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RESUMO

Ciclodextrinas s@o conhecidas como bons solubilizantes para varios farmacos, pois
aumentam a solubilidade dos mesmos, sendo por isso, incorporadas em formulagdes
farmacéuticas. O presente trabalho teve por objetivo preparar e caracterizar complexos de
inclusdo entre um derivado metilado de ciclodextrina, a B-ciclodextrina aleatoriamente
metilada (RAMEB) (randomly methylated p-cyclodextrin) e o farmaco Trimetoprim
(TMP). Os complexos foram preparados pelo método da suspensdo, sendo que o estudo da
cinética de complexacdo do TMP na RAMEB foi importante para identificar o tempo
necessario de formacdo deste complexo. Sendo este tempo de vinte quatro horas até o
estabelecimento do equilibrio. O complexo de inclusdo no estado sélido foi caracterizado
por TG, DSC, FTIR, DRX e espectroscopia de RMN *H, bidimensional (ROESY). Foram
estabelecidos trés meios para o estudo em solugdo: em &gua, em um meio &cido (pH 4) e
um meio basico (pH 9). A ocorréncia de inclusdo nos estudos em solucao foi evidenciada
através do aumento da solubilidade do TMP em presenca da RAMEB, descritos pelo do
diagrama de solubilidade de fases. Nestes, obteve-se um perfil do tipo A_ para o meio
acido, Bs em agua e Ay para 0 meio basico, sendo que um perfil do tipo A_ demonstra um
aumento da solubilidade do TMP em concentragdes crescentes de RAMEB, fato que nao
ocorre para 0s outros perfis. Ainda, a partir destes estudos, um valor de 754,9L.mol™ para a
constante de associacdo do complexo em meio acido foi obtido. Isso confirma que
formacdo do complexo € mais pronunciada em meio &cido. A estequiometria de 1:1 para o
complexo foi sugerida tanto a partir do diagrama de solubilidades quanto pelo método das
variacdes continuas. Evidéncias adicionais da inclusdo foram propiciadas por analises
termogravimétricas (TGA), onde foi observado um aumento de estabilidade térmica do
farmaco quando encapsulado na ciclodextrina. Por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), foi possivel determinar o modo de inclusdo envolvido na
formacdo do complexo, através da orientacdo do farmaco na cavidade da ciclodextrina. Por
esse estudo fica evidenciado que o farmaco trimetoprim entra na cavidade maior da
ciclodextrina e sua orientacdo € pelo o anel trimetoxifenil, pois foram encontradas
correlagfes que indicam proximidade espacial dos &tomos de hidrogénios deste grupo com

atomos do interior da cavidade da CD.

Palavras Chaves: Complexo de Incluséo, Solubilidade, Trimetoprim
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ABSTRACT

Cyclodextrins are well-known as good solubilizers for many drug molecules, since
they are capable of increasing the solubility of the drugs by the formation of inclusion
complexes, which in turn can be used in pharmaceutical formulations. In this work we
aimed to prepare and characterize inclusion complexes of the randomly methylated -
cyclodextrin (RAMEB) and the antibiotic drug trimethoprim (TMP). The inclusion
complex has been prepared by the suspension method and a kinetic study of the inclusion
process allowed us to determine that a contact time of 24 hours is necessary for the
equilibrium establishment. The inclusion complex in the solid state has been characterized
by TG, DSC, FTIR, XRD, uni- and bidimensional *H NMR spectroscopy (ROESY). Three
different media were chosen for the study of the solution behavior: water, acid (pH 4.0)
and basic (pH 9.0). The occurrence of inclusion has been evidenced primarily by the
increase of the solubility of TMP in the presence of RAMEB according to the phase-
solubility diagrams. The phase-solubility diagram obtained in acid medium, water and
basic medium exhibited respectively the characteristic A., Bs, Ay profiles. The A profile
is related to linear increasing in the solubility with increasing CD concentration, in contrast
to the other profiles. The phase-solubility diagrams also provide a means of determining
the values of association constants, in the case of linear behavior. Here a value of 754,9
L.mol™ has been found for the formation in acid medium, indicating that formation of the
complex is favored in this medium. A 1:1 stoichiometry was found for the inclusion
complex both from the phase-solubility and from the Job Plot, as known as continuous
variation method. Additional evidences of complexation were provided by TG analysis
which showed an increasing of TMP stability when complexed to RAMEB. From NMR
spectroscopy it was possible to evaluate the orientation adopted by drug molecules inside
the RAMEB cavity. From this result, it became clear that TMP is included in the cavity
through the trimethoxyphenyl ring, according to cross-peaks that indicate proximity in

space between protons from this ring and protons from the RAMEB cavity.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

As ciclodextrinas (CD’s) tem se tornado cada vez mais alvo de pesquisas
cientificas nas mais diversas areas (VENTURINI et.al, 2008), sendo de grande
importancia para o segmento farmacol6gico. O principal interesse desta area em utilizar
as CD’s esta na busca por novas formulagdes que resultem em preparacdes mais
estaveis e melhoras terapéuticas.

Sendo assim, a incorporagdo das CD’s em sistemas farmacéuticos constitui
uma realidade consolidada, segundo estatisticas recentes, 515 principios ativos ja foram
estudados em associacdo com ciclodextrinas (SZEJTLI, 2005). Mais de 30
medicamentos comercializados mundialmente ja possuem CD’s presentes em suas
formulagdes (DAVIS e BREWSTER, 2004; LOFTSSON e DUCHETE, 2007). Como
no caso de principios largamente utilizados, como o antiinflamatorio Piroxicam - BCD
(Brexin®) (JESUS et al, 2006) e o protetor gastrico Omeprazol - BCD (Omebeta®)
(FIGUEIRA et al, 2007), que tiveram seus efeitos colaterais minimizados apés a
utiliza¢do da B-CD como excipiente.

A complexagdo de ciclodextrinas com farmacos tem sido a aplicagdo mais
estudada, pelo fato do encapsulamento molecular modificar consideravelmente as
caracteristicas fisico-quimicas do substrato. As mudancas resultantes melhoram ou
diminuem algumas propriedades referentes aos substratos, dentre elas: mascaramento de
odores e sabores, fixacdo de sustdncias muito volateis, estabilizacdo de substancias
sensiveis a luz, calor e oxidacdo, protecdo contra a degradacao, diminuicdo da irritagdo
gastrica e ocular (LOFTSSON e BREWSTER, 1996; VENTURINI et al, 2008), além de
melhorar consideravelmente a biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade dos
farmacos complexados.

A consequéncia mais distinta da formacdo de complexos de inclusdo com
farmacos esta no aumento da solubilidade, j& que € ela que constitui requisito prévio a
absorcdo e obtencdo da resposta terapéutica, principalmente para medicamentos
administrados por via oral (RAMA, VEIGA, FIGUEIREDO et al, 2006). Varios estudos



demonstram um aumento da solubilidade para farmacos pouco solUveis em agua
(MURA et al, 1998; ALUAS et al, 2007; MAESTRELLLI et al, 2009).

O trimetoprim (TMP) é um agente antibacteriano pertencente a familia dos 2,4-
diamino-5-pirimidina com baixa solubilidade em agua. Ele age inibindo a dihidrofolato
redutase, tendo um tempo de meia vida de aproximadamente 10 horas. O TMP tem
rdpida e completa absorcdo na porcdo superior do trato gastrointestinal, sendo a
excrecdo por secregéo tubular renal, pela bile e urina. A eliminac&o pode ser prolongada
no idoso e nos pacientes com problema renal grave (CLINICA MEDICA). A associacio
do TMP com o sulfametoxazol (SMZ) é ativa contra a maioria da bactérias gram-
positivas e gram-negativas, protozoarios como Pneumocystis carinii, Toxoplasma
gondii e Isospora belli, entre outros.

O presente trabalho vem contribuir com o estudo do complexo de inclusdo do
farmaco trimetoprim com a B cliclodextrina aleatoriamente metilada (RAMEB), através

da analise do complexo em solucdo e no estado sélido.



1. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, compostos por unidades de D-
glicose, unidas através de ligagdes glicosidicas a-1,4 (Figural) e obtidas a partir da
degradacdo enzimatica do amido pela acdo da enzima glicosiltransferase (CGtase). A
CGtase, que €é obtida a partir do microorganismo Bacillus macerans, catalisa a formacéo
de ligagdes a-1,4, promovendo a ciclizacdo do amido, produzindo dessa forma uma
mistura de ciclodextrinas (VETTER; THORN, 1992; STEJTLI, 1998 ).

a4 CHLOH
4
o /kﬂ\

Figura 1 — Ligac¢ao a-1,4 entre as unidades de glicose (SILVA, 2006).

As CD’s mais importantes sdo as de ocorréncia natural, conhecidas como a, B e
v—CD’s (Figura 2) que possuem respectivamente 6, 7 ¢ 8§ mondmeros de glicose. Sao

substancias cristalinas, homogéneas e ndo-higroscaspicas (STEJTLI, 1998).

Figura 2 — Estruturas das a, p e y ciclodextrinas (BUDAL, 2003).



1.1- HISTORICO

As ciclodextrinas foram descobertas por Villiers em 1891 (STEJTLI, 1998). J&
por volta de 1904 Schardinger descreveu detalhes da sua preparacdo, caracterizagéo,
isolamento e a determinacdo das suas estruturas. Nos anos posteriores Freudenberg e
French ampliaram os conhecimentos das CD’s quanto a sua produ¢do enzimatica,
fracionamento e a caracterizagdo de suas propriedades (CONNORS, 1997). Cramer,
Saenger e outros enfatizaram os estudos na formacao de complexos de inclusdo entre as
CD’s e moléculas hospedes. Por volta de 1953 Freudenberg, French e Plieninger
obtiveram uma patente, a qual tratava de uma das principais propriedades das
ciclodextrinas: a formacdo de complexos de inclusdo. Ela trazia aspectos como o
aumento da solubilidade de farmacos pouco sollveis em agua, protecdo de substancias
que poderiam ser facilmente oxidadas e a reducdo da volatilidade de algumas
substancias (FERNANDES e VEIGA, 1999).

Por volta da metade da década de 70, as CD’s naturais ja haviam sido
caracterizadas estrutural e quimicamente e muitos complexos tinham sido estudados.
Desta forma, por apresentarem a capacidade de complexacdo, o baixo custo e outras
vantagens, houve um grande progresso no desenvolvimento de novas tecnologias para
sua producéo e aplicacdo (CALDERINI, 2006).

1.1.2 - ESTRUTURA E PROPRIEDADES DAS CICLODEXTRINAS

A estrutura molecular das ciclodextrinas foi definida apds estudos
cristalogréficos, pela técnica de difracdo de raios-X, apresentando a forma tronco -
conica (Figura 3) (SAENGER e LINDNER, 1982). Esta forma é devido a auséncia de
livre rotacdo das ligacOes glicosidicas e da conformacdo em cadeia da unidade de
glicose (LOFTSSON E BREWSTER, 1996).



Figura 3 — Estrutura da ciclodextrina representacdo das caracteristicas estruturais
tronco-conicas (BUDAL, 2003).

A estrutura descrita para as ciclodextrinas apresenta dois grupos hidroxilicos: os
grupos hidroxilicos —OH secundarios, que se encontram localizados na extremidade
mais larga, estando ligados aos atomos de carbono C2 e C3, ao passo que 0S grupos
hidroxilicos —OH primérios se encontram na extremidade mais estreita e ligado aos
carbonos C6 (Figura 4). Essa caracteristica é devido a livre rotacdo dos grupos
hidroxilicos primarios que reduz o didmetro efetivo da cavidade na respectiva face,
enguanto o grupo de hidroxilas secundarias constitui uma cadeia relativamente rigida,
por isso esta cavidade da CD é mais larga (BEKERS, UITENDAAL E BEIJNEN,
1991).




Figura 4- Disposi¢ao das hidroxilas na estrutura da CD (RIBEIRO, 2002, 2004).

Grupos hidroxilas secundarios -
i oH OH OH o ™ Cavidade hidrofdbica
Ij_t;:j_ﬁ__j_zl__ﬂl_i__ O H
.IIII - 3 III
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\ /
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\ /&
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HO F = F o ~ e
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Grupos hidroxilas primarios

SITIOS HIDROFILICOS

SITIOS HIDROFOBICOS

Figura 5 — Disposicdo da cavidade hidrofobica e superficie hidrofilica da
ciclodextrina (RIBEIRO, 2004 e CALDERINE, 2006).



A presenca de grupos hidroxilas nas extremidades favorece a solubilidade das
ciclodextrinas em agua. O interior da cavidade € delineado pelos atomos de hidrogénio
(H3 e H5) e pelas pontes de oxigénio glicosidicas. Os pares de elétrons ndo-ligantes do
oxigénio estdo voltados para o interior da cavidade, produzindo alta densidade
eletronica e resultando num ambiente com caracteristicas de base de Lewis e um carater
extremamente hidrofébico (BUDAL, 2003 e CALDERINI 2006). Ja a disposicdo dos
hidrogénios H1, H2 e H4 bem como dos grupos hidroxilas, voltados para o exterior da
CD, torna a superficie externa hidrofilica (Figura 5) (VEIGA, PECORELLI e
RIBEIRO, 2006).

As ligacOes de hidrogénio intrarmoleculares estabelecidas entre o grupo OH
ligados aos carbonos C2 e C3 proporcionam estabilidade ao anel macrociclico, a qual
confere uma estrutura rigida as CD’s, formando um cinturdo secundario de pontes de
hidrogénio e gerando uma estrutura rigida. Na B-CD todas as ligacGes de hidrogénio
possiveis ocorrem e a rigidez do anel reduz a solubilidade aquosa da mesma. Na a-CD
quatro das seis possiveis ligacGes de hidrogénio podem ocorrer devido a uma unidade
de glicose estar em posigdo distorcida. A y-CD possui uma estrutura ndo-coplanar, o
que a torna a mais flexivel e mais sollvel entre as trés ciclodextrinas (VEIGA,
PECORELLI e RIBEIRO, 2006).

Como mencionado anteriormente, as trés principais ciclodextrinas diferem entre
si pela quantidade de unidade de glicose e é essa diferenca que confere a cada
ciclodextrina propriedades fisico-quimicas particulares, as quais se encontram listadas

na Tabela | e Figura 6.

TABELA | — Propriedades fisico-quimicas da a, p e y ciclodextrina (VEIGA et al,
2006).

aCD pCD I'ed
Unidade de glicose 6 7 8
Massa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade aquosa 145 1,85 23,2
(g/100mL a 25°C)
Diametro interno (A) 47-53 6,0-6,5 75-83
Altura da estrutura (A) 7,940,1 7,940,1 7,9+0,1
Volume aproximado (A)* 174 262 427

pKa (25°C) 12,333 12,202 12,081
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Figura 6 — Dimens0es das ciclodextrinas naturais (a, , v) (VENTURINI, 2008)

1.1.3 CICLODEXTRINAS MODIFICADAS

A aplicacdo mais comum das ciclodextrinas na &rea farmacéutica é como
solubilizante de farmacos, fator muito importante quando se trata de biodisponibilidade
e determinante quanto a via de administracdo de farmacos. Como as ciclodextrinas
naturais (o, B e y — CD’s) ttm seus usos limitados, por apresentarem propriedades
inapropriadas, como baixa solubilidade aquosa e toxidez, restringe-se a aplicabilidade
destas principalmente como carregadores de farmacos. Desta forma, varios derivados de
ciclodextrinas tém sido desenvolvidos, principalmente com base na B-CD, a fim de
estender as propriedades fisico-quimicas, em especial ao aumento da solubilidade
(BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

As modificacdes na estrutura das ciclodextrinas geralmente sdo realizadas pela
substituicdo dos grupos hidroxilicos primarios e/ou secundérios (Figura 7) por diversos
grupos funcionais, sendo classificadas em derivados hidrofilicos (grupos metil e
hidroxipropil), hidrofébicos (grupos acetil e etil), anfifilicas (estruturas de micelas) e
derivados idnicos (sulfobutilo-éter) (UEKAMA et al, 1998; VEIGA et al, 2006).
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Figura 7 — Sitios de modificacdo frequentes na p-cd (VEIGA et al, 2006).
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Os derivados metilados

As propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas metiladas sdo bastante
alteradas quando comparadas com a BCD, algumas das quais sdo apresentadas na
Tabela Il. Esses derivados sdo obtidos por metilacdo seletiva: como no caso da 2,6 di-
O- metil-BCD conhecida por DM-BCD, onde a metilagao ocorre C2 ¢ C6; a 2,3,6 tri-O-
metil-BCD conhecida por TM-BCD metilagdo ocorre C2, C3 e C6. Na derivada de fCD
conhecida como RAMEB, a metilacdo ocorre de forma aleatdria na posicdo C2, C3 ou
C6 (VEIGA et al,2006).

Tabela Il - Propriedades fisico-quimicas das CD’s naturais e de alguns derivados
metilados (BREWSTER e LOFTSSON, 2007)
Ciclodextrinas Numero de Massa Molar Ponto de fusdo Solubilidade
unidades de (Dalton) (°C) a25°C
glicose (mg/mL)
a-CD 6 973 275 150
B-CD 7 1153 280 18,5
y-CD 8 1297 275 230
DMBCD 7 1331 295-300 570
TMBCD 7 1430 157 310

A metilagdo no C2 e C6 favorece a cavidade hidrofdbica, o que confere a DM-
BCD maior solubilidade em agua. Além disso, os derivados metilados sdo mais solUveis

em meio aquoso e em solventes organicos, sendo ainda menos higroscopicos. Esta
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ultima caracteristica é til para complexos com farmacos sensiveis a umidade, mas faz
com que sejam hidrolisadas em &cidos fortes, originando sistemas linares (VEIGA et al,
2006).

A RAMEB

Dentre as CD’s metiladas, a RAMEB ¢ a mais viavel comercialmente, pois
mantém seu preco e qualidade constante. E um composto com grande solubilidade em
agua e elevada capacidade de formar complexos de inclusdo com farmacos pouco
soluveis.

Na Tabela Il sdo apresentadas algumas propriedades dos principais derivados
de ciclodextrinas de interesse farmacéutico. A solubilidade em agua é um fator
facilmente perceptivel, quando comparamos com as demais CD’s, com um aumento por
volta de trinta vezes no caso da RAMEB, em compara¢do com a f-CD. Tal aspecto
aparentemente esta relacionado com a questdo de este composto ser amorfo, em
contradicdo com uma estrutura cristalina rigida da -CD (MURA et al, 2003; LI et al,
2005).

Tabela 1l — Propriedades de algumas ciclodextrinas de interesse farmaceutico
(BREWSTER e LOFTSSON, 2007)
Ciclodextrinas N R Massa Solubilidade
Molar em agua
(Dalton) (mg/mL)
B-CD 1 H 1135 18,5
HPBCD 1 ‘CH,CHOHCH; 1400 >600
SBEBCD 1 "(CH,),SO3Na* 2163 >500
RAMEB 1 ‘CH; 1312 >500
G,pCD 1 MALTOSI 1459 >1500
HPyCD 2 ‘CH,CHOHCH; 1576 >500

1.2 - COMPLEXOS DE INCLUSAO

Devido a sua estrutura, as ciclodextrinas apresentam a habilidade de formar

complexos de inclusdo com uma variedade muito grande de substratos, tanto em
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solugcdo como em estado solido (DEL VALLE, 2004). Esta caracteristica tem levado a
aplicagdao das CD’s nas mais variadas areas da industria como: alimentos, farmacéutica,
cosmetica, biotecnologia, quimica analitica, agricultura e tecnologia ambiental.

Os complexos de inclusdo formados entre as ciclodextrinas e farmacos
(complexos F-CD) sédo do tipo host-guest, onde host vem do inglés hospedeiro e guest
de héspede ou também chamado de substrato. As moléculas hospedeiras ou também
conhecidas como receptoras sdo as CD’s ¢ a hospede ou substrato o farmaco (BUDAL,
2003; ARAUJO, 2007).

A condi¢do minima requerida para a formacdo do complexo de incluséo estd na
compatibilidade geométrica entre a molécula receptora e o substrato. O tamanho e a
geometria da molécula a ser incluida na CD devem ser adequados a cavidade apolar,
pois dependendo da CD utilizada, a cavidade pode ser pequena ou grande demais para
acomodacgdo da substincia hospede. A a-CD por possuir uma cavidade pequena é
utilizada na complexacdo de moléculas pequenas ou de cadeias laterais de moléculas
grandes (por exemplo a prostaglandinas), enquanto a y-CD para complexar moléculas
grandes, como antibidticos macrolideos e esterdides, e a f-CD sendo muito util na
complexacdo de moléculas que possuam pelo menos um anel aromatico (LOFTSSON e
BREWSTER, 1997).

Outra condicdo a ser observada é a polaridade da molécula héspede, pois em
geral moléculas hidrofobicas tém maior afinidade pela cavidade apolar da ciclodextrina
qguando em solucdo aquosa (LOFTSSON e BREWSTER, 1997). Assim, a formacdo do
complexo de inclusdo esta condicionada a estrutura e propriedades fisico-quimicas dos
farmacos e das CD’s.

Em solucdo aquosa, a cavidade hidrofobica da ciclodextrina é preenchida por
moléculas de agua. A adicdo de moléculas hidrofébicas, como farmacos, promove o
deslocamento das moléculas de &gua, que se encontram originalmente no interior da
cavidade da CD. Isto se da, pois, devido ao microambiente termodinamicamente
desfavoravel (interagdo polar-apolar) da cavidade, as moléculas de &gua tendem a sair
da cavidade da CD (Figura 8) (SZEJTLI, 1998), contribuindo também para um aumento
da entropia. Esse processo leva a encapsulacédo total ou parcial da molécula hospede na
cavidade da CD (Figura 8), tornado-a soltvel em agua.

A estequiometria desses complexos pode variar nas seguintes proporgoes: 1:1,
1:2, 2:1 e 2:2, mas de um modo geral a mais comum € formar complexos 1:1 (uma

molécula de CD para uma molécula de farmaco), quando em solugdo aquosa. Uma
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grande variedade de complexos de incluséo tem sido registrada e algumas formas estéo

representadas na Figura 9.

Figura 8 — Representacdo esquematica da formacao de complexos de inclusdo entre
0 p-xileno e a molécula de CD, em solucdo aquosa (RBEIRO, 2004).

@) (®) (c)
() (e) )

Figura 9 — Principais tipos de complexos de incluséo (CALDERINE, 2006).

onde:
a) Completa: a molécula hospede entra totalmente na cavidade da CD (Figura 9a);

b) Parcial: a molécula entra parcialmente na cavidade da CD (Figura 9c);
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c) Axial: a molécula é de tamanho longo e estreito e se estende através da CD (Figura
9b);

d) Sanduiche: a molécula hospede é muito grande e necessita de duas moléculas de CD
para formar o complexo (Figura 9d);

e) Complexos 1:2 (Figura 9e) e 2:2 (Figura 9f).

A extensdo da complexacdo em meio aquoso é caracterizada pela constante de
estabilidade K¢ (também chamada formacdo ou associacdo) do complexo. Essa
constante é diretamente proporcional ao grau de associacdo da molécula hospede na
cavidade da CD. Seu valor deve estar compreendido entre 50 e 2000 L.mol™, para que
os complexos formados tenham aplicacdo pratica, visto que complexos pouco estaveis
liberam rapidamente a substincia hdspede e os muito estaveis o liberam com
dificuldade (PITHA apud VEIGA et al, 2006; BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

A constante K¢ é um pardmetro muito importante na avaliacdo da afinidade e
do grau de ligacdo das moléculas encapsuladas na cavidade da CD. Um método
freqlientemente utilizado para a determinacéo da constante é o diagrama de solubilidade
de fases desenvolvido por Higuchi e Connors, 1965, que sera descrito mais adiante.

A identificacdo do valor de K¢ traz a informacdo sobre a estabilidade do
complexo formado, mas além desse valor mensuravel se faz necessario também a
compreensdo das interagdes envolvidas, pois sdo estas que proporcionam a estabilidade
ao complexo formado.

As interacdes freqlientemente envolvidas sdo ndo-covalentes, que deriva de
interacdes tais como:

- Ligac&o de hidrogénio, a qual envolve um atomo de hidrogénio ligado a um elemento
eletronegativo. Geralmente, as ligacGes de hidrogénio entre o hdspede e a CD séo
provenientes dos grupos hidroxilas primarios (C6 —OH) das CD’s, que podem girar na
ligacdo na ligacdo C(5)-C(6). Em contraste, as hidroxilas secundarias, ligadas aos
carbonos C2 e C3, estdo rigidamente ligadas. (INOUE, 1993)

- InteracBes eletrostaticas, que ocorrem quando duas moléculas de cargas opostas
interagem. No caso das CDs, a interacdo envolvida durante a complexagédo é do tipo
dipolo-dipolo.

- As forcas de van der Waals, segundo Tabushi et al apud Venturini et al (2008), séo
responsaveis pela estabilizacdo do complexo de inclusdo, bem como pela remocgéo da

agua na cavidade da CD. A interacdo hidrofébica é favorecida apds a remocéo da agua
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presente na cavidade da CD, o que promove a agregacdo de solutos nao-polares em
solugdes aquosas (REKHARSKY e INOUE, 1998).

Todas estas interacdes podem ser consideradas relativamente “fracas”, mas
proporcionam efeitos sinergisticos quando em conjunto. Desta forma, as moléculas
interagem umas com as outras, resultando na formacdo de complexos com estabilidade
suficiente para garantir seu isolamento (QUINONES, 2001)

Apesar de inimeros esforcos para compreender a formacdo de complexos de
inclusédo, o processo ainda ndo esta totalmente esclarecido, uma vez que esse processo é
extremamente complicado, mas considera-se que as principais forcas que levam a
complexacdo sdo as interacdes de van der Waals e hidrofébicas.

Sobre o complexo formado, em solucdo aquosa, € estabelecido um equilibrio
dindmico entre as moléculas de hospedeiro e convidado livres com o complexo
(farmaco encapsulado na CD), pois essas moléculas associam-se e dissociam-se
constantemente (Figura 10). Tal equilibrio envolve um conjunto de espécies
CD/ho6spede com diferentes estequiometrias em propor¢des medias varidveis, sendo que
a espécie que apresentar maior tempo de existéncia é referida como o complexo de
inclusdo (RAMA et al, 2005).
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Figura 10 - Equilibrio dinédmico estabelecido entre a CD e o Farmaco
(LOFTSSON, 2004)
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Os valores de K¢ podem ainda ser afetados por diversos fatores experimentais,
0S quais vamos apenas abordar os seguintes (SHIMPI et al, 2005):
a) mudancas de temperatura. A formacdo do complexo de inclusdo € um processo
exotérmico, assim sendo um aumento da temperatura nao favorece sua formacao e os
valores de K¢ sdo afetados. Favorecendo apenas na dissociacdo do complexo.
b) mudanca de pH
¢) polaridade do solvente.

1.2.1 METODOS DE OBTENCAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Muitas técnicas sdo usadas para obter os complexes de inclusdo, geralmente
sdo simples e a escolha de uma delas depende da natureza do substrato. Os métodos
mais utilizados na preparacdo dos complexos sdo descritos a seguir (UEKAMA et al,
1998; MARTINS, 2003; SHIMPI et al, 2005).

a) Co-precipitacdo — adiciona-se uma solucéo do convidado a uma solugéo aquosa
de CD. Caso seja preciso utiliza-se um solvente diferente da agua para solubilizar o co
convidado. Deve-se escolher um solvente que seja miscivel com agua. A mistura é
agitada até o equilibrio e o complexo solido obtido por evaporacdo a vacuo ou
liofilizado.

b) Suspensdo — o convidado sélido é adicionado a uma solucdo aquosa de CD
formando uma suspensdo que é agitada vigorosamente e filtrada. O complexo sélido,
dissolvido no filtrado é coletado a vacuo ou liofilizacéo.

¢) Empastagem (kneading) — o convidado sélido é adicionado a uma mistura de CD
com agua, sendo utilizadas apenas 0,5 partes de agua por parte de CD. O complexo
s6lido formado pode ser removido sob vacuo ou aquecimento.

d) Moagem conjunta (grinding) — misturam-se a CD e o convidado no estado
solido que sdo triturados vigorosamente por um determinado tempo na presenca de uma

pequena quantidade de agua até que esta evapore durante a mistura.



16

1.2.2 DETECCAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

1.2.2.1 — Estudo do complexo em solucéo

A caracterizacdo do complexo de inclusdo em solucdo esta baseada na
determinacéo da constante de estabilidade, estequiometria do complexo e das interagoes
presentes entre a ciclodextrina e o hdspede. Sdo utilizadas as determinacGes
relacionadas com mudancas espectrais, como no caso da espectroscopia por ultravioleta,

fluorescéncia e ressonancia magnética nuclear (RMN) (LOFTSSON, 1995).

a )Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN tem sido a técnica que evidencia mais diretamente a formacdo do
complexo de incluséo, portanto uma das mais importantes para a detec¢cdo do complexo.
Através da observacdo das mudancas provocadas nos sinais de préton ‘H ou *3C
presentes na molécula da ciclodextrina e no hospede (CONNORS, 1996). No caso de
RMN de *H mudangcas nos deslocamentos quimicos dos prétons H3 e H5 da CD é o que
proporcionam a informacéo sobre a formacgdo do complexo, em especial nos espectros
bidimensionais como NOESY e ROESY.

b) Espectroscopia de ultravioleta/visivel (UV-vis)

A formacdo de complexos de inclusdo altera significativamente as
propriedades fisico-quimicas da molécula hdspede e essas alteracbes podem ser
detectadas em seus espectros de UV/Vis, que sdo sensiveis até uma concentracdo de
10°mol.L™ (KITAGAWA, 1988; STEJTLI, 1998).

A alteracdo geralmente é perceptivel com alargamento, desvio batocromico ou
mesmo mudangas na intensidade do comprimento de onda maxima (Amax) da banda,
esses efeitos sdo similares aos causados por solventes diferentes. Essas modificacdes
sdo causadas por perturbacBes nos niveis de energia dos elétrons de valéncia da
molécula hdspede, resultantes da interacdo direta com a CD, pela a expulsdo das
moléculas de agua da cavidade ou por combinacdo dos dois efeitos (VEIGA et al, 2006;
FRACETO et al, 2007).
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c) Diagrama de solubilidade de fases

A aplicacdo mais importante das ciclodextrinas na area farmacéutica esta no
aumento da solubilidade do farmaco em meio aquoso devido a formacdo do complexo
de inclusdo. O diagrama de solubilidade de fase desenvolvido por Higuchi e Connors
(1965) ¢é habitualmente utilizado para a verificacdo da formacdo de complexos de
inclusdo. Este método baseia-se no monitoramento das alteracdes da solubilidade do
substrato pela adicdo de quantidades crescentes de ciclodextrinas. Experimentalmente,
um excesso do substrato € adicionado a solucdes de mesmo volume, mas com
concentragdes crescentes de CD’s (LOFTSSON ¢ BREWSTER, 1997; UEKAMA et al
1998; VEIGA et al, 2006).

O diagrama nada mais consiste em um grafico, onde é representada a
solubilidade do substrato em funcdo da concentracdo de CD, existindo dois tipos de
perfis: A e B (Figurall).

Diagramas do tipo A correspondem aos complexos sollveis, portanto observa-
se incremento da solubilidade do farmaco com o aumento da concentracdo de CD.
Podem ser de trés tipos (LOFTSSON e BREWSTER, 1997):

- AL, diagrama linear: a solubilidade do farmaco aumenta linearmente com o aumento
da concentragdo da CD. Os diagramas lineares resultam de complexos de primeira
ordem em relacdo a CD e ao F.

- Ap, diagrama com desvio positivo da linearidade: o complexo formado é de primeira
ordem em relacdo ao farmaco e de segunda ou superior em relacdo a CD. Neste caso a
solubilizacdo é mais efetiva em concentracdes elevadas de CD.

- Ay, diagrama com o desvio negativo: ndo possui interpretacdo generalizada, devido a
interacdes complexas entre soluto-soluto e soluto-solvente, que dependem de cada caso.

Os diagramas do tipo B correspondem a formacdo de complexos com
solubilidade limitada, observado freqiientemente nos complexos com a 3-CD, podendo
ser de dois tipos:

- Bs, neste diagrama observa-se trés pontos: primeiro existe um aumento da
solubilidade, depois uma regido de platé que é considerada a maxima solubilidade, e na
terceira tem-se a precipitacdo do complexo insolivel com o aumento da CD.

- By, refere-se a um complexo tdo insolivel que a possibilidade de aumento inicial na

concentracdo do farmaco néo é detectavel.
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Figura 11 - Diagrama de solubilidade de
fases, apresentando os perfis A e B
(BUDAL, 2003).

A informacdo obtida pelos diagramas de solubilidade de fases permite fazer
inferéncias sobre a estequiometria de inclusdo e estimar o valor da constante de
associacdo Kc. O valor de K¢ é obtido pelo segmento linear dos diagramas observado
nos perfis A, Ap € Bs.

Assumindo a formacdo de um complexo de estequiometria 1:1, ou seja, de
primeira ordem para CD (n=1) e de primeira ordem para o farmaco (m=1), tem-se o
seguinte equilibrio estabelecido:

Kc
m Farmaco+nCD —_.  Farmaco,,-CD,

sendo o valor de Kc determinado pela equagéo 1:

[Farmaco,,— CD, ]
K, = [1]

[Farmaco |™.[CD]®

Assim, a solubilidade total do farmaco pode ser calculada por (LOFTSSON et
al, 2004):

S¢=Sp+m < [Farmaco,,-CD,]

[2]
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KexSo  [cpj
1+KEXSQ

S¢=Sp +

[3]

Neste caso, S; corresponde a solubilidade do farmaco livre e complexado, Sp a
solubilidade intrinseca do farmaco, [Farmaco, — CD,] ao complexo de estequiometria
1:1 (onde m e n séo iguais a 1).

A representacdo gréfica de S; em funcdo da concentracdo de CD é uma reta
cuja ordenada é igual a Sy e inclinacdo igual a (K¢ XSp) / (1 + K¢ x Sp). A constante de
estabilidade pode ser facilmente deduzida a partir da inclinacdo e da ordenada na
origem do segmento linear. Assim tem-se a equacdo 4, desenvolvida por Higuchi e
Connors (1965):

Kc= inclinacio
5p % (1-inchnacio)

[4]

d) Cinética de complexacéo

Um sistema reacional pode ter sua composi¢cdo monitorada durante o avanco da
reacdo, de modo que, sabendo-se de antemdo a estequiometria da mesma, tenha-se
acesso velocidade da reacdo (ATKINS e PAULA, 2002).

e) Método das Variacoes Continuas (Job’s plot) por espectrometria de fluorescéncia

O método das variagcbes continuas é baseado na variacdo de alguma
propriedade do hdspede (Farmaco) na auséncia e na presenca de diferentes fracdes
molares ciclodextrina. Tal propriedade deve ser sensivel a formagdo do complexo de
inclusdo. De forma préatica, misturam-se solu¢des aquosas equimolares do hospede e da

ciclodextrina nas razbes molares (e volumes) 9:1, 8:2 e assim por diante, mantendo o
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numero de moles total e volume total constantes, o que faz com que a soma das
concentragfes das duas espécies também seja constante ([hospede]; + [CD]; = M) e a
razdo (r = [CD] / [CD] + [héspede] ) varie de 0,1 a 1,0. Em grande parte dos estudos
produzidos, o método de JOB tem sido feito por RMN *H ou por espectroscopia de
fluorescéncia e, s6 recentemente por UV-vis (LOUKAS, 1997; MELO et al, 2007).

1.2.2.2 Deteccéo do complexo em estado solido

A formagdo dos complexos em solugdo ndo garante necessariamente seu
isolamento no estado sélido. O produto sélido resultante pode ser apenas uma dispersao
fina do hospede e a CD ou uma mistura constituida pelo complexo de inclusao, farmaco
ndo complexado e a CD sob a forma hidratada. Assim, a caracterizacdo fisico-quimica
dos produtos resultantes no estado sélido, torna-se indispensével.

Vérias técnicas tém sido relatadas para a deteccdo dos complexos em estado
solido, algumas delas serdo relatadas a seguir.

A andlise por difracdo de raios-X é empregada na deteccdo do complexo
através da comparacédo dos difratogramas das substancias puras e do complexo formado,
onde o difratograma do complexo formado € claramente diferente daqueles dos
componentes individuais (BUDAL, 2003), porém geralmente os complexos de inclusdo
apresentam estrutura amorfa (CONNORS, 1997; STEJTLI, 1998)

A anélise térmica também ¢é utilizada no estudo destes compostos. Cita-se a
calorimetria diferencial de varredura (DSC), a termogravimetria (TG) e anéalise térmica
diferencial (DTA). Estas técnicas descrevem o uso de metodologias analiticas que
determinam as propriedades fisicas e quimicas de uma amostra, em funcdo da
temperatura ou tempo.

A variacdo do fluxo de calor ocorrido na exploragdo térmica da amostra
demonstra eventos termodindmicos importantes para 0s mais variados fins. Picos
presentes em uma curva de DSC revelam a variacdo de entalpia (AH), associada a
eventos como desidratacao, fusdo, recristalizacdo e decomposi¢do (BOLDRINI, 2003).
A decomposicdo térmica dos compostos de incluséo é freqlientemente observada em
temperatura acima da temperatura de decomposicdo da molécula ndo-complexada, o
que evidencia um aumento de estabilidade a molécula hospede quando complexada.

Este aspecto é tomado como evidéncia da formagéo do complexo (CALDERINI, 2006).
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A caracterizagdo dos complexos de incluséo por espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) é baseada nos deslocamentos que ocorrem nas bandas de absorcao
da CD, devido a interac@es entre grupos de atomos da molécula hospede e da CD, e 0
espectro da prépria molécula hospede. Pode-se observar o deslocamento nos nimeros
de onda (v) das bandas de absorc¢ao ou a variagdo e sobreposi¢ao de bandas, que ¢ mais
freqliente. No entanto, essa técnica ndo é a mais adequada como evidéncia conclusiva
de complexacdo (MANOLIKAR e SAWANT, 2003; MURA et al, 2003; UEKAMA e
OTAGIRI, 1987) .

1.3 O TRIMETOPRIM

Como ja mencionado, o trimetoprim (TMP) (Figura 12) é um farmaco sintético
pertencente a familia dos 2,4-diaminopirimidina com baixa solubilidade em meio
aquoso, aproximadamente 1,4 mmol L* a 25°C (LI et al, 2005; LOFTSSON e
HREINPOTTIR, 2006). E um importante agente antibacteriano utilizado no tratamento
de varias infeccdes. Como inibidor da diidrofolato redutase, tem uma afinidade por essa

enzima bacteriana até 100.000 vezes maior do que pela enzima humana equivalente.

Figura 12 - Estrutura do trimetoprim (2,4-diamino-5-(3,4,5 trimetoxilbenzil)

pirimetamina) (LI et al, 2005).

Farmacocinética

A absorcdo do TMP pelo o organismo € rapida e completa na por¢édo superior
do trato gastrointestinal. A metabolizacdo € renal com tempo de meia vida de
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aproximadamente 10 horas. A excre¢do € aumentada com a acidificacdo da urina. Por
secrecdo tubular renal, a excrecdo é de 60 a 80% dentro de 24 horas, o restante na forma
de derivados pela urina, ocorrendo ainda excrecdo pela bile. A eliminagdo pode ser
prolongada em pacientes idosos ou com comprometimento renal grave (CLINICA
MEDICA).

O TMP somente é comercializado no Brasil em associagdo com as
sulfonamidas (sulfametoxazol e sulfadiazina) (CLINICA MEDICA). Associagdo do
sulfametoxazol (SMZ) com o TMP constitui importante avanco no desenvolvimento de
farmacos antimicrobianos. Esta associacdo € utilizada no tratamento de infec¢bes do
trato respiratorio superior e inferior, tais como: exacerbacGes agudas de quadros
cronicos de bronquite, faringite, sinusite, otite média aguda. E também eficaz no
tratamento de infec¢bes do trato urinario e renal, infec¢bes gastrointestinais e contra as
microbactérias atipicas de protozoarios como Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii
e Isospora belli (QUINLIVAN et al,1999; SILVA et al , 2007; ZAMORA et al, 2008;
FLORES et al, 2009; CCS, 2010).

Doses elevadas dessa combinacdo SMZ/TMP tém sido utilizadas no tratamento
e prevencdo em pacientes que apresentam pneumonia por Pneumocystis carinii,
principalmente em pacientes transplantados e com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS). Em criancas portadoras da AIDS e com mais de dois meses, é
recomendado 15-20mg/kg por peso corporal ao dia de TMP. As reacdes adversas para 0
TMP/SMZ relatadas no caso das criangas: complica¢fes gastrointestinais, hepatites,
complicacdes renais etc. Os efeitos renais causados por doses agudas da associagdo
TMP/SMZ foram relatados em trabalho de Monteiro et al (1997), onde em estudos com
cdes foi observado um aumento da excrecdo urinaria de sodio por diminuicdo de suas
respectivas reabsorcdes tubulares (MONTEIRO, CAMPOS e SEGURO, 1997).

1.4 APLICACAO DAS CICLODEXTRINAS NA AREA FARMACEUTICA

A capacidade das CD’s em formarem complexos de inclusdo com farmacos,
tanto em estado solido como em solucdo, coloca este composto com grande
aplicabilidade na area farmacéutica. Como ja relatado em topicos anteriores, as
propriedades fisico-quimicas dos farmacos sdo alteradas, proporcionado a estes

melhores desempenhos ou reduzindo propriedades indesejaveis.
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Os principais objetivos na utilizacdo das CD’s para administracao via oral sao

(ABSBAHR, 2008):

v"incremento da solubilidade aquosa e biodisponibilidade, através do aumento da
velocidade aparente e extenséo da dissolucéo;

v" melhoria das caracteristicas fisicas, para melhor homogeneizacdo e compressao
do farmaco sob a forma de comprimidos;

v/ aumento da estabilidade ou do tempo de liberagcdo, durante o transito
gastrointestinal, pela modificacdo do local e/ou perfil da taxa de liberagdo do
farmaco;

v' modificacdo dos parametros farmacocinéticos, implicando a melhoria da
absorcdo dos niveis sanguineos de fA&rmacos pouco sollveis na agua;

v diminuicdo da irritacdo dos tecidos, dos efeitos colaterais e das reagdes
hemoliticas;

v mascaramento de odor e sabor desagradaveis;

v" reducdo de incompatibilidade entre farmacos e outros constituintes presentes na
formulacéo;

v obtencdo de solucBes aquosas estaveis de farmacos pouco sollveis em agua,

evitando, assim, o recurso a adicdo de solventes organicos.

Biodisponibilidade

A biodisponibilidade sistémica consiste na quantidade de farmaco que chegou
até a circulacao sisttmica apds a metabolizacdo de primeira passagem, vale lembrar a
diferenca entre biodisponibilidade e absorcdo, onde esta Ultima é a etapa de permeacéo
do farmaco na mucosa do trato intestinal, quando ainda ndo esta na circulacédo sistémica
(RAMA et al, 2006).

A via oral é a mais usada para a administracdo de farmacos, por questdes de
conveniéncia e/ou estabilidade, o que coloca as limitacBes de disponibilidade do
farmaco no trato intestinal (TGI), uma vez que € a partir dai que ocorre todo 0 processo
de dissolucdo e consequientemente absorcdo do farmaco pelo organismo. O esquema 1
ilustra todo o processo de dissolugdo do farmaco no TGI até a absorcdo sistémica. A
exemplo disso Veiga et al (2006) coloca que muitos farmacos apresentam problemas de

biodisponibilidade devido a absor¢do ocorrer durante um periodo de tempo limitado
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apos a ingestdo, assim o processo de dissolu¢cdo no TGI acaba sendo limitado pelo
tempo (AMIDON et al, 1995; RAMA et al, 2006;VEIGA et al, 2006).

Dissolugdo em meio

Farmaco em estado L Farmaco dissolvido
L N gastrico N
solido no estbmago | .. . no estdmago
......................................... »
»
Esvaziamento Esvaziamento
géstrico gastrico
; Dissolugdo em meio Dissolugdo e
Farmaco em intestinal Farmaco na eliminacgo
estadosdlidono | el e corrente sanguinea | Tt
. R -
intestino > >
»

Esquema | — Representacdo das etapas decorrentes entre a dissolucdo do farmaco

no estado sélido no fluido do TGI até a absorcéo sistémica (VEIGA et al, 2006).

A absorcédo dos farmacos no TGI é um processo bastante complexo, devido aos
fendmenos que ocorrem No mesmo: como esvaziamento gastrico, permeabilidade, etc.,
além de outros fatores que influenciam na absor¢do, como as caracteristicas fisico-
quimicas do préprio farmaco, pKa, solubilidade, lipofilicidade, tamanho da particula,
etc. e questdes como pH do meio (RAMA et al, 2006).

Estratégias para melhorarem a biodisponibilidade de farmacos pouco soliveis
tém colocado as ciclodextrinas, através de seus complexos de inclusdo, como
importantes excipientes, pois a utilizacdo das CD’s tem demonstrado um incremento

consideravel na solubilidade e dissolucdo dos farmacos (VEIGA et al, 2006).

Solubilidade

A solubilidade de um farmaco constitui requisito prévio & absor¢do e obtencéao
de resposta clinica, para a maioria dos medicamentos administrados por via oral.
Segundo o sistema de classificacdo biofarmacéutica (Biopharmaceutical Classification
System — BSC), os farmacos séo distribuidos em quatro categorias, com base nas suas
caracteristicas de solubilidade e permeabilidade: classe | - elevada solubilidade e

permeabilidade; classe Il — baixa solubilidade e elevada permeabilidade; classe Il —
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elevada solubilidade e baixa permeabilidade; classe IV — baixa solubilidade e baixa
permeabilidade. Atualmente 40% dos farmacos se encontram na classe Il, caso do
trimetoprim. Esta baixa solubilidade conduz a ineficiéncia de dissolucdo e
conseqiientemente afeta diretamente na biodisponibilidade do farmaco (BUDAL, 2003;
BREWSTER e LOFTSSON, 2007; MELO et al, 2007).

Desta forma, a utilizagdo das ciclodextrinas como solubilizante de farmacos,
tem contribuido significativamente no incremento da solubilidade aquosa, convertendo
farmacos da classe Il para a I, ndo afetando a permeabilidade nas membranas no TGl e
adequada biodisponibilidade oral. Este é o caso de centenas de trabalhos e patentes
publicadas ao longo dos anos, como do antiinflamatério piroxicam e o protetor gastrico
omeprazol, que tiveram sua biodisponibilidade melhorada com a complexagdo com
CD’s (MELO et al, 2007). A Tabela IV traz algumas formulagdes farmacéuticas que

contém ciclodextrinas.

Tabela IV — Medicamentos disponiveis que contém CD’s na formulagao

Farmaco Indicacdo Formulacéo Fabricante/Pais
BCD
Nimesulida Antiinflamatério  Saché oral Novartis/Itélia
Omeprazol Antiulcerogénico  Comprimido Betapharm/Alemanha
Piroxicam Antiinflamatério  Comprimido/saché  Masterpharma/Italia,
/supositorio Chiesi/ltalia
RAMEB
1 7p-estradiol Terapia hormonal  Spray nasal Servier/Franga
Cloranfenicol Antibiético Colirio Oftalder/Portugal
SBEBCD
Zipracidona Antipsicético Solucéo parenteral ~ Pfizer/EUA
Voriconazol Antimicotico Solugdo parenteral ~ Pfizer/EUA
HPBCD
Indometacina Antiinflamatério  Colirio Merk Sharp & Dohme/U.E
Intraconazol Antifangico Oral Janssen/Bélgica
Mitomicina Antineoplastico Solugdo parenteral ~ Novartis/Suica
aCD
PGE; Vasodilatador Solugdo parenteral ~ Ono/Japan
Schwarz pharma/Alemanha
Cefotiam-hexatil Antibiético Comprimido Takeda/Japéo
3-metoxi- Vasodilatador Comprimido Ono/Japan,
Limaprost Dainippon Pharma/Japéo
HPyCD
Diclofenaco sodico  Antiinflamatdrio/  Colirio Novartis/Suica
analgésico
Tc-99 Teboroxime  Diadndstico Solucgdo parenteral ~ Bracco/EUA
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Sistemas de transporte e liberacéo controlada de farmacos

As estratégias de manipulacdo molecular e formacdo de derivados, aléem de
melhorarem a questdo da solubilidade, velocidade de dissolucdo e biodisponibilidade,
proporcionam as ciclodextrinas outras aplicabilidades muito estudadas como: sistemas
transportadores e liberadores de farmacos.

As CD’s funcionam como transportadores, carregando as moléculas
hidrofébicas de farmaco (F-CD) em solugdo e liberando-o a superficie das membranas
celulares lipofilicas, com a qual apresentam maior afinidade (Figural3). Isto implica em
uma maior extensdo com que os farmacos sdo absorvidos, o que pode levar a uma
otimizacdo da resposta terapéutica e minimizacédo de efeitos colaterais (VEIGA, 2006).

Além do que foi descrito acima, pode-se ainda administrar/liberar o farmaco
apenas no local onde se deseja que ele atue como somente no local afetado/doente, em
concentracdo adequada e tempo certo. Estas caracteristicas sdo tipicas de um
transportador/carregador de farmacos, que reduzem a quantidade a ser administrada,
perda, degradacdo e ocorréncia de efeitos diversos (UEKAMA e HIRAYAMA, 1998;
CALDERINI, 2006).

exterior da menbrana barreira de difusdo - = .
biomenbrana lipofilica cirluagdo sitemica

T == 5 — 5 ——

Figura 13 — A¢do do complexo de incluséo F-CD em meio aquoso até a circulacdo
sistémica (Loftosson, 2005).
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Geralmente o sistema de liberag@o controlada utiliza os derivados hidrofdbicos,
onde estdo inclusas as ciclodextrinas acetiladas e aciladas, cuja principal fungdo é
controlar a velocidade de dissolu¢do dos farmacos. Esses derivados sdo pouco soluveis
em agua, sendo esta a caracteristica principal de sua utilizacdo (VEIGA et al, 2006;
CALDERINI, 2006).
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CAPITULO II

1 OBJETIVOS

1.1  Objetivo geral:

Este trabalho teve por finalidade preparar e caracterizar o complexo de incluséo
entre a B-ciclodextrina aleatoriamente metilada (RAMEB) e o farmaco trimetoprim

(TMP) visando a contribuir para a melhoria das propriedades terapéuticas do farmaco.

1.2 Obijetivos Especificos:

e Preparar o complexo TMP/RAMEB pelo método de suspenséo;

e Determinar a estequiometria do complexo utilizando o diagrama de solubilidade
e 0 método das variagfes continuas (método de JOB);

e Calcular a constante de estabilidade pelo método do diagrama de solubilidade;

e Estudar a partir do diagrama de solubilidade a variacdo da solubilidade do TMP
em diferentes solucdes tampéo, bem como nas temperaturas ambiente e a 45°C,
na presenca da RAMEB.

e Caracterizar o TMP e RAMEB puros e o complexo formado utilizando técnicas
de caracterizagdo adequadas.
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CAPITULO I1IlI

2 MATERIAS E METODOS

2.1 Materiais

Utilizaram-se amostras de:
e Trimetoprim  (5-(3,4,5-trimetoxilbenzil)2,4-diaminopirimidina),  marca
SIGMA, 99,8 %, PM = 290,7 Dalton.
e B-ciclodextrina aleatoriamente metilada, marca SIGMA, 99,8%, PM = 1310
Dalton.
e Solugcbes tampdes: acetato de sédio trihidratado, VETEC, 99,0% e
tetraborato de sodio decahidratado, CROMOLINE, 99,5%. As solugdes

foram preparadas com agua ultra pura (Purificador Aquapur, Permution).

2.2 Preparacéo das solucdes tampdes

As solugbes tampdes (acetato e borato) foram preparadas na concentracao de

1x10° mol. L™, onde o pH foi ajustado em 4,0 para acetato e 9,0 para o borato.

2.3 Caracterizacdo do complexo de incluséo TMP/RAMEB em solucéo
Aparelhos utilizados:

a) Espectroscopia de absorcdo no UV: as medidas espectrotométricas foram

realizadas na faixa de 200-400 nm com um aparelho UV-Vis Perkin EImer Lambda 45.

b) Fluorescéncia: As medidas de emissdo de fluorescéncia foram realizadas em um

aparelho Perkin-Elmer LS 55 Luminescence Spectrometer.
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2.4 Absorcao UV-vis

As espécies quimicas: dtomos, ions ou moléculas podem existir somente em
certos estados quantizados de energia. Quando ¢ alterado o estado eletrénico de alguma
espeécie, esta absorve ou emite uma quantidade de energia exatamente igual a diferenca
de energia entre os estados. Essa € uma condi¢do necesséria para que a absorcao da luz

esteja relacionada com o comprimento de onda (A) através da equacao 5:

hc
E=E— E = — [5]
onde E;e Eq sdo niveis de energia molecular nos estados eletrdnicos final e inicial. Os
termos c e h sdo a velocidade da luz no vacuo e a constante de Planck.
A espectroscopia de absorcdo molecular estd baseada na medida da
transmiténcia T ou absorbancia A da luz incidente em solucdes de analito (equacdes 6 e

7).

-I- — Psuluu;iu P

= 5 [6]
Psnlvente Pn
P P
A = log =2olvente — Jog-° [7]
solucio P

Po e P sdo as intensidades de luz incidente e transmitida.
A lei de Beer relaciona diretamente a absorbancia com a concentracdo e o
caminho Gtico. Assim tem-se a equacdo 8:

A= lng% = gbc 8]

onde ¢ e b sdo a concentragdo (mol.L™) e o caminho 6ptico (cm); ¢ é a constante de

proporcionalidade, conhecida como coeficiente de extincdo ou absortividade molar
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(L.mol™.cm™). A absorbancia e o coeficiente de extincéo dependem do comprimento de

onda da luz, isto é:

A(L) = ebc [9]

O coeficiente de extingdo (€), que caracteriza o processo de absor¢do, ¢ uma
medida empirica da fracdo da luz absorvida pela molécula, sendo caracteristico de cada
espécie. A absorcdo de radiacdes ultravioleta e visivel geralmente resulta da excitagdo
de elétrons de ligacdo em orbitais moleculares ligantes do tipo ¢ ou = ou de elétrons em
orbitais ndo-compartilhados (designados n). Quatro tipos de transigdes sdo possiveis: o
— o, geralmente ndo é observada no espectro de UV-vis devido a alta energia a ela
associada; n — o, necessita de menos energia, produzida por radiacdes entre 150-250
nm. As absortividades molares associadas a esse tipo de absor¢do sdo pequenas, da
magnitude intermediria e normalmente esto em torno de 10 L.cm™.mol™.

Para transicdes n — 7 € 7— = , as energias necessarias situam-se em uma
regido espectral na faixa de 200 a 700nm. As transi¢des n — 7 apresentam baixa
absortividade molar na faixa de 10 a 100 L.mol™.cm™ e as transices = — 7z, de 1000 a
10000 L.mol™*.cm™,

A lei de Beer apresenta desvios quando a concentracdo da amostra é
relativamente alta, o que torna uma lei limite. A concentracdo do analito deve ser baixa
(usualmente <0,01 mol.L™) (SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2002)

2.5 Determinacéo da solubilidade do TMP.

Utilizando massas conhecidas de TMP, determinou-se a solubilidade deste
farmaco em temperatura ambiente e nos seguintes meios: meio aquoso e nas solugdes
tampdes de acetato e borato. Em cada meio foram efetuadas sucessivas adi¢des de
volumes fixos, até a ndo visualizagdo de particulas de farmaco. Em seguida, 0s
espectros de varredura de absor¢do no UV foram obtidos na faixa de 200 a 400 nm.
Apos a obtencdo do espectro, diluia-se a solugdo com o solvente ou com o tampé&o em

estudo e, em seguida, nova varredura era efetuada. O processo de diluicdo foi repetido,
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até que a diminuicdo da absorbancia, em relacdo a concentracdo, estivesse de acordo
com a lei de Beer (equagio 9). (LAZARO, 2006)

2.6 Determinacgéo dos parametros espectroscopicos (€ e Amax) do TMP

A partir de uma solu¢do concentrada do TMP em cada meio: agua e nos
tampdes acetato e borato, foram feitas dilui¢cbes, e medidas suas absorbancias para a
determinag¢do do &, no comprimento de onda de maxima absor¢do - Amax. ASSIM as
seguintes concentracgdes se estabeleceram para cada solugdo de TMP em tampé&o borato
(2,2 x10° - 1,4 x 10°) mol. L™, acetato (4,0 x 10° — 2,4 x 10™) mol.L™* e em 4gua (1,0
x 10° = 1 x 10 mol.L™ . Os valores de absorbancia no comprimento de onda maximo
de absorgéo nos respectivos tampdes e agua foram medidos. O ¢ foi obtido utilizando a

Lei de Beer (equacdo 9), onde foram obtidas as curvas de calibracdo.

2.7 Cinética de formacéo do complexo TMP/RAMEB

Para avaliacdo da cinética de formacdo do complexo, quantidades apropriadas
de TMP e RAMEB (razdo molar de 1:1) foram misturadas em agua, tampao acetato (pH
4) e tampdo borato (pH 9), em temperatura ambiente. As amostras ficaram sob analise
em um aparelho de UV durante um periodo de 30 horas, onde a leitura era feita de 10
em 10 minutos, no comprimento de onda de absor¢do maxima em cada meio até que

fosse atingido o equilibrio. As andlises foram feitas em duplicata.

2.8 Estudo da solubilidade de fases a 25°C

O estudo de solubilidade de fases foi feito em meio aquoso e nas solucGes
tampdes. Para isto, um volume total de 10 mL foi agitado com concentragdes crescentes
de RAMEB (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0 mM), adicionando-se a essas solu¢bes uma massa
fixa do farmaco (80 x 102 g). As suspensdes resultantes foram submetidas & agitacio
constante e a temperatura ambiente por 24 h, sendo este tempo estabelecido no ensaio
de cinética de complexacdo, e em seguida, filtradas em membrana de 0,45 pum. As
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concentracdes de TMP foram determinadas por espectroscopia de absor¢cdo no UV
utilizando a equacdo 9. Para tanto, utilizou-se as absortividades molares (g),
determinadas experimentalmente, e as solubilidades intrinsecas (S,) das moléculas

estudadas nos meios estabelecidos. As anélises foram feitas em triplicata.

2.9 Determinacéo da solubilidade de fases a 45°C

A mesma metodologia foi adotada para a realizacdo deste ensaio, porém na

temperatura de 45°C.

2.10 Determinacdo da estequiometria do complexo (Método das VariacOes

Continuas)

Um meio seguro para a determinacdo da estequiometria do complexo é o
método das variacdes continuas (método de Job), que é baseado na variacdo de alguma
propriedade fisico-quimica diretamente dependente da formacdo do complexo. Para este
estudo, foi medida a variagdo na intensidade de fluorescéncia, cujo valor méximo deve
ser obtido para estequiometria 6tima. Para isto, solucdes equimolares, 2,2x10™ mol.L™,
de TMP e da RAMEB foram preparadas e, a partir de misturas dessas solucdes, outras
solucdes foram feitas mantendo-se um volume final constante de 10 mL, e variando a
razdo da concentragdo TMP:RAMEB (0,1;0,3;0,4;0,5;0,6;0,8 e 0,9). A mesma série de
diluicdes foi feita, nas mesmas condigdes, para 0 TMP em tampé&o acetato. As solucdes
ficaram sob agitacdo por 24 h em temperatura ambiente, efetuando-se posteriormente a
este periodo de tempo medidas de fluorescéncia das solu¢des com excitacdo em 281 nm.

A analise foi realizada em triplicata

2.11 Preparacao do complexo de inclusdo TMP/RAMEB

O complexo de inclusdo foi preparado a partir do método de suspensdo. A

molécula a ser encapsulada (TMP) foi adicionada, no estado solido, a uma solugéo

aquosa de RAMEB na propor¢ao molar de 1:1 (TMP/RAMEB) e, em seguida, a mistura
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foi agitada magneticamente por 24h, a temperatura ambiente e sob o abrigo da luz.
Posteriormente a suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante filtrado em membrana
0,45 pm. Para a coleta do complexo sélido, este foi liofilizado utilizando-se um

liofilizador Terroni.

2.12 Caracterizacao do complexo TMP/RAMEB no estado sélido

O complexo sdlido foi caracterizado pelas seguintes técnicas:

2.13 Andlise térmica: as analises termogravimétricas (TG) foram realizadas em um
equipamento TA Instruments modelo 2960, com taxa de aquecimento 10°C/mim, sob

fluxo de 100 mL/mim de N,, em porta amostra de platina.

2.14 Difratometria de raios-X: os difratogramas de raios-X foram obtidos em um
difratdmetro Rigaku, com velocidade de varredura de 2°/minuto em 26, fonte Cu-ka,
(1,5418 A) em 40kV e 40 mA.

2.15 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier: os espectros no
infravermelho foram obtidos em um equipamento Perkin Elmer Spectrum BX FTIR
System, com resolucdo de 4 cm™ na faixa de 4000-400cm™, pela técnica de pastilha de

KBr e 16 acumulagdes.

2.16 Espectroscopia Ressonancia Magnética Nuclear: os espectros de RMN de *H
foram medidos em um instrumento Varian INOVA 500MHz , com 2s de tempo de
relaxacdo e 2,00 ms mixing time. Foi utilizado CD3;OD como solvente e TMS como
padrédo, bi-dimensionais (NOESY — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy).
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CAPITULO IV

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.
Primeiramente fez-se necessario determinar os parametros espectroscopicos do TMP, a
estequiometria do complexo TMP/RAMEB, pelas técnicas descritas na metodologia,
bem como a eficiéncia de complexacdo. Por fim foi realizada a caracterizagdo do

complexo.

3.1 Determinacéao da solubilidade do TMP

O TMP ¢ um farmaco pouco solivel em agua. A solubilidade descrita pela
literatura é de 1,4 mM (0,406 mg.mL™) (LOFTSSON e HREINPOTTIR, 2006) em &gua
a 25°C. Determinou-se atraveés do método da dissolucdo direta a solubilidade do TMP
em solugédo aquosa e nos tampdes em temperatura ambiente, os dados estdo dispostos na
Tabela V:

Tabela VV - Solubilidade do TMP nos diferentes meios

Meio So(mg.mL™) Solubilidade em
mM

Agua 0,135 0,465

pH 4 0,140 0,482

pH 9 0,089 0,306

Para as condicdes estudadas, pode-se afirmar que a solubilidade do farmaco
TMP em pH 4 aumentou cerca de 4% , comparando com solubilidade em agua, o que

ndo foi observado em pH 9 onde a solubilidade reduziu cerca de 34% em relacdo a
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solubilidade da agua. Este comportamento evidencia um acréscimo na solubilidade em

meio &cido, o que ja se previa, uma vez que o TMP é uma base fraca.

3.2 Determinagdo dos parametros espectroscopicos do TMP (€ e Amax)

A seguir estdo dispostos os espectros de absor¢cdo no UV do TMP e as
respectivas curvas de calibracdo nos diferentes meios. Na Figura 14 observa-se 0
espectro de absorcdo no UV do TMP em agua, onde se verifica uma banda de Amax €M
277,5nm.

agua a 25°C

3,0
2,5
2,0 H

1,5

Absorbancia

1,0 H 277,5 nm
0,5 /

0,0 +

— T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

comprimento de onda (nm)

Figura 14- Espetro de absor¢do no UV do TMP em &gua.

Para a determinaco do ¢ foi feita uma soluc¢io de concentracio 8,9.10°mol.L™
e uma série de diluicdes desta, medindo-se a absorbancia no comprimento de onda

277,7nm. A figura 15 apresenta estes dados.
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Figura 15 — Curva de calibracdo do TMP em agua

O valor do ¢ obtido foi de 5142 L.mol™.cm™. O espectro de absor¢éo no UV do

TMP em tampao acetato é observado na Figura 16 onde 0 Amax € de 271 nm.
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Figura 16 — Espectro de absor¢éo no UV do TMP em tampé&o acetato.

Para a determinagio do ¢ foi feita uma solucdo de concentracdo 2,3.10™ mol
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L™ e diluices desta, medindo-se a absorbancia no comprimento de onda 271nm. A

figura 17 apresenta estes dados.

1,2
1,0 .
S 0,84
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02
T T T T T T T T 1
0,00005 0,00010 0,00015 0,00020 0,00025
Concentracdo (mol L™)

Figura 17 — Curva de calibracdo do TMP em tampéo acetato

O valor do ¢ foi de 5098 L.mol™.cm™. O espectro de absorgdo no UV do TMP

em tampao borato estd na Figura 18 onde ¢ observado um Amax €m 287,5.

Borato a 25°C

2,0
1,5 1
1,0 4

-

0,0

287,5 nm
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180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
comprimento de onda (nm)

Figura 18 — Espectro de absorc¢do no UV-vis do TMP em tampéo borato
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Para a determinacao do € foi feita uma solugdo de concentracao 1,2.10* mol.L*
e diluicbes desta, medindo-se a absorbéncia no comprimento de onda 287,5 nm. A

figura 19 apresenta estes dados.
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Figura 19 — Curva de calibragdo do TMP no tampéao borato.

O valor de ¢ foi de 8891 L.molt.cm™ e a tabela VI resume os pardmetros

espectroscopicos do TMP nos diversos meios.

Tabela VI — Parametros espectroscépicos e a solubilidade do TMP em 4&gua e nas
solucdes tampdes.

Meio Amax (NM) g (L.mol".cm™) So (mg.mL™)
Agua 277,5 5142 +13,1 0,135
pH 4 271 5098 + 13,7 0,140
pH 9 287,5 8891 + 67,14 0,089

Os espectros do TMP nos diferentes meios apresentam uma banda de absorgéo
bem definida e centrada em 277,5 nm em agua, 271 nm em pH 4 e 287,5 nm em pH 9.
Esses deslocamentos de banda sugerem efeitos similares causados pela mudanga no
carater do solvente, ou seja, deslocamento de aproximadamente 16,5 nm do maximo de

absorcdo do meio &cido para o basico.
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Os valores de & calculados a partir da lei de Beer (equacdo 9) para estes
méaximos de absorcdo em solucdo sdo valores tipicos de coeficientes de absortividade

R . *
molar para transigdes do tipo n—m .

3.3 Cinética de formacéo do complexo TMP/ RAMEB

A cinética de complexacdo do TMP com a RAMEB foi estudada em meio
aquoso ¢ nos tampdes acetato e borato. Foi monitorado o Amax €m cada meio (Tabela
VI), assim a mudanca de absorbancia foi registrada em funcdo do tempo. As figuras

20,21 e 22 trazem as curvas obtidas nos trés meios para o periodo de 30 horas.
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Figura 20 — Curva cinética de complexacdo do TMP em agua
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Figura 21 — Curva cinética de complexacdo do TMP em tampd&o acetato
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Figura 22 — Curva cinética de complexacdo do TMP em tamp&o borato.

Nas trés curvas observa-se que durante as primeiras horas do experimento ndo

h& muita variacdo na absorbancia do TMP. Apos um periodo de 24 h do inicio do
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ensaio, a absorbancia passa a decrescer e depois estabiliza. Isto pode evidenciar que o
sistema entrou em equilibrio e que o complexo de inclusdo pode estar formado.
Posteriormente a inclusdo com ciclodextrinas, muitos farmacos sofrem
mudancas em suas propriedades fisico-quimicas, estas podem ser detectadas no espectro
de absorcdo de UV, causando modificagbes nos comprimentos de onda ou
aumento/diminui¢ao do Amax. Para o complexo estudado ndo foi observado variagdo do
Amax €m cada meio, mas sim mudancas na intensidade méaxima de absor¢@o para 0S Amax,

ou seja, mudanca do e.

3.4 Diagrama de solubilidade a 25°C

O método da solubilidade de fases desenvolvido por Higuchi e Connors
(HIGUCHI e CONNORS, 1965) é utilizado como primeira verificacdo da formacdo do
complexo de inclusdo em solucdo, sendo monitoradas as alteracdes da solubilidade do
farmaco em presenca de quantidades crescentes de ciclodextrinas. A partir do tipo de
diagrama disposto na Figura 11 foi estabelecida a estequiometria, bem como os valores
de Kc. Para a determinacéo dos valores de K¢ foi utilizada a equacéo 4.

Pela analise da isoterma de solubilidade, o TMP apresenta em agua (Figura 23)
um diagrama do tipo Bs e um Kc de 1051,9 L.mol™, o que demonstra que em meio
aquoso 0 TMP na presenca da RAMEB tem sua solubilidade limitada, mas uma
estabilidade consideravel. Para a determinacdo do valor de K¢ utilizou-se o segmento
linear do diagrama de solubilidade, pois perante o segmento é assumida a formacao de
complexos de estequiometria 1:1. A isoterma em pH 9 (Figura 24) apresenta um perfil
do tipo Ay, a partir do qual ndo é possivel calcular o valor de K¢ devido as interacdes
complexas estabelecidas entre soluto/solvente e soluto/soluto. Porém, observa-se um
aumento na solubilidade com o aumento da concentracdo de CD.

Em pH 4 (Figura 25) o diagrama obtido indica um perfil do tipo A, onde ha
um aumento linear da solubilidade de TMP em concentragdes crescentes de CD, neste
caso permitindo a inferéncia de uma estequiometria 1:1 e um valor de K¢ 754,9 L.mol™.

Muitos estudos tém demonstrado um aumento significativo da solubilidade de
farmacos pouco soltveis quando na presenca da RAMEB. Esses fazem um comparativo
da RAMEB com outras ciclodextrinas como no caso do antiinflamatorio oxaprozina,

onde neste estudo se faz a comparagdo com as CD’ naturais e derivados da B-CD
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(MAESTRELLI et al, 2008). Em outro estudo, voltado para o acetato de ciproterona,

farmaco utilizado no tratamento do céncer de prostata, também se demonstra um

aumento da solubilidade deste farmaco quando em presenca da RAMEB

(HASSONVILLE et al, 2002).
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Figura 23 — Isoterma de solubilidade do TMP/RAMEB em agua
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Figura 25 — Isoterma de solubilidade do TMP/RAMEB em pH 4

Tabela VII — Dados referentes a solubilidade do TMP nos diferentes meios, o valor de
Ks (M™), a eficiéncia de complexacdo (CE) e o perfil da isoterma, 25°C

pH So (mg.mL™H?  Sp (mg.mL™)° Ks CE Perfil
10° 10° (L.mol™)

H,0 9,38 9,93 1051,9 0,034 Bs

4.0 19,71 33,96 754,9 0,051 AL

9.0 8,07 13,18 - - An

a — solubilidade do TMP na auséncia da RAMEB
b — solubilidade do TMP em 1mmol de RAMEB

Os dados apresentados na Tabela VIl demonstram um aumento significativo da
solubilidade do TMP quando em presenca da RAMEB, onde em tampdo acetato esta
solubilidade foi aumentada em quase 73% da solucdo que contém a concentragdo
méaxima de CD em relacdo a solucdo que ndo contém CD. Tal fato é comprovado pela
isoterma de solubilidade que descreve um perfil do tipo A, sendo a Unica isoterma que
apresentou este perfil. Em agua ndo foi observado um aumento significativo na
solubilidade do TMP quando comparado na auséncia e presenca de CD, onde a isoterma
apresentou-se do tipo Bs. Este perfil retrata uma solubilidade limitada. Em pH 9 houve
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um aumento da solubilidade do que em agua, isto é evidenciado pelos valores de Sy e
Sy, de 8,07 x 10° mg.mL™" e 13,18 x 10° mg.mL™.,

Assim, observado os dados da Tabela VI e pelo que foi descrito anteriormente,
pode-se compreender que a complexacdo do TMP com a RAMEB esta associada a
variacdo do pH do meio. Em meio acido ha uma maior solubilidade, pois a forma
ionizada do farmaco é predominante, ao passo que em meio basico é predominante a
forma neutra, assim a solubilidade sofre um decréscimo. Logo uma alteracéo do pH que
favoreca a ionizacdo do farmaco ird aumentar a solubilidade do mesmo (LI et al, 1999).

O efeito combinado entre o pH e a complexacdo para um farmaco ionizado
pode ser descrito em funcdo da concentragdo do farmaco neutro (F,), concentracdo do
farmaco ionizado (Fj), concentracdo do complexo farmaco neutro e CD (F,-CD) e
concentracdo do complexo farmaco ionizado e CD (Fi-CD), sendo a concentracéo total

do farmaco expressa por pela equacdo 10 (VEIGA et al, 2006):
[Frotar] = [Fnl + [Fi] + [Foco] + [Fi-CD] [10]
sendo um farmaco basico (equacéo 11) :
[Fow] = [B] + [BH'] + [B-CD+H*] + [BH*-CD] [11]
O equilibrio estabelecido esta disposto no esquema II:

B+H"+CD = BH'+CD

IR

B-CD+H" == BH"-CD

Esquema Il — Equilibrio de associagdo e dissociagdo entre a CD e um farmaco

bésico

Muitos estudos demonstram que farmacos néo-ionizados formam complexos
mais estaveis que as suas respectivas formas ionizadas (ZIA et al, 2001; CIRRI et al,
2006; JUG, et al; 2009). Fato observado no complexo TMP/RAMEB, onde em meio
4cido (K¢ = 754,9M™) o valor de K¢ foi inferior ao calculado para a 4gua (1051,9M™).
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E também verificado que; com a diminuicdo do pH, ha um aumento da solubilidade do
farmaco (So) e este fato resulta em uma melhora considerdvel da solubilidade que
compensa a diminuicdo do valor de K¢ .

Quando se seleciona as condicGes de complexacdo se torna mais conveniente
comparar a eficiéncia de complexacao.

A eficiéncia de complexacdo foi calculada de acordo com a equacdo proposta
por Loftsson et al (2005) :

CE = inclinacio [12]

(1-inclinagdo)

onde CE é a eficiéncia de complexacdo do inglés complexation efficiency (CE)

A eficiéncia de complexagdo refere-se a capacidade das CD’s formarem
complexos de inclusdo com as moléculas hospedes apropriadas. Quanto maior a
eficiéncia de complexacdo, menor a quantidade de CD necesséria para solubilizar o
farmaco. No caso do complexo TMP/RAMERB a CE foi resultante do ajuste de pH, onde
também na forma ionizada do farmaco houve maior valor para o CE (5,1%), uma vez

que este é influenciado pelo aumento da solubilidade.

3.5 Diagramas de solubilidade a 45°C

As isotermas de solubilidade do TMP a 45°C (Figuras 26, 27 e 28) nos
diferentes meios demonstraram que o complexo formado nesta temperatura é
aparentemente mais estavel do que a 25°C, fato este comprovado pelos elevados valores
de K¢ (Tabela VIII).

Um aspecto a ser considerado é o aumento da solubilidade do TMP nos trés
meios principalmente na agua, que teve um grande incremento da solubilidade. Isto
pode estar associado ao aumento do valor de K¢, uma vez que a solubilidade aumentou
e consequentemente a solubilidade do complexo formado.

Outro fato relevante € sobre o perfil da isoterma de solubilidade em &gua, que a
25°C era de Bs e foi para AL a 45°C, ou seja, saiu de uma solubilidade limitada para
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uma solubilidade crescente em concentragdes crescentes de CD, fato que ndo ocorreu

com o TMP em tampéo borato que mudou do perfil Ay a 25°C para 0 Bsa 45°C.
A Tabela VIII traz todos estes dados agrupados.
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Figura 26 — Isoterma de solubilidade TMP/RAMEB em &gua 45°C.
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Figura 27 — Isoterma de solubilidade TMP/RAMEB em pH 4 a 45°C
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Figura 28 — Isoterma de solubilidade TMP/RAMEB em pH 9 a 45°C

Tabela VIII — Dados referentes a solubilidade do TMP nos diferentes meios, valor de Kg
(M) e o perfil das isotermas a 45°C.

pH Se(mg.mL™?  Sp (mg.mL™H®  Ks(L.mol™) Perfil
10° 10°

H,O 16,8 55,1 2623,4 AL

4.0 11,6 37,7 2393,9 AL

9.0 12,5 24,65 21299 Bs

a — solubilidade do TMP na auséncia da RAMEB
b — solubilidade do TMP em 1mmol de RAMEB

3.6 Espectroscopia de Fluorescéncia

A adicdo de ciclodextrina a uma solucdo aquosa freqlientemente resulta em
uma melhora significativa do espectro de fluorescéncia de uma dada especie
fluorescente convidada. A mudancga que ocorre com a adicdo de CD, é semelhante a
observada quando o farmaco é dissolvido em solventes menos polares, sugerindo desta
forma que este foi transferido de um ambiente polar a um ambiente apolar (cavidade da

CD). Portanto, um aumento na intensidade da fluorescéncia é freqlientemente observado
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para as moléculas que séo totalmente encapsuladas dentro da cavidade da CD (BUDAL,
2003)

3.6.1 Determinacédo da estequiometria do complexo (método de JOB)

Pelo método de JOB, a estequiometria do complexo pode ser determinada
monitorando alguma propriedade relacionada diretamente com a concentracdo do
complexo, onde se estuda uma série de solu¢cBes com misturas de proporcgdes variaveis
entre o farmaco e a CD. Em um grafico da propriedade medida, em funcdo da fracédo
molar de uma das espécies, a variagdo maxima da propriedade sera observada para a
fracdo molar referente a estequiometria do complexo (LOUKAS, 1997). Para o0 TMP,
foi aplicado com base na propriedade de emissdo de fluorescéncia.

A Figura 29 mostra o grafico obtido aplicando o método de JOB nas condicGes
especificas, para o sistema TMP/RAMEB. No gréfico observa-se que o maximo da
variagdo da intensidade de fluorescéncia encontra-se na fragdo molar 0,5. Assim a
estequiometria de formacdo do complexo € de 1:1, o que concorda com o resultado

obtido com o estudo de solubilidade de fases.
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Figura 29 — Gréfico obtido pelo método de JOB do complexo TMP/RAMERB.
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CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO EM ESTADO SOLIDO

3.7 Determinacdo das analises térmicas

Os meétodos de analise térmica sdo bastante utilizados na caracterizacdo de
sistemas com mais de um componente, como no caso dos complexos de inclusdo. A
andlise € feita por comparagdo entre 0os comportamentos térmicos dos componentes
sozinhos e o complexo de inclusdo. Praticamente ndo é realizado analise quanto aos

aspectos quantitativos.

3.7.1 Anélise Termogravimétrica (TGA)

Na anélise termogravimétrica, a massa de uma amostra esta sob atmosfera de
gés inerte ou oxidante, sendo monitorada continuamente em funcgéo da temperatura em
uma rampa de aquecimento. As curvas obtidas sdo duas, uma delas relacionada ao
percentual de massa (Massa%) e a outra derivada, com relacdo a temperatura, do
percentual de massa (Derivada da Massa %/°C). Esta Gltima permite a determinacao
exata da temperatura em que ocorre determinada perda de massa da amostra.

Nas curvas de TG (Figura 30) e DTG (Figura 31) das espécies livres e
complexadas verifica-se que: a decomposi¢do térmica do complexo ocorre em 323°C,
uma temperatura intermediaria entre a decomposicdo das espécies livres, onde o TMP
apresenta temperatura de decomposicdo de 302°C e a RAMEB de 364°C. Isto evidencia
um ganho de estabilidade térmica para o farmaco encapsulado, provavelmente como

resultado de interacdes com a cavidade.
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Figura 30 — Curva Termogravimétrica (TG) das espécies livres e do complexo
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Figura 31 — Curva DTG das espécies livres e do complexo
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3.7.2 Analise Térmica Diferencial (DTA)

Nas curvas de DTA (Figura 32), verifica-se que um evento endotérmico
associado a fusdo do TMP em 200°C, ndo se manifesta na curva do complexo, o que é
normalmente associado a uma evidéncia indireta de formacdo do complexo. Isto é
interpretado com base no fato de que, quando moléculas de TMP se encontram no
interior da cavidade, estas ndo mais interagem entre si no estado sélido, pois sdo essas
interacdes que teriam que ser rompidas para se iniciar a fusdo do farmaco propriamente
dito.

- - - - Complexo
— TMP

Diferenca de Temperatura (u.a)

200 °C

T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 32 — Curvas de DTA das espécies livres e do complexo

3.8 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros, na regido do infravermelho, de espécies moleculares tém origem
na absorgédo de energia causada por transi¢cdes de um estado vibracional para outro, pois
as radiacOes nesta parte do espectro ndo tém energia suficiente para causar transi¢oes
eletronicas (CALDERINE, 2003).
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Todavia, esta técnica ndo € muito adequada para confirmar a formacdo do
complexo de inclusdo, uma vez que as ligagOes estabelecidas sdo intermoleculares as
quais ndo alteram de maneira consideravel o espectro.

A Figura 33 mostra o espectro, de FTIR do complexo e das respectivas formas
livres do TMP e da RAMEB.
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Figura 33 — Espectros de FTIR (a) RAMEB, (b) complexo, (c) TMP liofilizados.
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No espectro de FTIR da RAMEB ¢ possivel observar bandas associadas a
estiramentos OH no intervalo ente 3000 — 3600 cm™, bandas de estiramento C-H do
esqueleto do anel da ciclodextrina e das metilas no intervalo de 2940 e 2840 cm™. As
bandas abaixo de 1500cm™ sdo associadas aos aclopamentos de modos do anel, que
foram atribuidos por Egyed (1990).

O espectro do TMP apresentou um numero elevado de bandas abaixo de 1600
cm™ atribuidas a estiramento devido & presenca de anel aromatico. Merece destaque as
bandas dos grupos NH, em 3470 cm™, bandas dos estiramentos C-H na regi&o de 3000-
2800 cm™ e préximas a 1000 cm™, atribuidas &s ligagdes C-O dos grupos metoxi. Na
andlise do espectro do complexo é possivel observar a presenga simultanea de bandas
do TMP e RAMEB, sendo as mais evidentes marcadas com setas na Figura 34. Estas
regibes marcadas apresentam-se como somas dos espectros de ambas as espécies,
merecendo destaque a regido marcada com um circulo, na qual observarmos um
mascaramento das bandas da RAMEB pelas bandas do TMP, intensas nesta regiéo.
Contudo, ndo é seguro atribuir inequivocamente as bandas a esta ou aquela espécie

nestas regides, pois o deslocamento das bandas originais pode ter ocorrido.

3.9 Difragéo de raios-X (DRX)

Entre as técnicas cristalograficas, a difracdo de raios-X é a mais empregada
devido a sua simplicidade e rapidez. Nesta analise, faz-se a comparacdo dos
difratogramas das espécies puras com o do complexo (CAO et al, 2005). Desta forma,
diferencas nas amostras tratadas, como surgimento ou desaparecimento de picos ou
mudancas nas intensidades relativas, constituem indicios de formacdo do complexo. Na
deteccao dos complexos de farmacos com CD’s esta técnica estd baseada no principio
de que o fenbmeno de complexacdo esta freqlientemente associado ao o aumento do
grau de amorfizacdo das substancias envolvidas na formacdo do complexo no estado
solido (RIBEIRO et al, 2003).

No difratograma do TMP (Figura 34c) aparecem picos de difracdo que
demonstram um ordenamento estrutural tipico de um sdélido cristalino, enquanto no
difratograma da RAMEB (Figura 34a) observa-se auséncia de picos e um
comportamento tipico de substancia amorfa. No difratograma do complexo (Figura 34b)

verifica-se uma mistura dos difratogramas das espécies puras, no qual 0s picos mais
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intensos do TMP se sobressaem sobre o halo amorfo tipico da RAMEB. Portanto, a
auséncia de picos adicionais indica que o complexo formado ndo se comporta como um
cristal distinto, o que na realidade é comum para complexos isolados por liofiliza¢éo.
Neste processo, congela-se a solucdo e sublima-se o solvente. Logo, o complexo tera
uma tendéncia a manter a estrutura de soluto, ndo havendo a possibilidade das difusdes
necessarias para a formagao de um cristal. Por fim, os picos do TMP observados podem
ser explicados considerando-se que, na etapa de resfriamento da solugdo, necesséria ao
congelamento, ocorre a precipitacdo de TMP ndo complexado, como um efeito da
diminuicdo de sua solubilidade com o abaixamento da temperatura. Portanto, 0 DXR

observado € consistente com o complexo amorfo misturado com TMP cristalino livre.



56

W))% M whe  (C) TMP
[J]
©
@
©
(]
c
(0]
=
/\ Wﬂwrw (b) COMPLEXO
MMWJW (a) RAMEB
0 ‘ 10 ‘ 20 ‘ 30 ‘ 40 ‘ 50

2 tetha

Figura 34 — Difratogramas de raios-X: (a) RAMEB, (b) complexo, (c) TMP
liofilizados.

3.10 Espectroscopia RMN *H

A espectroscopia RMN *H foi utilizada para a caracterizagdo do modo de
inclusdo, sendo que as medidas bidimensionais do tipo ROESY e/ou NOESY sdo
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consideradas como evidencias mais conclusivas da presenca de um complexo de
inclusédo. Inicialmente foram obtidos os espectros unidimensionais para a atribuicdo dos
sinais das espécies individuais.

No espectro do TMP (obtido neste trabalho em CD3;0D) (Figura 35) temos

sinais que estdo de acordo com a literatura (obtido em DMSO-d6) (Figura 36).

ATOnive aircoToTy:
Eampla dirvactory:

4.&53
3.758
ITIT

Pulze Sequance: sZpul

1.902

3.310

.53z
3.313

3.845
\L—S.SUT

3,317
2.304

7,455

Figura 35 — Espectro de RMN *H do TMP em CD;0D.
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Figura 36 — Deslocamentos do TMP no espectro RMN *H do TMP em DMSO-d6
(Spectral Database for Organic Compounds, 2009).
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No espectro da RAMEB (Figura 38), obsevam-se sinais referentes aos

hidrogénios das unidades de glicopiranose (Figura 37), que formam a estrutura basica
da ciclodextrina.

- -7

Figura 37 — Estrutura da unidade de glicopiranose.

De acordo com a literatura (SCHNEIDER, HACKET e RUDIGER, 1998), As
atribuicbes dos sinais de ciclodextrinas metiladas séo as seguintes: H1: 5,34 ppm; H2:
3,41 ppm; H3: 3,74 ppm; H4: 3,81 ppm, H5: 3,92 ppm; H6: 3,70 ppm. Os sinais mais
relevantes para o estudo do processo de inclusdo sdo os dos H3 e H5, pois estes

hidrogénios ficam orientados para o interior da cavidade (Figura 39).

_//\/_,.J A L
T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

Figura 38 — Espectro de RMN *H da RAMEB em CD;0D
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Figura 39 — Disposicdo dos H3 e H5 no interior da cavidade da CD (CALDERINE,
2006).

Em estudo realizado por Hazekamp e Verpoorte (2006) com a RAMEB e o
tetrahidrocanabinol pela técnica de NOESY (em D,0), a RAMEB apresenta dois sinais
bem caracteristicos, que podem ser claramente identificados: das posi¢Ges das metilas
Me2 e Me6, com o aparecimento desses sinais no espetro de RMN ‘H também é
possivel elucidar a formacdo do complexo. Estas metilas estdo posicionadas no interior
da cavidade maior da CD (Me2) e na parte de fora da cavidade menor da CD (Me6). A
Figura 40 disp0Ge estas posicdes.

No estudo do TMP/RAMEB foi possivel verificar a presenca das Me2 e Me6
no espectro da RAMEB, o que afirma a sua presencga quando comparado ao espectro do
complexo. Porém, ndo permite verificar a interacdo destas com o TMP, pois existem
muitos sinais préximos do TMP com os sinais destas metilas, o que impossibilita a

afirmacéo.
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H3
Me2

Me3

Figura 40 — Disposi¢cdo das metilas Me2 e Me6 e H3 e H5 (HAZEKAMP et al,
2006).
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Os espectros bidimensionais do tipo ROESY e NOESY sdo espectros *H-'H,
ou seja, apresentam 0 mesmo espectro nas duas dimensdes. Adicionalmente, por meio
dos sinais fora da diagonal, permitem identificar nucleos de hidrogénio situados a uma
distancia menor de 5 A entre si. Deste modo, caso haja picos cruzados no espectro do
complexo entre hidrogénios do farmaco e os hidrogénios do interior da cavidade da CD,
podemos concluir que o farmaco esta incluido na cavidade, propondo inclusive qual
grupamento se encontra encapsulado.

O espectro NOESY do complexo (Figura 41) mostra sinais fora da diagonal
entre picos dos hidrogénios do anel metoxi do TMP (em 6,532 ppm) e dos prétons da
cavidade, tanto H3 (préximo a borda secundaria, com abertura maior) quanto H5
(préximo & borda priméria, com abertura menor), sendo aparentemente mais
pronunciados para H3. Estas observacdes sugerem a entrada do TMP na cavidade
através de seu grupo metoxi pela borda secundéaria. Estas proposicGes serdo sujeitas a

confirmacéo por modelagem molecular com métodos computacionais semiempiricos.
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Figura 41 — Espectro RMN *H do complexo liofilizado.
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CAPITULO V

4 CONCLUSAO

Como principais conclusdes deste trabalho, destacam-se:

O método de suspenséo foi eficiente para a preparacdo do complexo de inclusdo
do TMP/RAMEB, bem como a cinética de complexacao, que ajudou na determinacgéo
do tempo necessario para a formacao do complexo.

Através dos estudos em solucdo, pelo método da solubilidade de fases, pode-se
observar um aumento significativo da solubilidade do TMP em presenca da RAMEB e
verificar que a mudanca de pH contribui ainda mais para o incremento da solubilidade.
No que concerne, ainda sobre a mudanca de pH esta tem efeito sobre os valores da
constante de estabilidade do complexo, sendo este valor menor para 0 meio &cido do
que em agua. Contudo esta diminuicdo do valor de K¢ foi acompanha pelo aumento da
solubilidade do TMP, isto resulta em uma maior eficiéncia de complexacao o que traz
um resultado positivo para o complexo formado.

A variacdo da temperatura também demonstrou mudancas nos valores de Kc,
onde em 45°C o complexo formado apresenta maior estabilidade devido aos valores de
K¢ serem mais elevados comparados com os valores referentes a temperatura ambiente.
Outra informacdo também observada € a mudanca dos perfis das isotermas de
solubilidade

A estequiometria de 1:1 do complexo foi estabelecida pela isoterma de
solubilidade (perfil A_ em tampéo acetato) e pelo método de JOB.

Diante dos resultados expostos 0 melhor meio para a formacgdo do complexo de
incluséo foi 0 em tampé&o acetato e em temperatura ambiente.

O estudo do complexo em fase soOlida permitiu concluir que houve
encapsulamento do TMP na RAMEB. Através das técnicas de andlise térmica,
observou-se um aumento da estabilidade térmica do farmaco quando complexado, este

fato evidencia de maneira indireta a formacdo do complexo. Pela analise do DRX onde
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se percebeu uma amorfizacdo do TMP quando encapsulado, como efeito do método de
isolamento.

O espectro de RMN foi conclusivo para a verificagdo da formagéo do complexo,
pois sugerem o encapsulamento do farmaco pela cavidade mais larga da CD, e a entrada

do TMP pelos grupos metoxis, sendo um encapsulamento de forma parcial.
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