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RESUMO

A epiisopiloturina (EPI), um alcal6ide extraido do residuo de producéo da pilocarpina,
tem demonstrado promissora atividade anti-leishmaniose e esquistossomicida in vitro (doencas
negligenciadas). Entretanto, por se tratar de uma molécula candidata a farmaco, suas
caracteristicas fisico-quimicas ainda sdo pouco esclarecidas. A literatura indica ainda que EPI
apresenta baixa solubilidade aquosa, podendo repercutir diretamente na sua absorcdo e
biodisponibilidade. Uma das alternativas tecnologicas para incrementar tal propriedade é a
complexacdo com ciclodextrinas (CDs), polimero capaz de interagir com o farmaco
hidrofébico, aumentando a solubilidade. Assim, este trabalho tem como objetivo a
caracterizacdo fisico-quimica e validacdo de metodologia de quantificacdo, realizar os estudos
de modelagem molecular para elucidacdo in silico das interagdes entre EPI:CD (BCD e
HPBCD) e incrementar o perfil de dissolugdo da EPI atravez da obtengdo de complexos de
inclusdo por diferentes técnicas: liofilizagdo (L10), malaxagem (MAL) e nebulizacdo (NEB).
De acordo com as técnicas de caracterizacao utilizadas: a analise por Infravermelho e o perfil
térmico da EPI obtido estdo de acordo com a literatura. A microscopia eletrénica de varredura
e Difracdo de Raios-X evidenciam o comportamento cristalino. A obtencdo da cinética de
degradacdo térmica pelo método isoconvencional de Flynn, Wall e Ozawa revelou que tal
método foi aplicavel para a determinacdo da Energia de ativacdo(Ea) da EPI para as fracfes de
conversdo de 40, 50, 60 e 70%, cujos R? obtidos foram iguais a 0,99, atingido maior valor de
Ea em 10%, referente a 128 Kj/Mol. O perfil de dissolugéo foi avaliado em pH 6,8 e neste a
EPI se mostrou fracamente soltvel (x 33% dissolvido em 15 min). O método por UPLC foi
otimizado e validado de acordo com a RDC 166/2017. Por modelagem molecular a formacéo
do complexo de inclusdo EPI: HPBCD se mostrou mais estavel, devido a quantidade de pontos
de interacdo entre as moléculas. Os trés complexos obtidos (LIO, MAL e NEB) foram
caracterizados pelas mesmas técnicas e atraves dos ensaios de dissolucao viu-se um incrento de
solubilidade semelhante entre eles (91,31% Clwmac; 93,76% Clnes € 90,86% Cliio em 10 min).
Dessa forma, os resultados obtidos foram satisfatorios aos objetivos propostos, pois as trés
técnicas utilizadas sdo viaveis podendo estas serem utilizadas, servindo de base para a obtencéo

de nova terapia voltada para doencas negligenciadas.

Palavras-chave: Jaborandi. Doencas negligenciadas. Ciclodextrinas. Epiisopiloturina.
Incremento de Solubilidade.



ABSTRACT

Epiisopiloturin (EPI), an alkaloid extracted from pilocarpine production residue, has
shown promising anti-leishmaniasis and schistosomicide activity in vitro (neglected diseases).
However, because it is a drug candidate molecule, its physicochemical characteristics are still
poorly understood. The literature also indicates that EPI has low aqueous solubility, a condition
may directly impact its absorption and bioavailability. One of the technological alternatives to
increase this property is the complexation with cyclodextrins (CDs), a polymer capable of
interacting with the hydrophobic drug, increasing the solubility. Thus, this work aims at the
physicochemical characterization and validation of the quantification methodology. molecular
modeling studies for in silico elucidation of the interactions between EPI: CD (BCD and
HPBCD) and increase the dissolution profile of EPI by obtaining inclusion complexes by
different techniques: lyophilization (IOL), malaxation (MAL) and nebulization (NEB).
According to the characterization techniques used: the infrared analysis and the thermal profile
of the obtained EPI, confirming the identification. Scanning electron microscopy and X-ray
diffraction show the crystalline behavior. Obtaining the thermal degradation kinetics by the
Flynn, Wall and Ozawa isoconventional method revealed that such method was applicable for
the determination of the EPI activation energy (Ea) for the 40, 50, 60 and 70% conversion
fractions, whose R? obtained were equal to 0.99, reaching a higher Ea value of 10%,
corresponding to 128 Kj / Mol. The dissolution profile was evaluated at pH 6.8 and in this case
the EPI was poorly soluble (x 33% dissolved in 15 min). The UPLC assay method was
optimized and validated according to RDC 166/2017. By molecular modeling the formation of
the inclusion complex EPI: HPBCD was more stable, due to the amount of interaction points
between the molecules. The three obtained complexes (IOL, MAL and NEB) were
characterized by the same techniques, although the MAL shows signs of incomplete
complexation (DCS, X-ray Diffraction) through dissolution assays a similar increase in
solubility was observed between them. (91.31% CIMAL; 93.76% CINEB and 90.86% CILIO
in 10 min) when compared to that of PPE alone. Thus, the results obtained were satisfactory to
the proposed objectives, being of fundamental importance, since the three techniques used are
viable for the formation of inclusion complexes, which can be used as a basis for obtaining new

therapy for neglected diseases.

KeyWords: Jaborandi. Diseases neglected. Cyclodextrins. Epiisopiloturin. Solubility
increment.
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1 INTRODUCAO

As doencas negligenciadas (DN) s&o aquelas que acometem predominantemente a
populacdo de maior indice de pobreza do mundo e ndo representam um mercado lucrativo para
as grandes industrias farmacéuticas (SILVA et al., 2017). Também conhecidas como doencas
tropicais (por afetarem principalmente populacbes pobres que vivem em climas tropicais e
subtropicais), acometem mais de 1 bilh&o de pessoas, de acordo com a organizagdo mundial de
satde (WHO 2017).

Atualmente 17 sdo classificadas como negligenciadas, sendo elas: dengue, raiva,
tracoma cegante, Ulcera de Buruli, treponematose endémica (bouba), hanseniase (doenca de
Hansen), doenca de Chagas, tripanossomiase humana africana (doenca do sono), leishmaniose,
cisticercose, dracunculiase (doenca do verme da Guiné), equinococose infeccdes por
trematodeos, filariose linfatica, oncocercose (cegueira dos rios), esquistossomose (bilharziase),
helmintiases transmitidas pelo solo (vermes intestinais) (WHO, 2017).

A escassez de recursos aplicados em pesquisa sobre o assunto retarda o
desenvolvimento de tecnologias sociais e biomédicas que articulem promocdo da salde e
prevencdo dessas doencas (SILVA-PIRES et al., 2017). Assim, as plantas medicinais sempre
foram objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes de obten¢éo de principiosativos.
(MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Neste contexto, o jaborandi (Pilocarpus Microphyllus) é umas das espécies mais
exploradas comercialmente, devido a producdo do alcaloide pilocarpina, o qual possui
finalidades terapéuticas diversas, tais como: reducdo da pressao intraocular, combate a
xerostomia e estimulo da musculatura lisa gastrointestinal (LAFFLEUR, F., ROTTGES, 2019).
Apesar do vasto conhecimento desta espécie, a extracdo de porte industrial da pilocarpina gera
ao final do processo uma biomassa rica em diversos compostos ndo aproveitados para a sadude
(MIURA, 2009). Dentre estes compostos, a epiisopiloturina (EPI) é o alcaloide de maior
rendimento e apresentou promissoras atividades frente as doencas negligenciadas, tais como
leshimaniose (MIURA, 2009) e esquistossomose (VERAS et al., 2012), além das suas
atividades anti-inflamatoria e antinoceptiva (SILVA et al., 2013).

Guimarées e colaboradores (2013) evidenciam em seus estudos a baixa solubilidade
aquosa da EPI, e na tentativa de contornar este entrave, destaca-se a utilizacdo de técnicas
capazes de proporcionar o incremento da solubilidade e consequentemente o0 aumento da taxa

de dissolucdo de compostos lipossoluveis (LYRA et al., 2010).
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Neste contexto, as ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclios, oriundos da degradacao
do amido, que apresentam em seu interior uma cavidade de carater hidrofobico e uma superficie
externa hidrofilica (devido a presenca de hidroxilas livres). Esta caracteristica atribui as
ciclodextrinas a propriedade de complexar em seu interior moléculas lipossoluveis, formando
assim complexos de inclusdo com estas. A partir deste processo, € possivel observar uma
melhoria na dissolucdo de compostos de baixa solubilidade (XU et al., 2014).

Entre os trés tipos de CD’s naturais, a de maior destaque € a beta-ciclodextrina (BCD),
apresentando uma maior eficiéncia na complexacdo de farmacos (YANG, GAO & HUANG,
2017) e relativa facilidade de sintese e produgdo em larga escala, sendo este processo mais
simples e financeiramente mais atrativo (KURKOV; LOFTSSON, 2013). Porém devido aos
efeitos adversos relacionados ao seu uso (FERREIRA; ROCHA,; SILVA 2009; XU et al., 2014),
as CD’s naturais vem sendo gradativamente substituidas pelas seus derivadas semi-sintéticas,
levando também a busca de derivados mais solUveis e relativamente mais seguros, que oferecam
maior capacidade de inclusdo, solubilidade aquosa, estabilidade e menor toxicidade, devido as
alteracdes das suas propriedades fisico-quimicas originais, como por exemplo a Hidroxipropil-
beta-ciclodextrina (HPBCD) (SILVA-PIRES., 2017).

Existem diferentes métodos empregados para a preparacdo de Cl, sendo objetivo geral
deste trabalho a obtencdo e caracterizacdo de complexos de inclusdo (CI) utilizando EPI e
HPBCD por trés técnicas diferentes: liofilizagao, malaxagem e nebuliza¢ao, visando o melhor
incremento de solubilidade da EPI.

Dentre as técnicas para caracterizacdo de Cl, destacam-se: Espectroscopia de absor¢éo
na regido do infravermelho, Difracdo de Raio-X, Microscopia Eletronica de Varredura, analise
térmica (Termogravimetria, Calorimetria exploratéria Diferencial) e o teste de dissolucéo in
vitro. Os resultados obtidos serdo um valioso instrumento para elucidacdo das caracteristicas
da EPI (quando na forma de CI), sendo possivel tracar estratégias para o desenvolvimento
racional de uma forma farmacéutica segura eficaz e inovadora para o tratamento da

esquistossomose e leshimaniose.
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1.10BJETIVO
1.1.1 Geral

Caracterizar a Epiisopiloturina e incrementar a sua solubilidade a partir da obten¢&o de

complexos de incluséo por liofilizagéo, nebulizacdo e malaxagem.

1.1.2 Especificos

% Caracterizar a EPl empregando FTIR, DRX, MEV, anélise téermica (TG/DTG, e DSC),
cinética de degradacdo e avaliar o perfil de dissolucdo da EPI em meio bésico;

+¢+ Otimizar e validar método analitico de quantificacdo da EPI por Cromatografila liquida de
ultra eficiéncia (CLUE).

+¢ Realizar estudos in silico de modelagem molecular de complexos de inclusdo com a BCD e
a HPBCD.

+¢+ Obter e caracterizar os Cls por liofilizacdo, nebulizacdo e malaxagem, pelas mesmas técnicas
utilizadas para EPI.

++ Comparar os perfis de dissolucéo da EPI frente aos Cls formados;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 EPIISOPILOTURINA (EPI)

A flora amazonica é rica em espécies medicinais de grande potencial econémico para a
extracdo de PAs (SABA et al., 2002). Dentre as espécies de maior interesse mundial destaca-se
0 Jaborandi, pertencente ao género Pilocarpus e & familia das Rutaceae. H4 16 espécies
descritas para este género (SKORUPA, 1996), dentre estas 13 podem ser encontradas no Brasil
e 11 sdo exclusivas do territorio brasileiro (SANTOS; MORENO, 2004). Dentre estas, destaca-
se 0 Pilocarpus microphyllus, figura 1, considerado o “jaborandi legitimo” por apresentar o

mais alto nivel de alcaloides em suas folhas.

Figura 1- Imagens do Pilocarpus microphyllus, o “jaborandi legitimo” .

Y

Fonte: Guimaraes et al 2018.

Todos estes tipos encontrados na natureza foram intensamente explorados a partir do
isolamento e industrializacdo da PILO, cuja sintese € largamente dispendiosa e sua exploracdo
feita iniciamente sem nenhum controle, através de coletores nativos da regido amazonica
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(SAWAYA et al 2010; SAWAYA, et al 2011). Este fitofarmaco é utilizado na medicina
humana e veterinaria desde 1874 e apresenta finalidades terapéuticas diversas, com destaque a
reducdo da pressdo intraocular, combate a xerostomia e estimulo da musculatura lisa
gastrointestinal (LARSSON et al., 2008; MIURA, 2009 ;SAWAYA et al., 2011; VERAS et al.,
2012).

A exploracdo insustentdvel do género determinou a alta mortalidade das plantas,
consequentemente a P. microphyllus, P. alatus e P. trachylophus foram incluidas em uma lista
de espécies brasileiras ameacadas de extincdo (PINHEIRO, 2002). Fato este que acelerou as
acOes para a domesticacdo do P. microphyllus, passando por etapas basicas de prospeccao,
coleta e avaliagdo do material selvagem para o cultivo e adaptagcdo ao uso humano.

A extracdo e o isolamento da PILO ocorrem em parceria entre a empresa Anidro
Extracbes do Brasil S.A. (Parnaiba, PI, Brasil) sendo a companhia farmacéutica Merck
(Darmstadt, Alemanha) encarregada da purificacdo e comercializa¢éo do alcaloide, encontrado
na forma de colirio para tratamento de glaucoma (PINHEIRO, 2002; SAWAYA et al 2010;
SAWAYA, et al 2011).

Estas e outras aplicagdes terapéuticas fazem com que a exploracdo do jaborandi seja
responsavel por uma grande demanda de recursos nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
movimentando nestas cerca de 229 toneladas, que custam aproximadamente R$ 920 mil reais
de um total de R$ 4,4 bilhdes referentes ao extrativismo vegetal realizado no pais, de acordo
com pesquisa realizada em 2016 (IBGE, 2017).

Diante deste contexto, levando em consideracdo que tal atividade envolve a produgéo
de 10.000 kg de folhas por ano e rendimento médio de 1% deste fitofarmaco (PINHEIRO et al
2002; MIURA 2009), ap0s sua extracao é gerado um grande volume de residuo (biomassa)
composto por grande nimero de outras moléculas, a exemplo da isopilocarpina, pilocarpidina,
isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, epiisopilosina e epiisopiloturina, figura 2 (SANTOS;
MORENO, 2004).
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Figura 2- Estrutura dos alcaldides encontrados no género Pilocarpus
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(1) pilocarpina, (2) isopilocarpina, (3) pilocarpidina, (4) isopilocarpidina, (5) pilosina, (6) isopilosina, (7)
epiisopilosina, (8) epiisopiloturina, (9) 13-nora-7(11)-dehidro-pilocarpina (10) N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina,
(11) N,N-dimetil-triptamina, (12) plastidesmina, (13) (1H)-4-metoxi-2-quinolone e (14) dictamina. Fonte:
SANTOS e MORENO, 2004.

Dentre elas, a EPI (figura 3) é a molécula mais abundante desta biomassa, com
rendimento calculado em cerca de 2 kg para 1500 Kg das folhas de jaborandi. Trata-se de um
alcaloide imidazolico que foi identificado em 1978 por Voightlander e colaboradores e seu
isolamento foi possivel atraves da purificacdo da biomassa pelo Nucleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia-Biotec da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus

Parnaiba.
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Figura 3- Estrutura da EPI, molécula mais abundante na biomassa gerada pela producéo de
Pilocarpina.

Fonte: Dados da pesquisa.

Sua extracdo acontece por meio de um processo quimico de acidificacdo e filtracdo,
seguido de alcalinizacdo. O processo de extracdo, purificacdo e isolamento do alcaldide EPI
originou numa patente que foi depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)
com o numero de registro (P10904110-9 A2). Depois de pura, a EPI foi entdo cedida para

realizacdo de pesquisas cientificas.

2.1.1 Epiisopiloturina versus doencas negligenciadas

O termo doencas negligenciadas (DN) é utilizado para um grupo de enfermidades que
acometem predominantemente a populacdo de maior indice de pobreza do mundo, nos quais as
condigdes de infraestrutura e saneamento basico séo precérias e altos sdo os niveis deexclusdo
social (FERES, CUCO, SILVA 2015). No ambito industrial estas ndo representam um mercado
lucrativo para as grandes inddstrias farmacéuticas, em comparacgdo a venda de medicamentos
voltados para: doencas cardiacas, obesidade e doengas psiquiatricas, como a depressdo, por
exemplo.

O quadro das DNs também estéa relacionado a insuficiéncia de métodos de diagndsticos,
auséncia de vacinas e atencdo basica da populacdo, além do pequeno arsenal terapéutico,
propiciando a permanéncia destas na lista de doengas mais endémicas no pais e na América
Latina (SILVA-PIRES et al 2017).

O Brasil tem 0 maior nimero de casos e maior carga de doenca relacionadas as DN da
regido latino-americana e caribenha, destacando-se como principal responsavel no periodo
2008-2014 pelos casos de dengue (40%), doenca de Chagas (25%), esquistossomose (96%),
hanseniase (86%), helmintoses intestinais (24%), leishmaniose cutanea (39%), leishmaniose
visceral (93%), leptospirose (92%), malaria (36%) (HOTEZ; FUJIWARA, 2014).
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As opcdes terapéuticas disponiveis atualmente sdo muito limitadas, insuficientes e
apresentam uma serie de problemas, tais como baixa eficicia, elevada toxicidade e a
emergéncia de cepas resistentes (DIAS, DESSOY 2013). Por este motivo diversos estudos vém
sendo realizados para incentivar os investimentos na Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de
novas terapias. Recentemente foi revelado que menos de 5% dos investimentos globais em P&D
de medicamentos foram destinados a este grupo de enfermidades (HOTEZ et al 2009;
JAKOBSEN et al 2011; CHAPMAN et al, 2016).

A exploragdo ética da biodiversidade brasileira se faz de grande relevancia dado o
conhecimento popular abundante do pais, principalmente quando destinadas ao tratamento de
DN. A opcéo de conduzir pesquisas a partir da indicagéo de plantas utilizadas por comunidades
encurta o percurso do desenvolvimento de uma nova droga, ja que os pesquisadores dispdem,
antes mesmo de iniciarem os estudos cientificos, de uma indicacéo de qual atividade bioldgica
esta droga poderia apresentar (FUNARI; FERRO 2005).

Neste contexto, a partir do reaproveitamento de moléculas presentes no montante de
material vegetal descartado anualmente e sabendo do seu alto rendimento, dentre as demais
moléculas, seguiu-se os testes com a EPI afim de identificar atividades biologicas mais
significativas do que as terapias disponiveis atualmente no mercado, frente ao S. Mansoni e
Leishmania amazonenses.

Através de ensaios in vitro realizados por Miura (2009), foi evidenciada a significativa
atividade Leshimanicida da EPI contra a forma amastigota, fase parasitaria real que causa a
infeccdo em seres humanos e cées, do Leishmania amazonenses, na concentragdo de 128
pg/mL. Tal resultado merece destaque, uma vez que os medicamentos disponiveis no mercado
para o tratamento desta doenca atuam apenas na sua fase promastigota (BANETH; SHAW,
2002).

A promissora atividade esquistossomicida da EPI foi descrita por Veras e colaboradores
(2012), avaliada em comparagdo ao tratamento de escolha atual, que faz uso do Praziquantel
(PZQ). Apesar de a dose e o0 periodo de tratamento da EPI terem sido maiores que o de
referéncia, o protétipo apresenta maior extensdo de atuacdo quanto as diferentes fases do ciclo
de vida dos vermes de S. Mansoni. Adicionalmente o tratamento com a EPI inibiu
irreversivelmente 100% da aptidao reprodutiva (ovoposi¢do) dos vermes. A tabela 1 apresenta

as vantagens visualizadas pelos autores nos estudos realizados.
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Tabela 1 - Atividade esquistossomicida da EPI
Grupo controle

Grupo controle

e negativo (DMSO EPI
positivo (PZQ) 9 0 502) )
Dﬁ‘]’asfoget > d*;g’gs" Doses de 200 e 150 pg/ml mataram
Vermes adultos vermes em 24 todos os vermes em 72 e 120 horas,
horas respectivamente.
Usou-se as doses no intervalo entre 25 e
Aptidao reprodutiva di 1(.)0 ggf mI__, to_d_as r_nostrqram uma |
(ovoposicio) iminuicdo S|g_n|f|cat|va e irreversivel,
sendo a de maior valor capaz de inibir
100% da ovoposic¢éo.
Esquistossémulos em
diferentes idades Doses de 300 pg/mL mataram todos os
(3HAL3,5E7 esquistossdmulos em 120 horas
DIAS)

Legenda: PZQ: Praziquantel. DMSO= Dimetilsulféxido. Fonte: adaptado de Veras et al., 2012.

2.1.2 Outras atividades bioldgicas da EPI

Com base nos resultados obtidos por Silva e Colaboradores (2013), foi possivel verificar
uma significativa atividade anti-inflamatoria da EPI (pelo método de edema de pata e migracédo
de neutrofilos). Sendo visualizada, nas trés primeiras horas apds a administracdo da EPl uma
reducdo de 55, 70 e 85% do edema, enquanto que o grupo controle (utilizando como referéncia
0 medicamento Indometacina) apresentou uma inibicdo maxima de 55%, no mesmo intervalo
de tempo. Adicionalmente foi visto que o efeito anti-inflamatorio da EPI depende da inibicao
de neutrofilos e leucocitos em liberarem citocinas pré-inflamatdrias, como o TNF-a e IL-1p.

Ainda nos estudos de Silva e Colaboradores (2013), foi avaliada também a atividade
antinoceptiva. Neste, a EPI foi capaz de diminuir as contor¢des abdominais de camundongos
(teste de contorc¢do por acido acético) em 64% enquanto a substancia padréo testada apresentou
inibicdo de 98,3%. Além disto, viu-se que o mecanismo de inibi¢do sensorial da dor nao € feito
de forma central (pelo teste com placa quente e ensaio com formalina).

Estudos também foram realizados para investigar a acdo anti-inflamatoria da EPI na
mucosa do célon de ratos tratados com trinitrobenzenosulfénico (TNBS) como modelo da
doenga de Crohn (DC) experimental (CARVALHO et al 2018). A inflamacéo faz parte da
etiopatogenia da DC que afeta todo o trato digestivo, desde a boca até o anus, e tem significancia
clinica substancial. Como resultado, foi Evidenciando o seu efeito protetor na regulagéo
negativa de processos inflamatdrios atraves da inibigdo da sintese e liberacdo de produtos de

inflamacdo, peroxidacéo lipidica e a expressdo de enzimas inflamatorias.
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Adicionalmente, foi descrito por Guimarées e colaboradores (2013) a baixa solubilidade
aquosa da EPI, e na tentativa de contornar este entrave, destaca-se a utilizacdo de técnicas
capazes de proporcionar o incremento da solubilidade e consequentemente o aumento da taxa
de dissolucdo de compostos lipossoluveis (LYRA et al., 2010). As mais utilizadas incluem a
formulacdo de formas amorfas sélidas, nanoparticulas, microemulsdes, dispersdes solidas,
extrusdo por fusdo, formacdo de sal e obtencdo de complexos de inclusdéo (SOARES-
SOBRINHO 2010). Aumentando atraves destas a solubilidade aparente de farmacos pouco
solveis (LAFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2005).

22  CICLODEXTRINAS COMO ALTERNATIVA PARA O INCREMENTO DO PERFIL
DE DISSOLUCAO DE FARMACOS

O uso de fontes biodegradaveis para o desenvolvimento de novas matérias-primas tem
despertado bastante interesse em diferentes setores. Podem ser utilizados em embalagens de
fabricacdo, materiais descartaveis e até mesmo na preparacdo de micro e nanocapsulas para a
libertacdo controlada de farmacos. Os biopolimeros inovadores tem cada vez mais atingido
lugar de destaque no cenéario mundial, onde apds muitos anos de pesquisa e desenvolvimento,
este grupo de materiais tem tido um sucesso crescente no mercado, principalmente devido ao
menor custo, a preservacdo dos recursos limitados, a prote¢do do ambiente e clima, bem como
ao resultado dos impostos para a eliminacéo e reciclagem (DEORSOLA et al., 2014).

Neste contexto estdo inseridas as CD’s, oligossacarideos ciclicos, compostos por
unidades de glucose ligadas por unidades o (1-4). Sua producéo é decorrente da degradacao do
amido pela acdo da enzima glicosiltransferase (CGT), presente em alguns microorganismos
(LYRA etal., 2010; FREITAS et al., 2012; LIU et al., 2014).

Uma das propriedades mais importantes deste grupo de moléculas € a sua capacidade
para formar complexos de inclusdo com uma grande variedade de moléculas hdspedes
(compostos inorganicos ou organicos de natureza neutra ou ionica) em solucao (SINGH et al.,
2010; SOARES-SOBRINHO et al., 2011). Podendo ser utilizadas em um vasto ramo de atuagéo
(cosméticos, alimentos, na industria farmacéutica, entre outros) (DEORSOLA et al., 2014).

As CDs tém sido particularmente exploradas por desempenhar um papel crucial no que
diz respeito a liberacdo controlada de farmacos. Os sistemas de entrega de farmacos (Drug
Delivery System), oferecem inimeras vantagens quando comparados a outros de dosagem
convencional (FERREIRA; ROCHA; SILVA 2009). Na industria farmacéutica, CDs séo
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utilizadas principalmente para melhorar a estabilidade e solubilidade de PA e suas propriedades
organolépticas, como o sabor e odor em formulacdes farmacéuticas. Podendo também ser
utilizadas para mascarar o cheiro e sabor desagradaveis de alguns farmacos, liquidos de
processo em compostos sélidos bem como reduzir a sua volatilidade (GUEDES et al., 2008;
SOARES-SOBRINHO et al., 2011; RUZ et al., 2012; XU et al., 2014).

2.2.1 Histdrico e conceito das ciclodextrinas

A descoberta das primeiras CD’s data de aproximadamente 117 anos atrds, quando o
cientista A. Villiers, em 1891, relatou em seus estudos ter isolado e identificado uma substancia
cristalina chamada “cellulosine", a partir da degradacdo bacteriana de amido, sendo este o

primeiro caso descrito na literatura, Figura 4 (VILLIERS, 1891; GUEDES et al., 2008).

Figura 4- Formacdo de dextrinas ciclicas e aciclicas a partir do amido. a) amido b) dextrinas
ciclicas e aciclicas.

Fonte: Saenger, 1980.

Franz Schardinger, em 1903, publicou um artigo no qual ele descreve ter isolado duas
substancias cristalinas, a partir da degradacdo do amido de batata, originalmente chamadas de
"dextrinas cristalinas" e, posteriormente, as nomeou de ciclodextrina o e 8, sendo a do tipo y
isolada apenas em 1935 (Del VALLE, 2004). Este estudo teve como base as varias linhagens
de bactérias que sobrevivem ao processo de cozimento, estudadas por terem sido ditas como
responsaveis por alguns casos de intoxicagdo alimentar. Schardinger descobrira entdo, que uma
dessas bactérias "termofilas”, denominadas de tensdo I, resistente ao calor, foi capaz de
dissolver o amido e formar polissacarideos cristalinos (dextrina).

A partir de entdo, foram desenvolvidos varios sistemas de fracionamento para a
producdo de CDs. Porém as suas estruturas ainda ndo tinham sido confirmadas (STELLA,
RAJEWSKI 1997; MABUCHI, NGOA 2001), até que em 1942 as moléculas de o e BCD
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tiveram seu perfil cristalino conhecido por DRX. Quatro anos mais tarde foi possivel a
elucidacao, também por esta técnica, da yCD (Del VALLE, 2004).

2.2.2 Caracteristicas das ciclodextrinas

Devido ao impedimento estérico, ndo é possivel a obtencdo de CD’s com menos de seis
unidades de glucose (UG) em sua estrutura e apesar de ja ter sido relatado a existéncia de CD’s
com mais de oito UG (nove, dez, onze e doze, denominadas respectivamente, de o, &, {, | e
0CD) estes homologos sdo pouco utilizados devido ao dificil e, consequentemente, oneroso,
processo de purificacdo (CHALLA et al., 2005; SINGH et al., 2010).

Esta informacdo corrobora com os dados presentes na literatura, que relatam que as CDs
mais comuns e com maior rendimento sdo as do tipo a- ciclodextrina (aCD), B-ciclodextrina
(BCD) e y-ciclodextrina (yCD), também chamadas de ciclodextrinas naturais, sendo estas
formadas por 6, 7 e 8 UG, respectivamente (figura 5) e (tabela 2) (GUEDES et al., 2008;
RASHEED et al., 2008; LAZAROWSKA; JOZEFOWICZ; HELDT, 2012; LIU et al., 2014;
LOUIZ et al., 2015).

Tabela 2- Caracteristicas fisico-guimicas das ciclodextrinas naturais.

Propriedades Fisico-quimicas A B r
N° de unidades de glucopiranose 6 7 8
Peso Molecular 972 1135 1297
Diametro da cavidade central (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Solubilid?éj/elggwmég)ua a 25°C 145 185 93.
pKa (25°C) 12.33 12.20 12.08

Fonte: Adaptado de Singh et al (2010).



Figura 5- a) Estrutura molecular geral das CDs b) estrutura das ciclodextrinas naturais.

Fonte: adaptado de a) Britto et al. (2004); b) Ferreira, Rocha e Silva (2009).

No estado natural as CDs sdo moléculas rigidas, cristalinas e homogéneas, que oferecem
inimeras utilidades em funcdo do seu tamanho, forma e grupos funcionais livres (FERREIRA,;
ROCHA; SILVA, 2009). A partir da elucidacdo de sua estrutura tridimensional foi possivel
comprovar que as CDs se apresentam na forma espacial cOnica, cuja superficie externa
apresenta caracteristicas hidrofilicas, devido a posi¢do ocupada pelas hidroxilas primarias
unidas ao 4&tomo de carbono C6 e as hidroxilas secundarias ligadas aos atomos de carbonos C2
e C3 (figura 6). No entanto, o posicionamento do oxigénio das ligacGes glicosidicas e dos
hidrogénios das unidades de glicosidicas, estando estes, voltados para a parte interna da
estrutura, faz com que as CDs tenham uma cavidade interna de carater hidrofobico (Del
VALLE, 2004; PIRES, 2011). Propriedades esta que torna estes aglcares capazes entdo de
encapsular em seu interior moléculas lipofilicas, aumentando assim a solubilidade em agua, a
estabilidade e biodisponibilidade de farmacos (ALEEM et al., 2008; ZHANG et al 2013a).
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Figura 6- Representacdo esquematica da estrutura funcional das ciclodextrinas

D Cavidade
2 Hidrofdbica Hidroxilas

Secunddrias

Hidroxilas
Primdrias

Fonte: Ferreira; Rocha e Silva (2009).

2.2.3 Ciclodextrinas naturais X ciclodextrinas modificadas

Entre os trés tipos de CDs naturais, a de maior destaque ¢ a BCD, pois esta apresenta
uma maior eficiéncia na complexacdo de farmacos (ZHANG et al., 2011) e relativa facilidade
de sintese e producdo em larga escala, sendo este processo mais simples e financeiramente mais
atrativo (KURKOV; LOFTSSON, 2013).

Utilizada para fins farmacéuticos, estendendo a sua aplicacdo em diferentes campos de
atuacdo, como por exemplo: nas eletroanalises (CHEN et al., 2011), na biotecnologia (YANG
et al., 2009), na protecdo de ambientes (ZHANG et al., 2012), bem como em produtos
alimentares (HU et al., 2012a ; HU et al., 2012b). Neste tltimo, Hicks e colaboradores (1996)
jarelatava a utilizagdo da BCD para inibir o processo de escurecimento enzimatico de sucos de
péra, macé e uva branca. Kollengode e Hanna (1997), buscavam a estabilizagdo de compostos
aromaticos presentes no café que se apresentam quimicamente instaveis e com alta volatilidade,
sendo vantajosa a complexacdo com a BCD visto ao aumento da estabilidade térmica destes
compostos.

Apesar da sua vasta aplicacdo, a BCD apresenta uma baixa solubilidade em agua
(aproximadamente 2%) (DAVIS; BREWSTER, 2004; QIU et al., 2014). Adicionalmente, em
determinadas concentragdes, esta apresenta uma grande afinidade com colesterol podendo
carred-lo da membrana lipidica de células e, em concentracdes suficientemente altas, pode
causar hemolise dos eritrocitos (DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999). Sua administracéo
parenteral ndo é possivel devido a sua baixa lipofilicidade, que a faz precipitar como
microcristais nos rins, além do fato de formar complexos com o colesterol que se acumulam e
danificam os néfrons (FERREIRA; ROCHA; SILVA 2009; LUKE et al., 2010; XU et al.,
2014).
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Devido a estes efeitos adversos, o uso farmacéutico das ciclodextrinas naturais vem
sendo gradativamente substituido pelos seus derivados semi-sintéticos (GUEDES et al., 2008)
levando também a busca de derivados mais soluveis e relativamente mais seguros, que oferecam
maior capacidade de inclusdo, solubilidade aquosa, estabilidade e menor toxicidade, devido as
alteracOes das suas propriedades fisico-quimicas originais (DE MELO et al., 2008).

Estes derivados, mais conhecidos como ciclodextrinas modificadas, podem ser
sintetizadas a partir da a, B e yCD através da substituicdo dos hidrogénios das hidroxilas ligadas
ao carbono 6 por grupos hidroxipropila, metila e sulfobutila principalmente (figura 7) (PIRES,
2011). Loftsson e Duchene (2007) citaram que substituicdes de qualquer grupamento OH por
moléculas hidrofobicas tais como grupos metoxi resultam em drastico aumento de sua

solubilidade aquosa.

Figura 7- Radicais mais utilizados nas substitui¢cbes dos hidrogénios presentes nas hidroxilas

das CDs.
——CH,;—CH—CH ° O
——CH ’ | ’ Ny
3 /CHz\/\/S\
OH \O
Metila Hidroxipropila Sulfobutila

Fonte: Pires, 2011.

Posteriormente tornaram-se disponiveis CDs com derivados hidroxipropil (HP) e
sulfobutileter (SB). Outros autores relatam aumento da solubilidade aquosa de furosemida com
compostos derivados de BCD, tais como HPBCD e SBPCD. Esses derivados apresentam
aumento na seguranca € nas propriedades de solubilidade comparadas a BCD (SPAMER et al.,
2002; ROGERIO et al., 2010).

A HPBCD é largamente utilizada como agente complexante (RUAN et al., 2008), devido
a sua expressiva solubilidade aquosa (ZHANG et al., 2013b), em torno de 60% superior a do
tipo beta (QIU et al., 2014). Sendo esta a primeira CD a ser aprovada pela Food and drug
administration (FDA) (FRANZINI, 2011). E bem tolerada em seres humanos, mostrando uma
baixa toxicidade por via oral, ndo sendo visualizada assim a toxicidade renal e atividade
hemolitica vista com a BCD (LIU et al., 2006; MA et al., 2012; ZOELLER et al., 2012). Além
disso, tem sido utilizada para sistemas de liberacdo de farmacos oftalmicos. Estudos in vitro e
em in vivo mostram que Cls de droga com baixa solubilidade aquosa, utilizando esta CD,
aumentam a solubilidade, estabilidade, permeabilidade da cdrnea refletindo na sua maior
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biodisponibilidade oftdlmica (BOZKIR; DENLI; BASARAN, 2012; ZHANG et al 2013a).

2.2.4 Formacéo de complexos de incluséo

A presenca da cavidade interna hidrofébica das CDs faz com que elas tenham a
capacidade de alojar uma molécula hospede formando complexos ou compostos de incluséo
com uma variedade de substancias hidrofébicas (Del VALLE, 2004).

Para a formacdo de complexos com CDs é necessario que a molécula hospede entreem
contato com a cavidade da CD para que seja formada uma associacéo estavel (LIRA, 2007). A
inclusdo do farmaco nesta cavidade baseia-se nos principios da quimica supramolecular, na
qual a interagdo entre os dois componentes em um arranjo organizado é feita por forcas
intermoleculares fracas, tipo Van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas
ou hidrofébicas (DUCHENE et al., 1990; SAENGER, 1980; PAULA et al., 2005).

Quando em solucgéo aquosa de CD, as moléculas de agua preenchem a cavidade da CD,
estando em um estado energeticamente menos favoravel sdo substituidas por moléculas do
farmaco (figura 8). Desta forma a cavidade central da CD atua como uma molécula
“hospedeira”, podendo alojar em seu interior uma molécula “hdspede” total ou parcialmente

(BUDAL 2003; ASTRAY et al., 2009)

Figura 8- Métodos de obtencdo dos complexos de inclusao.

Fonte: Adaptado de Astray et al, 2009.

Quando o CI é administrado, independente da via escolhida, ocorre dissociacdo deste
complexo com consequente liberacdo da molécula hospede. Se estabelece assim um equilibrio
dindmico entre as formas livres da CD, do farmaco e do CI. A liberacdo depende da quantidade
de liquido que circunda o complexo, e se d& pelo processo de diluicdo deste ou pelo

deslocamento competitivo com substancias lipofilicas, enddgenas no organismo, e que possuam
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maior afinidade com a cavidade (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Ocorrendo a dissocia¢éo, 0
farmaco encontra-se na forma livre e apto para que seja absorvido e distribuido pelo organismo,
uma vez que complexado ele ndo conseguiria atravessar as membranas devido a caracteristica

hidrofilica da CD, o que justifica a sua baixa toxicidade.

2.3 MODELAGEM MOLECULAR PARA ELUCIDACAO DAS INTERACOES ENTRE
FARMACO: CICLODEXTRINA.

O estudo de modelagem molecular (MM) tem sido cada vez mais utilizado nas etapas
de obtencao e desenvolvimento de novas drogas. Trata-se de um conjunto de ferramentas
computacionais voltadas para a construcao, edicao, visualizacao, analise e armazenamento de
sistemas moleculares complexos (BARREIRO, 1996). Podendo ser atribuido também o termo
in silico, por fazer uso de computadores na aplicacdo de modelos tedricos que descrevem as
possiveis interacdes intermoleculares.

A industria farmacéutica vem passando por grandes transformacdes guiadas pelas
inovacOes cientificas e tecnoldgicas em seus programas de P&D de farmacos. Os modelos
tradicionais de pesquisa basica estdo progressivamente dando lugar a estratégias modernas
baseadas em uma combinacdo de especialidades atuando em carater multi e interdisciplinar
(GUIDO; ANDRICOPULO, 2008).

Nesse contexto a utilizacdo da MM é fundamental na otimizacéo e rapida identificacdo
de moléculas promissoras, capaz de reduzir em até 50% o0s custos e tempo gastos para
desenvolvimento de um novo medicamento, devido a sua alta preditividade e confiabilidade,
diminuindo significativamente o nimero de moléculas que precisam ser sintetizadas e/ou
testadas experimentalmente (GELDENHUYS et al., 2006; RABELO, 2016).

Existem diferentes estratégias para P&D de farmacos que utilizam a MM, como por
exemplo o planejamento baseado na estrutura do receptor (structure- based drug design —
SBDD). A docagem molecular (do inglés, molecular docking - MD), é um dos principais
métodos de SBDD e consiste na predi¢do da conformacéo bioativa de micromoléculas (ligantes)
no sitio de ligacdo de uma macromolécula (Receptor, ex: enzimas, proteinas) (GUIDO;
ANDRICOPULO, 2008).

Através da MD ¢ possivel determinar a existéncia de interacdes favoraveis entre ligantes
e receptores, explorando o encaixe destas duas moléculas buscando sempre a configuracdo mais

estavel energeticamente (DAS et al 2018). Atualmente, a industria farmacéutica tem utilizado
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bastante a MD como estratégias de planejamento de novos sistemas entre insumo farmacéutico
ativo (IFA) e grandes moléculas voltadas para incremento de solubilidade, como o caso das
CDs. Tendo como vantagem do seu uso a confirmacéo (tedrica) da formacdo do complexo
IFA:CD,

A érea da tecnologia farmacéutica estd sempre em busca da inovagdo, seja para a
descoberta de novos medicamentos ou otimizacao dos j& existentes. Para tal a complexacédo de
um IFA pouco soliveis no interior da cavidade hidrofébica de uma CD depende de interacdes
favoraveis para que ocorra a formacdo do CI de forma segura e estavel. O docking acaba sendo
a ferramenta que auxilia todo esse processo, tornando possivel a visualiza¢ao in silico de tais
pontos de interacdo entre IFA:CD e servindo como direcionamento na escolha do tipo de CD,
pontos de interacdo, tipos de ligacbes, o que direciona os estudos para as melhores opc¢des de
Cl.

Como termologia, trata-se o farmaco em questdo como molécula guest (hdspede) e a
macromolécula como host (hospedeira), com uma relacdo host:guest. Existem varios trabalhos
na literatura que reportam o uso de diversas abordagens in silico com o objetivo de elucidar o
mecanismo de interacdo entre host e guest principalmente entre IFAs e CD. A tabela 3 mostra
alguns exemplos do uso de MM em trabalhos recentemente publicados em revistas cientificas.

Tabela 3- Exemplos atuais do uso da modelagem molecular na obtencdo de complexos de
inclusdo com diferentes ciclodextrinas.

Host:guest Imagem Fonte
_ PRIYA et al
BCD:cabergolina
2018.
NANDA et al

SBRCD: anlodipina
P P 2018.
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. ' &333: S ZHANG et al
HPBCD:Floridizin ¥ 5 o)
308 2017
L J.,
Ring('/
BCD:Citronela SANCHES et al
2019.
HPyCD: XAVIER-

oncocalixona A JUNIOR et al

2019

Fontes: descritas na propria tabela.

Um possivel entrave na MM voltada para Cl pode ser a falta de um banco de dados com
as estruturas tridimensionais das CDs (naturais e modificadas). Para tal, ja é possivel verificar
na literatura a existéncia de um software para construcdo de modelos tedricos de derivados de

CD e avaliagéo de suas interagdes host:guest, o Cyclomolder (RABELLO et al 2019).

24 TECNICAS DE CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E IDENTIFICACAO DE
FARMACOS

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas de uma matéria prima farmacéutica
cumpre papel significativo na antecipacdo de problemas de formulacdo, além de auxiliar na
identificacdo de rotas viaveis na tecnologia de obtencdo de medicamentos (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001; ARAUJO, 2003; RODRIGUES et al., 2005; SOARES, 2011).

A caracterizacdo é o foco principal dos estudos de pré- formulagcdo (LAU, 2011),
realizado nas etapas de pesquisa pré-clinica e clinica, visando acumular o maximo de
informacdes sobre o comportamento do farmaco (RODRIGUES et al 2005), e a partir de ent&o,

serem desenvolvidas formulagdes mais eficazes, seguras e consequentemente com maiores



possibilidades de éxito (COSTA, 2010; MAXIMIANO; COSTA; SOUZA, 2010). Neste
processo, 0s prototipos a farmacos merecem destaque (SOVIZI, 2010), pois representam
candidatura a novas alternativas terapéuticas para a sociedade, mas ndo possuem parametros de
qualidade estabelecidos.

Vieira e colaboradores (2013) evidenciam em seus estudos a importancia da
identificaco e caracterizagdo fisico-quimica de novas entidades quimicas (como o caso do GQ-
130), além de estudos que norteiem sobre sua estabilidade. Onde a partir destes, € possivel
estabelecer um padrdo de identificacdo da molécula para que posteriormente seja possivel sua
intervencéo tecnoldgica de forma racional e assim garantir a sua qualidade.

Para tanto, sdo empregadas diversas técnicas analiticas na caracterizacdo de farmacos
no estado sélido, sendo a Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho, difracdo de
raio-X, Microscopia eletronica de varredura, analise térmica e ensaios de dissolucdo in vitro

algumas das mais utilizadas.

2.4.1 Espectrometria de absorcdo na regido do infravermelho

Define-se espectroscopia de absor¢édo na regido do infravermelho (IV) como a medida
da absorcéo, por parte de compostos quimicos analisados, de uma radiacao eletromagnética em
que o comprimento de onda se situa na faixa de 10~*a 1072 cm, sendo este espectro Unico para
cada substancia com excecdo aos isdmeros Opticos que em solucdo apresentam espectros
idénticos (KOROLKOVAS, 1984; COSTA, 2009).

O espectro de IV de uma substancia é considerado uma de suas propriedades fisico-
guimicas mais caracteristicas e, portanto, através das bandas dos grupos funcionais, essa técnica
é capaz de auxiliar na identificacdo de compostos. Além disso, pode ser utilizadas na analise
quantitativa de misturas de compostos através da intensidade da banda caracteristica de um
composto da amostra (BRITTAIN et al., 1991). Sendo possivel verificar a interagdo entre duas
substancias através da comparagdo de seus espectros. Eventos como desaparecimento,
surgimento ou deslocamento de bandas caracteristicas fornecem indicativos de interagdes que

podem ser prejudiciais ou ndo para o produto formado.

2.4.2 Microscopia eletrdnica de varredura
A principal funcdo de qualquer microscépio é tornar visivel ao olho humano o que for
muito pequeno para tal. O MEV parte da otimizacao dos simples microscopios opticos (MO),

capazes de produzir aumentos maximos de imagens em até 2000 vezes, acima disso € preciso
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utilizar feixes de elétrons (no lugar de fotons, utilizados no MO) para melhor resolugéo,
permitindo aos aparelhos modernos aumentos de até 300.000 vezes ou mais, para a maior parte
dos materiais sélidos (DEDAVID; GOMES ; MACHADO 2007).

O MEV ¢é um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a observacao e analise
de caracteristicas microestruturais de compostos solidos. Bastante empregada em varias areas
do conhecimento, sendo amplamente utilizada para estudar os aspectos de superficie dos
materiais. O uso desta técnica vem se tornando mais frequente por fornecer informacoes
detalhadas do estado de cristalizacdo de IFAs, capaz obter imagens da topografia da superficie
de identificar a morfologia do cristal que compdem a amostra analisada (LYRA et al 2010) ou
a falta de uma formacéo rigida, caracteristica de s6lidos amorfos, estando arranjados de forma

aleatoria.

2.4.3 Difragéo de raios-x

Entre as varias técnicas experimentais disponiveis para a identificacdo de formas
solidas, incluindo polimorfos, solvatos, sais, co-cristais e formas amorfas, a DRX se destaca no
estudo de formas sélidas e se baseia na lei de Bragg, em que o padrdo de difracdo apresenta
uma série de reflexdes, as quais sdo identificadas no difratograma pelo angulo (20) ou pela
distancia interplanar (d) contra a sua intensidade. Estando este padrdo relacionado com a
composicdo quimica e com o ordenamento cristalino das moléculas no cristal (JENKINS;
SNYDER, 1996; BRITTAIN, 1999; CUFFINI et al., 2007; SYKULA-ZAJA et al., 2011).

Sua aplicacdo durante o processo de desenvolvimento de farmacos vai desde os estudos
de descoberta até o controle de qualidade dos lotes. Fornecendo informac@es sobre a estrutura
do material seja esta de carater cristalino ou amorfo (IVANISEVIC, MCCLURG, SCHIELDS,
2010). Portanto, DRX de p6s € uma técnica eficaz para a identificacdo de farmacos sélidos
cristalinos (PHADNIS, CAVATUR, SURYANARAYANAN, 1997).

Além disso, essa técnica combina especificidade com um alto nivel da exatiddo para a
caracterizagdo dos farmacos solidos e é um método especialmente Gtil para descrever o possivel
comportamento polimorfico de farmacos. Igualmente permite a identificagdo simultanea de
ingredientes ativos multiplos em formulagdes farmacéuticas diferentes (KOUNDOURELLIS
et al., 2000).
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2.4.4 Analise térmica

Dentre as técnicas aplicadas na atualidade para caracterizagdo de insumos
farmacéuticos, a andlise térmica possui vasta aplicacdo. Trata-se de um conjunto de técnicas
que permite avaliar as propriedades fisicas de um composto e/ou seus produtos de reacao,
enquanto este é submetido a um programa controlado de temperatura (MENDONCA et al.,
2014; MOYANO; BROUSSALLIS; SEGALL, 2010). As variacOes propositais nas propriedades
fisicas dos compostos diante do emprego programado de calor permite a obtencdo de diversos
parametros, que estdo diretamente relacionados com a qualidade final de um produto
farmacéutico (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

Segundo Bernal e colaboradores (2002), os principais pontos analisados s&o as
variacOes de massa e de entalpia, mensuradas através da Termogravimétrica e da Calorimetria
Exploratoria Diferencial, respectivamente. Estas técnicas em associacdo permitem elucidar uma
série de eventos como fusao, ebulicdo, sublimacdo, vaporizacdo, dessolvatacdo, transicdo de
fase solido-solido, degradagdo quimica, cristalizagdo e decomposic¢do (COSTA, 2010).

A literatura descreve, ainda, que a interpretacdo destes dados pode evidenciar outras
caracteristicas, tais como a pureza do material analisado (ARAUJO, 2010; SOARES-
SOBRINHO, 2010; COSTA et al., 2013; VIEIRA, et al., 2013), compatibilidade entre duas ou
mais substancias (TITA et al., 2008, OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011; COSTA et al.,
2013; VIEIRA, et al., 2013), identificacdo de polimorfismo, estabilidade intrinseca de
compostos e/ou formulacBes e decomposicdo térmica de farmacos e medicamentos
(OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011). Entretanto, a analise térmica deve ser realizada em
associagao com técnicas complementares, tais como IV, DRX, MEV, dentre outras, para evitar
0 estabelecimento de conclusdes equivocadas (SOARES, 2011; JULIO et al., 2013 ; MELO et
al., 2014).

Adicionalmente, a determinacgéo da cinética de degradacdo tambeém se insere dentre as
aplicacdes de destaque deste conjunto de andlises. Esta tem como finalidade principal a
determinacdo dos mecanismos e parametros cinéticos das reagdes de decomposicao (energia de
ativacdo, ordem de reacdo e fator frequéncia) (TITA et al., 2008; SOVIZI, 2010; VIEIRA et al.,
2013; MELO et al., 2014), nos quais podem predizer a estabilidade e fornecer informagdes
fundamentais a respeito do tempo e das condi¢bes de armazenamento dos farmacos e
medicamentos, sendo uma alternativa rapida ou complementar para estimava do prazo de
validade (RODRIGUES et al., 2005; FELIX et al., 2009; SOVIZI, 2010).
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2.4.5 Ensaios de dissolucéo in vitro

Os eventos bioldgicos que ocorrem no organismo apos a administracdo de um farmaco
sdo variados e complexos. Antes do IFA ser absorvido na corrente sanguinea, um medicamento
administrado por via oral é exposto as condi¢des dindmicas do limen gastrintestinal que podem
influenciar na sua atividade terapéutica.

Somente farmacos dissolvidos podem atravessar a mucosa intestinal. Se a sua
solubilidade no fluido aquoso for restrita, a dissolugdo sera a etapa limitante da velocidade de
absorcéo e vai determinar a rapidez e extensdo de sua disponibilidade na corrente sanguinea.
(AULTON & TAYLOR 2016). A velocidade pela qual o processo de dissolucio ocorre é um
conceito dindmico, representando a quantidade ou concentracdo de farmaco que se dissolve por
unidade de tempo (BANAKAR, 1992; MANADAS et al., 2002; NERY et al., 2007).

O objetivo de avaliar esta situacdo in vitro € medir a taxa pela qual o IFA é liberado a
partir da forma farmaceutica (FF) e dissolve-se em um meio de dissolucdo particular. A
Farmacopéia brasileira 52 Edigdo (2010) descreve as condicdes e equipamentos que devem ser
utilizados para realizacdo deste tipo de ensaio, sendo as condi¢fes empregadas bem definidas

para permitir a comparacao dos dados observados, como ilustrado na figura 9.

Figura 9- Esquema ilustrativo dos parametros de um teste de dissolucao in vitro.
Rotacio
(em rpm)

-
B . g —

Meio de dissolucao Ponto de amostragem
(pH gastrointestinal, _ _N __ X-g------ -
Temp =37+ 0,5 °C)

Aparato pa

Aparato cesto “ ——— - -
> depdmyoiciiiled  TETRSINES

)\

Legenda: FF= Forma Farmacéutica; RPM = Rotac¢do por minuto. Fonte: Adaptado de Aulton & Taylor 2016.

Parando para analisar 0s requesitos importantes pode-se correlaciona-los com o que é
observado in vivo. E necesséria a utilizacdo de uma rotacdo (movimentos peristalticos), meio
de dissolucdo (referentes aos valores de pH observados entre estbmago e intestino) e a
temperatura utilizada é correspondente a corporal. Os aparatos séo escolhidos de acordo com
as caracteristicas da FF analisada e tipo de ensaio.

Visando a obtencdo de uma forma farmacéutica de liberacdo imediata, os estudos de

dissolucao podem ser classificados em trés categorias, que permitem avaliar e comparar a
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eficiéncia de dissolugdo de um determinado produto, sendo elas: 1) ensaio de um Unico ponto;
2) ensaio de dois pontos; 3) perfis de dissolucdo. Neste Ultimo se avalia a porcentagem
dissolvida da molécula em diferentes tempos de amostragem, o que permite uma analise mais
detalhada e conclusiva (SERRA; STORPIRTIS, 2007).

No caso de novas moléculas, torna-se importante avaliar o impacto de fatores que
interferem em sua dissolucdo, como por exemplo, as propriedades sélidas dos insumos
farmacéuticos (polimorfismo e tamanho de particula). Realizar estes testes in vitro permite a
visualizagdo do seu comportamento em funcdo do tempo a fim de diminuir os possiveis
problemas que esta possa apresentar em relacdo a biodisponibilidade (ARANCIBIA et al.,
1992).

2.4.6 Meétodo analitico de quantificacdo — importancia da validagao.

Existem diferentes metodologias capazes de quantificar uma amostra de forma segura e
confidvel. Na caracterizacdo de IFA destacam-se 0 uso de técnicas como a espectrofotometria
de absorcdo na regido do ultravioleta visivel (UV/Vis) e a Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

As técnicas espectrofotométricas estdo fundamentadas na absor¢do da energia
eletromagnética por moléculas que depende tanto da concentracdo quanto da estrutura das
mesmas. De acordo com o intervalo de frequéncia da energia eletromagnética aplicada, a
espectrofotometria de absorcdo pode ser dividida em ultravioleta, visivel e infravermelho,
podendo ser utilizada como técnica de identificagdo e quantificacdo de substancias (BRASIL
2010).

Os espectros podem ser obtidos utilizando-se diferentes modos de aquisicdo. No caso
da espectrofotometria UV/Vis o principal modo é a transmissdo. Espectrofotdmetros podem
dispor de registradores graficos que permitem a obtencdo de espectros de absor¢do. Tal recurso
é importante para fins de caracterizacdo da substancia a partir da obtencdo dos comprimentos
de onda onde se obtém as maiores absorvancias (maximo). Atualmente, a maior parte dos
espectrofotbmetros apresenta conexdo a um microcomputador e programa apropriado, que
permitem a obtencdo dos espectros de absorcdo das substancias em meio digital. A analise
espectrofotométrica quantitativa por absor¢do tem como principio a relacdo direta existente
entre a quantidade de luz absorvida e a concentracdo da substancia.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separacao

fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis, a
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fase movel, liquida, e a fase estacionaria sélida, contida em uma coluna cilindrica. As
separacOes sdo alcancadas por particdo, adsorcdo, troca idnica, exclusdo por tamanho ou
interacdes estereoquimicas, dependendo do tipo de fase estacionaria utilizada (CASSIANO et
al 2009).

Os resultados cromatograficos sdo obtidos pelos detectores presentes no equipamento.
Um dos mais utilizados contém detectores de comprimento de onda mdltiplo e medem,
simultaneamente, a absorvancia em dois ou mais comprimentos de onda, sendo denominados
de detectores de arranjo de diodos (DAD). Nestes, a radiacdo ultravioleta é transmitida através
da célula de fluxo, absorvida pela amostra e entdo separada em seus componentes originais, que
séo detectados, individualmente, pelo detector de fotodiodos, registrando dados de absorvancia
em toda a faixa do espectro do ultravioleta e visivel e, adicionalmente, 0s espectros de cada
pico registrado na forma de cromatograma (SABIR et al 2013).

0s sistemas de CLAE séo calibrados comparando-se as respostas dos picos obtidos com
as respectivas concentragdes de substdncias quimicas de referéncia (SQR). Resultados
quantitativos confiaveis sdo obtidos por meio de calibragdo com padrdo externo, quando
injetores ou amostradores automaticos sdo preferencialmente utilizados. Esse método envolve
a comparacdo direta das respostas obtidas com os picos, separadamente analisados, das solu¢Ges
padrdo e amostra.

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢des quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes 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 avaliagdo denominada validagdo. Definida como um
processo continuo que comega no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de
todo o seu desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al 2004).

Existem alguns oOrgdos que disponibilizam guias para realizacdo do processo de
validacdo, a nivel nacional e internacional. No Brasil pode-se contar com a resolu¢do mais atual,
disponibilizada pela ANVISA, a Resolucéo da diretoria colegiada (RDC) n° 166, publicada em
24 de julho de 2017. Nesta, constam o0s parametros que devem ser avaliados e as devidas
especificacfes necessaria para realizar a validagdo de um método analitico, sendo estes

detalhados a seguir.
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2.4.6.1. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo. Na maior parte dos casos, a relagdo matematica entre o sinal e a concentragdo ou
massa da espécie de interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos
para massas ou concentracdes conhecidas dessa espécie (RABINI et al 2004; CASSIANO et al
2009|). Essa relacdo matematica, muitas vezes, pode ser expressa como uma equacao de reta
chamada de curva analitica. Embora somente dois pontos definam uma reta, na préatica as linhas
devem ser definidas por no minimo cinco pontos que ndo incluam o ponto zero na curva, devido
aos possiveis erros associados (BRASIL, 2017).

Os resultados devem sem apresentados através da representacdo grafica em funcéo da
concentracdo do analito, equacdo da reta de regressdo de y em X, estimada pelo método dos
minimos quadrados. Nos testes estatisticos, deve ser utilizado um nivel de significancia de 5%

cujo coeficiente de correlagdo deve estar acima de 0,990, de acordo com a resolugéo vigente.

2.4.6.2. Robustez

De acordo com o INMETRO (através do seu guia atualizado em 2018), a robustez de
um método (“robustness”) mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas variagoes.
Em outras palavras, pode-se dizer que um método é robusto quando ele ndo € afetado por uma
modificacdo pequena e deliberada em seus parametros.

No caso do uso da CLAE pode-se avaliar por exemplo, variacdes na concentracdo dos
solventes organicos, composi¢cdo da FM, pH, programacdo da temperatura do forno do
equipamento, modo de preparo das amostras, fabricante de solventes e materiais utilizados,
entre outros. Tudo isso para garantir que mesmo com tais modificacbes as respostas
cromatograficas se mantenham quando se mude o analista, 0s equipamentos ou até mesmo o
laboratdrio de analise (SABIR et al 2013).

2.4.6.3. Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas e diluentes (BRASIL,
2017).
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A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo,
excipientes, impurezas e produtos de degradacéo, bem como outros compostos de propriedades
e estruturas similares que possam estar, porventura, presentes. A seletividade garante que o pico
de resposta seja exclusivamente do composto de interesse e cabe ressaltar que, caso a
seletividade de um determinado método ndo seja assegurada, a linearidade, exatidao e precisdo

estardo seriamente comprometidas.

2.4.6.4. Precisdo e exatiddo

A precisao e a exatiddo determinam os erros de uma medida analitica e sdo os principais
critérios usados para julgar a qualidade de um método bioanalitico.

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios
com amostras preparadas conforme descrito no metodo analitico a ser validado. Podendo ser
expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade. Sendo
a resposta avaliada pelo calculo do desvio Padrdo Relativo, respeitando o percentual maximo
de 5% de acordo com o estabelecido pela Resolugdo de 2017. Por sua vez a exatiddo esta
diretamente relacionada, sendo este o parametro que de fato evidencia a confiabilidade dos
resultados obtidos. Se diz exato, quando a resposta analitica observada estd em concordancia

com a resposta ideal (concentracdo ou resposta de referéncia aceita como verdadeira).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 CARACTERZACAO FiSICO QUIMICA DA EPIISOPILOTURINA

3.1.1 Material

A EPI foi extraida e isolada pela industria Anidro do Brasil Extracfes S.A., situada na
Parnaiba (PI), conforme metodologia descrita por Veras e colaboradores (2013). Sendo sua
purificacdo realizada pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia-Biotec da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus Parnaiba, que cedeu a matéria prima necesséria

para concluséo deste projeto.

3.1.2 Métodos
3.1.2.1.Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A andlise espectroscopica das amostras foi realizada em espectrometro de absor¢ao no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike
Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de seloneto de zinco. As amostras a serem
analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR em
triplicata. Foram obtidas com varreduras de 4000 a 650 cm™ de resoluc&o espectral de 4 cm™e
média de 16 varreduras (scans) por espectro.

3.1.2.2.Microscopia eletrnica de varredura

As imagens foram obtidas através de um Microscépio eletronico de varredura (modelo
Zeiss EVO LS-15). Usando a geometria coplanar do feixe de elétrons, o detector EDS, cdmara
EBSD e a direcdo de inclinacdo de amostra. Tenséo de aceleracdo 0,2 a 30 kV. Corrente de
sonda 0,5 pA a 5 pA. Analise de raios-x 8,5 mm e angulo de inicializagéo de 35°.

As micrografias foram obtidas com ampliagOes variando entre 500 e 2000 vezes e as
analises foram realizadas no Laboratério de imunopatologia Keizo Asami (LIKA), localizado

na Universidade Federal de Pernambuco.

3.1.2.3.Difracéo de raio-X

As andlises por DRX foram realizadas em um equipamento da Shimadzu®, modelo
XRD-600, usando radiacdo Cux, de A=1,5406 A. A contagem do tempo foi de 0,6 segundos para
cada passo de 0,02°, com intervalo de varredura de 5 a 50° (260). Os difratogramas obtidos foram
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comparados com as cartas padrées JCPD cadastradas no ICDD (International Centre of
Difraction Data). Estas analises foram realizadas na Central Analitica do Centro de Tecnologias
Estratégias do Nordeste (CETENE) em Recife-PE.

3.1.2.4.Anélise térmica
e Calorimetria exploratéria diferencial

As curvas DSC para caracterizacdo térmica das amostras foram obtidas por meio de um
calorimetro da marca Shimadzu®, modelo DSC-60, na faixa de temperatura de 30 a 300°C, sob
atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min e razdo de aquecimento de
10°C.minL. Foi utilizada massa de 2 mg (+ 0,2), acondicionadas em porta-amostras de aluminio
hermeticamente fechados. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A calibracdo do
DSC foi realizada via ponto de fusio do indio (156,6 + 0,3°C) e Zinco (419,6°C + 0,3). O fluxo
de calor e entalpia foram calibrados via ponto de fusdo do indio (18,59 J.g* + 0,3), sob as
mesmas condi¢des das amostras. Os dados termoanaliticos foram analisados por meio do
software TA-60WS® (Therma Analysis) versdo 2.20 da Shimadzu®.

e Termogravimetria
As curvas TG/DTG foram obtidas a partir de uma termobalanga Shimadzu®, modelo
DTG-60H, em atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 100 mL.min, na razdo de
aquecimento de 10°C.min! e faixa de aquecimento de 30 a 600°C. Para este método foram
utilizadas amostras de 5 mg (z 0,2), acondicionadas em porta-amostra de platina. Antes dos
ensaios verificou-se a calibracdo do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de
calcio monoidratado com perdas de massa definidas. Os dados termoanaliticos foram

analisados por meio do software TA-60WS® (Thermal Analysis) versdo 2.20 da Shimadzu®.

e Cinética de degradacéo térmica
O estudo da cinética de degradacéo foi realizado conforme modelo proposto por Flynn-
Wall-Ozawa- (FWO) em 1966, utilizando curvas TG ndo-isotérmica nas razdes de
aquecimento de 5; 10; 20 e 40°C.min2. O calculo da Energia de ativagio foi realizado atraves
do gréafico que correlaciona log B vs 1/T (K™).
Na TG ndo-isotérmica/dindmica, tem-se a curva gerada pela perda de massa em fungéo
da temperatura e gradiente utilizado na anélise. Em uma reacdo no estado sélido, o grau de

conversdo (a) em um experimento ndo-isotérmico pode ser dado pela Equacéo 1:

49



mo—-m ~
= ——— Equacgao 1
mo—MmMeo

Onde m é a massa em cada instante a uma temperatura T, m.é a massadjglcicial e m.a massa

final do experimento. A equacéo geral que descreve a taxa de conversao (d_) em uma reacéo
t

cinética de estado sélido € representada pela Equacéo 2:

Z_“:k(T)f(oc) Equagéo 2
t

No qual k(T) é uma constante de velocidade de reacéo e f(a) representa uma funcéo que
descreve a conversao da reacdo. Substituindo a equacdo de Arrhenius na Equacéo 2, conforme

procedimento adotado na literatura obtém-se a Equacéo 3:
do Ea
= =Af(c)erT Equacio 3
t

Como a temperatura da amostra pode ser controlada mediante determinada razdo de

aquecimento constante (®= dT?i_o grau de conversdo da reacdo pode ser analisado como uma
t

funcdo da temperatura. Nesse caso, existe uma dependéncia da temperatura e do tempo de
aquecimento em relacdo a razdo de aquecimento (f) utilizada no experimento. Portanto, a
equacdo geral que descreve a taxa da reagcdo em um experimento ndo-isotérmico é expressa pela

Equacéo 4:

A B .
dx_ A erTf(a) Equagdo 4
dt ()
No método FWO, o modelo que descreve a reacdo é independente das razbes de
aquecimento utilizadas nos experimentos, podendo ser representado através de uma funcéo

integral de converséo (g(a)) (Equacdo 5):

x do AT f -Ea AE,
= —_— — = — p(X Equacio 5
g(x)= fo 0 chTi ert dT p p(X) quacéo

Onde, logaritmando a Equacéo 5, tem-se a Equagéo 6:
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log g(x)- log p(x)ﬂog% Equacio 6

AE2 , . .
No qual log& é um termo independente da temperatura. Devido ao fato de que a
integral de Arrhenius ndo possui solucao analitica, muitas vezes é necessaria a utilizacdo de
aproximacfes numéricas para estimativa de pardmetros cinéticos ndo isotérmicos. Nesse

trabalho, a aproximacdo numeérica utilizada para a integral de Arrhenius (Equacéo 7).

log p(x)=-2,315-0,4567x Equagéo 7

Ea
No qual, Xx=_-
RT"’

Combinando as Equacdes 6 e 7 e rearranjando, chega-se a Equacdo de FWO (Equacao 8)

considerando um intervalo de log p(x) entre 20 < x < 60.

amplamente utiliza em estudos cinéticos de degradacdo térmica.

logd= log (&%) - logg(0)-2,315-0,4567 (E%)  Equacio 8
R RT
A utilizacdo do método FWO requer a realizacdo de experimentos em diferentesrazdes
de aquecimentos, onde através desses experimentos, o grau de conversao a € representado por

uma relag&o linear de log ® vs. ', Através da aplicacdo do principio isoconversional, ndo é
T

necessario o conhecimento da funcdo matematica que descreve o mecanismo de reacdo (g(a))

parao calculo daenergiade ativagdo. O termo log (**)=logg(c)-2,31 na Equacéo 8, é tratado
R

como uma constante, a qual estd contida informacGes sobre a g(a). Esta constante pode ser

determinada através do coeficiente linear da relagdo log ®vs.-L.
T

3.1.2.5.Estudos de dissolucao in vitro

Foi utilizado o dissolutor Varian® VK7010, com o aparato 1l da USP (aparato pa), com
rotacdo de 50 rpm. Em cada cuba, adicionaram-se 250 mL do meio de dissolugdo (pH 6,8
USP), mantendo a temperatura em 37 +0,3 °C. Os pontos de coleta foram: 10, 15, 20, 30, 60,
90 e 120 min. Em cada ponto, foram retiradas aliquotas de 3 mL do meio de dissolu¢do, com o
auxilio de uma seringa e posterior reposic¢éo do volume retirado. A altura da coleta das amostras

foi fixada conforme especificado no metodo geral de dissolugcdo da Farmacopéia Brasileira 52
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edicdo (BRASIL, 2010). Foi utilizada, para cada amostra, o valor referente a 10% da
concentracdo de saturacdo da EPI, a fim de se obedecer a relagéo sink.

Ao final, as amostras obtidas foram filtradas em filtro de membrana 0,45 um e
devidamente diluidas para posterior quantificacdo da EPI por espectroscopia no UV-vis a 200
nm (Modelo B582, Micronal®), utilizando o meio de dissolucdo como o branco do
equipamento, para eliminagdo de possiveis interferentes. De acordo com os resultados e auxilio
da curva de calibragdo, foram determinadas as concentra¢des de EPI em cada tempo de coleta

e encontrado o valor de &rea sobre a curva (AUC), pelo software OriginPro®.

3.1.2.6.0timizacao e validacdo de metodologia de quantificacdo da EPI por cromatografia

liquida de ultra eficiéncia.

3.1.2.6.1 Otimizacdo do método analitico.
e Material
Para otimizacdo do método foram utilizados os solventes: acido Fosférico (Dinamica®
Lote: 62816), trietilamina (Dindmica® Lote: 79126), Metanol (Honeywell® Lote: DT335-BR)
grau HPLC, hidréxido de sodio (Vetec® 1203202), agua ultra purificada MiliQ®, Filtro de
membrana de 0,45 um. Sendo as vidrarias utilizadas devidamente limpas e calibradas.

e Métodos
Foi utilizado como método de quantificacdo inicial o descrito por Avancini e
colaboradores (2003) e a partir deste foram feitas algumas modificagdes.

e Fase movel
A fase mdvel é constituida por uma mistura (fase aquosa + fase organica) composta por
13,5 mL de acido Fosfdrico, 3mL de trietilamina, 850 ml de dgua MiliQ®e 112 ml de Metanol
grau HPLC, sendo necessério a corre¢do do pH com a adicdo de hidréxido de sodio para

obtengéo de uma solucdo final com pH igual a 2,5.

e Parametros
Foi utilizada uma coluna C18, marca supelco® com tamanho de 25cm x 4,6mm. O fluxo
da fase movel de Iml/min. Forno em temperatura ambiente e volume de injecdo da amostra de
20pL.
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e Equipamento
Utilizou-se cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia Shimadzu® equipado com duas
bombas modelo LC-20AD, injetor automético SIL-20AC-AxT, forno para coluna CTO-20A,
detector no UV/Vis com arranjo de diodos modelo SPD-M20A, controlador CBM-20A,

integrador automatico computadorizado com software LC Solution®.

e Preparo das amostras
Para a obtencdo da solucao-estoque (1 mg/mL) pesou-se 25 mg de EPI, vertido para um
baldo volumétrico de 25 mL. Neste foi adicionado metanol® grau HPLC, préximo ao menisco
do bal&o e colocado em sonicador por 10 minutos, garantindo a solubilizacéo total da EPI. Em
seguida foi completado o volume e desta solugdo-estoque retiradas as aliquotas para a obtencédo
das solucgbes de trabalho, que para melhores resultados analiticos foram diluidas com a porc¢éo

aquosa da fase maével utilizada no equipamento.

3.1.2.6.2 Validagdo do método analitico.

O método de quantificacdo, ja com as devidas modificacdes realizadas no item anterior,
foi entdo validado de acordo com os critérios estabelecidos pela Resolucdo de Diretoria
Colegiada — RDC n° 166, de 24 de Julho de 2017 da Agéncia nacional de vigilancia sanitaria —
ANVISA, de acordo com os parametros: Linearidade, Robustez, Seletividade, Precisdo e
Exatiddo.

e Linearidade
Foram obtidas trés curvas de calibracdo independentes, com cinco pontos cada uma (50,
100, 200, 300 e 350 pg\mL). As amostras foram obtidas a partir de diluicdes da solucéo-
estoque, permitindo a obtencdo da média dos valores encontrados em cada concentragdo
testada, bem como o célculo do coeficiente de variagdo (CV%) entre os pontos da curva e do

coeficiente de correlacdo linear (r2).

e Robustez
As pequenas modificacOes realizadas no método proposto, escolhidas para compor tal
pardmetro foram: 1. Diferencga de fabricante do hidréxido de sddio utilizado na obtencdo da
parte aquosa da fase movel; 2. Uso do sonicador na obtencdo da solugdo-estoque e 3. Obtencgéo

da solucéo-estoque com a parte aquosa da FM. O ponto médio obtido pela curva de calibracéo
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referente ao parametro linearidade (200 pg\mL) foi avaliado em relagéo a estas pequenas

alteracdes e os resultados obtidos foram avaliados frente aos resultados do método original.

e Seletividade

Foi entdo escolhido para a avaliacdo da seletividade utilizar a PILO (alcaloide
estruturalmente semelhante a EPI). Dessa forma, foi obtida uma solucao-estoque da PILO (nas
mesmas condigOes descritas para a EPI). Estando as solugfes-estoques prontas, foram retiradas
aliquotas destas e transferidas para um baldo volumétrico de 10 mL, a fim de se obter uma
solugdo de trabalho contendo os dois IFA’s na concentracdo de 200 pg/mL. Em seguida a
solucdo foi filtrada com auxilio de filtro de seringa de 0,45 um, para preparacdo das amostras
(triplicata) e leitura em equipamento. Como resultado analitico foi levado em consideracao a

pureza dos picos da EPI e PILO observados.

e Precisdo
A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria (BRASIL,
2017). Para repetibilidade, foram testadas 6 solucdes (200 pg/mL) de EPI preparadas
individualmente pelo mesmo analista. A precisdo intermediaria foi realizada também em
sextiplicata, com a mesma concentracdo (200 pug / mL) em 2 dias diferentes por 2 analistas
diferentes, nas mesmas condi¢des e equipamento, sendo as amostras obtidas de solucfes
independentes. Finalizada as analises foram obtidos os valores médios das determinacdes e

estimado o desvio padrdo relativo (DPR) e exatiddo dos resultados.

e Exatiddo
A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados encontrados em um
determinado ensaio com o valor de referéncia aceito como verdadeiro. Foram realizados ensaios
em triplicata, nos trés niveis de concentracdo, totalizando nove eluigdes. As amostras analisadas
foram obtidas de acordo com diluigdes a partir da solugéo estoque (concentragOes: 50, 200 e
350 pg/mL). Apds o termino dos ensaios foram calculados os valores percentuais

correspondentes aos niveis de concentracdo das amostras avaliadas (BRASIL, 2017).
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3.2 ESTUDO DE MODELAGEM MOLECULAR DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO
EPIL:BCD E EPI:HPBCD.

A MM foi aplicada com o objetivo de elucidar as razdes intermoleculares e calcular a
energia de interacdo dos complexos de inclusdo formados entre o guest (EPI) e os hosts (BCD
e HPBCD). Existem varios relatos na literatura sobre CI entre farmacos e CDs utilizando
modelagem molecular (CAVALCANTI et al., 2011; SILVA et al 2016; XAVIER-JUNIOR et
al 2017). Para levar em conta aspectos relevantes da sintese de derivados de CD, os seguintes
pontos foram considerados: (i) A regiosseletividade da reacdo ocorre preferencialmente com as
hidroxilas primérias OH (6), uma vez que sdo mais acessiveis, seguido das hidroxilas
secundarias OH (2) com a maior acidez (pKa = 12,2) (Wenz, 1994). (ii) a formacdo de
derivados homologos com os indices de substituicdo molar (MS) (Treib, Baron, Grauer, &
Strauss, 1999) mais baixo e mais alto também sdo obtidos, além do produto (Wenz, 1994).

Nossa abordagem foi construir um modelo com 1000 estruturas (40 configuracdes com
25 conformacdes diferentes, cada) para o derivado HPBCD, a partir da estrutura tridimensional
da BCD (SAENGER et al., 198). As 40 configura¢des foram construidas considerando os dois
aspectos da sintese mencionados acima. Quanto a razdo de MS de 0,7 parece razoavel assumir
que a estrutura da HPBCD (7 unidades de glicose) possui, em média, 5 unidades HP. Portanto,
foram construidas 20 configuracdes com 5 unidades de HP, 10 com 4 unidades de HP e outras
10 com 6 unidades de HP.

Para selecdo da posicdo de substituicdo de cada unidade de HP adicionada, durante a
construcdo das estruturas, foi considerada a probabilidade de 70% para OH (6), 20% para OH
(2) e 10% para OH (3). Os valores de energia de interacdo intermolecular para os complexos
de inclusdo host:guest foram calculados utilizando o programa de Autodock VINA (TROTT &
OLSON, 2010), considerando toda a estrutura do host como sitio ativo e com o parametro
exhaustiveness ajustado em 8. Toda a metodologia de modelagem molecular foi realizada de
forma automatizada, utilizando a plataforma CycloMolder (RABELLO et al 2019).
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33 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE INCLUSAO
EPI:HPBCD POR DIFERENTES METODOLOGIAS: LIOFILIZACAO, MALAXAGEM E
NEBULIZACAO.

3.3.1 Material

Além da EPI, ja descrita anteriormente, foi utilizada a HPBCD, obtida através de doacao
pela empresa Ashland Specialty Ingredients® e como solventes para esta etapa do projeto foram
utilizados alcool metilico absoluto (VETEC, lote: 04382) e 4gua destilada como veiculo.

3.3.2 Meétodos
3.3.2.1 Estudo de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade foi obtido de acordo com Higuchi e Connors (1965). Para tal,
foi obtida uma solugdo estoque de HPBCD na concentragdo de 200 mM e a partir desta foram
feitas solucdes filhas de 10 mL de HPBCD nas concentragdes: 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30;
40 e 50mM. Amostras de EPI em excesso foram colocadas em erlenmeyers contendo tais
solucBes, em triplicata. A EPI também foi avaliada apenas em 10mL de dgua destilada, para
determinacdo de sua concentracdo de saturacao, servindo de parametro para as demais amostras.
Todos os erlenmeyers, devidamente identificados, foram colocados na incubadora (Marca
Solab®, modelo Shaker SL 222) a 150 rpm, temperatura de 25 °C + 0,5°C, por 7 dias.

Ao final, o contetdo de cada um foi vertido para tubos falcon e centrifugados por 10
minutos em centrifuga (marca Edutec®, modelo 90-2B) e as solucdes sobrenadantes diluidas e
quantificadas em espectrofotdmetro (marca Varian®, modelo Vankel 50 UV/Vis) no
comprimento de onda de 200 nm.

A constante de estabilidade aparente (K¢, L/mol) do complexo foi calculada a partir do
estudo de solubilidade de fases, de acordo com Higuchi e Connors (1965). Para analise dos
dados foi obtida a concentracdo de saturacdo da EPI em meio aquoso bem como nas diferentes

concentracdes de HPBCD com auxilio do Excel®.
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3.3.2.2 Obtengdo da mistura fisica e dos complexos de incluséo.
e Obtencdo da mistura fisica (MF)
A MF foi obtida respeitando a proporgéo equimolar (EPI:CD), na propor¢do de 1:1.
Pesou-se o equivalente em grama de cada um dos constituintes, em seguida, com o auxilio do

grau e pistilo foram triturados por um minuto e armazenados em frasco ambar em dessecador.

e Obtencdo do complexo de incluséo por liofilizagdo (ClLio)

Inicialmente se repete o procedimento de obtengdo da MF. Em seguida a mesma foi
vertida para um becker de dois litros de capacidade para adi¢do de agua destilada sob agitacéo,
a temperatura constante de 50°C até total solubiliza¢do. A solugdo resultante foi mantida em
ultrafreezer a baixa temperatura por 48 horas para total congelamento do material e assim ser
submetida ao processo de liofilizagdo. Utilizando como parametros: A pressdo de 30uHg,
temperatura de aproximadamente -55°C por 75 horas. O p6 resultante foi retirado do liofilizador
(marca Liotop®, modelo L101) e armazenado em frasco ambar hermeticamente fechado no
dessecador.

e Obtencdo do Complexo de inclusdo por malaxagem (ClmaL)

Foi obtida a MF (referente ao item 4.3.2.1.) e em seguida, no préprio grau utilizado foi
adicionado lentamente uma mistura de MeOH-agua (50:50, v/v) até a formacgdo de uma pasta
homogénea. Posteriormente colocada em estufa a 60°C por 8 horas. Apés a secagem total do
material este foi macerado e o pé resultante foi tamizado (250 mm) para acondicionamento em

frasco ambar hermeticamente fechado.

e Obtencdo do Complexo de incluséo por nebulizacéo (Clnes)
Igual & obtencgéo por liofilizacdo, foi obtida uma solugdo nas mesmas condicGes, sendo
realizada a sua secagem por nebulizacdo (mini spray dryer, modelo B-290, BUCHI) sob as
seguintes condigdes: com temperatura de entrada do ar 180 °C e saida 122 °C, pressdo de ar de

pulverizagdo de 15 mmHg e aspirador 100%.

3.3.2.3 Caracterizacéo fisico quimica da MF, Clrio, ClmacL e Clnes
Os produtos obtidos foram caracterizados através de técnicas fisico-quimicas, visto a
sua importancia na avaliacdo da eficiéncia da complexacdo (LYRA et al 2010; FREITAS et al.,

2012). As tecnicas escolhidas foram as mesmas utilizadas para a caracterizacdo da EPI, sendo
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elas: FTIR, MEV, DRX, Analise térmica (TG e DSC), e a determinacdo do perfil de dissolucao

(para os trés Cls formados).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA EPIISOPILOTURINA

411 Espectroscopia no infravermelho com transformada de fourier .

Afim de se confirmar a identidade da EPI, foi obtido o seu espectro de IV, evidenciando
todos os deslocamentos, dobramentos e estiramentos presentes na molécula do IFA. Suas
bandas mais expressivas (figura 10 e tabela 4), caracteristicas dos grupos funcionais presentes

na sua estrutura foram expostas, estando em concordancia com os trabalhos ja obtidos pelo
grupo (VERAS et al 2003, MELO et al 2014).

Figura 10- Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do protétipo EPI.
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Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 14- Valores atribuidos as bandas mais expressivas do espectro da EPI e respectivos
grupos funcionais.

Frequéncia do S .
9 Grupos funcionais relacionados

grupo nm

712,76 C-C-C- Em fase (Anel aromatico)

773,06 C-H Em fase (Anel aromatico)
821 C-H fora do plano (imidazol)
981 Alongamento (lactona)
1167 CH2 (C4), c (lactona)

1528 N-C-N (imidazol)

1763 Alongamento (C=0 lactona)

Fonte: Dados da pesquisa
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4.1.2 Microscopia eletronica de varredura
Através das Fotomicrografias obtidas (figura 11), visualiza-se os cristais de EPI
distribuidos na forma de aglomerados, com padr@es irregulares de tamanho e formatos variados,

porém observa-se um possivel comportamento cristalino.

ENT = 10.00 KV Mag= 200KX
WD = 10.0 mm | Probe = 100 pA

EHT = 10.00 kv Mag= S500KX Signal A = SE1
WD = 10.0 mm IProbe= 120 0A VP Targets 10 Pa

Fonte: Dados da pesquisa

4.1.3 Difracao de raio X

O perfil difratométrico da EPI confirmou a natureza cristalina da amostra, observada no
MEV. Na figura 12 foi obtida uma amplia¢do da regido mais intensa, que apresenta 0s picos
mais expressivos da EPI. Foi possivel evidenciar numerosos picos de difracdo de alta
intensidade, sendo o maior deles visualizado em 20,414°, além da presenca dos secundarios em:
10,913° - 14,334° - 17,21° - 19,432° - 21,176° - 22,596° e 22,924°. Estes dados estdo expostos
na figura 12, que apresenta uma imagem mais ampliada referente a regido mais significativa do
difratograma, estando estes em conformidade com estudo ja realizado por Melo e colaboradores
(2014).
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Figura 12- Difratograma da EPI.
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414 Andlise térmica.

e Calorimetria exploratéria diferencial

Com a obtencdo da curva DSC tem-se a confirmacdo do perfil térmico da EPI, quando
somados aos resultados obtidos pela TG/DTG. A curva DSC apresenta um pico
endotérmico, bem intenso e definido (figura 13), caracteristico do processo de fusdo dasua
estrutura cristalina iniciando em aproximadamente 205°C (Tpico= 219,23°C) (AE= 152,05
J.g1). Logo em seguida, visualiza-se outro evento endotérmico referente a degradacéo

térmica da amostra.
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Figura 13- Curva DSC da EPI, razéo de aguecimento de 10°C.min-1 e fluxo de nitrogénio de
100 mL.min*
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Fonte: Dados da pesquisa

e Termogravimetria

A partir da TG (figura 14) é possivel visualizar que a degradacdo térmica da EPI
acontece em dois eventos, sendo o primeiro mais significativo com temperatura inicial de
aproximadamente 211°C e perda de massa de 74,07%, estando de acordo com os resultados
obtidos por Melo e colaboradores (2014). Apenas com a curva TG ndo € capaz de identificar
com clareza o inicio do segundo evento, sendo este entdo confirmado através da derivada
da TG (DTG). Nesta, os eventos sdo evidenciados na forma de picos onde fica visivel um
pico endotérmico maior seguido de outro que aparece sobreposto, porém nota-se sua

presenca na curva, identificando assim a existéncia de outro evento térmico.

Figura 14- Curva TG, DTG e DTA da EPI, sob raz&o de aquecimento de 5°C.min-1 e fluxo de
nitrogénio de 100 mL.min!
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Em relacdo a perda de massa, as curvas TG/DTG indicam que a decomposicdo térmica do
prototipo é praticamente completa até aproximadamente 344°C, restando um residuo de cerca

de 14% em relacdo a massa inicial.

e Cinética de degradacao térmica ndo isotérmica

A avaliacgdo da cinética de degradagdo vem sendo bastante aplicada para caracterizagdo
da estabilidade de novos compostos (CLEMENTE et al 2014). Para tal, se faz necessario a
escolha do modelo cinético mais adequado.

Dentre os mais utilizados pode-se destacar 0 método isoconvencional proposto por
FWO. Neste afirma-se que a decomposicdo térmica de um material obedece a uma reacdo de
primeira ordem. Além disso, o0 método permite determinar a energia de ativacdo (Ea) em
diferentes estagios sem a necessidade do emprego da funcdo matematica que descreve o
mecanismo de reacdo (ANDRADE et al., 2007).

E possivel encontrar trabalhos que relatem a aplicacio desta metodologia a partir das
curvas DSC, utilizada para diferentes tipos de materiais (ANDRADE et al 2008; GHADERI et
al 2015) porém escolheu-se a TG para determinacdo da cinética, pois tal técnica tem
demonstrado ser 0 método mais empregado para o estudo e a compreensdao da cinética de
decomposicdo térmica de um composto (ANDRADE et al 2017; AZIMI H.R., REZAEI. M.,
MAJIDI, F, 2014; SANTOS e MORAES 2015).

Foram entdo obtidas as curvas TG da EPI em diferentes razdes de aquecimento (RZ),
figura 15. Devido a sua maior significancia, a cinética foi obtida a partir do primeiro evento
térmico, escolha baseada nas informacdes presentes na tabela 5 que evidencia a temperatura
inicial (Tonset) € final (Tendset) de degradacgdo além do percentual de massa da amostra envolvido

em cada razao testada.
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Figura 15- Curvas TG da EPI em diferentes razdes de aquecimento fluxo de nitrogénio de 100
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Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 5- Valores obtidos a partir dos célculos da cinética de degradacédo térmica, para os dois
eventos térmicos da EPI.

Evento 1 Evento 2
Tonset (OC) Tendset (OC) Massa (%) Tonset(OC) Tendset(OC) Massa
(%)
RZ5 211,78 282,41 75,92 282,41 313,16 10,48
RZ10 211,57 302,04 74,7 302,04 344,38 11,46
RZ20 209,96 310,92 59,8 310,92 366,7 24,1
RZ40 22424 323,26 45,49 323,26 415,63 38,82

Fonte: Dados da pesquisa

Vale salientar que a escolha da RZ é uma etapa importante para o planejamento e
execucdo destas analises, visto que esta apresenta influéncia qualitativa na curva TG. A medida
que se aumenta a razao perde-se a definicdo de alguns eventos, podendo induzir a sobreposigdes
e até mesmo gerar dificuldades na identifica¢do do inicio e término do mesmo (BIANCHI et al
2010). Em contrapartida, quanto menor ela for, mais demoradas e dispendiosas se tornam as
analises.

Para determinacdo da cinética de degradacdo ndo isotérmica a obtencdo destas curvas
proporcionou a correlagio de logP x 1.K™. Assim, foi possivel a obtencdo dos valores da Ea
envolvida (Figura 16a, tabela 6). FWO definem que a fracdo de converséo que melhor descreve

0 processo € aquela que apresenta o coeficiente de relacio linear (R2) mais proximo da unidade.
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Sabendo disso, o grafico obtido (figura 16b) mostra que tal método foi aplicavel para a
determinacdo da Ea da EPI para as fracdes de conversio (a) de 40, 50, 60 e 70%, cujos R?
obtidos foram iguais a 0,99. As fracdes de 10, 20, 30 e 80% apresentaram coeficientes em torno

de 0,98, para 90% se obteve o valor mais baixo, aproximadamente 0,97.

Tabela 6- Relacéo entre os valores obtidos de Coeficiente de correlacéo linear e os valores de
Energia de ativacéo para cada fracdo de converséo.
Fracdo (%)  Coeficiente de correlacdo linear ~ Ea (KJ/Mol)

10 0,987 128,25
20 0,987 120,09
30 0,988 115,95
40 0,992 113,73
50 0,997 112,68
60 0,998 112,69
70 0,995 113,33
80 0,988 114,77
90 0,978 118,92

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 16- Grafico de FWO (a); grafico Ea x fragdo de conversdo (o) da EPIL.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dentre os parametros obtidos através desta abordagem, a Ea € o de maior interesse para
avaliar a estabilidade de compostos farmacéuticos (VECCHIO et al., 2001; NETO, 2013),
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podendo ser utilizada para o estabelecimento de um perfil comparativo de estabilidade entre
varios farmacos e suas associagdes, onde quanto maior a Ea, maior a estabilidade térmica do
composto (SOVISI et al., 2010). A figura 16b mostra a relacdo entre a Ea e a fracdo de
conversao (o) para a amostra de EPI, atingindo o maior valor, aproximadamente 128 kJ/Mol

em 10%.

4.1.5 Estudos de dissolucéo in vitro

O ensaio foi realizado utilizando o meio béasico (pH 6,8) a fim de se obter 0 maximo de
informacg&o a respeito do comportamento da EPI neste valor de pH fisiolgico. Tal meio foi
escolhido levando em consideracdo uma caracteristica intrinseca da molécula muito importante,
0 pKa.

A EPI jateve seu valor de pKa determinado em trabalhos anteriores (VIEIRA 2016; MELO
2015), desenvolvidos por este grupo de pesquisa (igual a 7,46 + 0,29). Pode-se entdo deduzir a
partir deste que, quanto menor o valor de pH (quanto mais &cido) maior a concentracao de sua
forma ionizada (carater hidrofilico), desfavorecendo o processo de permeabilidade da EPI
através das membranas plasmaticas devido ao comportamento lipofilico destas.
Consequentemente uma grande parte dela estaria susceptivel ao processo de metabolizacdo e
eliminagdo do organismo, por ndo ser absorvida.

Desta forma, justifica-se a utilizacdo do meio escolhido (ph 6,8) pois fazendo uma
correlagdo com o ja exposto, quanto mais basico for o pH, aproximando-se este do valor
determinado de pKa, maior a concentracdo do protdtipo na sua forma molecular sendo esta
permeavel. Chegando entdo a problematica deste projeto, pois além da baixa permeabilidade
ela também apresenta uma baixa solubilidade nesta faixa de pH.

A figura 17 evidencia o percentual de EPI dissolvido para cada tempo de coleta
estabelecido. E possivel visualizar uma reta ainda crescente, apresentando um ponto maximo
apenas no ultimo tempo de coleta (120 minutos) no qual foi observado um percentual de 81,94
%. Desta forma o seu perfil de dissolugcdo em pH bésico é lento, sendo dissolvido apenas 47,89
% aproximadamente, nos primeiros 30 minutos. Tais resultados Reforcam a necessidade do
incremento de solubilidade da EPI, ja que para a determinacao de um perfil de dissolugéo rapida
é preciso, no minimo, de 85% do IFA dissolvido em até 30 minutos (BRASIL, 2010)
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Figura 17- Perfil de dissolucdo da EPl em meio de pH 6,8.
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4.1.6 Otimizacdo e validacao de método de quantificacdo da EPI por cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

4.1.6.1 Otimizacdo do método analitico

Para a quantificacdo da EPI, os trabalhos publicados até o ano de 2018 utilizam como
base 0 método analitico proposto por Avancini e colaboradores (2003), que se propde a
quantificar alcaloides presentes no jaborandi, estando a Pilocarpina (PILO) em evidéncia. Neste
caso, o autor utiliza o doseamento por CLAE para verificar a quantidade de pilocarpina presente
nas diferentes partes do jaborandi (folhas, caule, por exemplo) e quais os parametros que
influenciam positivamente para um maior teor deste alcaloide.

Como ja foi citado anteriormente neste trabalho, a EPI € oriunda do montante residual
gerado pela extracdo, isolamento e purificacdo da PILO, podendo ser detectada nos métodos
analiticos e descrita como uma impureza do produto final (bem como os demais alcaloides). O
que facilita a obtencdo de uma metodologia especifica e eficaz na quantificacao da EPI, através
da otimizacdo e adaptacdo dos parametros analiticos.

E possivel encontrar na literatura vérias modificacBes ja descritas, a depender dos
objetivos de cada trabalho. Barnabé em 2009, realizou uma analise comparativa entre a
quantificacdo de PILO e EPI extraidas por uma nova metodologia utilizando fluidos
supercriticos. A partir destes resultados, 0 método se mostrou eficaz nas condi¢des usadas para

identificacdo dos dois componentes.
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Miura em 2009, desenvolve uma dissertacdo de mestrado voltada para a identificacéo
das atividades farmacologicas da EPI, sendo esta quantificada por CLAE. Veras e
colaboradores (2013) aplicaram outro método de quantificacdo, onde a EPI apresentou um
tempo de retencdo em 50 min, tornando-o0 pouco pratico e econdmico (método oriundo de
modificacOes, a partir de Avancini 2003).

Em 2015 Guimardes e colaboradores realizaram testes para avaliacdo da atividade
contra helmintos e células (jovens e adultas) de schistossoma mansoni e no ano de 2016, Lima
e colaboradores abordam em seu trabalho a determinacéo do teor de EPI presente em diferentes
cultivos da planta Pilocarpus microphyllus. A reproducdo do método, para os dois trabalhos foi
realizada tal qual a publicagdo de 2013, fazendo uso de uma FM com valor de pH (2,5) e
temperatura do formo em 50 °C.

Diante de todas as modificacOes ja observadas, tornou-se dificil a reproducdo de tais
condicBes, o que refletiu diretamente na continuidade das atividades préaticas do grupo de
pesquisa. Desta forma, foram realizados pequenos ajustes, visando a adaptacdo de alguns
parametros para utilizacdo da CLUE e consecutiva validacdo da método obtido, partindo do
proposto por Avancini e colaboradores (2003).

Inicialmente foi observado que a temperatura do forno varia entre a ambiente (
AVANCINI et al 2003, VERAS et al 2013), 30 °C (LIMA et al 2016) e 50 °C (BARNABE
2009). Tal parametro foi ajustado, sendo preferivel trabalhar com um valor de temperatura
padronizado , evitando interferéncia nos resultados pela dificuldade de manter uma temperatura
do ambiente “constante” devido oscilacfes de condic¢Ges climaticas, para todos os dias de
analise. Em contrapartida, para maior sobrevida dos constituintes do equipamento, optou-se por
utilizar 30 °C.

Outro parametro relevante é o valor de pH da FM. O equipamento utilizado na execucéao
destes experimentos apresenta como limite minimo um pH de FM igual a 3,0, (estabelecido
para prolongar a vida Util de seus componentes), tornando inviavel a utilizacdo de valores
abaixo disso. Este valor foi entdo padronizado para o método definitivo.

Por ultimo, foi corrigida a forma de obtencdo da FM que é composta por uma porgao
aquosa e organica, foi alterada para que a juncao destas fosse feita diretamente no equipamento,
pela injecdo dos componentes em bombas diferentes, sendo possivel assim padronizar e excluir
possiveis erros na obtencdo da FM. De acordo com os resultados cromatogréficos observados,

mostrou-se mais adequado a proporg¢do (porc¢éo aquosa: porcao organica) de 85:15.
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Tal modificacdo tornou necessaria a diminuicdo do fluxo da FM de 1 mL/min para 0,8
mL/min, sendo justificada pela modificacdo no percentual de MeOH. A EPI por apresentar uma
alta solubilidade e interacdo com este solvente, apresentou uma diminuicdo significativa no
tempo de retencao, ficando este muito préximo ao volume morto da coluna. Com a diminuicao
do fluxo, foi possivel realizar este ajuste.

Com base nas pequenas alteragdes, 0 método de escolha para a quantificagdo da EPI nas
etapas seguintes deste trabalho tera os seguintes parametros: temperatura do forno em 30°C,
porcdo aquosa da FM acidificada de pH 3 e preparada separadamente do MeOH, na proporcao
de 85:15 (por¢do aquosa:MeOH). Tais modificaces foram consideradas satisfatorias, pelos
parametros cromatograficos obtidos (Figura 18, tabela 7).

Figura 18- Cromatograma da EPI.
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Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 7- Dados cromatograficos para a EPI frente a modificacdo na temperatura do forno e

pH.
Volum Area Pratos Fator de TR (min.) Pureza do Pico
e de . .
injecio tedricos Cauda
20 pL 5512701 5944,04 0,96 9,041 1,000

Legenda: TR= Tempo de retencdo. Fonte: Dados da pesquisa

Verifica-se ainda no cromatograma acima um pico com tempo de retengcdo de 2,6
minutos, referente ao tempo morto da coluna, onde € possivel o aparecimento de picos
relacionados aos solventes utilizados na FM, estando este presente também nos trabalhos
anteriores ja realizados com a EPI (BARNABE 2009; VERAS et al 2013).
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4.1.6.2 Validagdo do método analitico

A validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionado como o “processo que fornece uma evidéncia documentada de que
0 método realiza aquilo para o qual é indicado para fazer. Se tratando de uma metodologia
destinada a um IFA pouco conhecido, tem-se a importancia de se obter informagdes que atestem
sua utilizacéo, servindo de base para todos os trabalhos seguintes, de forma eficaz.

Para tal, foram realizados os testes referentes aos pardmetros estabelecidos pela
resolucdo disponibilizada pela ANVISA (RDC 166/2017).

e Linearidade

O procedimento da RDC preconiza a obtengéo da curva de calibracdo com pelo menos
cinco pontos, em triplicata (correspondente a trés curvas distintas), para a verificagdo do
comportamento linear. Pode-se observar que quanto maior a concentracdo das amostras, maior
a area do pico da EPI, como exposto na figura 19 através da média das trés curvas obtidas
(Tabela 8), comprovando a linearidade do método e sendo possivel a obtencdo da equacdo da
reta (y= 28892x — 289261) e o valor de r2 = 0,9934. Estando os resultados de acordo com o
preconizado pela ANVISA, que determina um valor de r2 igual ou acima de 0,99 e os valores

do Desvio padrao relativo (DRP) até 5%.

Figura 19- Curva obtida a partir da média das amostras.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 8- Valores obtidos para cada curva de calibracdo, contendo o desvio médio entre cada
concentracéo e o Desvio Relativo Padrdo (DRP) em percentual

50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pg/MI 350 pg/mL
curva 1 1259152 2531038 5210360 8701313 10049259
curva 2 1304424 2729706 5178936 8069341 9958238
curva 3 1291058 2525036 5198833 8382740 9488849
Média 1284878 2531038 5198833 8382740 9832115
Desvio 23260,1117 116472,3194 15896,69837 315989,5 300740,8142
DRP % 1,81 4,6 0,30 3,76 3,06

Fonte: Dados da pesquisa

Adicionalmente, foram obtidos os limites de deteccdo e quantificacdo, que
correspondem a menor concentracao capaz de detectar e quantificar a EPI nestas condicBes
(Tabela 9). Pode-se observar uma proximidade nestes valores com o menor ponto da curva, 0

que ndo interferiu nos resultados obtidos.

Tabela 9- Caracteristicas analiticas obtidas pelo método proposto.

Parametros
Intervalo de concentragéo (pg/mL) 50-350
Equacdo da reta y=28892x — 289261
r2 0,9934
Limite deteccéo 53,61
Limite quantificacéo 64,73

Fonte: Dados da pesquisa

e Exatiddo
Determinou-se a exatiddo dos resultados analiticos em trés diferentes concentracdes

(menor: 50 pg/mL, intermediaria: 200 ug/mL e maior 350 pg/mL), escolhidas em relagdo a
curva de calibracgdo, descrita no item referente a linearidade. Na tabela 10 € possivel visualizar
os valores de exatiddo, DP, DPR%. Para atestar a exatiddo de um método analitico, usa-se a
comparacdo entre o resultado de referéncia e aquele obtido na pratica (concentracdo requerida),
permitindo comprovar a proximidade destes valores. Sabendo disso, pode-se constatar que oS
resultados foram satisfatdrios, apresentando o maior valor para exatiddo em uma das amostras
referentes a concentragdo intermediaria (4,82), mas estando em concordancia com o exigido

pela resolugédo 166/2017 que estipula como limite 5%.

Tabela 10- Valores de exatiddo para os trés niveis de concentracoes.

concentracao concentracéo exatiddo
predita referéncia (%)

Menor 50,1300 50,0 0,2600
concentragao 51,6900 50,0 3,3800
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51,2300 50,0 2,4600
MEDIA 51,0167
DP 0,8000
DPR % 1,5700
Concentragéo 190,3500 200,0 -4,8250
intermediaria 196,3000 200,0 -1,8500
196,8700 200,0 -1,5650
MEDIA 194,5067
DP 3,61
DPR % 1,86
Maior 357,8300 350,0 2,2371
concentragéo 354,6800 350,0 1,3371
338,4300 350,0 -3,3057
MEDIA 350,3133
DP 10,41
DPR % 2,97

Fonte: Dados da pesquisa. DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrdo relativo.

e Precisdo

A precisdo analitica é avaliada a partir da realizacdo de ensaio referentes a repetibilidade
e precisdo intermediéria, que devem expressar a proximidade dos resultados obtidos nas
mesmas condicbes e equipamento, por dois analistas em dias distintos, para contemplar a
questdo da precisdo dos resultados.

A repetibilidade é descrita como a capacidade do método em responder de forma
constante a diversas analises, sob as mesmas condi¢des e parametros. As amostras foram lidas
consecutivamente, em sextiplicata, oriundas de deferentes solugdes de trabalho, utilizando a
concentracdo média (CM). Como resultados analiticos (Tabela 11), foram avaliadas as
concentracfes de EPI, correlacionadas com a area obtidas para a obtencdo dos valores de
concentracdo requerida versus a de referéncia. Estando os resultados obtidos de acordo com a
resolugédo (BRASIL, 2017).
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Tabela 11- Resultados obtidos para repetibilidade.
concentracdo concentragcdo exatiddo %

requerida referéncia

RepeticGes da 206,64 200,0 3,3200

CM. 197,86 200,0 -1,0700

199,40 200,0 -0,3000

196,35 200,0 -1,8250

192,44 200,0 -3,7800

190,01 200,0 -4,9950

196,8700 200,0 -1,5650

MEDIA 197,0814

DP 5,31
DPR% 2,70

Fonte: Dados da pesquisa

A precisdo intermediaria € um parametro importante para avaliar a modificagdo dos
resultados analiticos, quando ha variacdo de analista e dias de trabalho. Nesse sentido, a tabela
12 demonstra os resultados obtidos, sendo estes fundamentais para declarar a precisdo do

método proposto, perante as condi¢des exigidas pela Resolucdo 166/2017.

Tabela 12- Valores referentes a precisao intermediéria.

DIA1 DIA2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
CR Exatidao CR exatiddo CR Exatidao CR exatidao
1 191,35 -4,3250 200,81 0,4078 200,18 0,0940 203,34 1,6715
2 196,70 -1,6500 196,53 -1,7343 195,93 -2,0318 200,51 0,2559
3 191,01 -4,4950 195,11 -2,4422 196,10 -1,9494 200,15 0,0796
4 193,78 -3,1100 198,21 -0,8908 197,86 -1,0674 191,59 -4,2008
5 191,31 -4,3450 199,87 -0,0618 199,40 -0,2956 205,16 2,5818
6 192,44 -3,7800 198,97 -0,5145 189,85 -4,9719 193,45 -3,2746
MEDIA | 192,7650 198,2547 196,5926 199,0378
DP 2,18 2,12 3,63 5,40
DPR% 1,13 1,07 1,85 2,72

Fonte: Dados da Pesquisa; CR= Concentracdo Requerida. DP= Desvio padrdo. DPR = Desvio Padréo Relativo.

e Seletividade
A seletividade do método analitico é demonstrada pela capacidade de identificar ou

quantificar o analito de interesse, na presenga de componentes que podem estar presentes na
amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz, de forma clara e inequivoca
(BRASIL, 2017).
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Como ja descrito na etapa de otimizacdo do método, encontra-se na literatura trabalhos
que relatam o uso do CLAE para quantificacdo de EPI e PILO, simultaneamente (BARNABE
2009). A titulo de validagdo, torna-se pertinente o uso da PILO na avaliagio da seletividade
pela sua semelhanca estrutural com o analito em questdo (EPI), usando como principal resposta
analitica a pureza cromatografica do sinal de cada substancia analisada.

Desta forma, o cromatograma (figura 20) evidencia os picos caracteristicos das duas
amostras, sendo obtida a pureza cromatografica (PUREZAgpi= 1,0000 e PUREZApi0 =
1,0000), o que sinaliza a auséncia de componentes coeluindo junto com as substancias
analizadas. Os valores de DRP se apresentam dentro do estabelecido pela RDC 166/2017,

(DRP% piLo = 1,4728; DRP% epi = 1,0784). A partir desses resultados, atesta-se a seletividade
do método.

Figura 20- Cromatograma com 0s picos correspondentes a Pilocarpina e Epiisopiloturina.
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Fonte: Dados da pesquisa

e Robustez

A robustez avalia a capacidade do método de resistir a pequenas variagfes para 0s
parametros analiticos, como parametro de confiabilidade para sua utilizacéo, de acordo comas
possiveis modificagdes nas respostas analiticas. Pode-se alterar diversos parametros e foram

escolhidos para avaliacdo neste topico os descritos na tabela 13.
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Tabela 13- Pardmetros avaliados na robustez do método analitico.

Parametro Condicao inicial Condicao modificada
Solvente da solucdo estoque Metanol Porc¢do aquosa da FM (pH 3)
Preparacéo da solucéo estoque. Sonicacao Agitacdo simples (10 min)
(10 min)
Fabricante NaOH (preparacéo da solucéo- Vetec Nova quimica
trabalho)

Fonte: Dados da pesquisa

Dessa forma, podemos constar através da tabela 14 os valores de DRP obtidos pelas
médias das amostras analisadas. Sendo este dentro do padrdo permitido, sendo considerado o
método robusto (BRASIL, 2010).

Tabela 14- Valores dos desvios relativos medios (%) das amostras analisadas, para cada
condi¢cdo modificada.

Condi¢ao modificada DRP %
Por¢éo aquosa da FM (pH 3) 0,83
Agitacéo simples (10 min) 3,78
Fabricante NaOH (Nova quimica) 0,42

Fonte: Dados da pesquisa

A EPI, apresenta uma baixa solubilidade aquosa, mas foi vista a sua solubilidade em
valores de pH baixos. Um dos motivos da utilizacdo de 4gua acidificada na composicéo de sua
FM. Dessa forma, foi avaliada a influéncia disso na preparacao da solucdo estoque, até entéo
apenas preparada com MeOH. Os resultados cromatograficos foram satisfatorios, apesar das

pequenas modificacOes, estando estas dentro do estabelecido pela RDC 166/2017.

4.2 ESTUDO DE MODELAGEM MOLECULAR DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO
EPI:BCD E EPI:HPBCD.

Os resultados do estudo de modelagem molecular apontaram a formacéo de Cl onde a
molécula guest (EPI) se apresentou em duas orientagdes distintas. A primeira com o anel
benzeno paralelo ao anel imidazol (orientacdo I), e a segunda com os dois anéis posicionados

em direcdes opostas (orientacéo I1).



Para o complexo EPI:BCD a melhor solugdo de docking com energia de -5,5 kcal/mol
(orientacdo 1) pode ser observada na Figura 21. A solucdo é estabilizada por varios contatos
hidrofébicos e por 2 ligacdes de hidrogénio (3,0 e 3,2 A).

Figura 21- Melhor solugdo de docking para o complexo EPI: BCD, visdo frontal (A) e lateral
(B).

Fonte: Dados da pesquisa

No estudo do complexo EPI:HPBCD a média energética para as 10 melhores solugdes
de docking , considerando orientacéo I, é de -6,6 kcal/mol. Enquanto a média das 10 melhores
solucBes para orientacdo 11 é de -6,7 kcal/mol, ver tabela 15. A melhor solucgéo para a orientacdo
| € mostrada na figura 22A, com energia de -6,8 kcal/mol, enquanto a melhor solugéo de docking
para a orientagdo Il pode ser encontrada na figura 22B, com energia de -6,9 kcal/mol. A melhor

solucdo para a orientacdo | é estabilizada por vérios contatos hidrofébicos e por 3 ligacdes de
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hidrogénio (2,9, 3,1 e 3,1 A), enquanto a melhor solucéo para a orientacéo Il também é

estabilizada por varios contatos hidrofébicos e por 3 ligacdes de hidrogénio (2,7, 2,9 e 3,1 A).

Tabela 15- Sumario das 10 melhores solugdes de docking para o CI EPI:HPBCD nas
orientacgdes I e II.

Orientacao | | kcal/mol | Orientacao Il
-6,8 1° -6,9
-6,8 20 -6,9
-6,7 3° -6,8
-6,7 40 -6,8
-6,6 5° -6,8
-6,5 6° -6,7
-6,5 7° -6,6
-6,4 8° -6,6
-6,4 9° -6,6
-6,4 10° -6,6
-6,6 Média -6,7

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 22- Melhores solugdes de docking para o complexo EPI:HPBCD nas orientagdes I (A)

e Il (B).
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Fonte: Dados da pesquisa



Os resultados especificos para o complexo EPI:HPBCD apontam a orientagao II (-6,7
kcal/mol) como levemente mais estavel que a orientacdo | (-6,6 kcal/mol). Em virtude da
proximidade nos valores de energia de interacdo para as duas orientacGes, é provavel que a
formacéo do complexo ocorra na mesma proporcao para as duas orientacdes.

Os estudos da modelagem molecular finais apontam o complexo EPI:HPBCD (-6,6 e -
6,7 kcal/mol) como mais estavel que o complexo EPI:BCD (-5,5 kcal/mol). A presenca de uma
ligacdo de hidrogénio a mais, e as interacdes adicionais entre a EPI e 0s grupos substituintes
HP justificam a maior estabilidade do complexo EPI:HPBCD. Os resultados obtidos nessa etapa
do trabalho sdo de fundamental importancia para determinar o tipo de CD utilizada para

obtencgéo dos Cls. De acordo o exposto, opta-se pelo uso da HPBCD para as etapas seguintes.

43 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE INCLUSAO
EPI:HPBCD POR DIFERENTES METODOLOGIAS: LIOFILIZACAO, MALAXAGEM E
NEBULIZACAO.

Existem varios métodos para a preparacdo de Cl, como por exemplo: liofilizacéo,
malaxagem, co-precipitacdo, atomizacdo, spray-dryer (nebulizacéo) e fluidizacdo supercritica.
Dentre estes, o método por liofilizacdo consiste na eliminacdo de solvente dos sistemas em
solucdo através de um prévio congelamento e posterior secagem a pressdes reduzidas. Esta
técnica permite a obtencdo de Cls com elevado rendimento e um baixo estresse térmico.
Geralmente, sdo obtidos pos secos, amorfos e com elevado grau de interacdo IFA:CD (CAOet
al., 2005; VENTURA et al., 2005; RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2006; PIRES, 2011).

O processo de obtencédo de Cl por nebulizacdo consiste em um método de complexagdo
bastante empregado na producédo de CI a partir de uma solucdo. A rapida eliminacdo de agua,
observada nessa técnica, proporciona a alta eficiéncia de complexacdo além de permitir o
controle do tamanho das particulas obtidas. Apensa disso, apresenta alguns limitantes como o
estresse termico aplicado e o baixo rendimento (ADLEY 2008)

Adicionalmente, a malaxagem é um método simples, rapido que também apresenta um
elevado rendimento, utilizando uma pequena quantidade de solvente. Tem como principal
vantagem a facilidade para transposicdo de escala, sendo um processo bastante utilizado na
industria farmacéutica, ainda que sua eficiéncia de complexacao seja inferior a apresentada com
outras técnicas (MOURAO, 2012).
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Porém antes de entender qual das técnicas ja comentadas mais se adequa e proporciona
a obtengao de um CI ideal, ¢ preciso conhecer o comportamento da EPI frente a HPBCD para

serem determinadas as proporc¢oes e condicdes de estudo, através de estudos de solubilidade.

4.3.1 Estudo de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade de fases desenvolvido por Higuchi e Connors (1965) €
utilizado para verificar o efeito do agente complexante (nesse caso, a HPBCD) sobre o IFA,
baseando-se nas altera¢fes na solubilidade do IFA, pela adi¢do de quantidades crescentes de
CDs. Mediante a obtencéo do grafico (concentracdo do IFA versus concentracdo de CD) pode-
se entdo determinar a constante de solubilidade do complexo e indicar sua estequiometria, no
estado de equilibrio (VIEIRA et al 2011).

De acordo com a Figura 23, ocorre um aumento gradativo na solubilidade da EPI em
funcdo do aumento da concentragdo de HPBCD, correspondendo, segundo Higuchi e Connors,
ao perfil do tipo A, o qual esté ligado com a formacao de um CI soltvel. Observa-se também
0 aumento na solubilidade da EPI, que inicialmente era de 220,63 pg/ml, chegando a 1873,34
pg/mL na concentracdo de 50 mM de CD, obtendo um aumento de 849, 08 %.

Figura 23- Diagrama de solubilidade de fases da EPI com HPBCD.
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Fonte: Dados da pesquisa

Na tabela 16 esta expresso o valor da constante de estabilidade (Kci:1), tratando-se da
formacdo de um CI estavel, ja que o valor observado esta entre 50 e 2000 M (VIEIRA et al.
2015).
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Tabela 16- Constante de complexacéo (Kc 1:1) para o protétipo EPI mais HPBCD.
SISTEMA BINARIO INCLINAGAO INTERCEPTO Kc 1:1(M?)

EPL:HPBCD 0,00733 0,103513 71,3381

Fonte: Dados da pesquisa

Dessa forma, ¢ evidente o efeito positivo da HPBCD no aumento da solubilidade do
protétipo, devido ao seu carater hidrofilico, justificado pela presenca do grupo HP na sua
estrutura (PATEL et al., 2018).

4.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier .

A FTIR é fundamental para a caracterizacdo de Cls, pois pode ser utilizada na analise
quantitativa de misturas de compostos através da intensidade das bandas caracteristicas de uma
amostra, sendo possivel verificar a interacdo entre duas substancias através da comparacao de
seus espectros (BRITTAIN et al.,, 1991). Eventos como desaparecimento, surgimento ou
deslocamento de bandas caracteristicas fornecem indicativos de intera¢cdes que podem ser
prejudiciais, ou ndo para o produto formado.

Sabendo disso, na figura 24 é possivel visualizar e comparar as bandas dos principais
grupos funcionais da EPI, HPBCD, da MF e dos CIs (LIO, MAL e NEB). O espectro da EPI ja
foi descrito anteriormente, servindo de base para avaliar as alteragdes frente a presenca daCD.
A HPBCD apresenta bandas caracteristicas de absor¢ao 3335 cm™ que corresponde a vibragio
de alongamento O-H, em 2926 cm™ vibragGes de estiramento C-H. Na banda 1151 cm™ e1080
cmtidentifica-se as vibragdes de alongamento C-H e C-O, respectivamente (JUN et al., 2007;
MILETIC etal., 2013; MEDAVERIC et al., 2015).
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Figura 24- Espectro de IV-Vis das amostras de complexo de inclusao (EPI: HPBCD)
liofilizado (ClLio), nebulizador (Clnes), malaxado (Clmar), mistura fisica (MF), EPI e
HPBCD.
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Fonte: Dados da pesquisa
As linhas tracejadas presentes na figura sinalizam as principais modificacdes observadas
nos espectros. Nota-se a sobreposicdo das bandas da EPl e HPBCD para os Cls obtidos, estando
a banda da EPI sinalizada em aproximadamente 1763 cm™ (referente ao alongamento C=0 da
lactona) presente em todos, porém com a intensidade bastante reduzida. Adicionalmente, nos
demais espagos sinalizados visualiza-se o desaparecimento total ou diminuicéo das bandas mais
expressivas da EPI. Dessa forma, é sugestivo que os métodos de obtengdo dos complexos
tenham promovido uma interacdo forte entre a EPI e a CD, indicando uma complexacéo
eficiente. No entanto, é necessario a realizacdo de técnicas complementares, para confirmar tal

interacdo.



4.3.3 Microscopia eletronica de varredura

Através das Fotomicrografias obtidas (figura 25), visualiza-se os cristais de EPI (29a)
distribuidos na forma de aglomerados, com padr@es irregulares de tamanho e formatos variados,
porém observa-se seu comportamento cristalino.

A HBPBCD (25b) se encontra na forma esférica, ndo apresentando estrutura cristalina
devido a sua natureza amorfa. J& a MF (25c) nota-se a presenca de cristais de EPI misturados a
aglomerados sem forma definida, referente a CD, estando com este aspecto devido ao processo
de maceracdo, sendo este mesmo comportamento evidenciado para o CluaL(25€e) indicando a
presenca de cristais de EPI ainda livres, resultado de uma complexacdo incompleta. Ja o0 Clpio
(24d) e Clnes (25f) apresentam uma forma levemente esférica, ndo sendo visualizada a presencga
de aglomerados cristalinos referentes a EPI, sendo indicio da amorfizacdo das amostras e uma
efetiva complexacdo. Para uma melhor analise, se faz nescessaria a investigacdo com outras

técnicas.
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4.3.4 Difragdo de raios X

A DRX é uma técnica comumente usada para caracterizacdo e identificacdo de
materiais cristalinos, e tem sido amplamente utilizada na caracterizagdo de CDs e CI (na forma
de pd ou microcristalinos. A comparacao sistematica dos difratogramas de farmacos, MF e Cl
deve permitir evidenciar mudancas nas propriedades do estado sélido como consequéncia das
interacdes entre os componentes (MURA, 2015).

Nesse caso, avaliando os difratogramas (Figura 26), a EPI (como ja sinalizado
anteriormente, referente a sua caracterizagdo) apresenta numerosos picos de difracdo com alta
intensidade e bem definidos, caracteristicos de material cristalino. Tal comportamento
também foi observado para a MF e ClmaL com diminuicéo de intensidade para alguns picos,
relacionado a reducdo no tamanho das particulas durante a preparacdo da MF e malaxagem
do material, respectivamente, o que pode se considerar um indicativo de interacdo entre 0s
constituintes.

Figura 26- Difratogramas das amostras de complexo de inclusdo (EPI: HPBCD) liofilizado
(CILIO), nebulizador (CINEB), malaxado (CIMAL), mistura fisica (MF), EP1 e HPBCD.
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J& para substancia amorfa, o comportamento é bastante diferente. A HPBCD apresenta
picos amplo e largos relacionados a sua falta de cristalinidade (MICHALSKA et al 2017, e
MOKHTAR et al. 2018). Este perfil se repete no difratograma do Clrio e Clnes, fornecendo
evidéncias da formacéo eficiente de Cls (WILLIAMS, MAHAGUNA, SRIWONGJANYA,
1998), pois uma vez que a molécula de EPI esta inserida na cavidade da CD, esta
impossibilitada de interagir com outras moléculas de EPI para formacdo de sua estrutura

cristalina. Desta forma, o produto final apresenta-se completamente amorfo.

435 Analise térmica

e Calorimetria Exploratoria Diferencial

A DSC é uma ferramenta analitica muito eficiente para a caracterizacdo de Cl no
estado sélido, devido a sua capacidade de fornecer informacdes fundamentais para elucidacao
do processo de complexacdo. Utilizando como principais parametros a mudanca da
temperatura ou o desaparecimento do evento endotérmico, relacionado a fusao ou sublimacao,
do componente isolado, como consequéncia do procedimento utilizado para a preparagéo e
obtenc¢do do Cl (MURA,2015; MICHALSKA et al., 2017).

A Figura 27 mostra as curvas térmicas referentes 8 MF e Cls EPI:HPBCD e da EPI
1solada. A HPBCD apresenta apenas um pico endotérmico amplo e assimétrico (entre 124,6-
145,15° C), correspondente ao processo de desidratacdo caracteristico das moléculas de CD
em geral, bem como a auséncia de um evento de fusdo definido por estas ndo apresentarem
uma estrutura cristalina (LIAO et al., 2016; MICHALSKA et al., 2017).



86

Figura 27- Curvas de DSC das amostras de complexo de inclusdo (EPI: HPBCD) liofilizado
(ClLio), nebulizador (Clnes),malaxado (Clwar), mistura fisica (MF), sendo comparadas com
as amostras de EPI e HPBCD isoladas.
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Fonte: Dados da pesquisa

Na curva da MF, nota-se um pico endotérmico largo em torno de 72°C, referente a
desidratacdo da CD. O segundo evento esta relacionado a fuséo da EPI, sendo evidenciado
por um pico largo e menos expressivo. Embora a intensidade do evento tenha sido modificada
(diminuida), tal comportamento indica uma interacdo entre os constituintes, mas que nédo
indica a complexagdo, compativel com a caracteristica da amostra que é formada por uma
simples mistura dos constituintes (MICHALSKA et al., 2017; TRICARICO et al., 2018).

Mura (2015) reforga em seu estudo que a presenca residual do pico de fusdo de drogas
(em curvas térmicas de Cl) indica a existéncia de moléculas de farmaco livre, mesmo no
estado cristalino, e sugere uma complexacdo néo inclusiva ou incompleta, como o observado

para 0 CluaL, apresentando o pico de fusdo do farmaco mais evidente, quando comparado ao
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do Clnes. Ja para o termograma do Cliio isto ndo se observo, sendo o total desaparecimento
um forte indicativo de interagdo entre os componentes sugerindo de forma satisfatoria a sua
total complexacdo, devendo ser confirmada apos a realizacdo de técnicas complementares
(FREITAS et al., 2012; LIU et al., 2014).

Ainda a respeito das curvas DSC dos ClwmaL, Clnes e MF percebe-se uma leve
antecipacéo do evento de fusdo do farmaco (exceto para Cliio por ndo ser visualizado pico do
famaco), indicando uma possivel instabilidade térmica (tabela 17), ja que a EPI se fundiria em
uma temperatura menor. Sendo necessario a realizacdo de outras técnicas que permitam a

correlagéo dos resultados e sua confirmagéo, como a TG.

Tabela 17- Valores de Tonsetr para as amostras analisadas, com suas respectivas variagoes,

em °C.
AMOSTRA Tonserr (°C) ATonsete (°C)
EPI 205,79 ----
HPBCD | e
MF 187,42 -18,37
ClwaL 180,36 -25,43
Clnes 177,56 -2744
Cluo ---- -

Legenda: TonsetF ( temperatura inicial de fusdo); ATonsetF (variagdo da temperatura inicial de fusio); AE (
variacdo de energia); O sinal (-) € utilizado para sinalizar uma antecipacdo da temperatura, em relagcdo a EPI,
enquanto o sinal positivo significa um retardo. Fonte: Dados da pesquisa.

e Termogravimetria
A partir da TG (figura 28) é possivel verificar os eventos de decomposicdo de cada

amostra, confrontando com o observado para a EPIl. Podemos inferir entdo o retardo
significativo na temperatura inicial de degradacdo do IFA (tabela 18), fenémeno ja relatado
na literatura que indicar o aumento de estabilidade térmica adquirida pela complexacdo da
EPI na cavidade interna da HPBCD, pois esta protege a molécula hospedeira da a¢do do calor,
suportando temperaturas mais elevadas sem sofrer o processo de degradacdo. (GARCIA-
FERNANDEZ et al., 2013; XU et al., 2014).
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Figura 28- Curvas de TG das amostras de complexo de inclusdo (EPI: HPBCD) liofilizado
(ClLio), nebulizador (Clnes), malaxado (Clmar), mistura fisica (MF), EP1 e HPBCD .
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.Tabela 18- Valores extraidos das Curvas de TG das amostras de complexo de inclusdo (EPI:
HPBCD) liofilizado (ClLio), nebulizador (Clneg) € malaxado (Clumac) € mistura fisica (MF).

Amostras Tonseto (°C) ATonsetn (°C)
Epi 211,57
Cluo 242,18 +30,61
Clnes 233,89 +22,32
ClvaL 245,09 +33,52
MF 248,01 +36,44

Legenda: Tonseto (Temperatura inicial de degradagdo); ATonseto (Variacdo da temperatura inicial de degradacao).
O sinal (-) € utilizado para sinalizar uma antecipacdo da temperatura, em relagdo a EPI, enquanto o sinal
positivo significa um retardo. Fonte: Dados da pesquisa.

Correlacionando os resultados obtidos a partir das curvas DSC, TG e DTG, pode-se

inferir que ndo ha indicios de incompatibilidade da EPI quando complexada. Assim, 0s
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eventos indicativos de interacdo entre os componentes parecem estar mais relacionados a

complexacdo do protoétipo na cavidade das CDs.

4.3.6 Estudos de dissolucéo in vitro

O teste de dissolucdo na inddstria farmacéutica tem sido um pardmetro de relevancia
para o desenvolvimento de farmacos e medicamentos (OL'KHOVICH et al., 2019). Assim,
insumos terapéuticos com baixa solubilidade aquosa apresentam desafios tecnologicos
durante o desenvolvimento de formas farmacéuticas orais (SUN; LEE, 20152).

Uma das formas de melhorar a solubilidade de drogas pouco soliveis é a complexacao
com ciclodextrinas (MILETIC et al., 2013). A formacéo de Cls tem capacidade de alterar as
propriedades fisico-quimica das drogas. Assim, essa interagdo pode promover o aumento da
molhabilidade, tempo de equilibrio e estabilidade do IFA, refletindo diretamente na
solubilidade do farmaco em solucdo (FREITAS et al., 2012).

Na tabela 19 é apresentando os percentuais do EPI dissolvido, com e sem a presenca da
HPBCD, sendo notdrio o incremento de solubilidade dos Cls, apresentando nos primeiros 10
minutos aproximadamente 90% (Cluo), 91% (ClvaL) € 94% (Clnes), de EPI dissolvida frente ao
IFA isolado (£27%), figura 29.

Tabela 19- Valores obtidos a partir da dissolugdo das amostras analisadas.

TEMPO (MIN) EPI (%) Clmac (%) Clnes (%) Cluio (%) MF (%)
0 0 0 0 0 0
10 26,62 91,31 93,76 90,86 45,58
15 32,33 96,78 94,24 91,10 45,94
20 41,34 92,85 92,73 90,71 52,53
30 47,89 92,14 98,01 91,42 62,17
60 61,97 92,46 102,21 94,52 67,41
90 74,75 97,97 98,64 95,47 76,86
120 81,94 97,81 102,73 95,82 89,48

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 29- Perfis de dissolugéo das amostras avaliados quanto ao percentual de EPI

dissolvido.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Adicionalmente, para os trés Cls obtidos visualiza-se nos tempos subsequentes que 0
sistema entrou em equilibrio entre as moléculas na forma de complexo e das livres no meio
de dissolucdo, sugerindo que o mesmo estd na forma de solu¢cdo (RAMA et al., 2006;
KUBOTA, 2010). Tal comportamento pode causar alteracGes no espectro de absorcdo de
farmacos, deslocamentos ou aumento/diminui¢do do pico de absorcdo maximo, que muitas
vezes, sao similares aos efeitos causados por solventes com diferentes polaridades. Isso sugere
que a molécula "hospede” esta sendo transferida de um meio polar para a cavidade apolar das
CDs (MELO et al., 2007). Ficando evidente o aumento na taxa de dissolucdo do sistema,
devido a perda de cristalinidade do protétipo na forma de complexo (TANG et al., 2015; DAS
etal., 2018).

O incremento de solubilidade da MF justifica-se pela presenca da EPI e HPBCD pela
simples interacdo com a HPBCD que reduzir a tensdo interfacial entre as particulas sélidas e
as moléculas de dgua o que ajuda a aumentar a taxa de dissolugdo do farmaco (LIAO et al.,
2017; TANG et al., 2015; TRICARICO et al., 2018). O mesmo se aplica para 0 Cluac,
ressaltando que diferente da MF, a malaxagem conta com a presenga do solvente que promove
a incluséo da EPI na cavidade da CD além de uma maior interagdo com sua superficie externa,

contribuindo para a dissolugédo do malaxado.
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Outra abordagem para a avaliagdo dos resultados obtidos através dos ensaios de
dissolucgdo € a partir do célculo da &rea sobre a curva (AUC). O aumento do valor da AUC
estd diretamente relacionado a concentracdo maxima desse farmaco (in vivo), sendo o
indicativo real de sua melhor biodisponibilidade (YANG et al., 2017).

E possivel verificar na tabela 20, o valor de AUC obtido para a curva da EPI, MF e
dos complexos. Entre os dois Cl ndo é vista uma diferenca expressiva entre eles. Neste modelo
de avaliacdo correlaciona-se a concentracdo de EPI versus o tempo. De forma geral, conclui-
se que a formagao do CI com a HPBCD foi capaz de incrementar a solubilidade para melhor

absorcdo da EPI e consequentemente promover um aumento na sua concentragdo maxima.

Tabela 20- Valores obtidos de AUC para amostras analisadas.

Amostra AUC
EPI 6960,43
MF 7879,72

Cluo 10782,675
Clnes 11396,801
ClmaL 10887,998

Fonte: Dados da pesquisa
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a caracterizacdo da EPI foi realizada
de forma satisfatoria, levando em consideracdo o somatdrio de resultados que fornecem
informacdes importantes a respeito de suas caracteristicas fisico-quimicas. Sendo possivel a
confirmacéo de sua identidade quimica através da técnica de espectrometria na regido do 1V
e 0 seu comportamento cristalino visualizado por MEV e DRX.

A partir da analise téermica foi possivel evidenciar os eventos de fusdo e degradacéo e a
obtencéo da cinética de degradacao térmica ndo-isotérmica pelo método de FWO foi aplicavel
para a determinacdo de Ea da EPI para as frac6es de converséo (a) de 40, 50, 60 e 70%, cujos
R? obtidos foram iguais a 0,99 e de acordo com as modificacdes realizadas, a partir do método
de partida (Avancini et al., 2003) foi possivel se obter um método de quantificacdo dentro dos

objetivos pretendidos, permitindo a validacao deste de acordo com a resolucdo 166/2017.

A determinacgéo do perfil de dissolucdo da EPI evidenciou que a mesma apresenta uma
dissolucdo lenta, apresentando um valor maximo apenas no Gltimo tempo de coleta (120

minutos) no qual foi observado um percentual de aproximadamente 82% de EPI dissolvido;

Os estudos in silico de modelagem molecular permitiram a observacdo dos pontos de
interacdo entre a molécula de EPI e as ciclodextrinas utilizadas (BCD e HPBCD), evidenciando
a formagdo de um complexo mais estavel com a HPBCD, devido a presenca de uma ligagdoa
mais, sendo este tipo de CD utilizado para obtencéo de CI por diferentes técnicas (liofilizacao,
malaxagem e nebulizacdo), sendo os resultados satisfatorios e indicativo de uma complexacao
eficiente, quando somados os resultados das diferentes técnicas , dando destaque aos ensaios
de dissolucdo, onde todos os complexos obtidos apresentaram grande incremento de
solubilidade.

Desta forma, tais resultados atendem ao proposto no trabalho, sendo possivel a
utilizacdo de tais técnicas para o incremento de solubilidade da EPI, podendo este ser
incorporada em uma forma farmacéutica de forma segura e eficaz, possibilitando o
desenvolvimento de uma nova terapia voltada para doencas negligenciadas.

Como perspectivas futuras para este trabalho, fica a conclusdo da validagédo do método
de quantificacdo por espectroscopia por UV/ Vis e o desenvolvimento e obtencdo de formas
farmacéuticas sdlidas contendo o complexo de inclusio EPI: HPBCD. Tais objetivos

compdem um projeto de mestrado, vinculado a este, que ainda se encontra em andamento.
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