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Resumo

2-(2-nitrovinil)furano (G-0) apresenta atividade antiprotozoéria, antibacteriana e
antifangica frente a elevado nimero de patdgenos porém, a capacidade de
sublimacédo, baixa velocidade de dissolucdo em meio aquoso, problemas de
compatibilidade com excipientes e fotodegradacao, tem limitado sua incorporacao
em formas farmacéuticas para uso humano e/ou veterinario. O propdésito do
presente trabalho foi avaliar duas alternativas para a estabilizacdo do candidato a
farmaco, através da formacdo de complexos de incluséo liofilizados (FD) com
hidroxipropil-B-ciclodextrina e sulfobutiléter-B-ciclodextrina sodica e utilizando a
microencapsulacao com etilcelulose pelo método de emulsificacdo/evaporacéo do
solvente. Uma vez formados e previamente caracterizados, os complexos foram
submetidos ao ensaio de estabilidade acelerada a 40°C/75 %HR e ensaios de
fotoestabilidade acelerada. A camara de fotoestabilidade também foi utilizada para
confirmar o perfil de degradacédo dos complexos. Os fotoprodutos foram isolados
em coluna analitica e o maioritario foi caracterizado por espectroscopia de RMN.
Foi avaliada também a volatilidade do G-0 na forma de complexos comparado com
misturas fisicas equivalentes através de TGA e CG-HS-FID, complementando
assim um estudo desenvolvido anteriormente no modo isotérmico. As propriedades
biofarmacéuticas da substancia livre e na forma complexada foram estudadas em
relacdo ao comportamento de dissolugdo em Fluido Vaginal Simulado e a
permeacado/retencdo em mucosa vaginal bovina. Finalmente foi avaliada a
influéncia dos complexos na atividade antifingica in vitro frente a Candida spp.
assim como na citotoxicidade frente as linhagens celulares de fibroblastos e
queratinécitos pelo método do MTT. Por outro lado, as microparticulas poliméricas
foram obtidas com a ajuda de um planejamento fatorial 2. A caracterizacdo dos
sistemas selecionados foi desenvolvida usando DSC, DRX, MEV, FTIR-ATR e
RMN H. Posteriormente as amostras foram submetidas aos ensaios de
estabilidade acelerada a 40°C/75 %HR, ensaio de fotoestabilidade acelerada,
analise da volatilidade do G-0 usando TGA/DTA e ensaio de liberacdo em solucao
tampdao acetato, pH 4,2. Como resultados principais da avaliagdo, determinou-se
gue os complexos de inclusdo com HP-B-CD e SBE-B-CD apresentaram-se como
a melhor alternativa de estabilizacdo porque garantiram 6tima estabilidade quimica
de G-0 em condicdes aceleradas de temperatura e umidade durante os seis meses
de estudo porém, ambos os complexos sao fotossensiveis. Também diminuiram as
perdas por volatilizacdo da substancia em comparacdo com misturas fisicas e
aumentaram a velocidade de dissolugcéo em fluido vaginal. Nao foi quantificado G-
0 no compartimento receptor durante o ensaio de permeacdo em nenhuma das
amostras estudadas porém, verificou-se retencdo do farmaco na mucosa vaginal
bovina, sem influéncia significativa da formacao de complexos. O teste "in vitro" de
atividade antifingica mostrou que o complexo FD G-0/HP-B-CD manteve a
atividade da substancia encapsulada frente a C. albicans (padrao e isolado clinico)
e melhorou a atividade frente a cepa isolado clinico azol resistente de C.krusei
(CIM=12,5 pyg.mL) comparado com o G-0 (CIM=25 ug.mL?) e anfotericina B
(CIM=20 pg.mL?). O complexo FD G-0/SBE-B-CD melhorou a atividade em todos
0s casos, atingindo CIM=8 ug.mL™* frente a C.albicans e CIM=10 ug.mL™* frente a
C.krusei. A viabilidade celular de fibroblastos e queratinécitos seguiu a ordem FD
G-0/SBE-B-CD > FD G-0/HP-B-CD > G-0, mostrando maior susceptibilidade para
0S queratindcitos. As microparticulas poliméricas selecionadas apresentaram forma
esférica, com diminui¢do da cristalinidade do G-0, principalmente no sistema com



maior proporcado do polimero, e auséncia de interacbes quimicas do G-0 e a
etilcelulose. Ainda quando as microparticulas melhoraram a fotoestabilidade do G-
0 em condicOes aceleradas comparado com o farmaco livre, s6 o sistema G-0/EC
1:1,5 m/m conseguiu diminuir as perdas atribuidas a volatilizacdo porém, também
foi o sistema que liberou menor quantidade de G-0 (72,7 % em 12 h).
Contrariamente, o sistema que apresentou maior estabilidade quimica em
condicbes aceleradas foi 0 G-0/EC 1:1 m/m (102,7 + 2,4 %), ndo sendo assim para
0 sistema com maior proporcao polimérica (74,1 + 4,2 %) durante os trés meses de
estudo.

Palavras-chave: 2-(2-nitrovinil) furano, estabilizacdo de farmacos; ciclodextrinas;
complexos de incluséo; microparticulas; etilcelulose.



Abstract

2-(2-nitrovinyl)furan (G-0) has antiprotozoal, antibacterial and antifungal activity
against a large number of pathogens, although the sublimation, low dissolution rate
in agueous medium, low compatibility with excipients and photodegradation, have
hindered the incorporation in pharmaceutical dosage forms, to use in human and/or
veterinary medicine. The aim of this work was to evaluate two alternatives for the
stabilization of the drug candidate through freeze-drying inclusion complex
formation (FD) with hydroxypropyl-B-cyclodextrin and sulfobutylether-3-cyclodextrin
sodium salt and through microencapsulation with ethylcellulose by mean of
emulsion/solvent evaporation method. Once the complexes were prepared and fully
characterized previously, they were subjected to an accelerated stability study at
40°C/75 %RH, and a photostability assay under forced irradiation conditions. A
photostability chamber was also used in order to confirm the degradation profile for
the complexes. Photoproducts were isolated in analytical column and the main
degradation product was characterized aided by NMR. Drug volatility was also
evaluated when G-0 was complexed, and compared with equivalent physical
mixtures through TGA and GC-HS-FID. Biopharmaceutical properties of free drug
and in the complexes were studied in terms of dissolution rate in Simulated Vaginal
Fluid and permeation/retention in bovine vaginal mucosa. Finally, the influence of
both complexes on the "in vitro" antifungal activity against Candida spp. and the
cytotoxicity on fibroblast and keratinocyte cell lines were evaluated using the MTT
method. Polymeric microparticles were obtained with the aid of a 2* factorial
experimental design. Characterization for the selected systems was performed
using DSC, XRD, SEM, FTIR-ATR and *H NMR. Further, they were subjected to an
accelerated stability study at 40°C/75 %RH, a forced photostability assay, TGA/DTA
experiments to assess the drug volatility and drug release assay in acetate buffer
medium, pH 4,2. As a main result, inclusion complexes with HP-3-CD and SBE-[3-
CD were the best stabilization alternative as they ensure optimum chemical stability
of G-0 even under accelerated conditions of humidity and temperature for six
months, however both were photosensitive. The formation of inclusion complexes
reduced the volatilization of the drug compared with physical mixtures and increased
the dissolution rate in vaginal fluid. During the permeability assay G-0 was not
quantified in the receptor compartment for any of the samples applied, nevertheless
retention in bovine vaginal mucosa was verified for all of them, without significant
influence of the complexes formation. "In vitro" antifungal activity assay showed that
FD G-0/HP-B-CD complex maintained the activity for the encapsulated drug against
C. albicans (standard and clinical isolated strains) and improved the activity against
a clinical isolated azole resistant strain of C.krusei (MIC=12,5 pg.mL™?), compared
with free drug (MIC=25 pg.mL?) and amphotericin B (MIC=20 pyg.mL1). FD G-
0/SBE-B-CD complex improved the activity in all cases, with MIC= 8 ug.mL! against
C.albicans and MIC=10 pug.mL! against C.krusei. Cellular viability of fibroblasts and
keratinocytes followed the ranking order FD G-0/SBE-B-CD > FD G-0/HP-B-CD >
G-0, showing higher susceptibility for keratinocytes. Polymeric microparticles
selected resulted spherical in shape, with decreased crystallinity for the
encapsulated substance (mainly for the system with higher polymer content) and
lack of G-0-ethylcellulose chemical interactions. Even when microparticles improved
the drug photostability under forced conditions compared with free drug, only G-
O/EC 1:1,5 w/w system was able to decrease the weight loss attributed to drug
volatilization, however it showed the lower amount of G-0 released (72,7 % in 12 h).



In contrast, the system with better chemical stability was G-0/EC 1:1, w/w (102,7 £
2,4 %), not having the same behavior the system with higher polymer content (74,1
* 4,2 %), during three months under accelerated conditions.

Keywords: 2-(2-nitrovinyl) furan; drug stabilization, cyclodextrins, inclusion
complexes, micropatrticles, ethylcellulose.
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1. Introducéo

O 2-(2-nitrovinil) furano (G-0) pertence a familia quimica dos derivados 2-
furiletilénicos. Estas substancias exibem amplo espectro antibacteriano,
antiparasitario e antifingico, aplicaveis nas clinicas médicas humana e veterinaria.
Especificamente G-0, apresenta uma potente atividade antiprotozoaria frente a
Eimeria tenella, causadora da coccidiose aviéria, e pode ser utilizado no tratamento
e profilaxia da doenca (OLAZABAL-MANSO et al., 2002).

Adicionalmente, os derivados 2-furiletilénicos, incluindo G-0, mostraram
importante atividade farmacoldgica frente a Leishmania spp. (L. mexicana
amazonensis, L. donovani infantum e L. braziliensis braziliensis) e Tripanosoma
cruzi (SIFONTES-RODRIGUEZ et al., 2015; SIFONTES-RODRIGUEZ, 2017).
Leishmaniose é uma doenca causada por inoculacdo de promastigotes do
protozoario do género Leishmania, durante a picada de um fleb6tomo fémea
infectado. Cerca de 12 milhdes de pessoas padecem de alguma forma de
leishmaniose. A forma visceral causa entre 20 e 40 mil mortes anuais, assim como
perdas devido a incapacidade. No caso das formas cutaneas e mucocutaneas, por
nao serem potencialmente letais, tem sido esquecida, localizando-se no final de
qualquer lista de prioridade na saude publica de muitos paises porém, o efeito
incapacitante e o estigma social que imp0@e, principalmente nas mulheres, € brutal
(ALVAR et al., 2012; SILVA-JARDIM; THIEMANN; ANIBAL, 2014). Entre 70-75 %
dos casos relatados estédo concentrados em Afeganistédo, Argélia, Brasil, Colémbia,
Ird, Paquistdo, Perl, Ardbia Saudita, Republica Arabe Siria e Tunisia (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015). Os derivados pentavalentes de antimdnio tem
sido as melhores opg¢bes para o tratamento desta doenga. Embora n&o sejam

efetivos contra todas as espécies, o desenvolvimento de resisténcia microbiana tem



aumentado a cada ano (NEVES et al., 2011), pois os efeitos colaterais produzidos
sdo causa frequente de interrupcdo do tratamento. A Anfotericina B e a
pentaminidina, tem sido reservadas para os casos de resisténcia microbiana aos
derivados de antimoénio, devido a sua elevada toxicidade. Estudos recentes
mostraram efeito inibidor do G-0 no crescimento de promastigotes da Leishmania
e um efeito letal em baixas concentracdes. O estudo revelou que G-0 foi menos
ativo que a Anfotericina B e foi mais ativo que o Glucantime ® (Antimoniato de
meglumina). Por sua parte, o protozoario flagelado Tripanosoma cruzi € o agente
etiologico da doenca de Chagas e é considerado um problema de saude na
América Latina. A doenca é transmitida através da picada de insetos hematofagos
e produz aproximadamente 12-20 mil mortes por ano (MAYA et al., 2010; SILVA-
JARDIM; THIEMANN; ANIBAL, 2014; URIBARREN, 2015). A doenca ocorre nas
areas endémicas de 21 paises latino-americanos incluindo Argentina, Belize,
Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica, Honduras, Equador, ElI Salvador,
Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, México, Nicaragua, Panama, Paraguai,
Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).
Atualmente esta € a principal causa de cardiomiopatia ndo-isquémica na Ameérica
Latina (BENZIGER; RIBEIRO; NARULA, 2015). Existe somente um farmaco
disponivel para seu tratamento no mercado desde 1975: Benznidazol (SILVA-
JARDIM; THIEMANN; ANIBAL, 2014). Estudos “in vitro” utilizando T. cruzi cultivado
em cultura celular de mioblastos de ratos mostraram que G-0 apresentou efeito
parasiticida superior ao benznidazol (CASTANEDO-CANCIO et al., 2009;
SIFONTES-RODRIGUEZ, 2017).

Estes compostos também apresentam atividade antibacteriana e

antifungica. Especificamente G-0, mostrou atividade inibitoria no crescimento de



véarias espécies de bactérias, fungos filamentosos e leveduras, entre elas Candida
albicans (ALABI; HASSAN, 2014), considerada o mais importante patégeno fangico
oportunista, causadora de micoses superficiais (pele e mucosas) e invasivas. A
resisténcia fungica frente aos principais grupos de compostos usados na clinica
como por exemplo, os derivados azodlicos, é um fato e os mecanismos de
resisténcia sado conhecidos. Este fendmeno, associado a menor susceptibilidade de
espécies ndo-albicans e a toxicidade de alguns dos farmacos disponiveis, mostram
necessidade do desenvolvimento de estratégias, que incluem agregacdo de
tecnologias a farmacos ja existentes e a obtencdo de novos farmacos naturais e
sintéticos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

O derivado 2-(2-nitrovinil) furano tem sido obtido através de um método de
sintese quimica relativamente simples, a partir do furfural, derivado da cana de
acucar, e é utilizado como matéria prima na obtencdo de outros derivados
guimicamente mais estaveis (CECMED, 2015): G-0 possui baixa estabilidade em
agua, devido a uma reacdo de adicdo a dupla ligacao da cadeia lateral alifatica do
composto; pode formar dimeros a temperatura ambiente, por exposicdo a luz (DE
ROJAS PEREZ, 2006) e a compatibilidade com excipientes sélidos (RUZ et al.,
2012; ORFE-SARDINAS, 2014), alguns polimeros (GONZALEZ-BEDIA et al.,
2008) e componentes da racao animal é considerada de moderada a baixa (DE
ROJAS PEREZ, 2006; RUZ, 2006). Adicionalmente G-0 sublima a temperaturas
relativamente baixas o que pode comprometer a dose quando é incorporado em
formas farmacéuticas solidas (RUZ et al., 2015).

Porém, existem alternativas tecnolégicas na area farmacéutica que podem
ser avaliadas visando melhorar as propriedades fisico-quimicas da substancia e

gue podem permitir o desenvolvimento de formas farmacéuticas estaveis e efetivas.



Ciclodextrinas (CDs) constituem um grupo de oligossacarideos ciclicos que
contém como minimo 6 D-(+) unidades de glicopiranose e que devido a sua
organizacdo molecular tém sido utilizado como agentes complexantes de
substancias lipofilicas para melhorar a estabilidade, biodisponibilidade, reduzir a
irritacdo, eliminar aromas ou sabores desagradaveis e para diminuir interacdes
farmaco/excipiente (POLYAKOQV et al., 2004). G-0 é capaz de formar complexos de
inclusdo com derivados de ciclodextrinas, em especial com a HP-3-CD e SBE-[3-
CD (RUZ et al., 2012). Porém, ainda € necessario avaliar o efeito da formacéo de
complexos de incluséo soélidos na estabilidade quimica e fisica do G-0, assim como
da possivel influéncia nas propriedades biologicas e biofarmacéuticas desta
substancia.

Nesse contexto, outra alternativa para minimizar os problemas de
estabilidade da substancia seria avaliar a incorporacdo do G-0 em microparticulas
poliméricas, como estruturas intermediarias para posterior inclusdo em formas
farmacéuticas solidas para garantir a estabilidade da substancia ativa. Esta
alternativa serviu de base para melhorar a estabilidade de outros farmacos, como
por exemplo pantoprazol (DHURKE; KUSHWAHA; DESAI, 2013), avobenzona
(CABRERA et al., 2014), azida de aménia (HOSSEINI; ESLAMI, 2016) e curcumina
(PECORA et al., 2016), entre outros.

A existéncia de microparticulas, baseia-se fundamentalmente nos sistemas
reservatoérios, nos quais o farmaco encontra-se separado do meio dispersante por
uma camada de polimero, gerando microcapsulas, e nos sistemas matriciais, nos
quais o farmaco encontra-se distribuido na matriz polimérica, gerando as
microesferas poliméricas. A literatura relata varios métodos que permitem obter

este tipo de sistema, os quais geralmente sdo selecionados considerando-se as



caracteristicas fisico-quimicas da substancia ativa, do polimero e das condi¢des
experimentais. Aqui resulta de vital importancia avaliar a compatibilidade do
polimero com a substancia ativa e com a via de administracdo recomendada para
o farmaco. Evidentemente a obtencdo do medicamento final deve ser precedida
pelos estudos de pré-formulacdo, com objetivo de otimizar todos os parametros
tecnolégicos de modo que a formulacéo final tenha caracteristicas de estabilidade
fisica e quimica e perfil biofarmacéutico compativel com a via de administracédo do

farmaco.



2. Revisao de Literatura
2.1. 2-(2-nitrovinil) furano (G-0)

Os derivados 2-furiletilénicos sdo substancias biologicamente ativas que
exibem amplo espectro antibacteriano, antiparasitario e antifungico, aplicaveis na
clinica médica humana e veterinaria. O derivado 2-(2-nitroetenil) furano, CAS 699-
18-3, ou 2-(2-nitrovinil) furano (Figura 1), possui 0 grupo nitro como substituinte na
posicao 3- da dupla ligacédo exociclica, o qual é caracteristico de compostos ativos

com potente atividade antiprotozodria e antifungica (JULLIAN et al., 2008).

Figura 1. Estrutura quimica do 2-(2-nitrovinil) furano (Autora).

2.1.1. Obtencao

Os primeiros relatos sobre a sintese quimica descrevem sua obtencédo a
partir de &cido furilacrilico e N204 com cerca de 20 % de rendimento (SITKIN;
KLIMENKO, 1979). A partir de 1984 a substéncia comeca ser sintetizada utilizando
como reagentes o furfural e o nitrometano, com rendimento superior de 61 % e em
1996 atinge o valor de 90 % (BANDGAR; ZIRANGE; WADGAONKAR, 1996). Uma
metodologia de sintese baseada nos reagentes anteriores, mas utilizando a

isobutilamina como catalizador (OLAZABAL-MANSO et al., 2002) (Figura 2) e



posterior purificagcdo com carvao ativado e etanol, com pureza superior ao 99%, foi
desenvolvida no Centro de Bioactivos Quimicos da Universidade Central de Las
Villas, em Cuba (RODRIGUEZ-NEGRIN, 2003). O furfural utilizado na reacéo pode
ser obtido por hidrélise acida a partir dos residuos da cana de acucar (MOYA;

GOMEZ, 2000).

Figura 2. Reacao de obtencéo de 2-(2-nitrovinil) furano (Autora).

2.1.2. Aspectos estruturais e propriedades fisico-quimicas.

Foi determinado que o conférmero mais estavel em solucdo € o s-trans,
baseado na combinacdo de calculos semi-empiricos e de RMN (GIULIANI et al.,
2003).

No estado puro € um sélido cristalino de cor amarela, que funde entre 73 e
75 °C e apresenta massa molar de 139,05 g/mol. Muito solavel em
dimetilformamida e dimetilsulféxido, cloroférmio e benzeno, soltvel em tetracloreto
de carbono e PEG 400, pouco soluvel em etanol absoluto e metanol e muito pouco
solivel em agua (MORALES et al., 1993). Metodologias analiticas validadas por
espectrofotometria UV-Vis (RODRIGUEZ, 1996), cromatografia a gas (CG)

(BRAVO, 1998) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (RUZ, 2006) estao



disponiveis para controle de qualidade e estabilidade da matéria prima, assim como
metodologia para controle microbiolégico (MACHADO; SILVEIRA, 1994).

O coeficiente de particdo n-octanol/agua (log P) foi determinado
experimentalmente utilizando CLAE como técnica de quantificacdo e o resultado foi
comparado com o tedrico gerado a partir de um modelo matematico baseado no
software TOSS MODE o qual permite predizer as propriedades fisico-quimicas,
utilizando o calculo dos momentos espectrais de uma matriz. O coeficiente obtido
pelo método classico, de 1,56 + 0,02 e o modelo in silico obtido mostrou uma
correlacédo de 0,984 para a classificacdo das predicdes do log P (CABRERA et al.,
2001).

E conhecido que nitro compostos apresentam tendéncia de sublimacio
(VEREVKIN, 1997). Durante os estudos de pré-formulacdo G-0 mostrou sinais de
ocorréncia do processo, evidenciado pelas perdas de massa detectadas quando
era armazenado em recipientes sem tampa, em temperatura ambiente ou quando
eram usadas tampas plasticas brancas para cobrir a substancia. O processo foi
acelerado a 55 °C e os cristais do farmaco coletados em tampas de vidro e
posteriormente caracterizados (RUZ, 2006).

G-0 pode degradar em diferentes condicfes experimentais. Entre os fatores
identificados como altamente indutores da degradacéo estao a luz, o meio oxidante
e meios basico e fortemente acido. O impacto da luz foi estudado em solucao
aquosa e no estado sélido, sendo que em ambos o0s casos conduz a formacédo de
dimeros. Os produtos de degradacao foram isolados e caracterizados (DE ROJAS
PEREZ, 2006). O efeito da temperatura na degradacéo so foi evidenciado acima
de 60 °C e utilizando vacuo para evitar a possivel influéncia do oxigénio. O

experimento evidenciou mudancgas na cor do G-0, de amarelo a marrom, tendo sido



detectada pequena diminui¢éo do pico cromatografico (CLAE-DAD), mas ndo foram
detectados produtos adicionais. O residuo foi analisado também por analise
elementar e microscopia eletrénica, evidenciando possivel carbonizacdo (DE
ROJAS PEREZ, 2006).

O perfil pH-estabilidade, desenvolvido a 41 £ 1 °C, no intervalo de pH entre
3,2-8,2, utilizando CLAE como metodologia quantitativa, mostrou aumento da
velocidade de degradacéo da substancia com aumento do pH (RUZ, 2006). Este
estudo também foi corroborado utilizando a faixa de pH entre 1-12, tendo sido
determinado o pH de méaxima estabilidade o pH=3. O produto principal de
degradacdo no meio aquoso foi o furfural e a reacdo ocorre através de um
mecanismo de adicdo a dupla ligacdo da cadeia lateral alifatica (DE ROJAS
PEREZ, 2006).

Trabalhos avaliaram a compatibilidade do G-0 com excipientes. Um deles
avaliou a compatibilidade com varios componentes da racédo animal em condi¢cdes
suaves de armazenamento, utilizando espectrofotometria UV-Vis para
quantificacdo (RUZ, 2006). Outro trabalho avaliou a compatibilidade do candidato
a farmaco nas misturas fisicas, rotoevaporadas e amassadas com varios polimeros
e ciclodextrinas, através de andlise qualitativa por CCD, DSC e analise
organoléptica das amostras armazenadas a temperatura ambiente por trés meses,
demonstrando boa compatibilidade com duas das ciclodextrinas avaliadas (HP-[3-
CD e SBE-B-CD). Nas amostras referentes aos outros excipientes foi detectado
algum tipo de degradacdo (GONZALEZ-BEDIA et al., 2008). O dltimo relato foi um
ensaio quantitativo e qualitativo utilizando CLAE, DSC e FTIR realizado em
condicdes de estresse durante um més, de misturas fisicas com excipientes

comuns de formas farmacéuticas sélidas e ciclodextrinas, no qual foi detectada



forte incompatibilidade com SBA-15 e, em menor grau, com DI-CAFOS e Avicel ®
PH102. Corrobora-se, novamente, a boa compatibilidade do G-0 com os derivados

da B-CD anteriormente avaliados (ORFE-SARDINAS, 2014).

2.1.3. Atividade Biolbgica
- Antiprotozoaria

G-0 exibe potente atividade antiprotozoaria “in vitro” e “in vivo” frente a
Eimeria tenella, agente causador da coccidiose, podendo ser utilizado no
tratamento e na profilaxia desta doenca. O protozoario pode infectar aves
domésticas, principalmente galinhas, também coelhos, ovelhas e alguns animais
domésticos, causando mazonen, perda de peso e mortalidade variavel, gerando
perdas econébmicas mazonenses , avaliadas em varias centenas de milhdes de
dolares anualmente para a industria agricola (QUIROZ-CASTANEDA; DANTAN-
GONZALEZ, 2015). Uma solucdo de G-0 preparada em concentracédo de 4 yg.mL-
! resultou superior ao amprolium (125 pg.mL?') e a sulfametazina (0,15 %),
considerando ganho de peso, numero de lesbes anatomopatoldgicas, mortalidade
e excrecdo de oocistos em galinhas Leghorn (LOPEZ, 2004). Resultados similares
foram obtidos em coelhos infectados com quatro espécies de Eimeria, com reducéo
média de 97% do nimero de oocistos fecais (OLAZABAL-MANSO et al., 2002). As
pré-misturas anticoccidianas utilizadas em Cuba para o tratamento e profilaxia da
coccidiose aviaria sdo importadas, ndo existindo nenhuma produzida pela inddstria
nacional.

Adicionalmente, a familia dos 2-nitrovinilfuranos, a qual inclui o G-0, mostrou
importante atividade farmacoldgica contra Leishmania spp. (L. mexicana

mazonenses, L. donovani infantum e L. braziliensis braziliensis) e Tripanosoma
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cruzi (CASTANEDO-CANCIO et al., 2009; SIFONTES-RODRIGUEZ et al., 2015).
Leishmania inclui cerca de 20 espécies, das quais 17 sdo patogénicas ao homem
e aos animais. Encontram-se distribuidos em 88 paises. Anualmente, 1,5-2 milhdes
de novos casos e 350 milhdes de pessoas apresentam risco de contrair a infeccao
cada ano. 90 % dos casos com leishmaniose cutanea se reportam no Afeganistao,
Arabia Saudita, Argélia, Ira, Iraque, Siria, Sudao e Brasil, enquanto que 90% dos
casos de leishmaniose visceral se apresentam em Sudo, india, Bangladesh, Nepal
e Brasil (SIFONTES-RODRIGUEZ, 2017). Os derivados de antimonio
pentavalentes foram as melhores opc¢fes para tratamento da doenca porém, nao
sao efetivos contra todas as espécies, sendo que o desenvolvimento de resisténcia
microbiana aumenta a cada ano. Os efeitos secundarios produzidos sdo causa
frequente de interrupgéo do tratamento. Anfotericina B e pentamidina, reservam-se
para casos de resisténcia microbiana aos derivados de antiménio, devido a sua
elevada toxicidade. Em estudos desenvolvidos recentemente, G-0 mostrou efeito
inibidor no crescimento de promastigotes da Leishmania e efeito letal em baixas
concentracdes. O estudo revelou que G-0 foi menos ativo que anfotericina B e mais
gue o Glucantime ® (antimoniato de meglumina).

Tripanosoma cruzi € o agente etiolégico da doenca de Chagas e é
considerado um problema de salde na América Latina. Transmite-se mediante a
picada de insetos hemat6fagos e produz perto de 50.000 mortes por ano. Somente
existe um farmaco disponivel para seu tratamento no mercado desde 1975: o
benznidazol. Estudos “in vitro” empregando T. cruzi cultivado em cultura celular de
mioblastos de ratos mostraram que 0 G-0 apresentou efeito parasiticida superior ao
do benznidazol (CASTANEDO-CANCIO et al., 2009; SIFONTES-RODRIGUEZ,

2017).
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- Antifangica e antibacteriana

A maioria dos nitrocompostos com acéo antineoplasica, antiparasitaria e
antibacteriana apresentam biorreducdo enzimatica do grupo nitro como provavel
mecanismo de acdo o que coloca este requisito como sendo imprescindivel para
desempenho da atividade bioldgica destes compostos (PAULAI; SERRANO;
TAVARES, 2009). O grupo nitro ligado ao carbono insaturado € mais facilmente
redutivel e os produtos de reagdo mais estaveis (DANN; MOLLER, 1949). Uma
série de trabalhos ndo publicados mostraram atividade antifangica “in vitro” frente
a fungos como Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e
Helminthosporium stenospilum, detectando-se interferéncia na formagédo dos
conidios e atividade antibacteriana frente a Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. A atividade antifingica de 2-(2-nitrovinil) furano frente a Candida
albicans, Geotrichum albidum, Pyricularia oryzae, Drechslera oryzae e Fusarium
solani foi reportada utilizando o método de difusdo em &agar. No préprio trabalho
também foi avaliada a atividade antibacteriana frente a Staphylococcus
epidermidis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Xanthomonas manihotis e

Pseudomonas syringae (ALABI; HASSAN, 2014).

2.1.4. Toxicidade

Estudos de toxicidade aguda em ratos Sprague Dowley mostraram DLso de
171,91 mg/Kg. Em estudos desenvolvidos a fim de avaliar a atividade
anticoccidiana, o qual também foi determinado a DLso em aves Leghorn, reportam
valor de 1,02 g/Kg (OLAZABAL-MANSO et al., 2002), classificando-se como
moderadamente toxico por ingestdo. No trabalho encaminhado a determinacao da

atividade leishmanicida da familia quimica dos furiletilenos, foi avaliada a toxicidade
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das solucfes das substancias preparadas em 0leo de girassol, em modelo animal
de camundongo albino fémea Balb/c, pela via intraperitoneal, determinadas DLso,
DLo e DMT por administragdo durante 14 dias, com intervalos de 12 ou 24 h. Os
resultados (DLso= 68 mg/Kg e DLo = 50 mg/Kg) foram superiores aos obtidos para
o controle Anfotericina B (DLso= 22 mg/Kg e DLo= 15 mg/Kg) (CASTANEDO-
CANCIO et al., 2009).

E bem conhecido que nitrofuranos como nitrofurazona, nitrofurantoina e
nitrofurazolidona que tem sido utilizados na clinica durante anos como
antibacterianos, foram removidos do mercado em varios paises devido a seu
potencial mutagénico (SNYDER; GREEN, 2001). Contrariamente, estudos
toxicoldgicos conduzidos com os nitrovinilfuranos ndo conseguiram mostrar este
potencial genotéxico. Um deles, avaliou a genotoxicidade utilizando o ensaio "in
vitro" de micronucleos com bloqueio da citogénese, com e sem ativacdo metabdlica.
A substancia ndo induz aumento na frequéncia de micronucleos nem em presenca
nem em auséncia da ativagcdo em culturas de linfécitos humanos. Também foi
desenvolvido o ensaio de intercambio entre cromatides irmés em culturas de
linfécitos, em auséncia da fracdo S9, diminuindo o intercambio até valores ndo
significativos quando o ensaio € realizado em presenca de ativacdo metabdlica.
Outros ensaios realizados sob inducdo do SOS em Escherichia coli e o teste de
Ames em Salmonella tiphymurium resultaram negativos para o derivado furanico,
pelo qual a substancia € classificada como n&o genotoxica (GONZALEZ
BORROTO; CREUS; MARCOS, 2001; GONZALEZ BORROTO et al., 2005).
Também foi desenvolvido um ensaio para determinar a habilidade para induzir
efeitos clastogénicos ou aneugénicos in vivo, através da inducdo de MNPCE em

medula 6ssea de camundongos, o qual a substancia foi administrada pela via
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intraperitoneal (5-20 mg/Kg) dissolvida previamente em 6leo de milho. Nao foram
observadas diferencas significativas no incremento de MNPCE com relacdo ao
controle negativo, mas foram observadas em todos os animais tratados com
ciclofosfamida (controle positivo), demonstrando a sensibilidade do método. Como
resultado final reporta-se que G-0 ndo € clastogénico nem aneugénico nos
eritrocitos da medula éssea dos camundongos tratados, porém foram observados
alguns sintomas clinicos de toxicidade na concentracdo maxima avaliada

(GONZALEZ BORROTO et al., 2003).

Existem varias alternativas tecnolégicas disponiveis para estabilizacdo de
substancias labeis, que incluem desde a modificacdo quimica da molécula,
utilizacao de protecdes fisicas para favorecer a protecdo frente aos indutores da
degradacédo, a escolha de formulacbes solidas, até alternativas tecnologicas de
protecado interna, como por exemplo inclusdo em sistemas micelares para reduzir
reacoes hidroliticas, complexos de inclusdo em ciclodextrinas e procedimentos de
encapsulacdo (micro e nanoencapsulacdo) tem sido usados com sucesso heste
sentido (FARH, 2018).

G-0 é atualmente utilizado como matéria prima na sintese do derivado
bromado 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil) furano (G-1), produto mais estavel, que é
produzido na industria farmacéutica cubana na forma de pomada para aplicacédo
como antifingico (Dermofural®) (URQUIJO, 2017) e também na industria
biotecnoldgica na forma de dispersdo soélida (Vitrofural®), devido a seu amplo
espectro antifingico e antibacteriano (CECMED, 2015) porém, em vista do simples
meétodo de sintese e propriedades farmacologicas do primeiro, parece interessante

explorar algumas destas alternativas de estabilizac&o.
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2.2. Ciclodextrinas
2.2.1. Estrutura e propriedades

A degradacdo do amido pela enzima amilase, conhecida como
cicloglicosiltransferase (CGTase), provoca divisdo das cadeias poliméricas e
reordenamento intramolecular, gerando um grupo de compostos oligoméricos
ciclicos que sdo conhecidos como CDs (CHALLA et al., 2005). Muitos micro-
organismos produzem glicosil transferases, mas poucos produzem CGTase
(SAENGER, 1980), entre eles o Bacillus macerans e linhagens do género
Micrococcus e Klebsiella. Na época atual, o desenvolvimento da engenharia
genética permitiu a obtencédo de diferentes tipos de CGTases, ainda mais ativas e
especificas para producdo de CDs naturais com elevada pureza (SICARD;
SANIEZ, 1987).

Estes steroides ideos ciclicos estdo constituidos estruturalmente por
unidades de D-glicopiranose unidas através de ligagdes a-1,4 (FREUDENBERG;
CRAMER; PLIENINGER, 1951). As unidades de glicose estdo na conformacao de
cadeira classica e as ligacfes glicosidicas ndo tem livre rotacdo, pelo qual as
moléculas das CDs apresentam uma estrutura rigida de cone truncado (SZEJTLI,
1998). A CDs naturais mais comuns contém de 6-8 unidades de glicopiranose e
podem ser topologicamente representadas como toroides, com uma abertura maior
e outra menor, expondo os grupos hidroxila primarios e secundarios ao solvente.
Os grupos hidroxila secundéarios dos atomos de carbonos C-2 e C-3 das unidades
de glicose estdo localizados na abertura maior, enquanto os grupos hidroxila
primarios do C-6 estdo na abertura menor. Devido a este arranjo, a cavidade

interna € substancialmente menos polar que o entorno aquoso, resultando um
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hospedeiro aceitavel para moléculas hidrofobicas. A natureza essencialmente
hidrofilica do exterior das CDs contribui para sua solubilidade aquosa.

As CDs de origem natural sdo classificadas como a-, 3- e y-CDs com seis,
sete e oito unidades de glicopiranose, respectivamente (Figura 3). Também tem
sido reportadas as de nove, dez, onze, doze e treze unidades (designadas como
0-, €-, (-, n- e 6-CDs) mas suas habilidades de complexacdo séo insignificantes
(FREUDENBERG; CRAMER; PLIENINGER, 1951; LOFTSSON; BREWSTER,
1996). B-CD apresenta menor solubilidade em agua (1,85 % m/v) comparada com
a-CD (14,5 % m/v) e y- CD (23,2 % ml/v), devido a formacédo de ligacGes de
hidrogénio intramoleculares entre os grupos hidroxila secundarios das unidades de
glicose adjacentes no toroide da primeira. Estas ligacGes incrementam a rigidez
molecular, resultando mais susceptivel a cristalizacdo (SZEJTLI, 1994), a qual
previne a hidratacdo da molécula de CD, resultando em baixa solubilidade em
agua. Na a-CD, a maior curvatura do toroide incrementa a distancia entre as
ligacdes de hidrogénio e consequentemente as debilita. Como resultado, esta CD
é flexivel em solucéo e mais facilmente hidratada (CABRAL-MARQUES, 19942). A
y-CD apresenta uma estrutura nao coplanar, flexivel e € a mais soltvel das trés
(BEKERS et al., 1991).

A cavidade da CD esta alinhada por dois anéis de grupos C-H (H-3 e H-5) e
o anel de &tomos de oxigénio tipo éter glicosidicos. O par de elétrons nao ligados
das pontes de oxigénio glicosidicas estdo dirigidas para o interior da cavidade,
gerando alta densidade eletronica e um carater de base de Lewis. Os grupos C-H
que compreendem H-1, H-2 e H-4 e os grupos hidroxila polares do agucar estao
localizados na parte externa da molécula (JONES et al., 1984; BEKERS et al.,

1991; MYLES et al., 1994).
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Figura 3. Estrutura quimica das ciclodextrinas naturais a-, B- e y-CD com 6, 7 e 8

unidades de a-D-glicose respectivamente (PUSKAS; MALANGA, 2017).

Devido a este carater anfifilico, CDs podem formar complexos de inclusao
sollveis e reversiveis com compostos pouco soliveis em agua. O tamanho da
cavidade € um dos fatores que determina qual CD devera ser usada para
complexacdo de uma molécula em particular. Assim, a-CD pode incorporar
geralmente moléculas de baixa massa molar ou cadeias alifaticas secundarias e y-
CD, devido a sua maior cavidade, incorpora moléculas maiores, como moléculas
macrociclicas ou steroides. Ja o diametro da cavidade da f-CD permite incorporar
boa parte dos farmacos, incluindo substancias aromaticas e heterociclicas. Por
isso esta € a CD mais comumente usada como agente de complexacdo em

formulagdes farmacéuticas (TIWARI; TIWARI; RAI, 2010).

2.2.2. Historia

O primeiro relato das CDs descrevia o isolamento de aproximadamente 3 g
da substancia cristalina a partir da digestdo de 1000 g de amido, o que o autor
chamou de cellulosine (VILLIERS, 1891). Nos anos seguintes o microbiologista

Franz Schardinger, que trabalhava em um instituto de investigacfes de alimentos,
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estudou o processo de degradacéao do amido usando varias bactérias e isolou dois
compostos que chamou de A e B ou "cellulosinas de Villiers" e considerou mais
adequado nomea-las como dextrinas cristalinas, que pouco depois chamou de a-
dextrina e B-dextrina. No entanto muitas das propriedades fisico quimicas néo se
tornaram conhecidas até 1911, quando o cientista publicou seu ultimo trabalho,
pelo qual é considerado o fundador da quimica das ciclodextrinas e durante algum
tempo estes compostos foram chamados de dextrinas de Schardinger
(LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

O quadro 1 mostra em ordem cronoldgica o desenvolvimento na quimica
das ciclodextrinas, a partir dos descobrimentos anteriormente relatados.

E importante destacar que na etapa de utilizacdo, especificamente na
década dos 70 do século passado, B-CD s0 estava disponivel como um produto
raro e especial e seu preco alcangava os US$ 2000/Kg. Aproximadamente 40 anos
depois, a producao anual de B-CD estava cerca das 10.000 toneladas e o preco

baixou até aproximadamente US$ 5/Kg (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).
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Quadro 1. Principais eventos na area das ciclodextrinas

Ano Evento

1920-1930 O grupo inglés de investigacdes dos carboidratos dirigido por Norman Haworth,
demostrou o tamanho dos anéis destes carboidratos, primariamente de seis

unidades de piranose.

1924 Descrita pela primeira vez a metilagédo das ciclodextrinas, depois obtidas por

Freudenberg and Meyer-Delius (1938) com diferentes graus de metilagéo.

1928-1932 Descoberta da habilidade das CDs de formar complexos com Varios

compostos organicos

1935 Freudenberg e Jacobi descobrem a y-CD

1938-1952  Estrutura quimica da a-, B- e y-CD elucidada por Freudenberg, Cramer,

Borchert, French e Rundle.

1948-1951  Formacao e estrutura de complexos de inclusdo com CDs

1953 Primeira patente relativa a um método de preparac¢éo de complexos de incluséo
com sustancias orgénicas fisiologicamente ativas (Freudenberg, Cramer e

Plieninger) na Alemanha.

1954 Primeiro livro publicado sobre complexos de inclusdo com CDs (Cramer)

1957-1965 French descreve a existéncia de ciclodextrinas naturais maiores, de até 12

unidades de glicose.

1965 Higuchi e Connors publicam o primeiro artigo da classificacdo dos complexos

baseada no perfil de solubilidade.

1976 - Aprovadas oficialmente em Japao a- e 3-CD como aditivos em alimentos.
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- O primeiro produto farmacéutico baseado na tecnologia de formacdo de
complexo de inclusdo com CD, prostaglandina E./B-CD (Prostarmon E ™
comprimidos sublinguais) foi comercializado no Japao pela empresa Ono

Pharmaceutical Co.

1981 Primeiro Simpésio Internacional em Ciclodextrinas foi organizado em Budapest,
Hungria, por Szejtli.

1983-1985 Brauns e Muller (Europa) e Pitha (Estados Unidos de América) inscrevem
patente de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

1988 Os comprimidos de Piroxicam/B-ciclodextrina (Brexin®) foram comercializados
pela empresa Chiesi Farmaceutici (Italia).

1990 Stella e Rajewski inscrevem a patente para sulfobutil éter B-ciclodextrina.

2.2.3. Derivados das CDs

Estudos demonstraram que a substituicdo de qualquer dos grupos hidroxila,

por grupos metila, resulta em incremento da solubilidade aquosa, devido a nao

formacdo de ligacdes de hidrogénio intramoleculares, com forte impacto na

solubilidade aquosa da B-CD. Sua baixa solubilidade, tendéncia a cristalizagdo em

solucdo aquosa e efeitos toxicos quando administrada pela via endovenosa,

limitam o uso desta CD em formulac¢des farmacéuticas (UEKAMA, 1985). Devido a

isto, tem sido sintetizados um grupo de derivados que apresentam propriedades

fisico quimicas melhoradas e reducao da toxicidade parenteral. A permetilacdo da

B-CD também incrementa a altura do toroide, reduz o didmetro da cavidade da

parte primaria e amplia a cavidade central. Assim, quando dois ter¢os dos grupos
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hidroxilas estdo metilados seletivamente, como no caso da DM-B-CD, a
solubilidade a 25 °C incrementa até 57 % m/v. Ja a completa alquilacdo que resulta
em TM-B-CD apresenta menor solubilidade aquosa de 31 % m/v (SZEJTLI, 1983;
UEKAMA, 1985). A solubilidade dos derivados metilados diminui com aumento da
temperatura (LOFTSSON; BREWSTER, 1996).

Outra causa do aumento da solubilidade dos derivados alquilicos em geral,
em comparacdo com as CDs naturais, é que a manipulacdo quimica de
derivatizacao gera misturas de isomeros, que incrementa o carater amorfo da CD
(LOFTSSON; BREWSTER, 1996).

As CDs hidrossoliveis comercialmente disponiveis na indUstria
farmacéutica incluem:

- Derivados metilados da -CD (RM-B-CD, DM-B-CD).
- Derivados 2-hidroxipropilados de 3-CD e y-CD (HP-B-CD, HP-y-CD).
- Sulfoalquil derivados de B-CD e y-CD (SBE-B-CD. SBE-y-CD)
- Glicosil e maltosil B-CD.
- Acetil derivados de -CD e y-CD.
- Derivados sulfatados de CDs (DAVIS; BREWSTER, 2004).
Pela relacdo com este trabalho, serdo comentadas apenas os derivados

hidroxialquilicos e sulfoalquilicos da 3-CD.

- Hidroxi alquil derivados

A condensacao de B-CD com o6xido de propileno em solucéo alcalina produz
o derivado altamente soluvel HP-B-CD apresentado na figura 4, com solubilidade
em agua que excede 60 % m/v (PITHA; PITHA, 1985), mostrando também um perfil

toxicologico favoravel (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; GOULD; SCOTT, 2005).
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Figura 4. Representacdo esquemaética da estrutura quimica da 2-hidroxipropil--

ciclodextrina (Yergey et al., 2017).

O numero de derivados de HP-B-CD gerados, assumindo substituicdo
aleatéria, ronda os 130.000 e considerando que 0s grupos 2-hidroxipropila
introduzem centros opticamente ativos, o total de isbmeros geométricos e opticos
€ ainda maior.

Estudos de antigenicidade, mutagénese e irritabilidade topica
demonstraram que HP-B-CD é um material seguro que pode ser utilizado em
produtos de uso cotidiano, como em perfumaria e cosmética. E incorporada como
excipiente em produtos parenterais com dose maxima diaria de até 16 g, como por
exemplo o traconazol. Um relato de duas criangas com 5 anos tratados por doenca
de Niemann-Pick tipo C receberam 2500 mg/Kg (iv) de HP-B-CD, duas vezes por
semana por mais de um ano e foi bem tolerada. Em geral, em tratamento de
criancas desde 7 meses até 5 anos com produtos contendo este derivado, nao
existem relatos de efeitos indesejaveis com a dose de 100 mg/Kg/dia de HP-B-CD,
administrada em dose Unica ou dosis multiplas (EUROPEAN MEDICINES

AGENCY, 2014).
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Os principais fornecedores mundiais de HP-B-CD sdo Janssen
Farmacéutica (Bélgica), Wacker Chemie (Alemanha) e Cerestar, atual Ingredion

(Estados Unidos de América) (DAVIS; BREWSTER, 2004).

- Sulfoalquil derivados

A reacdo da CD com propano-sulfona em solucdo alcalina produz
sulfopropil-CD e a rea¢do com butano-sulfona, gera a sulfobutil-CD.

O derivado da B-CD, sulfobutil éter-p-CD com 7 substituintes (SBE7-p-CD),
apresentado na Figura 5, foi selecionado para uso comercial, sob a marca Captisol
® e sua patente pertence a CyDex Pharmaceuticals, Inc. (Estados Unidos de
América), considerando questdes de seguranca, maior sucesso na formacédo de
complexos e maior capacidade solubilizante, comparado com SBE4-3-CD e SBE1-
B-CD (PUSKAS et al., 2015).

Estudos mediante espectrometria de massas demonstraram que ndo é
possivel mais de uma substituicdo por unidade de glicose e 0 RMN *H indicou que
o grupo hidroxila primario era o principal sitio de substituicio (PUSKAS et al.,
2015).

E incluida em varios produtos parenterais, por exemplo como excipiente de
voriconazol, com dose maxima diaria de até 14 g/Kg. Em estudos desenvolvidos
com ratos durante 14 dias foi observada alguma alteracdo reversivel dos tabulos
renais que comeca com incremento do tamanho de vacuolos apicais seguido de
surgimento de lisossomos gigantes. Este incremento no tamanho é também
observado como resposta organica adaptativa a excrecdo de substancias
osmaticas, como glicose, manitol e dextrana em altas concentra¢cdes. Em humanos

ndo foram observados efeitos indesejaveis apos administragdo de 250 mg/Kg/dia
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durante 6 meses, pelo qual € considerada segura em criancas maiores de dois

anos (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2014).
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Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura quimica da molécula de

sulfobutil éter7- p-CD (SHITYAKOQV et al., 2015).

Igual a HP-B-CD, estudos farmacocinéticos demonstraram que SBE-B-CD é
eliminada pela urina de forma inalterada, ndo ultrapassa barreira hematoencefalica
e nao existem evidéncias de retencdo em nenhum tecido. Ensaios toxicol6gicos
demonstraram que SBE-B-CD néo tem efeitos na fertilidade e néo € teratogénica.
Também ndo mostrou atividade mutagénica em células bacterianas nem de
mamiferos (ensaios “in vitro”) ou atividade clastogénica (ensaios “in vitro” e “in

vivo”) (LUKE et al., 2010).

2.2.4. Formacao de complexos de incluséao
Requisitos importantes para formacédo do complexo farmaco-CD estavel
que a molécula hdéspede deve se encaixar completamente ou pelo menos,

parcialmente na cavidade da CD e apresentar baixa polaridade. A formacéo dos
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complexos, no caso de moléculas altamente volumosas é possivel, desde que o
hospedeiro contenha cadeias laterais ou grupos com suficiente tamanho molecular
para permitir a inclusdo. Neste caso, geralmente ocorre inclusédo parcial (CABRAL-
MARQUES, 1994b). A estabilidade do complexo de inclusdo também depende da
polaridade da molécula hospede. Em geral, moléculas ou residuos hidrofébicos
mostram maior afinidade pela cavidade das CD que aquelas hidrofilicas, onde os
complexos formados sdo muito fracos ou ndo se formam (LI; PURDY, 1992). A
formacéo do complexo constitui um processo reversivel que muda as propriedades
fisico quimicas da molécula héspede e do hospedeiro.

A estrutura do complexo em solucdo pode diferir da estrutura do mesmo no
estado solido. Em solucédo, a molécula héspede encaixa total ou parcialmente na
cavidade central da CD e o complexo € rodeado e solvatado por uma capsula de
hidratacdo (multicamadas). No estado cristalino, no entanto, a molécula héspede
pode encaixar em um espaco vazio ou intersticio na estrutura cristalina e néo
necessariamente na cavidade central do toroide (JONES et al., 1984). Durante a
formacédo do complexo podem-se formar ou romper ligacdes ndo covalentes entre
o farmaco e a ciclodextrina. Ao dissolver em &gua, o complexo dissocia-se
rapidamente, dando lugar a moléculas de farmaco livre, em equilibrio dinamico com
moléculas de farmaco ainda ligadas na cavidade da CD (LOFTSSON;
BREWSTER, 1996).

A formacao do complexo de inclusdo com CD em solu¢do aquosa ocorre de

acordo com as seguintes etapas (BEKERS et al.,, 1991; CABRAL-MARQUES,

1994b).
1- Aproximacao das moléculas do farmaco e da CD.
2- A agua ¢ liberada do interior da cavidade da CD para a solugéo (+AH).
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3- O complexo é formado devido a interacdes entre a molécula hospede ou
seus grupos substituintes, e grupos do anel ou da cavidade interna vazia da CD
(interacdes de Van der Waals e/ou ligacdes de hidrogénio).

4- Reidratacéo da parte exposta da molécula hospede depois da formacéo do
complexo.

Ainda que a liberacdo das moléculas de agua do interior da cavidade da CD
seja provavelmente uma importante forca motriz para a formag¢do do complexo,
também o estabelecimento de interacfes relativamente fracas ndo covalentes
podem estar envolvidas. Estas incluem forcas de Van der Waals (interac6es dipolo-
dipolo induzido e forcas de dispersdo de London), interacdes hidrofébicas,
liberacdo da energia de tensédo dos néis da CD e variacGes na tensao superficial
do solvente (LI; PURDY, 1992). As CDs tem a habilidade de formar complexo de
incluséo “in situ” no meio de dissolucéo, pelo qual podem melhorar a solubilidade
e velocidade de dissolucdo ainda quando néo se formou o complexo previamente
no estado solido (CHALLA et al., 2005).

Porém, os grupos hidroxila da superficie exterior das CDs sao capazes de
estabelecer ligagcbes de hidrogénio com outras moléculas analogamente a
polissacarideos néo ciclicos e formar complexos hidrossollveis (sem incluséo).
Assim, tem sido demonstrado que a-CD pode formar tanto complexos de inclusao
como complexos sem inclusdao (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Também um
estudo por espectroscopia de RMN da associa¢ao de riboflavina com 3-CD e HP-
B-CD mostrou auséncia de interacdes entre os prétons do farmaco com os
referentes a cavidade interna das CDs (H3, H5) e finalmente o experimento de

dindmica molecular mostrou a possibilidade de interacdo fora do anel das CDs,
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ainda quando a solubilidade e atividade antitumoral foram incrementadas (DE
JESUS et al., 2012).

Em solucbes aquosas diluidas é muito frequente que uma molécula do
farmaco forme complexo com uma molécula da CD, entdo a estequiometria do
complexo sob estas condi¢cdes € 1:1.

As constantes de associacdo (K) reportadas variam entre 0 e 20.000 M,
Alguns estudos demonstraram que ainda para farmacos fortemente ligados a CD,
uma diluicdo de 1:100 reduz a porcentagem de farmaco no complexo de 100% a
30%. Esta diluicdo pode ser facilmente atingida por injecdo do complexo ou por
diluicdo no contetido do estémago e intestino. Por este motivo, é importante avaliar
o efeito da diluicdo antes do uso clinico dos produtos que contém complexos
farmaco-CD e que poderiam ser administrados por estas vias. Os farmacos que
sdo administrados na forma de complexos de inclusdo pela via oftalmica,
transmucosa e transdérmica, sdo mais sensiveis a forca de associacdo, devido a

diluicdo minima nestes sitios (CHALLA et al., 2005).

2.2.5. Métodos de preparacao de complexos

Existem varios métodos que permitem obter complexos com CDs através
de processos relativamente simples e sua escolha dependera das propriedades da
molécula que se deseja complexar e da natureza da ciclodextrina. O quadro 2

apresenta os principais métodos de obtencao.
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Quadro 2. Métodos de obtencédo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas

Necessidades e

Exemplos de

adicionada a uma
solucdo aquosa da
ciclodextrina com
agitagéo. A solugéo
final é esfriada e o
complexo deve

precipitar

Método Caracteristicas o farmacos
limitantes
encapsulados
Formacdo de Formacdo de uma Adequado para Benznidazol
pasta pasta da CD com compostos pouco (SOARES-
pequenos volumes solUveis em agua. SOBRINHO et al,
de agua e posterior 2012)
_ . Dificuldade de
incorporagdo  do _
i _ preparagdo em grande Carvedilol
farmaco. A pasta é
escala (SHARMA; JAIN,
secada para obter o
. 2013)
complexo sélido.
Timol (TAO et al.,
2014)
Ibuprofeno (PEREVA
et al., 2016)

Co- A substdncia é Muito usada para Silymarin (GHOSH,;
precipitacdo dissolvida em substancias ndo BISWAS; GHOSH,
solvente orgénico e solGveis em agua. 2011)
posteriormente  é _ _ o

Baixo rendimento Meclizine (GEORGE;

devido a competicao
com solventes
organicos que podem
inibir a formagdo do

complexo

VASUDEVAN, 2012)

2-metoxiestradiol
(CAIRA et al., 2015)

Oxaprozin (MENNINI
et al., 2016)

Tropolon (SUZUKI et
al., 2017)

Aquecimento
em recipiente

fechado

Apés adsorcdo de
uma  quantidade
definida de vapor

de agua, a mistura

A técnica pode ser
desenvolvida sob
atmosfera de nitrogénio

e usada para complexar

Acido
flurbiprofeno
(HIGASHI et
2011)

salicilico e

al.,
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fisica do composto
e a CD é colocada
em recipiente

selado e aquecida

substancias volateis e

termoestaveis

Timol (NIEDDU et
al., 2014) o-naftol

(FENG et al., 2018)

Liofilizacdo
(Freeze-
drying)

Proporgbes

requeridas da
substancia e da CD
dissolvem-se em

agua com agitacao.

A solucéo
resultante é
liofilizada e

adicionalmente

secada a vacuo.

Adequado para
substancias termoldbeis
ou para hoéspedes
soluveis.

Geralmente produz bom
rendimento e é possivel

escalonamento.

E um dos mais utilizados
na formacéao de

complexos de incluséo.

Oleos de cinamomo
(HILL;
GOMES; TAYLOR,
2013).

e cravo

Estragol (KFOURY
et al., 2015)

Kamebakaurina
(RAZA et al., 2017)

Sevoflurano
(SHITYAKOQV et al.,
2015)

Acyclovir (IJAZ et al.,
2016)

Dadzeina (LI et al.,
2017).

Secagem por
Atomizacao
(Spray-
Drying)

A CD e a

substancia a
encapsular séo
dissolvidas em

agua deionizada ou
mistura

etanol/agua e
depois a solucéo
resultante e
submetida a
secagem no Spray-

dryer

O aparelho é operado
considerando variaveis
como temperatura de
entrada e velocidade de
alimentacdo. Devido as
altas temperaturas
usadas, esta técnica é
aplicavel & complexacao
de substancias

termoestaveis.

Albendazol (GARCIA
et al., 2014)

Glimepride
(SHASHIKANT;
PATIL, 2016).

Carvedilol (ALONSO
et al., 2016)

Citral (PHUNPEE et
al., 2017).
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Fluidos Utiliza o diéxido de A principal limitante € a Cetoprofeno
supercriticos  carbono elevada pressdo (BANCHERO;
supercritico como requerida, o alto custo RONCHETTI;

alternativa para de manutencao e MANNA, 2013).

solubilizacdo dos requisitos dos _
. ) Flurbiprofeno
compostos a acessorios/equipamento
N (RUDRANGI et al.,

encapsular, auxiliar.

. 2016)
evitando o uso de
solventes Dadzeina (PAN et
organicos. al., 2017)

Baicalina (LI et al.,
2018)

2.2.6. AplicacOes farmacéuticas

O alto custo envolvido no desenvolvimento de novas substancias quimicas
farmacologicamente ativas tem dirigido o foco das companhias farmacéuticas na
projecao de formulacdes mais eficazes com farmacos antigos. A tecnologia das
CDs proporciona aos formuladores a valiosa oportunidade de melhorar os aspectos
negativos das propriedades fisico-quimicas de ativos e incrementar potencialmente

seu perfil farmacolégico, farmacocinético e/ou diminuir os efeitos adversos.

- Incremento da solubilidade e velocidade de dissolucao de farmacos

A aplicacéo farmacéutica mais comum das CDs & melhorar a solubilidade
aguosa de farmacos pouco solluveis e melhorar sua biodisponibilidade e
estabilidade (BEKERS et al.,, 1991; RAJEWSKI; STELLA, 1996). Também os
complexos farmaco-CD podem ser usados na reducao da irritabilidade gastrica, na

converséao de ativos liquidos em p6s microcristalinos ou amorfos e para prevenir
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interacOes entre farmacos ou farmaco-excipiente. A extensdo na qual as CDs
podem incrementar a solubilidade ndo pode ser predita exatamente, no entanto,

existem trés métodos empiricos que podem servir de auxilio:

1- Farmacos com menor solubilidade aquosa tem maior tendéncia a melhorar
significativamente sua solubilidade ao formar complexos com CDs (LACH;
COHEN, 1963);

2- A hidrofobicidade da CD usada afetara sua capacidade solubilizante. Por
exemplo, um dos derivados mais hidrofébicos (DM-B-CD) mostra o maior potencial
de solubilizacédo (SZEJTLI, 1994, YOSHIDA et al., 1988);

3- Os derivados das CDs com baixo grau de substituicdo sdo melhores
solubilizantes que os mesmos derivados com maior grau de substituicdo

(LOFTSSON; BREWSTER, 1996).

O complexo com CD de um farmaco de baixa solubilidade em agua €
usualmente mais soluvel que o farmaco livre. O complexo formado em geral
também apresenta melhor molhabilidade e dissolve mais rapido. A complexacéo
pode produzir marcante reducdo no tamanho do cristal ou diminuicdo da
cristalinidade, gerando um sistema de dissolucdo mais facil (CABRAL-MARQUES,
1994b). Portanto, um incremento na velocidade de dissolucdo € geralmente o
resultado da combinacdo dos multiplos fatores mencionados, facilitando a rapida
captacdo no sistema circulatorio e consequentemente incrementando a

biodisponibilidade (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2011).
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A melhora na biodisponibilidade ndo esta limitada s6 a administracdo de
complexos pela via oral, também tem sido observada para formulacdes

administradas pelas vias dérmica, retal e parenteral (CABRAL-MARQUES, 1994b).

- Estabilidade de farmacos

A formacdo de complexos de inclusdo pode influenciar a estabilidade de
farmacos e dependendo da forma em que a molécula hospede esta incluida na
CD, a degradacédo pode ser diminuida (Figura 6), incrementada ou permanecer

sem afetacGes (POPIELEC; LOFTSSON, 2017).

hv, O,, OH", H*
Dihidro prostaglandina E1 \

Figura 6. Representacao esquemaética do incremento na estabilidade quimica da
dihidroprostaglandina E1 por inclusdo em ciclodextrinas (PUSKAS; MALANGA,

2017).

Também é importante destacar que a estereoquimica e/ou a estequiometria
do complexo podem influenciar os efeitos estabilizantes ou desestabilizantes da
complexacdo. Entre as reagbes que tem sido observadas incluem hidrolise,
oxidacdo, transformacdes estereoquimicas, racemizacdo e outras formas de

isomerizacao, polimerizacdo, decomposicao térmica, fotodegradacdo e em alguns
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casos, degradacédo enzimatica (BEKERS et al., 1991; CABRAL-MARQUES, 1994b;
LOFTSSON; BREWSTER, 1996).

Alguns estudos demonstraram que as CDs protegem o anel B-lactamico de
antibioticos dos grupos das penicilinas e cefalosporinas frente a hidrdlise em
condicOes acidas (HIDAKA et al., 2010; POPIELEC et al., 2016), ndo tem nenhum
efeito ou catalisam a degradacdo em meio neutro (ALSARRA et al., 2007;
POPIELEC et al., 2016) e definitivamente catalisam a degradacdo em condicdes
basicas (LOFTSSON; BREWSTER, 1996). Este comportamento é associado a
ionizacao/deionizacdo do grupo carboxila do antibiético em funcdo do pH e da
maior afinidade da forma néo ionizada pela cavidade da CD. O efeito catalitico &
tipico de sacarideos, como por exemplo a glicose, em condicbes neutras ou
basicas (POPIELEC; LOFTSSON, 2017). Também o efeito degradativo foi
estudado considerando o tipo de CD, assim a hidrdlise catalisada por base da
benzilpenicilina, sob determinadas condicdes, foi inibida por RM-B-CD, no entanto,
HP-B-CD incrementou a velocidade de degradacdo. Quando os grupos hidroxila
foram substituidos por grupos com carga negativa como carboximetila, diminuiu o
efeito catalitico (POPIELEC et al., 2016). O efeito catalitico de algumas CDs em
solucéo aquosa deve-se geralmente a deprotonagédo do grupo hidroxila localizado
na saida do anel, comportamento que € similar a outros carboidratos e alcoois
polihidricos com grupos hidroxila adjacentes, situacao que € principalmente notavel
em condi¢cdes basicas (LOFTSSON et al., 2005).

O furoato de diloxanida, farmaco utilizado no tratamento de infecdes
diarreicas produzidas por ameba, sofre hidrdlise catalisada por esterases. Alguns
trabalhos mostraram que as CDs podem reduzir a degradacdo hidrolitica em

condi¢cbes basicas, assim como a degradacéo enzimatica do farmaco, que nao foi
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enzima (MONTEIRO et al., 2003).

CDs também podem estabilizar substancias frente a oxidacdo. O co-
trimoxazol é susceptivel a este tipo de degradac&do. Em condi¢cdes de estresse com
peréxido de hidrogénio, os complexos com HP-B-CD incrementaram a vida média
da mistura de farmacos (11 vezes para o sulfametoxazol e 4,2 vezes para o
trimetroprim) (POURMOKHTAR; JACOBSON, 2005).

Um estudo comparativo do efeito de varias CDs na oxidacéo de ziprasidona
demonstrou que o comprimento da cadeia lateral e o carater eletro-doador podem
influir na catalise do complexo. Em solucdo aquosa as cadeias carregadas
negativamente e eletro-doadoras catalisam a reacdo por estabilizacdo de um
intermediario oxidativo seguindo a ordem: CE-B-CD>SBE-B-CD>HP-3-CD>RM-[3-
CD> B-CD > sem CD. No estado solido o efeito das CDs esteve relacionado com
a natureza cristalina ou amorfa dos complexos formados, sendo mais estaveis
frente a oxidacéo aqueles que formaram estruturas cristalinas. Os autores sugerem
gue no estado sélido a oxidacdo nos complexos € mais influenciada pela alta
mobilidade do farmaco nas formas amorfas (HONG; SHAH; MCGONAGLE, 2011).

O Limaprost, derivado da prostaglandina E1, apresenta baixa estabilidade
frente a temperatura e umidade relativamente elevadas. O Limaprost alfadex, é um
complexo da substancia com a-CD que, na forma de comprimidos, mantém a
estabilidade por trés anos ou mais quando é embalada em blister com revestimento
de aluminio e contendo dessecante. Porém, sem a embalagem degrada
rapidamente. Um estudo demonstrou que a liofilizacdo de Limaprost alfadex com
B-CD e posterior incorporacdo desta ultima como excipiente nos comprimidos

contribuiu para melhorar a estabilidade por trés meses ou mais em condi¢des de
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30°C/75 %HR. O mecanismo de estabilizagdo da B-CD foi discutido desde o ponto
de vista da reducdo da mobilidade das moléculas de agua, além do proéprio

processo de inclusdo na CD (INOUE et al., 2014).

- Fotoestabilidade

CDs tem o potencial para controlar reacdes quimicas e fotoquimicas. Isso é
devido a microplanaridade da cavidade do hospedeiro e a limitada mobilidade
molecular do farmaco por restricbes estéricas. Estudos demonstraram que a
complexacdo pode alterar as propriedades de absorcdo de luz do complexo. A
natureza de estados menos excitados da molécula héspede, mecanismos de
desativacdo e os produtos da reacdo podem ser modulados pelo microambiente
da CD. Portanto, as mudancas estruturais que ocorrem quando a molécula do
farmaco estd formando complexo com a CD podem trazer consigo efeitos
estabilizantes ou desestabilizantes (SORTINO et al.,, 2001). A velocidade das
reacoes secundarias também podem ser influenciadas assim como a evolugéo dos
intermediarios da reacdo (BORTOLUS et al., 1993; LOFTSSON et al., 2005). Em
geral, estes efeitos dependem do tipo de CD, o farmaco e as condi¢des
experimentais, como por exemplo o comprimento de onda e a intensidade de
irradiacdo (LOFTSSON et al., 2005).

Existe relativamente pouca informacgéo relativa a fotoestabilidade de
complexos farmaco-CD em estado sélido, visto que o principal motivo de uso das
CDs é incrementar a solubilidade aquosa, por isso a maioria dos estudos esta
focada a fotoestabilidade dos complexos em solugédo (HIDAKA et al., 2010).
Independentemente de se o farmaco esteja em solugédo ou em estado sélido, a

melhora na fotoestabilidade quando ele esta na forma de complexo com CD
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depende da CD em particular. Por exemplo, a fotoestabilidade do diclofenaco em
formulacdes tdpicas tipo gel, foi melhorada por inclusdo com B-CD, apresentando
0 maior valor de constante de associagao (Ki:1) comparado com ME-3-CD, a-CD e
y-CD (IOELE et al., 2014).

A cinética e 0 mecanismo de fotodegradacdo da molécula de farmaco é
diferente dentro da cavidade da CD, porque o interior constitui um ambiente
isolado, com propriedades fisico-quimicas diferentes das propriedades do meio
externo, as quais as espécies incluidas frequentemente apresentam-se como uma
Gnica molécula. A fotoquimica é, portanto, restrita a eventos intramoleculares,
exceto em casos em que mais de uma molécula esteja presente dentro do toroide
(JONES et al., 1984).

A degradacéao do acido oxolinico (quinolona) em solu¢do aquosa segue uma
cinética de primeira ordem, e a velocidade da reacdo aumenta com aumento da
concentracao inicial de acido oxolinico. Este fendbmeno se deve a formacao de
dimeros ou agregados de alta ordem. A formacdo de complexo de inclusdo com
HP-B3-CD previne essa reacao e retarda a degradacdo (ORFANOU et al., 2009).

A sofalcona (2-carboxilmetoxi-4,4""-bis (3-metil-2-buteniloxi) chalcona)
(CBC) sofre fotoisomerizacdo (E) - (Z), resultando em perda de sua atividade
biolégica. Quando as moléculas formaram complexo de estequiometria 1:1 com a-
CD, ainclusédo da CBC na pequena cavidade dificultou significativamente a rotacao
da dupla ligagdo do grupo cinamoil, resultando em diminuicdo da velocidade de
isomerizacdo. Porém, quando forma complexo 1:2 com y-CD, a velocidade da
reacao é significativamente superior (TADANOBU et al., 1993).

A velocidade de fotodegradacgéo do clofibrato diminuiu pela formagao de

complexo molecular sélido 1:1 com B-CD e y-CD (UEKAMA et al., 1983)
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Numerosos estudos tentaram melhorar a fotoestabilidade da nifedipina em
estado sélido utilizando a complexacdo com CDs (TESHIMA et al., 1989;
MIELCAREK; SADAJ, 1994). Num deles observou-se melhora na fotoestabilidade
em 5 vezes comparado com farmaco livre, quando formou complexo preparado por
formacéo de pasta 1:1 com B-CD (MIELCAREK; SADAJ, 1994) e outros autores
notaram s6 uma ligeira melhora nos complexos de inclusdo com B-CD, y-CD, DM-
B-CD, TM-B-CD e polimero B-CD (TOMONO et al., 1988). Outro trabalho comparou
a fotoestabilidade dos complexos preparados por formacéo de pasta com B-CD, y-
CD, RM-B-CD, DM-B-CD e HP-B-CD. Como resultado, a vida média do farmaco foi
menor que 60 min, independentemente da relacdo molar usada e do método de
preparo. Observou-se melhora na fotoestabilidade dos complexos com B-CD e y-
CD narelacdo molar 1:1, porém o complexo com HP-B-CD apresentou um pequeno
efeito desestabilizante com relacdo ao controle (média vida de 43,6 minutos na
mistura fisica e 34,7 minutos no preparado por formacdo de pasta) e nao foi
detectado nenhum efeito quando foram usadas RM-B-CD e DM-B-CD na relacéo
molar 1:1. Também foi investigado o efeito da proporgao farmaco:CD para y-CD
demonstrando que o incremento na proporcdo desta CD aumentou o efeito
estabilizante (1:2 > 1:1 > 2:1). No caso da RM-B-CD néao foi detectado efeito
estabilizante adicional nas relacdes molares 1:2 ou 2:1. Os autores concluem que
a fotoestabilizagao observada quando foram usadas B-CD e y-CD para formar os
complexos preparados por formacdo de pasta poderia estar relacionada com
mudancgas na opacidade durante a exposi¢éo, o qual poderia reduzir a transmissao
de luz dentro do material e diminuir a velocidade de fotodegradacéo (GLASS et al.,

2001).

37



Outro trabalho, o qual obtiveram os complexos usando secagem por
atomizacdo com a-CD, B-CD e y-CD, determinou que a extensdo da
fotodegradacao foi comparavel com a mistura fisica nifedipina: HP-B-CD (1:1),
sugerindo minima fotoprotecéo proporcionada por essas CDs (THOMA, 1996).

Estudos QSAR indicaram que a forca motriz para a complexacdo da
nifedipina, além da concentracdo da CD, sdo a hidrofobicidade e interacdes de Van
del Waals (parametros de solubilidade 3D, area superficial hidrofilica e indice de
conectividade diferencial) (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2011).

No estado solido, a furosemida degrada menos do 2 % em 2 horas de
exposicao a luz na presenca de DM-B-CD e TM-B-CD, mas este valor aumenta
aproximadamente até 12 % e 20 % na presenca da p-CD e polimero B-CD,
respectivamente.

A velocidade de fotodegradacédo e a natureza e distribuicdo dos produtos da
reacdo podem ser alterados devido a complexacdo com CDs (BORTOLUS et al.,
1993; TADANOBU et al.,, 1993; MIELCAREK, 1997). Um estudo desenvolvido
utilizando RM-B-CD para melhorar a solubilidade do midazolam, demostrou um
mecanismo de fotoreacdo em sequéncia altamente seletiva, devido ao controle
conformacional sobre os reagentes (RAO; TURRO; RAMAMURTHY, 1986;
REDDY; RAMAMURTHY, 1987). O "efeito caixa" da inclusdo das moléculas na
cavidade da CD gera um par de radicais que sofrem reacdo de condensacdo com
outra molécula antes de ser capaz de difundir ao meio externo. Isto ocorre em
menor medida na solucéo fora da cavidade devido a difusdo mais rapida (REDDY

et al., 1986).
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- Volatilizagao

Vérios estudos mostraram que as CDs podem incrementar a estabilidade
fisica de diferentes tipos de compostos (fragrancias) (BUSCHMANN;
SCHOLLMEYER, 2002; CHEIRSILP; RAKMAI, 2017), pesticidas (SZENTE;
SZEJTLI, 1981; SZENTE, 1998; BERGAMASCO; ZANIN; MORAES, 2005),
poluentes organicos (FOURMENTIN et al.,, 2001; YEQIANG et al.,, 2016) e
farmacos como a nitroglicerina (CENTKOWSKA; SZNITOWSKA, 2008),
diminuindo significativamente sua volatilizacdo seja por vaporizacdo (linalol,
alcanfor, mentol, timol) (CABRAL-MARQUES, 2010; CIOBANU et al.,, 2012;
CIOBANU et al.,, 2013; NIEDDU et al., 2014) e/ou sublimacdo (naproxeno e
ibuprofeno) (MAXWELL; CHICKOS, 2012), através da formacao de complexos de

inclusao.

- Liberacdo modificada de farmacos

Em épocas mais recentes as CDs também tem sido utilizadas tanto na
liberacdo controlada como no "targeting”. Assim estudos demonstraram que CDs
podem associar-se com folato ou subunidades (Figura 7), mantendo a capacidade
de formar complexo de incluséo, o qual possibilita o direcionamento do farmaco a
tecido/6rgéo alvo (CEBORSKA, 2017; CEBORSKA et al., 2018), por exemplo no
estudo da formacao do complexo doxorubicina- acido félico-c2-B-CD, utilizando
como espacador duas moléculas de &cido caprdico entre o agente de targeting e a
CD. A alternativa contribuiu para incrementar a atividade antitumoral "in vitro" e "in
vivo" utilizando um método de preparacao relativamente simples (OKAMATSU et

al., 2013; MIZUSAKO et al., 2015).
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Figura 7. Estrutura quimica da associacao ciclodextrina-folato para vectorizacéao

de farmacos (PUSKAS; MALANGA, 2017).

Também a formacéo dos sistemas farmaco-em-CD-em-lipossomas tem sido
uma alternativa util na liberacédo de farmacos lipofilicos, considerando que quando
estes Ultimos sdo incorporados na forma livre no lipossoma, se depositam
maioritariamente na bicamada lipidica lipossomal, sendo liberados de forma rapida,
limitando assim a efetividade na liberacdo prolongada. Ja a incorporacdo do
complexo de inclusdo do farmaco no compartimento aquoso do lipossoma constitui
uma alternativa para solucionar essa limitacdo (GHARIB et al., 2015). Um estudo
utilizando flurbiprofeno formando complexo de inclusdo com 3-CD, HP-B-CD e

SBE-B-CD e incorporados posteriormente em lipossomas melhorou a
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biodisponibilidade do farmaco pouco soltuvel, com os melhores resultados para o

complexo flurbiprofeno/HP-B-CD (ZHANG et al., 2015).

- ' Solucédo aquosa de
ff = complexo de inclusdo
W farmaco/CD
Evaporacao Hidratacdo ﬁ
"*-.\.‘ - g
[ —  / \

Moléculas lipidicas e
ativador dissolvidos em

solvente organico Bicapa lipidica
Fase aquosa —‘t—t.,-'
® lipideo @ ciclodextrina
? ativador ® farmaco hidrofébico

Figura 8. Esquema da metodologia de preparacdo de lipossomas contendo

complexos de inclusdo de farmaco em ciclodextrinas pelo método de hidratacéo de

filme (GHARIB et al., 2015).

Este tipo de sistema também foi utilizado com sucesso no incremento da

encapsulacdo, estabilidade, fotoprotecéo e retencdo da substancia volatil anetol

em complexo de inclusdo com HP-B-CD (GHARIB et al., 2017).

Um polipseudorotaxano utilizando y-CD e lipossomas pegilados foi avaliado

com sucesso na liberacao prolongada de doxorubicina (HAYASHIDA et al., 2014).
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Outro tipo de sistema avaliado tem resultado da combinacdo de complexos
de inclusdo com cristais liquidos. Um estudo demonstrou que a liberacdo da
diosgenina, sua biodisponibilidade e distribuicdo na pele, melhorou quando seu
complexo com B-CD foi incorporado ao cristal liquido constituido por uma disperséo
de mono-oleato de glicerila e fitantriol, em agua (OKAWARA et al., 2014).

Materiais poliméricos biodegradaveis de associacdo espontanea que
mimetizam os proteoglicanos sdo sintetizados por um método simples de uma
etapa e escalonavel, a partir de complexos de inclusédo de tensoativos catidnicos
com y-CD e o polimero natural polianiénico acido hialurénico. Estas matrizes
supramoleculares foram carregadas com substancias hidrofilicas (albumina bovina
sérica) e lipofilicas (curcumina, cetotifeno) para avaliar sua liberacdo em condicdes
fisiolégicas. Os sistemas foram totalmente biodegradados e os farmacos liberados
de forma prolongada, pelo qual sédo considerados alternativa viavel em formulacdes
tépicas, implantes ou injecdes depot (SZENTE et al., 2014). Outro estudo, baseado
na formacéao da associacao supramolecular biocompativel entre o acido hialurénico
(anidnico), o polimero catidénico poli-L-lisina e o oligossacarideo aniénico SBE-[3-
CD contendo os farmacos inibidores da transcriptasa reversa zidovudina e
lamivudina, mostrou atividade antirretroviral potente e permitiu a liberacdo
sustentada dos farmacos, o qual facilitaria a adesé@o ao tratamento antirretroviral

por parte dos individuos que padecem de infecao por HIV (SONG et al., 2016).

2.2.7. Efeitos sobre a seguranca de farmacos
O incremento na efetividade das CDs na maioria dos casos deve-se a
diminuicao da dose terapéutica de farmacos como consequéncia do incremento na

solubilidade e biodisponibilidade. Por outra parte, a formag&o de complexo a nivel
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molecular previne o contato direto do farmaco com as estruturas bioldgicas,
contribuindo com a reducdo de efeitos indesejaveis. Numerosos farmacos
melhoraram seu perfil toxicolégico por inclusdo em CDs (HANUMEGOWDA; WU;
ADAMS, 2014). A inclusdo de 2-etil-hexil-p-dimetilaminobenzoato diminuiu a
irritabilidade da substancia por reducéo do contato com a pele (SCALIA; VILLANI;
CASOLARI, 1999). B-CD melhorou a atividade antiviral do ganciclovir em linhagens
celulares de citomegalovirus e o resultante incremento da poténcia do farmaco
reduziu a toxicidade (NICOLAZZI et al., 2002). Também a SBE-B-CD inibiu a
citotoxicidade do composto DY-9760e em células endoteliais das veias de cordao
umbilical e suprimiu o dano vascular induzido pelo farmaco em coelhos (NAGASE
et al., 2003). Um estudo de toxicidade aguda do liquido iénico imiscivel 1-dodecil-
3-metilimidazolio tetrafluorborato (DMIM-BF4) em complexo com 3-CD em modelo
animal de Danio rerio mostrou incremento do valor de DLso (reducéo da toxicidade),
ampliando sua potencialidade de aplicacdo (HODYNA et al., 2016).

HP-B-CD teve influéncia significativa na viabilidade celular da linhagem SH-
SY5Y (neuroblastoma humano) quando o complexo de inclusdo com AR (proteina
B-amiloide com defeito no enovelamento, marca patolégica da doenca de
Alzheimer) foi avaliado no ensaio de MTT. O estudo mostrou viabilidade celular de
quase 99 % nos controles com HP-3-CD, AB altamente citotoxica, e as misturas
AB- HP-3-CD 1:1, 1:2 e 1:5 com 74%, 93% e 82 % de viabilidade durante as 24 h
de incubacé&o. Nas maiores relagdes molares 1:5 e 1:10, a HP-B-CD tem tendéncia
a agregacao espontanea, o qual pode bloquear os sitios ativos de interagdo com
AB (REN et al., 2016).

A toxicidade ocular “in vitro” e “in vivo” de diclofenaco de sédio foi reduzida

por formacdo de complexos com HP-B-CD e y-CD, sendo os complexos com a- e
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B-CD menos efetivos na reducéo da toxicidade, resultantes de sua habilidade para
extrair colesterol e outros componentes lipidicos das membranas da coOrnea

(ABDELKADER et al., 20189).

Descobertas em 1891, caraterizadas na primeira metade do passado século
e disponibilizadas como compostos altamente puros nos ultimos 40 anos, as CDs
tem resultado em importante alternativa na melhora da biodisponibilidade e
estabilidade de numerosos farmacos devido a sua capacidade de formacao de
complexos de inclusdo, porém, € conhecido atualmente a possibilidade de outros
tipos de associacoes intermoleculares. Ainda quando algumas CDs tem restricdes
guanto a via de administracéo, estes excipientes oferecem novas alternativas como
a formacdo de agregados em combinacdo com outros excipientes e inclusdo em
sistemas dispersos coloidais sintonizaveis de liberacdo de farmacos e sinteses de
novos derivados para vetorizagao a sitio especifico.

Ha mais de 100 anos ap0s o descobrimento, as CDs séo ainda consideradas

como excipientes noveles com possibilidades ainda inexploradas.

2.3. Microparticulas
2.3.1. Definicdo e caracteristicas gerais.

Microparticulas sao particulas de diametro maior que 1 uym. O termo
microcapsula é referido a aquelas microparticulas em que o material de cobertura
rodeia o material encapsulado, conformando uma parede ou capsula. As

microparticulas em que o material a encapsular esta disperso aleatéria ou
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homogeneamente dentro de uma matriz, com alta tendéncia a esfericidade, séo
conhecidas como microesferas (LU; PARK, 2012).

Alguns autores classificam como macrocapsulas aquelas particulas com
diametros maiores de 1000 um. Uma ampla variedade de substancias pode ser
encapsulada, incluindo agroquimicos, enzimas, fragrancias, células, tintas e ativos
farmacéuticos. A maioria dos materiais de cobertura sdo polimeros organicos, mas
também lipideos e ceras podem ser usadas (LU; PARK, 2012).

As microparticulas podem apresentar diversas estruturas. Algumas sao
esféricas com uma regido continua do material de cobertura. Outras apresentam

geometria irregular e contém um namero determinado de goticulas ou particulas de
material encapsulado no interior (Figura 9).

QA) (B) O(C)
O(D) em) O(F)

Figura 9. Estruturas tipicas das microparticulas: (A): Sistema matricial

(microesfera); (B) Microcépsula esférica com nucleo simples; (C): Microcapsula
irregular; (D): Microcapsula de doble parede; (E): Microcapsula multinucleada; (F):

Microcépsulas encapsuladas. (AZEREDO, 2008).
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2.3.2. Principais aplicacbes

A microencapsulacéo constitui uma estratégia util para resolver problemas
de estabilidade de farmacos, tanto “in vitro” quanto “in vivo”, ou para prevenir
interacbes farmaco/excipiente ndo desejadas na formulacdo. Dependendo das
propriedades do polimero e das condi¢cdes de microencapsulacdo, estes sistemas
podem estender a vida util de varios ativos devido a protecéo frente a condicbes
ambientais como umidade, oxigénio, luz e temperatura durante o processamento e
estocagem (ABBAS et al., 2012). Assim, a fotoestabilidade de amlodipina (RAGNO
et al.,, 2003), nifedipina (DINARVAND et al.,, 2006), etilhexilmetoxicinamato
(GOGNA et al.,, 2007), ubiquinona-10 (BULE; SINGHAL; KENNEDY, 2010),
pantoprazol sodico (DHURKE; KUSHWAHA; DESAI, 2013), ranitidina HCI
(PRAKASH et al.,, 2013), avobenzona (CABRERA et al., 2014) e curcumina
(PECORA et al., 2016) foi incrementada por formacéo de microparticulas. Também
podem proteger substancias altamente sensiveis como peptideos, proteinas e
células frente a degradacdo enzimatica e resposta imune apos administracao
(HERNANDEZ et al., 2010; SERRA et al., 2011).

A volatilizac&o de varias substancias como norfluorazon e alaclor (SOPENA
et al., 2007), salicilato de metila (BANSODE et al., 2010), 6leo de menta (ZHU et
al., 2010) foi diminuida e a estabilidade térmica do aldeido cindmico incrementada
(SONG et al., 2018), utilizando microencapsulagao.

Reducao da toxicidade e irritabilidade gastrica do sulfato ferroso e cloreto de
potassio foi verificada quando estes foram microencapsulados (BANSODE et al.,

2010).
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Adicionalmente, a microencapsulacdo apresenta uma solucdo na
manipulacdo de substancias higroscopicas, materiais que liberam grandes
guantidades de p6 e para pos com baixa fluidez (DESAI; JIN PARK, 2005).

Outra das aplicacbes das microparticulas € no mascaramento do sabor
desagradavel de alguns farmacos, usualmente incorporadas em suspensdes ou
comprimidos como forma final de administracdo (MALIK; ARORA; SINGH, 2011;
KHOR et al., 2017). A microencapsulacdo de liquidos aderentes ou viscosos em
sélidos, permite melhorar a incorporacéao destes nos processos de preenchimento,
mistura e compressao (BURGESS; HICKEY, 2007).

Uma das principais razdes da microencapsulacdo é conseguir liberacéo
modificada, em muitos casos sustentada, de farmacos, visando reduzir a frequéncia
de administracdo, especialmente conveniente para farmacos de meia-vida
plasmatica curta, ou reduzir oscilacdo nas concentracdes plasmaticas, minimizando

efeitos colaterais (KRAJISNIK; CALIJA; CEKIC, 2017).

2.3.3. Métodos de obtencao

Existem varios métodos que se utilizam na producdo de microparticulas.
Pela importancia que teve no presente trabalho, o método de microencapsulacéo
por formacdo de emulsdo/evaporacdo do solvente serd mais amplamente

comentado. Os restantes métodos sao apresentados no quadro 3.

- Formacéo de emulsao/evaporacao do solvente
E um método muito comum na producdo de microparticulas, onde dois ou
mais liquidos imisciveis sdo dispersos, um no interior do outro, na forma de

goticulas. Entre os mais usados estdo solventes organicos volateis como
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componentes da fase dispersa e agua contendo um tensoativo apropriado como
fase continua. No caso de farmacos hidrofébicos, estes podem ser dissolvidos junto
com o polimero de cobertura em solvente organico comum, como cloreto de
metileno ou diclorometano, e emulsificados em uma solucdo aquosa de tensoativo
polimérico, como alcool polivinilico, para produzir uma emulséo 6leo em agua (O/A)
(AKASH et al., 2013). O procedimento também pode ser adaptado para encapsular
farmacos hidrofilicos, o qual deve ser dissolvido em agua (fase dispersa) e
emulsificada com uma fase organica continua que contém o polimero formador da
cobertura, produzindo uma emulsdo primaria tipo agua em 6leo (A/O). Esta é
posteriormente emulsificada com uma fase externa aquosa, dando lugar a uma
emulsdo do tipo agua-Oleo- agua (A/O/A) (LIU et al., 2016). Outros tipos de
emulsdes podem ser obtidas: 6leo em 6leo (O/O) e multiplas como A/O/O, O/A/O,
entre outras. Estas Ultimas tem como objetivo proteger farmacos altamente

idrossollveis da particdo na interfase O/A, causando perdas de farmaco e baixos
valores de eficiéncia de encapsulacdo. Para todos os tipos de emulsbes, o
procedimento de emulsificacdo é seguido da eliminacao do solvente, dando lugar
ao sistema sélido. Dependendo do método de solidificacdo, 0 método podera ser
classificado como evaporacéo do solvente, extracao do solvente ou reticulacéo (YE;
KIM; PARK, 2010).

Na evaporagdo do solvente, este € eliminado em duas etapas: primeiro o
solvente difunde através da fase dispersa até a fase continua e segundo, o solvente
é eliminado na interfase (fase continua-ar). Para facilitar esta ultima etapa, pode—
se aquecer o sistema. Teoricamente, se 0 solvente € totalmente extraido das
microparticulas para a fase continua, entdo a etapa de evaporacdo nao é

necessaria. Na pratica, utilizando uma relacéo de volume suficientemente grande
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entre fase continua e fase dispersa ou utilizando um cosolvente apropriado de
elevada afinidade pela fase continua, o solvente organico pode ser extraido das
microparticulas completamente (LU; PARK, 2012).

O terceiro tipo de método de emulsificacao requer o processo de reticulacéo,
que € usado para favorecer a solidificacdo quando polimeros hidrofilicos sdo
usados (gelatina, albumina, dextrana, quitosana, entre outros). A reticulacéo pode
ser promovida por calor, adicdo de contraions ou agentes reticulantes especificos
(LU; PARK, 2012).

Vérios trabalhos tem estudado a influéncia de diferentes parametros nas
emulsdes e no produto final: as microparticulas. Entre eles, alguns parametros
fisicos como: configuracdo do aparelho, velocidade de agitacdo, relacéo
volumétrica entre fase continua e fase dispersa e relacdo de massas entre material
a encapsular e material de cobertura. Parametros fisico-quimicos como: tenséo
interfacial, viscosidade e densidade das fases dispersa e continua, parametros
guimicos como: tipo de polimero, propriedades do farmaco, tensoativo e solvente.
A otimizacdo destes parametros € especifica do material, por exemplo para
diferentes sistemas farmaco-polimero os valores dos parametros podem diferir
(FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005; MATEOVIC-ROJNIK et al., 2005; JYOTHI

et al., 2010).
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Quadro 3. Métodos de microencapsulacao

(Spray Drying)

atomizada na cadmara de secagem quente que
contém um gas que contribui a eliminar o solvente

rapidamente para produzir as microparticulas.

Método Caracteristicas Referencias
Coacervacdo - Envolve de-solvatacdo parcial do polimero da (SHIMOKAWA et
Separagdo de solugdo polimérica. al., 2013).
Fases. _ _
Pode ser simples (um polimero) ou complexa (dois (BUTSTRAEN;
polimeros). SALAUN, 2014).
Secagem por O material a encapsular é disperso na solucdo (FATNASSI et al.,
atomizacao concentrada do material de cobertura. A mistura é 2014)

(JYOTHI et al,
2010)
(ZHANG et al,
2014)

Fluidos

supercriticos

A capacidade de solvatacdo destes fluidos pode

ser alterada com a temperatura e a pressao.

A obtencdo do produto microencapsulado pode—
se efetuar em uma etapa que consta de dois
processos principais: (1) solvatacéo do ingrediente
ativo pelo fluido na rapida expansédo da solucdo
supercritica e (2) precipitacdo do composto pelo
fluido supercritico no processo de cristalizagéo

supercritica anti-solvente

(COCERO et al,
2009).

(GIROTRA;
SINGH; NAGPAL,
2013)

Electrospraying

Baseado na habilidade do campo elétrico para
deformar a interfase de uma gota de liquido. A
carga elétrica gera uma forca eletrostatica dentro
da gota (forca de Coulomb) que compete com a
forca coesiva intrinseca da gota e quando esta
ultima é superada pela primeira, faz quebrar a gota

em pequenas goticulas na escala micro ou nano.

Varios parametros podem influir no produto final:
Viscosidade, voltagem, calibre da agulha, distancia

do coletor, velocidade de fluxo, solvente,

(ALMERIA et al,,
2010).

(BOCK et al,
2011).
(ZzHOU et al,
2016).
(BARRON; HE,
2017).
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surfactantes, tipo de polimero, etc., pelo qual a

otimizacdo do processo resulta altamente

complexa.

Gelificagéo
ionotrépica

Baseado na capacidade de polieletrolitos de
reticular na presenca de ions de carga contraria
para formar hidrogéis. Os granulos de hidrogel sdo
produzidos por gotejamento de uma solucéo
polimérica contendo farmaco em uma solucéo
aguosa de cations polivalentes. Os cétions

difundem nas gotas, formando uma rede

tridimensional reticulada.

(PATEL; PATEL;
PATEL, 2010).

(PATIL et
2010).

al.,

(UPPALA et
2013).

al.,

(PREZOTTI;
CURY;
EVANGELISTA,
2014).

(GIRI, 2016).

(ABDELKADER et
al., 2018).

Revestimento

As particulas ficam em movimento dentro de um

(JAMEKHORSHID;

por atomizacgao sistema com desenho especifico entanto a SADRAMELI,
solucao de revestimento é atomizada na superficie FARID, 2014).
(Em tambor) i . i .
das particulas. As microparticulas formadas séo
secas por evaporacao do solvente da solucéo de
revestimento ou por esfriamento.
Revestimento O sistema mantém as particulas sdlidas (DEASY,  1991).
por atomizacgao suspensas numa corrente de ar. A posicdo do (GUIGNON;
( | atomizador no aparelho pode variar (superior, DUQUENOY;
Em eito
o tangencial ou inferior). Podem ser desenvolvidos DUMOULIN,
fluidizado) . _ L i
varios ciclos de atomizacdo-secagem até 2002).

conseguir a espessura do revestimento desejada.

Varios fatores relacionados com o aparelho (fluxo
de gas, distancia do atomizador ao leito, nimero

de atomizadores, velocidade de atomizacdo e

(SEMYONOV et
al., 2012).
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temperatura) assim como parametros fisico
guimicos como a viscosidade da solucao de
revestimento e densidade do material podem

influir na qualidade do revestimento.

Extrusdo

centrifuga

Dois liquidos imisciveis sdo bombeados dentro de
um eixo atomizador para dois fluidos. O liquido a
encapsular é alimentado ao canal central entanto
o liquido de revestimento é colocado no canal de
alimentacéo lateral. Quando a coluna com os dois
liguidos emerge do  atomizador, esta
espontaneamente se quebra produzindo uma
corrente de pequenas goticulas contendo material
liguido a encapsular no interior, rodeadas de
material de revestimento. Este Ultimo solidifica por
resfriamento rapido quando as goticulas saem do
atomizador ou alternativamente, por resfriamento

em banho gelado.

(LU; PARK, 2012).

(JAMEKHORSHID;
SADRAMELL,
FARID, 2014).

Separacdo por
suspenséao

rotacional

7

O material a encapsular é disperso em uma
formulacao liquida de revestimento e a dispersdo

€ transportada até um disco rotatério. As

microparticulas  individuais  resultantes  sao

expulsadas do disco rotatério e resfriadas
rapidamente para favorecer a solidificacdo da

cobertura.

(LU; PARK, 2012).
(TOMARO-
DUCHESNEAU et
al., 2013).

Polimerizagéo

interfacial

A capsula é formada devido a uma reagédo de
polimerizacdo de monOmeros que reagem na
interface entre o material de revestimento e o
material a encapsular. Pode ser usada para
encapsular substancias misciveis ou imisciveis

com agua.

(BERCHANE;
JEBRAIL;
ANDREWS, 2010)
(PERIGNON et al.,
2015).

Polimerizagéo in

situ

N&o sdo incorporados reagentes de polimerizagéo
na fase que contém o material a encapsular. A
reagdo ocorre exclusivamente na parte da interface

da fase continua. Quando o polimero comeca a

(JYOTHI et al.,

2010)
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formar, este vai depositando na superficie do
material a encapsular, onde a reacdo de
reticulacdo tem lugar, formando uma capsula

sélida.

2.3.4. Etilcelulose (EC)

E um polissacarideo linear derivado semi-sintético da celulose, com amplo
uso em alimentos, cosméticos e indlstria farmacéutica. Nesta Ultima, é
particularmente usada devido a suas propriedades de baixa toxicidade (sendo um
dos poucos polimeros organosoluvel/insolavel em agua que conta com aprovacgao
da FDA para uso interno), bom formador de filme, com favoravel resisténcia
mecanica, termoplasticidade e relativamente baixo custo. E utilizado como
excipiente em comprimidos obtidos por compressdo direta (YU et al., 2007;
GUERRA-PONCE et al., 2016), na obtencéo de dispersdes utilizando a técnica de
extrusdo/ fusdo a quente (REPKA et al., 2008; FENG et al., 2016) e na formacéo
de microparticulas para estabilizacdo de farmacos frente a interacdes, hidrolise e
oxidacdo (PRASERTMANAKIT et al., 2009; WALKER, 2012) e para conseguir
liberacdo controlada em micro (ARICI et al., 2014; PARIDA et al., 2016; WAGH,;
MUJUMDAR; NAIK, 2018) e nanoparticulas (LOKHANDE et al., 2013).

A obtencao da EC ocorre por dissolucao alcalina da celulose, com objetivo
de quebrar sua estrutura supramolecular, com posterior adicdo de cloroetano
(ATALLA; ISOGAI, 2005), para substituir os grupos hidroxila por grupos etila
terminais. A estrutura quimica da EC consiste em cadeias de unidades de
anidroglicose unidas por pontes de oxigénio (Figura 10). Nos materiais mais

comuns, 0 grau de substituicdo dos grupos etdxi varia entre 43 e 50 %. As
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propriedades fisicas da EC sao influenciadas pelo grau de polimerizacdo da cadeia
principal assim como pelas propriedades da cadeia lateral, incluindo o grau de
substituicdo e a distribuicdo dos substituintes na cadeia polimérica e entre as
posicbes dos carbonos C(2), C(3) e C(6) das unidades de anidroglicose. O
alongamento, a flexibilidade e em menor medida, a temperatura de transicao vitrea
(Tg), diminuem drasticamente com incremento da etoxilagéo e a dureza e absor¢ao
de umidade diminuem quando o conteudo de etoxi incrementa acima de 43-51%

(DAVIDOVICH-PINHAS; BARBUT; MARANGONI, 2014).

Figura 10. Estrutura quimica da etilcelulose. (MURTAZA, 2012).

EC é um material altamente amorfo, porém apresenta reconhecidas
propriedades de liquidos cristalinos liotropicos. Este polimero é um forte formador
de cristal, pelo qual a variacao da capacidade calorifica na Tg é relativamente sutil,
resultando dificil sua detec¢do (HYPPOLA; HUSSON; SUNDHOLM, 1996), mas
existe consenso geral que estd em torno de 130 °C dependendo da massa molar e
do grau de substituicdo. Alguns trabalhos que estudaram a influéncia da razéo de
aguecimento (2, 5 e 10 °C/min) mostraram que ha influencia minima sobre o valor
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da Tg (LAI; PITT; CRAIG, 2010). A mobilidade molecular incrementa a partir dos
60-70 °C, com maxima energia de dissipacdo em 131,5 °C. Também € conhecido
que existe uma transicdo complexa do material acima dos 180 °C que pode-se
manifestar como uma combinacdo de respostas endo e exotérmicas, que alguns
autores associam a oxidacdo do polimero (DUBERNET; ROULAND; BENOIT,
1990). Trabalhos posteriores demonstraram o impacto da razdo de aquecimento na
temperatura de inicio da transicdo assim como da presenca de oxigénio
proveniente do ar comprimido quando usado como gas transportador usando TGA
como técnica de analise. Os autores sugerem a formacao de peréxido nos grupos
éter como reacdo primaria e logo depois sua decomposi¢cdo com remocado dos
correspondentes aldeidos, alcoois, alquil hidroperoxidos e outros produtos

derivados da decomposicéo (reacdes secundarias) (LAI; PITT; CRAIG, 2010).

Levando em conta as amplas possibilidades que oferece a microencapsulacdo na
melhora da estabilidade quimica e fisica de numerosas substancias e ausencia de
estudos anteriores relativos a utilizacao de etilcelulose na protecdo do derivado
furanico, consideramos esta metodologia de interesse para ser avaliada no

presente trabalho.
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3. Objetivos

Objetivo geral

Avaliar os complexos de inclusdo com ciclodextrinas e microparticulas
poliméricas como alternativas tecnoldgicas que contribuam para a estabilizacdo do
2-(2-nitrovinil) furano e que permitam sua incorporacdo em formas farmacéuticas

estaveis e adequadas para uso humano e/ou veterinario.

Objetivos especificos

1. Desenvolver estudos de estabilidade acelerada dos complexos de inclusdo
liofilizados de G-0 com HP-B-CD e SBE-3-CD.

2. Avaliar a fotoestabilidade do G-0 na forma de complexos de inclusdo com HP-
B-CD e SBE-B-CD no estado solido, através de métodos de irradiacéo forcada
e em camara climatica.

3. Avaliar a volatilizacdo do farmaco na forma de complexos de incluséo
utilizando métodos de analise térmica e cromatografica.

4. Desenvolver estudos de liberacdo in vitro e de permeabilidade em mucosa
vaginal.

5. Avaliar ainfluéncia da formacgéo dos complexos de inclusédo nas propriedades
biol6gicas do G-0 através do ensaio de susceptibilidade in vitro frente a
Candida spp e da citotoxicidade através do ensaio de viabilidade de
gueratindcitos e fibroblastos.

6. Desenvolver sistemas de microparticulas poliméricas com G-0 incorporado.
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Caracterizar os sistemas poliméricos através de métodos de anélise térmica
e espectroscopica, difratometria de raios X de po e microscopia eletrbnica de

varredura.
Avaliar a influéncia da incorporacdo de G-0 nas microparticulas na
fotoestabilidade, volatilizacdo, liberacdo e estabilidade acelerada da

substancia ativa.
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4. Material e métodos

4.1. Complexos de inclusdo com ciclodextrinas

4.1.1. Preparacao dos complexos por liofilizacdo

O método de obtencdo dos complexos por liofilizacdo foi desenvolvido
anteriormente (RUZ et al., 2012). Preparou-se uma solucéo saturada da CD, HP-[3-
CD (Trappsol®, qualidade farmacéutica, CTD, Inc., Estados Unidos de América) ou
SBE-B-CD (Captisol®, para pesquisa, CyDex Pharmaceuticals Inc., Estados Unidos
de América), em 50 mL de &gua deionizada. Adicionou-se uma quantidade de G-0
(Lote 15-1-6, Centro de Bioactivos Quimicos, Santa Clara, Cuba) em relacdo
equimolar com a CD na solucéo anterior e a suspensao resultante colocou-se em

agitador horizontal (34 rpm) a 21 + 1 °C, durante 48 h, até atingir o equilibrio de

solubilidade. Apds esse tempo, filtrou-se a vacuo (PES 0,22 um, Millipore®) e da
solucéo resultante dispensou-se volumes de 1 mL em vials de vidro. As amostras
foram congeladas a -40 °C e liofilizadas (Liofilizadora JJCientifica®, SP, Brazil)

durante 24 horas a —30 °C sob vacuo a presséo de 150 mmHg.

4.1.2. Quantificacédo do teor de G-0 nos complexos mediante Cromatografia Liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

- Preparacao das amostras

A cada vial contendo o liofilizado, adicionou-se 1 mL de agua deionizada e
agitou-se por aproximadamente 1 min até obtencdo de uma solucdo amarela
transparente. Uma aliquota de 20 uL foi transferida para baldo volumétrico ambar
de 10 mL. Completou-se o volume com a fase mével acetonitrila: 4gua (80:20, v/v)

e a solucéo foi filtrada (PTFE 0,45 um, Chromafil®) para injetar no cromatégrafo.
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- Condi¢des cromatograficas

Utilizou-se cromatografo Agilent Technologies 1220, equipado com detector
DAD 1220 Infinity, injetor automatico e bomba de gradiente quaternario. Uma
coluna Agilent Zorbax® ODS (250 x 4,6 mm, 5 um) foi utilizada para separacéo
cromatografica em fase reversa, e uma pré-coluna Agilent Zorbax® ODS (12,5 x 4,6
mm, 5 um). A fase mével foi constituida por acetonitrila: agua (80:20, v/v), o fluxo
foi de 0,5 mL/min e a separagéo foi desenvolvida a 25 °C. O volume de inje¢éo foi
20 pL, o comprimento de onda de deteccdo de 351 nm e o tempo de analise de 15
min. Preparou-se uma curva de calibracdo com amostra de referéncia, na faixa de

concentragées entre 3 e 15 pug.mL* para desenvolver a quantificagdo.

4.1.3. Fotoestabilidade
4.1.3.1. Condic¢Oes de Irradiagcdo das amostras
- Camara UV (A= 254 nm)

Para a irradiacdo dos complexos no estado sélido, o contetdo de cada vial
foi distribuido uniformemente em placa de Petri de vidro transparente, aberto (n=3)
resultando uma camada de aproximadamente 1 mm de espessura. As amostras
foram colocadas sob uma lampada UV Modelo SM 808 (Zheijang, China), que emite
radiacdo a 254 nm, colocada em posicao horizontal dentro de uma camara
espelhada e completamente fechada para evitar influéncia de radiacao externa. As
amostras foram colocadas a uma distancia de 10 cm da fonte de luz. Com objetivo
de descartar possiveis efeitos térmicos, também foram monitorados controles
escuros. A camara foi disposta em um local com temperatura controlada de 20 + 1
°C e colocou-se silica gel ativada no interior para evitar absorcdo da umidade

ambiente por parte das CDs. As amostras foram diariamente agitadas

59



manualmente para garantir a irradiacao uniforme de luz. A amostragem foi realizada
a cada 12-24 h até verificar 50 % de degradacao. Misturas fisicas equivalentes,

preparadas com ambas as CDs, também foram utilizadas com fins comparativos.

- Camara climética de fotoestabilidade

Com objetivo de comprovar o comportamento dos complexos sob a condicéo
estabelecida pelas normativas ICH Q1B (ICH EXPERT WORKING GROUP, 1996),
uma amostra foi colocada sob a influéncia da radiacdo luminosa utilizando uma
camara climatica Mecalor Modelo EC/0.2/R-F (Mecalor Solu¢cdes em Engenharia
Térmica Ltda., Brasil), que tem como fonte de luz uma lampada fluorescente fria
(luz visivel) e uma lampada UV (luz UVA) (Opcéao 2). A faixa de comprimento de
onda da fonte de luz foi de 320 - 400 nm, com energia de emissdo maxima de 350
- 370 nm. A amostra ficou exposta por um tempo ndo menor que 1,2 milhdes de
lux.horas integrados a uma energia de ultravioleta proxima de ndo menos que 200
watt horas/m?.e a temperatura da camara foi controlada e estabelecida em 25 °C.
A camara consta de radibmetro e luximetro integrados que medem a exposicéo da

amostra a radiacdo UV (watts hora/m?) e visivel (lux.hora) respectivamente.

4.1.3.2. Preparacdo das amostras irradiadas para analise por CLAE.
Determinou-se G-0 (em mistura fisica ou na forma de complexos com
ciclodextrinas) e produtos de degradacédo, cada um em seu comprimento de onda
de maxima absorcdo. Pesaram-se aproximadamente 10 mg de complexo ou de
mistura fisica e dissolveram-se volumetricamente em 25 mL de fase modvel.
Completou-se volume e as amostras foram filtradas (PTFE 0,45 um, Chromafil®)

para injecdo de 20 pL no cromatografo.
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Preparou-se uma curva de calibragdo com G-0 (amostra de referéncia) na
faixa de concentracdo de 1 a 13 ug.mL™* para quantificacdo das amostras.

Para a deteccdo dos produtos de degradacdo utilizou-se o detector de
arranjo de diodos (DAD), com registro de 1 espectro por segundo, resolucédo 1,2

nm e varredura de 200 a 400 nm.

4.1.3.3. Isolamento e caracterizacao de produto de degradacao

- Analise espectroscopica dos complexos sem degradar

Primeiramente foram analisados os complexos integros (sem exposi¢ao a
luz) para comprovar a auséncia de produtos de degradacdo antes do estudo de
fotodegradacao.

Os complexos foram dissolvidos diretamente em 600 uL de dgua deuterada,
99,9 % (Cambridge Isotope Laboratories, Inc., USA) atingindo uma concentracao
final de 20 mM, colocados em tubos RMN de 5 mm e analisados utilizando um
espectrometro de RMN Ascend 11l 600 MHz (Bruker, Estados Unidos de América).
Os espectros de ressonancia de hidrogénio foram gerados no software TopSpin 3.5
e posteriormente integrados no MestReNova 6.0.

Adicionalmente os complexos foram dissolvidos em acetato de etila de
qualidade cromatografica (Panreac AppliChem ITW) com concentracédo final do
composto aproximada de 1 mg.mL* e filtradas, para serem analisados por CG-MS
em cromatografo Agilent 7890B (Estados Unidos de América), equipado com auto
injetor PAL RSI 85, forno para coluna e detector de massas Agilent 5977A. Para a
separacao foi utilizada uma coluna capilar DB-5, 30 m x 0,25 mm, espessura do
filme de 0,25 uym. Foi usado hélio como gas de arraste, com vazado de gas de 1

mL.minL. Injetou-se 1 YL de amostra no modo Split 1:100. A temperatura do injetor
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foi fixada em 250 °C. A sequéncia de temperatura do forno foi 100 °C durante 3 min,
30 °C/min até 260 °C, espera 3 min. A deteccao foi desenvolvida usando detector
Quadrupolo lon-Trap. A temperatura da fonte foi 250 °C e temperatura do
quadrupolo 200 °C. A voltagem de ionizacéo foi 70 eV, 2,9 varreduras/s, varredura
entre 50-550 Da e resolucédo 0,1 m/z. Os cromatogramas e espectro de massas

foram registrados utilizando o software Mass Hunter Work Station.

- Andlise dos complexos degradados
- Procedimento de Clean-up

Um cartucho C18 Phenomenex (55 um, 70 A) foi previamente lavado com 5
mL de acetonitrila (JT Baker, qualidade cromatogréafica) e seguidamente ativado
com 5 mL de agua deionizada (MilliQ). O conteudo de dois vials expostos a luz foi
dissolvido em 2 mL de 4gua e aplicado no cartucho. Posteriormente a ciclodextrina
foi eluida com 5 mL de agua. Esta fracdo aquosa foi congelada para posterior
analise. Os produtos retidos no cartucho (menos sollveis em agua) foram eluidos
usando 2 mL da mistura acetonitrila: agua (80:20, v/v) e coletados (Fracdo 1).
Adicionalmente, 2 mL da mistura de solventes foram adicionados no cartucho para
retirar os residuos de compostos que poderiam ter ficado retidos. O procedimento
de "clean-up" foi desenvolvido sob presséo para agilizar a eluicdo. As fragdes foram
armazenadas a -40 °C até a separacdo dos compostos e posterior analise

espectroscopica.
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- Separagéo dos produtos de degradagcdo em coluna analitica por CLAE

A fracdo 1 foi filtrada utilizando membrana (PTFE 0,45 ym, Chromafil®) e
processada usando um cromatégrafo de liquidos (Shimadzu LC-10AD, Jap&o),
equipado com bomba de gradiente quaternario, interface, injetor automatico e
detector DAD. Para a separacao foi utilizada uma coluna cromatografica Agilent
Technologies com fase estacionaria C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna
Agilent Technologies C18 (12,5 mm x 4.6 mm, 5 um). A fase mével foi composta
por acetonitrila: agua (80:20, v/v), fluxo 0.5 mL/min, tempo de corrida 15 min e
volume de injecgdo 50 pL. A analise foi desenvolvida a 25 °C. A coleta dos
compostos foi baseada nos tempos de retencédo e comprimento de onda de maxima
absorcdo, com "cut-off" de 1000 mUA. Apds a coleta em tubos Eppedorf, as
amostras foram submetidas a secagem com insuflacdo de nitrogénio,
reconstituidas com pequena quantidade de acetonitrila-d3, 99,8 atom %D (Sigma-
Aldrich, Alemanha), juntadas as coletas referentes a cada pico para garantir uma
massa suficiente que permitisse a deteccao e transferidas a tubos de RMN de 5

mm para posterior andlise por RMN.

- Andlise do fotoproduto maioritario (PD1) por Ressonancia Magnética Nuclear
Todos os experimentos foram executados em espectrometro Bruker Avance
[l HD de 600 MHz (Bruker, Estados Unidos de América) utilizando sonda criogénica
de 5 mm, a 298 K. Acetonitrila deuterada (CDsCN, 99,8 atom % D, Sigma-Aldrich,
Brazil) foi usada como solvente e como referéncia interna.
Para o experimento de hidrogénio (RMN 'H), os parametros de aquisicdo
principais foram: Sequéncia de pulso noesyprld (denominacdo Bruker), tempo de

aquisicdo 3 s, tempo de relaxagdo e também para desacoplar o sinal de agua
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contida no solvente (d1) 3 s, tempo de pré-saturacao do sinal entre os pulsos (d8)
de 0,3 s, numero de promediacdes (ns) 8 e numero de pontos no dominio temporal
(TD) 64K.

Para o espectro de RMN de 13C {*H} foram utilizados os parametros de
aguisicao: sequéncia de pulsos zgpg30 (denominacao Bruker), tempo de relaxacao
(d1) de 0,1 s, numero de pontos no dominio temporal (TD) de 32 K, numero de
promediacdes (ns) de 69 K e utilizou-se uma funcdo exponencial (Ib=3) para
apodizacéao do sinal.

Foram também desenvolvidos varios experimentos de analise bidimensional
(RMN 2D). Para o experimento de Correlacdo Espectroscépica Homonuclear (*H-
'H COSY) foram utilizados os parametros: sequéncia de pulso cosygpprgf
(denominacéo Bruker), tempo de relaxacdo (d1) de 1 s, numero de promediacfes
(ns) 6, numero de experimentos (TDF1) 175, nimero de pontos no dominio
temporal (TDF2) 4 K e néo foram usadas funcbes de apodizacdo para
processamento do espectro.

Também foi desenvolvido o andlise de Correlacdo Heteronuclear de
Quantum-Simples (*3C-'H HSQC) que utilizou uma sequéncia de pulso
hsqcetgpprsisp2.2 (denominacdo Bruker), um tempo de relaxacdo (d1) de 1 s,
namero de promediacdes (ns) 8, numero de experimentos (TDF1) de 256, numero
de pontos no dominio temporal (TDF2) de 4K e utilizadas as funcdes de apodizacao
QSINE (SSB=3) em ambas as dimensdes.

Adicionalmente foi desenvolvido o analise de Correlacdo Heteronuclear a
Mdltiplas Ligacbes (**C-'H HMBC) os quais foram usados os parametros de
aguisicao: sequéncia de pulso hmbcgplpndgf (denominagéo Bruker), tempo de

relaxacdo (d1) 1 s, numero de promediacdes (ns) 64, numero de experimentos
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(TDF1) 178, numero de pontos no dominio temporal (TDF2) 4 K, constante de longa
distancia (cnstl3) 8 Hz e nao foi usada nenhuma funcdo de apodizacdo no
processamento do espectro.

Para a aquisicdo, processamento e visualizacdo dos dados foi utilizado o

software TopSpin 3.5 para Windows.

4.1.4. Estabilidade acelerada dos complexos

As amostras dos produtos liofilizados (em vials fechados) foram colocadas
em camara para estabilidade sob as condicbes (40 £ 2°C/75 £+ 5 % HR)
estabelecidas pelas normativas ICH Q1A(R2) vigentes (ICH EXPERT WORKING
GROUP, 2003). Para isto foi usada uma camara climatica Modelo CC 500-UR
(TERRONI EQUIPAMENTOS CIENTIFICOS LTDA., SC, Brasil). A amostragem foi
realizada uma vez por més durante 6 meses, sem reposicdo. Amostras controle
armazenadas em geladeira (2-8 °C), também foram analisadas. A analise foi
desenvolvida em triplicata empregando o método CLAE anteriormente descrito.

As variaveis respostas foram: determina¢éo do contetdo de G-0 e presenca
de produto de degradacéo (se houver) através de método validado por CLAE-DAD;
tempo de reconstituicdo e caracteristicas organolépticas. O tempo de reconstituicéo
foi determinado como parte da etapa inicial do preparo das amostras de complexos,
por adicdo de 1 mL de 4gua deionizada a cada vial, e com ajuda de um cronémetro
era medido o tempo que demorava para complexo solido formar solucao
transparente e translucida.

O tratamento estatistico dos dados foi desenvolvido utilizando um anélise de
variancia (ANOVA-One way) para determinar diferencas significativas entre o

conteudo de farmaco aos diferentes tempos e o teste de "t" de Student para
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comparar diferencas significativas entre amostras armazenadas em duas
condicles (geladeira e camara de estabilidade) com nivel de confianca de 95 %,
prévia determinacdo da normalidade e homogeneidade da variancia no software

Statistica v.10.0 (StatSoft Inc., Estados Unidos de América).

4.1.5. Avaliacdo da influéncia da formacéo de complexos com ciclodextrinas na
volatilizagéo do G-0
- Andlise termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico dos complexos de inclusdo com as duas
ciclodextrinas foi comparado com as respectivas misturas fisicas mediante TGA
dindmica. Primeiramente, foram avaliadas trés raz6es de aguecimento para o G-0
(2,5, 5 e 10 °C.mint), com objetivo de escolher a melhor condicéo que permitisse
detectar todos os eventos térmicos, incluida a sublimacgédo, mediante a analise das
curvas TG/DTG.

Uma vez selecionada a condicdo de aquecimento, uma massa aproximada
de 5 mg de cada composto ou mistura fisica foi pesada em cadinhos de alumina
abertos e aquecidos de 20 até 450 °C, sob atmosfera de nitrogénio (100 mL.mint).
As curvas de TG foram registradas no instrumento SDT Q600 (TA Instruments,
Estados Unidos de América) e depois analisadas no software TA Universal Analysis

2000 para Windows.

- Cromatografia a gas com amostrador de Headspace (CG-HS-FID)
Massas de aproximadamente 9.6 mg referentes a G-0 cristalino, e
guantidades equivalentes nas misturas fisicas e nos complexos de incluséo sélidos,

foram pesadas em balanca analitica e colocadas em frascos de vidro de 20 mL para
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Headspace, os quais sao selados hermeticamente e dispostos no amostrador. A

analise cromatografica do G-0 volatil foi desenvolvida utilizando um cromatégrafo

TRACE™ GC Ultra com amostrador de Headspace TriPlus (Thermo Fisher

Scientific, Italia) sob as condi¢cdes mostradas no Quadro 4. A analise comparativa

foi desenvolvida em funcdo das areas relativas dos picos do G-0 sublimado dos

complexos e misturas com relacdo ao farmaco livre.

Quadro 4. Condicdes cromatograficas estabelecidas para a deteccdo de G-0 volatil

usando CG-HS-FID

Condicdes

Ciclo de agitacéo 5s-2s
Incubacéo Tempo 30 min

Temperatura 50 °C
Injecdo Temperatura 50 °C

Razéo de Split 1:10

Volume de injecéo 2mL
Forno Temperatura 60 °C
Tempo de 9 min

Capilar DB-5, 30 m x 0,53 mm, espessura

Coluna Tipo do filme 1,5 um (J&W Scientific, Estados

Unidos).

Géas de arrastre 11RO Hélio
Vazao 1 mL.min?

Detector Tipo FID
Temperatura 250 °C
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4.1.6. Avaliacado biologica "in vitro" dos complexos de incluséo liofilizados de G-0
com ciclodextrinas frente a Candida albicans e Candida krusei.
4.1.6.1. Cepas de leveduras

Duas cepas de Candida albicans, ATCC 18804 (padréo) e CAV4 (isolado
clinico da regido vaginal, resistente a fluconazol, itraconazol e cetoconazol) e duas
cepas de Candida krusei, ATCC 6258 (padrdo) e CKV3 (isolado clinico da regido
vaginal, resistente a fluconazol, itraconazol e cetoconazol) foram usadas para
determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) do 2-(2-nitrovinil) furano e seus
complexos de inclusdo com HP-B-CD e SBE-B-CD. As cepas padrao foram obtidas
da colecédo de cepas micolégicas do Laboratorio de Fisiologia dos microrganismos,
do Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara, Brasil (UNESP/FCFAR). As cepas clinicas foram coletadas de
doadoras apOs consentimento por escrito e as amostras foram doadas ao
Laboratério de Micologia da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP) para fins de pesquisa cientifica. O uso dessas amostras foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP-FAMERP), protocolo
namero 152/2006.

Todas as cepas clinicas de origem nacional empregadas neste estudo foram
cadastradas no Sistema de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado-SisGen, sob os nimeros de registro AF3561F e AAD29ED.

4.1.6.2. Armazenagem e conservacao das cepas de leveduras
As cepas foram colocadas em caldo Sabouraud-Dextrose (SDB) acrescido
de 20 % de glicerol, e armazenadas a -20 °C até o uso. Para serem usadas, foram

transferidas a 2 mL de SDB e depois incubadas a 37 °C por 48 h.
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4.1.6.3. Padronizacao das cepas de Candida spp.

Apos 48 h de incubacdo, 300 puL das suspensbes de cada cepa foram
transferidas para tubos de ensaio e padronizadas na fase logaritmica de
crescimento por diluicdo apropriada em caldo RPMI 1640 e SDB. A absorbancia
das diluicbes foi monitorada a 530 nm (Pharmacia LKB-Ultrospec Ill) contra branco
constituido por meio de cultura para verificar a escala 0,5 Mc Farland, em que
absorbancia teoricamente deve-se encontrar na faixa de 0,12 a 0,15. Uma vez
ajustadas na escala Mc Farland, 100 yuL de cada suspensdo foram pipetadas e
transferidas para tubos de ensaio contendo 9900 uL de meio de cultura. Finalmente,
1 mL desta disperséo foi transferida para tubos de ensaio contendo caldo RPMI
para preparar uma diluicdo 1:20.

Uma vez padronizadas, os tubos contendo as cepas foram colocados em

gelo para deter o crescimento microbiano.

4.1.6.4. Preparacao das solucdes de ensaio

Preparou-se uma solucdo stock de G-0 em DMSO de concentracdo 5
mg.mL1. A partir dessa solugdo foram pipetados 200 pL e transferidos para baldo
volumétrico @ambar de 10 mL. Completou-se o volume com agua purificada para
atingir uma concentracgéo final de 100 pg.mL™. O conteldo de DMSO nesta solucéo
foi 2 %.

Os complexos liofilizados de G-0/CDs em vials foram reconstituidos com 1
mL de agua purificada e diluidos apropriadamente para atingir concentracao
equivalente a 100 pg.mL* da substancia ativa.

Uma solucdo aquosa de anfotericina B (99 %, Sigma-Aldrich, Brasil), de

concentragdo 160 pug.mL:, preparada a partir de uma solucéo stock de 16 mg.mL"
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Lem DMSO, foi usada como controle positivo. Foram preparadas também solucdes
aguosas controle de ciclodextrinas, na mesma concentracdo de cada uma delas
nas solucdes dos complexos (4770 pg.mL* para G-0/HP-B-CD e 4490 pg.mL* para

G-0/SBE-B-CD).

4.1.6.5. Teste de susceptibilidade a antifingicos

A avaliacdo da atividade antifungica através da determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi desenvolvida usando o método de
microdiluicdo em caldo, baseado em protocolo padronizado (CLSI document M27-
A3, 2008), com pequenas modificacdes. A cada poco da microplaca com 96 pocos
incorporou-se 100 pL de meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Brasil)
previamente ajustado a pH 7,0 com tampdo MOPs (acido 3-[N-morfolino]
propanosulfénico), (99,5 % para meio de cultura, Sigma-Aldrich, Brasil).
Seguidamente 100 pL de cada solucéo de ensaio sao adicionados ao primeiro poco
de cada coluna da microplaca para desenvolver a diluicdo seriada. A faixa de
concentragdo avaliada foi de 50 até 0,39 pg.mL! para o farmaco e seus complexos,
de 80 pg.mL?*até 0,62 pg.mL ! para anfotericina B, de 2380 pg.mL*até 18,6 ug.mL"
! para HP-B-CD e de 2240 pg.mL? até 17,5 pg.mL?! para SBE-B-CD. Em cada
microplaca também monitoraram-se controles de meio de cultura e de esterilidade
das solucdes de ensaio.

Posteriormente, 100 uL de cada suspensédo da cepa padronizada foram
incorporados a cada poco, exceto nos controles de esterilidade. Finalmente as
microplacas foram incubadas a 37 °C, durante 48 h.

Apos o periodo de incubacéo, as placas com 96 pocos foram colocadas em

cabine de fluxo laminar (VECO®, Campinas, Brasil) para revelacdo. Com este fim,
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20 pL de solucdo aquosa ao 2 % mlv, do indicador redox cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (PA, Sigma-Aldrich, Brasil) foram adicionados a cada poco com
ajuda de uma pipeta multicanal (5-50 pL). As microplacas foram novamente
incubadas por mais 2 h. A cor vermelha nos pocos € indicativa de crescimento
microbiano e a auséncia de cor indica que ndo houve crescimento.

O teste foi desenvolvido em triplicata para cada cepa de Candida e usando
baixa intensidade de luz para evitar possivel degradacdo dos produtos
fotossensiveis.

Apos o resultado obtido, desenvolveu-se um segundo teste de microdiluicdo
com o objetivo de obter maior exatiddo no valor de CIM para os complexos e o
farmaco. Desta vez as amostras a serem avaliadas foram preparadas fora da placa
com 96 pocos. A faixa de concentracao final do farmaco livre e nos complexos na
microplaca foi de 13 até 6 ug.mL?, exceto para Candida krusei CKV3, cuja faixa de
concentragdo do farmaco livre foi de 26 até 12 pg.mL1. O procedimento restante

foi igual ao descrito no primeiro teste.

4.1.7. Perfil de dissolucdo dos complexos com ciclodextrinas

Para desenvolver o teste, foi utilizado o método Il da Farmacopéia
Americana (Método das péas), no aparelho Hanson Dissolution Test Station SR8-
Plus (Chatsworth, USA). Quantidade aproximada a 3 mg de G-0 (tp < 250 ym) e
quantidades equivalentes dos complexos liofilizados (FD) foram pesadas e
colocadas nas cubas (n=3) contendo 150 mL de Fluido Vaginal Simulado (SVF), pH
4,5. A temperatura foi mantida a 37 £ 1 °C e agitacdo em 75 rpm (CEVHER et al.,

2014). O dissolutor foi protegido com papel escuro para evitar fotodegradacéo do
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farmaco liberado. Aliquotas de 1,5 mL foram extraidas a intervalos de 5, 15, 30, 45,
60, 120 e 240 min, com reposicdo de meio na mesma temperatura para manter
condicao sink. Apés filtradas com membrana 0,45 uym, 1 mL de cada filtrado foi
diluido em 10 mL de fase movel acetonitrila: agua (80:20, v/v) e injetado no
cromatografo (50 uL). Para quantificacdo foi preparada uma curva de calibracéo
com amostra de referéncia na faixa 0,124 - 4 pyg.mL* e comprimento de onda de
351 nm. Para avaliar os perfis de dissolucado foram comparadas as porcentagens
de farmaco liberado (%DP) e a eficiéncia da dissolu¢cao (%DE) aos 15 e 60 min,
para o farmaco livre e para os complexos. A %DE foi calculada como a relacao
entre a area sob a curva (AUC) do perfil de dissolucéo até o tempo t (0-15 min ou
0-60 min) e a area total do retangulo (ASC) definido pelo eixo y, referente ao 100%
de dissolucéo e o eixo x (tempo 15 min ou tempo 60 min, dependendo do caso).
Também foi aplicado o0 modelo matematico independente para o célculo do
fator de similaridade (f2) entre os diferentes perfis de dissolugcdo (MOORE;

FLANNER, 1996), através da equacéao 1.:
1 -05
f2 =50 % log {[1 + (;) Yi-1(Rt — Tt)z] X 100} (1)

Em que n é o numero de tempos de amostragem; R; € a porcentagem de farmaco dissolvido da
referéncia no tempo t e T; € a porcentagem de farmaco dissolvido da amostra de teste no tempo t.

4.1.8. Ensaio de liberacao "in vitro" do G-0 em complexos através de membrana
sintética usando célula de Franz.

Como a analise prévia aos ensaios de liberacdo e permeabilidade, foi
testada a estabilidade do G-0 em Fluido Vaginal Simulado (SVF) (MARQUES;

LOEBENBERG; ALMUKAINZI, 2011) (Composicédo descrita no Anexo 1) e em
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tampdao fosfato salino (PBS), pH 7,4, os quais representam os meios doador e
receptor, respectivamente.

No primeiro caso foram preparados 50 mL das solucdes de G-0O ou
complexos em SVF (com mucina) de concentragdo aproximada de 50 uyg.mL7,
colocadas em erlenmeyers de 100 mL, e mantidas em banho termostatizado
(Marconi, Brasil) a 37 °C. Nos tempos de 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 360 e 480
min, foram pipetadas aliquotas de 200 uL e transferidas a balées volumétricos de
10 mL, completando o volume com a fase movel acetonitrila: agua (80:20, v/v) e
analisadas por CLAE-DAD. Também foram avaliadas previamente solucdes
preparadas nas mesmas condicbes sem farmaco (placebo) para determinar
possiveis interferéncias do meio.

De outro lado, solucbes de G-0 ou complexos foram obtidas em
concentracdo aproximada de 10 pg.mL* em PBS (pH 7,4) e avaliadas sob as
mesmas condi¢des citadas. Aliquotas de 1 mL foram igualmente diluidas em fase
movel e analisadas imediatamente.

A liberacdo do farmaco dos complexos foi desenvolvida utilizando uma
membrana sintética de acetato de celulose (MWCO 12,000-14,000) e aparelho
automatico de difusdo na célula de Franz (MicroettePlus, Hanson Research,
Estados Unidos de América). As membranas foram cortadas e hidratadas em PBS
16 horas antes do ensaio.

Aproximadamente 2 mL de SVF (com e sem mucina), contendo 60 ug.mL
de substéancia ativa dissolvida, foram colocados no compartimento doador (n=3).
Uma solugéo de PBS com pH 7,4 foi utilizada como meio receptor. A temperatura
do sistema foi estabelecida em 37,0 £ 0,5 °C e agitacdo a 300 rpm. A partir das

coletas (3,3 mL) realizadas aos 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 360 min, 1 mL de
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cada uma foi misturado com 2,0 mL de Acetonitrila (Sigma-Aldrich, Brasil), filtradas
(nylon 0,45 pm, Sartorius) e analisadas com o método de CLAE-DAD anteriormente
utilizado para quantificar o farmaco no ensaio de dissolucédo. Para cada teste foram
calculados os valores médios da quantidade de farmaco liberado acumulado por
unidade de area e valores médios da porcentagem de farmaco liberado acumulado
e plotadas as correspondentes curvas em funcdo do tempo.

Para determinar as diferencas estatisticas significativas entre as amostras
foi desenvolvido um teste de "t" de Student para amostras independentes, com nivel
de confiaca de 95 %, utilizando o software Statistica v. 10.0 (StatSoft Inc., Estados

Unidos de América).

4.1.9. Ensaio de permeacéo e retencdo em mucosa vaginal bovina
- Permeacéo através da mucosa vaginal

A membrana vaginal bovina foi obtida a partir de um matadouro da localidade
e transportada ao laboratério sob refrigeracéo. As partes do animal foram lavadas
com solucéo salina fisiolégica, cortadas com ajuda de bisturi e tesoura cirdrgica
para separar a membrana mucosa do tecido muscular e conectivo e embaladas em
parafilme para congelar (MACHADO; DAS NEVES, 2016) até o inicio dos ensaios.
O descongelamento foi desenvolvido usando solugéo de PBS, pH 7,4 (VAN DER
BIJL; VAN EYK; THOMPSON, 1998). Posteriormente as mucosas foram cortadas,
a espessura foi medida usando um micrometro digital (Mitutoyo, Sul Americana
Ltda., Brasil) e logo montadas nas células de Franz com a superficie epitelial em
direcdo ao compartimento doador. A area exposta foi 1,77 cm?. O procedimento
seguido foi igual ao utilizado no ensaio de liberacdo. A duracao total do teste foi 4

h.

74



- Reten¢&o na mucosa vaginal

Uma vez finalizado o ensaio de permeacdao, as células foram desmontadas
e as mucosas removidas com ajuda da pinca. Seguidamente foram lavadas com
PBS, secadas cuidadosamente com papel toalha, cortadas em pequenos pedacos
com tesoura cirurgica e colocadas em tubos falcon. A cada tubo foram adicionados
2 mL de acetonitrila: agua (80:20, v/v), e agitou-se em vortex (3 min).
Posteriormente as mucosas foram homogeneizadas utilizando ultraturrax (IKA
Labortechnik) durante 1 min com agitacao de 16.000 rpm. Os tubos falcon contendo
0s homogenatos foram colocados por mais 30 min em banho ultrassoénico a 25 °C
e em seguida centrifugados a 2202 x g durante 10 min. O sobrenadante foi filtrado
usando filtro de celulose regenerada (RC 0,22 um, Chromafil®) e injetados 50 pL
no cromatografo. Para quantificar foi construida uma curva de calibracdo, na fase

movel, na faixa de concentracdo de 1 - 6 ug.mL2.

4.1.10. Ensaio de citotoxicidade dos complexos de incluséao liofilizados do G-0 com
ciclodextrinas.
4.1.10.1. Culturas celulares

Células epiteliais imortalizadas humanas ndo tumorais (HaCaT) e a linhagem
celular de fibroblasto de camundongo (L929) foram doadas pela Profa. Christiane
Pienna Soares do Laboratdrio de Citologia e pela Profa. Iracilda Zeppone Carlos
do Laboratério de Imunologia (Campus Araraquara, UNESP, Brasil)
respectivamente. As duas linhagens foram cultivadas em Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, Brasil) suplementado com 10 % de soro
fetal bovino (Cultilab, Brasil) inativado com calor e 100 Ul.mL™* de penicilina e 0.1

mg.mL* de estreptomicina (Sigma-Aldrich, Brasil), a 37 °C em atmosfera Umida
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com 5 % COz2 por 24 h em incubadora (Forma Scientific, ThermoFischer Scientific
™ Brasil). Todas as culturas celulares foram utilizadas nos experimentos entre 60-

80 % da confluéncia.

4.1.10.2. Inoculagcéo dos compostos

As células na fase exponencial do crescimento foram semeadas (200 uL da
suspensdo celular) na densidade de 5 x 10* células/poco (HaCaT) e 1 x 104
células/poco (L929), em placas de cultura estéreis, de fundo chato de 96 pocos
(KASVI, China). Depois de 24 h, o meio de cultura foi removido e substituido por
200 pL de meio fresco contendo diferentes concentragdes dos compostos a testar
(5,6, 11,2, 22,4, 44,9, 89,8, 179,7, 359,4 e 718,9 uM para G-0 e FD G-0/HP-B-CD;
sendo 4,5, 8,9, 17,9, 35,9, 71,9, 143,8, 287,6 e 575,1 uM, para FD G-0/SBE-3-CD).
HP-B-CD e SBE-B-CD foram avaliadas como controles, em concentracdes
equivalentes as dos complexos. Foi utilizado também um controle de células para
os calculos da viabilidade celular. Uma vez adicionados os compostos, as células

foram incubadas por mais 24 h a 37 °C em atmosfera umida com 5 % CO..

4.1.10.3. Ensaio do MTT

A avaliagdo da viabilidade celular foi desenvolvida usando o ensaio
colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(MOSMANN, 1983), baseado na reduc¢édo do reagente pelo complexo enziméatico
piruvato desidrogenasse mitocondrial das células viaveis. Brevemente, apés 24 h,
os compostos foram removidos das microplacas e 100 yL da solugao do MTT
(Sigma-Aldrich) de concentragdo 1 mg.mL* previamente dissolvido em solugéo de

PBS e DMEM incompleto, foi adicionado a cada po¢o usando uma pipeta
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multicanal. As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 3 h. Apos o tempo de
incubacéo, a solucdo de MTT foi descartada dos pocos das microplacas e 100 pyL
de isopropanol foram adicionados a cada poc¢o para solubilizar os cristais azuis de
formazan.

Finalmente, a absorbancia das solu¢des nos pocos foi medida em leitor de
microplacas (EPOCH 2, BioTeK® Instruments, Vermont, Estados Unidos de
Ameérica) em 540 nm com filtro de 620 nm. A viabilidade celular foi calculada como
porcentagem de células sobreviventes tratadas comparadas com os controles sem

tratar (Equacéo 2).

Absorbancia das células tratadas (Ag49—Ag20 )
540 620 X 1 0 0 (2)

Células viavéis (%) =
( A)) Absorbincia das células controle nio tratadas(Ag40—A620 )

A concentracdo citotoxica 50 (CCso) € definida como a concentracdo de
composto (uM) requerida para reduzir a viabilidade celular em 50 %, e € calculada
através de um ajuste ndo linear a curva da sigmoide Emax (SIFONTES-
RODRIGUEZ, 2017). As curvas foram geradas e analisadas no software Statistica
v.10.0 (StatSoft Inc., Estados Unidos de América). Foi também desenvolvida uma
comparacao estatistica entre os valores de CCsp obtidos para cada tratamento com
nivel de confianca de 95 %, prévia analise da normalidade (teste de Shapiro-Wilks),
independéncia (Gréfico de dispersao dos residuos segundo a sequéncia de tempo
em que foram coletados os dados) e homocedasticidade (Teste de Levene) da

variavel resposta CCso para cada linhagem celular, de forma independente.
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4.2. Microparticulas de etilcelulose com G-0 incorporado.
4.2.1. Compatibilidade de G-0 com etilcelulose em mistura fisica (1:1)

Considerando estudos anteriores de incompatibilidade com varios polimeros
sintéticos hidrofilicos como HPMC, PEG 6000 e 4000, PVP K25, PVP-VA 64, entre
outros (GONZALEZ et al., 2008), foi desenvolvida uma nova experiéncia de
compatibilidade, esta vez com etilcelulose. Foram preparadas misturas fisicas de
G-0 (Lote 17-1-8, 99,6 %) e o polimero (1:1, m/m) em tubos de vidro com tampa de
rosca, usando vortex para homogeneizar e depois colocadas dentro de dessecador
com solucéo de cloreto de sédio que proporcionou umidade relativa de 75 % a
40°C, em estufa por 1 més.

Passado este periodo, as misturas foram extraidas com 2 mL de acetonitrila:
agua (80:20, v/v) e transferidas a baldo volumétrico de 25 mL. Este procedimento
repetiu-se trés vezes e finalmente completou-se o volume com a mistura de
solventes, seguido de filtracdo em membrana (RC 0,45 pm, Chromafil®). Uma
aliquota da cada solucéo filtrada (250 pL) foi transferida a baldo volumétrico de 10
mL, apropriadamente diluida na mistura de solventes até completar o volume e
depois analisada por CLAE.

O sistema de CLAE esteve equipado com um maodulo de separacdo Agilent
Technologies 1220, detector de arranjo de diodos 1220 Infinity, injetor automatico
e bomba de gradiente quaternaria. A fase estacionéria constituida por ODS Agilent
Zorbax® (250 x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna Agilent Zorbax® ODS (12,5 x 4,6 mm,
5 um). A fase mével foi acetonitrila: agua (80:20, v/v), com fluxo de 0,5 mL.min,
volume de injecdo de 20 pL e tempo de corrida 15 minutos. A separacéo foi
desenvolvida a 25 °C. O G-0 foi detectado usando o comprimento de onda de

méaxima absor¢ado de 351 nm. Para quantificar o composto, foi preparada uma curva
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de calibracdo com amostra de referéncia na faixa de concentracdo de 10 - 50
ug.mL? Adicionalmente foi desenvolvida uma varredura de 220 - 400 nm com o
propésito de detectar possiveis produtos de interagdo ou degradacéo do G-0 nas

misturas.

4.2.2. Obtencéo das microparticulas pelo método de emulsificacdo/evaporacéo do
solvente.

As microparticulas contendo 2-(2-nitrovinil) furano foram preparadas usando
como polimero EC, com conteudo de etoxi 49%, viscosidade 45 cps em solucdo ao
5 % em tolueno:etanol (4:1) a 25°C (Sigma-Aldrich, GmbH, Alemanha) e alcool
polivinilico (PVA), PM 133.000, 99-100% hidrolisado (Mallinckrodt Pharm., Reino
Unido) como estabilizante da emulsdo. O diclorometano PA (Hexis Cientifica,

Brasil) foi usado como solvente do G-0 e da EC e como fase interna da emulséo.

Uma quantidade apropriada de PVA foi completamente dissolvida em agua
destilada quente e depois guardada na geladeira a 2 - 8 °C até o uso. EC foi
dissolvida em diclorometano. A solucéo orgéanica foi adicionada a um béquer com
250 mg de G-0 com agitacdo até total dissolucdo. Em seguida, a solucdo organica
foi incorporada por gotejamento em 100 mL da solugdo aquosa do PVA. Este
processo foi desenvolvido sob agitacdo controlada usando agitador mecanico
digital de hélice (IKA® Eurostar 20, Estados Unidos de América) a 25 °C por 3 h
para conseguir a evaporacao do diclorometano. Finalmente, a suspenséo obtida foi
filtrada com filtro de papel (Whatman) com auxilio de uma bomba de vacuo e as
particulas retidas no filtro foram lavadas com 100 mL de agua destilada morna (trés

vezes). As microparticulas foram secas a 25 °C sob vacuo, em dessecador com
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silica gel por 48 h. ApGs secagem, as particulas foram colocadas em frascos de

vidro @&mbar com tampa plastica de rosca até a analise.

Um planejamento fatorial 24 foi desenvolvido com objetivo de determinar as
melhores condicbes de obtencdo das microparticulas. Os fatores ou variaveis
independentes avaliados no planejamento foram a concentracdo de PVA na fase
aquosa, contetudo de EC, volume de fase interna e velocidade de agitacdo. As
variaveis resposta ou dependentes consideradas foram a recuperagdo (%),
eficiéncia de encapsulacéo (%), tamanho médio de particula (um), circularidade e

polidispersidade.

O rendimento de producéo foi calculado seguindo a equagéo 3.

Massa das microparticulas

Recuperacao (%) = x 100 (3)

Massa total incorporada de G—0 e polimero

Para calcular a eficiéncia de encapsulacdo, o conteiudo de G-0 foi
determinado usando um sistema de CLAE (Perkin-Elmer Flexar, Estados Unidos
de América) e o método usado foi descrito anteriormente. Preparou-se uma curva
de calibragdo com a amostra de referéncia, na faixa de concentracédo de 10 - 50
ug.mL2. No preparo das amostras, aproximadamente 10 mg de microparticulas
foram pesadas em balanca analitica em tubos Eppendorf e posteriormente foram
dissolvidas em 1 mL de acetonitrila: agua (80:20, v/v) com auxilio do vértex. Uma
aliquota desta solugao (90 uL) foi pipetada e transferida a baldo volumétrico ambar
de 10 mL. Completou-se o volume com mistura de solventes e homogeneizou-se.
As solucbes foram filtradas com membrana (PTFE 0,45 pm, Chromafil®) e

analisadas por CLAE.
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A eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi calculada seguindo a equacéo 4

Conteudo real de G—0 nas microparticulas

EE (%) = X100  (4)

Conteudo tedrico de G—0

A determinacdo do tamanho das particulas (em base ao diametro) foi
desenvolvida usando um microscoépio Leica MZ APO® (Spach Optics Inc., Estados
Unidos de América) com camara digital acoplada. O software Motic Images
Advance 3.2 foi utilizado na aquisi¢cao das images. O Image J v.1.46r para Windows
(software livre) foi utilizado para analise do tamanho e circularidade. O indice Span
(Equacédo 5) foi calculado adicionalmente para avaliar a polidispersidade dos
sistemas obtidos.

(Dgp—D10)
50

Span = (5)

Em que Dgo, D1p € Dsgsao o 90, 10 e 50 percentil do didmetro das particulas (um) respectivamente.

Para a andlise estatistica do planejamento fatorial foi utilizado o software

Statistica v.10.0 (StatSoft Inc., Estados Unidos de América).

4.2.3. Caracterizacdo das microparticulas
4.2.3.1. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).

A avaliagédo por DSC foi realizada em um aparelho Mettler DSC 1 (Mettler
Toledo, Gieben, Suica). O instrumento foi calibrado previamente com indio. A
analise foi realizada sob atmosfera de nitrogénio (vazdo de 50 mL.min't). Um
cadinho de aluminio lacrado (40 pL) foi usado como porta amostra e como

referéncia. Aproximadamente 5,0 mg de amostra foram usados para as analises.
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As curvas DSC foram registadas com razdo de aquecimento de 10°C.minL. A faixa

de temperatura usada foi de 20°C a 100 °C.

4.2.3.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com
Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR)

Os espectros FTIR para os compostos individuais (G-0 e EC), misturas
fisicas e microparticulas, foram registrados no intervalo de nimero de onda de 4000
a 400 cm? usando um cristal de diamante em aparelho purgado Vertex 70 FTIR
(Bruker Optik GmbH, Alemanha) equipado com detector piroeléctrico Lantanio
Deuterado a Alanina Triglicina Sulfato (DLaTGS). Para cada amostra foram feitas
32 varreduras, com resolugdo espectral de 4 cm™. Os espectros foram coletados
utilizando o software OPUS Spectra. Para analise das microparticulas, os espectros

foram comparados com os do composto ativo e excipiente, no software OriginPro.8.

4.2.3.3. Difracao de raios X (DRX)

Os difractogramas da substancia ativa, polimero, misturas fisicas e
microparticulas foram obtidos no aparelho automatizado de Difracdo de raios X
D5000-DIFFRAC PLUS XRD Commander (Siemens Instruments, Inc., Alemanha)
utilizando radiagdo monocromatica CuKa (A= 1,54187 A) a 30 mA e 40 kV, com
varredura de raios-X de angulo aberto 26 entre 2 e 60 ° e velocidade do gonidmetro
de 0.05 °/s. As amostras foram trituradas na almofariz com pistilo de porcelana e
colocadas nos porta amostras de vidro. O excesso de p6 foi eliminado e a superficie
nivelada com ajuda de uma lamina de vidro. Os materiais individuais, misturas e

microparticulas foram comparados em funcao da posi¢cao dos picos, presenca ou
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perda de picos e foi calculado o grau de cristalinidade das amostras utilizando a
equacdao de Scherrer (Equacéo 6).

KA
T=——— (8

" Lcos#

Em que:

T é o tamanho médio dos dominios ordenados (cristais).

K é o fator de forma (adimensional) com valor préximo a unidade. Apresenta valor tipico de 0.9, mas
varia com o tamanho real do cristal.

A é o comprimento de onda do raio-X

L é a largura do pico na média altura (FWHM), em radianos.

0 é o angulo de Bragg.

4.2.3.4. Microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV).

Para andlise da morfologia, as microparticulas foram colocadas em porta
amostras com adesivo, revestidas com carbono e observadas sob microscopio
eletrbnico com emissao de campo (JEOL JSM-7500F, Japao) com aceleragéao da
voltagem de 2,00 kV. Para observar a estrutura interna, as microparticulas séo
colocadas, com ajuda de uma pin¢a, em almofariz de agata contendo nitrogénio
liqguido. Apdés congelamento, as microparticulas sao quebradas com a prépria pinca,
dispostas no suporte metélico e revestidas com carbono. As particulas foram

observadas sob as condi¢des estabelecidas anteriormente.

4.2.3.5. Analise termogravimétrica (TG) e analise térmica diferencial (DTA).
As curvas TG/DTG e DTA foram registradas em aparelho TA SDT 2960 (TA
Instruments, Estados Unidos de América) sob atmosfera de ar com vazéo de 100

mL.mint. As amostras foram pesadas (3,00 + 0,50 mg) em cadinhos de alumina
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abertos. O aquecimento foi desenvolvido na faixa de 25 até 500 °C com razao de

aquecimento de 2,5 °C.min.

4.2.3.6. Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear

Uma amostra de aproximadamente 2 mg de G-0 foi cuidadosamente
dissolvida em 600 pL de cloroférmio deuterado (99,8 atom %D, Sigma-Aldrich,
Alemanha), que foi usado como referéncia interna. Para o0s espectros
unidimensionais RMN 1'H, foram pesados aproximadamente 6 mg de
microparticulas, dissolvidas completamente no solvente deuterado. Adicionalmente
foram preparadas microparticulas sem G-0 em iguais condicdes com objetivo de
assignar os sinais de hidrogénio dos excipientes. Todas as amostras foram
colocadas em tubos de RMN de 5 mm.

Os espectros foram registrados a 296 K em espectrometro Bruker Avance ll|
HD de 600 MHz (Bruker, Estados Unidos de América) equipado com crio sonda
triplo inversa (TCI) para 'H, 13C e *N. Os espectros RMN *H foram adquiridos com
resolucao de 64 K, largura espectral de 25,02 ppm, tempo de aquisicdo 2,73 s,
numero de varreduras 64 e pulso de 7 us. Para aquisicdo e processamento dos
dados foi utilizado o software TopSpin 3.5 para Windows e para visualizacdo dos

espectros foi usado o MestReNova 6.0.

4.2.4. Ensaio de liberacdo do G-0 das microparticulas.

Para este teste, foi utilizado o método | da Farmacopeia dos Estados Unidos
(Método do cesto), no aparelho Hanson Dissolution Test Station SR8-Plus
(Chatsworth, Estados Unidos de América). Uma quantidade equivalente a 3 mg de

G-0 foi pesada diretamente nos cestos (n=3) para cada formulacdo de
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microparticulas e colocadas nas cubas contendo 150 mL de tamp&o acetato 25
mM, pH 4,2. A temperatura foi mantida a 37 + 1 °C e agitacdo em 50 rpm. Aliquotas
de 1,5 mL foram extraidas a intervalos de 15, 30, 60, 120, 180, 240, 360, 480, 720
e 1440 min como maximo, com reposi¢cao de igual volume de meio para manter
condicdo sink. Apods filtracdo em membrana (RC 0,45 ym, Chromafil®), 1 mL de
cada filtrado foi diluido em 10 mL de fase movel acetonitrila: agua (80:20, v/v) e
analisado por CLAE. Amostras branco preparadas nas mesmas condicfes sem
farmaco foram avaliadas para determinar possiveis interferéncias. Para
quantificacdo foi preparada uma curva de calibracdo com amostra de referéncia na
faixa de concentracdes de 0,5 - 30 pg.mL* e comprimento de onda de 351 nm. O
dissolutor foi protegido com papel escuro para evitar fotodegradacédo do farmaco

liberado.

A cinética de liberacdo foi determinada plotando os dados de dissolugéo e
avaliando em diferentes modelos matematicos (ordem zero, primeira ordem,
Higuchi, Weibull e Korsmeyer-Peppas) utilizando o SigmaPlot para Windows 10.0

(Systac Software, Inc., Estados Unidos de América).

4.2.5. Fotoestabilidade das microparticulas em condicdes forcadas

A fotoestabilidade foi desenvolvida nas mesmas condicdes de irradiagéo que
os complexos. Aproximadamente 60 mg de microparticulas foram distribuidas em
placas de Petri de vidro (n=3) a uma distancia de 10 cm da fonte de luz UV. Também
foram analisadas amostras de G-0 (matéria prima) em quantidade equivalente, com
fins comparativos. A amostragem foi desenvolvida cada 24 h até obter 50 % de

degradacédo da substancia ativa. O procedimento de quantificacdo seguido foi o
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mesmo descrito para a eficiéncia de encapsulacdo. A analise cinética foi
desenvolvida mediante a avaliagdo das curvas de degradacdo nos modelos
matematicos de ordem zero, primeira e segunda ordens, considerando o melhor
coeficiente de correlacéo, utilizando o software Statistica v.10.0 (StatSoft, Inc.,

Estados Unidos de América).

4.2.6. Estabilidade acelerada das microparticulas

O ensaio foi conduzido nas condicbes de estabilidade acelerada (40 +
2°C/75 £ 5 % HR) seguindo o estabelecido pelas normativas ICH Q1A(R2) (ICH
EXPERT WORKING GROUP, 2003). Para isto foi usada uma camara climatica
Modelo CC 500-UR (TERRONI EQUIPAMENTOS CIENTIFICOS LTDA, SC,
Brasil). As amostras foram envasadas em frascos de vidro ambar com capacidade
de 3 mL com tampa plastica preta, de rosca. A amostragem foi realizada uma vez
por més durante 3 meses. Amostras control armazenadas em geladeira (2-8 °C)
também foram analisadas. As variaveis respostas medidas foram: determinac¢éo do
conteudo de G-0 e presenca de produto de degradacdo (se houver) através de
método validado por CLAE-DAD; analise do tamanho de particulas (microscopia
Optica) e porcentagem de G-0 liberado. As microparticulas também foram
monitoradas através da analise das caracteristicas organolépticas (cor e aspecto).
A andlise estatistica foi desenvolvida utilizando um ANOVA-One way para
determinar diferencias significativas entre o contetdo de farmaco aos diferentes
tempos (0, 1, 2 e 3 meses), prévia determinagédo de Normalidade da populagéo de
dados (Shapiro-Wilks), Independéncia das subpopulacdes (Grafico de dispersao

dos residuos da variavel resposta em funcdo da ordem em que foram adquiridos o0s
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dados), e Homogeneidade da variancia (Teste de Levene), todas com um nivel de
significancia de 95 %. Para aqueles resultados em que ANOVA mostrou diferencias
significativas foi desenvolvido uma prova de contraste (Teste de Tukey) para
confirmar diferencias entre as subpopulacgées.

O teste de "t" de Student foi desenvolvido para comparar diferencas
significativas entre amostras armazenadas em duas condicdes (geladeira e camara
de estabilidade) e em dois tempos (0 e 3 meses no caso da porcentagem de
farmaco liberado) com nivel de significancia de 95 %, utilizando o software Statistica

v. 10.0 (StatSoft Inc., Estados Unidos de América).
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5. Resultados e discussao

5.1. Avaliacdo dos complexos de G-0 com ciclodextrinas
5.1.1. Estabilidade acelerada dos complexos

Os complexos foram avaliados em funcao de sua cor e aparéncia, tempo de
reconstituicio em agua, massa do complexo por vial, andlise qualitativa de

possiveis impurezas, e conteudo de farmaco (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Dados de estabilidade acelerada do complexo FD G-0/HP-R-CD em

estudo (sem reposicao).

Ensaio/Tempo O 1 més 2 meses 3 meses 4 meses 6 meses
Aparéncia Cake Cake Cake Cake Cake Cake

Cor Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo
Tempo de 358zx1,3 - - - - 36,2 +1,9*

reconstituicao

()

Contetdo de 2,01+0,10 199%+0,20 2,15+0,16 2,01+0,11 2,03+0,09 2,10+0,13
farmaco (%)

Massa (mg) 166,10 =+ 164,22 + 168,38 + 168,47 + 160,19 + 169,90
0,75 3,16 1,55 4,95 6,96 2,59

I+

Impurezas N&o N&o N&o N&o N&o N&o

Os dados numéricos foram expressos como média + desvio padréo (n=3)

*Nao existem diferencas significativas com relacéo ao valor inicial (T-Student: p>0,05)

Os resultados da analise de variancia (ANOVA-One way) realizada com
objetivo de determinar a existéncia de diferencas significativas (p<0,05) entre os
varios tempos de analise com relagdo ao contetudo de farmaco mostrou um valor

de p = 0,7113 e com relacdo a massa dos complexos um valor de p = 0,2446,
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demostrando que nédo existiram diferencas significativas desde o inicio até o final

do estudo.

Tabela 2. Dados de estabilidade do complexo FD G-0/SBE-B-CD em estudo (sem

reposicao).
Ensaio/Tempo O 1 més 2meses 3 meses 4 meses 6 meses
Aparéncia Cake Cake Cake Cake Cake Cake
Cor Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo
intenso intenso intenso intenso intenso intenso
Tempo de 269+21 - - - - 27,2 + 3,3*

reconstituicao

()

Contetdo de 2,06 + 2,05 + 2,16 + 2,06 + 2,13 + 2,14+0,05

farmaco (%) 0,06 0,13 0,14 0,14 0,11

Massa (mg) 240,27 + 240,10 + 238,42 + 239,33 + 23258 * 241,05 +
2,23 1,56 3,58 2,64 6,79 2,38

Impurezas N&o N&o N&o N&o N&o N&o

Os dados numéricos foram expressos como média + desvio padrédo (n=3)
*N&o existem diferencas significativas com relacdo ao valor inicial (T-student: p>0,05).

A mesma analise foi desenvolvida para avaliar a estabilidade do complexo
G-0/SBE-B-CD. A significancia estatistica para o conteudo de farmaco foi de
p=0,8868 e para a massa das amostras foi de p=0,1111, indicando a nao existéncia
de diferencas significativas (p>0,05) entre os diferentes tempos de analise com
relacdo a estas variaveis. Os valores de porcentagem de G-0 ao final do estudo
com relacdo ao conteudo inicial (tempo 0) foram calculados resultando em 104,4 +
55 % e 104,1 + 3,2 % para os complexos liofilizados G-0/HP-B-CD e G-0/SBE-[-

CD, respectivamente.
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Os resultados obtidos aos 6 meses de estudo foram comparados tambéem
com amostras controles armazenadas na geladeira (Figura 11). O teste de "t"-
Student para amostras independentes mostrou valores de p=0,4511 para a
comparacao dos complexos FD G-0/HP-3-CD e p=0,1260 para os complexos FD
G-0/SBE-B-CD em ambas as condi¢cdes, ndo existindo diferencas estatisticas
significativas entre o conteudo de G-0 das amostras em geladeira e na camara

climatica (p>0,05).

2,5
, |

S
o
S 1,5
a .
g 2-8 °C
°© 4 W 40°C/75 %HR
o
c
Q
o

0,5

G-0/HPbCD G-0/SBEbCD

Figura 11. Comparagao da porcentagem de G-0 nos complexos aos 6 meses

armazenados em geladeira e camara de estabilidade.

Adicionalmente foi determinada a estabilidade da solu¢éo reconstituida a 25
°C durante 4 horas na bancada. A porcentagem de G-0 as 4 horas foi expressa com

relacdo ao contetdo da solugdo recém reconstituida (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados de estabilidade da solucdo reconstituida (protegida da luz)

dos complexos apo6s 4 horas a 25 °C.

Ensaio G-0/HP-B-CD G-0/SBE-B-CD
Cor Amarelo Amarelo
Aspecto Transparente Transparente
Contetdo de G-0 (%) 102,89 + 5,83 101,56 + 4,36

Os dados numéricos foram expressos como média + desvio padréo (n=3)

Os resultados de estabilidade mostrados para o G-0 na forma de complexos
indicam que esta é uma alternativa promissora para a incorporacao em formas
farmacéuticas soélidas, mantendo-se sem alteracdes da estabilidade quimica, nem
fisica do farmaco, nas condi¢bes aceleradas de temperatura e umidade, com
resultados percentuais médios de conteudo de G-0 entre 0 95-105 % (ICH EXPERT
WORKING GROUP, 2003) em relacao ao conteudo inicial nos 6 meses de estudo,
e nao foram detectadas impurezas ou produtos de degradacao. Os baixos valores
da porcentagem de farmaco obtidos (~2 %, m/m) estdo relacionados com a
estequiometria dos complexos, como foi sugerido em trabalho publicado
previamente, a partir dos diagramas de solubilidade (Avr) indicando formagéo de
complexo equimolar (RUZ et al., 2012), e a diferenca entre a massa molecular do
G-0 e as ciclodextrinas, sendo 11 e 15 vezes superior para HP-3-CD e SBE-B-CD,
respectivamente. Adicionalmente devemos destacar que ndo todo o farmaco
dissolvido no meio aquoso esta formando complexo. Uma parte esta livre, em
equilibrio com a forma complexada. Este processo pode ser caracterizado pela
eficiéncia da complexacéo (CE), sendo os valores de CE de 0,102 e 0,174 para 0s
complexos com HP-B-CD e SBE-B-CD respectivamente (RUZ et al.,, 2012).

Resultados similares de porcentagem de farmaco incorporado nos complexos
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foram obtidos para os sistemas voriconazol/SBE-B-CD (5,8 %, m/m) (DAVIS;
BREWSTER, 2004), miconazol/HP-3-CD (2,6 %, m/m) e clotrimazol/HP-3-CD (1,17

%, m/m), entre outros (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

5.1.2. Influéncia das ciclodextrinas na fotoestabilidade do G-0.

Durante o desenvolvimento do ensaio cinético de fotodegradacao observou-
se que os complexos utilizados como control escuro, expostos a luz, ndo mostraram
diferencas significativas na concentracdo de G-0 desde o comeco até o final do
ensaio (ANOVA-One way, p = 0,15, p > 0,05 para o complexo G-0O/HP-3-CD e p =
0,51, p > 0,05 para o complexo G-0/SBE-B-CD), indicando que nao ocorreu
degradacédo dos controles a temperatura do ensaio (Tabela 4).

No entanto, as amostras de complexos expostas apresentaram diminuicao
significativa da concentracdo de substancia ativa de aproximadamente 90 % do
valor inicial as 48 horas de exposi¢cdo a luz para o complexo com HP-3-CD
(ANOVA-One way p=0,000087; p<0,05) e de aproximadamente 80 % do valor inicial

com SBE-B-CD (ANOVA-One way p=0,0000135; p<0,05) (Figura 12 e 13).

Tabela 4. Conteudo de G-0 nas amostras controles escuros de complexos e

misturas fisicas com as duas ciclodextrinas.

Contetdo de G-0 (m/m %)

Amostra
Tempo O 48h
Complexo G-0/HP-3-CD 2,104 £ 0,115 1,972 + 0,062
MF G-0/HP-B-CD 1,842 + 0,086 1,447 + 0,206 *

Complexo G-0/SBE-B-CD 2,203+0,175 2,104 + 0,167
MF G-0/SBE-B-CD 2,535+0,078 2,335+0,398

Os dados numéricos foram expressos como média + desvio padréo (n=3)

* Diferencas estatisticas significativas, p<0.05.
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Figura 12. Fotodegradacdo do G-0 em complexos de incluséo liofilizados e

misturas fisicas com HP-B-CD (Considerando o conteudo inicial como 100%).

No caso das misturas fisicas utilizadas como controles escuros, foram
detectadas pequenas diferencas significativas entre as concentracdes iniciais e
finais para as misturas com HP-3-CD (ANOVA-One way p=0,0370; p<0,05), o que
sugere que pode estar acontecendo sublimacéo do farmaco ou devido a problemas
de homogeneidade da mistura por presenca de umidade e/ou segregacéo,
considerando que ndo foram detectados produtos de degradacdo nos
cromatogramas das misturas protegidas da luz (Tabela 4).

Nas misturas fisicas expostas, foram detectadas diferencas muito
significativas entre as concentracdes iniciais (t = 0) e finais (t = 48 h), diminuindo a
concentracéo de substancia ativa em mais do 90 % do valor inicial para o caso da
mistura com HP-B-CD (p=0,00003; p<0,05) e em mais do 65 % do valor inicial para

0 caso da mistura com SBE-B-CD (p = 0,0151; p<0,05). (Figuras 12 e 13).
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A diferenca obtida entre os resultados das misturas fisicas com as duas
ciclodextrinas pode estar relacionada com a diferenca de massas das misturas

expostas, sendo maior a massa inicial exposta para a mistura com SBE-3-CD.

Uma comparacao estatistica da concentracao de farmaco as 48 h de ensaio
nas amostras de complexos e as misturas fisicas expostas com as duas
ciclodextrinas mostrou que nao existem diferencas significativas entre elas (p =
0,068; p > 0,05 para as amostras com HP-B-CD e p = 0,221; p > 0,05 para as
amostras com SBE-B-CD), indicando que a fotodegradacdo acontece em igual

extensdo para as formas complexadas e as misturas.
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Figura 13. Fotodegradacdo do G-0 em complexos de inclusdo liofilizados e

misturas fisicas com SBE--CD (Considerando o conteudo inicial como 100%).

Porém a analise da cinética da degradacdo do G-0, determinada pelo

meétodo integral (DELIANG; PORTER; ZHANG, 2009), mostrou que nos complexos
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de inclusao liofilizados (FD), ajustou-se a cinética de fotodegradacéao de primeira
ordem, e as misturas fisicas (MF) seguiram cinética de fotodegradacao de ordem

zero (Tabela 5), o que sugere um mecanismo de fotodegradacéao diferente.

Tabela 5. Dados cinéticos da fotodegradacédo dos complexos de incluséo (FD) e

misturas fisicas (MF) do G-0 com HP-B-CD e SBE-B-CD.

G-0/HP-B-CD G-0/HP-B-CD G-0/SBE-B-CD G-0/SBE-B-CD
Parametros

FD MF FD MF
cinéticos
12 ordem Ordem zero 12 ordem Ordem zero
R? 0,9968 0,9996 0,9996 0,9949
K (h?1) 0,0452 - 0,031 -
K (% h?) - 0,0425 - 0,029
t12(h) 15,33 25,29 22,35 38,63

Nas condi¢des da analise cromatogréfica, o 2-(2-nitrovinil) furano eluiu com
tempo de retencdo de 6,8 min e apresentou maximo de absor¢cdo em 351 nm. O
espectro UV-Vis € mostrado na Figura 14. O produto de fotodegradacao principal,
obtido para a matéria prima nas condi¢des de irradiacdo descritas eluiu com tempo
de retencao de 7,5 min e comprimento de onda de méaxima absor¢cdo em 248 nm,
resultado coincidente com publicacdes anteriores (DE ROJAS PEREZ, 2006) e
também obtido para as misturas fisicas com as duas ciclodextrinas durante o

ensaio.
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Figura 14. Espectro UV-Vis do 2-(2-nitrovinil) furano em ACN:agua (80:20, v/v), A

max. = 351 nm.

No entanto, durante a fotodegradacdo do farmaco na forma complexada,
este produto praticamente ndo foi detectado, mas observa-se um produto
maioritario que eluiu com tempo de retencdo 5,4 min € Amax = 330 nm e outros
produtos minoritarios que eluiram com tempos de retencao 9,0 e 9,9 min, indicando
gue o mecanismo principal de fotodegradacéo do 2-(2-nitrovinil) furano na forma de
complexos de inclusdo no estado sélido transcorre de forma diferente da sua forma

livre (Figura 15 e 16).

A andlise da amostra de complexo FD G-0/SBE-3-CD irradiada em camara
climatica de fotoestabilidade (Figura 17), mostrou o mesmo perfil de degradacdo
gue o obtido em condicbes forcadas porém, o produto de degradacdo com tempo
de retencdo de 9,9 min soO foi possivel detectar em injecdo de amostra mais

concentrada.
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Figura 15. Cromatogramas da amostra de complexo FD G-0/HP-B-CD, com 48
horas de exposigdo a luz UV, obtidos nos comprimentos de onda 351 nm (superior)

e 248 nm (inferior).

Com o propésito de caracterizar os produtos de degrada¢do, os compostos
foram separados e analisados por espectroscopia de RMN. Previamente também
foi analisado o complexo sem degradacao para descartar impurezas que poderiam
estar presentes antes da exposicao. O espectro de massas (CG-MS) mostrou o ion
radical molecular na relacdo massa/carga m/z 139,1 que indica a presenca da

substancia em estudo (Figura 18).

Os espectros de RMN 'H (Figura 19) ndo mostraram presenca de outras
impurezas na amostra antes da degradacéo e confirmaram que o 2-(2-nitrovinil)

furano esta formando complexo de inclusdo com as ciclodextrinas (Tabela 6).
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Figura 16. Cromatogramas da amostra de complexo FD G-0/SBE-B-CD, com 48
horas de exposicéo a luz UV, obtidos nos comprimentos de onda 351 nm (superior)

e 248 nm (inferior).
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Figura 17. Cromatograma da amostra de complexo FD G-0/SBE-B-CD, irradiada

na camara climatica de fotoestabilidade (2 ciclos).
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Figura 18. Cromatograma de ions totais (acima) e espectro de massas do pico
referente ao tempo de retencdo 5,46 min, em amostra de complexo antes da

degradacéo, dissolvida em acetato de etila.

Tabela 6. Diferenca nos deslocamentos quimicos (6) entre G-0 livre e na forma de

complexo com HP-B-CD.

Prétons de G-0 8 iivre (PpM) 8 complexo (PPM) A3 (ppm)
H6 (d, J: 13,2 Hz) 7,8744 7,8436 -0,0308
H2 (d, J: 1,5 Hz) 7,6423 7,7000 0,0597
H7 (d, J 13,2 Hz) 7,5935 7,5567 -0,0368
H4 (d, J: 3,5 Hz) 7,0008 7,0404 0,0396
H3 (dd, J: 1,5 e 3,5) Hz) 6,5711 6,6148 0,0437

Ad = 8 complexo - O livre ; d: dubleto; dd: duplo dubleto.
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Figura 19. Espectro RMN H referente a: G-0 (vermelho); G-0 em complexo com

HP-B3-CD (azul) em D20.

- Caracterizagdo do produto de fotodegradagédo 1 (PD1) por espectroscopia de
RMN.

O espectro de RMN H (Figuras 20-28) apresenta 8 sinais de hidrogénio na
faixa de deslocamento quimico entre 6,24 e 8,8 ppm, com multiplicidade (d, dd,
ddd) consistente com sistemas altamente conjugados. Outros sinais que aparecem
aproximadamente em 0,86 e 1,27 ppm correspondem a graxa proveniente da
vidraria e o sinal que aparece em 1,91 ppm corresponde com 0 grupo metila do
solvente residual (acetonitrila) (GOTTLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997). Na
integracao dos sinais protonicos foi possivel evidenciar a presenca de dois sistemas
de spin que poderiam corresponder a duas substancias que coexistem na solucéo
em relagdo aproximada de 1:3. A partir deste ponto, cada sistema € analisado de

forma independente, com 4 sinais de hidrogénio para cada sistema que
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chamaremos de H2 (H2"), H3 (H3"), H4 (H4") e H5 (H5") devido a similitude entre os
sinais das duas moléculas.

A partir da medida das constantes de acoplamento foi possivel determinar
que o acoplamento dos hidrogénios H2-H3 e H2'-H3' é cis e que os atomos de
hidrogénio H2-H4, H2'-H4'; H2-H5, H2'-H5' poderiam apresentar acoplamento a
longa distancia (alilico) ou com angulo diedro (angulo de tor¢c&o) proximo a 90 °.

A presenca de sinais de hidrogénio acima de 8 ppm (uma em cada molécula)
€ suspeita de presenca de grupo retirador de elétrons ligado a carbono sp2, os
quais afetam significativamente os deslocamentos quimicos de proétons vinilicos
através de ligagcdes 1 (ressonancia). Especificamente o hidrogénio vinilico do
carbono 3 de um sistema carbonilico a, B-insaturado esta mais desblindado (maior

deslocamento quimico) que o préton do carbono a, devido a ressonancia.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H da amostra 1 em CD3CN
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H da amostra 1 em CD3CN (expanséo 1).
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H da amostra 1 em CD3CN (expanséo 7).
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H da amostra 1 em CDsCN (expanséo 8).
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Outro grupo retirador de elétron que pode apresentar as moléculas da
mistura é o grupo nitro, presente no farmaco de partida, com efeito de

desblindagem sobre os prétons em posi¢cao a com relagao a ele.

No espectro RMN de 3C {*H} da Figura 29, séo visiveis 9 sinais entre os 109
e 168 ppm que correspondem aos compostos sob analise e outros sinais
provenientes de impurezas (6=0.5 ppm e 29.3 ppm) e do grupo ciano do acetonitrila
(6=117.3 ppm). Os carbonos com deslocamentos quimicos entre 100 e 150 ppm
sao do tipo =C, enquanto o sinal que aparece em 168 ppm pode ser atribuido a
agrupamento carboxila ou carboxilato. A auséncia do sinal do hidrogénio carboxilico
no RMN !H pode estar associada a troca intermolecular, que excede a velocidade

de deteccdo do RMN.
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Figura 29. Espectro de RMN de 13C{*H} da amostra 1 em CD3CN.
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E preciso destacar que nos espectros RMN de 3C {*H} alguns sinais fracos
podem-se perder no ruido e que centenas de espectros sado tirados, aparecendo s6
a média, pelo qual a presenca de alguns carbonos podem ser inferida pela
visualizacao de outro tipo de espectros como HSQC ou HMBC.

Os métodos de andlise espectroscopica bidimensionais (RMN 2D)
constituem um conjunto de métodos que oferecem a plotagem dos dados no
espaco definido por dois eixos de frequéncia, proporcionando mais informacao
acerca da estrutura da molécula em estudo. Entre elas, a espectroscopia de
correlacdo homonuclear (COSY) mostra as frequéncias para um isétopo, o
hidrogénio (*H), nos dois eixos. Os picos de cruzamento no COSY séo indicativos
de acoplamento entre um par de nucleos e séo o resultado do fenbmeno conhecido
como transferéncia de magnetizacdo. Como resultado do espectro COSY mostrado
na Figura 30, foi detectado o acoplamento a curta distancia entre os hidrogénios
H2-H3 (H2'-H3") e H4-H5 (H4'-H5'), para ambas as substancias (maioritaria e
minoritaria).

Por sua parte, a Espectroscopia de Correlacdo Heteronuclear oferece sinais
baseados no acoplamento de dois tipos de nudcleos diferentes, normalmente
prétons e outro nucleo (heterondcleo). No presente estudo, a espectroscopia de
Correlacdo Heteronuclear de Quantum-Simples (HSQC) foi utilizada para detectar
correlacdes entre os nucleos de hidrogénio e carbono separados por uma ligacéo,
que é visualizado no mapa de contorno como um pico de cruzamento (Figuras 31
e 32). O resultado da correlagdo € mostrado nas Tabelas 7 e 8, verificando a
correlacdo entre cada carbono com sé um atomo de hidrogénio (CH) e a nao
existéncia de conectividade direta entre os carbonos com deslocamento quimico

em 168.1 ppm (substancia maioritaria) e em 166.3 ppm (substancia minoritaria)
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com atomos de hidrogénio, confirmando a proposta do carbono carboxilico ou
carboxilato geminal. A auséncia de carbono CH2 também é verificada no HSQC,
pois eles aparecem no espectro editado em fase oposta aos carbonos CH e CH3s

(normalmente cor vermelha para CH2).
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—8.4

—8.6
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Figura 30. Mapa de contorno COSY da amostra 1 em CD3CN.

A Espectroscopia Heteronuclear a Mdltiplas Ligac6es (HMBC) foi utilizada
para detectar correlagcdes entre carbono e hidrogénio acima de 2-4 ligacoes,
suprimindo preferencialmente os sinais de ligacao simples (correlacao direta). Os
espectros sdo mostrados nas Figuras 33-35 e as correla¢des descritas nas Tabelas

7 e 8.
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Figura 31. Mapa de contorno HSQC da amostra 1 em CD3CN.
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Figura 32. Mapa de contorno HSQC da amostra 1 em CD3CN (expanséo 1)
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Figura 33. Mapa de contorno HMBC da amostra 1 em CD3CN.
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Figura 35. Mapa de contorno HMBC da amostra 1 em CD3CN (expanséo 2).

Alguns sinais de correlacédo esperados nao foram detectados no HMBC,
existindo varios parametros que podem influir neste resultado, entre eles: o angulo
diedro da ligacdo, os tipos de orbitais envolvidos, a constante a longa distancia
escolhida pelo experimentador e 0 niumero de varreduras para obter o espectro
(BALCI, 2005). Também foram observadas duas ligacdes diretas (C3-H3, C3'-H3";
C5-H5, C5'-H5") que aparecem no mapa de contorno como dois sinais simétricos
do carbono com relacdo a um hidrogénio particular e que ja tinham sido detectadas
no HSQC.

As Tabelas 7 e 8 apresentam o resumo das atribuicdes dos deslocamentos
quimicos & (ppm) e constantes de acoplamento J (Hz), baseadas nos valores
encontrados nos espectros de RMN de 'H, *3C {*H}, e nas correlacdes encontradas
nos mapas de contorno COSY, HSQC e HMBC para as duas moléculas. O
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esquema da Figura 36 propde um equilibrio entre as estruturas referentes aos dois

compostos, minoritarios e majoritario, coexistindo na mesma solucao.

Tabela 7. Deslocamentos quimicos 6 (ppm), constantes de acoplamento J (Hz) e

correlagdes para 0 composto maioritario presente na amostra 1 (PD1) em CDsCN.

n H BC/Tipo  2C (¥) HMBC

1 - 168,1/C  173,9 -

2 6,90(ddd,J:1,00;1,95e10,60) 128,5/-CH 132,9 10538 e 168,1

3 8,13 (d, J: 10,60) 147,5/-CH 143,1 128,5,147,5

4 6,49 (dd, J: 1,00 e 3,59) 105,8/-CH 108,9 128,5,147,5, 147,8 € 168,1
5 7,22 (dd, J: 1,95 e 3,59) 147,8/-CH 1440 1058, 128,5, 147,8 € 168,1

(*) Deslocamentos quimicos estimados com base nos célculos desenvolvidos no software ACD/Lab.

d: dubleto, dd: duplo dubleto, ddd: duplo duplo dubleto.

Tabela 8. Deslocamentos quimicos 6 (ppm), constantes de acoplamento J (Hz) e

correlagdes para o composto minoritario presente na amostra 1(PD1) em CD3CN.

n H BC/Tipo  =C (%) HMBC

1 - 166,3/C 1684 -

2' 6,88(ddd,J:0,55;1,17€10,63) 132,0/-CH 129,1 109,5, 146,9 147,1 e 166,3
3' 8,80 (d, J: 10,63) 146,9/-CH 147,9 132,0

4 6,24 (dd, J: 0,55 e 3,46) 109,5/-CH 107,5 146,9, 147,1 e 166,3

5 7,15 (dd, J: 1,17 e 3,46) 147,1/-CH 147,8 109,5 e 166,3

(*) Deslocamentos quimicos estimados com base nos célculos desenvolvidos no software ACD/Lab.

d: dubleto, dd: duplo dubleto, ddd: duplo duplo dubleto.
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Figura 36. Representacdo esquematica da proposta de estruturas presentes na
amostra 1 (PD1) determinadas por espectroscopia de RMN, como resultado da

fotodegradacdo do G-0 em complexos com ciclodextrinas no estado solido.

O 2-(2-nitrovinil) furano é uma substancia fotossensivel no estado sdlido. O
produto de fotodegradacado caracterizado foi um dimero, com Amax = 248 nm na
mistura metanol/agua (80:20, v/v) e relacdo massa/carga do ion molecular m/z 277
utilizando LC-MS com interfase de Electrospray (ESI) no modo negativo (DE
ROJAS, 2006). A formacéo de produtos maioritarios ndo dimeéricos proposta no
presente estudo, indica que este tipo de reacao pode estar impedido devido a forma
na que o G-0 est4 situado na cavidade destas ciclodextrinas, limitando interacbes
intermoleculares do farmaco, porém néo limitando a fotodegradacéo.

As ciclodextrinas apresentam na sua superficie interna um entorno
hidrofébico devido a presenca de oxigénios glicosidicos eletronicamente
enriquecidos. Como resultado da complexacdo de moléculas nessa cavidade,
ocorrem modificacdes de diversas propriedades fisico-quimicas do farmaco, como
a solubilidade, propriedades espectrais e reatividade quimica da sustancia incluida.
As CDs podem influenciar a orientagdo molecular das substancias e a velocidade
e eficiéncia na transferéncia de elétrons, transferéncia de prétons no estado
excitado e velocidade de decomposicdo de substancias (CHATTOPADHYAY,

1991; FOX, 1991; SUR; PURKAYASTHA; CHATTOPADHYAY, 2000). Podem ser
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impostas restricbes fisicas e quimicas na evolucdo de intermediarios, embora o
modo de complexacao (estequiometria, geometria) altera o estado fundamental, o
qual pode influenciar a distribuicdo de fotoprodutos estaveis (TONNESEN, 2004).
Também é conhecido que diferentes ciclodextrinas podem alterar de forma
diferente as caracteristicas fotofisicas de uma molécula, ou seja, uma substancia
pode ser estavel quando incluida em uma ciclodextrina, embora na presenca de
outra 0 composto possa -se tornar fotoreativo. Este comportamento € atribuido a
diferenca na conformacdo dos diferentes complexos formados. O efeito
fotoestabilizante da formac&o de complexos de inclusdo com ciclodextrinas com
diversos compostos tem sido amplamente estudado. No entanto, a formacéo de
complexos nem sempre contribui para melhorar a fotoestabilidade da molécula
hospede (TONNESEN, 2004), como demonstrado para a molsidomina, naproxeno
e flutamida (PIEL et al., 1996; JIMENEZ; MIRANDA; TORMOS, 1997; SORTINO et
al., 2001).

A confirmacdo da proposta para os compostos (PD1) devera ser
desenvolvida futuramente, utilizando outros métodos espectroscépicos como a
espectrometria de massas e a espectrocopia de infravermelho para o andlise de

grupos funcionais.

5.1.3. Efeito das ciclodextrinas na volatilizacdo do G-0.

As curvas TG/DTG foram obtidas usando razdo de aquecimento de 2,5
°C.min" para detectar o inicio da sublimacéo e a fusdo, observadas na curva DTG,
sendo que nas outras condi¢cdes de aguecimento so6 foi possivel detectar a perda

de massa referente a vaporizacdo do composto apos a fusdo (Figuras 37 e 38).
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Como observado nas figuras, os fendbmenos de sublimacéo-fusdo-vaporizacao
ocorrem de forma subsequente.

O comportamento térmico tipico da HP-B-CD esta caracterizado por uma
perda de massa em temperaturas proximas aos 100 °C associada a desidratacao
e posterior perda proxima aos 300 °C associada a decomposicao (ZHENG; CHOW,
2009, MONDJINOU et al., 2015). No presente trabalho, a perda de massa total foi
de 90,52 %, sendo 7,17 % referente a desidratacdo na primeira etapa e o restante,
a decomposicdo. A mistura fisica contendo 2% (m/m) do composto furanico
mostrou perda de massa total de 100 %, dos quais 10,21 % correspondem a
primeira etapa, verificando volatilizacdo do composto ativo posterior aos 100 °C
como mostrado na curva de DTG e menor ao observado para o farmaco livre devido
a que a mistura apresenta menor pureza e massa de G-0. Entretanto, o complexo
de inclusao liofilizado apresentou perda de sé 1,7 % na primeira etapa e perdas
totais de 90,99 % (Figura 39).

No caso da SBE-B-CD, as multiplas perdas observadas na Figura 40, séo
associadas a desidratacéo, processos de extrusao e/ou ruptura (perda de H20, SOz
e butanosulfona) das modificacdes da ciclodextrina. A primeira perda calculada até
0s 227 °C foi de 12,56 %, a segunda de 21,46 % até os 315 °C e a terceira de 23,51
%. O total de perdas calculado foi de 57,18 %. O comportamento da mistura fisica
foi similar, mas as perdas na primeira e segunda etapa foram de 13,24 % e 25,50
%, valores superiores aos obtidos para a ciclodextrina individual, o que poderia
indicar a perda da substancia ativa que se encontrava misturada com o excipiente.
Entanto o complexo ja apresentou uma notavel reducédo nas perdas de massa na
primeira etapa, com s0 2,6 %. As segunda e terceira etapas mostraram perdas de

22,77 % e 22,95 %, similares as da ciclodextrina.
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Figura 37. Curvas de analise termogravimétrica: a) TG, b) DTG do 2-(2-nitrovinil)

furano registradas para trés razdes de aquecimento (10 °C.min linha de ponto, 5

°C.min! linha descontinua e 2,5 °C.min! linha sélida).
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Sample: G0O-2,5 File: C:..\G0-2_5.001
Size: 7.4530 mg DSC-TGA Operator: Danubia
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Figura 38. Curvas TG-DTG/DSC obtidas com razdo de aquecimento 2,5 °C.mint

com cadinho aberto para o 2-(2-nitrovinil) furano sob atmosfera de nitrogénio.
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Figura 39. Curvas TG/DTG para G-0, HP-B-CD, mistura fisica G-0/HP-B-CD e
complexo de inclusdo FD G-0/HP-B-CD, obtidas com razdo de aguecimento

2,5°C.min.
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Figura 40. Curvas TG/DTG para SBE-B-CD, mistura fisica G-O/SBE-B-CD e
complexo de inclusdo FD G-0/SBE-B-CD, obtidas com razédo de aquecimento 2,5

°C.min™.

Considerando um estudo prévio desenvolvido por titulacéo Karl-Fischer (n&o
publicado) o qual determinou que o conteudo de umidade residual do complexo
recém preparado FD G-0/SBE-B-CD foi de 2,39 + 0,25 %, conclui-se que as perdas
associadas a volatilizacdo de G-0, determinadas por TGA, foram de 0,21%, o que
corresponde a 11,3 % do conteudo inicial de G-0 no complexo. No caso do
complexo FD G-0/HP-B-CD o conteudo de umidade residual foi de 1,83 + 0,22%,
sendo as perdas detectadas na primeira etapa por TGA menores que este valor,
nao foram consideradas como perdas devido a volatilizacdo da substancia.

Com o proposito de confirmar a possibilidade de protecdo frente a
sublimacdo por formacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas, este

fenbmeno também foi avaliado utilizando a técnica de CG-Headspace-FID.

118



O estabelecimento do método de andlise esteve baseado na metodologia
anteriormente utilizada para a determinacéo do G-0 por CG-MS, com modificacdes
para Headspace. Para conseguir uma resposta cromatografica adequada, alguns
parametros instrumentais foram testados, entre eles o tempo de agitacdo na etapa
de incubacéo (10 e 30 min), a temperatura de aquecimento da seringa (50 e 100
°C), o volume de injecéo (0,5, 1 e 2 mL), a razdo de Split (1:100, 1:10) ou modo
splitless, e a temperatura do forno. Uma vez estabelecidos os parametros, foi
desenvolvido o andlise das amostras submetidas em condi¢des de sublimacdo. O
G-0 sublimado de cada amostra (mistura fisica ou complexo liofilizado) incubada a
50 °C, foi estimado por determinacao das areas relativas dos picos que apareciam
com tempo de retencéo 4,3 + 0,1 min, referentes ao G-0, com relagéo a forma livre

de massa equivalente. A Tabela 9 ilustra os resultados obtidos.

Tabela 9. Determinacédo do G-0 sublimado a 50 °C por CG-HS-FID

Amostra Massa* (ng) Area de pico (uV*s) Area relativa** (%)
G-0 9,6 15558529 100

MF (G-0 + HP-B-CD) 9,6 + 470 6742888 43,34

FD G-0/HP-B-CD 479,6 152177 0,97

MF (G-0 + SBE-B-CD) 9,6 + 470 4221587.5 27,28

FD G-0/SBE-B-CD 479,7 694758.5 4,47

* Massa de amostra pesada no vial de Headspace.

** Area relativa calculada como a relacdo porcentual entre a area do pico da mistura fisica ou

complexo liofilizado e a &rea do pico do farmaco livre sublimado.
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Como resultado deste estudo foi confirmada a notavel diminuicdo da
sublimacédo do farmaco quando forma complexo de inclusdo com as ciclodextrinas
(Figura 41). Também nas misturas fisicas observou-se menor quantidade de
farmaco no estado de vapor que na forma livre, 0 que poderia estar associado a
maior espessura da camada de material solido que deve recorrer o G-0 quando
misturado com o excipiente nestas condi¢cdes experimentais e/ou algum tipo de
interacdo do G-0 com a ciclodextrina, considerando que o método de aquecimento

em recipiente fechado também é utilizado para obtencdo de complexos com

susbstancias volateis.
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Figura 41. Cromatogramas (CG-HS-FID) referentes a G-0 sublimado a 50 °C nas

formas livre (linha preta), mistura fisica com HP-B-CD (linha cinza escura) e

complexo liofilizado com HP-B-CD (linha cinza clara).
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A analise da volatilizacdo do G-0, com as menores perdas de farmaco do
complexo, comparado com as observadas para as misturas fisicas e farmaco livre,
indica que a inclusdo melhora, de forma notavel, a estabilidade fisica do G-O.
Resultados similares foram obtidos com o estudo do copolimero de bloco Pluronic®
L81 modificado com colesterol, misturado com B-CD e derivados (MONDJINOU et
al., 2015). Os resultados obtidos neste trabalho estdo em concordancia com outro
estudo, usando TGA no modo isotérmico, em temperatura menor a de fusao do G-
0, o qual também mostrou menor perda de massa dos complexos liofilizados
comparados com as respectivas misturas fisicas e complexos preparados por
formacdo de pasta, considerando o conteudo de umidade das amostras
determinado por titulacdo Karl-Fischer (RUZ et al., 2015). A combinacédo de ambos
0s estudos com analise termogravimétrica complementados com a analise direta
do farmaco sublimado por CG-HS-FID reforca a teoria da protecdo frente a
volatilizacdo devido a formacdo dos complexos de inclusdo com as duas
ciclodextrinas, o qual € muito conveniente para a elaboracdo de formas

farmacéuticas solidas contendo os complexos liofilizados.

5.1.4. Avaliagdo bioldgica "in vitro" dos complexos de inclusao liofilizados de G-0
com ciclodextrinas frente a Candida albicans e Candida krusei.

A estabilizacdo do farmaco pelas ciclodextrinas evidencia-se como de vital
importancia, pois isso permitird o desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas
com maior prazo de validade. Entretanto, € bem conhecido que a presenca de
complexos de inclusdo pode influenciar positiva ou negativamente a atividade
biologica da molécula encapsulada, desde que a regido hidrofobica do farmaco

encontra-se no interior da cavidade hidrofébica interna da ciclodextrina (CASTRO-
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HERMIDA et al., 2004). Por isso, considerou-se como outro aspecto de interesse o
desenvolvimento de um estudo “in vitro” de susceptibilidade comparativa entre o G-
0 livre e os complexos, frente a Candida albicans, pois este composto apresenta
atividade biolégica frente a esse patogeno.

O resultado do primeiro teste de microdiluicdo em caldo confirmou a
atividade antifungica do composto 2-(2-nitrovinil) furano frente as cepas de Candida
avaliadas, sendo que a CIM do G-0 é de 12,5 ug.mL? para as duas cepas de
Candida albicans e que sugeriu inicialmente que o G-0 complexado com as duas

ciclodextrinas ndo alterou este valor (Tabela 10).

Tabela 10. Concentracao inibitéria minima (CIM) de 2-(2-nitrovinil) furano (G-0) na
forma livre e em complexos de incluséo liofilizados (FD) com HP-B-CD e SBE-B3-CD

frente a duas cepas de Candida albicans.

Y. CIM (ug.mLY)/Candida CIM (ug.mLY)/Candida
albicans ATCC 18804 albicans CAV4*

Anfotericina B 2,5 5,0

2-(2-nitrovinil) furano 12,5 12,5

FD G-0/HP-B-CD 12,5 12,5

FD G-0/SBE-3-CD 12,5 12,5

* |solado clinico resistente a fluconazol, itraconazol e cetoconazol.
O resultado de CIM obtido a partir de trés ensaios independentes.

Anfotericina B foi o controle positivo,

O ensaio com Candida krusei mostrou que para a cepa padrdo G-0 manteve
o mesmo valor de CIM que no caso da C. albicans e também os complexos de
inclusdo, mas a C. krusei CKV3 mostrou ter maior resisténcia tanto ao G-0 livre

como ao controle positivo anfotericina B. No entanto, observou-se maior
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sensibilidade da cepa para G-0 complexado com as duas ciclodextrinas. (Tabela

11).

Tabela 11. Concentracao inibitéria minima (CIM) de 2-(2-nitrovinil) furano (G-0) na
forma livre e em complexos de incluséo liofilizados (FD) com HP-B-CD e SBE-B3-CD

frente a duas cepas de Candida krusei.

Amostra CIM (ug.mL1)/Candida CIM (ug.mL)/Candida
krusei ATCC 6258 krusei CKV3*

Anfotericina B 10,0 20,0

2-(2-nitrovinil)furano 12,5 25,0

FD G-0/HP-B-CD 12,5 12,5

FD G-0/SBE-B3-CD 12,5 12,5

* |solado clinico resistente a fluconazol, itraconazol e cetoconazol.
O resultado de CIM obtido a partir de trés ensaios independentes.

Anfotericina B foi o controle positivo,

Em nenhum dos testes desenvolvidos observou-se inibicdo do crescimento
das cepas para as diluicbes de HP-B-CD e SBE-B-CD, indicando auséncia de
atividade antifingica dos excipientes nas concentracfes avaliadas.

Desenvolveu-se um segundo teste "in vitro" usando uma faixa de
concentracdo ainda menor, o qual confirmou os valores de CIM do primeiro teste
para o G-0, tanto na forma livre como para o complexo de inclusdo FD G-0/HP-(3-
CD. No entanto, permitiu obter valores de CIM menores para os complexos de FD
G-0/SBE-B-CD para as quatro cepas avaliadas (CIM de 8 ug.mL para as cepas de
Candida albicans e 10 pg.mL?! para as cepas de Candida krusei), o que indica
pequena melhora na atividade do farmaco frente a estas cepas (Tabelas 12 e 13),

superando também a anfotericina B na cepa resistente (CKV3).
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Tabela 12. Concentragéo inibitéria minima (CIM) de G-0 na forma livre e em
complexos de incluséo liofilizados (FD) com HP-B-CD e SBE-B-CD (na faixa de

concentracdes de 13 a 6 pug.mL™?), frente a duas cepas de Candida albicans.

e CIM (ug.mLY)/Candida CIM (ng.mL1)/Candida
albicans ATCC 18804 albicans CAV4*

Anfotericina B 2,5 5,0

2-(2-nitrovinil) furano 13,0 13,0

FD G-0/HP-B-CD 13,0 13,0

FD G-0/SBE-B-CD 8,0 8,0

* |solado clinico resistente a fluconazol, itraconazol e cetoconazol.
O resultado de CIM obtido a partir de trés ensaios independentes.

Anfotericina B foi o controle positivo,

Tabela 13. Concentracéo inibitéria minima (CIM) de G-0 na forma livre (na faixa de
concentragdo de 13 a 6 pg.mL™* frente a ATCC 6258 e de 26 a 12 ug.mL™* frente a
CKV3) e complexos de incluséo liofilizados (FD) com HP-B-CD e SBE-B-CD (na

faixa de concentracdo de 13 a 6 pg.mL™?) frente a duas cepas de Candida krusei.

CIM (ug.mL?)/Candida CIM (ug.mL?)/Candida

Amostra krusei ATCC 6258 krusei CKV3*

Anfotericina B 10,0 20,0
2-(2-nitrovinil)furano 13,0 26,0
FD G-0/HP-B-CD 13,0 13,0
FD G-0/SBE-B-CD 10,0 10,0

* |solado clinico resistente a fluconazol, itraconazol e cetoconazol.
O resultado de CIM obtido a partir de trés ensaios independentes.

Anfotericina B foi o controle positivo,

Outros autores avaliaram a atividade do G-0 frente a uma cepa de Candida

albicans usando o método de difusdo em agar e o resultado da CIM obtido foi de
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50 pug.mL* (ALABI; HASSAN, 2014). Neste caso, os autores trabalharam em uma
faixa de concentracdo mais ampla (de 500 até 0,005 pg.mL™?), pelo qual é possivel
gue nao tenham atingido um valor mais exato da CIM. Além disso, o composto foi
preparado por dissolucdo de 500 mg em 10 mL de agua. Considerando que a
solubilidade do farmaco em agua € muito inferior a este valor (RUZ et al., 2012),
uma parte do farmaco provavelmente encontrava-se em suspensdo (nao
dissolvido), o qual conduz a erros na interpretacdo da atividade biolégica. Neste
estudo, o farmaco foi dissolvido previamente em DMSO e logo diluido em agua,
garantindo sua solubilidade no meio e com baixa concentracao final de solvente
organico (2 %, v/v) na solucéo de partida.

A atividade antifiungica do G-0 n&o havia sido estudada anteriormente com
cepas de Candida krusei, razdo pela qual considera-se este resultado mais um

aporte ao conhecimento de sua atividade biolégica "in vitro".

Entre as teorias existentes a respeito de como em alguns casos 0s
complexos de inclusdo podem melhorar a atividade antimicrobiana estdo a
capacidade de algumas ciclodextrinas de solubilizar ergosterol. Assim um estudo
comparativo demonstrou que a capacidade das ciclodextrinas para solubilizar o
ergosterol da membrana celular de Candida albicans seguiu a ordem: a-CD > 3-CD
> HP-B-CD. No caso dos complexos com a ultima, o aumento desta capacidade
solubilizante foi concentracdo-dependente (ex.: complexo Farmaco/CD 1:1, 60 %
capacidade solubilizante e complexo Farmaco/CD 1:3, > 100% de capacidade
solubilizante do ergosterol (TEIXEIRA et al., 2015).

Outra teoria esta relacionada com a capacidade estabilizante da
ciclodextrina. O meio de cultura foi preparado com pH final ajustado para 7, em que

G-0 degrada (t12) em aproximadamente 25,6 h a 41 °C (DE ROJAS PEREZ, 2006).

125



SBE-B-CD apresenta maiores potencialidades como estabilizante do G-0 devido ao
maior valor de constante de associacdo (Ki:1) apresentado (RUZ et al., 2012),
maiores diferencas nos deslocamentos quimicos entre a substancia livre e na forma
de complexo com esta CD (RMN H) e maiores efeitos Overhauser nuclear (NOES)
observados no ROESY (RMN 2D) (RUZ et al., 2012). Dado que G-0 degrada neste
meio, no qual fica em incubacédo por 48 h, o produto de degradacéo principal é o
furfural (DE ROJAS PEREZ, 2006), o qual inibe o crescimento da Candida albicans
por bloqueio da sintese do ergosterol da membrana celular, porém é bem menos
ativo que G-0 (Furfural (CIM) =500 pg.mL1) (RAJPUT; KARUPPAYIL, 2013), entdo
se espera que as solucdes menos degradadas tenham maiores valores de CIM, o
gue acontece com os complexos de inclusdo FD G-0/SBE-B-CD. O comportamento
de estabilidade dos complexos foi também avaliado no trabalho e sera comentado

posteriormente.

5.1.5. Perfil de dissolu¢gdo dos complexos de inclusédo liofilizados de G-0 com
ciclodextrinas

Outro fator a ser considerado no desenvolvimento de formas farmacéuticas
sélidas é a velocidade de dissolucdo do farmaco, que oferece uma estimativa de
quanto o sistema sera capaz de disponibilizar o farmaco no sitio de a¢cdo em funcao
do tempo.

A curva de calibragédo obtida para quantificacdo de G-0 durante 0os ensaios
de liberacdo e permeacdo mostrou resposta linear na faixa de concentracdes de
0,124 — 4 ug.mL* (Figura 42).

Durante este estudo foi evidente o incremento significativo na velocidade de

dissolucéo do G-0 complexado com ambas as ciclodextrinas, considerando que nos
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primeiros 5 minutos foi liberado mais de 90 % do farmaco complexado (Figura 43 e
Tabela 14) enquanto que para G-0 cristalino ndo complexado somente cerca de
10% estavam dissolvidos. Foi determinado alto grau de similaridade entre os perfis
de dissolucdo do G-0 complexado com ambas as ciclodextrinas (Tabela 15),
considerando que perfis com valor de f» entre 100 e 50 s&o considerados similares
e diferentes para valores inferiores a 50, como ocorre ao comparar o perfil de

dissolucéo do G-0 com o dois complexos.

Scatterplot of Area (mUA*s) against Conc (ug/mL)
Spreadsheetl 10v*10c
Area (mUA*s) = -12,9779+773,8791*x; 0,95 Conf.Int.
3500 T T . . .
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2500
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Area (MUA*s)
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Conc (ug/mL):Area (mMUA*s): y=-12,9779 + 773,8791*x;
r=0,9999; p = 0.0000; r?=0,9998

500
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Figura42. Curva de calibracao de G-0 para ensaio de liberagéo e permeacao (n=3).
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Figura 43. Perfil de dissolucdo em Fluido vaginal simulado (SVF) para o G-0, FD

G-0/SBE-B-CD e FD G-0/HP-B-CD. Cada ponto corresponde a média £ SD de

triplicatas.

Tabela 14. Porcentagem de G-0 dissolvido (% DP) e eficiéncia da dissolucéo (%

DE) em SVF calculada aos 15 e 60 min do ensaio.

Resposta G-0 FD G-0/HP-B-CD FD G-0/SBE- B-CD
%DP15 min 20,37+ 0,34 103,37 £ 0,69 95,74 £1,41
%DPégo min 60,45 + 3,08 101,35+ 1,88 99,16 + 0,28
%DE 15 min 12,03 £ 0,25 85,95 + 0,40 78,39 £ 0,97
%DEgo min 33,86 + 1,53 97,61+1,01 93,51+0,71

Tabela 15. Fator de similaridade f2 dos perfis de dissolu¢do do farmaco livre e os

complexos de incluséo.

Comparacgéo

f2

G-0 vs. FD G-0/HP-B-CD
G-0 vs. FD G-0/SBE-B3-CD

FD G-0/HP-B-CD vs. FD G-0 SBE-B-CD

9,41
11,24
61,10
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Um trabalho anterior ndo publicado e desenvolvido em meio acido (pH 1,2)
utilizando o aparelho | da Farmacopeia dos Estados Unidos, onde foram testados
complexos preparados por formacao de pasta e misturas fisicas, também mostrou
melhores resultados para os complexos liofilizados com relacdo a eficiéncia da
dissolucéo (%DE) principalmente nas coletas inferiores aos 30 minutos.

No presente estudo, foi utilizado um meio menos acido e mais viscoso (SVF,
pH 4,5), o qual influencia no processo de dissolucdo da substancia ativa, atingindo
cerca de 80 % de dissolucdo nas 4 h de ensaio, comparado com 1 h no
trabalho.anterior. No entanto, o ensaio de dissolucédo aqui desenvolvido confirma o
notavel aumento da velocidade de dissolucdo pelos complexos liofilizados. Entre
os principais fatores que poderiam estar influenciando neste aspecto estdo o
carater amorfo do farmaco disperso nos complexos moleculares liofilizados, o qual
foi publicado anteriormente (RUZ et al., 2012), o proprio efeito solubilizante do
excipiente e melhor molhabilidade. Algumas diferencas entre os dois complexos
foram observadas nos tempos 5 e 15 minutos, o que poderia estar relacionado com

a maior forca da interacdo do farmaco com a SBE-B-CD (RUZ et al., 2012).

5.1.6. Influéncia das ciclodextrinas na liberacéo e permeacdo do G-0 na forma de
complexos de incluséo liofilizados usando célula de Franz.
- Estabilidade quimica nos meios doador e receptor

O ensaio de estabilidade em SVF (pH 4,5) confirmou a estabilidade da
substancia ativa na forma livre, mantendo as concentracées em 8 h em cerca de
100 % do G-0 incorporado no fluido no inicio do ensaio (Figura 44) porém, foi
detectado apenas um pequeno sinal com tempo de retencdo em 6,0 min que

absorbe na regido ultravioleta (em 248 nm e 271 nm). Sinais em 4,07 min e 4,7 min

129



foram também detectadas no branco, os quais sdo devidos aos componentes do
meio (Figura 45). Um comportamento quimico estavel e comparavel ao do farmaco

foi observado também para os complexos durante as primeiras 2 h de ensaio.
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Figura 44. Estabilidade das solucdes de concentracdo aproximada de 50 pg.mL?

para G-0; FD G-0/HP-B-CD e FD G-0/SBE-B-CD em SVF a 37,0 + 0,5 °C. Cada

ponto corresponde a média + SD de triplicatas.
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Figura 45. Cromatogramas de uma amostra de G-0 com 8 h de incubagéao no SVF

a 37,0 £ 0,5 °C, nos comprimentos de onda de detec¢ao de 351 e 248 nm.
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A partir deste ponto iniciou-se um processo de diminuicdo sequencial das
concentracdes de farmaco, as quais foram mais evidentes no complexo FD G-0/HP-
B-CD e que atingiram valores inferiores ao 90 % da concentracao inicial a partir de
4 h de ensaio. Foram detectados sinais de baixa intensidade em 1,3 min e em 5,4
min que nao provocaram interferéncia na quantificacdo do analito.

O complexo FD G-0/SBE-B-CD manteve concentracdes porcentuais médias
acima de 95 % nas primeiras 4 h de ensaio, as quais diminuiram nas 4 h seguintes,
mas mantendo-se acima do 90 % da concentracao inicial durante as 8 h de ensaio.

N&o foram detectados produtos de degradacdo durante a analise para o complexo

com SBE-B-CD (Figura 46).
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Figura 46. Cromatogramas de uma amostra de FD G-0/SBE-B-CD com 8 h de

incubacéo no SVF a 37,0 £ 0,5 °C, nos comprimentos de onda de deteccéo de 351
e 248 nm.
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Na andlise da estabilidade em PBS, observou-se comportamento um pouco
diferente ao estudado no SVF. Aqui o complexo FD G-0/SBE-B-CD atingiu a maior
estabilidade, mantendo concentracfes entre 99 % e 100 % durante as primeiras 4
h, as quais comecaram a diminuir a partir das 6 horas, mantendo valores acima de
90 % do valor inicial. Por sua parte, o farmaco livre e o complexo G-0/HP-B-CD
mantiveram concentracdes entre 99 % e 100 % durante a primeira hora, diminuindo
a concentracdo porcentual até 90 % nas 4 h seguintes para o0 G-0 e nas 5 h

seguintes para o complexo FD G-0/HP-B-CD (Figura 47).
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Figura 47. Estabilidade das solugdes com concentracdes aproximadas de 10
ug.mL! para o G-0; FD G-0/HP-B-CD e FD G-0/SBE-B-CD em PBS a 37,0 £ 0,5 °C.

Cada ponto corresponde a média + SD de triplicatas.

Resumindo, no SVF (pH=4,5), a estabilidade dos compostos testados em
ordem decrescente neste estudo foi: G-0 > FD G-0/SBE-B-CD > FD G-0/HP-B-CD,

e no PBS (pH=7.4) a ordem foi: FD G-0/ SBE-B-CD > FD G-0/ HP-3-CD > G-0.
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Para explicar o comportamento da estabilidade quimica nas solucbes que
seriam utilizadas depois como doadoras e receptoras na célula de Franz, deve-se
destacar como antecedentes que ensaios desenvolvidos a 41 °C demonstraram
gue G-0 é mais estavel no meio acido e que a medida que o pH aumenta, a reacéo
de adicdo de agua a dupla ligacdo exociclica é favorecida. O tempo de 90 % (too%)
calculado, considerando a degradacao com cinética de pseudo-primeira ordem em
tampéo acetato (pH 4,5), é de aproximadamente 30 h (DE ROJAS PEREZ, 2006;
RUZ, 2006). Com relacdo ao PBS, trabalhos anteriores indicam que 0 toox em
solu¢cdes tamponadas com fosfato pH 7,2 e pH 7 calculados foram 2,5 h (RUZ,
2006) e 3,9 h (DE ROJAS PEREZ, 2006) respectivamente, mas 4°C acima da
temperatura aqui avaliada, o qual pode incidir no resultado obtido neste estudo,
onde as 4 h de analise as concentracfes de G-0 ainda estavam acima do 90 %.

Existem numerosas publicacbes sobre a estabilizacdo de farmacos por
ciclodextrinas frente a reacdes hidroliticas, devido a sua capacidade para
encapsular substancias em solucdo, limitando a possibilidade de interacdo do
hospede com as moléculas de agua do meio. Assim aconteceu com a cefixima,
para a qual a velocidade de degradacéo foi diminuida, principalmente em solucfes
alcalinas, devido a presenca de Captisol®, o qual formou complexo de incluséo 1:1
com o antibiético em solucdo, embora apresentasse um valor baixo da constante
de associagdo (K11 = 11,4 M1) (MALLICK; MONDAL; SANNIGRAHI, 2008). Esta
protecdo depende da intensidade da associacdo entre a molécula hospede e a
ciclodextrina. Nesta pesquisa, a maior constante de associacdo aparente em
solucdo aquosa (K11 = 79,2 M?) foi obtida para a SBE-B-CD (RUZ et al., 2012),
para a qual o maior efeito estabilizante em PBS seria esperado, o qual confirma os

resultados obtidos no ensaio de susceptibilidade frente a Candida spp.
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De outro lado, é importante destacar que os valores experimentais de Ki:1
sdo muito sensiveis a alguns fatores como, por exemplo, a composicao e a forca
ibnica do meio utilizado no ensaio. No caso do SVF, este meio € mais complexo
gue o anterior, constituido por varios compostos acidos, bases, proteinas, uréia,
glicerol, entre outros, alguns dos quais poderiam competir pela ciclodextrina (P10,
2016), limitando seu poder de protecédo, o qual poderia ser uma das causas do

menor efeito estabilizante obtido neste meio.

- Liberacéo de farmaco usando célula de Franz

Com relacao as condicBes experimentais do ensaio, a literatura mostra que
0s compartimentos doador e receptor devem mimetizar os fluidos biologicos, e
dessa forma existem variedade de meios e volumes (0,3-12 mL) (MACHADO; DAS
NEVES, 2016); assim em um trabalho referente ao ensaio de permeabilidade da
dapivirina, foram colocados 300 uL dos compostos dispersados em SVF (DAS
NEVES et al., 2013), no caso do fluconazol, usaram volume de 1 mL de fluido
vaginal (REIS, 2014) e no estudo de permeabilidade da curcumina usaram 2,5 mL
(BERGINC et al., 2012) porém, esta reportado que o volume maximo do fluido
vaginal esta estimado na faixa de 1-2 mL (KATZ; YUAN; GAOQ, 2015). Considerando
todo o anterior decidiu-se trabalhar com volume de 2 mL.

Com relagé@o a escolha da concentracdo de farmaco avaliada, esta esteve
baseada primeiro no uso de valores de concentracdo superiores a CIM mostrada
para G-0 frente a Candida albicans (aproximadamente 5 vezes superior) e que
permitisse ainda manter a condicdo sink se 100 % de farmaco incorporado
passasse no receptor e, segundo, usar uma concentracdo que permitisse a

adequada quantificacdo do analito, considerando que, em uma experiéncia previa,
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valores de concentracéo inferiores ao dobro do CIM néo foram quantificados no
compartimento receptor.

Da analise da liberacdo através de membrana hidrofébica sintética de
acetato de celulose foi possivel confirmar que G-0 foi liberado da ciclodextrina na
forma livre antes de atravessar a membrana, pelo menos nas primeiras 4 h de
ensaio, devido a que o farmaco livre ja estava solubilizado no SVF, diferenciando-
se do ensaio de dissolucédo no qual o farmaco encontrava-se em suspensao.

A quantidade de farmaco que atravessou a membrana sintética (52,30 *
3,57%) em 6 h foi menor que a observada no perfil de dissolucdo, em parte devido
provavelmente a influéncia da prépria membrana na difusao.

No caso do G-0 na forma de complexos, 61,77 + 4,36 % do farmaco
complexado com SBE-B-CD liofilizado foi liberado, e 65,18 + 1,52 % no caso do
farmaco complexado com HP-B-CD liofilizado (Figura 48), confirmando o efeito de
controle da membrana sobre a liberacdo ao meio receptor.

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas entre a liberacéo
do farmaco dos complexos (p = 0,1892), porém existiram diferencas entre eles e G-
0 em 6 h de ensaio (p = 0,0000 com FD G-0/HP-B-CD e p = 0,0031 com FD G-
0/SBE-B-CD) o que poderia estar associado a degradacdo do G-0 no PBS, como

foi descrito anteriormente na avaliacdo da estabilidade neste meio.
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Figura 48. Perfil de liberagdo "in vitro" de amostras contendo G-0 dissolvido no

fluido vaginal simulado com mucina através de membrana de acetato de celulose:

G-0 livre, FD G-0/HP-B-CD e FD G-0/SBE-B-CD. Em todas as amostras a

concentragdo inicial de farmaco foi de 60 ug.mL*. Cada valor plotado corresponde

a média + SD de triplicatas.

Também foi testada a influéncia da glicoproteina na liberacado do farmaco,

nao existindo diferencas estatisticamente significativas na liberagdo do G-0 dos

complexos no meio com ou sem mucina (p = 0,4748 para FD G-0/HP-B-CD e p =

0,3271 para FD G-0/SBE-B-CD), (Figura 49).
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Figura 49. Perfil de liberac&o "in vitro" através de membrana de acetato de celulose
de amostras contendo FD G-0/SBE-B-CD dissolvido no fluido vaginal simulado:
Com mucina (circulo preto), sem mucina (circulo cinza). Em todas as amostras a
concentragédo inicial de farmaco foi de 60 ug.mL1. Cada valor plotado corresponde

a média £ SD de triplicatas.

O ensaio desenvolvido na célula de Franz teve como propdsito avaliar a
liberacdo de G-0 dos complexos no fluido vaginal simulado e correlacionar esta
liberacdo com a permeacdo através da membrana mucosa vaginal, dado que o
ensaio foi realizado em iguais condi¢cdes, somente com modificacdo da membrana,
gue no caso da sintética, deveria teoricamente, deixar passar a totalidade de
farmaco liberado, desde que as moléculas de ciclodextrina, altamente hidrofilicas,
apresentam baixa permeabilidade na membrana lipofilica, a liberagdo deve ocorrer
em dois passos, incluindo a saida do farmaco do complexo e em seguida a difusao

do farmaco liberado através da membrana.
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O Esquema | resume todo o processo de formacao do complexo molecular

a partir do farmaco livre com as ciclodextrinas e o processo liberacéo in vitro.

Ks

G0; + CD «—_—__—— G-0/CD

ESQUEMA | (Autora)

Em que, Ks, KL e Kr representam as constantes de ligagdo na formacéo do complexo G-0/CD, a
constante de liberagdo do G-O. para o0 meio de dissolugéo antes de atravessar a membrana e Kr a
constante de difusdo do farmaco através da membrana, respectivamente. G-0r, G-0/CD, G-0O. e G-
Or representam a fracdo de farmaco livre no sistema antes da formagédo do complexo molecular, a
fracdo de farmaco ligado no complexo molecular, a fracdo de farmaco liberado para o meio antes
de atravessar a membrana e a fracao de farmaco que difunde a membrana, respectivamente. CD é

a fracdo de ciclodextrina envolvida na formagéo do complexo molecular.

Parece evidente que todo o processo de liberacdo in vitro depende da
magnitude das constantes envolvidas no processo global. Se o farmaco tiver alta
constante de ligacdo com as ciclodextrinas, entdo sua solubilidade aparente no
meio aquoso também sera alta. De qualquer forma, deve-se considerar que o
farmaco complexado com a CD deve apresentar baixa difusdo através da
membrana, de acordo as caracteristicas das CDs jA mencionadas, e que a difusdo
do G-O. depende do gradiente de concentracdo do farmaco acumulado na

superficie da membrana e do valor do coeficiente de difusdo, o qual é uma
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propriedade da membrana. Numa racionalizacdo simples, se Ks for maior do que
KL, o farmaco estara melhor aprisionado no complexo, entdo ndo podera acumular
na superficie da membrana e a difusdo sera controlada pela velocidade de
dissociacao do complexo G-0/CD, ocorrendo uma difusédo mais lenta. Caso Ks seja
menor que Ki, entdo a dissociacdo do complexo serd mais rapida, facilitando o
acumulo de G-OL na superficie da membrana e facilitando a difusdo do farmaco

para o meio de dissolucdo (FORMARIZ et al., 2007).

- Permeacao e retencdo de farmaco na mucosa vaginal bovina usando célula de
Franz

O objetivo principal do ensaio de permeacao foi avaliar a capacidade do G-
0 em permear a mucosa vaginal na forma livre e de verificar qual seria a influéncia
da formacdo de complexos hidrossollveis neste aspecto, considerando ser
desejavel um efeito local sobre a superficie da mucosa e ndo um efeito sistémico,
gue implicaria no desenvolvimento de estudos adicionais.

A vagina é uma regido do organismo que oferece area relativamente grande
para absorcao, € altamente vascularizada e apresenta uma reduzida expressao de
transportadores e enzimas metabdlicas fase | e Il, o qual pode favorecer a absor¢éo
sistémica de farmacos, porém a liberacao e dissolucdo destes no fluido vaginal e a
permeabilidade através da mucosa limitam o uso desta via para atingir efeito
sistémico ou aceso a determinados sitios especificos. Para determinar se o farmaco
ou formulacdo sera potencialmente absorvido por esta via ou identificar etapas
limitantes da velocidade de absorcdo durante o desenvolvimento, varios modelos
tem sido considerados. Assim os estudos in vitro tém utilizado mucosa vaginal

fresca e/ou congelada tanto de humanos como de alguns animais (camundongo,
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rato, coelho, porco, ovelha, vaca e macaco rhesus). Alguns autores sugerem
desenvolver estes estudos com mucosa oral devido a similitude em relacdo a
permeabilidade e caréncia de diversidade devido a ciclos estrogénicos que
influenciam a espessura da mucosa, o pH e o volume e composicao das secrecdes
(MACHADO; DAS NEVES, 2016).

A mucosa vaginal bovina apresenta similitudes com a humana, com relacao
a questbes anatdomicas dos o6rgdos reprodutivos (se diferencia somente nas
dimensdes do utero), fisiologicas (ambos os tecidos sofrem ciclos hormonais
regulados por estrogenos e progestagenos, que influenciam a espessura da
mucosa e a secre¢ao de muco; ambos o0s epitélios vaginais estdo constituidos por
camadas de serosa, camadas musculares longitudinais externas e circulares
internas e mucosa) e funcionais. Porém, existem algumas diferencas: o epitélio
vaginal bovino esté constituido por células cilindricas e o humano, composto por
células escamosas estratificadas (ANDERSON; MARATHE; PUDNEY, 2014). Com
relacdo ao muco vaginal, a composicdo e funcdo € similar (presenca de
sialomucinas e sulfomucinas como principais glicoproteinas), e o pH do muco
vaginal bovino (6-7,5) simula ao da mulher em etapa post-menopausica (WROBEL
et al., 1986). Tomando em consideracdo estas similitudes e também a maior
praticidade na obtencéo e manipulagdo de amostras de grande tamanho, reduzindo
assim a variabilidade interindividual quando se trabalha como animais de menor
porte, decidiu-se escolher a mucosa vaginal bovina como modelo para estimar a
permeabilidade in vitro dos compostos antifungicos em estudo. Outros estudos a
usaram para avaliar a permeabilidade de farmacos como cetoconazol, furosemida

e curcumina, na forma livre ou lipossomal (BERGINC et al., 2012).
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Da avaliacdo dos dados obtidos com relacdo a estabilidade nos meios
anteriormente citados, dos resultados da liberacdo com membrana sintética, e
considerando também que a maioria dos ensaios de permeabilidade publicados
referem-se aos tempos variaveis mas que em geral ndo superam 6 h (BERGINC et
al., 2012; DAS NEVES et al., 2013; REIS, 2014), estabeleceu-se que o presente
ensaio de permeabilidade ndo deveria superar 4 h. Alguns autores referem que
ainda quando se estima que a mucosa vaginal deve manter a viabilidade por
minimo 12 h apdés o sacrificio do animal, espera-se perda da estrutura,
particularmente depois de periodos de incubacdo maiores, por exemplo de 24 h
(DAS NEVES et al., 2013; REIS, 2014).

No final do teste de permeacdo foram analisadas as coletas, ndo sendo
guantificado farmaco em nenhuma delas. Em alguns casos foi detectado farmaco,
mas os niveis ficaram abaixo do limite de quantificacdo do método analitico (0,100
ug.mL?) (Figura 50).

Ja os estudos de retencdo mostraram niveis quantificaveis de farmaco na
mucosa, porém nao existiram diferencas estatisticas significativas entre o farmaco
retido nas mucosas em contato com as trés amostras (ANOVA-One way, p=0,619)
(Figura 51). Alguma variabilidade na resposta (DPR>5%) pode estar associada a
variabilidade na espessura das mucosas, as quais tiveram valor minimo de 1,5 mm

e maximo de 2,7 mm.
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Figura 50. Cromatogramas com deteccédo de analito, referentes a: G-0 (célula # 2

-3 h), FD G-0/SBE-B-CD (célula # 1 — 4 h) e FD G-0/HP-B-CD (célula # 6 - 15 min).

Devido a sua natureza altamente hidrofilica (log Koctanol/agua)y €ntre -6 e -17),
considera-se que em geral, ciclodextrinas e seus respectivos complexos nao
permeiam as membranas biologicas lipofilicas, s6 o farmaco na forma livre
(LOFTSSON; BREWSTER, 2011) porém, existem numerosos estudos relativos ao
efeito destes excipientes sobre a biodisponibilidade e liberacdo de farmaco através
das membranas. Em alguns casos, melhorando, em outros sem efeito, e em

poucos, reduzindo a permeacdo de farmacos. No caso da via dérmica e
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transdérmica, CDs tem sido capazes de melhorar a absor¢cédo a partir de veiculos
aguosos ou atraves de camadas de difusdo aquosa na superficie externa da pele.
Também tem sido detectado que quantidades de CD em excesso para dissolver o
farmaco lipofilico em veiculo aquoso podem reduzir a permeacéo atraves da pele

(LOFTSSON; BREWSTER, 2011).
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Figura 51. Porcentagem de G-0 recuperado de mucosa vaginal bovina apés 4 h de
experimento na célula de Franz, a partir de: G-0 dissolvido no SVF, solucdo de FD

G-0/SBE-B-CD, solucao de FD G-0/HP-B-CD. Cada ensaio realizado em triplicata.

Na via transmucosa, alguns dos aumentos da permeabilidade tem sido
associados a estabilizacdo de farmacos complexados frente a atividade enziméatica
no sitio de absorcao. Porém, os derivados metilados da 3-CD, os quais sdo menos
hidrofilicos, tem atuado aumentando a penetracao pela via nasal, diminuindo as
propriedades barreira desta mucosa por interagdo com o colesterol, ndo sendo este
0 caso do resto dos derivados mais hidrossoluveis da B-CD. Estes ultimos tem
mostrado grande sucesso na melhora de dissolugcéo de farmacos lipofilicos e seu

transporte através da barreira de difusdo aquosa até a superficie do epitélio.
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Parecem interessantes os estudos mostrando que a espessura efetiva da camada
de agua estatica ("unstirred water layer"- UWL) no trato gastrointestinal diminui com
aumento da concentracédo da CD. Esta camada aquosa constitui uma barreira para
a difusdo de farmacos até a superficie da membrana, reforcando a teoria de que
estas CDs nao atuam por diminuicdo da funcdo barreira da membrana das células
epiteliais mas através de outros mecanismos. Estudos desenvolvidos utilizando o
ensaio de permeacao de membrana paralela artificial (PAMPA), demonstraram que
em auséncia de HP-B-CD, a permeabilidade do farmaco estudado aumentou com
diminuicao da espessura da UWL até um valor minimo aproximado de 40 um, mas
gue com adicao deste excipiente o fluxo de farmaco aumentou significativamente
através da membrana paralela artificial. Este efeito teve uma relacdo direta com o
valor da constante de associacdo do complexo farmaco/CD (K). Estes resultados
sugerem que CD hidrofilicas sédo capazes de melhorar o fluxo quando a resisténcia
da UWL tem contribuicao significativa na resisténcia total da barreira e também que
um excesso da CD pode diminuir a quantidade de farmaco livre na UWL, diminuindo
a permeacao (LOFTSSON; BREWSTER, 2011).

No presente trabalho, a matriz aquosa formada pela mucina do fluido vaginal
forma uma camada estatica de agua (UWL) mais espessa, criando uma barreira de
difusdo que pode potencialmente diminuir a permeacao do farmaco. Por outro lado,
como ja foi mencionado, o efeito da CD sobre o fluxo do farmaco através desta
barreira de difusdo esta muito relacionado com a for¢ca da interacdo do farmaco
com a CD assim, um estudo que comparou trés farmacos com propriedades fisico-
guimicas comparaveis, mas diferente valor da constante de associacdo com HP-[3-
CD (Ki1), mostrou que essa CD néo teve influéncia significativa no fluxo da

griseofulvina (K11 = 23 M) comparado com o aumento notavel no fluxo da
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hidrocortisona (K1:1 = 1340 M%) (LOFTSSON; BREWSTER, 2011). No nosso caso,
os valores da constante de associacédo para G-0/HP-B-CD (K11 = 48,7 M?) e G-
0/SBE-B-CD (K11 = 79,2 MY) (RUZ et al., 2012) sédo considerados baixos (K < 100
M-1), o qual pode explicar em alguma medida a nédo influéncia das CDs estudadas
na permeacgdo comparado com G-0 em solucao.

Com relacdo a retencédo, a literatura descreve uma faixa bem ampla de
espessura das mucosas, entre 0,4 - 4 mm (MACHADO; DAS NEVES, 2016), sendo
este um fator de grande impacto na permeacao. No estudo da permeacédo da
curcumina, os autores avaliaram a influéncia da espessura da mucosa no resultado
da retencdo, obtendo valores significativos acima de 0,5 % (com relacdo a
guantidade inicial de farmaco no compartimento doador/massa de tecido), para
espessura da mucosa menor de 0,36 mm. No presente trabalho, a mucosa utilizada
apresentou espessura meédia relativamente inferior a reportada nos ensaios de
permeacado que usam epitélio vaginal humano que esta na faixa de 3,0 - 4,0 mm, o
qual indica que dificimente G-0 livre consiga permear a mucosa humana
(MACHADO; DAS NEVES, 2016). O valor de retencdo é também dependente das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, como por exemplo coeficiente de
particdo n-octanol/agua, constante de ionizacao, entre outros) (KOKATE; LI; JASTI,
2008). Um resultado similar ao nosso foi obtido para fluconazol em solucéo (log P
=0,99), o qual foi recuperado das mucosas mas aparentemente ndo permeou para
o fluido receptor (REIS, 2014).

Como conclusdes deste estudo pode-se estabelecer que a formacdo de
complexos de inclusdo com HP-B-CD e SBE-B-CD melhora a solubilidade e
velocidade de dissolucdo do G-0 no fluido vaginal, mas néo favorece a permeacao

desta substancia ativa através da mucosa vaginal bovina, sendo o passo através
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da membrana lipofilica o limitante na absorcdo. Considerando a vagina como
possivel via de administracdo do farmaco e que o efeito que se deseja conseguir é
local para o tratamento da candidiase, os complexos resultam uma adequada
solucéo, evitando possiveis efeitos toxicos associados a absorcao sistémica

(AJIBOYE et al., 2015).

5.1.7. Influéncia das ciclodextrinas na citotoxicidade "in vitro" de G-0 na forma de
complexos de incluséo liofilizados.

E importante conhecer a influéncia das ciclodextrinas na atividade biologica
da substancia encapsulada, mas também avaliar seu possivel efeito na
citotoxicidade em culturas celulares, como estimativa da toxicidade sobre
determinados tecidos. Os sistemas "in vitro" sdo muito utilizados para realizar
"screening" ou ordenar compostos para gerar perfis toxicolégicos, ou para estudar
os efeitos locais de substancias em tecidos alvo especificos.

A linhagem de células HaCaT (Human adult low Calcium high Temperature)
constitui um modelo experimental bem definido para explorar resposta celular sobre
diferentes contextos, justificando seu amplo uso em estudos in vitro para
investigacdo de respostas a alguns tipos de estresse. S8o0 ndo tumorais e
caracterizadas por uma capacidade de diferenciacéo altamente conservada e alta
estabilidade genética (BOUKAMP et al., 1988). Apresentam crescimento aderente,
dispostas em camadas planas e sdo quase completamente preenchidas pelo
nacleo, formando uma arquitetura epidérmica quase normal e com alta capacidade
de propagacdo (JAEGER et al., 2012). Também estdo caracterizadas por
apresentar alta atividade da enzima topoisomerase | (PESSINA et al., 2001). Tem

sido utilizadas como modelo para avaliacdo da citotoxicidade de varios compostos
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como alguns inibidores da topoisomerase (ciprofloxacina, camptotecina e
doxorubicina), derivados da partricina A e anfotericina B (PESSINA et al., 2001), o
extrato bruto de Celastrus orbiculatus (ZHOU et al., 2011), o extrato polifendlico
obtido dos frutos da variedade Annurca (D’ANGELO et al., 2012), o acido cafeico
(MAGNANI et al., 2014), antissépticos incorporados em filmes de antelocolageno
(LOPEZ-GARCIA et al., 2014), entre outros.

Fibroblastos sédo células amplamente distribuidas em muitos tipos de
tecidos, tenddes, ligamentos, pele, estroma mucoso, entre outros. A linhagem
celular de fibroblasto L929 é usualmente utilizada como ferramenta em muitos
protocolos padronizados para avaliacdo de biocompatibilidade, ensaios de
citoxicidade de farmacos e estudos bioldgicos celulares (THEERAKITTAYAKORN;
BUNPRASERT, 2011). E uma linhagem celular continua, inespecifica, com

crescimento aderente e capacidade de diferenciacdo (THONEMANN et al., 2002).

As Figuras 52 e 53, mostram o comportamento na viabilidade celular para
L929 e HaCaT respectivamente, tratadas com G-0 e seus complexos com
ciclodextrinas, em funcdo da concentracdo aplicada, em que, aparentemente, 0s
complexos apresentam incremento na viabilidade celular com relacédo ao farmaco
livre.

Observou-se também a resposta das células aos controles de ciclodextrinas,
ocorrendo na maioria dos casos, incremento na viabilidade celular acima de 100 %
(controle de células). Este efeito também foi observado por outros autores no
tratamento de fibroblastos e osteoblastos com HP-B-CD (TEIXEIRA et al., 2015) o
qual sugere que estes excipientes poderiam estimular a proliferacdo celular e

considerando que as células tumorais tem maior capacidade proliferativa que as
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nao tumorais, esta poderia ser uma das causas da diferenca encontrada nas duas
linhagens em estudo.

Para melhor analise dos resultados foram determinados os valores de CCso
para cada grupo e comparados estatisticamente.

Os valores de CCso obtidos para G-O na linhagem L929 e HaCaT séo
mostrados na Tabela 16. Um estudo anterior desenvolvido para determinar a
citotoxicidade de um grupo de nitrovinilfuranos mostrou valores de CCso de 49,97
MM para a linhagem tumoral P3-X63/A68/653 mieloma murino e 179,11 yM para a
linhagem nao tumoral CHO-K1 epitelial de ovario de hamster, obtidos apo6s 72 h de
incubacédo de G-0 e usando o método de captacdo do vermelho neutro para avaliar
a viabilidade celular (HERNANDEZ et al., 2011).

Os menores valores de CCso obtidos no presente trabalho podem estar
relacionados com diferencas nos métodos utilizados (MTT mede atividade
metabdlica enquanto o ensaio de captacdo do vermelho neutro estima o nimero de
células viaveis), diferente concentracdo de DMSO usado como solvente do G-0,
gue alcancou o maior valor no primeiro poco da microplaca de 0,5 % no presente
trabalho, entanto que os autores do citado estudo trabalharam com um valor
méaximo de 0,1 %. Entretanto, outros autores mostraram o efeito da curcumina
dissolvida em DMSO em concentracdes "inferiores” ao 1% para ndo comprometer
a viabilidade celular (CUTRIGNELLI et al., 2014). Outro fator a considerar nas
diferencas obtidas € a diferente susceptibilidade celular ao composto e/ou

diferencas na atividade enzimatica das células.
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Tabela 16. Valores de CCsp obtidos através da regresséo néo linear das curvas da
sigmoide Emax da viabilidade celular em funcéo da concentracao de G-O0 livre e nos

complexos nas linhagens celulares avaliadas.

CCoso (M)
L929 HaCaT

Amostra

G-0 32,68 + 4,26 17,08 + 3,54
FD G-0/HP-B-CD 71,70 = 8,97 36,43 +12,91
FD G-0/SBE-B-CD 122,36 + 38,29 53,88 + 11,16

Para desenvolver a andlise estatistica entre o tratamento com G-0 e os
complexos para a linhagen celular L929, foram comprovadas primeiramente a
normalidade (Shapiro Wilks: p= 0,1875, p > 0,05) e independéncia dos dados
obtidos (os dados seguem padrdo aleatério, sem tendéncia aparente pela
observacdo do gréafico dos residuos) porém, a avaliagdo da homocedasticidade
utilizando o teste de Levene mostrou que as variancias entre os tratamentos nao
sdo homogéneas (p=0,0095; p<0,05), pelo qual foi desenvolvido neste caso uma
analise de variancia de tipo ndo paramétrico (Kruskal-Wallis) para comparar as
CCso dos diferentes tratamentos, com prova post-hoc ou de contraste néo
planejado. Como resultado, o valor de p=0,0036 (p<0,05) indicou a existéncia de
diferencas estatisticas significativas entre os trés grupos. O post-hoc mostrou que
existem diferencas significativas entre o grupo 1 (G-0) e o grupo 3 (FD G-0/SBE-[-
CD), e que nao existem diferencias significativas entre o grupo 1 (G-0) e o grupo 2
(FD G-0/HP-B-CD), nem entre este ultimo e o grupo 3.

Para a analise estatistica na linhagem celular HaCaT, foi demonstrada a

normalidade da variavel dependente (Shapiro Wilks: p=0,1678, p>0,05),
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independéncia dos dados (grafico dos residuos com apariencia aleatodria), e
homocedasticidade (Levene: p=0,1257, p>0,05). Considerando o anterior, entdo foi
possivel aplicar o método ANOVA paramétrico para comparar os trés grupos de
tratamento, sendo este mais rigoroso que o ndo parameétrico. Como resultado do
ANOVA-One way, foi demonstrada a existéncia de diferencas estatisticas
significativas entre os trés grupos (p=0,0297, p<0,05). O post-hoc, neste caso o
teste de Tukey, mostrou diferencas entre os grupos 1 e 3, enquanto nao foram
observadas diferencias estatisticas significativas entre grupo 1 - grupo 2 e grupo 2
— grupo 3.

Como conclusdes, o complexo de inclusdo de G-0 com SBE-B-CD aumentou
significativamente o valor de CCso com relagdo ao G-0O livre para ambas as

linhagens celulares, seguido do complexo com HP-3-CD.
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Figura 52. Efeito de G-0 e FD G-0/HP-B-CD (acima) e FD G-0/SBE-B-CD (abaixo)
na viabilidade da cultura celular de fibroblastos de camundongo L929, expressa

como média e desvio padréo de trés ensaios (n=3).
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Figura 53. Efeito do G-0 e FD G-0/HP-B-CD (acima) e FD G-0/SBE-B-CD (abaixo)
na viabilidade celular da cultura de queratindcitos humanos imortalizados HaCaT,

expressa como média e desvio padrdo de trés ensaios (n=3).
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A concentragdo inibitéria minima "in vitro" encontrada frente a uma cepa
clinica de Candida albicans foi de 8 ug/mL (57,5 yM) para o complexo FD G-0/SBE-
B-CD, valor inferior & CCso obtida para fibroblastos, mas muito préximo ao obtido
para queratindcitos. No caso do farmaco livre e do complexo FD G-0/HP-B-CD, os
valores de CIM obtidos foram superiores aos da CCso has duas linhagens celulares,
pelo qual estes ultimos podem ser considerados citotoxicos para estas células ao
serem usados no tratamento da candidiase, mas podendo ser reservadas no
tratamento de outras patologias infecciosas em que as concentragdes inibitérias do
farmaco s&o muito inferiores (SIFONTES-RODRIGUEZ, 2017).

A influéncia das ciclodextrinas na citotoxicidade de diversos compostos tem
sido estudada por varios autores. Um aumento da citotoxicidade do paclitaxel na
forma de complexo sobre varias linhagens celulares, foi atribuido a um
favorecimento da internalizacdo celular do farmaco por parte das ciclodextrinas
(HP-B-CD > ME-B-CD > SBE-B-CD), entanto néo foi evidenciada citotoxicidade para
nenhuma delas. No caso especifico das células PC-3 (adenocarcinoma humano de
préstata), ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores de CCso
para o paclitaxel livre e nos complexos com SBE-3-CD (SHAH et al., 2015).

Um estudo desenvolvido usando duas ciclodextrinas naturais (a- e fB-
ciclodextrina), explica a diferenga no comportamento das ciclodextrinas isoladas
frente a diferentes tipos de linhagens celulares, o qual segundo os autores, pode
estar relacionado com a diferenca na composicdo das membranas celulares e
interacdo das ciclodextrinas com o colesterol, incrementando a permeabilidade das
membranas ao farmaco e, por consequéncia, incrementando a citotoxicidade do 5-
fluoruracil (DI DONATO et al., 2016). Outro estudo avaliou a influéncia da formacéao

de complexo da curcumina com SBE-B-CD na linhagem celular de carcinoma
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hepatico HepG-2 e mostrou aumento da citotoxicidade da curcumina. Os autores
explicaram o fato, ndo como efeito sinérgico da ciclodextrina, mas devido ao
incremento da solubilidade da curcumina (CUTRIGNELLI et al.,, 2014).
Contrariamente, um trabalho desenvolvido para avaliar a formacédo de complexos
com ciclodextrinas da clorzoxazona, composto com atividade relaxante muscular
de acao central e altamente téxico, exibiu uma melhora na viabilidade celular da
linhagem de células hepaticas LO2 quando o composto estava formando complexo
com HP-B-CD, principalmente em concentracdes de farmaco maiores que 12,5 uM,
mas este resultado nédo foi discutido (TANG et al., 2015). A formacao de complexo
de inclusdo com HP-B-CD também diminuiu a citotoxicidade do &cido difractéico
(orcinol isolado da Usnea sp.) conseguindo valores de CCso de 70,50 pg.mL*
maiores que os do composto livre de 43,29 pug.mL*? na linhagem celular de
fibroblastos de rins de mono (células Vero) (SILVA et al., 2016). Também o estudo
dos complexos de benznidazol com RM-B-CD mostrou diminui¢ao da citotoxicidade
do farmaco na forma de complexos nas células de macrofagos obtidos do periténio
de camundongos Balb/c. Os autores explicaram o fato, devido a maior hidrofilia dos
complexos com relacdo ao benznidazol (mais lipofilico) e a relacdo entre lipofilia e
citotoxicidade, tendo as substancias lipofilicas maior facilidade de atravessar as
membranas biolégicas (LYRA et al., 2012).

No estudo da citotoxicidade da clorhexidina, desenvolvido usando o método
de captacéo do vermelho neutro, foi demonstrado que ao igual a esse estudo, o
comportamento citotoxico depende do tipo de ciclodextrina com a qual o farmaco
esta formando complexo e também do tipo de célula de mamiferos exposta e em
todos os casos 0s complexos manifestaram menor citotoxicidade quando

comparados com o farmaco livre (TEIXEIRA et al.,, 2015). Um estudo recente,
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relativo a citotoxicidade e capacidade de solubilizar o colesterol das membranas
plasmaticas, mostrou que a presenca de grupos hidroxipropil e sulfobutiléter
diminuem a capacidade solubilizante da B-CD, sendo de 0,75 + 0,003 mg.mL* e
0,08 £ 0,001 mg.mL"* para HP-B-CD e SBE-B-CD, respectivamente, a concentracdo
de 50 mM (SZENTE et al., 2018), o qual poderia explicar a diferenca na
citotoxicidade para ambas as CDs.

Com relacédo ao método de analise, é importante destacar que ainda quando
o ensaio do MTT tem sido considerado o padrdo de ouro nos ensaios de
citotoxicidade in vitro, uma comparacdo com outros testes alternativos como
captacdo de vermelho neutro, reducdo da resazurina e ensaio da sulforhodamina
B mostrou varias limitacdes e fatores que podem interferir nos resultados do ensaio
do MTT. Entre eles, a variabilidade nos valores de absorbancia incrementam na
medida que aumenta a densidade celular por poco e menor sensibilidade
comparado com o0s outros testes, sendo muito pouco sensivel a densidades
celulares menores de 1x1032 células/poco. Também, a converséo do formazan esta
relacionada com a atividade metabdlica celular e com o numero de mitocéndrias
presentes. Considerando os resultados obtidos por outros autores, recomenda-se
o desenvolvimento do teste de sulforhodamina B ou captacdo do vermelho neutro
como opc¢do de ensaio pré-clinico para compostos potenciais terapéuticos que
apresentam potencial de oxido-reducdo (VAN TONDER; JOUBERT; CROMARTY,

2015).
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5.2. Avaliacdo das microparticulas de G-0 e etilcelulose como alternativa de
estabilizacao
5.2.1. Compatibilidade com polimero usando CLAE.

Etilcelulose é um polimero fisiologicamente inerte, compressivel, solivel em
varios solventes organicos e de alta flexibilidade a baixas temperaturas. Apresenta
elevada resisténcia mecanica e tem capacidade de formar filmes e atuar como
excipiente em comprimidos (LAI; PITT; CRAIG, 2010; DAVIDOVICH-PINHAS;
BARBUT; MARANGONI, 2014).

Tem sido avaliada em varios estudos para encapsular farmacos fungicidas
como tioconazol (MAYUR et al., 2013), fluconazol (ABDELMALAK; EL-
MENSHAWE, 2012), tebuconazol (DE LIMA, 2014) e o que € mais importante neste
caso, para estabilizar compostos. Etilcelulose tem resisténcia a descoloracao por
luz solar. Foi estudada a formacao de microparticulas deste polimero para melhorar
a fotoestabilidade de anlodipino (RAGNO et al., 2003) e nifedipina (DINARVAND et
al., 2006). Também foi avaliada como alternativa na diminuicdo da contaminacao
por biocidas volateis (DE LIMA, 2014).

A andlise quantitativa das misturas fisicas soélidas do composto furanico com
etilcelulose mostrou que o conteudo de ativo superou em todos os casos 80 %, e
qualitativamente, como resultado da varredura espectral, ndo foi detectado nenhum
produto de degradacéo (Figura 54).

Também ndo foram observadas mudancas nas caracteristicas
organolépticas das amostras (cor e aspecto), exceto para uma mistura de G-0 e
etilcelulose umectada com acetona, a qual foi observado escurecimento da
amostra, possivelmente devido a presenca de pequenas proporcdes de agua no

solvente. Como resultado desta andlise preliminar e considerando as
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caracteristicas de hidrofobicidade do farmaco, maior solubilidade em solventes de
meédia a baixa polaridade e maior estabilidade em estes ultimos, foi escolhida a

etilcelulose (polimero hidrofébico) como agente formador de microparticulas.
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Figura 54. Cromatograma obtido para a mistura fisica G-O/EC (1:1, m/m)

armazenada por 4 semanas a 40 °C/75% HR.

5.2.2.. Desenvolvimento das microparticulas

O método escolhido para a formacdo das microparticulas foi a
emulsificacado/evaporacdo do solvente que tem sido muito utilizado devido a sua
versatilidade na encapsulacdo de compostos com polaridade diversa e em
consequéncia, permite o uso de polimeros hidrofébicos ou hidrofilicos. No caso da
encapsulacdo de substancias hidrofébicas, é utilizado um polimero de polaridade
semelhante, o qual seréa dissolvido em geral, em uma baixa quantidade de solvente
organico (FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005). Neste trabalho foi escolhido como

solvente organico o diclorometano para solubilizar o 2-(2-nitrovinil) furano e ao
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polimero, devido a alta solubilidade e estabilidade do ativo, documentada na
utilizacdo deste solvente na validacdo da técnica de andlise qualitativa de
cromatografia em camada delgada do produto (RODRIGUEZ, 1996). Além disso, o
diclorometano apresenta elevada imiscibilidade com a agua e baixa temperatura de
ebullicdo (39.7°C), evaporando rapidamente da emulsdo a temperatura ambiente,
diminuindo assim o tempo de agitacdo durante o preparo das microparticulas
(KHUDHAIR; AL-KHEDAIRY, 2016).

Como estabilizante da emulsao foi selecionado alcool polivinilico, o qual tem
sido utilizado com sucesso em varios trabalhos em que usada a etilcelulose como
polimero (RAGNO et al., 2003; DINARVAND et al., 2006; CHOUDHARY et al.,
2010; ABDELMALAK; EL-MENSHAWE, 2012; GUPTA et al., 2013; MAYUR et al.,
2013; KUMAR; MURALIDHARAN; PARASURAMAN, 2014; PANWAR; TANWAR,
2015). O estabilizante € removido do sistema no momento da formacédo das

microparticulas, através de filtracdo e enxague com agua morna.

Um planejamento fatorial 2k-P), foi desenvolvido com propdsito de avaliar os

fatores que influem na obtencdo das microparticulas e otimizar as respostas. A

matriz geral esta descrita ha Tabela 17.
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Tabela 17. Matriz geral do planejamento fatorial com 4 fatores experimentais em

dois niveis, e variaveis resposta.

Exp | PVA EC | VoIFl | Velocidade de | Recuperacdo | EE tp (um) Circ. PDI
(%) | (mg) | (mL) | agitagdo (rpm) (%) (%)
1 0,5 500 10 1000 49,80 47,9 345 0,98 1,0
2 0,1 250 10 1000 53,80 75,5 557 0,88 0,8
3 0,1 500 10 1000 68,90 67,8 1035 0,81 1,4
4 0,5 500 10 500 61,90 69,6 470 0,97 14
5 0,1 250 10 500 71,20 64,9 750 0,74 1,3
6 0,1 500 20 1000 63,20 60,9 455 0,74 0,9
7 0,5 250 20 1000 55,04 61,8 405 0,79 1,0
8 0,5 250 20 500 62,10 79,9 109 0,99 0,8
9 0,5 500 20 500 61,90 63,1 166 0,98 1,0
10 0,1 500 10 500 70,80 66,2 1289 0,79 0,8
11 0,5 500 20 1000 53,70 55,5 304 0,94 0,8
12 0,1 250 20 1000 57,70 62,5 531 0,75 0,9
13 0,1 500 20 500 69,00 72,9 632 0,75 1,8
14 0,1 250 20 500 65,90 66,7 721 0,82 1,7
15 0,5 250 10 500 53,70 81,5 309 0,91 0,9
16 0,5 250 10 1000 51,00 81,9 428 0,78 1,2

VolIFI: Volume de fase interna; EE: Eficiéncia de encapsulagao; tp: tamanho médio de particula;

Circ: Circularidade; PDI: Polidispersidade.

- Variavel resposta: Recuperacao

Os valores de recuperacdo das microparticulas obtidas ficaram na faixa de

49,8 a 71,20 %. Os fatores que influiram negativamente na variavel resposta foram

a concentracdo de PVA e a velocidade de agitacdo, entanto a quantidade de

etilcelulose e a interacdo entre a concentracdo de PVA e volume de fase interna

favoreceram a recuperacéo (Quadro 5 e Figura 55).
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Quadro 5. Efeitos estimados para a variavel resposta Recuperacéo (%)

1(5) p -95.% +95 % -95.% +95.%
Factor Cnf Limt Cnf Limt Coeff Cnf Limt Cnf Limt
Mean/Interc. 7253168 0,000000 59,1594 63,50675 61,33306 0,645604 5915936 63 40675
(1)PVA -6,13628 0,001667 14,7265 -6,03372 -5,19056 0,645604 -7.36425 -3,01686
(2)EC 2.75640 0,040000 0,3260 §.34094 241674 0876741 016300 4 67047
(3)VolFl -0.31404 0766169 -4 8785 3,81628 -0,26556 0,845604 -2 43925 1,90814
(4)Velocidade -h h4699 0,002615 13,7265 -h,03372 -4 69056 0,645604 -6,86425 -2 11686
1by 2 -1,97605 0,104839 -1.9759 1,03699 -1,73424 0876741 -3,.96797 051950
1by 3 272948 0,041306 02687 896350 230806 (.845604 013436 4 48175
1byd 110342 0,320098 -2 4813 6.21350 0193306 0,845604 -1.24064 310674
2by3 -1,74993 0,140635 -1,5759 143899 -1,53424 0876741 -3.76797 0,71950
2byd -0,18162 0863012 -4,6259 418899 -0,15924 0876741 -2.41297 2,09450
3byd 122168 0276281 -2,2813 641350 1,03306 0,845604 -1,14064 320675

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Recuperacio
4 factors at two levels; MS Residual=10,29666
DV: Recuperacéo

(1)PVA | --5,13323—
(4)Velocidade | --5.54699

EC | ‘2.755501
1by3 | ‘2,72947?
1by2 | |-1.97805

2by3 | ‘-1,?4993

3by4 | 1221678

1by4 | |1,103419

(3VolFl | -,.314043
2byd | - 161623

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 55. Influéncia e significancia dos diferentes fatores e interagfes na variavel

resposta Recuperacéo (%).

Uma vez tiradas as variaveis e efeitos néo significativos do modelo inicial e
ajustado o modelo matematico (Quadro 6), os fatores que resultaram mais
significativos (p<0,05) sobre a variavel recuperagéao foram o PVA e a velocidade de
agitacao (Figura 56).
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Quadro 6. Ajuste da regressao com prévia eliminacao de efeitos e interacées nao

significativas para a Recuperacao.

esign (Spreadsheet13) in Planejamento fatorial 2 3 microesferas)

Std.Err. t(10) p -95.% +95.%

Factar Cnf Limt Cnf Limt
Mean/Interc. 577336 14.25546 0.000000 69,4554 95,1831
(1)PVA 14,01879 -3.61027 0.004766 -81,8475 -19,3788
[2)EC 0,00729 2.04098 0.068534 -0.0014 0.0311
[3)VolFI 0,32053 -1,54894 0,152439 -1.2107 0.2177
(4)Velocidade 0.00353 -4.75214 0.000778 -0.0246 -0.0089
1by 3 0,88223 205158 0.067330 -0,1858 3.7757

Fitted Surface; Variable: Recuperacio
4 factors at two levels; MS Residual=12,.24561
DV: Recuperacéo

R
= = 3]

=70

Il <69

W om, B <64

—ao : — - <59
z=02,319216101695-50,611652542373"x-,016769830508475™y I <54
+1,8099576271186715;"x-2;,1006568 B < 29

Figura 56. Superficie de resposta da influéncia da concentracdo de PVA e

velocidade de agitacdo na Recuperacao.

Na variavel resposta recuperacdo, a influéncia da concentracdo de PVA
poderia estar associada a diminuicdo consideravel no tamanho de particula com o
aumento da concentracao do estabilizante, pelo qual as particulas menores podem-
se perder durante a separacdo e lavagem. No caso da agitacdo, foi verificada

formacdo de espuma quando se usou velocidade de 1000 rpm, contribuindo a
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formacdo de menos microparticulas, o que tem como consequéncia menor

recuperacdo, como mostrado no grafico de superficie-resposta.

- Variavel resposta: Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo dos sistemas obtidos comportou-se na faixa
de 47,90 a 81,90 %. Os fatores que influenciaram de forma mais significativa
(p<0,05) no modelo matematico ajustado foram a concentracdo de PVA e a

interac&o entre este fator com o conteudo de etilcelulose (Quadro 7 e Figura 57).

Quadro 7. Ajuste de regressao com previa eliminacao de efeitos e interacées nao

significativas para a Eficiéncia de encapsulacao.

Regressn Std_Err. t(12) p -95,% +95.%
Factor Coeff. Cnf Limt Cnf Limt

Mean/Interc. 60,51625 10,50125 576277 0.000090 37.63599 83,3965
(1)PVA 66,03750 29,50642 2,21555 0,046812 1,09489 130,9801
(2EC 0,01745 0,02872 0,60769 0,554722 -0,04513 0,0800
1by 2 -0,17295 0.07351 -2,20304 0.047875 -0,34400 -0,0019

O aumento da eficiéncia de encapsulacdo com aumento do PVA pode estar
relacionado com a maior estabilidade da emulsdo, mas isto ocorre quando a
concentracdo de EC encontra-se em valores de médios a baixos. Contrariamente
ao esperado, um aumento da concentracdo de EC quando a concentracdo de PVA
€ alta, diminui a eficiéncia de encapsulacdo do composto, mas quando a
concentracdo de PVA é baixa, o conteudo de EC né&o influencia o processo de
encapsulacdo. Este fendbmeno pode estar relacionado as caracteristicas de
solubilidade do composto ativo entre as duas fases. O composto 2-(2-nitrovinil)

furano apresenta baixa massa molar e coeficiente de particdo n-octanol/agua de
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1,56, considerado como pouco hidrofébico (CABRERA et al., 2001). Quando a
etilcelulose (polimero hidrofébico e insolivel em agua) esta em alta proporcéo, ela
poderia competir na solvatacdo com o farmaco pelo diclorometano. Se a
concentracdo do PVA é baixa (0,1%), este tem menos capacidade solubilizante do
farmaco, mas se pelo contrario, a concentracdo € alta (0,5 %), a capacidade
solubilizante na fase aquosa aumenta, facilitando a extracdo do composto para a
fase externa. Um resultado similar foi obtido para o Aceclofenaco em sistemas
microparticulados com concentracdes crescentes de etilcelulose e 0,5 % de PVA.
Nesse caso, a formulacdo com a relacdo Aceclofenaco:EC (1:1) mostrou eficiéncia
de encapsulacdo de 89 %, entanto as relacdes 1:2 e 1:3 apresentaram valores
inferiores, de 71,53% e 55,87 % respectivamente (GUPTA et al., 2013). Outro
trabalho em que foram desenvolvidas microparticulas de cetoconazol em
etilcelulose também relatou a maior eficiéncia de encapsulacdo com a proporcao
farmaco/polimero 1:1. Eles sugerem que o aumento na viscosidade gerado pelo
aumento da concentracao polimérica pode gerar gotas maiores de fase interna, que
levardo mais tempo para conformar as microparticulas e, portanto o farmaco teria
mais tempo para difundir na fase externa, diminuindo assim a eficiéncia (KUMAR,;

MURALIDHARAN; PARASURAMAN, 2014).
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Fitted Surface; Variable: EE
4 factors at two levels; MS Residual=59,64236
DV: EE

: 75

SR I <72
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Figura 57. Superficie de resposta para a influéncia da concentracdo do PVA e

conteudo de EC na Eficiéncia de encapsulacéao (%)

- Variavel resposta: Tamanho médio de particula

O tamanho de particulas dos sistemas obtidos manteve-se na faixa de 109
a 1289 um. O unico fator identificado como significativo para a variavel resposta
tamanho foi a concentracdo de PVA (Quadros 8 e 9), com uma proporcionalidade

inversa entre a concentracéo do estabilizante e o tamanho de particula (Figura 58).

Quadro 8. Efeitos estimados para a variavel resposta tamanho médio de particula

(Mm)

Effect Std.Em. t(5) p -95,% +95,% Coeff. Std.Er. | -95% | +95%
Factor Cnf.Limt Cnf.Limt Coeff. Cnf.Limt | Cnf.Limt
Mean/Interc. 55,2208 5,44668 10,13844 0,000160 41,2197 69,2220 56,2208 5446677 41,2197|69,22196
[1)PVA 47,0417 10,89335 -4,31838 0,007582 -75,0439 -19,0394f)  -23,5208| 5446677 -37,5220) -9,51970
[2)EC 8,5021 11,29447 0,75277 0,485501 -20,5313 37,5354 42510 5647235 -10,2656) 18,76772
(3)VolFI 27,3667 10,89335 -2.51224 0,053681 -55,3689 0,6356] -13,6833 5446677 -27.6845 0,31780
[4)Velocidade -8,9417 10,89335 -0,62084 0,449090 -36,9439 19,0606 44708 5446677 -18.4720) 9,53030
1by 2 -7,6521 11,29447 -0,67751 0,528160 -36,6854 21,3813 -3,8260 5647235 -18,3427 10,69064
1by 3 13,1667 10,89335 1,20869 0,280819 -14,8356 41,1689 65833 5446677 -7.4178) 20,58446
1by 4 19,6417 10,89335 1,60309 0,131235 -8,3606 47,6439 96208 5446677 -4.1803) 23,82196
2by3 13,7271 11,29447 -1,21538 0,278473 42,7604 15,3063 -6,8635 5647235 -21,3802) 765314
2by4 -3,0621 11,29447 -0,27023 0,797784 -32,0854 25,9813 1,260 5647235 -16,0427 12,99064
Jby4d 10,6167 10,89335 0,97460 0,374519 -17,3856 36,6189 5,3083 5446677 -B,6928 19,30946

164




Quadro 9. Analise da variancia (ANOVA) para todos os

tamanho de particula (um).

efeitos e interacdes no

Factor 35 df MS

F p
(1)PVA 7370.22 1 7370.223 1541912 0.001520
Errar h691.90 1 477,993
Total 35 14062,12 15
Fitted Surface; Variable: Tamanho de particula
4 factors at two levels; MS Residual=477,9925
DV: Tamanho de particula
140
0\0\ 12
2
El
B
5
Il = 60
=85 -107- *oet [)- [C1<48
|2=85,35625-107,3125"x+0; | B < 28

Figura 58. Superficie de resposta para a influéncia da concentracdo de PVA e

conteudo de EC no tamanho médio de particula (um).

A influéncia inversa da concentracdo de PVA pode ser devida a uma

diminuicdo da tensao interfacial da fase continua na medida que aumenta a

concentracéo de tensoativo, com a consequente diminuicdo no tamanho da goticula

da fase interna da emulsédo. Resultados similares foram obtidos na preparacao de

microesferas de fluconazol e lafutidina (ABDELMALAK; EL-MENSHAWE, 2012;

KHUDHAIR; AL-KHEDAIRY, 2016).
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- Variavel resposta: Circularidade
O indice de circularidade das microparticulas formadas manteve-se entre
0,74 a 0,99. Os efeitos identificados inicialmente foram a concentracdo de PVA e

as interac6es com EC e a velocidade de agitacdo (Figura 59).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Circularidade
4 factors at two levels: MS Residual=,0019374
DV: Circularidade
(1)PvA | _5_11224?-
Toy2 | 3.144283
Toyd | -2,81376
3byd -4,38815
2byd 1,810172
(4)Velocidade -1,01674
(2)EC 960674
Tby3 | ,6975292
2by3 -, 34493
(3WVolFI -,059113
p=.05 |
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 59. Influéncia e significancia dos fatores e interacfes na Circularidade

Ao eliminar os efeitos e interacdes néo significativas e ajustar os dados no
modelo matematico, a interacdo significativa (p<0,05) entre a concentracao de PVA
e EC foi evidenciada (Quadro 10) com um efeito positivo na circularidade, ou seja,
elevadas concentracdes de ambos polimeros aumentam a circularidade do sistema

em estudo como apresentado no grafico de superficie resposta (Figura 60).
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Quadro 10. Ajuste da regressao com prévia eliminacéo de efeitos e interacdes ndo

significativas na Circularidade

Planejamento fator

Regressn Std.Err. t(10) p -95,% +95.%
Factor Coeff. Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Interc. 0.764554 0,094044 5,12976 0.000010 0.555011 0,974096
1)PVA 0.275893 0,278326 0.,99126 0.344938 -0,344256 0,896042
2)EC -0.000286 0,000209 -1,36722 0.201502 -0,000751 0,000180
4)Velocidade 0.000118 0,000101 1,16716 0.270223 -0.000107 0,000344
1by 2 0.001371 0,000563 243791 0.034974 0.000118 0,002625
1by 4 -0,000596 0,000277 -2,15672 0.056421 -0,001213 0,000020

Fitted Surface; Variable: Circularidade
4 factors at two levels; MS Residual=,0029536
DV: Circularidade

AR
B

|

Bl <099
B =094
=089

e <084
z=76455357142857+,27589285714286%x-,00028571428571429% I < 0.79

+,0013714285714286%x"y-,00059642857142857*750,x+;088660714 <074

Figura 60. Superficie de resposta para a influéncia da concentracdo de PVA e

conteldo de EC na Circularidade

A polidispersidade das microparticulas desenvolvidas nos diferentes ensaios
também foi avaliada. De modo geral este valor manteve-se em niveis elevados
(0,80 - 1,86). Elevado grau de polidispersidade também foi observada nos sistemas

microparticulados de tebuconazol (DE LIMA, 2014). N&o foi determinado nenhum
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dos fatores avaliados como significativo para esta variavel resposta, por este motivo

nao foi incluida no modelo final para otimizacdo do sistema.

- Funcao Desejabilidade

A estratégia da desejabilidade ou "desirability” pode ser usada de diversas
formas para otimizar um sistema. Uma delas é aplicando a desejabilidade étima
para respostas multiplas em pontos exatos dos fatores para cada variavel resposta,
utilizando 4 intervalos para cada ponto e depois, aplicando a fungéo geral de
otimizacdo para encontrar a solucao final para cada variavel resposta. Finalmente,
0 mesmo procedimento pode ser seguido para todas as respostas juntas (Figura
61).

Neste trabalho foram fixados dois fatores em valores que influenciaram
positivamente na maioria das respostas (volume de fase Interna- 20 mL e
velocidade de agitacdo- 500 rpm) e foram incluidos pontos centrais para os fatores
gue mais influenciaram (concentracédo de PVA-0,3 % e contetdo de EC- 375 mg) e
foi avaliada a desejabilidade de acordo ao modelo matemético calculado através
do software. (Figura 62).

O ensaio desenvolvido segundo a desejabilidade serviu para validar o

modelo. Os resultados sdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados obtidos para o ensaio proposto usando a funcao

desejabilidade.

Recuperacao Tamanho médio i :
Réplica perac EE (%) Circularidade
(%) de particula (um)
1 64,60 71,37 +7,36 520 0,86 +0,12
2 66,17 80,21 + 4,33 420 0,83+0,23
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 61. Desejabilidade 6tima aplicando a funcao geral de otimizacéo, para cada

variavel resposta e para respostas multiplas.

Baseado nos melhores resultados obtidos da eficiéncia de encapsulagéo
(79,9 %), circularidade (0,99), recuperacéao (62,1 %), tamanho médio de particula
(109 um) e menor PDI (0,80), foram escolhidas as composic8es das microparticulas
do ensaio 8 do planejamento fatorial para posterior caracterizacéo e avaliacdo, que
serdo nomeadas como ME G-0/EC (1:1 m/m). Considerando também o alto grau
de aglomeracéo observado para os sistemas preparados com alta concentracéo de
PVA, as microparticulas baseadas na funcao desejabilidade (PVA -0,3 % m/v e EC-
375 mg), também foram preparadas, mantendo constantes a velocidade de
agitacdo em 500 rpm e volume de fase interna 20 mL, para posterior caracterizacao

(ME G-0/EC 1:1,5 m/m).
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 62. Desejabilidade para cada variavel resposta e desejabilidade global,

usando pontos centrais para concentracdo de PVA e EC.

5.2.3. Caracterizagdo das microparticulas de etilcelulose com G-0 incorporado
- Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A curva de DSC de 2-(2-nitrovinil) furano mostrou o pico endotérmico tipico
associado a natureza cristalina da substancia ativa entre 73-75 °C (Figura 63 a),
coincidindo com resultados publicados anteriormente (RUZ et al.,, 2012), com
variagcao da entalpia de fusdo (AHr) = 156,7 J.g*. Entretanto, os picos endotérmicos
associados a fusdo do composto nas microparticulas, apresentaram notavel
reducdo (Figura 63 d, e) e 0s picos mostraram-se mais abertos e suaves com
relacdo aos das misturas fisicas, principalmente no sistema G-0/EC (1:1,5 m/m)

com redugéo de AHs de 44,59 J.g' (MF) para 25,29 J.g*' (ME). Na temperatura de
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inicio do processo (Tinicio) também mostraram diminuicdo com relagdo ao farmaco

e as misturas fisicas (Tabela 19).

a M = Mm

3]

[ T I T I T I T I T I T I T I T 1
20 20 40 50 60 o 20 a0 100

Temperature :OC ¥

Figura 63. Curvas de DSC obtidas com razédo de aquecimento 10°C.min! para: a)
G-0, b) MF G-0:EC (1:1 m/m), c) MF G-0:EC (1:1,5 m/m), d) ME G-0/EC (1:1 m/m),

e) ME G-0/EC (1:1,5 m/m), f) Microparticulas sem farmaco, g) Etilcelulose.

O DSC do polimero e das microparticulas sem farmaco ndo mostraram
transicdes térmicas na faixa de temperatura avaliada. O comportamento térmico
observado indica que a etilcelulose poderia estar se sobrepondo ou inibindo a fuséo
do composto furanico (ABDELMALAK; EL-MENSHAWE, 2012; GUPTA et al.,
2013), principalmente no sistema que apresenta maior contetdo de polimero, e/ou
que o farmaco poderia estar parcialmente dissolvido no polimero das
microparticulas. Para comprovar esta teoria posteriormente foi realizada a analise

da cristalinidade por DRX.
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Tabela 19. Parametros térmicos obtidos a partir das curvas do DSC para G-0,

misturas fisicas (MF) e microparticulas (ME).

Amostra T iwee (2] T pes (00, AHfesp (J.97)  AHfops (J.97%)
G-0 73,71 77,12 156,70 156,70
MF G-0:EC (1:1) 73,65 75,74 62,68 57,12
MF G-0: EC (1:1.5) 74.02 76,14 47,01 44,59
ME (1:1) 66,02 74,99 62,52 48,71
ME (1:1.5) 65,51 75,93 44,73 25,29

AHfesp: Entalpia de fusdo esperada considerando o contetido de G-0 na amostra; AHfobs: Entalpia
de fusdo observada.

MF: Mistura Fisica; ME: Microparticula.

- Difrag&o de Raios X

Os difratogramas das amostras estudadas indicaram que 2-(2-nitrovinil)
furano apresenta picos bem definidos, caracteristicos de sua estrutura cristalina
(Figura 64 a) e sao concordantes com um estudo anterior desenvolvido no modo
capilar (RUZ et al.,, 2015). Etilcelulose ndo apresenta o arranjo tipico das
substéancias cristalinas, sendo classificado como polimero néo cristalino (Figura 64
b). No caso das microparticulas (Figura 64 e, f), sdo observados alguns dos picos
na regido de 28 entre 25-30° e em 20°, mas de menor intensidade, principalmente
no sistema que tem maior contetdo do polimero.

Como resultado do calculo da cristalinidade demonstrou-se diminuicdo do
valor do tamanho do cristalito (B) para as amostras tratadas, sendo mais notavel
este efeito no caso das microparticulas com relacdo as misturas fisicas, como
mostrado na Tabela 20. Nestas Ultimas observou-se desaparecimento dos picos na

regiao de 20 entre 10 e 15°, 25° e 44° o qual sugere que 0 proprio processo
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mecanico de moagem do G-0 com etilcelulose influi na amorfizagcdo do farmaco

(VADHER et al., 2009).

ll & F S l - a
I 1 1 1 1 1 1
o 10 20 30 40 50 60

2 Theta (°)

Figura 64. Difratometria de raios X para: a) 2-(2-nitrovinll) furano (G-0); b)
Etilcelulose (EC); ¢) MF G-0/ EC (1:1 m/m), d) MF G-0/EC (1:1.5 m/m), e) ME G-

0/EC (1:1 m/m), f) ME G-0/EC (1:1.5 m/m).
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Tabela 20. Parametros determinados a partir dos difratogramas de raios X para o
calculo do tamanho médio do cristalito para o farmaco livre e nas misturas fisicas e

microparticulas.

Amostra 20 (°) L(rad) B (nm) B (nm)
19.98 0.003852 35.48
G-0 40,98
26,79 0,002541 53,12
27,56 0,003925 34,33
19,34 0,003169 43,17
MF G-0/EC 1:1 33,58
26,57 0.006666 20,28
27,56 0,003615 37,28
19,24 0.004513 30.32
MF G-0/EC 1:1.5 26,77
26,55 0,005919 22,82
27.44 0,004960 27.18
ME G-0/EC 1:1 19,33 0.004951 27.63
23,89
26,52 0.006686 20,20
27,52 0.005658 23,82
ME G-0/EC 1:1.5 19,40 0,008954 15,28
20,82
26,61 0,006487 20,82
27,63 0,005112 26,36

- Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier com Reflectancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia FTIR foi utilizada somente com propdsitos qualitativos,
para detectar possiveis interagbes quimicas entre o G-0 e o polimero nas
microparticulas. Para sistemas compativeis, ou seja, carentes de interacdes, 0s
espectros serdo o resultado da simples superposi¢cdo dos espectros dos compostos
individuais.
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2-(2-nitrovinil)furano apresenta as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais (Figura 65 a): 3153 cm?t, referente as insaturacées
conjugadas/aromaticos, banda de estiramento -CH (3100-3000 cm?); 1631 cm™,
referente a vibragGes de estiramento de aromaticos C=C (1695-1540 cm™) ou
dienos/polienos (1650-1600 cm?, forte e larga); 1556 cm™ referente ao grupo nitro
C-NO2 banda de estiramento (1560 cm™); 1520 cm referente ao grupo nitro NO2
conjugado, vibracdo de estiramento; 1270 cm' =C-O-C éteres aromaticos e
vinilicos, banda de estiramento (1270-1150 cmintensa e larga).

No espectro da etilcelulose (Figura 65 b) foram observadas as bandas em
3485 cm referente a vibracdo de estiramento da hidroxila alcodlica O-H muito
fraca, e de alcanos (-CHs e -CH: alifaticos) em 2976 e 2873 cm™.

Estas bandas foram observadas nos espectros das misturas fisicas e das
microparticulas com o G-0 incorporado (Figuras 65 c, d, e, f), com diminuicdo da
intensidade fundamentalmente nos sistemas que apresentavam menor propor¢cao
de G-0 ou por superimposicdo do espectro da etilcelulose, pelo qual ndo sdo
detectadas interacdes quimicas entre o farmaco e o polimero.

Resultados similares foram obtidos na caracterizacdo das microparticulas de
fluconazol, tioconazol e aceclofenaco com etilcelulose (ABDELMALAK; EL-

MENSHAWE, 2012; GUPTA et al., 2013; MAYUR et al., 2013).
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Humero de onda {cm’’)
Figura 65. Espectros FTIR para: a) 2-(2-nitrovinll) furano (G-0); b) Etilcelulose (EC);
c) MF G-0/ EC (1:1 m/m), d) MF G-0/ EC (1:1,5 m/m), e) ME G-0/EC (1:1 m/m), f)

ME G-0/EC (1:1,5 m/m).

- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H).
Uma comparacgdo dos espectros RMN 'H do G-0 livre e incorporado nas
microparticulas (Figura 66) indicaram: 1) a presenca dos cinco sinais protdnicos
atribuiveis ao 2-(2-nitrovinil) furano sem produtos de degradacédo detectaveis, 2)
N&o foi observada variacdo notavel nos deslocamentos quimicos dos sinais da

substéancia livre e incorporada (Tabela 21), o qual sugere que ndo ha interacéo
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guimica entre o composto e o polimero no sistema microparticulado e 3) nao foram

detectados sinais de diclorometano nas microparticulas.
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Figura 66. Espectro de RMN !H do G-0 incorporado nas microparticulas de

etilcelulose (1:1,5 m/m) usando como solvente cloroférmio deuterado.

Tabela 21. Deslocamentos quimicos (8) no RMN *H para 2-(2-nitrovinil) furano livre

e incorporado nas microparticulas de etilcelulose.

Prétons do G-0 3 livre (PPM) 8 incorporado (PPM)
H6 (d, J: 13,2 H2) 7,802 7,801
H2 (d, J: 1,5 HZ) 7,617 7,617
H7 (d, J: 13,2 H2) 7,553 7,552
H4 (d, J: 3,0 Hz) 6,915 6,915
H3 (dd, J: 3,0 Hz, 1,5 Hz) 6,602 6,601

d: dubleto, dd: duplo dubleto
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O sinal protbnico intenso que aparece em & = 1,178 ppm, corresponde aos
protons das metilas dos grupos etil da etilcelulose. Os sinais que aparecem em 0s
3,0-4,0 ppm, correspondem aos prétons do anel pirano e aos prétons metileno dos
grupos etéxi. Aqueles sinais que aparecem em 4,3 ppm sao atribuidos aos prétons
anoméricos do polimero (XU; BRICKHOUSE; WANG, 2003). O sinal que aparece
~ 1,60 ppm pode ser atribuido a presenca de alguma umidade no solvente
deuterado, considerando que também aparece no espectro do G-0 livre

(GOTTLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997).

- Avaliacdo da morfologia e estrutura interna das microparticulas através de
Microscopia eletronica de varredura (MEV).

As fotomicrografias mostraram que ambas formulacdes de microparticulas
apresentam forma esférica, confirmando a analise por microscopia Optica. A
superficie das particulas mostrou-se irregular e porosa (Figura 67).

Com relacéo a estrutura interna, o MEV da microparticula do sistema ME G-
0/EC (1:1 m/m) apds crio sec¢ao revelou uma estrutura interna oca. Na parte interna
da cobertura polimérica observou-se algumas estruturas semelhantes a finas
agulhas, que poderiam estar relacionadas com alguma fracdo de G-0 na forma
cristalina. No caso do sistema preparado na relacdo G-O/EC 1:1,5 m/m, foram
observadas pequenas particulas esféricas no interior da microparticula maior. Este
fenbmeno sugere a presenca de estrutura de microcapsulas encapsulando

particulas menores no seu interior.
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Figura 67. Fotomicrografias tomadas com microscopio eletrénico de varredura-
emissao de campo de: A) Microparticulas preparadas na propor¢do G-0/EC 1:1
m/m: Al- Externa, A2- Interna, A3- Superficie da parede interna. B) Microparticulas
preparadas na propor¢gao G-O/EC 1:1,5 m/m: B1l- Externa, B2- Interna, B3-

Particulas esféricas no interior das microparticulas maiores.

5.2.4. Avaliacdo da volatilidade do G-0 incorporado nas microparticulas

A andlise prévia de uma amostra de G-0 (matéria prima) usando TGA-DTA
sob atmosfera de nitrogénio e ar, evidenciaram volatilizacao da substéancia ap6s a
fusdo (Figura 68), de modo que as perdas de massa observadas entre 25-200 °C
estdo associadas a esse fendbmeno. As perdas de massa obtidas para as
microparticulas preparadas na proporcdo G-O/EC (1:1, m/m) nesta etapa

encontram-se cerca de 36,52 % da massa total. Considerando o contetudo de G-0
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neste sistema (39,9 %), os resultados indicam que praticamente ndo houve

protecao frente a volatilizac&o.
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Figura 68. TG/DTA de G-0 em atmosfera de ar (acima) e nitrogénio (abaixo). (DTA

com picos endotérmicos para acima).
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Ja o sistema preparado na propor¢cdo G-0/EC (1:1.5 m/m) apresentou perda de
13,72%, referentes a 48 % da massa inicial de G-0 na amostra, resultado esse que
sugere maior retencdo da substancia. Uma mistura fisica na mesma proporcéo G-
0/EC também foi analisada para comparacéo, evidenciando perdas muito maiores
que na microparticula (Figura 69). O resultado pode dever-se a que maior
concentracdo de etilcelulose inibiu a fusdo e volatilizacdo, ambos processos
claramente evidentes nas misturas fisicas com quantidade equivalente de G-0 e
também provavelmente relacionado com a estrutura interna destas microparticulas,
em que o farmaco parece estar mais aprisionado por apresentar microparticulas de
menor tamanho organizadas no interior de microparticulas maiores. Esse fenbmeno
pode estar relacionado com a formacdo de pré-emulsdo mdaltipla durante o

processo de formacéo das microparticulas.
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Figura 69. TG/DTA de Microparticulas sem G-0 (azul), ME G-0/EC (1:1,5 m/m)
(pink), ME G-0/EC (1:1 m/m) (vermelho), MF G-0/EC (1:1,5 m/m) (verde) e MF G-
0/EC (1:1 m/m) (preto). (DTA com processos endotérmicos para acima).
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5.2.5. Liberacdo do G-0 incorporado nas microparticulas

A influéncia do sistema na liberacédo da substancia ativa em meio tamponado
pouco acido (pH 4,2), onde o farmaco é relativamente mais estavel, foi também
avaliada. O perfil de liberacdo obtido para as microparticulas na relacdo G-0/EC
(2:1,5 m/m), atingiu o patamar a partir das 4 h aproximadamente, com pequena
tendéncia de aumento e com liberagdo maxima média acumulada de 72,7 % nas
24 h de ensaio, no entanto, o sistema ME G-0/EC (1:1 m/m) liberou no maximo 78,9
% nas primeiras 4 h, com pequena tendéncia de diminuicdo nas concentracfes a
partir desse tempo. Comparando estes resultados com a dissolucdo do G-0 (sélido

cristalino) nas mesmas condicdes, este atingiu 96,8 % em 8 h (Figura 70).

120

G-0 liberado acumulado(%)

15 20 25

tempo (h)
Figura 70. Perfil de liberacdo de G-0 a partir de microparticulas em meio
tamponado (pH = 4,2): G-0 sélido (circulo preto), ME G-0/EC (1:1 m/m) (circulo

cinza) e ME G-0/EC (1:1,5 m/m) (circulo branco).
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Os perfis de liberacdo de farmaco das microparticulas foram avaliados
utilizando cinco modelos cinéticos (Equacdes no Anexo 2), destacando-se a melhor
correlacéo para o modelo de Korsmeyer-Peppas para ambos os sistemas. Também
obteve-se muito boa correlacgdo com o modelo Weibull no sistema com maior
conteudo de polimero (Tabela 22). Considerando os valores obtidos para o
coeficiente de difusédo (0,45 < n < 0,89), o mecanismo de liberacdo de G-0 a partir

das microparticulas sugere difusdo anémala ou néo fickiana.

Tabela 22. Parametros obtidos a partir do ajuste das curvas de liberacdo do G-0

incorporado nas microparticulas nos diferentes modelos cinéticos

Modelo G-0/EC (1:1) G-0/EC(1:1,5)
Ordem zero

k 0,0211 0,0355

R? 0,1295 0,3643

Primeira ordem

Kk 0,0092 0,0044

R? 0,2707 0,5486

Korsmeyer-Peppas

k 3,4998 2,9027
n 0,6837 0,6151
R? 0,9923 0,9958
Higuchi

k 2,9395 2,8014
R? 0,0000 0,3989
Weibull

b 2,2301 0,9585
R? 0,8530 0,9997
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A menor quantidade de farmaco liberado acumulado em ambos os sistemas
de microparticulas em comparacdo com a dissolucéo das particulas de G-0 livre
pode estar relacionada em alguma medida com a polidispersidade, devido que as
microparticulas de menor tamanho poderiam ficar retidas no filtro e o farmaco
incluido nelas ndo ser quantificado e/ou devido a elevada retencéo do farmaco no
sistema polimérico, principalmente naquele com maior proporcao de etilcelulose. A
velocidade de liberacdo do farmaco neste sistema foi pouco menor devido, em
parte, a ter maior tamanho médio de particula.

Quanto ao mecanismo de liberacdo de farmacos, a difusdo € o mais comum
para estes tipos de matrizes (KHAN et al., 2010) porém, a erosdo devido a hidrélise
do polimero, também foi relatada (MURTAZA, 2012). O modo anémalo também tem
sido observado em outros trabalhos, envolvendo a etilcelulose, indicando que existe
mais de um mecanismo envolvido na maioria dos casos (AAMIR; AHMAD, 2009;
SINGHVI; SINGH, 2011; NAIK; RAVAL, 2012). Murtaza relata grande diversidade
de modelos de liberacdo observados, os quais dependem das propriedades fisico-
quimicas do farmaco e das microparticulas desenvolvidas, por exemplo, a
solubilidade do farmaco e a relacdo farmaco/polimero, entre otras (MURTAZA,
2012). Em muitos sistemas, o processo de liberacéo resulta complicado, visto que
podem apresentar dois processos principais de expulsdo do farmaco, o primeiro
relacionado com o burst inicial do farmaco que esta localizado na superficie da
particula e o segundo, usualmente ocorre como uma etapa mais constante com
velocidade de liberacdo que depende da difusdo do farmaco (FREIBERG; ZHU,

2004), o qual parece ser o caso das microparticulas aqui estudadas.
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5.2.6. Fotoestabilidade do G-0 incorporado nas microparticulas em condi¢cfes de

irradiacao forcada.

2-(2-nitrovinil) furano é reconhecidamente instavel frente a luz, formando
dimeros em estado soélido (DE ROJAS PEREZ, 2006), tornando interessante avaliar
o efeito deste fator nas microparticulas preparadas com duas proporcdes diferentes
de etilcelulose. Os perfis de fotodegradacdo estiveram caracterizados por uma
diminuicdo no contetdo de substéncia ativa, segundo uma cinética aparente de
primeira ordem para as microparticulas preparadas na relacdo G-0/EC (1:1 m/m) e
de segunda ordem para as microparticulas preparadas na relacdo G-0/EC (1:1,5

m/m), (Tabela 23).

Tabela 23. Par@metros cinéticos obtidos a partir das curvas de fotodegradacéo do
G-0 incorporado em microparticulas (ME) de EC e G-0 livre, irradiados por 72 h

com luz UV (A= 254 nm).

Sistema Ordem cinético r k t12 (h)

ME G-0/EC (1:1) Primeira ordem 0,9996 9,9x10%ht 70
ME G-0/EC (1:1,5) Segunda ordem 0,9828 0,1 x10%% 1 h? 100

G-0 Primeira ordem 0,9999 27,6 x 102 ht! 25,1

Este comportamento foi mantido até aproximadamente 50 % de degradacao,
mas a partir desse ponto esta reducdo diminuiu acentuadamente, provavelmente
devido ao fato de que degradaram apenas as moléculas de G-0 que estavam
localizadas na superficie das microparticulas, sendo que as situadas no interior

ficaram protegidas da radiacdo UV. O teste de "t" de Student para amostras
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independentes mostrou diferencas significativas (p<0,05) com relacdo a
fotodegradacao do farmaco incorporado nas microparticulas e o G-0 na forma livre
(p=0,033 com o sistema ME G-0/EC 1:1, e p=0,004 com o sistema ME G-0/EC
1:1,5), sendo na forma livre a degradacdo de farmaco ainda maior. Porém nao
foram encontradas diferencas significativas entre a porcentagem de G-0
fotodegradado em ambas as formulacdes de microparticulas (p= 0,806).

Os cromatogramas tipicos do 2-(2-nitrovinil) furano (tr= 6,4 min) foram
obtidos para ambos os sistemas usando dois comprimentos de onda. Com
propésito de quantificacéo foi escolhido 351 nm (Figura 71 a, c) considerando este
o comprimento de onda de maxima absorcdo do G-0, e 248 nm foi utilizado para
monitorar possiveis produtos de degradacédo (Figura 71 b, d). A eluicdo de um
segundo pico (tr = 6,9 min) foi observada em 24 h, com aumento da area do pico
com o tempo de exposicdo a luz, sendo maximo em 72 h. O fator de resolucéo (R)
foi calculado com base no método da altura do vale entre dois picos (hv %) com
relacdo de tamanho 2/1, o qual mostra-se mais preciso para 0,8 < R < 1,5
(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). Como o valor de hy % foi de 8,57, isso
corresponde com resolucdo entre 1,29 e 1,33, satisfazendo os requerimentos de
resolucao entre dois picos.

Uma varredura na regiao UV-Vis permitiu obter o espectro para este produto
(Figura 72), o qual parece ser o mesmo produto de degradacao obtido na irradiacao

da substancia cristalina em estado sélido (DE ROJAS, 2006).
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Figura 71. Cromatogramas das microparticulas (ME) expostas a luz UV durante 72
h, em dois comprimentos de onda de detecc¢éo: a) ME G-0/EC (1:1,5 m/m) em 351
nm; b) ME G-0/EC (1:1,5 m/m) em 248 nm; c) ME G-0/EC 1:1 m/m em 351 nm; d)

ME G-0/EC 1:1 m/m em 248 nm.

O uso de microencapsulagédo como alternativa de fotoprotecao tem sido em
alguns casos controversa. No estudo da estabilizacdo do amlodipino incorporado
em sistemas microparticulados com etilcelulose, lipossomas, complexos com
ciclodextrinas entre outras alternativas, resultou em melhora na fotoestabilidade
principalmente para os primeiros comparados com farmaco livre. Neste caso os
autores trabalharam com uma baixa relacéo farmaco/polimero e a viscosidade do
polimero néo foi reportada (RAGNO et al., 2003). O etilhexil metoxicinamato foi
protegido com sucesso frente a luz por formacdo de microesferas de

polimetilmetacrilato utilizando o método de emulsificagdo/evaporagcéo do solvente
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(GOGNA et al., 2007). Porém, a tentativa de estabilizacdo da nifedipina através da
formacdo de microesferas de etilcelulose, preparadas com diferentes relaces
farmaco/polimero nao resultou adequada para o farmaco. Neste caso os resultados
revelaram que a fotoestabilidade das microesferas foi pior que a fotoestabilidade
da nifedipina livre, melhorando sé quando foi incorporado um material opaco

(dioxido de titanio) na fase interna da emulsédo (DINARVAND et al., 2006).

*DAD1, 6.927 (112 mAl Bin) Ref=3.293 of FOTGT20000013.0

100~

4 Amax=250 nm

220 240 26 280 200 320 240 260 380 nm

Figura 72. Espectro de absorcdo UV em acetonitrila: agua (80:20, v/v) para o

possivel produto de fotodegradacgéo que elui com tempo de retencéo 6,9 min.

Estes estudos demonstram a existéncia de muitas variaveis envolvidas na
fotoestabilizacdo quando se trata deste tipo de sistemas, por exemplo a distribuicao
do farmaco na matriz (homogénea ou heterogénea), o tipo de estrutura da
microparticula, a forma em que o farmaco esta incorporado na matriz (dissolvido,

disperso, amorfo, cristalino), a espessura da parede da microparticula, entre outras.
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Os sistemas aqui desenvolvidos séo prova disso. A visualizacao de estruturas em
forma de finas agulhas no interior da parede das microparticulas ou as pequenas
microesferas observadas no interior do sistema com maior concentracdo de
etilcelulose, indicando que uma parte do farmaco pode estar mais protegido que a
parte que ficou distribuida na superficie (possivelmente em estado amorfo, o qual
é também responsavel do efeito burst obtido no perfil de liberagéo e das perdas por
volatilizacdo), podem ser as responsaveis da maior fotoprotecdo com relacdo ao

farmaco livre, o qual ficou diretamente exposto.

5.2.7. Estabilidade acelerada do G-0 incorporado nas microparticulas.

Prévia comprovacao da normalidade da variavel resposta (contetdo de
farmaco) obtendo-se valores de p>0,05 em todos os casos, as amostras foram
classificadas como independentes e as variancias foram homogéneas (Tabela 24).
No andlise das microparticulas com relacdo G-O/EC (1:1 m/m), ndo foram
detectadas diferencas significativas (p<0,05) no conteudo de G-0 analisado nos trés
meses de estudo (ANOVA-One way; p= 0,9186 microparticulas em geladeira e p=
0,8630 em camara de estabilidade), nem entre as duas condi¢cdes de armazenagem
(teste de "t" de Student para amostras independentes com a=0,05; p= 0,6905).

Porém foi observada pequena tendéncia ao aumento do tamanho médio de
particula no lote armazenado em geladeira (Tabela 25), possivelmente devido a
alguma pequena agregacgao entre as particulas. Contrariamente o comportamento
observado nas amostras armazenadas na camara de estabilidade, houve pequena
tendéncia de diminuicdo do tamanho, o qual poderia estar relacionado com perda
de solventes residuais. Ainda quando n&o foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas (teste de t de Student a=0,05; p=0,208), o perfil de
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liberacdo de G-0 em microparticulas armazenadas em geladeira teve também
pequena tendéncia de diminuicdo na porcentagem de farmaco liberado, a qual

poderia estar relacionado a agregacao.

Tabela 24. Resultados da analise estatistica de Normalidade, Independéncia da
variavel e homogeneidade da variancia para o conteudo de farmaco nas

microparticulas.

Normalidade _ Homogeneidade da
Amostra Independéncia

(S-Wilks) variancia (Levene)
ME G-0/EC (1:1) -G p =0,2210 Dispersao aleatoria p=0,6783
ME G-0/EC (1:1) -A p =0,3398 Disperséo aleatéria p =0,5574
ME G-0/EC (1:1,5) -G p=0,2120 Disperséo aleatéria p=0,8178
ME G-0/EC (1:1,5)-A p=0,1997 Disperséo aleatéria p=0,6774

Shapiro Wilks, p > 0,05: Os dados pertencem a uma populacdo normal

Dispersao aleatoria: As subpopulag8es de contetido de farmaco séo independentes
Teste de Levene. p > 0,05: Variancias sao homogéneas.

A: Estabilidade Acelerada; G: Geladeira.

No caso do sistema preparado na relacdo 1:1,5 (m/m) néo foram detectadas
diferencas significativas (p<0,05) no conteudo de farmaco analisado nos trés meses
de estudo nas microparticulas armazenadas na geladeira (ANOVA-One way; p=
0,5102). No entanto, o sistema armazenado a 40 + 2°C/75 =+ 5 %HR mostrou
diferencas altamente significativas (ANOVA-One way, p= 0,0003), acompanhado
por mudancas na cor das amostras que passaram de amarelo claro a bege no
primeiro més e que tornaram-se marrom na altura do terceiro més (Tabela 26). A

prova de Tukey confirmou estes resultados (Tabela 27).
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Tabela 25. Estabilidade das microparticulas de G-0/EC preparadas na relacdo 1:1

(m/m), em diferentes condicdes.

Tempo Conteldo de VEm TS Liberacdo Aparéncia
Condicdo (meses) farmaco (%) THEEND ClE em 12 h (%) fisica
particula (um)
0 38,18 + 1,57 98,4 77,25 + 4,60 SM
Geladeira
1 37,23+1,62 97,6 - SM
(2-8°C) 2 37,75+ 1,63 100,2 - SM
3 38,51+ 2,43 102,3 74,47 + 3,32 SM
Acelerada 0 38,25+ 1,59 109,0 78,76 £ 2,19 SM
(40°C/75 1 38,23+1,91 99,4 - SM
+ -

%HR) 2 38,92 + 1,43 96,9 SM
3 39,30 + 0,93 95,9 79,33+ 3,15 SM

SM: Sem mudangas; PM: Pequenas mudancas; ME: Mudancas evidentes.

Tabela 26. Estabilidade das microparticulas de G-0/EC preparadas na relacao

1:1,5 (m/m), em diferentes condicdes.

Tempo Conteldo de Tamanho Liberacdo  Aparéncia
Condicao (meses) farmaco (%) médio de em 12 h (%) fisica
particula (pm)
0 32,38 £ 1,93 420,3 72,76 £ 5,68 SM
Geladeira
1 31,02+1,71 430,2 - SM
(2-8°C) 2 32,03+2,11 414.,9 - SM
3 33,76 £ 1,07 425,2 70,42 £ 7,27 SM
Acelerada 0 25,23+ 1,17 451,5 68,74 £ 6,52 SM
(40°C/75 1 22,88+0,81 440,9 - PM
2 18,71 £ 1,07 429,1 - PM
%HR)
3 16,64 £ 1,50 438,2 - ME

SM: Sem mudangas; PM: Pequenas mudangas; ME: Mudancas evidentes.
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Tabela 27. Teste de Tukey (post hoc) para o contetdo de G-0 do sistema ME G-
O/EC (1:1,5 m/m) armazenado na camara de estabilidade nos 4 tempos de

amostragem.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS5=3,73975
Error: 22,0457 gl: 8

Tenpo (meses) Mediaz n E.E.

3 16,64 3 0,83 &

e 18,7 3 0,83 1

1 22,90 3 0,83 B
z0 25,23 3 0,83 B

Valores médios com letra comum, ndo séo significativamente diferentes (p>0.05).

Em geral, ndo foram observadas diferencas no tamanho médio de particula
nas duas condi¢cdes de armazenagem, nem no perfil de dissolu¢cdo das amostras
armazenadas na geladeira quando comparados a porcentagem de farmaco
liberado nos tempos 0 e 3 meses (t-test, a=0,05; p=0,7378). O perfil ndo foi
desenvolvido para as amostras em camara de estabilidade devido ao elevado

avance da degradacao observado.

Foram monitorados trés comprimentos de onda durante a andlise
cromatografica de cada uma das amostras avaliadas, considerando o comprimento
de onda de maxima absorcdo do farmaco (A=351 nm), utilizado para a analise
guantitativa e dois adicionais, 271 e 248 nm, 0sS quais correspondem com 0S
maximos de absorcdo de produtos de degradacdo devidos a agua e luz,
respectivamente. No tempo zero, nao foi detectado nenhum pico correspondente a
impureza ou produto de degradacédo, o qual foi confirmado durante a andlise das
microparticulas por RMN 'H. No entanto, a partir da analise das microparticulas
armazenadas em condi¢cdes aceleradas, em dois meses foi detectado possivel

produto de degradacdo em 3,4 min, o qual absorve em 248 e 271 nm nas
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microparticulas preparadas na relacdo G-0/EC 1:1 (m/m). Este produto também foi
detectado nas microparticulas preparadas na relacao 1:1,5 (m/m), com intensidade
relativamente superior. Adicionalmente nestas ultimas também foi detectado outro
produto em 4,6 min, de menor intensidade (Figura 73).

Devido a baixa intensidade destes novos picos, nao foi possivel gerar os
espectros UV com qualidade adequada, mas considerando seu comportamento
cromatografico, podemos concluir que sdo mais polares que o composto de partida

e apresentam menor grau de conjugacao.
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Figura 73. Cromatogramas das microparticulas ME G-0/EC (1:1,5 m/m), com dois
meses de ensaio em camara de estabilidade, com monitoramento nos

comprimentos de onda 248 nm (acima) e 271 nm (abaixo).

Contréario ao esperado, a estabilidade acelerada do sistema ME G-0/EC (1:1

m/m) foi superior a do sistema ME G-0/EC (1:1,5 m/m). A literatura relata ampla
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gama de impurezas que podem estar presentes nos excipientes farmacéuticos na
ordem das tracos e que potencialmente podem ser fontes de degradacédo de
compostos, entre eles alguns metais pesados, peroxidos, aldeidos, &acidos
organicos, entre outros. A etilcelulose pode conter niquel, cobre e cromo como
impurezas metalicas (LI et al., 2015). Adicionalmente, este excipiente pode sofrer
degradacéo térmica devida a absorcdo de oxigénio que provoca oxidacdo dos
grupos éter para gerar uma variedade de peroxidos, alguns deles volateis. A
energia de ativacdo calculada para a reacédo na faixa de 69-90°C é 25 kcal/mol
porém, esta oxidacdo também ocorre mais lentamente a temperatura ambiente
(KOZMINA, 1967). A geracao destas espécies que vao se acumulando com o
tempo, dao lugar a reacdes radicalares em cadeia que tem alto impacto em
moléculas suscetiveis a oxidacdo, como € o caso do 2-(2-nitrovinil) furano. Um
estudo de estabilidade desenvolvido com comprimidos de acido ascorbico, sensivel
a oxidacao, utilizando como excipiente a etilcelulose, mostrou efeitos oxidativos no
farmaco que foram muito significativos nas condi¢des aceleradas de 40 °C/75 %HR,
com mudancas na cor das amostras de branco para marrom escuro, ainda
utilizando envases de vidro, sé conseguindo proteger as amostras com envases de
Aluminio.PE/PE.Aluminio (PAVLOVSKA; TANEVSKA, 2013).

O aumento da proporc¢ao de etilcelulose nas microparticulas aqui obtidas (G-
0/EC 1:1,5 m/m), implica aumento do nimero de grupos éter que, em contato com

oxigénio, podem iniciar esta reacdo nas condicOes aceleradas de armazenagem.
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Conclusoes

Os complexos de inclusdo com HP-3-CD e SBE-B-CD liofilizados constituem
uma excelente alternativa na estabilizacdo quimica e fisica do 2-(2-nitrovinil)
furano, considerando a manutencdo das caracteristicas organolépticas, a
porcentagem de farmaco na faixa de 95-105%, auséncia de produtos de
degradacdo detectaveis durante o periodo de estabilidade acelerada e a
diminuicdo muito significativa das perdas de farmaco por volatilizacéo.

Os complexos formados séo fotossensiveis. O método de irradiacédo forcada
permitiu detectar trés produtos de degradacao nos dois complexos, entre eles
um principal (PD1) que foi caracterizado através dos métodos
espectroscopicos de RMN como uma mistura de duas substancias em
equilibrio.

A formacdo dos complexos contribuiu para aumentar significativamente a
velocidade de dissolu¢éo do G-0 no fluido vaginal simulado, embora o farmaco
nao permeou significativamente ao compartimento receptor da célula de
Franz, porém aproximadamente um 2,5 % da massa inicial foi recuperada da
mucosa vaginal bovina, sem diferencas estatisticas significativas por
incorporacao da substancia ativa nos complexos.

Os complexos de inclusdo do 2-(2-nitrovinil) furano com HP-B-CD e SBE-B-
CD mantiveram ou aumentaram pouco a atividade antifangica em relacao ao
farmaco livre frente as cepas de Candida albicans e Candida krusei, sendo
gue o complexo FD G-0/SBE-B-CD mostrou menor citotoxicidade do que o G-
0 livre em queratindcitos e fibroblastos.

O planejamento fatorial permitiu selecionar com maior precisédo dois sistemas

com eficiéncia de encapsulacdo entre 70-80%, alta circularidade e adequada
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recuperacdo. Os sistemas caracterizados apresentaram superficies
irregulares com alguns poros, diminui¢cao da cristalinidade, principalmente no
sistema G-0/EC (1:1,5 m/m) e auséncia de interacdes quimicas farmaco-
polimero.

A formacdo de microparticulas de etilcelulose nas duas proporcbes de
polimero, contribuiu para melhorar a fotoestabilidade do G-0 em condi¢des
forcadas em comparacdo com o farmaco livre, porém s6 o sistema de
microparticulas ME G-0/EC (1:1,5 m/m) diminuiu de forma consideravel as
perdas por volatilizacdo em aproximadamente um 50 % do conteudo de
farmaco.

A porcentagem de G-0 liberada das microparticulas no meio tamponado pH
4,2 foi menor que a porcentagem de farmaco livre dissolvida, sendo mais
notavel este efeito para o sistema com maior proporcéo de etilcelulose. Ambas
as curvas de liberacéo apresentaram elevada correlacdo quando avaliadas no
modelo cinético de Korsmeyer-Peppas, com valores de coeficiente difusional
gue indicou modo anémalo.

A avaliacdo das caracteristicas organolépticas, o conteudo de farmaco e a
presenca de produto de degradacdo demonstram que, durante o ensaio de
estabilidade acelerada, o sistema de microparticulas G-0/EC (1:1 m/m)
apresentou maior estabilidade que o sistema com maior proporcao polimérica,

mantendo esta Ultima a estabilidade s6 em condi¢6es de refrigeracao.
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8. Anexos

Anexo 1. Composicéo do Fluido Vaginal Simulado (SVF).

Composicédo (em agua) SVF1(g.L?) SVF2(g.L?)

Cloreto de sodio 3,51 3,51
Hidroxido de potassio 1,40 1,40
Hidroxido de calcio 0,222 0,222
Albumina sérica bovina 0,018 0,018
Acido lactico 2,00 2,00

Acido acético 1,00 1,00
Glicerol 0,16 0,16

Ureia 0,40 0,40
Glicose 5,00 5,00
Mucina - 1,5 % (m/v)

Propriedades

pH 4,5 4,5
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Anexo 2. Equacdes referentes as cinéticas de liberacdo de farmaco avaliadas para

a liberacéo de G-0 de microparticulas poliméricas com etilcelulose (SigmaPlot).

Ordem zero

f=y0 + a*x

Primeira ordem

f = 100*(L-exp(-k*t))

Korsmeyer-Peppas

f=k*t"n

Higuchi

f=k*sqrt(t)

Weibull

f=if(x<=x0-b*IN(2)A(L/c); yO; yO+a*(1-exp(-(abs(x-x0+b*In(2)(1/c))/b) c)))
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