas (NARAYANAN et al., 2017). A incluséo do hospede na cavidade do
CD pode causar o desaparecimento do pico endotérmico, aparecimento de novo pico,
alargamento ou mudanca para diferentes temperaturas indicando uma mudanca na estrutura
cristalina (PERIASAMY; KOTHAINAYAKI; SIVAKUMAR, 2015).

3.4.2.5 Andlise Termogravimétrica

Analises termogravimétricas (TGA) fornecem informacbes sobre os constituintes
(incluindo maltiplos convidados) e suas proporcdes presentes no sistema através da analise de
seus padrdes de degradacdo. Assim, a TGA pode ser usada como uma excelente ferramenta
para distinguir misturas fisicas da molécula CD e hdspede de seus complexos de inclusdo
(NARAYANAM et al., 2016). Além disso, a TGA pode ser usada para identificar complexos
de inclusdo com diferentes estequiometrias (NARAYANAN et al., 2017).
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Essa técnica determina mudancas da massa da amostra em fungdo da temperatura e
tempo, enguanto a amostra € submetida a um programa controlado de temperatura. A variacao
na mudanca da massa em relacdo a temperatura, (dm/dT) é gravado, em fungdo do tempo ou
temperarura. A curva resultante é a primeira derivada da curva TG, que fornece uma série de
picos (ARAUJO et al., 2003).

A pequena quantidade de amostra utilizadas, rapidas leituras para estudo de estalidade,
e informac6es sobre propriedades fisicas e quimicas, fazem dessa técnica termoanalitica, uma
ferramenta importante nos estudos de complexos de inclusdo (ARAUJO et al., 2003).
Entretanto, semelhante a DSC e FTIR, a TGA ndo pode ser usada para estimar
quantitativamente a estequiometria das moléculas hospede e hospedeira (NARAYANAN et
al., 2017).

3.4.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma técnica comumente usada para
estudar a morfologia de materiais, incluindo CDs e seus Cls. Uma das principais aplicacdes
da MEV na formulacdo complexos de Inclusdo (Cl) tem sido detectar as alteracOes
morfoldgicas decorrente da complexagdo entre as moléculas hospedeiras (CD) e convidadas,
que sdo Unicas em comparacdo com componentes individuais ou misturas fisicas de drogas
(BRAGAGNI; MAESTRELLI; MURA, 2010). Uma maneira comum de caracterizar a
formacdo bem-sucedida de Cls é observando o desaparecimento de caracteristicas
morfoldgicas das pequenas moléculas ou pela presenca de morfologia de um Unico cristal,
dependendo da combinacdo de CD e da molécula hospedeira escolhida (NARAYANAN et
al., 2017).

Por exemplo, a triacetil-p-ciclodextrina (TA-BCD) com cristais aglomerados de forma
romboide, ao formar CI com hidrocloreto de prilocaina mostrou a presenca de particulas com
forma irregular que eram completamente diferentes dos componentes individuais, sugerindo a
formacédo de ClI (BRAGAGNI; MAESTRELLI; MURA, 2010). Da mesma forma, observou-
se transformacdo da morfologia do cristal quando a barbigerona, formou um IC com HP-j-
CD. Nesse caso, evidenciou-se a formagdo de um CI pela visualizagdo de particulas com
aspecto cuboide, corroborando a alteragdo morfoldgica causada na HP-B-CD, que por sua vez,
tem uma forma esférica (QIU et al., 2014).

E importante destacar que a MEV s6 pode fornecer evidéncia qualitativa para mostrar

a formacdo do CI. Como a formacdo de Cl pode ser afetada negativamente pelo
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processamento da técnica, a MEV pode, na melhor das hipoteses, atuar como uma fonte de
evidéncia secundaria para confirmar a formacdo do CI (NARAYANAN et al., 2017).

3.5 VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA (CLAE) PARA QUANTIFICACAO DE MOLECULAS BIOATIVAS

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisGes desastrosas e a prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacGes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada
validacdo. A validacdo de um método é um processo continuo que comeca no planejamento
da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia
(RIBANI et al., 2004). Nesse contexo, O desenvolvimento de um método analitico implica na
necessidade de garantir a qualidade dos resultados obtidos, assim como sua eficiéncia na
rotina do laboratdrio, enquanto que a validagdo do método visa confirmar a confiabilidade e
capacidade de desempenho do mesmo (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial INMETRO)
define validagcdo como a comprovacdo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que
0s requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico foram atendidos (INMETRO, 2003). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) considera que a validacao deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2017).

Para registro de novos produtos, todos os érgdos reguladores do Brasil e de outros
paises exigem a validacdo de metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem
estabelecido documentos oficiais que sdo diretrizes a serem adotadas no processo de
validacdo. Um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias
reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e 0s sistemas sdo adequados para 0 UsoO
desejado (ICH, 2005; FDA, 2015; ANVISA, 2017).

Técnicas de separacdo como cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC) tém destaque na Quimica Analitica pela
capacidade de identificacdo de compostos por comparagcdo com padrdes, purificacdo de
compostos, separando-0s de componentes de uma mistura, seja ela bioldgica, farmacéutica ou
alimenticia (RIBANI et al., 2004; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1997). Particularmente a CLAE
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é largamente empregada por possuir vanntagens como curto tempo de preparo da amostra a
ser analisada; dados qualitativos e quantitativos podem ser obtidos para amostras de
polaridades variadas em uma sO corrida de andlise e, permite varias formas de deteccéo,
podendo aumentar a especificidade e o contetudo de informacdes por ensaio (KARCHER et
al., 2005).

Os avangos nas estratégias analiticas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), impulsionados por diversas variaveis, fornecem grande quantidade de dados durante
0 curso das medicGes analiticas (SAHU et al., 2018). A CLAE ¢é uma técnica de separacdo
versatil com ampla variedade de aplica¢Ges. Contudo, a otimizacdo dos métodos de CLAE é
um processo complexo; ja que diversas varidveis (pH da fase movel, concentra¢do de tampao,
vazdo, temperatura da coluna, comprimento de onda do detector, etc.) devem ser controladas
simultaneamente para obter as separacfes desejadas (HEYDEN et al., 2001).
Consequentemente, surge a necessidade de uma compreensdo mais profunda de tal método.

Durante décadas, o desenvolvimento de métodos de CLAE foi desenvolvido por meio
de abordagem de tentativa e erro, aprimorada com conhecimento especializado, conhecimento
e sabedoria do analista. O uso desse sistema tradicional durante a otimizacdo do método
envolve a alteracdo de um fator por vez, enquanto mantém os outros constantes, o que pode
certamente alcancar a separacdo desejada, mas as condigOes ideais reais nunca poderiam ser
prometidas. Essa abordagem costumeira de desenvolver um método de HPLC foi evidenciada
ndo apenas como exagerada em termos de tempo, dinheiro e trabalho, mas também critica
para corrigir erros, imprevisiveis e até mesmo sem sucesso, uma vez que ajustar cada um de
cada vez gera muitos dados brutos, o que dificulta a interpretacdo para a obtencdo de um
sistema ideal (SINGH; KUMAR; AHUJA, 2004).

Entretanto, as variaveis experimentais estdo interligadas, dessa forma, um desenho
experimental quimiométrico pode superar esse problema, planejando os experimentos de tal
maneira que os dados sejam modelados eficientemente com ndmero limitado de
experimentos. O principal objetivo do planejamento experimental e, geralmente, estimar a
influéncia dos fatores e suas interacdes na separacao cromatografica (SAHU et al., 2018).

Na validacdo de métodos cromatograficos, os parametros analiticos normalmente
determinados séo: seletividade; linearidade; precisdo; exatidao; robustez; limite de deteccdo e
limite de quantificagdo (ICH, 2005; FDA, 2015; ANVISA, 2017). Estes termos s&o
conhecidos como parametros de desempenho analitico, caracteristicas de desempenho e,
algumas vezes, como figuras analiticas de mérito (BARNETT; HARRINGTON; GRAUL,
2017; INDRAYANTO, 2018).
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3.5.1 Seletividade

Os termos especificidade e seletividade séo frequentemente usados de forma
intercambiével. Entretanto, um método deve ser dito "especifico” se fornecer uma resposta
para apenas um Unico analito, enquanto o termo “seletivo" significa que o método fornece
respostas para um numero de entidades quimicas que podem ser distinguidas umas das
outras. Dessa forma, é dito que um método é especifico quando ele apresenta 100 % de
seletividade (BRESSOLE; BROMET-PETIT; AUDRAN, 1996).

A seletividade ¢ definida ainda como “a medida em que o método pode ser usado para
determinar os analitos particulares em misturas ou matrizes sem interferéncias de outros
componentes de comportamento similar”. Sendo assim, considera-se o termo "seletividade"
mais adequado (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014). A seletividade é o primeiro passo no
desenvolvimento e validagcdo de um método analitico e deve ser reavaliada continuamente
durante a validacéo e subsequente uso do método (RIBANI et al., 2004).

Para determinar a seletividade, a quantificacdo do analito em matrizes de teste
contendo todos os componentes potenciais é comparada com a quantificacdo do analito
apenas em solucdo. A seletividade do ensaio determina que o sinal obtido é devido ao analito
de interesse e que ndo ha interferéncia de outros componentes da matriz, impurezas ou
produtos de degradacdo (TIWARI; TIWARI, 2010). Se a amostra contiver produtos de
degradacdo, o ensaio deve ser capaz de distinguir o material desejado dos produtos de
decomposicédo (RIBANI et al., 2004).

Algumas amostras podem sofrer degradacdo, gerando compostos que ndo foram
observados inicialmente, que podem coeluir com a substancia de interesse. Se a seletividade
ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidas
(RIBANI et al., 2004). A Conjungdo do aparelho de CLAE com matriz de diodos ou
Espectrometria de massas pode ser usada para determinar a pureza de um pico (TIWARI;
TIWARI, 2010).

3.5.2 Linearidade
A linearidade é estabelecida pela demonstracdo de um relagdo entre a resposta do

detector e a concentracdo do analito (BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017) ou ainda

como a capacidade de fornecer resultados de medi¢do que s@o diretamente proporcionais a
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concentracdo do analito, ou sdo diretamente proporcionais depois de algum tipo de
transformacdo matematica (YUWONO; INDRAYANTO, 2005; INDRAYANTO, 2018).

A linearidade do detector pode ser obtida diluindo a solucdo estoque do analito e
medindo as respostas associadas, enquanto a linearidade do método analitico pode ser
determinado fazendo uma série de concentragdes do analito a partir de preparacbes de
amostras independentes (pesagem) (ERMER; LANDY, 2002). Também é essencial que a
curva linear de calibracdo basica seja obtida usando amostras independentes, e ndo usando
amostras que foram preparadas por diluicito (YUWONO; INDRAYANTO, 2005;
INDRAYANTO, 2018).

A linearidade do método pode ser determinada a partir da relagdo matematica entre o
sinal medido e a concentracdo da espécie de interesse, geralmente obtida por uma equacdo de
reta y = ax + b, chamada de curva analitica. Os coeficientes a e b da curva analitica podem ser
estimados a partir de um conjunto de medigdes experimentais usando 0 método matematico
conhecido como regressdo linear. Além destes, calcula-se o coeficiente de correlacdo (r) ou o
coeficiente de determinacdo (r°), que sdo parametros que permitem uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximos de 1,0, menor a dispersdo do conjunto
de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados
(ARAGAO; VELOSO; ANDRADE, 2009).

Um coeficiente de correlagdo igual ou maior que 0,999 ¢é considerado como evidéncia
de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao (SHABIR, 2003). No entanto, apenas o
valor do coeficiente de correlagdo ndo é suficiente para garantir a adequacdo do ajuste linear a
curva de calibragdo (RIBEIRO et al., 2008b). O coeficiente de determinacdo (r’) é um
parametro que permite avaliar a qualidade do ajuste nos modelos de regresséo linear
(SUBRAMANIAN; COUTINHO; SILVA, 2003). Charnet et al. (1999) esclarecem que o
coeficiente de determinacdo r> é a proporcdo da variabilidade da variavel resposta
observados, explicada pelo modelo considerado em que o valor de r? pertence ao intervalo (0
a 1) e quanto mais préximo de 1, melhor o ajuste do modelo considerado (CHARNET et al.,
1999).

Um exemplo de curva analitica pode ser visto na Figura 11. Embora somente dois
pontos definam uma reta, na pratica as linhas devem ser definidas por no minimo cinco
pontos que ndo incluam o ponto zero na curva, devido aos possiveis erros associados
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).
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Figura 11 - Determinagdo gréfica da linearidade através de uma curva analitica.
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Fonte: Ribani et al. (2004).

As pressuposicdes de variancia constante (homocedasticidade), normalidade e erros
ndo correlacionados (independéncia) em modelos lineares visam facilitar a interpretacdo dos
resultados, tornar as técnicas estatisticas mais simples e possibilitar testes de hipoteses. O ndo
atendimento destas pressuposi¢des pode afetar as conclusdes tomadas com base nos modelos
estabelecidos e nas técnicas de analise a eles associados (JOHNSON; WICHERN, 1998). A
homocedasticidade €, na maioria das vezes, um requisito necessario para a analise de
variancia (ANOVA). O nivel de significancia para o teste de homogeneidade de variancias é o

p-valor do teste F na analise de variancia da variavel de dispersdo (RIBOLDI et al., 2014).
3.5.3 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro (SHABIR, 2003). E
também chamado de veracidade. E geralmente estabelecida medindo amostras de composic&o
conhecida (amostras auténticas ou solugdes preparadas artificialmente) em toda a faixa de
concentracBes esperadas e demonstrando que os valores estdo dentro dos critérios pré-
estabelecidos definidos pelo usudrio (BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017).

Uma estimativa da exatiddo de um método envolve a analise de uma amostra com

concentracdo conhecida e, em seguida, a comparacdo dos resultados entre o valor medido e 0
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valor real. Outras abordagens baseiam-se em determinacOes de recuperacdo percentual do
analito conhecido adicionado a matrizes ou produtos em branco (ou seja, 0 método de adicao
padrdo) (YUWONO; INDRAYANTO, 2005).

O método mais comum para determinar a precisdo em estudos de produtos naturais € o
método de recuperagdo dos picos, que consiste na adi¢do (mistura) do analito a quantidades
conhecidas da amosta e em seguida estas amostras com o padréo incorporado séo utilizadas
para a obtencdo dos cromatogramas. Na sequéncia, a analise é realizada em ambos 0s
materiais, recuperados e ndo aproveitados; adicionalmente uma comparagdo entre a
quantidade encontrada e a quantidade adicionada fornece a recuperacdo do método (BETZ;
BROWN; ROMAN, 2011; AOAC, 2017). A exatiddo (% Recuperacdo) pode ser calculada
pela Equacado 7:

Cf—Co
f x 100

Ca (7)

% Recuperacdo =

Onde C, é a concentracdo original, C; é a concentracdo recuperada € C, é a
concentracdo escolhida da curva (INDRAYANTO, 2018). O critério de aceitacdo para dados
de recuperacdo é de 98 a 102% ou 95 a 105% para preparacdes de medicamentos. Um teste
estatisticamente valido tal como t-teste, Doerffel-test, Wilcoxon-test pode ser usado para
provar se ndo ha diferenca significativa entre o resultado do estudo de exatiddo com o "valor
verdadeiro” (YUWONO; INDRAYANTO, 2005).

Além da % de recuperacdo, uma curva de recuperacdo de concentracdes medidas
versus concentracdes reais (nominais) deve ser construida. A inclinacdo da curva de
recuperacdo ndo deve ser significativamente diferente de 1 (um), e a interceptagdo ndo deve
ser significativamente diferente de 0 (zero) (YUWONO; INDRAYANTO, 2005; FUNK;
DAMMANN; DONNEVERT, 2007; USP, 2013).

3.5.4 Preciséo

A precisdo reflete a capacidade de um metodo para fornecer medicGes consistentes e
pode ser avaliado de varias maneiras. A determinacdo da precisdo pode ser dividida em trés
categorias (YUWONO; INDRAYANTO, 2005; BARNETT; HARRINGTON; GRAUL,
2017; INDRAYANTO, 2018; SHEETS, 2018):
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3.5.4.1 Repetibilidade

Também chamada de precisdo intra ensaio, € uma medida da capacidade de um
método de Cromatografia Liquida para fornecer medicdes consistentes durante um curto
periodo de tempo, que geralmente esta dentro de uma determinada sequéncia de execucdo ou
amostra (BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017). Significa a variacdo (ou falta relativa
de) que surge executando a mesma amostra repetidamente dentro de um ensaio (variabilidade
intra-ensaio), isto é, replicados em execucdo (SHEETS, 2018). Ela € avaliada medindo-se a
precisdo dos resultados de multiplos testes e confirmando a adesdo a critérios pré-definidos
(YUWONO; INDRAYANTO, 2005; BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017;
INDRAYANTO, 2018; SHEETS, 2018).

A Repetibilidade, esperada para dar o menor variacdo nos resultados é também
definido como uma medida da variabilidade nos resultados quando uma medicgdo € realizada
por um analista U(nico wusando 0 mesmo equipamento ao longo de um
curto prazo de tempo (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014).

3.5.4.2 Precisao Intermediaria

E uma medida da capacidade de um método de fornecer medicdes consistentes dentro
de um determinado laboratério quando o teste é realizado por diferentes analistas que usam
equipamentos diferentes ou com diferentes lotes de reagentes em dias diferentes. A precisdo
intermediaria avalia a variabilidade inter ensaio (BARNETT; HARRINGTON; GRAUL,
2017; SHEETS, 2018). Para realizar um estudo de precisdo intermediaria, 0 nimero minimo
de amostras a serem analisadas deve ser de pelo menos seis determinacGes em trés
concentracOes diferentes feitas em trés momentos diferentes, fornecendo um total de 54
amostras (YUWONO; INDRAYANTO, 2005).

3.5.4.3 Reprodutibilidade

E uma medida da capacidade de um método de fornecer desempenho consistente ao
longo do tempo em diferentes laboratorios, com diferentes analistas usando diferentes
equipamentos. Esse é o mais dificil de avaliar, mas se aproxima mais do comportamento que
0 método exibira durante sua vida util (BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017).
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A replicagdo é essencial para obter estimativas confiaveis das caracteristicas de
desempenho do método, como precisdo. Geralmente a precisdo € expressa por parametros
estatisticos que descrevem a dispersdo dos resultados, tipicamente o desvio padrdo (ou desvio
padrdo relativo), calculado a partir dos resultados obtidos pela realizacdo de medigdes
replicadas em um material sob condicbes especificadas (MAGNUSSON; ORNEMARK,
2014).

A avaliacdo da precisdo requer replicar suficientemente as medicbes e as réplicas
devem ser independentes, ou seja, toda a medicdo processo, incluindo quaisquer etapas de
preparacdo da amostra, deve ser repetido. O nimero minimo de replicacdes especificadas
varia com diferentes protocolos, mas € tipicamente entre 6 e 15 para cada material usado no
estudo. A decisdo sobre as "condicdes especificadas" € um aspecto importante da avaliacdo da
precisdo das medi¢bes uma vez que as condi¢fes determinam o tipo de estimativa de precisao
obtida (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014).

Outros parametros que devem ser testados no estudo de precisdo séo os testes de
David, Dixon ou Grubbs e Neumann. O teste de David ¢ realizado ao determinar se os dados
de precisdo sdo normalmente distribuidos. Testes discrepantes de os dados sdo realizados pelo
teste de Dixon (se n <6-8) ou pelo teste de Grubbs (se n> 6-8), enquanto o teste de tendéncia
dos dados é realizado pelo teste de Neumann (KROMIDAS, 1999).

3.5.5 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo de um analito a partir da qual é
possivel deduzir a presenca de um analito na amostra de teste, enquanto limite de
quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo de um analito que pode ser determinada com o
grau especificado de exatiddo e precisdo (INDRAYANTO, 2018). Ambos séo estabelecidos
de forma similar, ou seja, através da avaliagdo visual do pico, através de ruidos ao sinal do
pico e calculados a partir da resposta e do desvio padrédo do declive da curva de calibracdo
(BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017). Entretanto, a melhor maneira de determinar
LD instrumental é desenvolvendo curva de regressdo linear com concentracdes relativamente
baixas do composto alvo em um solvente adequado (FUNK; DAMMANN; DONNEVERT,
2007).

Assim como o LD, o LQ é expresso como uma concentracdo, sendo que a precisdo e
exatidao das determinacGes também devem ser registradas. Esse critério € uma boa regra a ser

seguida, porém ndo se deve esquecer que a determinacdo do LQ representa um compromisso
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entre a concentracéo, a precisdo e a exatidao exigidas. Isto significa que, quando decresce 0
nivel de concentracdo do LQ, a medicdo torna-se menos precisa. Se houver necessidade de
maior precisdo, uma concentracdo maior deve ser registrada para o LQ. O melhor caminho,
portanto, para resolver este problema do calculo do LD e LQ é utilizar o método baseado nos
parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel. A curva analitica deve
conter a concentragdo correspondente ao LQ (RIBANI et al., 2004). Dessa forma, o LD pode
ser calculado, através do método baseado em parametros da curva analitica, conforme a
Equacdo 8 (INDRAYANTO, 2018):

LD = 3,3 x (s/S) (8)

Na qual s é o erro padrdo da curva de alibracdo, que pode ser a estimativa do desvio
padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da equacdo e S €
a inclina¢do (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004;
YUWONO; INDRAYANTO, 2005; INDRAYANTO, 2018).

Na pratica, o LOQ é calculado pela maioria das convencdes como sendo a
concentracdo do analito correspondente ao desvio padrdo obtido em niveis baixos
multiplicado por um fator, kQ. O padrdo IUPAC valor para kQ é 10 (IUPAC, 1995) e se 0
padrdo desvio € aproximadamente constante a baixa concentracBes este multiplicador
corresponde a um desvio padrdo relativo (DPR) de 10% (MAGNUSSON; ORNEMARK,
2014). Dessa forma, os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, utilizando a
relagdo 10:1, ou seja, o LQ pode ser calculado utilizando o método visual, a relacéo sinal-
ruido ou a relagdo entre a estimativa do desvio padrdo da resposta (s) (que pode ser a
estimativa do desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente
linear da equacdo) e a inclinacdo da curva analitica (S), em niveis préximos ao LQ, a partir da
Equacdo 9 (RIBANI et al., 2004; YUWONO; INDRAYANTO, 2005):

LD =10 x (s/S) (9)

Ademais, tanto o LD quanto o LQ podem ser afetados pelas condicbes
cromatogréaficas. Picos maiores aumentam a relacéo sinal-ruido, resultando em LD e LQ mais
baixos. Além disso, a determinacdo cromatografica desses parametros deve considerar tanto o

tipo quanto o tempo de uso da coluna. O melhor caminho para resolver este problema do
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calculo do LD e LQ é utilizar o método baseado nos parametros da curva analitica, que é
estatisticamente mais confiavel. (RIBANI et al., 2004; YUWONO; INDRAYANTO, 2005).

3.5.6 Robustez

A robustez do método é a capacidade do método de fornecer desempenho adequado
quando sdo feitas pequenas alteracGes. Para os métodos de Cromatografia Liquida, é
tradicionalmente demonstrado medindo o efeito de pequenas alteragcdes deliberadas nos
parametros no desempenho do método (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; BORMAN
et al.,, 2011; FDA, 2015; BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017). Alguns fatores
criticos que podem ser selecionados sdo: peso da amostra de teste, solvente, volume de
solvente, temperatura de extracdo, tempo de extracdo, agitacdo, composi¢do da fase movel,
coluna (OAOC, 2013), além de pH, taxa de fluxo, estabilidade dos reagentes
(KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014).

A robustez é geralmente avaliada durante o desenvolvimento do método, no qual 0s
pesquisadores devem determinar os fatores criticos ou varidveis que poderiam influenciar o
desempenho do método proposto. Estudos multivariados sdo frequentemente realizados
quando se avalia a robustez do método (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; BORMAN
etal., 2011; FDA, 2015; OAQC, 2017; BARNETT; HARRINGTON; GRAUL, 2017).

Através de “teste de robustez” € possivel identificar as variaveis no método que tém o
efeito mais significativo e garantir que, ao usar 0 método, eles sdo controlados. Sempre que
houver necessidade de aperfeicoar o método, melhorias provavelmente podem ser feitas
concentrando-se nas partes do método reconhecidamente criticas (MAGNUSSON;
ORNEMARK, 2014). O teste de robustez é realizado no final do desenvolvimento ou no
inicio da validagcdo. Quando a robustez do método é considerada aceitavel, o0 método pode ser
validado, podendo ser aplicados de forma rotineira. Caso contrario, 0 método deve ser
adaptado ou reconstruido (DEJAEGHER; VAN DER HEYDEN, 2009).

Nos estudos de robustez, para avaliar a vulnerabilidade da resposta nos métodos
analiticos otimizados, utilizam-se o0s métodos quimiométricos. Experimentos fatorial
completo de dois niveis e modelos fatorias fracionarios, matriz Plackett-Burman e outros
projetos, incluindo algumas metodologias de superficie de resposta, podem ser usados em
testes de robustez (FERREIRA et al., 2017).

O namero de fatores pode influenciar diretamente a escolha do planejamento ideal, por

exemplo, o planejamento fatorial completo de dois niveis permite uma avaliacdo preliminar
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dos fatores pelo desenvolvimento de modelos lineares (PARODI et al., 2015; DINIZ,
TARLEY, 2015; AMPATZOPOULOS; KOUSKOURA; MARKOPOULOU, 2015;
JEMMALLI et al., 2016). No entanto, se 0 nimero de fatores for grande, esse design é muito
inadequado (FERREIRA et al., 2017).

As condicGes criticas dos fatores sdo alcancadas usando as metodologias de resposta
de superficie, tais como: matriz de Doehlert (RODRIGUES et al., 2014; HEIDARIZADI;
TABARAKI, 2016; SANTOS et al., 2016), central composta (BENAVIDES et al., 2014; DI
CARRO; ARDINI; MAGI, 2015; HASHEMI; SHAMSIPUR; BARATI, 2015), Box-Behnken
(SAYAR et al., 2014; WINGERT, 2016; FATTAHI; RAHIMI, 2016) e experimentos fatorial
de trés niveis (RAKIC et al., 2014; D'ARCHIVIO et al., 2015; SOUZA et al., 2016) que
permitem a obtencdo de modelos quadraticos. Todas essas ferramentas fornecem melhores
resultados do que a univariada, permitindo avaliar varios fatores, com um baixo nimero de
experimentos. Contudo, depois de escolher o desenho experimental apropriado para o teste de
robustez, os experimentos devem ser realizados em uma ordem aleatéria (FERREIRA et al.,
2017).

3.6 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A Food and Drug Administration (FDA) refere-se a nanotecnologia como materiais
que tém pelo menos uma dimensdo na gama de tamanhos de aproximadamente 1 a 100 nm
nandémetro (nm) que apresentem seguranca, eficacia, qualidade e que causem impactos na
salde publica (FDA, 2017). De acordo com a recomendacdo da European Commission's
science and knowledge servisse, considera-se ‘“nanomateriais”, material natural, incidental ou
manufaturado contendo particulas, em estado ndo ligado ou agregado ou aglomerado e onde,
para 50% ou mais das particulas na distribuicdo de tamanho numérico, uma ou mais
dimensGes externas estiverem na faixa de tamanho 1 nm - 100 nm (EC, 2011).

Adicionalmente, a nanotecnologia engloba material ou produto final, projetado para
exibir propriedades ou fendmenos, incluindo propriedades fisicas, quimicas ou efeitos
bioldgicos, que sdo atribuiveis a sua dimensdo, mesmo que essas dimensdes caiam fora da
escala da nanoescala, até um micrometro (1.000 nm) (FDA, 2017). Na area das ciéncias
farmacéuticas a nanotecnologia estd envolvida no desenvolvimento, caracterizacdo e
aplicacéo de vetores (sistemas liberagdo controlada de farmacos, descritos com “drug delivery

systems” (DDS) que oferecem vantagens como a possibilidade de wveicular farmacos
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insollveis em sistemas aquosos e reducdo da sua toxicidade ativos (SAKATA et al., 2007,
BUNUJES, 2011; MUDSHINGE et al., 2011; CE et al., 2016).

As terapias convencionais vem sendo progressivamente sbstituidas por medicamentos
baseados em terapias avancadas, tal como a nanotecnologia. Especial atencdo é dada ao lidar
com as restricdes associadas a entrega tradicional de farmacos, na qual, alguns dos obstaculos
mais comuns encontrados sdo a baixa biodisponibilidade, baixa estabilidade, sabor amargo e
odor desagradavel de certos agentes ativos (SAKATA et al.,, 2007; BUNJES, 2011,
MUDSHINGE et al., 2011; CE et al., 2016).

Dessa forma a encapsulacdo desempenha um papel vital na superacdo dos obstaculos
acima mencionados. A degradacdo de agentes ativos pode ser evitada através da sua
encapsulacdo. Além disso, as tecnologias de encapsulacdomento também ajudam na obtencéo
de formulacdes de liberacdo controlada e direcionada (MUDSHINGE et al., 2011; IQBAL et
al., 2015; CE et al., 2016; PATHAK; VAYDIA; PANDLEY, 2019). Contudo, a maior
vantagem dos DDSs é certamente devido ao controle da janela terapéutica, como mostrado na
Figura 12.

Figura 12 - Diagrama esquematico da janela ou faixa terapéutica.
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(A) administracdes multiplas de um farmaco veiculado por um medicamento convencional e (B)
administrado através de um sistema de liberacdo controlada. Fonte: autor préprio.

Na administracdo de farmacos, através dos medicamentos convencionais, é dificil
manter o nivel terapéutico adequado em termos de concentracdo plasmatica e, portanto,
administracdes repetidas sdo frequentemente necessarias, resultando em resisténcia aos
farmacos, riscos de toxicidade e, eventualmente, inconveniente para os pacientes (CHOI et
al., 2018). Por outro lado, a administragdo através de um sistema de liberacdo controlada

mantem a concentra¢do do farmaco dentro da faixa terapéutica permitindo que sua eficacia
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seja mantida nas concentra¢fes plasmaticas requeridas com uma Unica administracdo, fato o
que pode subsequentemente minimizar as desvantagens e efeitos secundarios anteriormente
mencionados devido a administracdes repetidas (CHOI et al., 2018).

Além de desempenharem um papel importante na veiculacdo do farmaco ao alvo
terapéutico, alguns nanocarreadores sao capazes de superar a resiténcia que algumas células
aprsentam a determinados farmacos. Outra utilidade bastante explorada desses nanosistemas €
o fato de atravessarem as barreiras hematoencefalica e intestinais, ampliando assim a eficéacia
terapéutica das moléculas bioativas (PATHAK; VAIDYA; PANDEY, 2019).

Em geral, a dose de farmaco em nanosistemas € menor em comparagao aos sistemas
convencionais; no entanto, com o auxilio do direcionamento, uma maior concentracdo é
mantida no local alvo (WILCZEWSKA et al., 2012) . Além disso, através da administracao
de formulagcdes multifuncionais de escala nanométrica, a adesdo do paciente pode ser
significativamente melhorada (MCNEIL et al., 2009).

Os nanosistemas possuem constitui¢cdes variadas; eles podem ser sintetizados a partir
de proteinas, lipidios como dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), carboidratos, e numerosos
polimeros naturais e sintéticos como poli-€-caprolactona (PCL), poli (etileno 6xido), poli
(alquil cianoacrilato), entre outros. (MCBAIN; YIU; DOBSON, 2008; BEIJA et al., 2012;
McCLEMENTES, 2015). Varios sdo os tipos de DDSs coloidais, a exemplo tem-se,
dendrimeros, micelas poliméricas, lipossomas, microcapsulas, nanoparticulas lipidicas
solidas, nanocapsulas e nanoesferas (McCCLEMENTES, 2015; PATHAK; VAYDIA,;
PANDLEY, 2019). Também dispbe-se de nanoparticulas inteligentes (KIM; DJAZAYERI;
ZEINELDIN, 2011) e nanoparticulas gelificadas (KIRILOV et al., 2008). A Figura 13 mostra

a estrutura de alguns dos nanosistemas disponiveis atualmente.
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Figura 13 - Sistemas de Liberagdo Controlada.
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Fonte: Adaptado de Galvéz; Ruiz e Clares (2011).

Na ultima década, houve grandes avancos no desenvolvimento de sistemas coloidais
para encapsular, proteger e liberar componentes bioativos lipofilicos (MCCLEMENTS, 2010;
YAO; XIAO; MCCLEMENTS, 2014; MASWAL; DAR, 2014; FATHI; MARTIN;
MCCLEMENTS, 2014; JOYE; McCLEMENTS, 2014). Tipicamente, 0 componente bioativo
lipofilico é misturado com uma fase adequada de 6leo ou tensoativo, e depois convertido
numa dispersdo coloidal, tal como uma microemulsdo, lipossoma, ou nanoemulsdo. Essas
dispers6es coloidais podem entdo ser usadas como blocos de construgdo para criar estruturas
mais complexas, como emulsbes multicamadas, emulsdes mdaltiplas, coloidossomas ou
particulas de hidrogel preenchidas (MCCLEMENTS, 2010; MCCLEMENTS, 2012; TROJER
etal.,, 2013; TING et al., 2014).

Por outro lado, h4 poucos sistemas de liberacdo, economicamente e biologicamente
viaveis, disponiveis para encapsular, proteger e liberar componentes bioativos hidrofilicos,
tais como conservantes, vitaminas, nutracéuticos e farmacos hidrofélicos (MCCLEMENTS,
2014). Mesmo assim, ha muitas aplica¢fes dentro da indUstria de alimentos e outras inddstrias
onde sistemas de entrega oral para bioativos hidrofilicos sdo urgentemente necessario, por
exemplo, para mascarar o sabor dos péptidos amargos (FAVARO-TRINDADE et al., 2010),
para proteger cores ou aromas solUveis em agua durante o armazenamento (SANTOS et al.,
2013), para melhorar a biodisponibilidade de vitaminas solUveis em agua, nutracéuticos ou
produtos farmacéuticos (FANG et al., 2006; ABBAS et al., 2012; MARKMAN; LIVNEY,
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2012; ISAILOVI et al., 2013), e para fornecer bioativos hidrofilicos para determinadas
regides do trato gastrointestinal (TEOH et al., 2011). Alguns dos nanosistemas atualmente em

estudo para a veiculacdo de moléculas hidrofilicas so ilustrados na Figura 14.

Figura 14 - Sistemas de distribui¢cdo que podem ser usados para encapsular, proteger e

distribuir componentes bioativos hidrofilicos.

Emulsio Emulsoes o/a carreadoras  Particulas Soélidas Lipossomas
A/O/A de microemulsio
\!ﬂ’f' u/
S’é -@&’4’@,
s ) S5
.EVM J [ =5 ==
Y DS
e Qe
““ “ “"? /iig “@

Complexos

Particulas Coloidossomas Emulsdes

Hidrogéis Moleculares Multicamadas
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Atualmente, os sistemas de liberacdo controlada estdo disponiveis para administracéo
de farmacos por via oral, transdérmico, epidermico, nasal, mucoadesivo, parenteral, além de
sistemas implantaveis (KOHRS et al., 2019).

A via oral é a mais comum e amplamente aceita para a administracdo de farmacos,
porém o trato gastrointestinal (TGI) apresenta varias barreiras quimicas e enzimaticas que
afetam a entrega oral de farmacos (DESAI; DATE; PETRAVALI, 2012). As consequéncias
sdo, por exemplo, baixa permeabilidade da mucosa para moléculas grandes e hidrofilicas, uma
janela de absorcdo estreita em regiGes particulares do trato gastrointestinal, falta de
estabilidade no ambiente gastrointestinal, resultando em uma decomposic¢do antes da sua
absorcdo e baixa concentracdo dissolvida de principio ativo nos fluidos gastrointestinais
(TAO; DESAL, 2005; BHASAKARAN; MORIS; ROUT, 2012).

Farmacos como eritromicina e o candesartan cilexetila séo submetido a degradacéo em
pH &cido que afeta significativamente biodisponibilidade oral. Além disso, varias enzimas
(esterases, lipases) presentes no TGI resultam na degradacdo de muitos farmacos como
ramipril (SHAFIQ et al., 2007), ezetimiba (BALI; ALI; ALI, 2010) e (cefpodoxime proxetil)
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(NICOLAOS et al., 2003). Além disso, a biodisponibilidade oral de varias moléculas
terapéticamente ativas € consideravelmente reduzida devido ao alto grau de metabolismo
hepatico de primeira passagem. Finalmente, os transportadores de efluxo de drogas, como a
glicoproteina-P, também responsavel pelo efluxo de varias farmacos como a digoxina,
paclitaxel e doxorrubicina do local de absorcdo também é uma frequente causa de baixa
biodisponibilidade oral (DATE et al., 2010).

Apesar de varios mecanismos que justifiguem a baixa biodisponibilidade oral de
moléculas ativas j& tenham sido descritos, a mucosa gastrointestinal é a principal barreira para
a absorcdo de moleculas do lumen intestinal para a circulagdo sistémica (BUDDOPALLI;
MOHAMMED; BANJI, 2010).

A membrana mucosa do trato gastrointestinal (Figura 15) é constituida por camada de
tecido conectivo (a lamina prépria) acima da qual é uma camada epitelial, cuja superficie é
geralmente Umida pela presenca de uma camada de muco. O epitélio pode ser camada Unica
(por exemplo, estdmago, intestinos delgado e grosso) ou multicamadas/estratificadas (por
exemplo, no esbfago). O primeiro contém células caliciformes que secretam muco
diretamente nas superficies epiteliais; o Gltimo contém ou sdo adjacentes a tecidos que
contenham glandulas como as glandulas salivares que secretam muco para o0 superficie
epitelial. Os principais componentes de todos os géis de muco séo glicoproteinas da mucina,
lipidios, sais inorganicos e agua, a esta representando mais de 95% do seu peso, tornando eles
um sistema altamente hidratado (SMART, 2005).

Figura 15 - Estrutura da Membrana Mucosa.
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Fonte: Adaptado de Buddopalli; Mohammed e Banji (2010).
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A camada de muco gastrintestinal possui caracteristicas elésticas, viscosas e pegajosas,
sendo uma barreira primaria que rapidamente captura e remove particulas estranhas.
Moléculas com permeabilidade limitadas através da barreira mucosa serdo rapidamente
removidos do local de entrega, 0 que resulta em menor tempo de permanéncia no trato
gastrointestinal e limitacdo eficaz para o fornecimento oral de farmacos (ENSIGN et al.,
2012; SHAN et al., 2015).

Uma estratégia para superar a baixa absorcdo pelas membrans do TGI é o uso de
sistemas de escala nano ou micrométrica com propriedades bioadesivas ou mucoadesivas.
Bioadesdo € definida como a adesdo de macromoléculas sintéticas ou naturais, como
polimeros ao tecido bioldgico. O processo de mucoadesdo é caracterizado por duas etapas:
primeiro, o contato inicial entre a formulacdo e a superficie do tecido e, em segundo lugar, a
formacéo de interacdes quimicas como ligacGes de hidrogénio, interacdes ndo-covalentes e
idnicas como a mucosa (ANDREWS; LAVERTI; JONES, 2009; BODUPALLI et al., 2010).

Varios estudos, comprovando a eficacia de sistemas de liberacdo controlada com
propriedades mucoadesivas para administracdo por via oral ja foram publicados. Dessa forma
ja existem lipossomas revestidos com quitosana (TACKEUCHI et al., 2005); dispositivos
poliméricos para a administragdo de insulina (BANERJEE; LEE; MITRAGOTRI, 2016);
nanoparticulas revestidas de quitosana (DESAI; DATE; PETRAVALLI, 2012; CHEN et al.,
2013; KHANAL et al., 2016; KHANG et al., 2017); microcapsulas revestidas de quitosana
(SANNA et al., 2015); microesferas revestidas de quitosana (CHEN et al., 2017); dispositivo
polimérico para liberacdo intestinal (KIRSCH; HANKE; WEITSCHIES, 2017);
prolipossomas (NEKKANTI et al., 2016), entre outros.

Os sistemas de liberacdo de farmacos com propriedades mucoadesivas oferecem varias
vantagens em relacdo a outros sistemas de liberacdo controlada oral em virtude do
prolongamento do tempo de retengdo do farmaco no TG. Dentre as vantagens podemos
destacar o direcionamento do farmaco a um local especifico com consequente aumento na
absorcdo dos farmacos pelo TGl (PUNITHA; GIRISH, 2010). As principais estratégias
empregadas no desenvolvimento de sistemas com propriedades mucoadesivas estdo
relacionadas com a capacidade do sistema em ficar aderido ao muco ou a pele. Para tanto o
material deve interagir com os componentes do muco ou alterar sua estrutura por estimulos
fisiologicos como pH e temperatura. Entretanto, a eficiéncia de um sistema com propriedades
mucoadesivas ndo estad s6 na sua capacidade de aderir a mucosa durante um tempo, mas
também na capacidade de liberar o farmaco nesta mucosa (CARVALHO; CHORILLI;
GREMIAOQ, 2014).
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Uma importante atencdo é dada a melhoria do transporte paracelular de farmacos
hidrofilicos (KOTZE et al., 1998, LAMPRECHT et al., 2006). O transporte de
macromoléculas hidrofilicas através da via paracelular €, no entanto, severamente restringido
pela presenca de juncdes apertadas que estdo localizados no aspecto luminal do epitélio
celular (BALLARD; HUNTER; TAYLOR 1995). Nesse contexto, polimeros mucoadesivos
foram utilizados para o auxilio da absorcdo intestinal de macromoléculas hidrofilicas. Assim,
os farmacos hidrofilicos liberados dos sistemas mucoadesivos podem entdo permear atraves
do caminho paracelular para o corrente sanguinea, atingindo assim a circulagdo sistémica
(LIN et al., 2007) (Figura 16).

Figura 16 - Mecanismo presumido do transporte paracelular de farmacos hidrofilicos para a

corrente sanguinea usando nanoparticulas revestidas com quitosana (CS).
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Fonte: Adaptado de Lin et al. (2007).

Os varios polimeros mucoadesivos que foram utilizados para o desenvolvimento de
sistemas de administracdo oral incluem quitosana, poli (acido acrilico), alginato, poli (acido
metacrilico) e carboximetil celulose de sodio (BUDDOPALLI; MOHAMED; DAVID
BANJI, 2017; KIRSCH; HANKE; WEITSCHIES, 2017). No entanto, um sistema de
transporte, deve, além de fornecer mucoadesdo, proteger os farmacos do ambiente hostil no

estdmago e no intestino delgado, se administrado por via oral (RAMADAS et al., 2000).



67

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

A oncocalixona A (onco A) foi extraida de partes do caule da planta Cordia oncocalyx
Taub (Boraginaceae), coletado na cidade de Pentencoste, no estado do Ceard, Brasil. A
espécie foi identificada pelo professor Afranio Gomes Fernandes, do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara, e o espécime-testemunho (n° 18459) foi
depositado no Herbario Prisco Bezerra. A onco A obtida através de extragBes sucessivas com
hexano e EtOH. Apo6s remocdo do solvente, o residuo obtido do extrato etanolico foi
dissolvido em agua e a solucdo aquosa resultante foi extraida com CHC13. O resuo do extrato
de CHCI; foi submetido a separacdo em uma coluna cromatografica de silica gel, onde o
sistema foi eluido com hexano, CHCI3, AcOEt e MeOH. A fracdo de AcOEt, separou a maior
quantidade de Onco A, que foi isolada e purificada por cristalizacdo e recristalizacéo
(PESSOA et al., 1993; PESSOA et al., 1995).

4.1.1 Matérias-primas

Acido acético glacial, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
Acido borico, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;

Acetona, Fmaia — Séo Paulo, Brasil,

Acetonitrila, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA,

Acido cloridrico, Vetec — Rio de Janeiro, Brasil;

Acido trifluoracético, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
Alginato de Sodio, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
B-ciclodextrina (B-CD), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
Brometo de potéssio (KBr), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
Cloreto de cécio, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA,
Cloreto de sddio, Vetec — Dugue de Caxias, Brasil;

Etanol, Fmaia — S&o Paulo, Brasil;
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Eter sulfobutilica-p-ciclodextrina (SBE-B-CD), CyDex Pharmaceuticals, Kansas,
EUA,;
Fosfatidilcolina de soja (98%), Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Alemanha;

<X

Fosfato de Potassio dibasico, Vetec — Rio de Janeiro, Brasil;
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Fosfato de potassio monobasico, Vetec — Rio de Janeiro, Brasil;
2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
2-hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CD), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
Metanol grau HPLC, metanol grau HPLC,

n-octanol, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

Oleo de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.), Flores & Ervas, Piracicaba, Brasil;
Oleo de soja, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

Oxido de deutério (D,0) (99,96%), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

PEG-4000 (Polietilenoglicol),

Poli-caprolactona (PM 14.000 Da, viscosidade 400 - 1000 mPa.s), Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA); Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

Poli (acido latico-co-acido glicdlico), Birmingham Polymers, Alabama, USA,;
Quitosana (CS, 75-85% desacetilada, Mw 50.000-190.000 Da, viscosidade 20-300
cP), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA);

Sodio 3-(trimetilsilil) propionato-d4 (99%), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA;
Triglicerideos de cadeia média, All Chemistry, Sdo Paulo, Brasil;

v’ y-ciclodextrina (y-CD), Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).
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4.1.2 Aparelhos e Equipamentos

v' Agitador magnético Mag Mixer, modelo M-41, Yamato Scientific CO, Toquio,
Japéo;
v Agitador mecanico, modelo LR 51 B, Yamato Scientific CO, Toquio, Japao;

\

Analizador de particulas, ZetaSizer Nano-ZS90, Malvern, Worcestershire, UK;
Analisador Térmico Simultaneo (TGA/DSC), Mettler Toledo AG, TGA/DSC 2
Star® System, Schwerzenbach, Suica;

<

Balanga analitica, modelo AY 220, Shimadzu, Séo Paulo, Brasil;
Balanca semianalitica, modelo AD500S, Marca Marte, Sao Paulo, Brasil;
Unique USC-750, Indaiatuba, Brasil;

Centrifuga Refrigerada, modelo KR 20000 T, Kubota, Toquio, Japao;
Cromatografo liquido, Alliance 2625, Waters, Miliford, EUA,;
Espectrémetro Vertex 70, Bruker Optics, Ontario, Canada;
Espectrometro de RMN de 400MHz, Varian, Santa Clara, USA;
Liofilizador, FTS Systems, Nova York, Estados Unidos;

N N N N N R
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v' Metalizador, modelo Q150T ES, Quorum Technologies Ltd, Ashford Kant,

Inglaterra;

v" Microcalorimetro de Titulacdo Isotérmica, ITC-200 MicroCal, GE, Boston, USA,

v Micoencapsulador, B395 Pro, Buchi Labortechnik AG, Falwil, Switzerland;

v Microscopio eletronico de varredura, Quanta 200 FEG, FEI, Hillsboro, EUA

v pHmetro, modelo K 39 0014 P, Kasvi, Curitiba, Brasil;

v Pipetas automaticas, modelo LM 1000, LABMATE Soft, Polénia;

v' Purificador de agua ultrapura, modelo MilliQ Q-POD, Merck Millipore, Ziefen,
Suica.

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento do Método Analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE-UV) para Quantificar Onco A

4.2.1.1 CondicGes Cromatograficas

A deteccdo cromatografica da onco A foi realizada utilizando uma coluna de fase
reversa C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um, XBridge, Waters Corporation, Milford, EUA). Um
modulo de separacdo Waters Alliance 2695 (Waters Corporation, Milford, EUA) equipado
com um detector UV-Vis 2489 e um detector com matriz de fotodiodos (PDA) 2998 usado
para a analise de CLAE.

O comprimento de onda de deteccdo foi estabelecido em 283 nm, que foi o nivel
méaximo de absorbancia observado para onco A. A fase movel isocratica consistiu em
acetonitrila: dgua acidificada (0,05% é&cido trifluoroacetico) pH = 3 (30:70) (v/v) e um fluxo
de 0,7 mL.min™ a 25 °C. Amostras de 20 uL foram introduzidas no sistema de HPLC a cada
10 min. A fase mével e as amostras foram filtradas através de um filtro de membrana de
nylon de 0,2 um (Merck Millipore, Billerica, EUA) antes da utilizacdo. Os dados
cromatograficos foram monitorados e analisados usando o software Empower 2 (Milford,
EUA).
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4.2.1.2 Preparo da Amostra

Preparou-se uma solucdo mae de onco A (1 mg.mL™) em acetonitrila, colocou-se num
frasco &mbar hermeticamente selado. A Curva padrdo da onco A com concentragdes de 0,5, 1,
2,4, 8,10 ¢ 20 pg.mL™ foi preparada a partir da solugéo estoque por diluicdes adequadas com

a fase mével a 25 °C.

4.2.2 Validagao do Método Desenvolvido

A validacdo do método analitico foi realizada por meio das figuras de mérito a seqguir:
seletividade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez
(RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008b; VELOSO et al., 2009). Os parametros
analiticos destas etapas da validacdo foram realizados conforme a Conferéncia Internacional
de Padronizacdo (Internacional Conference on harmonization, ICH, 2005) de acordo com o
guia Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(R1), Food and Drug
Administration (FDA, 2015) através do Analytical Procedures and Methods Validation for
Drugs and Biologics Guidance for Industry: Contains Nonbinding Recommendations, e a
Resolugdo n° 166/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que abordam

a validacdo de métodos analiticos. Todas as etapas foram realizadas no minimo em triplicata.

4.2.2.1 Seletividade

A seletividade do método analitico foi avaliada pela anélise de onco A (4 ug.mL™) em
solucdo tampédo em diferentes (pH 5,5, 7,0 e 9,0), octanol e 6leos (copaiba, soja e TCM).
Verificou-se a ocorréncia de interferentes presentes nas amostras que possam eluir no mesmo
tempo de retencdo da onco A, garantindo assim, que o pico obtido, relativo a molécula, é
exclusivo da mesma. Os ensaios foram realizados em seis execugOes independentes para cada
matriz testada. A area do pico e o tempo de retencdo foram utilizados como parametros para
avaliar a capacidade do método na separacdo dos picos da onco A de compostos presentes na

matriz.
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4.2.2.2 Linearidade

A solucio estoque de onco A (1 mg.mL™) foi diluida com a fase mével para fornecer
solugdes com concentragdes de 0,5, 1, 2, 4, 8, 10 € 20 ug.mL'l. A curva padrao foi ajustada
usando a regressao linear de minimos quadrados, poderados pelo inverso da resposta, usando
a area do pico onco A. Os testes de significancia e proporcionalidade do coeficiente angular
foram realizados por variancia residual utilizando o teste t de Student (a0 = 0,05). Os residuos
foram calculados com base na diferenca entre valores tedricos e experimentais da curva

padrdo. A homocedasticidade dos residuos foi avaliada pelo teste complementar de Wilcoxon.

4.2.2.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo

O limite de detecc¢do (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram estimados de acordo
com as recomendac0es oficiais para produtos farmacéuticos da curva padréo do onco A (ICH,
2005). LD foi diferenciado de forma confiavel do desvio padrdo da resposta e da inclinacédo
da curva padrao (sinal maior ou igual a 3,3). O LQ foi determinado como a menor quantidade
do analito que foi reproduzida e calculada pela razéo entre o desvio padrdo da resposta e a

inclinagédo da curva padrdo onco A multiplicada por 10.

4.2.2 .4 Efeito Residual

O efeito residual foi determinado por meio de uma andlise da injecdo de fase modvel
ap6s a injecdo da onco A na concentracdo méaxima da curva padrio (20 ug.mL™). A possivel
presenca de pico residual do farmaco no cromatograma obtido utilizando a fase mdvel foi
calculada como a percentagem de residuo relacionada com onco A remanescente na coluna. O

ensaio foi realizado com seis injecdes, independentes, da fase mdvel apds corrida da onco A.

4.2.2.5 Exatidao

A exatiddo do método foi verificada por meio da recuperagdo da concentracdo de trés
pontos da curva analitica em triplicata, totalizando 9 determinacdes. Foram selecionados as
concentragdes minima (0,5 pg.mL™), médio (4 pg.mL™) e mais elevada (20 pg.mL™). As
concentracdes de onco A de cada amostra foram obtidas por meio da utilizacdo da equacao da

regressdo linear correspondente a curva analitica. As concentracdes obtidas através da curva
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analitica foram utilizadas para o célculo do desvio padrdo relativo em relacdo ao valores
tedricos e a Equacdo 10 foi utilizada para determinar a proximidade dos pontos obtidos

experimentalmente e os valores tedricos.

e Concentracio média sxperimental
Exatiddo = x 100 (20)

Concentracio teorica

4.2.2.6 Precisdo

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade (intra-dia) e precisdo intermediaria
em dias separados (inter-dia) e por diferentes analistas. A repetibilidade foi investigada pela
injecdo de amostras, em triplicata, da solugcdes onco A em trés diferentes concentracgdes (0,5,
4,0 ¢ 20 pg.mL™). A precisdo inter-dia foi avaliada separadamente pela injecdo de trés
diferentes concentragcBes molécula em dias diferentes. A precisdo intermediaria também foi
avaliada pela injecdo de amostras preparadas por dois analistas diferentes. A repetibilidade e a

precisdo intermediaria foram expressas como desvio padrao relativo (% DPR).
4.2.2.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada pelo delineamento experimental de Box-Behnken.
Com base nas condic¢Bes cromatograficas finais com pequenas alteragdes (cerca de 5%), trés
variaveis independentes em baixo, médio ou alto nivel foram atribuidas a vazao (x;) (0,66,
0,70 e 0,74 mL.min™), temperatura da coluna ( x) (23,7, 25,0 e 26,3 °C) e composicio da
fase movel (acetonitrilo / 4gua acidificada (x3) (33,5: 66,5, 30:70 e 26,5: 73,5). A precisdo e 0
tempo de retencdo do onco A foram escolhidos como as varidveis de resposta de saida
dependentes. Experimentos randomizados (n = 15) foram realizados para a robustez do
método de HPLC usando uma solucdo de onco A a 4 pg.mL™. Os efeitos variaveis estimados
foram entdo determinados calculando a razdo das concentragcfes observadas e tedricas de onco
A. Os efeitos das variaveis estudadas foram avaliados graficamente e estatisticamente usando
o0 software Statistics (Versdo 7.0, StatSoft, EUA) para validar o delineamento experimental.
Graficos de superficie de resposta foram gerados para visualizar os efeitos simultaneos de

cada variavel em cada parametro de resposta.
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4.2.3 Aplicabilidade do Método Validado
4.2.3.1 Determinacao da Solubilidade da Oncocalixona A

A solubilidade da onco A foi pela técnica de saturacdo por agitacdo do frasco
conforme o método descrito por Higuchi e Connors, 1965, adaptada por Xavier-Junior et al.
(2016). Resumidamente, um excesso da onco A foi adicionada em um frasco de vidro
contendo, separadamente, 1 mL de &gua deionizada, tampdo fosfato pH = 2,8 (pH gastrico),
pH = 6,8 (pH intestinal), tamp&o borato (pH = 5,5), tamp&o borato (pH = 7,0), tampé&o borato
(pH = 9,0), 6leo de soja, 6leo de copaiba e TCM. Em seguida, todos os frascos foram selados,
protegidos da luz e agitados sob agitacdo magnética a 300 rpm (Mag Mixer, M-41, Yamato
Scientific CO, Toéquio, Japdo) durante 24 h a 25 £ 1 °C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 8.792 g por 15 min (centrifuga Kubota KR-20000T, rotor RA-1M, Téquio,
Japao). O sobrenadante foi filtrado em filtro de membrana de 0,22 um (Millex®, Millipore,
EUA), diluido na fase mével e mantido em banho de ultrassom (Unique USC-750, Indaiatuba,
Brasil) por 15 minutos. A concentracdo de onco A em cada um dos diferentes meios foi
analisada usando CLAE como descrito anteriormente. A Figura 17 apresenta um diagrama
com a metodologia de preparacdo das amostras para avaliacdo da solubilidade utilizando o
método de CLAE previamente validado.

Figura 17 - Esquema do preparo das amostras para o estudo de solubilidade.
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e - Banho de uitrassom Unique® Filtro de membrana de
Alliance 2625 (Miliford, EUA) (Indaiatuba, Brasil). 0,22 pm, Millex®,
Millipore (EUA)

Solvente equivale a &gua deionizada, fluidos gastrico e intestinal farmacopeicos, tampé&o borato
(pH=5,5; 7;9), bleos de soja, copaiba e triglicerideos de cadeias média, separadamente. Fonte autor
proprio.
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4.2.3.2 Determinagéo do Coeficiente de Particdo da Oncocalixona A

O coeficiente de particdo de onco A entre n-octanol /agua, TCM/agua, 6leo de resina
de copaiba/agua e 6leo de soja/dgua foi determinado pelo método tradicional de agitacdo no
frasco a 25 °C (XAVIER-JUNIOR et al., 2016). Resumidamente, octanol, 6leo (soja, copaiba
e MCT) e agua desionizada (1 mL) foram colocados separadamente em frascos ambar com
rolha de vidro. Um excesso de onco A foi entdo adicionado em cada fase e mantido sob
agitacdo mecénica durante 24 horas a 25 + 1 °C. Em seguida, a fase oleosa e a fase aquosa
foram misturadas e mantidas sob agitacdo mecénica (Mag Mixer, M-41, Yamato Scientific
CO, Toquio, Japdo) por 24 horas a 25 + 1 °C. As amostras foram entdo centrifugadas a 8.792
g por 15 min (centrifuga Kubota KR-20000T, rotor RA-1M, Téquio, Japdo) e as fases oleosa
e aquosa foram cuidadosamente separados, diluidos conforme necesséario com a fase moével, e
submetidos a banho de ultrassom (Unique USC-750, Indaiatuba, Brasil) por 15 minutos. Em
seguida, as solucBes resultantes foram analisadas pelo método de CLAE como descrito
anteriormente. O coeficiente de particdo (logP) foi tomado como o logaritmo da razao entre as

concentragBes do fArmaco medidas nas fases lipofilica e aquosa.

Figura 18 - Esquema de preparo das amostras para o estudo do coeficiente de particéo.
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Fonte: autor proprio.
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4.2.4 Avaliacéo da Interacéo da Onco A com CDs por Calorimetria de Titulagdo

Isotérmica

A energia da liga¢do da onco A com CDs (B-CD, HP-B-CD, SBE-B-CD, y-CD e HP-y-
CD) foi determinada usando um calorimetro de titulacdo isotérmica (ITC-200 MicroCal, GE,
Northampton, EUA). Uma solucgéo de onco A (1,31 mM) foi preparada em tampé&o de borato
0,05 M a pH = 7,0 sob agitacdo magnética a 300 rpm durante 24 h a 25 °C. A solucdo foi
filtrada através de um filtro de membrana de 0,22 pm (Millex®, Millipore, EUA) e
desgaseificada com banho de ultrassom (Unique USC-750, Indaiatuba, Brasil) por 30 minutos
(XAVIER-JUNIOR et al., 2017). Conforme esquematizado na Figura 19, todas as solugdes
titulantes de CDs (25 mM), com exceg¢do de B-CD, cuja solubilidade méxima nessas
condigdes é de 15 mM, foram preparadas em tampdo borato 0,05 M (pH = 7,0), filtradas
através de um filtro de membrana de 0,22 um e desgaseificadas. Para os experimentos de ITC,
a célula de amostra foi preenchida com 200 pL de solugdo onco A (1,31 mM) e titulada com
40 pL de solucdo de CD colocada na seringa sob agitagédo de 400 rpm a 25 °C. A primeira
inje¢do de 0,4 uL foi descartada para eliminar os efeitos de difusdo do material da seringa na

célula da amostra.

Figura 19 - Esquema dos ensaios de avaliagéo das interacdes moleculares por ITC.

mm'

Tampédo
borato
=7 l:> :.> —
':Q Sgluggo
e
Solugdo  piwro de membrana Banho de uitrassom 25 mM
Agntagao magnética de CD de 0,22 pm, Millex®, Unique®
por 1ha 25 =1°C 25 mM Millipore (EUA) (Indaiatuba, Brasil)
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Fonte: autor proprio.
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Os experimentos foram conduzidos com 19 injec¢des consecutivas 2 ul da amostra de
CD com uma duracéo de 5 segundos cada, com intervalos de 150 segundos, a uma velocidade
de agitacdo de 400 rpm e temperatura fixa de 25 °C. Para deducdo dos efeitos dos
aquecimentos de diluicdo da interacdo hospede-hospedeiro, também foram realizadas de
titulacdo para solucdes de CDs preparadas em solucdo tampéo de borato 0,05 M (pH = 7,0)
puro, colocado na célula de amostra. Os dados consistiram em uma série de fluxos de calor
em funcao do tempo, que foram coletados automaticamente e analisados pelo software Origin
7, associado ao equipamento. O fluxo de energia foi registrado e as interagcdes fornecem AH e
AG e o calculo utilizando esses parametros, fornecem os valores de AS. Adicionalmente, a

estequiometria (n) e constante de ligagéo (K), foram entdo ajustadas.

4.2.5 Preparo do Complexo de Incluséo Onco A:HP-y-CD

Apos a determinacdo dos parametros termodindmicos (entalpia (AH), entropia (AS) e
energia livre de Gibbs (AG) da interagdo entre onco A e CDs, e a constantede afinidade (N) e
estequiométrica (K), no estudo de ITC, preparou-se o complexo de inclusdo mais
energeticamente favoravel. Dessa forma, o complexo de onco A:HP-y-CD foi preparado pela
adicdo de um excesso de onco A num frasco de vidro ambar contendo 5 ml de solucéo de HP-
v-CD a 5% (p/v) em &gua deionizada. O sistema ficou sob agitacdo magnética a 300 rpm por
24 ha25+1°C e depois foi centrifugado a 8,792 g por 15 min. O sobrenadante foi entdo
filtrado, utilizando um filtro de membrana de 0,22 um (Millex®, Millipore, USA). A amostra
foi congelada a -80 °C por 24 h e logo ap6s liofilizada (FTSsystems Model EZ-Dry, Nova
York, EUA) por 36 h. A Figura 20 esquematiza o preparo do complexo de Inclusdo Onco
A:HP-y-CD.

A mistura fisica da onco A e HP-y-CD foi utilizada como controle foi preparada
misturando o p6 de ambos os componentes numa relacdo molar de 1:1. A mistura fisica,
utilizada geralmente como padréo de ndo complexacgdo, € obtida simplesmente com a juncéo
da ciclodextrina com a molécula a ser complexada. Contudo a literatura relata descreve que
memso na mistura fisica é possivel a formacao de interagdes entre a ciclodextrina e a droga
(BARBATO et al., 2003).
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Figura 20 - Esquema de obtencdo do complexo de inclusdo onco A:HP-y-CD.
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Fonte: autor préprio.

4.2.6 Caracterizacdo do Complexo de Incluséo Onco A:HP-y-CD
4.2.6.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier

Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) da onco A, HP-y-
CD, complexo onco A:HP-y-CD e mistura fisica foram registrados em um espectrémetro
Vertex 70 (Bruker Optics, Ontario, Canada) equipado com um detector DTGS, uma fonte e
um divisor de feixe de amplo alcance, usando um acessorio de refletancia total atenuada
(ATR) de diamante de reflex&o Unica (Platinum, Bruker Otica, Ontario, Canada).

Os espectros de FTIR foram obtidos em uma resolucdo de 2 cm™ na regi&o de 4000-
600 cm™. As pastilhas de KBr foram preparados a partir de misturas de KBr e a amostra em
Proporcdo de 200:1 usando uma prensa hidraulica. O software OPUS multitarefa foi usado

para correcOes de linha de base e analise de dados.
4.2.6.2 Ressoancia Magnética Nuclear
Os deslocamentos quimicos de *H RMN (8) da Onco A, HP-y-CD e do complexo de

inclusdo onco A: HP-y-CD foram realizados usando um espectrometro de RMN de 400 MHz

(Varian, Santa Clara, EUA) operando a 25 °C. As amostras foram dissolvidas em D,0 em um
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tubo de 5 mm por 3 h a 25 °C. O 3-(trimetilsilil) propionato de sédio-d, foi usado como
referéncia. Cada espectro obtido a partir de 64 varreduras com uma largura espectral de
6410,3 Hz, tempo de aquisicdo de 2,556 s e um atraso de 2 s por varrimento. O angulo de

pulso foi de 90°.

4.2.6.3 Andlise Térmica

Calorimetria de varredura diferencial (DSC) e termogramas termogravimétricos (TG)
da onco A, HP-y-CD e dos complexos de inclusdo Onco A:HP-y-CD foram obtidos
utilizando-se Equipamento DCS/TG (Jupiter STA 449, Netzsch, Alemanha). Amostras de 5
mg foram colocadas em cadinhos de aluminio selados com tampas perfuradas. As medic¢des
foram registadas desde 25 °C até 400 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os
sensores e cadinhos foram submetidos a um fluxo constante de nitrogénio (70 mL.min™)

durante os experimentos.

4.2.6.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

O aspecto microscépico da onco A, HP-y-CD e do complexo de inclusdo Onco A:HP-
v-CD e mistura fisica foram avaliados por microscopia eletrénica de varredura (SEM, FEl,
Quanta 200 FEG, Hillsboro, EUA). As amostras liofilizadas foram fixadas em abas de
carbono (fita dupla adesiva revestida de carbono) aderidas astubs de aluminio e depois foram
revestidas com uma camada fina (30 A) de ouro, empregando revestidor por aspersio
Polaron-E 3000. Subsequentemente, as amostras foram examinadas usando MEV a uma
voltagem de aceleracdo de 10 kV sob baixo vacuo. As imagens foram captadas com

ampliacéo de 2040X.

4.2.7 Preparo dos Sistemas de Liberacao de Farmacos contendo a Onco A

4.2.7.1 Microesferas de PLGA

As microesferas de PLGA foram preparadas de acordo com a meodologia de Ribeiro-
Costa et al. (2004). Primeiramente, PLGA (225 mg) e onco A (10 mg) foram solubilizados,
separadamente, em diclorometano (2 mL) e emulsificado com 2 mL de solucdo aquosa de
PEG 4000 (200 mg) usando um homogeneizador Ultra-Turrax (T25, IKA, Germany) a 8000
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rpm por 60 segundos usando banho de gelo, resultando assim na emulsdo primaria (A/O).
Essa emulséo resultate foi adicionada a uma fase continua consistindo de 45 mL de uma
solucdo aquosa de PVA a 5% (p/v) e emulsificada a 8000 rpm por 30 segundos, usando banho
de gelo, resultando assim na emulsdo secundaria (A/O/A). Essa emulsdo foi entdo agitada por
uma hélice de quatro pas (Mechanic Stirrer RE 162/P, IKA, Germany) a + 25 °C a 400 rpm
por 4 h até completa evaporacdo do solvente e formacdo das microesferas. Na sequéncia, a
preparacdo o sistema foi centrifugada (KUBOTA, NK-70, Centrifuge, Japan) a 3000 rpm por

5 min e posteriormente lavadas por trés vezes com agua deionizada.

4.2.7.2 Microaprticulas de Alginato

Foram preparadas microesferas de alginato por gelificacdo ionotrépica, segundo
adaptacOes da metodologia descrita previamente Wittaya-Areekul et al. (2006) e Mennini et
al. (2012). Preparou-se uma solucéo de alginato de sodio a 2% (p/v) em solugdo aquosa a 1%
(p/v) de Tween, na qual foi solubilizada 5mg de onco A. Para a formacao das microesferas,
foram aspergidos 10 mL da solucao de alginato contendo a onco A na solucéo de cloreto de
calcio (3%) usando Micoencapsulador B395 Pro (Buchi Labortechnik AG, Falwil,
Switzerland) com bico de 150 um. Utilizaram-se 0s seguintes paramentros: frequéncia de
1200 Hz, eletrodo de 550 V, fluxo de 12 mL/min, e agitacdo magnética de 100%.

4.2.7.3 Nanoesferas de PCL

Foram preparadas nanoesferas de PCL revestidas de quitosana (0,5%), baseadas no
método descrito por Mazzarino et al. (2014). Pesou-se 24 mg de quitosana e adicionou-se 10
mL de agua acidificada com acido acéetico 1% (v/v) sob agitacdo até completa solubilizacao
da quitosana. Em seguida, preparou-se uma solugéo de adicionou-se 62,5 mg de polaxamer-
188, em agua acidificada 1% sob agitacdo constante. Na sequéncia, verteu-se a solucdo de
polaxamer na solucdo de quitosana e completou-se o volume para 24 mL, obtendo-se assim a
fase aquosa. Paralelamente, 60 mg de PCL e 5 mg de onco-A foram solubilizados em 12 mL
de acetona, sob agitacdo constante. Em seguida, verteu-se a fase organica na fase aquosa e
deixou-se em agitacdo por 15 min. A dispersdo coloidal foi entéo evaporada a baixa pressao,

até obter 10 mL de formulag&o.
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4.2.7.4 Nanocépsulas de PCL Revestidas com Quitosana

Foram preparadas nanocéapsulas de PCL revestidas de quitosana (0,5 %), baseadas na
técnica de deposicéo interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al., 1989) com adapat¢édo
descrita por Bender et al. (2012) e Ce et al. (2016). Primeiramente, uma fase organica
contendo PCL (100 mg), onco A (10 mg), monoestearato de sorbitano (40 mg ) e triglicérideo
de acidos caprilico/caprico (120 mg) foram dissolvidos em acetona (30 mL) a 40 °C. Em
paralelo, preparou-se uma solucdo etandlica (4 mL) de fosfatidilcolina de soja (60 mg) e
verteu-se na solugdo de acetona, obtendo-se assim a fase organica (1).

A fase organica (1) foi injetada numa solugéo aquosa de polissorbato 80 (80 mg) (II)
utilizando um funil, a 40 °C. Uma solucéo turva branca (I11) foi formada instantaneamente, a
qual foi mantida sob agitacdo magnetica durante 10 min a 40 °C. Na sequéncia, a dispersdo
coloidal obtida foi submetida a evaporacdo a baixo vacuo a 40 °C para remocao dos solventes
orgénicos (acetona e etanol) e diminuicdo do volume de agua até 9 mL, quando deseja-se
obter as nanocapsulas revestidas de quitosana (oncoA-NCQT) e até 10 mL para as
nanocapuslas ndo revestidas (onco A-NC) (BENDER et al., 2012; CE et al., 2016).

As nanocéapsulas podem ter sua superficie modificada quimicamente por em ligagcdes
eletrostaticas do polimero com a quitosana (JAGER et al., 2009; BENDER et al., 2012).
Dessa forma, a reacdo interfacial de oncoA-NCQT (9 mL) com quitosana foi realizada por
adicdo de 1 mL de quitosana a 0,5% (m/v), preparada em solucdo aquosa de acido acético
(1% v/v). O sistema permaneceu sob agitagdo magnética durante 4 h a 25 °C (BENDER et al.,
2012; CE et al., 2016). As formulagdes sem farmaco foram obtidas tal como descrito acima
utilizando as mesmas composic¢des, sem a onco A no processo. Assim como as hanocapsulas
ndo revestidas (onco A-NC) ndo passaram para etapa de incubacdo na solucéo de quitosana.

O tamanho médio e carga superficial das nanocéapsulas foram determinados utilizando-
se a técnica de deteccdo da intensidade de espalhamento de luz em &ngulo de 90° e mobilidade
eletroforética, respectivamente, em uma analisador de particulas (ZetaSizer Nano-ZS90,
Malvern, Worcestershire, UK). Uma aliquota de 20 pL de dispersdo aquosa da nanoparticulas
foi diluida utilizando 980 pL de agua ultra pura Mili-Q® e solucdo de cloreto de sédio a 1
mM, para determinacdo do tamanho de particula e carga de superficie, respectivamente. Em
cada leitura foi obtido o didmetro médio e potencial zeta das particulas (PZ). Os resultados
obtidos correspondem a leituras em triplicata de trés amostras distintas.
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4.2.8 Determinacédo da Eficiéncia de Encapsula¢do da Onco A em Nanocépsulas

A extracdo da onco-A foi realizada adicionando-se uma aliquota de 50 pL de
formulagdo (oncoA-NC ou oncoA-NCQT) e completou-se volume final de 1000 puL com
acetonitrila. Apds 30 min de sonicacdo a solucao foi centrifugada a 15000 rpm a 4°C (Kubota
KR-20000 T, Rotor RA-1 M, Toquio, Japao). O sobrenadante foi filtrado através de um filtro
de membrana de 0,22 um (Millex, Millipore, Franga) e depois 100 puL do sobrenadante foi
retirado e adicionado em 900 pL de fase mével e injetado em CLAE (Alliance 2625, Waters,
Miliford, EUA), o comprimento de onda de detecgéo foi ajustado em 283 nm.

A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi determinada apos ultracentrifugagéo-
ultrafiltracdo das amostras. Aliquotas de 500 pL das formulacdes foram separadamente
inseridas em unidades ultrafree (Millex®, Millipore, USA) e ap6s centrifugacdo por 15 min a
10000 rpm a 4 °C, retirou-se 20 pL do filtrado e adicionou-se em 980 uL de fase movel. A
solucéo foi filtrada em filtro de 0,22 pm em seguida injetada para quantificacdo de onco-A no
HPLC a 283 nm. Todas as quantificacBes foram realizadas em triplicata. A eficiéncia de

encapsulacdo da onco A foi calculada usando a Equacédo 11:

[Teor de Onco A — Teor de Onco A no filtrado]
[Teor de Onco A] (11)

EE% =
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5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
como média = D.P. As médias de dois grupos foram comparadas usando o teste T de Student
ndo pareado. A anélise de variancia one-way (ANOVA) com o procedimento de comparacao

multipla de Tukey também foi aplicada aos dados, considerando significancia em p <0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO CLAE-UV

O desenvolvimento e a validagdo de um método CLAE-UV para a quantificacdo de
onco A foram realizados e aplicados para determinar sua solubilidade, coeficiente de particéo
e conteddo em nanocapsulas (NC) carreadoras de onco A. Levando em conta as atividades
farmacoldgicas da onco A, tais como antioxidante (FERREIRA et al., 2003; BOYE et al.,
2013), citotoxica frente a linhagens cancerosas (LEVYA et al., 2000; PESSOA et al., 2004);
antibacteriana (LLAYAJARA et al., 2014); inibidora de agregagdo plaquetaria (FERREIRA
et al., 2008); hipoglicemiante (SIVAGNANAN; KALAIVANANAN; RAJAMANICKAM,
2013); antitumoral (BARRETO et al., 2013); Leishmanicida (VIANA et al., 2015), analgésica
e anti-inflamatdria (FERREIRA et al., 2004; LLAYAJARA et al., 2014) e seu uso potencial
para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, surgiu a necessidade de desenvolver
um método robusto para quantificar esta molécula na presenca de compostos interferentes.

Um estudo conduzido por pesquisadores da UFC (COSTA et al., 2004), desenvolveu e
validou um método de CLAE para identificar e quantificar de quinonas, entre elas a onco-A
em extrato etandlico de Auxemma glazioviana, porém esse método ndo foi seletivo para a
onco A, ademais, apenas os parametros de validacdo linearidade, exatiddo e precisdo foram
determinados nesse estudo.

Assim, o presente trabalho de tese, consistiu no desenvolvimento e uma validacao
completa de um método de CLAE para obter uma analise de rotina do onco A uma matriz
farmacéutica complexa. A Tabela 3 apresenta as condi¢gdes cromatogréficas utilizadas no
método analitico de quantificacdo da onco A em CLAE-UV. As condi¢bes cromatograficas
selecionadas foram adequadas para a separacdo da onco A dos possiveis interferentes

oriundos dos respectivos maios analizados.
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Tabela 3 - Condigdes cromatogréaficas do método de quantificacdo da onco A por CLAE

acoplado a detector UV.

Parametro Configuracéao
Coluna C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um, X Bridge® Waters)
Fase modvel Agua/ Acetonitrila (70: 30, v/v)
Fluxo 0,7 mL/min
Tempo de anélise 10 min
Temperatura 25°C
Volume de injegdo 20 pL
Comprimento de onda 200-400 cm™
Pico de absor¢éo 283 nm

Fonte: autor proprio.

A proporcdo de fase movel utilizada apresentou equilibrio entre os solventes apolar

(acetonitrila) e polar (dgua acidificada) (30:70) e o método foi executado em temperatura

ambiente (25 °C) sem a necessidade de submeter a coluna a alta temperatura, que diminui a

vida atil da mesma. O fluxo de fase mével em 0,7 mL/min proporcionou um tempo de analise

de 10 minutos, com o pico da Onco A apresentando tempo de retencédo (Tr) de 4,341 + 0,003

min. A Figura 21 apresenta o cromatograma tipico da eluicdo da onco A, de acordo com as

condicBes cromatograficas com o pico referente a onco A, na faixa de 0,99 a 1,0 de pureza.

Figura 21 - Cromatograma tipico da eluicdo da onco A.
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6.1.1 Seletividade

A seletividade do meétodo analitico utilizando cromatografia de fase reversa, com
eluicdo isocrética, foi confirmada pela analise de solugdes de onco A a 4 pg.mL‘em solugdes
tampé&o de borato (pH = 5,5, 7 e 9), fluidos gastrico e intestinal simulados, respectivamente e
fases oleosas: octanol, copaiba, soja e TCM. Na Figura 22 observa-se o cromatograma da fase
movel enquanto na Figura 23 observa-se 0s cromatogramas com separa¢do do pico da onco A
de outros picos atribuidos aos compostos na matriz solvente analitica. Os picos de pureza dos
cromatogramas sugerem seletividade do método para onco A com picos bem separados sem

picos de interferentes da amostra.

Figura 22 - Cromatograma representativo da fase movel.
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Figura 23 - Cromatogramas representativos de onco A a 4 pg.mL™ em diferentes meios.
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Cromatogramas representativos de onco A a 4 pg.mL™ em diferentes meios: onco A na fase movel

(A); agua deionizada (B), solucdo tampdo de borato pH = 7 (C); fluido géstrico simulado pH = 2,8

(D); fluido intestinal simulado pH = 6,8 (E); triglicerideos de cadeia média (F); 6leo de resina de
copaiba (G); dleo de soja (H); octanol (I). Fonte: autor préprio.
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6.1.2 Linearidade

A regressdo linear ajustada para a curva padrdo da onco A (0,5 a 20 pg.mL™) (Figura
24) foi [onco A] = (Abs+4576,1)/61775 (r = 0,9999), onde [onco A] € a concentragdo de onco
A (ugmL™) e Abs é a area do pico (uV.s). A inclinagdo da curva padrio linear foi

estatisticamente diferente de 0 (61038-62512).

Figura 24 - Curva de calibracdo da onco A.
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Fonte: autor proprio.

Além disso, 0 método desenvolvido mostrou homocedasticidade dos residuos pelo
teste complementar de Wilcoxon, no qual as variancias sdo as mesmas que a distribuicédo
normal dos valores encontrados no modelo de regressdo linear (Figura 25). Por analise de
ANOVA, foi realizado o teste de significancia para regressdo linear (ICH, 2005; FDA, 2015),
a fim de determinar se 0 modelo de regresséo era adequado para gerar uma relacéo linear
entre a variavel resposta de absorbancia e algumas das varidveis de concentragdo de onco-A.
Além disso, como F calculado = 46412,81> F tabulado = 6,61 em a = 0,05 para a média de
trés medidas da curva padrdo, 0 modelo proposto foi considerado adequado para descrever a

regressao linear na faixa de concentragdes onco de 0,5 a 20 pg .mL™.
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Figura 25 - Distribuicdo dos residuos obtidos a partir de sete curvas padrdo independentes

com concentracgdes variando de 0,5 a 20 ug.mL'l.
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Fonte: autor proprio.

6.1.3 Limite de Deteccdo e Limite de Quantificagio

O LQ e 0 LD para a precisdo e precisdo para este método foram de 0,41 ¢ 0,14 pg.mL"
! respectivamente. Usando um cenario experimental, o LQ na escala de nanogramas é capaz
de garantir uma boa quantificacdo do onco A em formas de dosagem farmacéuticas baseadas

em uma matriz oleosa sintética ou complexa.

6.1.4 Efeito Residual

O efeito residual foi detectado pela injecdo de amostra em branco apds a injecdo da
maior concentracio da curva padrio onco A (20 pg.mL™). O carry-over é o principal
problema envolvido na diminuicdo da exatiddo e precisdo nas andlises cromatograficas
liquidas, uma vez que é impulsionado pelas propriedades quimicas do analito, tais como
lipofilicidade/hidrofilicidade e/ou a concentracdo da amostra que elui ap6s as analises,
afetando potencialmente a anélise subsequente (MOEIN; BEQQALI ABDEL-REHIM, 2017).

Neste estudo, ndo foi detectado efeito residual para a fase movel em branco apés a

injecdo da concentracdo maxima de onco A (p <0,05). Este resultado foi de acordo com as
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recomendacOes das diretrizes regulatorias, nas quais 0 a resposta da eluicdo da fase movel

apos o analito deve ser inferior a 20% da resposta maxima do LQ.
6.1.5 Exatidéo

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados do teste com o
valor verdadeiro. A precisdo do método de CLAE foi determinada levando-se em
consideracdo trés niveis de concentracdes de onco-A (0, 5, 4 ¢ 20 pg.mL™) (Tabela 4). A
exatidao variou de 98,04 a 104,07% e o DPR foi menor que 2,53%. Esses valores estdo na
faixa de 95 a 105% recomendada pelo FDA. No geral, o método validado apresentou

exatidao, satisfazendo os requisitos de pesquisa de qualidade de farmacos.

Tabela 4 - Exatiddo do método de CLAE-UV para quantificacdo da onco A.

Conc. Teorica Conc. Obtida DP Exatidao DPR
(Mg/mL) (Mg/mL) (%) (%)
0,5 0,52 0,01 104,07 1,64

4,0 3,92 0,08 98,04 2,03

20,0 20,1 0,51 100,48 2,53

DP: Desvio Padrdo; DPR: Desvio Padrdo Relativo. Fonte: autor proprio.

6.1.6 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo
intermediaria em dias diferentes (ensaio inter-dia) por dois analistas usando trés diferentes
concentracdes de onco-A (0, 5, 4 ¢ 20 ug.mL™) e os resultados s&o apresentado na Tabela 5.
As DPR de repetibilidade (n = 3) e inter-dia foram inferiores ou iguais a 2,21 e 3,12%,
respectivamente, o que indica que o método apresentou baixo nimero de erros aleatérios. Em
outras palavras, nenhuma mudanca significativa entre as analises é encontrada usando este

método.
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Tabela 5 - Andlise da Precisdo Intra-dia e Inter-dia do método de CLAE-UV para

quantificacdo da onco A.

Parametros Conc. Observada DP Precisao DPR
(Mg/mL) (%) (%)
0,5 0,57 0,003 0,47

Precisdo
4.0 4,02 0,039 0,97

Intra-dia
20,0 19,96 0,041 2,21
0,5 0,55 0,017 3,12

Precisao
4.0 3,97 0,074 1,85

Inter-dia
20,0 19,85 0,383 1,93

DP: Desvio Padrdo; DPR: Desvio Padrao Relativo. Fonte: autor proprio.

O método proposto também foi bastante resistente aos erros do analista, com valores
de coeficiente de variacdo inferiores a 3,25%, 0 que estd de acordo com as exigéncias das
agéncias reguladoras no ensaio de matérias-primas e formas farmacéuticas (Figura 25). Com
base nesses resultados, a repetibilidade e as precisdes intermedidrias do método foram,

portanto, consideradas satisfatorias, apresentando baixos erros aleatorios (p <0,05).

Figura 26 - Precisdo intermediaria do método de CLAE para a quantificacdo de onco A.
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6.1.7 Robustez

A robustez mede a capacidade de um método analitico de ndo ser afetado por
variagOes pequenas, mas deliberadas, fornecendo uma indicagéo de sua confiabilidade durante
o uso normal (SAHU et al., 2018). Neste estudo, todas as condic¢des robustas (taxa de fluxo,
temperatura da coluna e composi¢do da fase movel) foram ligeiramente variadas em 5%, de
acordo com o desenho experimental. A abordagem Box-Behnken utilizada neste trabalho
representou uma metodologia facil ao fornecer dados importantes sobre a pequena variagdo
no método de quantificagdo do onco A, limitando o nimero de experimentos a serem
realizados e, consequentemente, a quantidade de reagente e tempo. A area e o tempo de
retencdo foram selecionados para analisar a pequena variacdo na quantificacdo de onco A,
enfatizando sua importancia como parametros criticos para essa finalidade.

Neste estudo, a concentracdo adicionada de onco A foi de 4 pg.mL™; no entanto, a
concentragio encontrada em condigdes robustas variou de 3,92 a 4,12 pg.mL™. Assim, néo foi
identificado desvio padréo relativo significativo entre os trés fatores independentes (taxa de
fluxo, temperatura da coluna e fase movel) influenciando a concentracdo de onco. A analise
de variancia foi utilizada para testar a significancia das variaveis independentes e suas
interacdes, assegurando a robustez do método, que suporta bem pequenas variagdes nas
condi¢Bes analiticas estabelecidas, sem comprometer a confiabilidade dos resultados
(BERTOLUCCI et al., 2009).

O coeficiente de determinacéo (R?) forneceu uma medida de quanto variabilidade nos
valores de resposta observados poderia ser explicado pelas variaveis experimentais e suas
interagfes (CHENG; SHALABH; GARG, 2014 ). A matriz dos experimentos (Tabela 6)
apresenta os fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial. Além disso, a matriz foi
considerada estatisticamente significativa com uma relacao linear de R? = 0,986, 0 que indica
que o modelo pode responder por 98,6% da variabilidade na variavel resposta. Além disso, o
valor do coeficiente de determinagdo ajustado (Adj R? = 0,959) também foi importante para
confirmar a alta significancia do modelo, um valor muito préximo ao R? experimental,
implicando uma boa qualidade de ajuste entre 0os modelos e os dados experimentais (XU;
JIANG; QIU, 2018).
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Tabela 6 - Fatores e niveis do planejamento experimental.

Fator Unidade Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Fluxo 0,7 mL/min 0,665 0,7 0,735
Temperatura °C 23,7 25 26,8
Composicéo de mL/mL 66,5/33,5 70:30 73,5/26,5
fase movel

Fonte: autor préprio.

Com o objetivo de realizar um exame direto das variaveis experimentais nas respostas,
foram extraidas as superficies de resposta tridimensionais. Uma superficie de resposta de area
de pico calculada tridimensional, relacionando a fase movel e a taxa de fluxo ao desvio
padrdo relativo de onco A, € mostrada na Figura 27A. As pequenas variacOes desses
pardmetros exibiram um desvio padrdo relativo variando de 2 a 3%, indicando que ndo ha
mudancas significativas nas areas de pico dos cromatogramas atribuidos ao onco A.

Esses resultados estdo de acordo com os requisitos das agéncias reguladoras, mas sem
interferéncia dos picos em todas as condi¢fes robustas. Em relacdo ao tempo de retencéo, o
modelo proposto apresentou alta capacidade preditiva (R* = 0,996, p <0,05). Além disso, a
superficie de resposta de primeira ordem completa foi plotada para analise do desvio padréo

residual do tempo de retencédo (Figura 27B).
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Figura 27 - Grafico de superficie de resposta tridimensional do desvio padréo relativo das
respostas de area de pico (A) e tempo de retengdo (B), com fase movel e taxa de fluxo como

variaveis independentes.

A
2
=
I 104
B 102
[ 100
Bl os
B
440
§ 430
"g 120
a 410
o
o 100
=3 90
B a0
s »
¥
% . 104

Fonte: autor proprio.



94

Assim, as mudancas na fase movel e na taxa de fluxo promovem alta e significativa
variacdo no pico de tempo de retencdo do onco A. Em geral, altos desvios-padrdo residuais do
teor de onco A podem ser obtidos com baixa vazao (0,66 mL.min™) e fase mével composta
por acetonitrila: agua acidificada (26,5: 73,5, v/v). Esse resultado era esperado, uma vez que a
posicdo de pico € fortemente influenciada pela taxa de fluxo e a polaridade da fase mavel
deslocando o pico do analito (MCNAIR, 2007). Um deslocamento significativo para o tempo
de retencao dos picos onco A foi obtido; no entanto, esses efeitos ndo afetaram a area do pico.
Portanto, o método desenvolvido foi considerado robusto, com alta sensibilidade para
quantificacdo de onco A.

6.2 APLICACAO DO METODO CLAE-UV

Neste estudo, o método analitico validado foi aplicado para quantificar a quantidade
de onco A em diferentes meios, a fim de determinar a solubilidade e o coeficiente de particéo
do farmaco. Estes meios foram seleccionados tendo em vista a concepcdo de formulagdes
farmacéuticas contendo onco A e outras matrizes em que € requerida a incorporacdo maxima

deste metabdlito secundario.

6.2.1 Estudo de Solubilidade

A solubilidade do onco A foi determinada em agua deionizada, solugdes de tampao
borato a pH 5,5, 7,0 e 9,0; tampdo fosfato farmacopeicos com pH = 2,8 (pH gastrico) e 6,8
(pH intestinal) e 6leos: TCM, copaiba e soja (Figura 28).

A Figura 28 indica que a onco A foi mais soluvel em tampdo pH = 7 (880,9 + 27,9
ng.mL™?) em tampdo fosfato com pH = 6,8 (870,5 + 24,0 pg.mL™), o qual simula o pH
intestinal. Ademais a solubiliddae da onco A em tdmpéo ligeiramente maior que em &gua,
corroborando com dados da literatura, os quais afirmam que quinonas apresentam-se soltveis
em solucBes aquosas e que algumas propriedades fisico quimicas tal como o seu potencial
redox e solubilidade sdo influenciados pelo pH do meio (GUO et al., 2014; SOUZA; LOPES;
ANDRADE, 2016).
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Figura 28 - Solubilidade da onco A em diferentes solventes a 25 °C.
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Fonte: autor préprio.

N&o houve diferenca estatistica entre a solubilidade da onco A em TCM (406,9 + 5,1
ng.mLY) , 6leo de copaiba (434,8 + 15,1 pg.mL™) e 6leo de soja (461,7 + 8,4 pg.mL™). O
TCM é constituido por triglicerideos de cadeias médias, essencialmente os triglicerideos de
acido caprico e caprilico (BRUXEL et al., 2012), enquanto que o 6leo de copaiba demonstra a
presenca de compostos resinosos apolares na sua composicio (XAVIER-JUNIOR et al.,
2016), ja o 6leo de soja consiste de triacilglicerdis misturados a diferentes propor¢des de
acidos graxos (51% de acido linoléico, 25% de acido oleico, 10% de acido palmitico, 7% de
acido linolénico e 5% de acido estearico) (BISWAS et al., 2008). Portanto, o carater mais
hidrofilico da onco A e consequenteente a sua menor afinidade aos contituintes dos referidos
6leos podem explicar essa diminuicdo na solubilidade nos Oleos de soja, copaiba e

Triglicerideos de Cadeias Médias.
6.2.2 Coeficiente de Particéo

O coeficiente de particdo de uma molécula & um pardmetro importante para

desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas, uma vez que, reflete nas propriedades de
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difusdo passiva da molécula através de um sistema multicompartimental (RAMA et al., 2006;
JBEYLI; KREESLER, 2017). A determinacdo do coeficiente de particdo da onco A em
diferentes Oleos e agua € importante para o desenvolvimento de formulacGes (emulsdes,
nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas), pois, através dele, sabe-se previamente a afinidade
do farmaco pelo 6leo em uma disperséo aquosa (DUARTE JUNIOR, 2016).

O coeficiente de particdo € representado pela concentracdo de substrato em éleo (C
6leo) em relacdo a sua concentracdo em agua (C agua) em equilibrio e pode ser calculado a
partir da Equacdo 12 (JBEILY; KRESSLER, 2017).

|farmaco]oleo

" [farmacolagua (12)

Além disso, o coeficiente de particdo estima como o farmaco é transportado entre
diferentes ambientes biologicos e é geralmente aplicado para prever a hidrofobicidade de uma
molécula (BANNAN et al., 2016). O coeficiente de particdo de onco A entre agua e diferentes
solventes lipofilicos é mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Solubilidade da onco A e coeficiente de particdo em diferentes fases.

Amostras Fases 6leo/ Concentracéo DP P (6leo/agua) Log P

agua onco A (pg.mL™)

1 n-octanol/ 3469,3 15,2 4,295 0,63
agua 810,5 8,7

2 TCM/ 226,3 4,2 0,295 -0,53
Agua 767,1 6,5

3 Oleo de Copaiba/ 250,8 7.4 0,328 -0,48
Agua 762,4 53

4 Oleo de soja/ 263,5 8,4 0,352 -0,45
Agua 7476 6,3

DP: Desvio padrdo. Fonte: autor proprio.

Consistente com os resultados de solubilidade determinados anteriormente no presente
estudo, o coeficiente de particdo n-octanol/agua (logP) foi de 0,63. Quando a fase lipofilica
foi triglicerideo de cadeia média, 6leo de copaiba e 6leo de soja, os coeficientes de particao

onco A foram de -0,53, -0,48 e -0,45, respectivamente). As pequenas diferencas observadas
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entre os valores do coeficiente de particdo podem ser explicadas pela composi¢éo do testou
6leos vegetais formados por &cidos graxos de cadeia longa e triglicerideos de cadeia média.
Estes valores bastante baixos dos coeficientes de particdo onco A (LogP <1) sdo explicados
pela alta solubilidade do onco A na fase aquosa e sua baixa solubilidade nas fases oleosas. Os
valores de LogP foram calculados usando a relagdo ao n-octanol/agua, Oleo de soja/agua,
TCM/4gua e Oleo de Copaiba/agua. Os valores logP experimentais apresentados na Tabela 7,
corroboram com os dados do estudo de solubilidade realizado no presente estudo,
comprovando que a onco A é possui uma carater mais hidrofilico, caracterizado por valores
de P e LogP inferior a 1 (WATTANASIN et al., 2014).

Quando a fase lipofilica era constituida por os 6leos de soja, copaiba e MCT os valores
calculados de P sugerem um particinamento maior para a fase aquosa, por outro lado a
particdo da onco-A em n-octanol/agua apresentou um valor de P de 4,295 (Tabela 7). Este
valor bastante elevado pode ser explicado pela estrutura quimica do n-octanol que possui uma
cabeca polar devido a presenca de uma hidroxila livre e uma cadeia apolar de hidrocarboneto
(WATTANASIN et al., 2014). Dessa forma, a hidroxila livre do alcool fica disponivel para
formar ligacdes de hidrogénio com os grupos funcionais caracteristicos das quinonas, tais
como hidroxila, carbonila e metoxila (ABRAHAM et al., 2011; GUO et al., 2014; SOUZA,
LOPES; ANDRADE, 2016), favorecendo uma maior extracdo da onco A pelo n-octanol.

6.3 CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

O ITC é um método para determinar as constantes de afinidade e parametros
termodindmicos das interagdes hospede-hospedeiro e é baseado na medicdo direta de
mudancas de calor durante a interacdo (ZHENG et al., 2014). Em adicdo, a avaliacdo de
fendmenos de interacdo intermolecular entre onco A a as diferentes CDs, € importante para o
conhecimento das constantes de ligacdo e dos parametros termodindmicos associados ao
equilibrio dessa associagdo. Neste estudo, os valores dos parametros termodindmicos
derivados da entalpia descrevendo as intera¢fes intermoleculares que ocorrem entre o0 onco A
e os CDs (B-CD, HP-B-CD, SBE-B-CD, y-CD e HP-y-CD), em solucdo aquosa a 25 °C séo

apresentados na (Tabela 8).
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Tabela 8 - Estequiometria (n), constante de ligagao (K), entalpia (AH), entropia (TAS) e

ligacdo da energia livre de Gibbs (AG) de onco A com CD a pH 7,0 de acordo com um

modelo unico de ligacéo local.

Amostra n K (M™ AH TAS AG= AH-
(Estequiometria) (kJ.mol™) (kJ.mol™) TAS

(kJ.mol™)
pB-CD 0,473+0,04 1620+0,47 -1,24+0,11 17,08+0,18 -18,32+0,07
vy-CD 1,11040,13 1810+0,0 -1,01+0,07 17,61+0,07 -18,61+0,00
HP-g-CD 0,780+0,13 890+48 -1,19+0,14 16,50+0,85 -17,69+0,99
SBE-p-CD 1,400+0,19 22204610 -0,74+0,17 18,26+0,88 -19,00+0,71
HP-y-CD 1,760+0,01 3175295 -0,43+0,03 19,54+0,25 -19,98+0,23

Fonte: autor proprio.

A estequiometria € comumente usada como parametro de ajuste ao calcular as ligacdes
intermoleculares a partir de dados de ITC. Freqlentemente, os valores estequiométricos
determinados diferem dos valores inteiros esperados (GHAI; FALCONER; COLLINS, 2011).
Assim, os perfis térmicos de titulacdo isotérmicas podem ser ajustados ao modelo no qual o
processamento de dados é direto e pode ser feito usando os algoritmos de ajuste simples de
"de um unico sitio de ligagao”. Nesse modelo, n > 1 significa que as moléculas do titulante
interage em uma razdo molar maior que a molécula contida na solucdo titulada (MUN;
RHO; KIM, 2009; GHAI; FALCONER; COLLINS, 2011; HUANG; LAO, 2016). Enquanto
que para n < 1, sugere-se que as moléculas aprsentam uma interacéo tipica de razdo molar de
1:1 (GHAI; FALCONER; COLLINS, 2011).

O fato de a estequiometria de interacdo apresentar uma razao molar para o HP-y-CD
(1,76 + 0,01) em comparacdo com outros CDs implica que uma meédia de uma a duas
moléculas de HP-y-CD ocorreu com uma molécula de onco A (MUN; RHO; KIM, 2009),
indicando que a HP-y-CD, dentre as demais CDs tituladas, apresenta maior capacidade de
acomodar a molécula onco A em sua cavidade. Este efeito esta associado a insercdo direta de
onco A na cavidade HP-y-CD formada por 8 unidades de glicopiranose com didmetros da
cadidade interna correspondentes a 7,5-8,3 A e volume de 427 A® (DEL VALLE, 2014).

Do ponto de vista termodinamico, a interacdo entre uma molécula hospedeira e uma
molécula de CD é mais forte e a estabilidade do complexo é maior quando os valores de K
sdo maiores e quando a AH ¢ mais exotérmico. A interacdo ¢ considerada mais espontanea

quando a AG é mais negativa (SEGURA-SANCHEZ et al., 2009). A constante de formacao
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do complexo é um pardmetro derivado que indica a for¢a de ligacdo de um farmaco com um
CD num complexo de inclusdo formado, que € considerado como um indice para a escolha de
um CD como candidato para utilizacdo em formas de dosagem farmacéutica (LOFTSSON;
BREWSTER, 2010). Embora o ITC permita caracterizar de constantes de baixa afinidade
(menores que 10 M™) (WENZ et al., 2008) e constantes de alta afinidade (maiores que 107)
(GOMEZ-BIAGI; JAGT; NITZ, 2010), a maioria desses complexos, a constante de afinidade
(K) cai na faixa de 10° a 10° M™* (CONNORS, 1997).

Em geral, valores elevados de K indicam que o equilibrio ird se mover em direcdo a
formacdo de um complexo de inclusdo hospede-hospedeiro mais estavel (LOFTSSON;
BREWSTER, 2010). Constantes de formagédo de complexos Onco A:CD indicaram afinidade
maior afinidade da HP-y-CD com grupos funcionais apolares de onco A incluidos em sua
cavidade hidrofébica (K = 3175 + 295 M™) em comparagdo com outros CDs (HP-y- CD>
SBE-B-CD> y-CD> B-CD> HP-B-CD) (Tabela 7). Ademais, um valor de K > 1000 M
afinidade entre hospede e hospedeiro e estabilidade do complexo onco A: HP-y-CD
(CONNORS, 1997).

A termodinamica da complexacdo reflete a natureza das interac6es ndo-covalentes que
ocorrem entre as moléculas héspede e CD (INOUE et al., 1993). De fato, muitos eventos,
incluindo dessolvatacdo de moléculas de &gua ligadas a molécula héspede e/ou ao CD e
formacdo de ligacOes fracas (ligagbes de hidrogénio, interacdes hidrofdobicas), ligacbes
eletrostaticas, entre a molécula hospede e a CD resultam em variacdes entalpicas e entropicas
(SEGURA-SANCHEZ et al., 2019).

Como pode ser observado na Tabela 7, a reacGes de complexacdo da onco A com as
CDs foram exclusivamente processos exotérmicos, confirmado pelas mudancgas favoraveis de
entalpia (AH <0) das interagdes hospede-hospedeiro. B-CD e seu derivado HP-B-CD
apresentaram maiores valores de AH de -1,24 e -1,19 kJ.mol?, respectivamente. Este
comportamento é devido a contribuicdo das interaces de van der Waals, interacGes
hidrofobicas, liberacdo de moléculas de &gua da cavidade de CD, a formacédo de ligacfes de
hidrogénio e outras interacdes fracas (LOPEZ-NICOLAS et al., 2013). No entanto, valores
positivos altos de efeitos entropicos revelaram que a complexacdo da onco A com CDs é
controlada por contribuicdo entrdpica favoravel (| AH | <| TAS [|). HP-y-CD apresentou o
maior efeito de entropia valor (19,54 kJ.mol™) quando comparado a outros CDs. Como
relatado, os altos valores positivos dos efeitos entropicos da contribuicdo do processo de
solvatacao indicam que o processo de ligacdo é comprovadamente favoravel pelas interacdes
conduzidas pela entropia (ZARRABI; VOSSOUGHI, 2015; NEACSU, 2018).
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Moléculas de agua dentro da cavidade ndo polar das CDs formam uma estrutura
semelhante a gaiola que reduz a entropia. Quando o onco A associa-se com as moléculas de
CD, moléculas de agua restritas e altamente ordenadas ligadas por ligacGes de hidrogénio ou
na vizinhanca direta de grupos ndo polares da molécula ou dentro da cavidade de CD sdo
liberadas na agua, com um grande aumento na entropia (MAYTI, 2016; IGNACZACK;
PALECZ; BELICA-PACHA, 2017). Além disso, 0 HP-y-CD (19,54 * 0,25 kJ.mol™)
apresentou um efeito de entropia maior do que a y-CD (17,61 + 0,07 kJ.mol™), que possui o
mesmo didmetro da cavidade formada pela 8 unidades de glucopiranose. Essa diferenca pode
ser explicada pela presenga de grupos hidroxila presentes na superficie externa do y-CD que
podem aumentar a solubilidade das moléculas de onco A em torno da superficie do HP-y-CD
(NEACSU, 2018).

A mudanca de energia livre de Gibbs (AG) é o pardmetro energético mais importante
medido pelo ITC. AG indica que a formagao de complexos de inclusdo hospedeiro em solucao
aquosa ¢ um processo espontaneo, com valores mais negativos de AG favorecendo maior
afinidade de ligacdo (XAVIER-JUNIOR et al., 2017). Os valores negativos da variacio de
energia livre de Gibbs (AG) confirmam a formacdo espontanea termodinamicamente
favoravel dos complexos de inclusdo onco A: HP-y-CD (Tabela 7). A partir dos dados de AG,
a estabilidade dos complexos de inclusdo diminuiu na seguinte ordem: HP-y-CD> SBE-§-
CD> y-CD> 3-CD> HP-B-CD. Os resultados das medig¢des de ITC possibilitaram a escolha do
complexo de inclusdo mais estavel, onco A: HP-y-CD, a ser preparado e caracterizado
fisicoquimicamente e por modelagem molecular para futuras aplicagdes em sistemas de
liberag&o de farmacos.

Os fluxos de calor exotérmico que foi liberado apos injeccBes sucessivas de aliquotas
de 2 puL de CDs numa solucéo de onco A foram integrados e expressos como uma funcédo da
razao molar entre os dois reagentes. Uma isoterma representativa da reacdo de calor e do
perfil de ligagdo de onco A (1,31 mM) e CDs (25 mM, exceto B-CD = 15 mM) s&o mostrados
na Figura 28. Cada pico na isoterma de ligacdo (Figura 29A) representa uma Unica injecao da
solucdo de CDs na solugdo onco-A.

O primeiro pico para a primeira injecdo de CD na solu¢do onco A foi menor que o do
segundo (Figura 29A), que é um fenémeno comum de efeito de diluicdo em experimentos de
ITC. Portanto, os efeitos energéticos da diluicdo das solugdes CD, bem como os efeitos da
titulagcdo das solugdes onco A com os solventes investigados, foram subtraidos dos efeitos
energéticos medicdes de titulacdo de onco A com solugbes de CD (SEGURA-SANCHEZ et
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al., 2009). O perfil de ligacéo responsavel pela formacdo do complexo de inclusdo CD/onco A

foi um processo exotérmico (Figura 29B).

Figura 29 - Titulagdo calorimétrica de CDs com onco A a 25 °C: isoterma de calor de reacéo a
partir da integracdo de dados brutos de inje¢des automaticas seqiienciais de CDs (25 mM,
exceto para 3- CD = 15 mM) numa solugéo de onco A (1,31 mM) (A).
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6.4 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO ONCO A:HP-I'-CD

A caracterizacdo do complexo de inclusdo foi realizada a fim de obter informacdes
adicionais sobre o Cl onco A:HP-y-CD, que apresentou melhor formacéo héspede-hospedeiro

em solugéo aquosa.
6.4.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier da mistura fisica e do
complexo de inclusdo, assim como as matérias-primas, sdo mostrados na Figura 30. O
espectro infravermelho do onco A esta de acordo com o anteriormente relatado (JOSHI et al.,
2013), confirmando a identidade quimica da amostra. Por outro lado, as bandas associadas ao

HP-y-CD dominam os espectros da mistura fisica e do complexo de incluséo.

Figura 30 - Espectros infravermelho do complexo de inclusdo onco A:HP-y-CD e mistura

fisica e na propor¢do molar 1: 1; HP-y-CD e onco A.
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Assim, as bandas de absor¢éo observadas para a HP-y-CD séo o estiramento OH (3340
cm-1), estiramento CH (2970-2880 cm™), flexdo OH (1640 cm™), flexdo CH (1450-1250 cm
1) e alongamento de CO/CC (1150-1000 cm™). Contudo, a inspecdo direta desses espectros
ndo mostra qualquer evidéncia da onco A, nem na mistura fisica nem no complexo de
inclusdo que pudesse ser preditivo de formacéo de CI. Dessa forma, obteve-se espectros de
infravermelhos reduzidos foram calculados subtraindo o espectro HP-y-CD daqueles da
mistura fisica e do complexo de inclusao.

No espectro reduzido da Figura 30 é possivel identificar varios picos associados ao
onco A. Nos espectros reduzidos, é possivel observar as bandas relacionadas ao alongamento
de carbonila em torno de 1660 cm™ e C = C que se estende entre 1650 e 1550 cm™ (JOSHI et
al., 2013). Todas as bandas observadas de onco A mudam para nimeros de onda mais baixos
no complexo de inclusdo, enquanto estdo na mesma posicao na mistura fisica e matéria-prima.
Isso sugere que 0 onco A esta em um ambiente/conformacao diferente na amostra onco A:HP-

v-CD, indicando a formagao de um complexo de incluséo.

6.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os deslocamentos quimicos do prétons da oco A e da HP-y-CD foram estudados
através de analise de RMN de ‘H em D,0, de modo a fornecer evidéncia para interacdes
intermoleculares e intramoleculares entre as moléculas onco A e HP-y-CD. As variagdes nos
deslocamentos quimicos () sdo mostradas na Tabela 9. Deslocamentos dos sinais *H de onco
A e HP-y-CD acima e abaixo do campo magnéticos confirmaram interacbes moleculares por
complexacdo. O espectro de RMN *H do complexo onco A:HP-y-CD ndo apresentou novos
picos, indicando que a complexacdo era de fato um processo dindmico, no qual moléculas
onco A estavam passando por uma troca rapida entre estados livre e complexado (XAVIER-
JUNIOR et al., 2019).
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Tabela 9 - Dados dos deslocamentos quimicos (ppm) de *H de RMN da HP-y-CD e onco A no

estado livre e no complexo de incluséo.

H oLivre 6Complexo Ad
HP-y-CD
1 5,025 5,019 -0,006
2 3,532 3,532 0,000
3 3,832 3,818 -0,014
4 3,377 3,378 0,001
5 3,764 3,754 0,009
6 3,604 3,605 0,002
Onco A
3 5,909 5,933 0,024
6 6,078 6,122 0,044
7 1,970 1,865 -0,106
7 2,799 2,899 0,100
8 3,714 3,754 0,040
9 2,461 2,468 0,007
9 2,752 2,739 -0,014
10 6,587 6,520 -0,067
11 4,216 4,279 0,064
12 0,777 0,787 0,011
OCHjs 3,763 3,776 0,013

A & ¢ definido como a diferenca nos deslocamentos quimicos na presenca e na auséncia do outro
reagente (A 6= 6Complexo- dlivre). Fonte: autor proprio.

Os valores de Ad dos protons H3 (-0,014 ppm) e H5 onco A (-0,009 ppm) indicam a
formagéo do complexo de inclusédo onco A:HP-y-CD. O H5 da onco A mostra valores de Ad
de 0,009 ppm, sugerindo incluséo parcial da onco A na cavidade da HP- y-CD. A Tabela 9
também mostra os deslocamentos de *H de RMN do onco A na auséncia ou presenca de HP-
v-CD. Estes resultados podem ser devidos a variacdes na densidade eletrdnica dos aneis
aromaticos do onco A. Devido ao maior efeito de protecdo nos prétons H6, H7, H8, H10 e
H11, pode-se supor que a molécula de onco A entra preferencialmente através do Carbono
fenolico no qual o grupo hidroxila e um grupo hidroximetila estdo localizados na borda larga
da cavidade da ciclodextrina (XAVIER-JUNIOR et al., 2019).
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6.4.3 Andlise Térmica

Os resultados da andlise térmica apresentados na Figura 31A e na Figura 31B também
suportam a formagdo de um complexo de inclusdo onco A:HP-y-CD. Os principais eventos
observados nas curvas termogravimétricas estao relacionados ao HP-y-CD. A desidratacdo de
HP-y-CD é evidenciada por um evento abaixo de 100 °C, que é seguido por decomposi¢do
acima de 300 °C.

Figura 31 - Analise térmica, DSC (A) e TG (B) de onco A; HP-y-CD; mistura fisica e
complexo de inclusdo onco A: HP-y-CD na propor¢do molar 1: 1.
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Estes eventos tém uma contrapartida nas curvas DSC como picos endo/ exotérmicos.
Por outro lado, o0 onco A decompde-se a cerca de 180 °C. No caso da mistura fisica e do
complexo de inclusédo, as curvas termogravimétricas ndo apresentam evidéncias de onco A.
Utilizando uma abordagem semelhante a aplicada aos espectros de infravermelho, calculou-se
as curvas DSC reduzidas subtraindo-se da curvas de DSC do complexo onco A:curvas HP-y-
CD a curva da mistura fisica como mostrado na figura da Figura 31B.

A curva DSC reduzida da mistura fisica mostra um Unico evento em torno de 180 °C,
que esta em forte concordancia com a fusdo/decomposicdo do onco A, confirmando assim a
presenca deste composto no estado cristalino. Embora a onco A tenha sido identificado no
complexo de inclusdo por espectroscopia no infravermelho, a curva DSC reduzida
correspondente ndo exibe seu evento de fusdo/decomposicdo. De fato, dois eventos
endotérmicos com temperaturas de inicio de cerca de 230 °C e 260 °C séo observados nesta
curva. A auséncia de eventos caracteristicos de fusdo/decomposi¢cdo no complexo de inclusdo
onco A: HP-y-CD sugere a formacgdo de um complexo de incluséo, uma vez que a onco A foi
identificado na amostra, ndo no estado cristalino. Assim, os eventos endotérmicos de alta
temperatura poderiam ser atribuidos a liberacdo de onco A do complexo de inclusao
(XAVIER-JUNIOR et al., 2019).

6.4.4 Microscopia Eeletronica de Varredura

As imagens da MEV da Onco-A, HP-y-CD, CI Onco-A: HP-y-CD e sua mistura fisica
foram ilustrados na Figura 32. Onco A pura existia em cristais irregulares, com dimensoes
bastante heterogéneas (Figura 32A), enquanto a HP-Y-CD mostrou a presenca estruturas
esféricas com cavidades, com diferentes dimensdes, que tenderam a se aglomerar (Figura
32B). Na mistura fisica, as moléculas caracteristicos de HP-y-CD misturados com cristais de
onco A ou aderidos a sua superficie, foram claramente observados, indicando auséncia de
formagdo de CI (Figura 32D). No entanto, o complexo de incluséo Onco A:HP-y-CD
apareceu na forma de particulas irregulares em blocos (Figura 32C) na qual desapareceu a
morfologia original dos componentes individuais. Este resultado indica a presenca de uma
Unica fase sdlida na figura Figura 32C, consequentemente, pode ser considerado sugestivo da

formagéo de um complexo de inclusdo entre a Onco-A e HP-y-CD.
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Figura 32 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da onco A; HP-y-CD; complexo

HP-y-CD. Fonte: autor proprio.

6.5 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS CONTENDO ONCO A

6.5.1 Microesferas de PLGA

Foi observado macroscopicamente que a molécula ndo foi encapsulada, pois o pelete
apos as lavagens ficou competamente branco e o sobrenadante com a coloragcdo vermelha,
caracteristica da Onco A em solucdo aquosa, conforme a Figura 33.

A composi¢do do polimero desempenha um papel muito decisivo na determinacao da
hidrofilicidade e taxa de degradacdo de qualquer matriz de entregade farmacos (GREF et al.,
1994). O poliéster PLGA é um copolimero de Poli acido latico (PLA) e Poli acido glicolico
(PGA). Com relacdo ao design e desempenho, o PLGA é o biomaterial mais bem definido
disponivel para entrega de farmacos (MAKADIA; SIEGEL, 2011). Neste trabalho de tese,
utilizou-se PLGA (50:50) que refere-se a um copolimero que compreende 50% de &cido

lactico e 50% de acido glicolico. Nessa propor¢do, com maior teor de glicélidos, o polimero
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de PLGA ¢ mais hidrofilicos e amorfo, possuindo assim menor tempo de deterioracdo e uma
maior capacidade na formacdo de poros (SCHLIECKER et al., 2003).

Considerando que utilizou-se para a obtencdo das microesferas o PLGA (50:50), é
possivel sugerir que a presenca de poros dentro das microparticulas formadas favoreceram a
liberacdo da molécula de onco A, uma vez aumenta a permeacdo da microesfera por
moléculas de dgua de hidratacdo, favorecendo a difuséo e dissolu¢do da onco A no meio de
dispersdo (GENTILE et al., 2016). Isto pode ser explicado com base no fato de que o acido
glicolico é mais hidrofilico e, portanto, tende a absorver uma grande quantidade de agua
(SCHLIECKER et al., 2003).

Figura 33 - Formulacdo de Microesferas de PLGA apds a segunda lavagem (esquerda) e apds

a primeira lavagem (direita).

Fonte: autor préprio.

6.5.2 Microparticulas de Alginato

Foi observado macroscopicamente que ap0s 0 gotejamento da solucdo de alginato
contendo a onco A, na solucdo de Cloreto de Calcio, esta adquiriu coloracdo rosa
caracteristica da onco A em solucdo, sugerindo que durante o processo de gelificacdo i6nica
entre 0 Alginato e o Ca*?, a onco A ficou solubilizada na solucdo de CaCl,, uma vez que as

particulas de algunato formadas ficam transparentes, conforme mostrado na Figura 34.
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Figura 34 - Microparticulas de alginato dispersas em solucéo aquosa de CaCl,.

Fonte: autor proprio.

E provavel que a onco A encapsulada pelo método de gelificacdo idnica, vazou
durante o processo de agitacdo, apds a solidificacdo das microparticulas devido a alta
porosidade das microesferas de alginato-Ca (ZHANG et al., 2011). Essa migracdo pode ser
justificada pela hidrossolubilidade da onco A (759,6 + 10,7 pg.mL™), o que favorece a
difusdo da respectiva molécula da rede de gel de alginato para 0 meio aquoso (CaCl,) durante
0 processo de gelificacdo ionotrépica (MENNINE et al., 2012). Estes geis sdo compostos por
99-99,5% de agua com o resto sendo de alginato. Dependendo da quantidade de célcio
presente no sistema, essas associagOes inter-cadeias podem ser temporarias ou permanentes
(GEORGE; ABRAHAM, 2016).

As microparticulas de alginato para oncapsulacdo da onco A foram obtidas a 2% (p/v)
de alginato e 3% (p/v) de CaCl,, E possivel que a modificacio de parametros, a exemplo de
aumento na concentragdo dos reagentes, favorecesse a encapsulacdo da onco A. Isso justifica-
se por pelo fato de que com menores concentracdes de célcio, associagbes inter-cadeias sao
temporéarias, originando solucBes altamente viscosas. Por outro lado, o aumento na

concentracdo de célcio, favorece a precipitacdo ou gelificacdo com associacfes permanentes
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das cadeias, o que favoreceria o “aprisionamento’ onco A na malha de alginato (GEORGE;

ABRAHAM, 2016).
6.5.3 Nanoesferas de PCL

A formulagéao ficou macroscopicamente estavel, homogénea e com aspecto azulado na
superficie, caracteristico de Efeito Tyndall. Contudo, apds a centrifugacdo com o Amicon®,

grande parte da molécula passou para o ultrafiltrado (Figura 35).

Figura 35 - Disperséo de Nanoesferas de PCL apds o processo de Ultrafiltracao.

Fonte: autor préprio.

PCL é um polimero hidrofébico e solivel em hidrocarbonetos aromaticos,
cloroférmio, cicloexano, diclorometano e 2-nitroprapano (KO et al., 2015). Contudo, 0s
estudos de solubilidade comprovam um carater hidrofilico da onco A (TAVARES et al.,
2019). Possivelmente, no processo de nanoprecipitacdo, em decorréncia da baixa afinidade da
onco A pelo PCL, hd uma migracdo das moléculas da quinona para a fase aquosa.

Dessa forma, considerando que nas nanoesferas de PCL contendo onco A, o

encapsulamento da respectiva quinona seria fornecido apenas por matriz polimérica
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hidrofdbica e estabilizada por moléculas do tensoativo polaxamer-188 (BAZYLINSKA et al.,
2014). Permite-se afirmar que maior parte da onco A ndo estava encapsuladae e sim
solubilizada no meio de dispersao, justificando-se a intensidade na coloracdo vermelha no

filtrado, apos a ultracentrifugacao.

6.5.4 Nanocapsulas de PCL Revestidas com Quitosana

As nanocépsulas de PCL com nucleo oleoso de TCM revestidas com quitosana foram
obtidas. A formulacédo foi preparada com uma solucdo de quitosana a 0,5% em uma solucdo
de &cido acético a 1%. O tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta foram
determinados no equipamento Analizador de particulas Analizador de particulas (ZetaSizer
Nano-ZS90, Malvern, Worcestershire, UK), utilizando a técnica de espectroscopia de
autocorrelacdo de fotons e mobilidade eletroforética, respectivamente. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Caracteristica das nanocapsulas de PCL revestidas com quitosana.

Formulacéo Diametro (nm) PDI Potencial Zeta (mV) %EE
NC 151,6 + 2,83 0,070 -12,6 £0,79
OncoA-NC 154,1 + 0,87 0,107 -29,3+£0,78 10,9
NCQT 185,9 + 2,25 0,241 +348+1,0
OncoA-NCQT 198,8 2,02 0,217 +319+0,9 12,8

Fonte: autor préprio.

6.5.5 Eficiéncia de Encapsulacdo da Onco A em Nanocépsulas

O método proposto também foi aplicado para quantificar onco A encapsulada em
nanocapsulas de PCL revestidas de quitosana. O conteddo da onco A em onco A-NC foi
98,8% (988,8 + 14,6 pg.mL™) para OncoA-NC e 99,6% (995,8 + 26,5 pg.mL™) para Onco A-
NCQT. O pico apos a extragdo de nanocépsulas foi bem eluido com as mesmas caracteristicas
do curva padrdo, apresentando simetria e sem areas sobrepostas. O método desenvolvido
mostrou-se eficaz e rapido para fins de quantificacdo de medicamentos e atende aos critérios
de validacdo do método.

Isso permite afirmar que praticamente ndo houve perda de farmaco durante o processo

de formulacdo. Todavia, a eficiéncia de encapsulagcdo (%EE) de 10,9% para Onco A-NC e
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12,8% em onco A-NCQT, demonstra pouca afinidade da onco-A pelo nlcleo de triglicerideos
de acido caprico/caprilico. Esses resultados sugerem que a onco A apresenta um carater mais
hidrofilico, conforme ja envidenciado pelos estudos de solubilidade e determinacédo
experimental do coeficiente de particdo. Esse resultado mostra-se importante no tocante a
estudos de desenvolvimento de novas formulacbes de liberacdo controlada, capazes de
veicular a oncocalixona A, buscando-se a obtengdo de sistemas capazes de encapsular,
veicular e proteger contra degradacdo e aumentar a biodisponibilidade, principalmente apds

administragdo por via oral, da respectiva quinona.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir que:

v O método CLAE desenvolvido para quantificar onco A em diferentes meios foi
validado de acordo com as diretrizes internacionais, sendo simples, preciso, robusto e
econdmico;

v Este método mostrou ser sensivel para a determinacdo da onco A em fases aquosa e
lipofilica;

v' O método proposto apresentou baixos valores de LD e LQ, além de coeficientes de
variancia inferiores a 5% para exatiddo e precisdo, satisfazendo os requisitos de
qualidade para pesquisa de farmacos;

v' O método foi resistente a pequenas variagdes dos parametros analiticos, mostrando
robustez na quantificacdo de Onco A,

v" O método pode ser aplicado para medir a concentracdo de onco A em sistemas de
liberagdo de farmacos;

v' Os estudos de solubilidade comprovam que a onco A é hidrossolivel, sem
interferéncia com a variacdo de pH (5,5¢€ 9,0);

v" A solubilidade da Onco A em o6leos de soja, de copaiba e triglicerideos de cadeia
média foi menor que em fase aquosa, sendo justificado pelos valores de coeficientes
de particdo inferiores a 1;

v' Através da calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) foi possivel investigar a
termodinamica e a natureza das interacdes supramoleculares entre onco A e CDs (p-,
HP-B-, SBE-B-, y- e HP-y-CD);

v' A baixa eficiéncia de encapsulacdo da onco A em nanocapsulas reflete a baixa
afinidade da Onco A pelo nucleo oleoso, bem como a necessidade de desenvolver um
nano ou microssistema de liberacdo de farmacos capaz de encapsular e veicular

moléculas hidrofilicas.
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8 PERSPECTIVAS

Estudos suplementares sdo necessarios para encontrar uma formulacdo de liberacéo
controlada, capaz de encapsular a onco A e a veicular por via oral. Assim, os resultados aqui
apresentados seréo norteadores para o desenvolvimentos destes sistemas, com perspectivas
para a obtencdo de sistemas mucoadesivos, capazes de encapsular uma molécula hidrofilica,

ideal para a veiculacdo da onco A.
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