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RESUMO

Nas ultimas décadas o uso indiscriminado de agentes antifungicos levou ao avancgo
de microrganismos tolerantes aos diversos farmacos conhecidos no mercado. Logo,
a busca por novos compostos e novas tecnologias capazes de originar formulagcdes
mais estaveis e com melhores atividades farmacolégicas € de suma importancia
como alternativa para o desenvolvimento de novas terapéuticas. Assim, o objetivo
desse trabalho foi desenvolver e caracterizar complexos de inclusdo contendo
derivado do acido bifenilico e B-ciclodextrina, determinando as caracteristicas fisico-
guimicas e a atividade antimicrobiana do produto obtido. Na avaliacdo da atividade
antifangica foi realizado o método de microdiluicdo em caldo de acordo com o0s
procedimentos do Clinical and Laboratory Standards Institute procedures, para
determinacdo da citotoxicidade foi realizado o teste de atividade hemolitica e na
caracterizacdo foram utilizadas diferentes técnicas analiticas (Diagrama de
Solubilidade de Fases, Calorimetria Exploratoria Diferencial, Termogravimetria,
Pirdlise, Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, Difracdo de
Raios X e Microscopia Eletronica de Varredura), a fim de gerar robusta carta de
identidade do farmaco e seus complexos e inclusao. Devido a auséncia de métodos
analiticos foi desenvolvido e validado um método para doseamento do Bifenil-4-
Carboxilato de Metila (B4ACMET), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Observou-se com os dados obtidos uma excelente atividade antifungica e baixa
citotoxicidade para o BACMET; a caracterizacdo forneceu especificacdes fisico-
qguimicas do farmaco e seus complexos e um método analitico por cromatografia
liguida foi desenvolvido e validado, permitindo o doseamento do farmaco. Desse
modo, os resultados obtidos permitiram identificar a formacdo de complexos de
inclusdo do B4CMET com a BCD e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do
estado solido do IFA complexado, evidenciando sua maior estabilidade e potencial
uso como agente antimicotico contra Candida spp. Neste sentido, os complexos de
B4ACMET serdo promissores no desenvolvimento de futuras formas farmacéuticas
estaveis e seguras, como uma nova perspectiva no tratamento de doencas fungicas.

Palavras-chave: Cristalografia. Microscopia eletronica de varredura. Difracdo de
raios X.



ABSTRACT

In recent decades the indiscriminate use of antifungal agents has led to the
advancement of microorganisms tolerant to the various drugs known in the market.
Therefore, the search for new compounds and new technologies capable of giving
more stable formulations with better pharmacological activities is of paramount
importance as an alternative for the development of new therapeutics. Thus, the
objective of the study was develop and characterize inclusion complexes containing
biphenylic acid and B-cyclodextrin, determining the physicochemical characteristics
and antimicrobial activity of the product obtained. In the evaluation of the antifungal
activity the microdilution method was carried out in broth according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute procedures, for the determination of the cytotoxicity
the hemolytic activity test was performed and in the characterization, different
analytical techniques were used (Solubility Diagram of Phases, Differential Scanning
Calorimetry, Thermogravimetry, Pyrolysis, Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
X-Ray Diffraction and Scanning Electron Microscopy), in order to generate robust
identity of the drug and its complexes inclusion. Due to the lack of analytical
methods, a method for the determination of Biphenyl-4-Methyl Carboxylate
(B4ACMET) was developed and validated using high performance liquid
chromatography. An excellent antifungal activity and a low cytotoxicity for BACMET
were observed with the obtained data; the characterization provided physico-
chemical specifications of the drug and its complexes and an analytical method by
liquid chromatography was developed and validated, allowing drug dosing. Thus, the
obtained results allowed to identify the formation of inclusion complexes of BACMET
with BCD and to understand the physical-chemical characteristics of the solid state of
the complexed IFA, evidencing its greater stability and potential use as an antifungal
agent against Candida spp. In this context, BACMET complexes will be promising in
the development of future stable and safe pharmaceutical forms, as a new
perspective in the treatment of fungal diseases.

Keywords: Crystallography. Microscopy electron scanning. X-ray diffraction.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o uso indiscriminado de agentes antifungicos levou ao
avanco de microrganismos tolerantes aos diversos farmacos conhecidos no
mercado, o que tem contribuido para o crescimento das infec¢cdes fangicas
causadas principalmente pelo género Candida. Logo, a busca por novos compostos
e novas tecnologias capazes de originar formulacdes mais estaveis e com melhores
atividades farmacolégicas é de suma importdncia como alternativa para o
desenvolvimento de novas terapéuticas (DEUS, ALVES, ARRUDA, 2011; MORACE,
PERDONI, BORGHI, 2014; MARTINS et al., 2015).

Nessa visdo, portanto, destacam-se os derivados do &cido Bifenilico por
apresentarem inumeras atividades biologicas relatadas na literatura, dentre as quais
antimicrobiana; podendo, dessa forma, serem utilizados como prototipos para
insumos farmacéuticos ativos (IFA) podendo modular a atividade com o
encapsulamento molecular utilizando ciclodextrinas, sendo amplamente relatadas na
literatura com um dos principais adjuvantes tecnolégicos para formacdo de
complexos de inclusdo que melhoram a solubilidade, a estabilidade e a atividade
farmacolégica dos IFAs. Todavia, a eficacia de um produto farmacéutico
desenvolvido a partir desses compostos depende, dentre outros aspectos, da prévia
garantia da qualidade com o conhecimento de suas propriedades fisicas e quimicas,
fornendo informacdes relevantes para o desenvolvimento da formulacdo (JAIN,
GIDE, KANKATE, 2013; ZHANG et al., 2013; KUO et al., 2013; BRUDELI et al.,
2013, GONG et al., 2016; ADEOYE, CABRAL-MARQUES, 2017; ARAUJO et al.,
2017; GUO et al., 2017).

Para tanto, diversas ferramentas analiticas aplicadas na caracterizacdo a
nivel molecular e de particula podem ser utilizadas; como, por exemplo, a
Calorimetria Exploratéria Diferencial, a Termogravimetria, a PirGlise, a
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, a Difracdo de Raios
X e a Microscopia Eletronica de Varredura (BOER et al., 2013; DANELUTI, MATOS,
2013; VIEIRA et al., 2014; MAGGIO et al., 2014; SANGEETHA et al., 2015).

As técnicas termoanaliticas (Calorimetria Exploratéria Diferencial e
Termogravimetria), desde 1950 s&o utilizadas com diferentes finalidades na

tecnologia farmacéutica, sendo de fundamental importdncia na caracterizacdo e
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decomposicdo térmica de drogas, avaliagdo da estabilidade, determinacdo de
pureza, estudos de compatibilidade de formulagbes farmacéuticas e deteccdo de
polimorfismo (MEDEIROS et al., 2007; FREIRE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2011; FORD, MANN, 2012; GUAN et al., 2015).

A pirGlise, por sua vez, quando acoplada a cromatografia gasosa e
espectrometria de massas € uma das técnicas mais eficientes para o estudo da
composicdo de volumes complexos de moléculas organicas, constituindo-se numa
combinacdo poderosa na caracterizacdo de diversos tipos de materiais (YANG,
ZHAO, LIU, 2013; KUSCH et al., 2013; YANG et al., 2015; SANDOUK-LINCKE et al.,
2014; HILTZ, 2014; TOLU et al., 2015; GE et al., 2015; KUSCH et al., 2015).

Do mesmo modo, a espectroscopia vibracional (Espectrometria no
infravermelho com transformada de Fourier), possibilita a analise de substancias no
estado amorfo ou cristalino, permitindo a identificacdo de matérias-primas
farmacéuticas (FORATO et al., 2010; AMORIM, KLIER, ANGELIS, 2013).

Associada a essas técnicas, a aplicacdo da Difracdo de Raios X em po
permite analisar os materiais a partir de todas as etapas do processamento; ao
passo que a Microscopia Eletrénica de Varredura fornece informacdes detalhadas
da topografia, composicdo e cristalografia, e a cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia garante o isolamento e quantificacdo dos compostos (MOORE et al.,
2009; DEDAVID; GOMES, MACHADO, 2007; MORAIS, 2011; CALLISTER JUNIOR,
2012; PRASNIEWSKI, AGUIAR, OLDONI, 2015).

Sendo assim, as técnicas de analises supracitadas podem ser aplicadas
como ferramentas analiticas com o intuito de avaliar, através da correlacdo dos
dados, as propriedades de um IFA, prevendo e/ou constatando as interacdes entre
estes e 0s excipientes utilizados no desenvolvimento de uma forma farmacéutica
(MOORE et al., 2009, VIEIRA et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

» Desenvolver e caracterizar complexos de inclusdo contendo derivado do
acido bifenilico e B-ciclodextrina, determinando as caracteristicas fisico-

quimicas e a atividade antimicrobiana do produto obtido.

2.2 Objetivos especificos

v/ Realizar um screening microbioldgico dos diferentes lotes do composto
em estudo e seus complexos de inclusdo, definindo suas concentracdes
inibitérias minimas;

v Avaliar a citotoxicidade por hemolise do Bifenil-4-Carboxilato de Metila
(B4CMET) e dos complexos de incluséo;

v’ Caracterizar termicamente o0 B4CMET e os complexos de inclusdo através
da DSC e TG;

v Avaliar o mecanismo de degradacdo térmica do composto em estudo e
seus complexos de inclusdo através dos dados termogravimétricos
dinamicos;

v Elucidar os compostos de termodecomposicao utilizando Pirdlise
acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa,;

v Caracterizar através da espectroscopia de Infravermelho os diferentes
lotes do BACMET e seus complexos de incluséo;

v/ Estudar a cristalografia do BACMET e seus complexos de inclusdo por
difracdo de raios-X e microscopia eletrbnica de varredura;

v Desenvolver e validar um método por cromatografia liquida de alta

eficiéncia para doseamento do B4CMET.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Setor farmacéutico brasileiro

A industria farmacéutica brasileira passou a existir em meados de 1930 com
0 surgimento das primeiras empresas com caracteristicas industriais, logo em
seguida, nas décadas de 1940 e 1950, o governo brasileiro incentivou a chegada de
empresas internacionais, 0 que acarretou uma queda brusca nas importacbes de
medicamentos, ja que essas empresas produziam o produto final no pais (FERST,
2013).

Com a promulgacéo da Lei 5.772 de 21/12/1971 que instituiu o Cédigo de
Propriedade Industrial, o qual ndo reconhecia patentes de produtos quimicos e o
decreto 68.806 de 25 de junho de 1971 que criou a Central de Medicamentos
(Ceme), houve aumento na producao de copias dos medicamentos patenteados, o
gue nao foi suficiente para estimular a producdo dos farmacos utilizados, que
continuaram a ser importados (PORTELA et al., 2010; ISSE, 2011; BRASIL, 2013).

Assim, na tentativa de impulsionar a producédo interna de farmacos houve
em 1984 a edicdo da Portaria Interministerial n° 4, que acarretou na elevacédo de
impostos e medidas de restricdo a importacdo de alguns insumos. Paralelamente a
isso foram adotadas medidas de controle nos precos dos medicamentos, que
causaram o desabastecimento de alguns produtos avaliados como nao-rentaveis e
uma paralisacao da industria (ISSE, 2011; FERST, 2013).

Em funcdo desse entrave, na década de 1990 foram adotadas medidas
inversas as tomadas nos anos anteriores, a exemplo da adocdo de politica de
reducdo dos impostos de importacdo, eliminacdo das restricbes a importacdo de
insumos farmacéuticos, liberacdo dos precos dos medicamentos, promulgacdo da
Lei de Patentes no Brasil, da Portaria MS 3.916/98 que estabeleceu a Politica
Nacional de Medicamentos, destacando-se ainda a criacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a promulgacédo da Lei 9.787 em 10/02/1999 (Lei dos
Genéricos) (ISSE, 2011; FERST, 2013).

A ANVISA possibilitou elevar os padrdes sanitarios da producao nacional de
medicamentos a partir da criacdo de leis e regulamentos que garantiram a eficécia,
seguranca e qualidade dos produtos farmacéuticos comercializados. Assim foram

instituidas normas, a exemplo das Boas Praticas de Fabricacédo (BPF), com o que se
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procurava estabelecer os requisitos minimos a serem seguidos na fabricacdo de
medicamentos, pretendendo-se, entre outras coisas, que houvesse diminuicdo dos
riscos inerentes a qualquer producdo farmacéutica (contaminagao-cruzada,
contaminacao por particulas, troca ou mistura de produto), os quais poderiam ser
detectados somente pela realizagdo de ensaios nos produtos terminados (ANVISA,
2010; ISSE, 2011; FERST, 2013).

Dessa forma, a partir da norma de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF)
passou-se a ser exigido que (BRASIL, 2010; MELO et al., 2013):

» todos o0s processos de fabricacdo fossem claramente definidos e

sistematicamente revisados;

» as etapas que necessitassem de validagdo passem por esse

procedimento;

» 0s procedimentos fossem desempenhados por pessoal qualificado e

devidamente treinado, utilizando instalacbes e espaco adequados e

identificados, munidos de equipamentos, sistemas computadorizados,

servicos apropriados, materiais, recipientes e rétulos;

» fossem feitos registros durante a producéao para demonstrar que todas as

etapas constantes nos procedimentos e instru¢des tinham sido seguidas,

bem como para possibilitar o rastreamento completo de um lote;

» se criasse um sistema eficiente para recolhimento de qualquer lote apés

sua comercializacao ou distribuicao;

» medidas para registrar e examinar reclamacfes sobre desvio da

gualidade dos produtos fossem adotadas, procurando investigar as suas

causas e tomando as medidas necessarias com relacao a tais desvios, além

de prevenir reincidéncias;

» 0s estabelecimentos com autorizagcdo para fabricar medicamentos

tivessem um controle da qualidade independente dos demais setores,

principalmente da producéo.
O controle da qualidade na industria estava relacionado com (GIL, 2010):
» a amostragem, especificacdes, ensaios, procedimentos de organizacao,

documentagéao e procedimentos de liberagdo, com o intuito de assegurar que

0s ensaios importantes fossem efetuados e que a liberacdo dos materiais
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para uso ndo fosse efetuada antes de terem uma qualidade considerada
satisfatoria,;

» 0 estabelecimento, validacao e implementacdo de seus procedimentos;

» a manutencdo e o armazenamento dos padrdes de referéncias das
substancias ativas utilizadas;

» a rotulagem correta dos recipientes de materiais e produtos;

» a avaliacdo dos produtos acabados, considerando as condicbes de
producéo, os documentos de fabricacdo, o cumprimento das especificacdes
do produto terminado e o exame da embalagem final;

» a garantia de monitoramento da estabilidade das substancias ativas e dos
produtos;

» 0 monitoramento ambiental; e

» todas as decisdes relacionadas a qualidade do produto.

Ja a insercao dos medicamentos genéricos no mercado contribuiu para a
expansdo e fortalecimento do setor farmacéutico brasileiro e consequentemente
para 0 aumento na oferta de medicamentos com precos em média 60 % mais
baratos que os de referéncia. Dessa forma, a melhora na qualidade dos produtos
farmacéuticos, associada a sua maior oferta e com precos mais accessiveis
colaborou para o Brasil alcancar a sétima posicao na classificacéo global de vendas
de medicamentos no ano de 2015, com perspectiva de assumir o0 quinto lugar no
ano de 2020 (PRO GENERICOS, 2015; IMS, 2015).

3.2 Antifungicos e resisténcia de Candida sp

Dentre as classes de medicamentos com uso difundido no Brasil estdo os
antifangicos; como, por exemplo, polienos (Anfotericina B, Nistatina), Pirimidinas-
fluorotinadas (5-fluorocitosina), azo6is (Miconazol, Cetoconazol, Fluconazol e
Itraconazol), pneumocandinas-equinocandinas, pradimicinas-benanomicinas,
nicomicinas, alilaminas e tiocarbamatos (PIRES, 2010).

Todavia, por serem utilizados de forma prolongada esses medicamentos tem
contribuido para o surgimento de cepas resistentes; destacando-se, neste caso, 0
género Candida; o mais prevalente causador de infeccbes em humanos que

apresenta diversos mecanismos de resisténcia (Tabela 1), e por isso, tem
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aumentado consideravelmente a morbimortalidade de pacientes hospitalizados ou
imunodeprimidos (WANG et al., 2015; LIU et al., 2015; SEDDIKI et al., 2015).

Tabela 1. Exemplos de mecanismos de resisténcia da Candida sp

Antifangico Mecanismo

Referéncia

Miconazol, Cetoconazol, Diminui¢do na afinidade da enzima

Fluconazol e Itraconazol 14-Alfa-desmetilase

(MORIO et al., 2013)

Equinocandinas Diminuicao na afinidade da enzima

Beta-1-3-D-glucano sintase

(DANNAOUI, 2013)

Alilaminas Mutacéo génica da esqualeno- (MORAES et al., 2015)
epoxidase
5-Fluorocitosina Mutacéo (coédon 122) e duplicacéo (SISSY et al., 2015)

de sequéncia (cédon 60)

Anfotericina B Mudancas na biossintese do Beta-

1,6-Glucana

(IBRAHIM et al., 2015)

Assim, ha a necessidade da descoberta de novos farmacos, que sejam

eficazes contra patologias causadas por Candida sp e que possam substituir os

antifangicos ja existentes, de preferéncia com menores precos, baixos efeitos
adversos e mecanismos de acao diferentes (ZHANG et al., 2015; BACKES, JURSIC,

NEUMANNA, 2015; t ACZKOWSKI et al., 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286015305214
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3.3 Novos compostos farmacéuticos

A modificagdo molecular de agentes terapéuticos utiliza varias téticas
baseando-se na acdo farmacoldgica pretendida. Dessa forma, quando héa
conhecimento sobre a estrutura do alvo-terapéutico, as moléculas sdo desenvolvidas
a partir de partes de compostos, buscando-se criar um ligante especifico.
Diferentemente, quando ndo h& conhecimento sobre a composicdo estrutural
utiizam-se moléculas completas, formando equivalentes-ativos (Figura 1)
(BARREIRO, 2009; GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010).

Figura 1. Modificagbes moleculares
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Fonte: Barreiro (2009)
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3.4 Determinacgao da atividade farmacologica

Sequencialmente as etapas de modificacdo molecular, 0os compostos
prototipos de IFAs sdo avaliados com intuito de detectar possiveis atividades
biolégicas (AMARAL et al.,, 2003). Assim, uma das técnicas utilizadas para
determinar, por exemplo, a atividade antifingica é a microdiluicdo; realizada de
forma simples e com obtencdo de resultados mais rapidos que outros métodos
(CLSI, 2008).

Para execucao desse teste sao utilizadas placas com 96 pocos (Figura 2),
estéreis, descartaveis, que sdo incubadas a 25 °C e ap6s 48 horas sao observadas
para avaliagdo da auséncia ou presenca de crescimento. Dessa forma, determina-se
a menor concentracdo do antifungico capaz de impedir o desenvolvimento do
microrganismo testado (CLSI, 2008).

Figura 2. Microplaca
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Fonte: Direct Industry (2016)

Posteriormente a determinacéo da atividade farmacoldgica, novos farmacos
com atuacdo em qualquer alvo sédo desenvolvidos a partir do melhoramento de
moléculas modelos (BARREIRO, 2009; GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010).

3.5 Bifenil e seus derivados

O Bifenil (Figura 3) destaca-se como uma das moléculas modelos que pode

ser utilizada por nao apresentar grupos funcionais, permitindo a adicdo de
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grupamentos ativos; tornando-se, portanto, um importante precursor na sintese de
diversas outras moléculas (JAIN, GIDE, KANKATE, 2013; HE et al., 2015).

Figura 3. Estrutura molecular do Bifenil

Fonte: Jain, Gide, Kankate (2013)

Consequentemente, a sintese de derivados do Bifenil tem sido largamente
empregada, permitindo a obtencdo de variados compostos com novas atividades

farmacologicas (JAIN, GIDE, KANKATE, 2013), como os descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Exemplos de derivados do Bifenil e suas atividades farmacoldgicas

Substancias Atividade farmacologica Referéncia
Bifenil-4- acido
carboxilico 2-(aril)-4-oxo- Antimicrobiana (MADHUKAR et al., 2009)
tiazolidina-3-il-amida
Derivados substituidos
de 1-bifenil-4-il-2- Hipoglicemiante (SACHAN et al., 2009)
etanona
Bifenilas assimetricas Antitumoral (YU et al., 2014)
(Nitrovinil bifenilas)
Bifenilas heterociclicas Antileucémico (DONG et al., 2015)

aromaticas

Tris-bifenil triazina Fotoprotecao (COUTEAU et al., 2015)
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3.6 Ciclodextrinas

Com o objetivo de melhorar a qualidade dos insumos farmacéuticos ativos é
cada vez mais comum a utilizagcdo das ciclodextrinas, que sdo oligossacarideos
ciclicos formados por ligacdes a-1,4-glicosidicas entre dextroses, originados pela
acao de glicosiltransferases que degradam o amido (LYRA et. al, 2010; LI et al,
2017).

Por possuirem hidroxilas primérias e secundéarias voltadas para parte
externa do anel, essas moléculas apresentam uma superficie externa hidrofilica e
uma cavidade hidrofébica, facilitando sua solubilidade em meios aquosos e a
encapsulagdo de moléculas pouco soluveis ou insoluveis em &gua (Figura 4) (LYRA
et. al, 2010; LI et al, 2017).

Figura 4. Estrutura da Ciclodextrina
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Fonte: Adaptado de Lira et al. (2007)

Devido a solubilidade aquosa e facilidade de complexacdo com moléculas
apolares, as ciclodextrinas tronaram-se um excipiente farmacéuticos de grande
utilizacdo; sendo a B-Ciclodextrina a mais empregada, por possuir uma cavidade
ideal para encapsular a maioria das moléculas de interesse farmacéutico (AGUIAR
et. al, 2014).

3.6.1 AplicacBes farmacéuticas das Ciclodextrinas

A utilizacdo das ciclodextrinas tem contribuido para o aumento da

solubilidade, da estabilidade, da biodisponibilidade, da atividade farmacolégica, a
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melhora de propriedades organolépticas e a reducdo de toxicidade dos mais
variados IFA’s (JADHAV; PORE, 2017; MENDES et al., 2016; XU et al., 2017)
(Tabela 3).

Tabela 3. Exemplos de aplicacdo das Ciclodextrinas na area farmacéutica

Tipo de Amostra Aplicacéo Referéncia
Peptideo
Catibnico Protecédo contra degradacao (LIetal., 2017)
(ABP-CM4)

Hidroclorotiazida ~ Melhoramento das propriedades
biofarmacéuticas e de estabilidade = (MENDES et al., 2016)

Acido laccaico Incremento de solubilidade (LIU et al., 2017)

Probenecida Liberacéo controlada do IFA (ROY; SAHA; ROY, 2017)

3.7 Obtencao de complexos de Incluséo

No setor farmacéutico este excipiente tem sido utilizado no encapsulamento
de moléculas. Todavia, as peculiaridades inerentes a cada complexo IFA-
ciclodextrina ndo permitem uniformizar sua obtencéo através de uma Unica técnica
de preparacao; por isso, cada uma das moléculas héspedes deve ser avaliada para
identificacdo da melhor técnica (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007).

Dentre os principais métodos utilizados para obtencdo dos complexos de
inclusdo, podemos citar (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007; MOHIT et al, 2010):

» Mistura fisica: mistura IFA-ciclodextrina sem &gua, considerado um

método de baixa eficiéncia para formacédo de complexos;
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» Malaxagem: mistura IFA-ciclodextrina com reduzida quantidade de
liquido. E um método bastante utilizado na indUstria farmacéutica, mas com
baixa eficiéncia de complexacdo quando comparado com os demais;

» Atomizacdo: solucdo ou suspensdo IFA-ciclodextrina com rapida
eliminacdo do solvente. Mesmo proporcionando acelerada e eficiente
formacdo de complexos, apresentam restricbes como pouco rendimento e
aumentado estresse térmico.

» Liofilizagdo: solugdo IFA-ciclodextrina congelada e liofilizada a baixas
pressdes. Proporciona elevado rendimento com reduzido estresse térmico,
mas apresenta demora no processamento e os complexos obtidos tém mas
caracteristicas de fluxo.

» Co-precipitacdo: solucéo IFA-ciclodextrina quase saturada com posterior
modificacdo de temperatura ou acréscimo de solventes organicos,
proporcionando a precipitacio do complexo de inclusdo. E uma técnica
bastante utilizada em nivel laboratorial, mas pouco empregada na industria,
pois tem reduzido rendimento em escalas maiores e necessita de dias para
0 processamento.

» Co-evaporacao: solucao IFA-ciclodextrina em agua e solventes misciveis
em agua, com agitacdo constante e posterior rota-evaporacdo. Também é
bastante utilizada em escala laboratorial, por apresentar facil processamento

e baixo custo.

3.8 Caracterizacdo dos complexos de incluséo

Nesse contexto, para avaliar a formacdo de complexos de inclusdo e
entender as caracteristicas fisico-quimicas do estado sélido dos IFAs complexados é
um importante passo no processo de desenvolvimento de novos medicamentos
seguros e eficazes, pois aspectos como a biodisponibilidade e processamento
industrial sdo modificados pelas propriedades do farmaco. Assim, o conjunto com as
principais técnicas que evidenciam essa complexacdo e permitem caracterizar 0s
sélidos farmacéuticos complexados é o diagrama de solubilidade de fases, a
Calorimetria  Exploratéria Diferencial, a Termogravimetria, a PirGlise, a
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, a Difragdo de Raios

X e a Microscopia Eletrénica de Varredura (LYRA et al.,, 2010; KORADIA et al.,
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2010; MOURA et al., 2010; BOER et al., 2013; DANELUTI, MATOS, 2013; MAGGIO
et al., 2014; SANGEETHA et al., 2015).

3.8.1 Diagramas de solubilidade de fases

Considerado o primeiro método utilizado para comprovar a complexacao
IFA-Ciclodextrina, essa técnica permite verificar alteracdo na solubilidade do IFA
com a adicao de concentracdes crescentes da ciclodextrina. Dessa forma, € possivel
calcular a constante de associacao (K1), levando em consideragéo a solubilidade
intrinseca do substrato (So) e a inclinagdo da reta obtida no diagrama de
solubilidade. Para tanto, utiliza-se a seguinte equacéo (LYRA et al., 2010):

Inclinagao
Kl:l

- So x (1 — Inclinacao)

Ja a mudanca na energia livre de Gibbs (AG) pode ser determinada a partir
da temperatura (T, em Kelvin) e a constante de associacdo do complexo incluséo

(K11, em M), utilizando-se a seguinte equagdo (MOURAO et al., 2016):
AG = _RTanl:l
Onde: R é a constante universal dos gases (8.314472 J K1 mol?).

De acordo com a teoria de Higuchi; Connors (1965), os complexos podem
ser classificados como perfis do tipo A quando a solubilidade do substrato eleva-se
com a adicdo de concentracdes crescentes de ciclodextrina e do tipo B quando os

complexos obtidos tem reduzida solubilidade aquosa (Figura 5).
Figura 5. Modelos de diagramas de solubilidade de fases
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Fonte: Cunha-Filho; S&-Barreto (2007)
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3.8.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Em analise térmica sistemas foram cri ados para medir a variacdo de
temperatura e de energia, quando uma substancia € submetida a processos de
aquecimentos e/ou resfriamentos, possibilitando a avaliacdo da tendéncia entélpica,
o conteudo de calor e o calor especifico dos materiais estudados. Uma das técnicas
desenvolvidas € a DSC, com a qual € possivel medir a diferenca de energia
fornecida a uma substancia e a um material de referéncia, enquanto ambos sao
submetidos a uma programacao controlada de temperatura (STORPIRTIS et al.,
2009).

Dois tipos de DSC foram criados, a com compensacéo de poténcia (Figura
6a) e a com fluxo de calor (Figura 6b). No primeiro tipo € possivel manter a amostra
e a referéncia em temperatura constante, pois ambas sdo aquecidas em fornos
separados. Por exemplo, se a amostra sofre mudancas de temperatura procedentes
de eventos endotérmicos ou exotérmicos, havera modificagdo na poténcia de
entrada do forno correspondente, para manté-la em condi¢cdo isotérmica com o
material de referéncia; ja no segundo tipo, a amostra e a referéncia sao colocadas
no mesmo forno e sofrem aquecimento por uma unica fonte de calor (BERNAL et al.,
2002; STORPIRTIS et al., 2009).

Figura 6. Tipos de DSC: com compensacéao de poténcia (a), com fluxo de calor (b)
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Fonte: Adaptado de Bernal et al. (2002)

Distincbes a parte, DSC mostra-se vantajosa em relacdo a diversas técnicas
analiticas por (MATHKAR et al., 2009; MILTYK; ANTONOWICZ, KOMSTA, 2010):

» ndo requerer um padrao de referéncia para analise de pureza;
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> apresentar um tempo total de analise menor quando comparado, por
exemplo, aos métodos cromatograficos na determinacéo de pureza;

» necessitar de quantidades minimas de amostra (~1-5 mg);

» exigir pouco trabalho manual, jA que o0s materiais praticamente n&o
sofrem tratamento prévio, passando apenas pelo processo de trituracao e

» proporcionar baixo custo das andlises, pois ndo sao necessarios

solventes, colunas, placas, entre outras coisas.

3.8.2.1 Aplicagdes farmacéuticas da DSC

Os dados obtidos com as curvas DSC fornecem informacdes qualitativas e
guantitativas de um material em relacdo a quantidade de calor envolvida em
processos endotérmicos ou exotérmicos. Assim, ha possibilidade de analisar
mudanca de estado fisico, modificacbes na estrutura cristalina, reacdes de
desidratacédo, de decomposicao, de oxirreducao, entre outras (STORPIRTIS et al.,

2009), caracterizando, com isso, seu emprego em diversos estudos (Tabela 4).

Tabela 4. Exemplos de aplicacdo da DSC na area farmacéutica

Tipo de Amostra Aplicacéo Referéncia

IFA Caracterizacdo do tacrolimus. (BOER et al., 2013)

IFA Avaliacdo da pureza polimérfica da

nateglinida (BRUNI et al., 2011)

Matéria-prima  Avaliacdo da pureza de substancias

guimicas de referéncia. (GAO, DING, HU, 2011)

Matéria-prima  Estudo de compatibilidade entre
cetoprofeno e excipientes
farmacéuticos.

(TITA et al., 2011)

Comprimidos  Caracterizagdo da sinvastatina. (OLIVEIRA et al., 2010)
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3.8.3 Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria diferentemente da DSC, permite que alteragcbes da
massa de uma substancia sejam medidas em func&o do tempo e/ou da temperatura,
determinando, por exemplo, as perdas de massa (PEREIRA et al., 2009).

Ferramenta utilizada para medir variagdes da massa, a termobalanca (Figura
7), foi desenvolvida em 1915 pelo Prof. Kotaro Honda, sendo atualmente formada
por um forno com temperatura e atmosfera controlada, sensor de temperatura
(termopar), uma balanca com alta sensibilidade e um sistema controlador-registrador
(CRAIG, READING, 2007; SAITO, MORIKAWA, 2013).

Figura 7. Modelo de Termobalanga
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Fonte: Adaptado de Denari, Cavalheiro (2012).

Assim, as curvas termogravimétricas podem ser obtidas de trés formas
distintas (STORPIRTIS et al., 2009):

» Dindmica: a amostra € submetida a uma razdo de aquecimento
controlada;

» Quase-isoterma: a amostra é aquecida até a ocorréncia de perda de
massa, onde passara para o modo isotérmico por um determinado tempo,
retornando, posteriormente, para o dinamico até que ocorra outras perda de
massa,

» Isoterma: a amostra € submetida a uma temperatura constante por um

determinado tempo ou até a sua completa degradacéo;
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3.8.3.1 Aplicagbes farmacéuticas da TG

Os resultados da TG permitem obter varias informacdes sobre propriedades
fisicas e/ou parametros cinéticos, o que faz essa técnica ser largamente utilizada
com varios compostos farmacéuticos (AL-NAHARY et al., 2012), por exemplo, 0s

observados na Tabela 5.

Tabela 5. Exemplos de aplicacdo da TG na area farmacéutica

Tipo de Amostra Aplicacéo Referéncia
IFA Caracterizacdo do Mesilato de (ATTIA, ABDEL-MOETY,
Comprimidos Doxazosina e Doxacor® ABDEL-HAMID, 2012)
IFA Caracterizacdo do Sulfato de (SILVA et al., 2012)
Indinavir
IFA Caracterizacdo do Naproxeno (ZAYED et al., 2013)
Sintético e IFA Caracterizacéo (MAURYA et al., 2015)

Caracterizacao e comportamento
Comprimidos térmico de medicamentos contendo (MORAIS et al., 2015)

acido acetilsalicilico

3.8.4 Pirdlise (Pir)

Utilizada pela primeira vez em 1948 como técnica analitica, a Pirdlise

ultimamente é bastante empregada na caraterizagdo de compostos que passam por
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decomposicéo na falta de oxigénio (SILVERIO; BARBOSA, PILO-VELOSO, 2008;
WANG et al., 2011; AKALIN, KARAGOZ, 2014).

Para tanto, sdo utilizados pirolisadores, que podem ser de modo continuo
(Figura 8a), como os de fornos ou microfornos, e modo pulsado (Figura 8b), como os
de filamento resistivamente aquecido ou metal ferromagnético indutivamente
aquecido com radiofrequéncia (SILVERIO; BARBOSA, PILO-VELOSO, 2008).

Dessa forma, sao obtidos pirogramas com 0s picos caracteristicos de cada
amostra, possibilitando a obtencdo da sua composi¢cdo quimica a partir de
comparagbes com pirogramas de referéncia (WANG et al., 2011; SILVERIO;
BARBOSA, PILO-VELOSO, 2008; AKALIN, KARAGOZ, 2014).

Figura 8. Tipos de pirolisadores: modo continuo (a), modo pulsado (b)

Enlrada de gas
Cadinho

Enlrada de gas
Suporie do filamanto

v di uiart i
Tubo de quartzo Flamenic de pirdlise

Bobina de
A uBCImE nto

Bobina de indugio

Tuba da quartza

Coluna capllar Colura capllar

Fonte: Silvério; Barbosa, Pil6-Veloso (2008)

3.8.4.1 Aplicacdes farmacéuticas da Pir

A pirdlise acoplada a cromatografia em fase gasosa e a espectrometria de
massas é uma importante ferramenta analitica com aproveitamento em varios
campos da ciéncia, como o farmacéutico (SILVERIO; BARBOSA, PILO-VELOSO,
2008) (Tabela 6).
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Tabela 6. Exemplos de aplicacdo da Pir na area farmacéutica

Tipo de Amostra Aplicacao Referéncia

Avaliar a identidade e
Vegetal reprodutibilidade de diferentes (OLIVEIRA et al., 2008)
marcas e lotes de Cymbopogon
citratus Stapf.

IFA Caracterizacdo do Fluconazol (MOURA et al., 2010)

IFA Caracterizacdo da Sinvastatina (PROCOPIO et al., 2011)

Caracterizar o p6 de Erythrina
Vegetal velutina Willd em diferentes (CORREIA et al., 2013)

tamanhos de particula

Caracterizar o p6é de Sideroxylon
Vegetal obtusifolium em diferentes (CORREIA et al., 2016)

tamanhos de particula

3.8.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A radiacdo infravermelha é a parte do espectro eletromagnético situada
entre as regides visivel e micro-ondas, sendo a por¢cdo mais utilizada de 4000 a 400
cml, uma vez que a energia absorvida por uma molécula é convertida em vibracdes
guantizadas em bandas, as quais permitem a identificacdo de compostos ou a
investigacdo da composicdo de uma amostra, ja que as ligacdes quimicas das
substancias possuem frequéncias vibracionais especificas (SILVERSTEIN et al.
2007; VIANNA-FILHO, et al., 2013).
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Dessa forma, a FTIR é uma técnica de andlise cujo espectro € obtido a partir
do acumulo de uma maior quantidade de dados, pois as informac¢fes sdo adquiridas
com a ajuda de um interferometro que admite a utilizacdo de todos os comprimentos
de onda da faixa; posteriormente o interferograma passa por uma transformada de
Fourier e o sinal resultante é um espectro idéntico ao da espectroscopia IV
convencional (dispersiva) (NUNES et al., 2009).

3.8.5.1 Aplicacdes farmacéuticas da FTIR

A FTIR é utilizada no ambito farmacéutico na solucéo de varias dificuldades,
tendo sua importancia confirmada por suas aplicacdes bem sucedidas como Unico
meétodo analitico ou em combinacdo com outras técnicas (KALINKOVA, 1999)
(Tabela 7).

Tabela 7. Exemplos de aplicacdo da FTIR na area farmacéutica

Tipo de Amostra Aplicacéo Referéncia

Avaliacdo da interacdo da
Lidocaina e Benzocaina com

Anestésicos . )
lipossomos unilamelares

(FRACETO, DE PAULA, 2006)

Comprimidos Quantificacdo do teor de (ROBAINA et al., 2013)
Azitromicina

Determinacdo do teor de

Urina Ibuprofeno

(KHASKHELI et al., 2013)

Comprimidos

Quantificagdo do teor de

Comprimidos Eritromicina

(ALI, SHERAZI, MAHESAR,
2014)

Quantificagdo do teor de

Comprimidos Paracetamol

(MALLAH et al., 2015)
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3.8.6 Difracao de Raios X (DRX)

A DRX é outra técnica de grande aplicacdo nos estudos de caracterizacdo
de produtos farmacéuticos, pois avalia a cristalinidade e o polimorfismo (CHADHA,
BHANDARI, 2014).

Nessa técnica os difratogramas séo obtidos através da emissdo de raios X,
gue possibilita a determinacgéo da estrutura cristalogréfica a partir dos raios refletidos
expressos em picos. Nas amostras cristalinas ha um arranjo em células unitarias,
gue produz uma “impressao digital” com seus picos; jA nas amorfas ndo ocorre esse
arranjo e o difratograma apresenta-se com uma “aureola amorfa” (DONG, BOYD,
2011).

3.8.6.1 Aplicacdes farmacéuticas da DRX

Por ser um método nédo destrutivo a utilizacdo da DRX na area farmacéutica
estd aumentando, permitindo a analise de materiais farmaceuticamente importantes
(DONG, BOYD, 2011; CHADHA, BHANDARI, 2014) (Tabela 8).

Tabela 8. Exemplos de aplicacdo da DRX na area farmacéutica

Tipo de Amostra Aplicacéo Referéncia
IFA Avaliar o padréo de difl’a(;é.o do (MAXIMIANO et al. 2010)
Benznidazol ’
IFA Avaliar o perfil cristalografico da
o Sinvastatina e da mistura binaria (OLIVEIRA et al., 2010)
Matéria-prima Sinvastatina: Butil-hidroxianisol
IFA ) ) .
Avaliar a cristalinidade do lactato (SOUZA et al., 2012)
Comprimidos de célcio

Avaliar o polimorfismo da (SALVI et al., 2015)

Comprimidos :
Espironolactona

IFA Detectar a formacéo de cocristais
de Cafeina, Carbamazepina e
Lamotrigina

(DONG et al., 2015)
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3.8.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia possibilita avaliar a morfologia, o tamanho e a distribuicdo
granulométrica das particulas; tornando-se, portanto, a técnica mais versétil para
analise das propriedades microestruturais dos compostos (DEDAVID, GOMES,
MACHADO, 2007; CHADHA, BHANDARI, 2014).

Seu funcionamento consiste no uso de elétrons ao invés de luz, o que
possibilita a medicdo e o registro das varias radiacfes derivadas das interacdes
elétron-amostra. Todavia, para obtencdo da imagem sao utilizados apenas os sinais
provenientes dos elétrons secundarios e/ou retroespalhados (DEDAVID, GOMES,
MACHADO, 2007; FONTANIVE et al., 2014).

Dessa forma, na MEV as imagens sé@o adquiridas em trés dimensbes e as
analises realizadas com aumentos e ampla profundidade de foco (DEDAVID,
GOMES, MACHADO, 2007).

3.8.7.1 Aplicagbes farmacéuticas da MEV

A obtencéo instantanea de dados na MEV permite a avalicdo da forma e a
identificacdo dos compostos presentes numa amostra soélida. Por isso, sua utilizacéo
€ corrigueira em diversas areas, incluindo a farmacéutica (DEDAVID, GOMES,

MACHADO, 2007) (Tabela 9).

Tabela 9. Exemplos de aplicacdo da MEV na area farmacéutica

Tipo de Amostra Aplicacéo Referéncia
IFA Caracterizacdo da Glibenclamida (NERY et al., 2008)
IFA Caracterizacdo do ibuprofeno (ANDRIOLI et al., 2014)

Carreadores de Caracterizacdo da porosidade de (NUMPILAI; MUENMEE,
farmacos materiais de silica WITOON, 2016)

Nanoparticulas ~ Caracterizacdao de nanoencapsulado  (FATTAHI et al., 2016)

contendo Sinvastatina



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493115304215
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493115304215
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493115304215
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3.9 Validacao de métodos analiticos

A validacao analitica € uma peca importante de garantia da qualidade que
assegura a credibilidade dos dados, pois resultados duvidosos podem acarretar
deliberacdes catastroficas e perdas financeiras. Assim, o objetivo da validacdo é
assegurar a reprodutibilidade e estabelecer limites de aceitacdo do erro analitico.
Por isso, antes de ser utilizado na rotina o método analitico deve primeiro ser
validado para comprovar que € adequado ao seu propésito (BRASIL, 2003; ROZET
et al, 2007; RIBEIRO et al., 2008).

No Brasil, a resolugédo RE n° 899 de 2003 apresenta-se como um guia para

validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, dividindo os ensaios em quatro

categorias:
v Categoria | — Testes quantitativos para a determinagdo de substancia
ativa;
v Categoria Il — Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao

de impureza e produtos de degradagao;
v’ Categoria lll — Testes de performance;

v’ Categoria IV — Testes de identificacao;

Posteriormente, dependendo de qual categoria foi escolhida, sé&o

selecionados os parametros a serem analisados (Tabela 10) (BRASIL, 2003).

Tabela 10. Parametros para validacdo de método analitico segundo a finalidade

Parametro Categoria | Categoria ll Categoria lll Categoria IV
Quantitativo Ensaio limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
Precisdo Repetibilidade Sim Sim N&o Sim N&o
Precisao Intermediaria  ** o N&o i N&o
Limite de deteccao Nao N&o Sim * N&o
Limite de quantificacdo  N&o Sim N&o * N&o
Exatidao Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

Fonte: Brasil (2003).
(*) pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
(**) se houver comprovacao da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacgao

da Precisao Intermediaria.
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3.9.1 Especificidade e seletividade

Especificidade é a aptiddo do método em separar o composto de interesse
dos demais presentes na amostra. Ja a seletividade € a competéncia que o método
possui de aferir com exatiddo um composto em presenca de outras substancias que
podem causar interferéncias na sua determinacdo em amostras complexas. Assim, a
seletividade assegura que os resultados sejam do composto analisado e caso néo
seja alcangada, parametros como a linearidade, a exatiddo e a precisdo serao
afetados (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.9.2 Linearidade

E a capacidade do método de confirmar que os resultados obtidos sdo
diretamente proporcionais a concentracao do analito em apreciagcao, dentro de uma
variagdo determinada. Caso haja apds avaliagdo visual uma relagdo linear, os
resultados da analise devem passar por procedimentos estatisticos como, por
exemplo, o método dos quadrados minimos (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004;
VALENTINI, SOMMER, MATIOLI, 2007).

3.9.3 Intervalo

O intervalo é a faixa entre o valor superior e inferior de quantificagdo do
composto em exame. Dessa forma, por ser proveniente da linearidade e dependente
da aplicagao pretendida do método, esse parametro € a confirmagédo de que o
método mostra-se exato, preciso e linear (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.9.4 Precisao

A precisédo tem por finalidade obter o nivel de dispersdo de resultados de
uma amostra homogenia analisada repetidas vezes, permitindo a avaliagcdo da
concordancia dos valores de ensaios distintos. A partir dos resultados obtidos sao
calculados a média e o Desvio Padrao (DP), determinando-se o Coeficiente de
Variagao (CV), expresso em termos de percentagem de uma série de medidas, nas
quais duas delas podem ser a reprodutibilidade e a repetibilidade do método
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analitico sob condi¢des normais de operacao (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

Neste caso, a reprodutibilidade refere-se ao uso de procedimentos analiticos
em diferentes laboratérios, com diferentes analistas e em diferentes dias, enquanto
qgue a repetibilidade refere-se ao uso de procedimentos analiticos num curto espaco
de tempo utilizando os mesmos analistas e os mesmos equipamentos (BRASIL,
2003).

3.9.5 Exatidao

A exatiddo de um método é a proximidade entre o valor aceito como
verdadeiro e o valor determinado pelo método. A verificacdo desse parametro deve
ser realizada utilizando-se, no minimo, trés concentragdes (baixa, média e alta), com
pelo menos cinco determinagdes por concentragao (BRASIL, 2003).

A proximidade dos resultados encontrados ao valor aceito como verdadeiro
é resultante da soma de erros sistematicos e randémicos ou aleatérios, isto €, do
erro total associado (HUBERT et al, 2007; ROZET et al, 2007).

3.9.6 Limite de deteccéo e Limite de quantificagdo

O limite de detecgao (LD) € a menor concentragdo da espécie em analise
que pode ser detectada, mas nao essencialmente quantificada, pela técnica
instrumental; enquanto o limite de quantificacdo (LQ) € a mais baixa concentragao
que pode ser quantificada dentro dos limites de precisdo e exatiddo do método
analitico. Portanto, a sensibilidade da técnica experimental é obtida pelos limites de
deteccdo e de quantificacdo (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004, RIBEIRO et al.,
2008).

Os LD e LQ podem ser medidos de trés maneiras distintas: visual, relagao
sinal-ruido e baseada em parametros da curva analitica, levando-se em
consideragao a técnica utilizada e o grau de confiabilidade estatistica (RIBANI et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2008).

3.9.7 Robustez

A robustez € a medida da suscetibilidade de um método a minimas

variacdes, indicando sua confianga durante o uso normal. Caso no desenvolvimento
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da metodologia a avaliacdo da robustez constate sensibilidade do meétodo a
modificagdes nas condi¢cdes analiticas, estas deverao ser controladas e prevengoes
devem ser incluidas no processo (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

Em cromatografia liquida de alta eficiéncia, por exemplo, a robustez &
avaliada a partir de modificacbes na temperatura da coluna, na proporgcdo da fase
movel, no seu pH, no seu fluxo ou com a utilizagdo de diferentes lotes ou fabricantes
de colunas (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

B-ciclodextrina (BCD) adquirida da SIGMA ALDRICH®, trés lotes do Bifenil-4-
Carboxilato de Metila (B4ACMET) fornecidos pelo Laboratério de Quimica
Medicinal/DCF/CCS/UFPB, metanol grau CLAE (JT. Baker, lote M30c08), etanol
grau CLAE (Tédia, lote 9128); trietilamina (Sigma, lote 5HBG1702V); &cido
ortofosforico (Merck, lote 5798); acido cloridrico (Vetec, lote 154); NaOH (Vetec, lote
1006730) e Peréxido (Labsynth, lote 189680).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao dos complexos de inclusao (ClI)

Quantidades equimolares dos trés lotes do B4ACMET e da BCD foram
pesadas e solubilizadas separadamente sob agitacdo mecéanica. O B4CMET foi
solubilizado em alcool etilico e a BCD em agua purificada. Apés completa
solubilizacdo dos compostos, a solugcdo de B4CMET foi vertida na solucédo de BCD e
mantida sob agitacdo por 24 horas antes de ser submetida a evaporacdo sob
pressao reduzida (- 800 + 20 mbar) a 45 + 5 °C em evaporador rotativo. Apds a
evaporacao dos solventes, os produtos foram colocados em estufa a 40 °C por 24

horas para secagem.

4.2.2 Determinacédo da atividade antifingica

Para avaliacdo da atividade antifangica foram obtidas solucfes dos trés lotes
do BACMET e dos trés lotes dos complexos de inclusdo na concentracdo de 2000
ug.mL?* em Etanol 50% e utilizadas cepas padrdo American Type Culture Collection
(ATCC) de Candida albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC 13803) e
Candida parapsilosis (ATCC 22009), disponibilizadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ - RJ).

Os microrganismos foram mantidos em tubos de ensaios contendo agar

Sabouraud e, em seguida, cultivados em placas contendo o mesmo meio, a 25°C
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durante 48 horas. A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, com a utilizacdo de microplacas
com 96 pocos, de acordo com os procedimentos do Clinical and Laboratory
Standards Institute procedures (CLSI) (2008). Os inéculos foram padronizados em
tubos contendo 5 mL de solucdo salina estéril a 0,9% e a suspensao foi ajustada em
espectrofotdbmetro a 580 nm, equivalente a 10° UFC.

100 pL de cada solugdo a 2000 pg.mL?! (2mg.mL?), foram submetidos a
diluicdo seriada em caldo Sabouraud nas microplacas, obtendo concentragcbes de
1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125 ug.mL™t. Posteriormente, 10 pL de
cada cultura de microrganismos foram adicionados em cada pogo. O crescimento
fungico foi indicado pela adi¢do de 20 uL de solu¢do aquosa de resarzurina (Sigma
Aldrich) a 0,01% com uma incubacgéo adicional a 25 °C = 1 °C durante 2 h. Em
seguida, efetuou-se a leitura das placas, observando a mudanca da coloracéao azul a
para rosa, indicando a presenca de microrganismos viaveis. Portanto, a CIM foi

definida pela menor concentracdo onde nao ocorreu alteragéo de cor do corante.

4.2.3 Determinacédo da citotoxidade por hemolise

Preparou-se uma suspensao de hemacias a 5% em solucéo salina 0,9%. Em
seguida, 1mL desta suspensdo foi distribuida em tubos de ensaio e
homogeneizadas com 1 mL das solucdes dos trés lotes do BACMET e dos trés lotes
dos complexos de incluséo, diluidas em diferentes concentracdes a fim de se obter
1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg.mL?* para o BACMET e 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,62
para os complexos de inclusdo. Apos 1 hora, as amostras foram centrifugadas a
2500 rpm, durante 10 minutos e submetidas a leitura em espectrofotdmetro
(Shimadzu® UV mini — 1240), com comprimento de onda de 540nm, utilizando como
branco a solucédo salina 0,9% e como controle positivo a solucdo hemolizante de
Acido Acético a 2%. A visualizacdo da hemodlise foi classificada como: — (<25% de
hemolise), + (25% de hemodlise), ++ (50% de hemdlise), +++ (75% de hemodlise) e

++++ (100% de hemdlise) de acordo com Luize et al. (2005).



44

4.2.4 Caracterizacao

4.2.4.1 Estudo de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade de fases foi construido de acordo com a
metodologia descrita por Higuchi e Connors (1965). Quantidades crescentes de
BCD (0 a 30 mM) foram adicionadas a uma solucédo aquosa contendo o BACMET em
excesso (20 mM). As misturas foram mantidas sob agitacdo magnética e, ap6s 24 h,
centrifugadas (10 min, 3000 rpm) para eliminacdo do excesso de amostra insoluvel.
Posteriormente, a solugdes foram filtradas em membrana de 0,45 um de porosidade.
A quantificacdo de B4CMET soluvel foi determinada utilizando a equacdo de
regressao linear obtida durante a validacédo do método (4.2.5.3 Linearidade), sendo
a solubilidade aparente de B4ACMET avaliada em funcdo das diferentes
concentragdes de BCD.

Complementarmente foram calculadas a constante de associacao (K1) e a
energia livre de Gibbs (AG), com as seguintes equacdes (LYRA et al., 2010;
MOURAO et al., 2016):

Inclinacao

Kii =

So x (1—Inclinacao)

Onde: S, é a solubilidade intrinseca do substrato.

AG = _RTanl:l

Onde: R é a constante universal dos gases (8.314472 J K! moll) e T é a

temperatura em Kelvin.

4.2.4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em equipamento Shimadzu, modelo DSC-50,
usando um cadinho de aluminio hermeticamente fechado, com aproximadamente
2,0 mg da amostra. As analises foram realizadas na faixa de temperatura de 25 a
150 °C (B4CMET) e 25 a 450 °C (BCD e Cl), nas razdes de aquecimento 10 °C min-!
(BCD) e 2, 5,10 e 15 °C min! (B4CMET e Cl), fluxo de nitrogénio de 50 mL min-t,
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Adicionalmente, foi calculada a pureza do B4ACMET, tomando como base a
Equacao de van’t Hoff (KESTENS et al., 2011):

Te= T X1.R.To2 1

ST 0T AR F
Onde: Ts = temperatura da amostra (K); To = ponto de fuséo tedrico do composto
puro; X1 = fracdo molar da impureza; R = constante dos gases (8,314 J.mol 1.K%);
AH; = calor de fusdo do composto principal puro (J mol?); F = fracdo da amostra que

fundiu em Ts.

Os dados DSC e a prureza foram analisados utilizando o software Tasys® da
Shimadzu.

4.2.4.3 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dinamicas foram obtidas com uma
termobalanca Shimadzu, modelo TGA-50, sob atmosfera de ar sintético e nitrogénio
numa vazao de 20 mL mint. As amostras foram colocadas em cadinho de alumina,
aquecido nas razées de 10, 20 e 40 °C min' até 900 °C. A massa utilizada nas

analises foi de 5,0 £ 0,003 mg.

4.2.4.4 Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa (Pir-GC-
MS)

Os processos piroliticos foram conduzidos em um pirolisador acoplado num
sistema de cromatografia gasosa, diretamente interfaciado a um espectrémetro de
massa com uma fonte de ionizacdo de elétrons (Shimadzu, GCMS-QP5050A). A
amostra correspondente a uma particula de pé do BACMET e dos complexos de
inclusdo foram colocadas num cadinho de platina e introduzidas no pirolisador nas
temperaturas de 250 °C (B4CMET), 350 e 600 °C (CI). A separacao foi conseguida
utilizando uma coluna capilar com fase estacionaria fenil:dimetilpolissiloxano (5:95),
com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de tamanho de
particula. A coluna capilar do cromatografo de gas foi operada num programa de

temperatura, que consistia em duas etapas: na primeira, a coluna foi aquecida a
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partir da temperatura inicial de 70 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 ° C/min,
até a temperatura final de 280 ° C, e, na segunda foi mantida na temperatura
isotérmica de 280 ° C por 5 min. O gas Hélio foi usado como gas de arraste com

fluxo de 1,5 mL.min e razdo de split 1:10.

4.2.4.5 Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos usando um equipamento Shimadzu,
modelo IR Prestige-21. As amostras foram previamente preparadas com brometo de
potassio numa propor¢cdo de cerca de 2:100 (amostras/KBr), os discos foram
preparados por compressdo do pé em prensa hidraulica, a uma pressdao de 9
toneladas, e digitalizados em nimeros de onda de 400—4000 cm-?, utilizando o KBr

como branco.

4.2.4.6 Difracao de Raios-X (DRX)

Os espectros de DRX foram registrados com difratbmetro Shimadzu XRD
600, com fonte de radiacdo Cu Ka. As condi¢gdes das medi¢cdes foram as seguintes:
geometria, 20; voltagem, 40 kV; corrente, 30 mA; 6i, 5; 6r, 30; tamanho do passo,

0,02:; e velocidade, 20° mint.

4.2.4.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As analises microscopicas foram realizadas em microscopio eletrénico de
varredura (Hitachi, modelo TM-1000), utilizando voltagem de aceleracéo do feixe de
elétron de 15 kV. As amostras foram submetidas a metalizacdo com ouro para tornar
a superficie condutora e colocadas em porta amostra para avaliagdo com aumentos
de 500 e 1000 vezes.

4.2.5 Validacdo de método cromatografico para doseamento do BACMET
A validacdo do método foi realizada conforme as especificacfes contidas na

Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003, que trata do guia para validacdo de

métodos analiticos e bioanaliticos.
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4.2.5.1 Condigdes cromatograficas

As condi¢cdes cromatograficas definidas a partir do desenvolvimento do
método foram: coluna Phenomenex C18 (250x3,0mm 3pm), fase movel
Metanol:agua (70:30) mais 0,1% de Trietilamina e pH ajustado para 3,5, fluxo de 1

mL.min", temperatura do forno de 40 °C e volume de inje¢éo de 20 JL.

4.2.5.2 Seletividade

Foi preparada solucdo de &cido cloridrico 0,1 mol.L? e Per6xido a 3%,
conforme Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010), com adaptacbes. Como o
BACMET apresentava baixa solubilidade em agua, as solugdes acida, oxidativa e
neutra foram preparas com solucao hidroalcoolica 50%.

Foram pesados 25 mg do B4CMET em triplicata, transferidos para baldes
volumeétricos de 50 mL, solubilizados nas respectivas solucdes de degradacéao (acida
e oxidativa), seguido de sonicacdo até completa solubilizacdo, obtendo-se desse
modo trés solugcbes mae para cada condicdo de degradacdo, as quais foram
armazenadas em recipientes adequados e fechados, durante todo o estudo. No
tempo de 24 h, foram coletadas aliquotas de 400 pL para baldo de 10 mL,
completado com o diluente a fim de se obter uma concentracéo final de 20 pg.mL™,

gue foi filtrada, transferida para vials e analisada por CLAE—DAD.

4.2.5.3 Linearidade

Foram pesados 25 mg do BACMET, transferidos para baldo volumétrico de 50
mL, solubilizado com aproximadamente 30 mL de solucdo hidroalcoolica (50%),
sonicado até completa solubilizac&o e por fim, aferiu-se o baldo obtendo-se solucéo
mé&e na concentracdo de 500 pg.mLt. O procedimento de preparo das amostras foi
realizado em triplicata.

Da solucdo mae retirou-se aliquotas que foram transferidas para baldo de 10
mL, obtendo-se solugcdes com concentracdes de 10, 16, 20, 24 e 30 pg.mL? (em
triplicata), para a construcédo da curva de calibragdo, onde foram analisadas a area

do pico e a concentracao do farmaco.
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A curva de calibracdo foi obtida pelo método do ajuste por minimos
guadrados, com os dados plotados no Microsoft Excel e o limite de detecgéo (LD) e
o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados por meio das equacdes:

I:)_DPax3 I_Q_DPax10
TS e

Em que, DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3
curvas de calibracdo construidas contendo concentracdes do farmaco préxima ao

suposto limite de quantificacéo e IC € a inclinacdo da curva de calibracao.
4.2.5.4 Precisao

As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg do BACMET, transferidos para
baldo de 50 mL, solubilizadas com o diluente, seguido de sonicagcdo até completa
solubilizacédo; obtendo-se solucdo na concentracdo de 500 pg.mL?, da qual foi
coletada aliquotas, transferida para baldo de 10 mL, obtendo-se solugcbes com
concentracdes finais de 10, 20 e 30 pg.mL?, equivalentes aos niveis baixo (75%),
meédio (100%) e alto (125%), da curva de calibragdo As amostras foram filtradas,
transferidas para vials e analisadas em triplicata.

Para determinacao da precisao intercorrida, as analises descritas acima foram

repetidas em dias diferentes e com analistas diferentes.
4.2.5.5 Exatidao

As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg do BACMET, transferidos para
baldo de 50 mL, solubilizadas com o diluente, seguido de sonicacdo até completa
solubilizacédo; obtendo-se solucdo na concentragdo de 500 pg.mL?, da qual foi
coletada aliquotas, transferida para baldo de 10 mL, obtendo-se solucbes com
concentracdes finais de 10, 20 e 30 pg.mL?, equivalentes aos niveis baixo (75%),
meédio (100%) e alto (125%), da curva de calibracdo. As amostras foram filtradas,

transferidas para vials e analisadas em triplicada.
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4.2.5.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio de discretas modificagfes na
proporcdo da fase mével (68,6:31,4 e 71,4:28,6 — metanol:agua), fluxo (0,9 e 1,1
mL.mint) e temperatura do forno (38 e 42°C).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagéo da atividade antifungica

No screening microbiolégico foi verificada a atividade contra cepas padrdes
de Candida, sendo possivel observar que o BACMET isolado apresentou valores de
CIM na ordem de 125 a 250 ug mL* e quando complexado teve sua acdo com CIM
entre 31.25 ug mLte 62.50 ug mL* (Tabelall).

Tabela 11. Concentragcdo inibitéria minima do B4CMET e CI testados contra
Candida spp**

Microrganismos testados

Candida albicans Candida tropicalis Candida parapsilosis

Lote 1 250.00 pg mL? 125.00 pg mL?t 125.00 pg mL?
BACMET Lote2  250.00 ug mL? 125.00 pg mL2 125.00 pg mL+*
Lote3  250.00 ug mL? 125.00 pug mL? 125.00 pg mL+*
Lote 1* 62.50 ug mL™? 31.25 ug mL? 31.25 ug mL*?
Cl Lote 2* 62.50 pg mL? 31.25 pg mL? 31.25 pg mL*?
Lote 3* 62.50 ug mL™? 31.25 ug mL? 31.25 ug mL*t
Lote 1 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Valor-p  Lote 2 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Lote 3 < 0,0001 <0,0001 <0,0001

* A CIM dos CI foram obtidas a partir da concentracdo tedrica do BACMET nesses complexos.
** Também foram testados o etanol a 50% e a BCD, ambos n&o apresentaram atividade antifungica.
A andlise comparativa dos dados da tabela 11 permitiu observar uma
atividade antifangica aumentada com os complexos de inclusdo do BACMET para as
diferentes cepas testadas. Isto pode ser explicado pelo incremento da sua
solubilidade no meio de cultura (Agar), pois uma maior solubilidade do composto
contribui para elevar a area de contato da substancia com o microrganismo,
favorecendo sua acdo (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007).
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A acédo observada com os complexos de inclusdo do B4ACMET corrobora os
resultados de Kfoury et al. (2016), que, ao avaliarem a atividade antifingica de
véarias substancias isoladas e encapsuladas com ciclodextrina, observaram melhora
na inibicdo quando os complexos de inclusédo foram testados.

Percebeu-se, ainda, que houve aumento da concentragdo inibitoria minima
de todos os lotes do BACMET e do ClI frente as cepas de Candida albicans. Essa
reducdo na atividade biolégica pode estar associada a modificacdes morfolégicas
apresentadas pela Candida albicans, pois segundo Barbedo, Sgarbi (2010),
diferentemente de outros fungos, esse patdgeno tem a capacidade de apresentar
diversas morfologias, as quais contribuem para sua patogenicidade.

Deve-se ressaltar, todavia, que mesmo com a presenca de diferentes
respostas antifungicas, os lotes 1, 2 e 3 do BACMET e CI podem ser classificados
como detentores de 6Otima atividade farmacolégica; pois de acordo com Sartoratto et
al. (2004), séo considerados como de elevada atividade, valores de CIM entre 50-
500 pg.mL™,

Madhukar et al. (2009), ao avaliarem o potencial antimicrobiano de derivados
do Bifenil também obtiveram atividade expressiva contra cepas de Candida albicans,
0 que sugere que essas moléculas podem ser agentes terapéuticos promissores
contra o género Candida; levando-se em consideracdo que esse microrganismo tem
elevado indice de resisténcia aos antifungicos atualmente utilizados (PFALLER et
al., 2015).

5.2 Determinacdo da citotoxidade por hemoélise

O resultado do teste de atividade hemolitica permitiu visualizar que nenhum
dos trés lotes do BACMET e do CI foi citotoxico, pois em todas as concentracoes
testadas o grau de hemolise ndo ultrapassou 25% em relacdo ao controle positivo
(Tabela 12).

Identificou-se, igualmente, que o BACMET complexado apresentou reducao
do poder hemolitico quando testado nas mesmas concentracbes do B4CMET
isolado; confirmando estudos de Tang et al. (2015), que ao analisarem a
citotoxicidade da Clorzoxazona isolada e complexada com ciclodextrina, perceberam

diminuicdo da toxicidade nos complexos de incluséo.
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Tabela 12. Resultado do ensaio de citotoxicidade

Amostra  Concentrac&o (ug.mL™?)

Absorbancia

Intensidade da hemboélise

B4CMET

Lote 1l

Lote 2

Lote 3

Cl

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Controle Positivo

1000

500
250
125
62,5

1000
500
250
125
62,5

1000
500
250
125
62,5

250

125

62,5
31,25
15,62

250

125

62,5
31,25
15,62

250

125

62,5
31,25
15,62

0,2950

0,0458
0,0435
0,0239
0,0190

0,2042
0,0452
0,0403
0,0215
0,0184

0,2050
0,0499
0,0410
0,0236
0,0187

0,0166
0,0124
0,0071
0,0056
0,0008

0,0158
0,0145
0,0130
0,0094
0,0047

0,0150
0,0148
0,0125
0,0028
0,0016

1,2170

++++

— (<25% de hemdlise), + (25% de hemolise), ++ (50% de hemdlise), +++ (75% de

hemolise) e ++++ (100% de hemolise).
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5.3 Caracterizagéo

5.3.1 Estudo de solubilidade de fases do BACMET- CD

Com os resultados do ensaio de solubilidade de fases, representados na
Figura 9, foi possivel verificar que houve um incremento linear na solubilidade do
B4ACMET completamente dependente da concentragéo de BCD; correspondendo, de
acordo com Higuchi e Connors (1965), a formacdo de um complexo de incluséo
soluvel do tipo A.

Higuchi e Connors (1965) também afirmam que perfis com coeficiente linear
superior a 0,99 e coeficiente angular menor que um, indicam estequiometria molar
1:1 (famaco:ciclodextrina) para formagédo dos complexos. Assim, considerando 0s
coeficientes de correlacao linear e os coeficientes angulares obtidos com o diagrama
de solubilidade de fases (Figura 9), identificou-se que os complexos de incluséo
B4ACMET:BCD podem ser formados a partir dessa estequiometria.

Figura 9. Diagrama de solubilidade de fases dos CI
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Para avaliar com mais detalhes a interagdo molecular entre BACMET/BCD
foram calculadas a constante de associagédo (Ki:1) e a energia livre de Gibbs (AG),
cujos resultados séo apresentados na tabela 13.

Tabela 13. Valores da eficiéncia de complexacao e espontaneidade da reacdo de
formacédo dos complexos de incluséo

Complexo de incluséo Ky.1(M71) AG (KJ mol?)
Lote 1 590,92 - 15,82
Lote 2 588,58 - 15,80
Lote 3 589,58 -15,81

Os valores de K11, na Tabela 13, sugerem a formacdo de complexos de
inclusdo com estabilidade adequada e viabilidade para incremento da solubilidade
do B4ACMET, permitindo sua utilizagdo no desenvolvimento de formas farmacéuticas.
Esses resultados sédo apoiados por pesquisa de Rama et al. (2005), que considera
como Uteis para uso farmacéutico os complexos cujas constantes de estabilidade
situam-se entre 100 e 1000 M, uma vez que constantes inferiores a 100 M
indicam a formacdo de sistemas instaveis e superiores a 1000 M dificultam a
liberacdo do farmaco.

Lyra et. al, (2010) afirmam que comumente a formacdo de complexos esta
relacionada a valores negativos de energia livre de Gibbs. Sendo assim, quanto
mais negativo for a variacdo de energia de Gibbs, melhor o efeito solubilizante.
Logo, com a avaliacdo da energia livre de Gibbs (Tabela 13), foi possivel identificar a
espontaneidade do processo de complexacdo (AG < 0), que favorece a solubilizac&o
aquosa do BACMET.

5.3.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

5.3.2.1 Bifenil-4-Carboxilato de Metila

Em todas as curvas DSC do B4CMET (Figura 10), visualizou-se um pico

endotérmico em cuja temperatura ndo foi observada perda de massa na analise
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Termogravimétrica. Assim, segundo Alves et al. (2010), eventos dessa natureza

podem ser considerados como processo de fuséo.

Figura 10. Curvas DSC do BACMET em diferentes razdes de aquecimento
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Na tabela 14 é possivel observar os resultados DSC do B4A4CMET em

diferentes razdes de aquecimento, percebendo-se pequenas variacdes intra e

interlote.

De forma anéloga, Bernal et al. (2002), ao avaliarem a influéncia de alguns

fatores sobre resultados DSC da Sacarina, observaram que variacdes na razdo de

aguecimento sédo responsaveis pelo alargamento do pico de fusdo, pois como a

temperatura observada neste evento corresponde ao equilibrio entre a quantidade

de calor fornecida e absorvida; raz6es de aquecimento mais altas contribuem para

ocorréncia de maior numero de processos na mesma faixa de tempo, com

consequente aumento na temperatura do pico. Por outro lado, a volta para linha de

base depende do tempo e da variacdo de temperatura, por isso, acontecera em

temperaturas maiores.
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Tabela 14. Resultados da Fusao do Bifenil-4-Carboxilato de Metila

B4CMET Razbes (°C.min')  Tpico (°C) Tonset (°C)  Tenaset (°C)  Entalpia (J.g?)

2,00 118,61 117,28 119,64 82,68
Lote 1 5,00 119,74 117,72 121,99 93,82
10,00 120,30 117,65 123,91 83,92
15,00 120,78 117,93 127,54 88,58
2,00 119,64 118,67 120,83 88,38
Lote 2 5,00 120,74 118,38 123,13 107,21
10,00 121,78 118,88 125,66 97,22
15,00 121,78 118,91 126,93 91,44
2,00 119,85 118,65 120,97 95,67
Lote 3 5,00 120,96 118,91 123,39 103,99
10,00 121,67 119,33 125,82 89,96
15,00 122,12 119,62 128,51 95,96

A pureza dos diferentes lotes do BACMET foi obtida com os dados DSC,
considerando que Oliveira et al. (2011) entendem que a determinacdo da pureza de
um IFA néo farmacopeico pode ser realizada por DSC com a utilizacdo da Equacéao
de van’t Hoff e Macédo et al. (2000), ao compararem as técnicas oficiais com a DSC
para determinacéo da pureza do captopril, propranolol e nifedipina, perceberam que
nao havia diferenca entre os resultados obtidos.

Identificou-se, nas razbes de aquecimento mais baixas (2 e 5 °C.mint), um
grau de pureza mais elevedo, quando comprarado aos obtidos nas razdes mais altas
(10 e 15 °C.min!) (Tabela 15).

Aravjo et al. (2010), ao estudarem a Zidovudina também observaram
diminuicdo na pureza com 0 aumento da razdo de aquecimento; porque, segundo
esses autores, a equacao de van't Hoff é apropriada para condicdes de equilibrio,

gue sao obtidas nas razdes mais baixas.
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Tabela 15. Pureza do Bifenil-4-Carboxilato de Metila baseado na equagéao de van’t
Hoff

Bifenil-4-Carboxilato de Metila

Razdes Lote 1 Lote 2 Lote 3
(°C.min) (%) (%) (%)
2,00 99,04 99,09 99,19
5,00 99,00 99,01 99,08
10,00 98,37 98,44 98,78
15,00 98,03 98,37 98,50

5.3.2.2 Complexos de inclusao

A analise das curvas DSC dos complexos de inclusdo e dos componentes
isolados (Figura 11), permitiu verificar para BCD um evento endotérmico na faixa de
temperatura de 99,11-127,25 °C (Tpico = 115,03 °C) que pode estar relacionado a
desidratacdo da molécula; de 218,69-224,21 °C (Tpico = 221,08 °C) uma transicao de
fase cristalina, ja relatado por Serafini et al. (2012) e Menezes et al. (2014); e de
311,16-336,78 °C (Tpico = 323,09 °C) ocorreu um evento endotérmico caracteristico
da fusdo da molécula, seguido de sua termodecomposicao e eliminacdo do material
carbonaceo.

Com o B4ACMET, como ndo ocorreram modificacGes significativas no seu
ponto de fusdo com a variacdo das razfes de aquecimento (Tabela 14), realizou-se
uma andlise na razdo de 10 °C min' até 450 °C, observando-se um evento
endotérmico associado a fusdo (Figura 11), na faixa de 117,65-123,91 °C (Tpico =
120,30 °C) para o lote 1, de 118,88-125,66 °C (Tpico = 121,78 °C) para o lote 2 e de
119.33-125.82 °C (Tpico = 121,67 °C) para o lote 3.

Por fim, verificou-se em todos os complexos de inclusdo o desaparecimento
do pico de fusdo do B4ACMET (Figura 11), o que evidencia o encapsulamento dessa
molécula na cavidade da BCD, comprovando a formacdo de complexos e ndo de
mistura fisica. Segundo Abarca et al. (2016); Jadhav; Pore (2017); Xua et al. (2017),
esse processo ocorre porque as moléculas hospedeiras ao serem incorporadas na
cavidade da BCD deixam de interagir umas com as outras no estado sélido e
eventos como ponto de fusdo, ebulicio e sublimacdo sdo modificados ou

simplesmente desaparecem.
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Figura 11. Curvas DSC do BACMET (Rz 10 °C min-1), BCD (Rz 10 °C min-1) e dos
Cl em diferentes razdes de aguecimento
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5.3.3 Termogravimetria

5.3.3.1 Bifenil-4-Carboxilato de Metila

Nas curvas TG (Figura 12), visualizou-se uma Unica etapa de perda de
massa nos trés lotes do B4CMET, cujos resultados em diferentes razdes de
aguecimento encontram-se na Tabela 16.

A analise comparativa dos resultados permitiu identificar comportamentos
distintos para cada lote do BACMET. Nas razdes de 20 e 40 °C.min™* foi possivel
observar um deslocamento nas temperaturas de decomposicéo térmica para valores
superiores as visualizadas a 10 °C.min?t, com perfis de perda de massa
semelhantes.

lonashiro (2004) considera que esse fendmeno geralmente ocorre porque a
diminuicdo nas razGes de aquecimento provocam reducdes nas temperaturas das
reacOes de decomposicdo das amostras, causando alteracbes nas curvas

termogravimétricas.
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Figura 12. Curvas TG do BACMET em diferentes razdes de aguecimento
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decomposicdo do BACMET em diferentes razbes de

B4CMET Razdes (°C.mint) Onset (°C) Endset (°C) Perda de massa (%)
10,00 213,27 241,21 94,15
Lote 1 20,00 220,78 260,61 94,20
40,00 233,59 280,86 94,68
10,00 220,79 254,13 94,11
Lote 2 20,00 237,87 273,72 94,18
40,00 256,98 299,26 94,24
10,00 220,20 254,00 94,10
Lote 3 20,00 241,61 277,48 94,25
40,00 256,08 299,29 94,76

5.3.3.2 Complexos de Incluséo

Nas curvas TG, representadas na Figura 13, foi possivel identificar para BCD
na faixa de temperatura de 99,11-127,25 °C um evento de perda de massa de

12,34% referente a liberagdo de moléculas de agua da cavidade da [BCD,
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confirmando os resultados obtidos na curva DSC (Figura 11). Em seguida, foi
verificado um patamar de estabilidade térmica entre 128-311,16 °C, uma perda de
massa de 69,03 % na faixa de temperatura de 311,16-361,85 °C, relacionada a
rapida fusdo/decomposicéo da BCD e outro evento de perda de massa de 5,70 %,
referente ao final de sua decomposicao entre 518-900 °C.

Para o B4CMET foi utilizada a curva TG na razdo de 10 °C min'' e observou-
se um unico evento de perda de massa associado a volatilizacdo da molécula
(Figura 13).

Em todos os complexos de inclusdo (Figura 13), verificaram-se dois eventos
de perda de massa na faixa de temperatura de 44,11-178,41 °C, indicando a perda
de &gua de solvatacdo da cavidade do complexo e a liberacdo de uma pequena
guantidade do B4ACMET, respectivamente. Na faixa de 259,64-367,30 °C ocorreu um
evento de perda de massa mais acentuado com a liberacdo do B4ACMET incluso. Por
fim, na faixa de 486,06-900 °C uma perda de massa adicional foi detectada, sendo
11,17% para o lote 1, 4,4% para o lote 2 e 6,75% para o lote 3. Isto evidencia um
aumento da estabilidade térmica para o BACMET encapsulado, como resultado de

interacdes intermoleculares com a cavidade da BCD.

Figura 13. Curvas TG do B4CMET (Rz 10 °C min-1), BCD (Rz 10 °C min-1) e dos CI
em diferentes razfes de aquecimento
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5.3.4 Estudo cinético da degradacéo térmica

A determinacdo de parametros cinéticos é de fundamental importancia para
aplicacdo nos processos tecnoldgicos, pois a cinética de decomposicdo térmica €
utilizada para avaliagédo da estabilidade de farmacos e de formulag6es farmacéuticas
(VYAZOVKIN, WIGHT, 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

Na tabela 17 € possivel visualizar os parametros cinéticos para o BACMET e
os Cl. No estudo da cinética de decomposi¢cdo ndo isotérmica do B4CMET,
percebeu-se que os diferentes lotes da molécula analisada apresentaram cinética de
degradacdo semelhante, com destaque para o modelo cinético de ordem zero que
corrobora os resultados da perda de massa identificada nas curvas TG (Figura 12),
confirmando o evento de volatilizacdo da molécula.

Analisando-se de modo comparativo os dados (tabela 16), percebeu-se que
os valores da energia de ativacdo encontrados para os trés lotes do BACMET
isoladado foram inferiores aos valores obtidos para essa substancia quando
associada a BCD (complexos de inclusdo). Deste modo, a entalpia do BACMET
associado a BCD apresentou uma maior energia em relacdo a B4CMET isolado, o
gue confirma o aumento na estabilidade térmica do BACMET nos complexos de

incluséo, que foi observado nas curvas TG.

Tabela 17. Parametros Cinéticos do BACMET e CI pelo método Ozawa com fracbes
de decomposicao Ao1 € dog

Parametros cinéticos

Energia de ativacao Ordem de Fator de frequéncia
(kJ.mol?) reacao (mint)
Lote 1 78,64 0 4,50x107
B4CMET Lote?2 72,29 0 5,22x108
Lote 3 75,21 0 1,07x10’
Lote 1 126,98 0 2,394x10’
Cl Lote 2 121,82 0 1,030x10%°

Lote 3 120,73 0 8,765x108
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5.3.5 Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa

Para reforcar os resultados obtidos na termogravimetria, o0 BACMET e os
complexos de inclusdo foram submetidos a processos piroliticos, sendo possivel
vizualizar na Figura 14 os pirogramas nas temperaturas de 250, 350 e 600 °C.

Figura 14. Pirogramas do BACMET e Cl em diferentes temperaturas
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Percebeu-se para os trés lotes do B4ACMET a presenca de um Unico pico na
temperatura de 250°C (Figura 14), confirmando que a Unica etapa de perda de
massa ha curva termogravimétrica (Figura 12), caracteriza-se como processo de
volatilizacdo da molécula.

Semelhantemente, nas temperaturas de 350 e 600 °C, para os trés lotes dos
complexos de inclusao foi visualizado um unico pico (Figura 14), indicando que as
perdas de massas entre 259,64-367,30 °C e 486,06-900 °C (Figura 13),
evidenciando uma reducdo da velocidade de volatizacdo demonstrada pela ampla

faixa de temperatura do B4ACMET incluso na curva termogravimétrica.
5.3.6 Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier

Nos espectros FTIR (Figura 15), foi possivel visualizar para a BCD uma
banda em 3346 cm™ (estiramento simétrico e assimétrico do grupo OH), em 2928

cm? (estiramento da ligacdo C-H), em aproximadamente 1640 cm™ (deformacéo do
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grupo —OH de moléculas de agua complexadas com [-ciclodextrina), em 1200 a
1500 cm™ (absorcdo C- OH que correspondem aos modos de deformacédo O-H no
plano da BCD), em 800 a 1200 cm™! (estiramento assimétrico de C-O-C) e em 400 a
800 cm* (vibragdes do anel da BCD).

Para o BACMET (Figura 15), nos trés lotes, foram observadas bandas de
absorcdo em aproximadamente 3000 cm™ (vibracGes de deformacdo axial de C-H
aromatico), em 1740 a 1750 cm™ (vibracdes de deformacdo axial da dupla ligacdo
de C=0), em 1450 a 1600 cm™ (vibracdes de C=C dos nlcleos aromaticos), em
1250 a 1300 cm™ e 1200 a 1050 cm™ (deformacdo da ligagdo C-O do éster), em
710, 750 e 810 cm (deformacgdo angular de 3H adjacentes dos anéis aromatico
meta-substituido). Ademais, houve auséncia de alargamento e deslocamento de
bandas, indicando reprodutibilidade entre os trés lotes.

Todos os espectros dos complexos de inclusdo (Figura 15) assemelharam-
se com o espectro da BCD, sendo possivel observar bandas caracteristicas do
B4CMET em aproximadamente 3000, 1745, 1460, 1292, 1273, 750 cm, com menor
intensidade quando comparadas aos espectros da molécula isolada, podendo ser
atribuido a insercdo do BACMET na cavidade da BCD, o que causa uma restricdo
conformacional que reduz o movimento livre do BACMET e, por sua vez, diminui a
intensidade do sinal. Juntamente com esse efeito, as bandas de estiramento de OH
e C-H de BCD foram deslocadas de 3346 cm™ para 3340 cm™ e 2928 cm™ para
2920 cm?, respectivamente.

Figura 15. Espectros FTIR do B4CMET, BCD e ClI
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Os resultados alcangados reforcam os dados obtidos nas anélises DSC e
TG quanto a formag¢do dos complexos de incluséo, pois segundo Barbetta; Magini
(2006) e Abarca (2016), a técnica de espectroscopia no infravermelho fornece
informacdes sobre as estruturas das moléculas analisadas, permitindo a constatacao
da complexacao através da observacao de mudancas na posicao e intensidade dos

picos.

5.3.7 Difracdo de Raios-X

Informacgdes complementares sobre a estrutura do BACMET e CI foram
obtidas com a utilizacdo de DRX (Figura 16 e Tabela 18), sendo observado para o
B4ACMET isolado e a BCD picos de difracao intensos e bem definidos, revelando a
caracteristica cristalina das moléculas.

Através da analise dos difratogramas dos complexos de incluséo (Figura 16),
foi possivel perceber que houve o desaparecimento dos picos caracteristicos de
difracdo do B4CMET e da BCD (Tabela 18), evidenciando modificacdo da
cristalinidade. Essa diferenca representa mudancas na estrutura do BACMET com o
desenvolvimento de um novo sistema, indicando que ocorreu formacdo de

complexos de inclusdo com a interacéo entre o B4ACMET e a BCD.

Figura 16. Difratogramas do B4CMET, BCD e ClI
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Tabela 18. Angulos de difragdo em 26 para os picos do B4CMET e BCD

Valores 20 (graus)

BACMET Cl
BCD Lotel Lote2 Lote3 Lote 1 Lote2 Lote3
8,96 7,17 7,30 7,24 11,24 11,32 11,28
9,68 14,37 14,44 14,44 12,72 12.82 12,75
10,64 19,20 19,20 19,20 14.24 14,30 14,30
12,44 20,15 20,28 20,22 15.26 15,30 15,25
15,34 21,64 21,78 21,64 17,42 17,52 17,49
22,62 23,82 23,95 23,88 19.08 19,15 19,10
26,96 28,23 28,30 28,17 23,82 23,90 23,79

5.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura

As analises por MEV foram realizadas para visualizacdo da morfologia das
substancias isoladas e dos complexos de inclusdo, sendo possivel observar que o
B4ACMET era constituido por cristais de formato lamelar assemelhando-se a cubos, a
BCD era composta de cristais retangulares de diferentes tamanhos e o Cl era
formado por grandes aglomeracbes de pequenas particulas em formato de
retangulos.

As alteracOes na cristalinidade do CI, quando comparada a das substancias
isoladas, indicam que a interacdo entre o BACMET e a BCD pormove mudanca na
estrutura cristalina devido a formacéo de complexo de inclusédo. Evento corroborado
por Lyra et. al. (2010); Jadhav; Pore (2017), ao afirmarem que a formacdo de
complexos promove a formacdo de um novo estado cristalino, com mudancas
radicais das formas e aspectos das particulas nas substancias isoladas.

Os resultados do MEV séo apoiados pelas analises do DRX, que permitiram
identificar nova estrutura cristalina para os complexos de inclusdo. Convém
destacar, também, que o novo estado cristalino obtido no CI apresenta melhores
propriedades para desenvolvimento de formulacdes soélidas, pois de acordo com
Saifee et al. (2009); Vieira et al. (2014), estruturas cristalinas na forma de cubos,
retangulo ou esferas, quando comparadas aquelas com morfologia de agulhas,
apresentam melhores propriedades de fluxo, o que facilita sua utilizacdo para o

desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas.
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5.4 Validacdo de método cromatografico para doseamento do BACMET
5.4.1 Selecdo e otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas

Primeiramente foi realizada uma varredura da solugdo do BACMET na
concentracédo de 20 ug mL*?, obtendo-se como comprimento de onda ideal 273 nm,
que foi utilizado para o desenvolvimento do método.

Por ser pratica comum a utilizacdo da vazdo de 1 mL min? e o volume de
20uL (SILVA et al., 2007), o fluxo e o volume de injecdo foram mantidos nesses
valores durante os testes preliminares e a validagéo.

Como o BACMET apresentava carater hidrofébico, a coluna escolhida foi a
Phenomenex C18 (250 x 3,0mm 3um), pois alteracdes na silica com o grupamento
octadecil proporcionam uma melhor resolugcéo dos picos com a utilizacéo de colunas
C18, uma vez que composto hidrofébico ficam mais tempo retidos (SILVA et al.,
2007).

Parametros como temperatura do forno e composicédo da fase mével foram
analisados atraves de testes com diversas condi¢cdes de analise (Tabela 19), com o
objetivo de proporcionar um melhor tempo de retencao, fator de cauda e assimetria
de pico do BACMET.

A concentracdo de cada componente do eluente foi a primeira modificacao
realizada, sendo testadas varias combina¢cdes desde 50 até 90% da proporcao de
metanol, com posteriores mudancas na temperatura do forno.

Como nao ocorreu melhora na resolucéo do pico, foi adicionado Trietilamina
a fase mével para obtencéo de picos simétricos com maior resolu¢cao cromatografica
(Figura 18). Todavia, 0 acréscimo desse pareador idnico elevou significativamente o
pH, o que resultaria em maior retencdo do B4CMET na coluna cromatografica
prolongando o tempo da analise. Assim, tornou-se necesséria a correcao do pH até
3,5 com o acido ortofosforico concentrado para diminuir o tempo de retencdo do
composto.

A temperatura do forno, para este método, ndo influenciou na resolucdo do
pico.

Determinou-se, finalmente, que o método era mais eficiente para analise
com a fase movel Metanol:agua (70:30) mais 0,1% de Trietilamina e pH ajustado
para 3,5 com acido ortofosférico concentrado; temperatura do forno de 40 °C, fluxo

de 1,0 mL min e volume de injecdo de 20 pL.



Tabela 19.

Condicdes cromatogréficas testadas no desenvolvimento
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CondicGes Cromatograficas

Temperatura Volume Comprimento
Composicéo da fase movel Ph do forno Fluxo de injecao Coluna de onda

(%/%) (°C) (mL min) (uL) (250x3,0mm 3pum) (nm)
Metanol:agua (50:50) - 30/40 1,0 20 Phenomenex C18 273
Metanol:agua (60:40) - 30/40 1,0 20 Phenomenex C18 273
Metanol:agua (70:30) - 30/40 1,0 20 Phenomenex C18 273
Metanol:agua (80:20) - 30/40 1,0 20 Phenomenex C18 273
Metanol:agua (90:10) - 30/40 1,0 20 Phenomenex C18 273
Metanol:Tampéo Fosfato (70:30) 3,5/6,8 30/40 1,0 20 Phenomenex C18 273
Metanol:agua (70:30) - Trietilamina 0,1% 3,5 40 1,0 20 Phenomenex C18 273




69

Figura 18. Picos obtidos com as condi¢gBes cromatogréficas testadas

—— Metanol.agua (90:10)
- Metanol:agua (80:20)
Metanol:agua (50:50)
- Metanol:agua (70:30)
~— Metanol: Tampao fosfato (70:30)
— Metanol:agua (70:30) - Trietilamina 0,1%

Area (Counts)

5.4.2 Validacéo do Método

5.4.2.1 Seletividade

A partir da determinacdo das condicbes cromatograficas foi iniciada a
validacdo do método com a analise da seletividade, que buscou estudar o nivel de
interferéncia de possiveis compostos; como, por exemplo, impurezas e produtos de
degradacdo, presentes na solucdo amostra (neutra) e nas solucdes acidas e
oxidativa, para assegurar que os resultados obtidos eram unicamente do BACMET.

Através da injecdo, no sistema cromatografico, das solucbes na
concentracdo de 20 ug mL* foi observado que a técnica desenvolvida demonstrava
seletividade, uma vez que no tempo de retencdo encontrado para o BACMET (10,17
minutos), ndo foram evidenciados picos interferentes (Figura 19). Além disso, a
analise de pureza do pico realizada em detector com arranjo de diodo (DAD)

comprovou que a resposta era da substancia em analise.
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Figura 19. Picos obtidos no teste da seletividade
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5.4.2.2 Linearidade

Segundo a RDC 899/2003 (BRASIL, 2003), a linearidade deve ser capaz de
estabelecer uma relacdo diretamente proporcional entre sinal analitico e
concentragcdo. Assim, este parametro foi estudado com a injecdo do BACMET nas
concentracdes de 10, 16, 20, 24 e 30 ug mL?, posterior construcdo da curva de
calibracédo e comprovagcéo pelo coeficiente de correlacéo linear (R?).

A linearidade do método foi comprovada pelo coeficiente de correlacao linear
(R?), que foi igual a 0,9999 (Figura 20); estando, portanto, de acordo com a RDC
899/2003 (BRASIL, 2003), para a qual o valor minimo de R? deve ser 0,99. Essa
variacdo linear também foi explicada pelo teste da falta de ajuste, apresentando um

valor igual a 0,275 abaixo do valor tabelado (3,708).
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Figura 20. Curva de Calibragédo do BACMET
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No grafico do residuo (Figura 21), foi visualizada uma distribuicdo normal
(homocedastica), onde 99,99% da variacdo de area pode ser explicada pelo modelo
de regressao, com correlacdo positiva significativa, pois o valor de F critico (4,667)
foi menor que o F calculado (184229,797), significando que quando a concentracao

aumenta a area tende a aumentar.

Figura 21. Grafico do Residuo para o BACMET
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5.4.2.3 Limite de Quantificacdo e Limite de Detecc¢ao

Os valores calculados para o limite de deteccdo e de quantificacao
demonstram a alta sensibilidade e especificidade do método para a determinacao do
B4ACMET. Desse modo, pela analise da curva de calibracédo foi possivel determinar
com 95% de confianca, o limite de deteccdo (LD = 0,01936 yg mL™?) e o limite de
quantificacédo (LQ = 0,01936 ug mL™1).

5.4.2.4 Precisao

Foram avaliadas a precisdo intracorrida (repetitividade) e intercorridas
(precisao intermediaria), com os valores de desvio padréo e coeficiente de variacao
sendo considerados para determinacdo desses parametros (Tabela 20), né&o

admitindo valores superiores a 5% de acordo com a RE 899/2003 (BRASIL, 2003).

Tabela 20. Resultados da precisao intra e intercorridas

Preciséo
10 pg mL? 20 ug mL*t 30 ug mL*
1°dia (intracorrida)
Média da &rea (counts)  1203992,333 2409136,667 3612623,667
DP 4343,713 5982,359 12724,961
CV (%) 0,361 0,248 0,352
2° dia (intercorridas)
Média da area (counts)  1233406,000 2470740,000 3704643,167
DP 32595,931 68115,758 101709,760
CV (%) 2,643 2,757 2,745

DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variacdo

Os resultados apresentados revelaram valores do coeficiente de variacéo
abaixo de 5%; indicando, portanto, que o método desenvolvido é preciso e

apresenta baixa variabilidade.
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5.4.2.5 Exatidao

Para avaliar a exatidao trés niveis de concentracao foram verificados, sendo
nove determinacdes, trés réplicas da concentragdo baixa (10 ug mL?), trés da
concentragdo média (20 yg mL?) e trés da concentragéo alta (30 ug mL'), descrito
na Tabela 21.

Tabela 21. Dados obtidos no teste de recuperacao para o método desenvolvido

Niveis Concentracédo tedrica Concentracdo encontrada Exatiddo CV

(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)
Baixo 10,00 10,01 100,10 0,071
Médio 20,00 20,00 100,00 0,000
Alto 30,00 29,99 99,97 0,024

CV: coeficiente de variacao

O método foi considerado exato, uma vez que os resultados estdo de acordo
com as especificacfes exigidas na RE 899/2003 (BRASIL, 2003).

5.4.2.6 Robustez

Para avaliar a robustez do método foram testadas alteracdes na temperatura
do forno, fluxo e proporcdo da fase movel; sendo verificado que a técnica
permaneceu inalterada em relacdo a valores da area e tempo de retencdo do

B4CMET, com CV abaixo de 5%, apenas no parametro temperatura (Tabela 22).

Tabela 22. Robustez do método cromatografico
Parametros Area CV (%) TR (min) CV (%)

Fluxo (mL.min%)

0,9 2547861,333 5994 10,399 2,416
1,1 2314961,500 4,519 9,458 8,327
Temperatura do forno (°C)
38 2433306,500 1,784 9,988 2,227
42 2396553,500 0,757 9,964 2,500
Proporcéo FM (metanol:agua)
68,60: 31,40 2438781,000 1,419 9,368 14,932
71,40: 28,60 2437318,833 1,362 9,371 9,893

CV: coeficiente de variacéo; TR: tempo de retengdo, FM: fase movel.
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O fluxo e proporcao da fase movel podem ter influenciado na pressao interna
da coluna cromatografica, o que por sua vez influenciou no tempo de retencéo e na
area do pico (MARQUES et al., 2013).

5.5 Analise Quantitativa do BACMET nos complexos de incluséo

O teor do BACMET incorporado aos complexos de incluséo foi determinado
através da metodologia de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
desenvolvida e validada neste estudo.

Na tabela 23 sdo visualizados os dados relacionados ao doseamento dos
complexos de inclusdo, sendo possivel perceber que o BACMET foi incorporado de

forma eficiente.

Tabela 23. Dados obtidos no doseamento do BACMET complexado

Concentracao tedrica Concentracdo encontrada Teor Ccv

Cl (Hg mL™) (vg mL™) (%) (%)
10,00 9,98 + 0,015 99,79 0,146
Lote 1l 20,00 20,01+ 0,005 100,04 0,025
30,00 29,95 + 0,036 99,83 0,119
10,00 10,04 £ 0,030 100,42 0,300
Lote 2 20,00 20,02 £ 0,015 100,11 0,077
30,00 30,02 + 0,014 100,06 0,045
10,00 10,01 £ 0,007 100,10 0,068
Lote 3 20,00 19,95 + 0,036 99,75 0,179
30,00 29,87 +£ 0,091 99,57 0,303

Cl: Complexo de Incluséo, CV: coeficiente de variagao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitiram identificar a formacdo de complexos de
inclusdo do BACMET com a BCD e conhecer as caracteristicas fisico-quimicas do
estado sélido do IFA complexado, evidenciando sua maior estabilidade, baixa
citotoxicidade e potencial uso como agente antimicético contra Candida spp.

O método analitico desenvolvido para quantificacdo do B4CMET foi
eficiente, cumprindo satisfatoriamente os parametros de seletividade, linearidade,
precisdo e exatiddo exigidos pela legislacdo brasileira; por isso, torna-se uma
importante ferramenta para o controle de qualidade dos produtos tecnoldgicos
intermediarios, que podem ser obtidos a partir do Bifenil-4-Carboxilato de Metila
durante o processo de desenvolvimento de um novo medicamento.

Os lotes obtidos através do processo de complexacdo apresentaram
caracteristicas semelhantes em relacdo as propriedades avaliadas, comprovando
gue é possivel a reprodutibilidade na sua preparacdo, o0 que possibilita uma
utilizacdo em escala piloto com transposicéo para nivel industrial.

Neste sentido, os complexos de BACMET serdo promissores produtos
intermediarios no desenvolvimento de futuras formas farmacéuticas estaveis e

seguras, COmo uma nova perspectiva no tratamento de doencas fungicas.
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Abstract

The indiscrinunate use of antifungal agents has led W the advancement of microorganisms tolerant (o the vanous drugs
known in the market. Therefore, the search for new compounds and new technologies capable of giving more
stable formulations and better pharmacological activities is of paramount importance as an altemative for the development
of new therupeutics. However, its effectiveness 1s directly related to the knowledge of its characteristics in the solid state.
Thus, the objective of this work was evaluating the thermal behavior, physicochemical aspects and microbiological of the
complexes of inclusion of f-cyclodextrin (BCD) and hiphenyl-d-methyl carboxylate (B4CMET). Therefore, differential
scanning calorimetry, thermogravimetry, Fourier-trmnsformed infrured spectroscopy. X-ray diffraction and microbiological
assay were used to generate robust fingerprint of the inclusion complexes. The results showed the formanion of inclosion
complexes of B4CMET with CD, thereby stressing its greater stability and potential use as an antifungal agent against
Candida spp. Thus, with thermoanalytical techniques it was possible to observe the increased thermal stability, with FTIR
changes of characteristic bands were verified, with XRD the disappearance of diffraction peaks of the BACMET was
verified, and with the microbiological assay it was possible to visualize increased antifungal activity.
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Introduction

The increase in the incidence diseases caused by genus
Candida, the high toxicity of the commercial antifungals
and the high degree of fungal resistance have contributed to
the research of new drugs, in which it becomes alternatives
to recent therapeutics. However, its effectiveness is directly
related to the knowledge of its characteristics in the solid
state [1-3].

In this way, the control and the knowledge of the
charactenistics of active pharmaceutical ingredient (API) as
products formulated or pure substances is an important step
in the development of safe and effective new medicines;
thus, aspects as the bioavailability, expirution date of a
formulation and its industrial processing are muxdified by
the drug properties [3-8],

In the pharmaceutical sector, the use of cyclodextrin as a
good and promising tool in order to control the API char-
acteristics has been widely employed becuuse it shows
complexing properties that result in higher solubility, dis-
solution and bioavailability of poor soluble drugs and also
improves stability and organoleptic properties, reduces
adverse effects and prevents interactions between some
drugs and/or between drug and excipients [9].

On the other hand, for knowledge of characteristics of
solid pharmaceuticals, methods such as differential scan-
ning ealorimetry (DSC), thermogravimetry (TG), Fourier-
transformed  infrared  (FTIR) spectroscopy  and  X-ray
diffraction can be employed [3-8].

The differential scanning calorimetry (DSC) and ther-
mogravimetry (TG) contribute 1o obtaining  important
information that makes it possible to evaluate the thermal
stability, polymorphisms, incompatibility and degradation
kinetics of the pharmaceutical products, and the Fourier-
trunsformed infrared spectroscopy provides information
about the identification of compounds or the investigation
of a sample, since the chemical bonds of the substances
have specific vibrational frequencies [10-18],

Thus, the objective of this work was evaluating the
thermal behavior, physicochemical aspects and microbio-
logical of the complexes of inclusion of fi-cyclodextan and
biphenyl-4-methyl carboxylute.

Materials and methods

Materials

B-Cyclodextrin (BCD) was  purchased from SIGMA
ALDRICH®, and three batches of the biphenyl-4-methyl

carboxylate (B4CMET) were provided by the Medicinal
Chemical Laboratory/DCF/CCS/UFPB,

@ Springer

Preparation of the inclusion complexes (IC)

Equimolar amounts of the three batches of B4ACMET and
PCD were weighed and solubilized separstely under
mechanical stirmng. B4CMET was solubilized in ethyl
aleohal und BCD in purified water. After complete solu-
bilization of the compounds, the BACMET solution was
poured imo the PCD solution and kept under stirring for
24 h before being subjected to evaporation under reduced
pressure (— 800 = 20 mbar) at 45 £ 5 °C in a rotary
evaporator. After evaporation of the solvents, the products
were placed in a drying oven at 40 °C for 24 h.

Thermal behavior
Differential scanning calorimetry

The DSC curves were obtained in a calorimeier equipment
(Shimadzu, DSC-50), using a hermetically sealed alu-
minum crucible, with approximately 2.0 mg of the sample.
The analysis was performed in the temperature range of
25-450 °C, at heating rates of 10 °C min~" (B4CMET and
BCD) and 2, 5, 10 and 15 °C min~' (IC), under nitrogen
atmosphere (flow rate of 50 mL min™"), DSC data were
analyzed by the software Tasys”™ (Shimadzu).

Thermogravimetry

Dynamic thermogravimeiric curves were obtained using a
Shimadzu thermobalance. 50H TGA under an atmosphere
of synthetic air at a flow rate of 20 mL min~'. The samples
were placed in an alumina crucible, heated at a heating rate
of 10 °C min~" (B4CMET and BCD) and heating rate of
10, 20 and 40 °C min™" (IC) up to 900 °C. The mass was
5.0 mg (£ 0.003),

Physicochemical aspects
Fourier-transformed infrared spectroscopy

FTIR spectra were obtained by using a Shimadzu IR
Prestige-21. The samples were previously prepared with
potassium bromide in a ratio of about 2:100 (samples/KBr).
The KBr disks were prepared by powder compression in a
hydraulic press, at a pressure of 9 tons, and scanned against
the KBr white in wave numbers in the range of
400-4000 em ™,

X-ray diffraction

XRD spectra were recorded with 4 Shimadzu XRD 600
diffractometer, with Cu Ka radiation source., The
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meassurement conditions were as follows: geometry, 20,
voltage, 40 kV; current, 30 mA; 00, 5: 0f, 30; step size.
0.02: and speed, 20° min ™',

Microbiological aspects
Determination of the antifungal activity

In order to evaluate the antifungal activity. solutions of the
three butches of BACMET and of the three batches of the
inclusion complexes (IC) o the concentration of
2000 pg mL~" in 50% ethanol were obtained und standard
struins American Type Culture Collection (ATCC) Can-
dida albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC
13803) and Candida parapsilosis (ATCC 22009) were
used, which were made available by the Oswaldo Cruz
Foundation (Fiocruz, RJ).

The microorganisms were maintained n test tubes
contwning Saboursud agar, and then, they were cultured in
plates containing the same medium, at 25 °C for 48 h. The
determination of the minimum inhibitory concentration
(MIC) was performed by the broth microdilution method,
using 96-well microplates according 1o the procedures of
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
| 19]. The inoculum wis standardized into tubes containing
5 mL of sterile saline solution a1 0.9%. The suspension was
adjusted by spectrophotometer at 580 nm in a concentra-
tion equivalent to 10° UFC. Hundred microliters of each
solution to 2000 pg mL " was subjected to serial dilution
on Subouraud broth in the microplates, obtaining concen-
trations of 1000 to 7.81 pg mL™". Subsequently, 10 pL of
each microorganism culture was added to each well, Fifty
percent ethanol was used as a negative control, and Nys-
tatin oral suspension 100,000 U1 mL™" as positive control.
Fungal growth was indicated by the addition of 20 pl. of
aqueous resazurin (Sigma-Aldrich™) to 0.01%, with an
additional incubation at 25 °C & 1 °C for 2 h. The viable
microorganisms modify the dye color from blue to pink.
Thus, the MIC was defined as the lowest concentration in
which no change of the color was noted in the dye.

Results and discussion
Thermal behavior
Differential scanning calorimetry

It was observed in the DSC curyes of the inclusion com-
plexes and their isolated components (Fig. 1) three events;
one endothermic event to the PCD in the range of
99.11-127.25 °C (Tpeak = 115.03 °C),this finding can be
related to dehydration of the molecule; another in the mnge

of de 218.69-224.21 °C (Tpeak = 221.08 °C), related to
the glass transition, this fact is already reported by Serafini
[20] and Menezes [21), and another in the range of
31L16-336.78 °C (Tpeak = 323.09 °C) in which it was
related to the BCD melting followed by its thermodecom-
position. In the DSC curves of the B4CMET, only one
endothermic event was observed that was related to the
molecule melting. This event was found in the range of
117.65-123.91 °C (Tpeak = 120.30 °C) for the batch 1, in
the runge of 118.88-125.66 °C (Tpeak = 121.78 °C) for
the batch 2 and in the range of 119.33-125.82 °C
(Tpeak = 121.67 °C) for the batch 3. Additionally, in the
inclusion complexes, the drug melting was not viewed,
evidencing the encapsulation of this molecule in the cavity
of the BCD with the formation of the complexes and not of
a physical mixture.

The DSC technigue is employed as an important ana-
Iytical tool in the characterization of drug and fCD inter-
actions. Moreover, it is known that the molecules when are
incorporation into the PCD cavity cease to interact with
cach other in the solid state and events such as melting
point, boiling and sublimation are modified or simply
disappear [22-24].

Thermogravimetry

In the TG carves (Fig. 2), it was possibly viewed to the
PCD that in the range of 99.11-127.25 °C occurred a mass
loss event of 12,34%, this loss was related to the release of
water molecules from the CD cavity, confirming the
results obtained in the DSC curve (Fig. 1). Then, it was
checked a thermal swbility i the range of
128.00-311.16 °C. However, above 311.00 °C in the range
of 311.16-361.85 °C, it was found a mass loss of 69.03%,
in which it was related to the fast melting/decomposition of
the JCD. Additionally, in the range of 518.00-900.00 °C it
wis observed a mass loss of 5,70%, related 1o the final
decomposition.

It was observed in Fig. 2 that the BACMET showed o
mass loss event related to the volatilization of the molecule
in the range of 21327-241.21 °C (Am = 94.15%) to the
batch 1, in the range of 220,79-254.13 °C (Am = 9.1 1%)
to the batch 2 and in the range of 220.20-254.0%) °C
(Am = 94.10%) to the batch 3. This research finding
indicated that three batches of BACMET showed the same
thermal behavior.

According 1o Fig. 2, in the all inclusion complexes two
mass loss events can be observed in the temperature range
of 44.11-178.41 °C, indicating the loss of water from the
solvation of the complex cavity and the release of a small
amount of B4CMET, respectively. In the range of
259.64-367.30 °C occurred a higher mass loss event
probably with the release of BACMET included. Finally, in
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Fig. 1 DSC curves of the biphenyl-4-methy| carboxylate, feyclodextnn and inclusion complexes at different heating rates

the range of 486.06-900.00 °C an additional mass loss was
detected, 11, 17% for the batch 1, 4.4% for the batch 2 and
6.75% for the batch 3. This shows an increase in thermal
stability for the encapsulated B4CMET, probably as a
result of intermolecular interactions with the BCD cavity.

Kinetic study of thermal degradation

Table 1 shows the kmetic parumeters for B4CMET and
ICs. Companson of the activation energy values for the
three batches of pure BACMET was found to be lower than
the values obtained for this substance when associated with
BCD (inclusion complexes). Thus, the energy barrier to the
B4CMET volatilization reaction became relatively higher
when that substance wis associated with BCD. which
confirms the increase in the thermal stability of BACMET
in the inclusion complexes, which was observed in the TG
curves.

Physicochemical aspects
Fourier-transformed infrared spectroscopy

Infrared spectroscopy allows to determine the complexa-
tion of guest molecules with cyclodextrin by observing

@) Springer

changes in their peaks in terms of shape, position and
mtensity [22],

In the FTIR spectm (Fig. 3). it was possible to visualize
for PCD. symmetric and asymmetric stretch of the OH
group at 3346 cm™', swretch of the C-H bond at
2928 cm™', deformation of the -OH group of water
molecules  complexed with CD ar  approximately
1640 cm ™', C-OH ubsorption corresponding to the modes
of OH deformation in the plane of PCD
12001500 cm ™" and asymmetric stretching of COC at
8001200 cm ™' and  PCD  ring  vibrations  at
400-800 cm ™",

For the BACMET (Fig. 3), in the three batches, were
observed axial deformation vibrations of aromatic CH at
approximately 3000 em ™, axial deformation vibrations of
the double bond of C=0 a 1740-1750 cm™', C=C vibra-
tions of the aromatic nuclei at 14501600 cm™', defor-
mation of the C-~O bond of the ester at 10301300 cm ™'
und the angular deformation of adjacent 3H of metasub-
stituted aromatic rings 710, 750 and 810 cm ™.

All spectra of inclusion complexes (Fig. 3) showed a
strong similarity to the free CD spectrum, although the
existence of bands characteristic of BACMET at approxi-
mately 3000, 1745, 14640, 1292, 1273 and 750 em™" was
also observable, with exhibited markedly less intensity than
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Table 1 Kinetic parameters of

the BACMET and IC by Ozawa Activation energy/kJ mol ' Order reaction Frequency factor/min
mﬁh‘nd with decomposition BACMET
fractions agand ses Batch 1 78.64 0 450 x 107

Bawh 2 72.29 0 £2 % 10°

Batch 3 75.21 0 107 % 107

1C

Bach | 12698 0 2394 x 107

Basch 2 12182 0 1030 x 10"

Batch 3 120.73 ] 8765 x 108

spectra of the jsolated molecule, That result could relate to
the insertion of the B4CMET molecule into the BCD
cavity, which causes a conformational restriction  that
reduces its free movement and, in tum, the signal intensity.
Along with that effect, the OH and C-H stretching bands of
PCD were displaced ot 3346-3340 and 2028-2920 cm ™',

respectively. Such results reinforce data obtained in DSC
and TG regarding the formation of inclusion complexes.

X-ray diffraction

Further information on the structure of the inclusion
complexes was obtained with the use of XRD (Fig. 4). It
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Fig. 4 Diffractogram of the biphenyl-d-methy] carbosylate, freyclodextrin and inclusion complexes

was observed that the pure BACMET presented a4 more
crystalline structure when compared to the inclusion
complexes, since in the complexes occurred the disap-
pearance of the peaks of diffraction of B4CMET. This
difference represents a loss of crystallinity with the for-
mation of & less organized system, indicating that the for-
mation of inclusion complexes occured  with  the
mnteraction between BACMET and CD.

Microbiological aspects
Antifungal activity
In evaluating antifungal activity, it was possible to observe

a considerable improvement of antimicrobial activity in the
inclusion complexes compared to that presented by the

Table 2 Minimum inhibitory

concentration of the BACMET Micsomenimy tosted
and IC tested against Candida Candida albicans/ig ml.”™"  Candida tropicalivyg ml.”'  Candida parapsilosistig ml.™'
i B4CMET

Batch | 25000 125.00 125.00

Batch 2 250.00 12500 125.00

Batch 3 25000 12500 125.00

Ic

Bawh | 6250 3125 3125

Batch 2 6250 31.25 3125

Batch3 6250 3125 3125
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isolated BACMET, as evidenced by the decreased mini-
mum inhibitory concentration (Table 2).

The increased activity of 1C may be due to the higher
solubility in culture mediom (agar) of B4CMET from IC.
since a compound’s increased solubility contributes o
raising the substance’s area of contact with the microor-
ganism, thereby favoring its action [25].

The mereased action observed with the inclusion com-
plexes of BACMET corroborates the results of Kfoury et al,
[26]. who, when assessing the antifungal activity of several
free substances and in complexes with cyclodextrin,
observed improved inhibition when the inclusion com-
plexes were tested. Similarly, Zang et al. [27] observed the
antioxidant activity of inclusion complexes of extracts of
Chimonanthus praecox, which marked an improvement in
pharmacological activity.

Conclusions

The results showed the formation of inclusion complexes
of B4CMET with BCD, thereby stressing its greater sia-
bility and potential use as an antifungal agent aganst
Candida spp. Thus, with thermoanalytical techniques it
was possible to observe the increased thermal stability,
with FTIR changes of chamcteristic bands were venfied.
with XRD the disappearance of diffraction peaks of the
B4ACMET was vernified, and with the microbiological assay
it was possible to visualize increased antifungal activity,
Such results suggest that nclusion complexes of BSCMET
with CD can be promising aids for developing fuiure
stable and effective pharmaceutical forms, representative
of an alternative treatment for fungal disease.
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