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ABSTRACT
-

A STUDY OF THE MOLECULAR INCLUSION OF PHARMACEUTICAL PRODUCTS WITH CYCLODEXTRIN
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Praziquantel is a potent anthelmintic administered orally. it has a low aqueous solubility { 40 mg /
100 ml at 25 °C ), posing problems in the development of a suitable oral formulation and in the
bioavailability of these formulations. In order to solve this difficulties, the microencapsuiation with
cyclodextrin, named molecular inclusion appeared as a suitable solution as cyclodextrins are now
currently being used in laboratory and industry in the microencapsulation of pharmaceutical,
aromatic and sensitive substances to control their release and bioavailability and to extend their
shelf life.

Praziquantel ( PZ ) was found to form an inclusion complex with B-cyclodextrin, hydroxypropyl-g-
cyclodexrin and y-cyclodextrin in aqueous solution and in the solid state. Complex formation in
aqueous solution was studied using phase solubility, spectral and TH-NMR methods, while, in the
solid state differential scanning calorimetry and scanning electron microscopy were the preferred
methods.

Phase solubility diagrams of praziquantel / cyclodextrin complexes showed no deviation from
linearity, indicating the presence of one-to-one complexes between praziquantel and cyclodextrins.
Using the spectral method the formation constant for the 1:1 inclusion complexes were determined
to be 101.1M* ( B-cyclodextrin), 572.7M ( hydroxypropyl-p-cyclodextrin ) and 1.4M* ( y-
cyclodextrin).

A solid inclusion complex of PZ with B-CD, B-CDHP and y-CD was prepared using techniques of
lyophilization, kneading and co-precipitation. These solid complexes, showed improved dissolution
profiles in water compared with the free drug. Dissolution profiles of tablets with and without the drug
were also obtained using a rotating basket apparatus.

Thermal and oxidation stability of these tablets were examined using differential scanning
calorimetry. No significant differences were observed in the thermograms obtained before and after
the test, demonstrating the complex stability under thermic and oxidizing conditions.

Qualitative tests were camied out with two further drugs in order to observe their affinity to
cyciodextrin complexation. Chiorambucil, an antineoplastic agent showed good complexation
characteristics with hydroxypropyl-B-cyclodextrin while cephradine showed a better complexation
characteristic in the y-cyclodextrin cavity. These observations were made after studying the
differential scanning calorimetry thermograms.
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O praziquantel € um potente agente anti-heimintico administrado por via oral. Sua baixa
solubilidade em agua ( 40mg/100mi a 25°C )} dificuita o desenvolvimento de uma formulagio
efetiva assim como sua absorcdo pelo organismo. Como solugdo para estes problemas, ¢
microencapsulamento com ciclodextrinas (CD), também chamado de inclus&o molecular, surge
como solucdo adequada, uma vez que atuaimente as ciclodexirinas sdo utilizadas em
laboratério e na industria no microencapsulamento de produtos farmacéuticos, aromaticos e de
substancias sensiveis, a fim de controlar sua liberag8o, aumentar sua biodisponibilidade e
prolongar a vida média em prateleira.

Foi determinado que o praziquantel ( PZ ) forma complexos de inclus&o em solugdo aquosa e
em estado sélido com PB-ciclodextrina, hidroxipropil--ciclodextrina e y-ciclodextrina. A
complexac@o em solugdo foi estudada utilizando-se diagramas de solubilidade, métodos
espectrais e de ressonéncia magnética nuclear de prétons, enquanto que no estado solido, a
calorimetria diferencial de varredura e microscopia eletrdnica de varredura foram os métodos
preferidos.

Os diagramas de solubilidade dos complexos de inclusdo praziquantel / ciclodextrinas ndo
apresentaram desvios da linearidade, indicando a presenga de complexos formados na
propor¢éo droga/CD de 1:1. As constantes de formag&o destes complexos foram determinadas
utilizando-se métodos espectrais e apresentam 0s seguintes valores: 101,1 M1 (B-CD), 572,7
M-1 (B-CDHP) e 1,4 M1 (-CD).

Um complexc de inclusdo de PZ com ciclodextrinas, no estado sélido, foi preparado utilizando-
se técnicas de liofilizacdo, mistura sdlida e coprecipitagdo. Estes complexos sdlidos
demonstraram bons perfis de dissolugo em comparagdo com a droga livre. Este estudo foi
realizado comparando-se os perfis de dissolugdo de tabletes contendo a droga livre e ©
compiexo de inclusdo em um aparelho de cesta rotatdria cujo modelo encontra-se indicado na
farmacopéia americana USP XXIl.

A estabilidade térmica e a resisténcia a oxidagéo foram avaliadas analisando-se o0s
termogramas obtidos via calorimetria diferencial de vamredura antes e apés submeter os
complexos sob condi¢cdes oxidantes e térmicas severas. Nenhuma alterag@o significativa foi
observada demonstrando a estabilidade destes complexos sob condicbes oxidantes e térmicas.

Testes qualitativos com mais duas drogas foram conduzidos a fim de observar suas afinidades
a complexagio e se esta técnica € aplicavel a outras drogas. Clorambucil, um agente
antineopldsico, apresentou boas caracteristicas a complexagio com a B-CDHP enquanto a
cefradina, um antibiotico cefalosporanico, mostrou melhores caracteristicas de complexagéo na
cavidade da y-CD. Estes estudos foram realizados pela andlise dos termogramas obtidos via
calorimetria diferencial de vamredura.
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LINTRODUCAO

Praziquantel ( Figura 1.1 ) é um potente agente anti-helmintico administrado por via oral que é
atualmente utilizado no Brasil no tratamento de teniase e cistecircose. Devido sua baixa
solubilidade em agua, 40mg / 100ml a 25°C, a formulago atual (suspensdc micronizada ou

tablete ) n&o apresenta boa eficiéncia quanto a biodisponibilidade, ou seja, a taxa de absorg3o
pelo ocrganismo.®

s

Figura 1.1 Estrutura quimica do praziquantel®

A revisdo bibliogréfica sobre os principais métodos de controle da biodisponibilidade de
principios ativos indica o microencapsulamento como 0 método mais utilizado atualmente pela
industria farmacéutica. Este processo consiste no confinamento de determinado principio ativo
dentro de uma esfera ou capsula de material polimérico (tamanho de 20-150 pym ), a fim de
retardar ou controlar sua biodisponibilidade. Um tipo particular de microencapsulamento é a
inclus&o molecular, onde o material polimérico utilizado é principalmente a ciciodextrina (CD).

A propriedade mais importante de um complexo de inclus@o é que o substrato pode admitir uma
molécula hodspede no interior de sua cavidade sem formar ligagdes covalentes. As
ciclodextrinas possuem a superficie externa de sua estrutura hidrofilica ( soltveis em agua ) e,
através do microencapsulamento, o perfil de solubilidade da substancia encapsulada pode ser
melhorado. Zedlitos, grafite e clatratos formados em agua sdo classificados como compostos

inorganicos capazes de formar complexos de inclusdo, enquanto hidroquinona, éteres corba e
ciclodextrinas sdo as substancias orgénicas mais comuns.

No Brasil, esta técnica ainda é pouco conhecida e explorada ndo havendo nenhum produto
comercializado na forma de complexo de inclusdo com ciclodextrina. Apenas um trabalho

académico foi encontrado, indicando que ainda existe uma vasta gama de trabalhos a serem
exploradas nesta area.(19

Desta forma, a inclus&o molecular com ciclodextrinas foi 0 método escolhido para ser testado
em laboratorio, a fim de melhorar a biodisponibilidade do praziquantel e aumentar sua
resisténcia a oxidagdo e a degradacgéo térmica.(®
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1.1 Generalidades

O encapsulamento molecular com ciclodextrinas altera as caractéristicas fisicoquimicas de uma
droga drasticamente. Drogas virtualmente insoliveis tomam-se altamente biodisponiveis, e
substéncias quimicas sensiveis sdo estabilizadas. Estes complexos de inclusdo sfo, ao
contrario. de muitos clatratos, estaveis em solucdo aquosa. A técnica de inclusdo molecular
apresenta algumas diferencas basicas quando comparada com o microencapsulamento
convencional, as principais caracteristicas de cada técnica sio apresentadas na Tabela 1.1.1

Tabela 1.1.1 Principais caracteristicas do microencapsulamento convencional e da inclusio
molecular.(3)

Aplicacao industrial desde 1960 ‘depois de 1982
| Essénicia da tecnologia aplicagdo de uma cobertura | formacdo de um complexo de
' sélida sobre a superficie externa | inclusio cristalino baseado em
dos graos ou gotas de substrato interagbes moleculares
a serem microencapsulada | (processo quimico)
{processo fisico)

_Composiclo da capsula polimero ciclodextrina
Porcentagem de substancia 50 - 95% 4 5-25%
encapsulada

- Nimero de moléculas no

interior da cépsula 1010 5 1013 0.5 - 2,0 (geralmente 1,0)

| Sensibilidade a pressio microcapsulas contendo liquidos ndo sensiveis

L sdo frageis
Interagéo entre a parede da negligenciave! ou inexistente ciclodextrinas no estado
capsula e a molécula cristalino inibern decomposigdo
encapsulada do substrato

‘Efeito. na dissolugio do retarda/ controla a dissolugio taxa de dissolugéo e
substrato encapsulado solubilidade sdo aumentadas
Liberacaoc da substéancia por difusio, dissolugo, em meio aquoso o equilibrio de
encapsulada degradagioc enzimatica ou dissolugéo é alcangado

' quebra da parede da capsula. imediatamente
Acdo farmacocinética efeitos colaterais sdo reduzidos | absorgdo aumenta devido a
€ a absorgio pode ser retardada | dispersio no estado molecutar
Ou controlada

industrialmente os complexos de inclusdo molecular com ciclodextrinas apresentam uma larga
gama de aplicagdes que vio desde acdo estabilizante, emulsificante até a reducdo de
volatifidade e toxidez de substincias. No entanto sua principal aplicacdo estd na indastria
farmacéutica, onde s&o utilizados no aumento da biodisponibilidade de principios ativos ( Tabela
1.1.2).
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Tabela 1.1.2 Principais aplicacdes das ciclodextrinas na industria farmacéutica, @345

1. Aumento de Solubilidade prostagiandinas, esterbides, antinflamatérios
ndo esteroidais, barbitiricos, ...
2. Estabilizante Quimico
2.1 Hidrdlise prostaciclina, aspirina, atropina, ...
2.2 Oxidagao aldeidos, epinefrina, fenotiazidas, ...
2.3 Fotdlise vitaminas, ubiquinonas, ...
2.4 Desidratacio prostaglandinas, ...
3. Aumento de Biodisponibilidade aspirina, digoxina, barbituricos, ...
' 4. Reducdo de Volatilidade iodetos, naftaleno, metanol, cénfora, ...
5. Melhorar aroma/sabor prostaglandinas, alquilparabenos, ...
_. 6. Redugfo de imitagio estomacal agentes antinflamatérios nao-esteroidais, ...
7. Reduzir hemélise feriotiazidas, é&cide flufenamico, aicool
benzilico
antibioticos

1.2 Historico(2:6:26,58)

A longa historia das ciclodextrinas consta de quatro periodos . No primeiro ( de 1891 a ~ 1935 )
a estrutura e o potencial industrial das ciclodextrinas permaneceu desconhecido. A primeira
referéncia as ciclodextrinas ( CDs ) foi feita em uma publicagdo de Villiers() (1891 ) onde, a
partir de uma cultura de Bacillus amylobacter em amido, isolou-se uma pequena quantidade
de uma. substancia cristalina. Villiers chamou-a de "cellulosine” devido sua similaridade com a
molécuia de celulose.

No segundo periodo ( 1935 a ~1975 ), as estruturas das CDs foram elucidadas por
Freundenberg(® e colaboradores ( Figura 1.2.1 ). Além disso, a sua capacidade de formar
complexos de inclusdo comecgou a ser estudada , numerosos derivados foram sintetizados e
suas propriedades como modelo enzimatico passaram a ser estudadas.

O terceiro periodo foi caracterizado pela explosdo no ntmero de publicagfes e patentes,
estudos toxicoldgicos e o inicio da produgdo industrial de CDs.

O quarto periodo - que esta apenas comecando - esta sendo caracterizado pelo aparecimento
da 2" gerag@o de CDs, pela produgfio e utilizagdo industrial de complexos de inclusdo assim
como pelo inicio da sintese de CDs modificadas quimicamente, abrindo campo para novos

estudos na area de complexos de inclusio. ™
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Figura 1.2.1 Estrutura quimica das principais ciclodextrinas
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1.3. Obtengdo das ciclodextrinas(4,6,11-12,26,28 e29)

Ciclodextrinas podem ser obtidas por degradacdo enzimatica do amido, um polissacarideo
linear que consiste de unidades de glucose unidas por ligagbes a-(1-4), aranjadas em uma
hélice com curso para esquerda, contendo seis unidades de glucose por volta.

Se esta degradacio é conduzida por enzimas hidroliticas, uma longa série de oligdmeros
lineares , conhecidas como dextrinas, & obtida. Por outro lado, se o amido é degradado por um
tipo de amilase conhecido por “ciclodextringlicosiltransferase” (CGTase), como produtos
principais s&o obtidos compostos ciclicos, conhecidos como ciclodextrinas.

A CGTase tem a capacidade de desligar fragmentos da molécula de amido e ligar suas
extremidades formando uma estrutura ciclica com ligagbes a~(1-4). ( Figura 1.3.1).
Um procedimento basico para obtengdo das CDs consiste das seguintes etapas :

« cultivo de microorganismos qué produzem a enzima CGTase.

« separagdo da enzima do extrato, concentrago e purificagdo

» convers@o enzimatica do amido pré-hidrolisado & uma mistura de dextrinas ciclicas e
aciclicas.

» separagao das ciclodextrinas da mistura, purificaggo e cristalizacéo.

NOR

Figura 1.3.1-Ac¢&o reversivel da CGTase, mostrando esquematicamente a forma que compostos

lineares e ciclicos s&@o interconvertidos via reagdes internas transglicosidicas. Os grupos R
representam sequéncias de amiloses.(26)
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Certamente existem muitos organismos que produzem giicosiltransferases, mas somente as
enzimas do Bacillus macerans, Bacillus megaterium ( um bacilo alcalino ), Kribsiella
pneumoniase e Bacillus stereothermofilus foram examinados com mais detathes.

Estas enzimas nunca desligam fragmentos especificos da estrutura do amido, portanto, obtem-
se CDs contendo de 6 a 12 unidades de glicose. Sundararajan e Rao® demonstraram por
célculos de energia conformacional, que CDs com menos de 6 unidades de glicose por anel ndo
podem ser formadas por razbes estéricas, enquanto Pulley e French® apresentaram CDs com
mais de 9 unidades ( 8, ¢, ¢ e n-CD ), embora estes compostos ainda nfo tenham sido
caracterizados satisfatoriamente devido a sua grande solubilidade em dgua e fraca habilidade
em formar complexos de inclusdo. Estudos mais recentes mostram que os anéis destas CDs
devem ser altamente flexiveis. Aumentando-se o didmetro da cavidade apolar, esta pode
acomodar um nimero crescente de moléculas de agua que em solugdo aquosa, apresentarédo
uma menor diferenga energética das moléculas de dgua do solvente. Como consequéncia, a
formagéo de complexos resuita em um ganho de energia e as moléculas de agua deslizam
faciimente para fora da cavidade, sendo um processo entropicamente dirigido onde moléculas
de agua com menor entropia saem da cavidade para um estado de maior entropia.

Na sintese enzimatica de CDs a frag&o principal contém «, B e v-CDs ( com 6, 7 e 8 unidades de
glucose, respectivamente ), e a propor¢io de cada uma depende da enzima utilizada e pode ser
influénciada pela adigBo de compostos organicos .

Atualmente a CGTase mais utilizada industriaimente é a obtida do Bacillus macerans n° 38-2
pois & ativa até 80°C e na faixa de pH de 6 & 10. Nestas condigdes, ndo se observa degradacio
por microrgénismos e 80% do amido é convertido em B-CD com pequena producdo de outras
CDs, com a vantagem da ndo adigio de compostos organicos ( geralmente téxicos 3

1.4 Propriedades fisicas e quimicas

1.4.1 Estrutura quimica(6,14,15.24)

Como consequéncia da conformacéo do C, das unidades de glicopiranose, todos os grupos
hidroxilas secundarios estdo situados em uma das bordas da estrutura toroidal do anel das
CDs, enquanto as hidroxilas primarias estdo situadas na outra extremidade. A cavidade da CD
¢ circundada por atomos de hidrogénio e os atomos de oxigénio das pontes glicosidicas. (Figura
14.1).
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Cavidade Hidrofébica
( oxigénios das pontes glicosidicas,
alta densidade eletrdnica )

Extremidade
das hidroxilas
secundirias

79 A

Extemidade
. das hidroxilas
primarias

Figura 1.4.1 Estrutura toroidal da a-ciclodextrina, mostrando a posigio dos grupos intemos a
cavidade.3

O par de elétrons livre do oxigénio das ligagdes glicosidicas esta direcionado para o interior da
cavidade produzindo uma aita densidade eletronica e um caracter de base de Lewis.

Os grupos C,-OH formam pontes de hidrogénio com os grupos Cs-OH das unidades de
glucopiranose adjacentes, formando um ‘“cinturdo” secunddric de pontes de hidrogénio,
gerando uma estrutura rigida. Esta é, provavelmente, a melhor explicagdo para a baixa
solubilidade da B-CD, pois este "cinturdo eletronico” é incompleto na molécula de o-CD,
formando apenas 4 das 6 pontes de hidrogénio possiveis, distanciando as unidades de
giucopiranose e tomando-a mais solUvel. No caso da y-CD, sua estrutura ndo-coplanar mais
fiexivel aumenta ainda mais sua solubilidade.

As constantes de equilibrio hidrogénio-deutéric na hidroxila secundaria ( 0,65 , 0,75 e 0,85 para
B, a, e -CD respectivamente ), indicam a maior forga do sistema de pontes de hidrogénio na p-
CD. De acordo com mapas de energia de conformag&o, a formacdo de pontes de hidrogénio
entre as hidroxilas de C, e C; resulta em um abaixamento de energia da ordem de 83,72 kJ/mol
para a o-CD e de 125,58 ki/mol para p-CD.

Quando.as CDs est@o envolvidas em complexos de inclusdo, sua estrutura pode ser
considerada como sendo um cone ao invés de um cilindro. A rotagdo livie das hidroxilas
primarias diminui o didmetro intemo da cavidade no lado onde a complexag&o ocorre.

A conformacdo das CDs em solugdo é quase idéntica & conformagdo no estado cristalino.
Estudos espectroscopicos de RMN e IR ( H,0 e DMSO ) mostraram que as unidades de
glucopiranose estdo na conformagdo C1. Isto indica que as hidroxilas primarias e secundarias
apresentam conformagdes similares, em solugdo ou em estado sélido.
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As principais caracteristicas fisicoquimicas das CDs estfo listadas na Tabela 1.4.1.

Tabela 1.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas das ciclodextrinas.(®)

ridades de glu 6 8
peso molecular ( g/mol ) 972 ) 1135 1297
solubilidade em agua 14,5 . 1,85 233

_(@100mb :
rotag3o otica ( 25°C ) 150,040,5 162,510,5 177,410,5
diametro da cavidade (angs.) 47-53 8.0-85 7.5-8,3
altura do tordide ( angs.) 7.9:0,1 7,9:0,1 7,98:0,1
-~ volume da cavidade/moi de 174 262 472
CD (angs3):
forma cnstalsna em agua hexagonal monoparalelograma prismas
quadrados
pK v:a petenc;emetna (25°C) 12,3312 12,2020 12,0810
.volume mmolar parcial em 611.4 703,8 8012
solugdo ( mi/mol )
compress;mhdade adiabatica 7.2 04 -5
em dgua (miimol bar 109
constante de difuséo g 40°C 3,443 3,224 3.000

1.4.2 Estrutura Cristalina(.6:19,22,31-33)

Micrografias das ciclodextrinas, ( cristais muito finos ) obtidas por microscopia eletronica de
transmiss&c (aumento de 1,5 mithdes ), mostram uma estrutura linear com peridiocidade de 14,5

A. Com aumento de 2,0 mihSes, unidades estruturais que correspondem aos anéis de
clclodextnnas podem ser observadas.

O pacote‘ de moléculas de CDs que formam a estrutura cristalina pode se arranjar de duas
maneiras. Uma delas & a chamada "canal” onde as moléculas estdo empilhadas uma sobre as
outras formando um canal. O outro tipo de organizagéo é chamado de "pris&o” onde a cavidade
de uma molécula de CD é bloqueada em ambos os lados por moléculas de CD adjacentes,
produzindo uma estrutura tipo zig-zag e outra na forma de tijolos.

As ca'vidades das CDs cristalizadas em agua néo estio vazias, mas preenchidas por moiéculas
de agua, assim como sua vizinhanga. Dependendo das condagées a mesma CD' pode cristalizar
em diferentes formas, assim a a-CD possui trés formas cristalinas contendo 6, 6 e 7,5 moléculas
de 4gua dentro de sua cavidade, todas na forma zig-zag, enquanto a B-CD apresenta trés
formas ,a B-CD.12H,0, -CD.11H,0 e a B-CD. 13,3H,0.

Na a-CD. 6H,O somente duas moléculas de agua estdo localizadas dentro da cavidade,

enquanto as outras quatro estdo no seu exterior. As duas moléculas do interior ndo estdo
posicionadas no eixo toroidal, mas deslocados de 0,6A.( Figura 1.4.2).
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Figura 14.2 Estrutura cristalina da o-ciclodextrina hexahidratada. Somente duas moléculas de
&gua estdo sendo mostradas. As linhas tracejadas representam pontes de hidrogénio enquanto
o asterisco mostra o centro da cavidade (6. 31)

No caso da B-CD as diferencas estruturais entre as duas formas estdo principaimente na
mstnbulgéo desordenada. das moléculas de agua dentro da cavidade, além de pequenas
variagbes nos parémetros da rede cristalina. O undecahidrato é convertido no dodecahidrato
por repouso durante aigumas semanas.

Na B—CD ‘i‘tHzo as 11 molécuias de agua estéo distribuidas em 16 9oszgoes oitc na cavidade
(6,12 moléculas de agua ) e oito nos intersticios ( 4,88 moléculas de agua ). As moléculas
situadas no interior da cavidade formam somente duas pontes de hidrogénio com a CD. Suas
posicbes. ‘estdo mais ordenadas ou fixas do que as moléculas do exterior, isto deve-se
provavelmente ao carater hidrofobico da cavidade.

Na B*CD 12H,0 a cavidade é ocupada por 6,5 moléculas de agua, distribuidas por oito posicbes
e as outras 5,5 molécuias estdo localizadas nos intersticios da estrutura cristalina.

A B-CD hidratada possui duas formas cristalinas, uma delas apresenta um pico endotérmico fino
nas curvas de DSC e DTA em -46°C, enquanto a outra forma exibe picos entre -70 e -60°C,
correspondentes a transicSes entre estruturas cristalinas.

Ciclodextrinas ndo possuem faixa de ponto de fusdo definido, sofrendo decomposngéo acima de
200 °C. As propriedades termoanaliticas dependem da quantidade de agua, estrutura cristalina,
taxa de aquecimento e composi¢iio atmosférica. Termogramas ( DTA ) obtidos da a e y-CD
anidras mostram picos exotérmicos & 167 °C e 152°C respectivamente, enquanto a B-CD anidra
ndo apresenta picos nesta faixa. Pequenos picos endotérmicos em 230 e 225°C sdo
observados para o e B-CDs anidras, respectivamente. No caso das moléculas hidratadas, os
termogramas apresentam largos picos endotérmicos representando a perda de moléculas de
agua.
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Os complexos de inclusio com CDs s&o formados pela substituiciio destas moléculas de agua
por outros compostos apropriados. Esta eliminagdo de agua da estrutura cristalina decresce as
reflecgbes de sua molécula sob Raio-X até um limite onde uma estrutura amorfa & obtida.

1.4.3 Propriedades em solug&0o(6,18)

A solubilidade em &gua das CDs ilustra suas propriedades andémalas em solu¢do. Enquanto a
solubilidade da B-ciclodextrina (B-CD) € de somente 1,859 /100 mi de 4gua a 25°C; ada a e y-
ciclodextrinas e da hidroxipropil-B-ciclodextrina (B-CDHP)(8. 59 s30 muito maiores ( 14,5 , 23,2
e 50,09/ 100mi de agua respectivamente, determinadas por refratometria ). A variagdo da
solubilidade com a temperatura é descrita pelas equagdes abaixo, cujos pardmetros foram
determinados pelo método dos minimos quadrados utilizando dados de Mollica e Connors(9.

~a~CD
C=(112,71+£0,45) (3530 £31)( 1/ T - 1/298)
8-CD
C=(18,3236 £ 0,099 ) (14137 £ 31 }(1/ T - 1/288)
yv-CD

C=(219,4 + 9,8 ) g 3187 £320 )( 1/ T-1/208)

onde C & a concentragiio da CD em mg/ml e T a temperatura em Kelvin

Quando comparados com outros sacarideos aciclicos, a baixa solubilidade das CDs é explicada
pela entaipia de solugio ( AH® ) relativamente desfavoravel, parcialmente "encoberta” pela
favoravel entropia de solugdo ( AS® ). Quanto as CDs, as diferentes solubilidades podem ser
atribuidas a diferengas nas propriedades termodindmicas, enquanto o e y-CDs possuem
solubilidades préximas, a solubilidade da B-CD é bem menor em consequéncia do maior valor
do AH® e do menor valor do AS®, condigdes estas desfavoraveis & solubilizagao ( Tabela 1.4.3).

Tabela 1.4.3 Parametros termodinamicos das ciclodextrinas®3)

AH® ( Kcal / mol ) “7.67 831 7.73
AS°{eu.) 13,8 11,7 14,7
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1.4.4 Reatividade Quimica(6.27)

As ciciodextrinas nao possuem grupos terminais reativos, portanto ndo sofrem atague de
agentes. redutores. A oxidagdo com periodato ndo forma formaldeido ou &cido formico,
confirmando a auséncia de grupos terminais reativos.

Sob irradiagdio gamma, a B e a y-CD no estado cristalino sofrem quebra, principaimente na
ponte " 1,4-glicosidica, formande maltohexoses, malonodialdeido e &cido glucdnico como
produtos principais, além de didxido e monéxido de carbono e gas hidrogénio. O aumento de
teor de agua diminui a degadagéo por radiago das CDs até o limite de, em solugbes diluidas, a
degradacéo ocorrer por mecénismo de hidrolise acida.

A hidrlise é&cida parcial das CDs fornece moléculas de glucose e maltossacarideos aciclicos.
Esta série se extende até o oligossacarideos que contém o mesmo nimero de unidades de
glucose que as CDs originais. A hidrolise acida das pontes glicosidicas na p-CD tem energia de
ativagio de 34,2 kcal/mol ( 143,16 kd/mol ) & 40-100°C com acido cloridrico 0,01-1,00M. O valor
para a dextrina linear correspondente é de 30,5 kcal/mol (127,67 kJ/mol ).

As ci:_c_l_q;je_xt_ﬁnas podem ser quimicamente modificadas, as principais derivatizagbes estdo
descritas abaixo.

. | ::_su_bstituigéo de um ou mais atornos de hidrogénio das hidroxilas primarias e secundarias
originando, éteres e glicosil-ciclodextrinas.

« substituicdo de um ou mais hidroxilas primarias e secundarias formando deoxi-
compostos , halogéno-compostos, aminas, ...

» ~ oxidag&o do dlcool C5-CH,OH formando um acido carboxilico (C5-COOH )

* quebra de uma ou mais ligagdes C,-C, utilizando oxidagdo com periodato , conduzindo
& dialdeidos , ou, apos reducdo, a éteres-corda.

A literatura sobre a sintese de derivados de ciclodextrinas é bastante extensa. Dentre os
derivados mais importantes citados estdio os derivados alquilados ( metil, etil, hidroxipropil),
acetilados ( acetil, benzoil, glutaril ), nitrogenados ( amino, alquilamino, imidazois ),
halogenados ( bromo, 6-deoxi-B-cloro ) e derivados sulfurados ( deoxi-mercaptanas ), dentre
outros. Existe também a possibilidade da formagao de polimeros de CDs pela ligagdo covalente
entre duas ou mais moléculas . Estes polimeros séo preparados pela ligagéo cruzada de anéis

de CD contendo substituintes bifuncionais ou pela ligagdo das CDs a outros polimeros.
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1.5 Criterios de pureza para ciclodextrinas industriais(11)

As CDs sao fabricadas industrialmente para servir principalmente a industria farmacéutica e
alimenticia, portanto, os critérios de pureza sio bastante estreitos.

Existem varios métodos analiticos que determinam a presenca de umidade, solventes organicos
e impurezas como dextrinas aciclicas e outras ciclodextrinas. Um critério de pureza € o indice
de refrac&o de uma solugdio aquosa saturada ( n?, = 1,33506 para solugdo de B-CD ). Uma
soluc@io 1% deve ser transparente, sem cor e o pH deve estar préximo ao valor neutro .

Outro aspecto importante é a pureza microbioldgica, a contagem de germes deve estar abaixo
de 1000/g, fungos e esporos menor que 100/g e microorganismos patogénicos néo devem estar
presentes.

Algu'm_a_s especificagbes importantes citadas na literatura sdo apresentadas na Tabela 1.5.1,
onde N.e A sdo os codigos sob os quais as ciclodextrinas sdo comercializadas.

paren cristalina cristalina
umidade (%) 10-12 - 3-5
ciclodextrina (%) >897 45-50
odor nephum nenhum
docura* leve leve
cinzas (%) 0,15 <0,15
metais pesados isenta isenta

* determinado utilizando sacarose como controle a 25°C
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes e Materiais

O praziquantel ( PZ ) foi adiquiido da Sigma Chemical Company Ltd-UK, enquanto a B-
ciclodextrina  (B-CD), y-ciclodextrina (y-CD) e a hidroxipropil-p-ciclodextrina (B-CDHP) foram
fornecidas pela Wacker-Chemie GmbH-Alemanha e foram utilizadas como recebidas. Todos os
outros reagentes e solventes foram adquiridos em grau analitico. Agua bidestilada foi utilizada
durante todos os experimentos.

2.2 Preparagéo de complexos no estado solido (6.21,.23.25)

Néo existe uma técnica padrio para a obtengio de complexos de inclusdo com ciclodextrinas,
portanto, para cada substncia em questio um método particular, que se adapte ao tipo de
estrutura:- molecular, deve ser desenvolvido. Segundo a literatura os métodos mais comuns para
a obteng&o destes complexos sdo : liofilizagio, mistura sélida ou "kneading” e a coprecipitacao.
Estes métodos foram testados em laboratério.

s Liofilizagio

Os complexos de inclusdo foram preparados pela mistura de quantidades apropriadas de
ciclodextrinas e de PZ em agua. Estas quantidades foram calculadas a partir da curvas
ascendentes dos diagramas de solubilidade. Por exemplo, 14,6g de B-CDHP foram dissolvidos
em 100m! de agua, apés a adicdo de 1,4g de PZ, esta suspensao foi agitada a 25,0 + 0,5°C
durante 96 horas quando o equilibrio foi alcangado. A solucdo obtida foi entdo liofilizada,
isolando-se um sélido que foi conservado em dessecador a vécuo e analisado, a fim de
confimar a presencga de um complexo de inclusdo verdadeiro.

A liofilizac&o foi conduzida utilizando-se um aparelho de secagem por sublimagdo a baixa
temperatura, MODULYO FREEZE DRYER, sob 105 atm de press&o e a -40°C.

» Mistura sdlida ( Kneading )

A uma mistura pastosa contendo B-CDHP, preparada pela adi¢do de 4,0g de B-CDHP em 3ml
de agua, foram adicionados 390mg de PZ. Esta mistura foi tranferida para um aimofariz e
mascerada durante 20 minutos. Ao final deste periodo, alcool isopropilico a 1°C foi adicionado,
sob agitag&o, e a suspensdo obtida foi filtrada em funil de Buchner, utilizando alcool isopropilico
( 1°C ) para lavagem. O sélido obtido foi entdo seco em estufa a vacuo ( 50°C ) durante 12
horas, conduzindo, desta forma, a um solido que foi entdo analisado.
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+ Coprecipitagéo

A uma solucgao contendo 4,0g de B-CDHP em 10ml de dgua foram adicionados 390mg de PZ
dissolvidos em diclorometano. Esta mistura foi entso agitada durante 12 horas a 25,0 + 0,5°C.
A suspens&o obtida foi refrigerada a 2°C durante 12 horas em repouso, obtendo-se duas fases
e entdo filtrada em funil de Biichner, utilizando alcool isopropilico { 1°C ) para lavagem. O sélido
obtido foi seco em estufa a vacuo a 50°C durante 24 horas, conduzindo ao complexo de
tnclusao

A quant;dade maxima de PZ dissolvida nos complexos preparados pelos métodos acima foi
determinada pela agltat;ao de uma quantidade em excesso do complexo em 10ml de agua &
250 +0,5°C. As suspensdes obtidas foram filtradas em filtros MILLIPORE ( O ,45um ) e a
quantrdade de droga dissolvida foi determinada utilizando-se um espectrofotdmetro UV/Visivel
UViKON ‘930 e cubetas com 1cm de extensdo a uma temperatura de 25 + 0,5°C.

2.3 Estudos de Solubilidade

Os éiagramas de solubiiidade sfo essenciais para obtengio de informagBes sobre a presenca
de complexos de inclusdo verdadeiros, proporgdo substrato / droga, assim como dados
termcdznémlcos de estabihdade

Medadas de solubilidade foram conduzidas de acordo com o método de Higuchi e Connors®4.
Excesso de PZ foi  adicionado em solugbes contendo diferentes concentragbes de
ciclodextrinas, a suspensﬁe obtida foi entdo agitada a 25,0 + 0,5°C até que o equilibrio fosse
alcangado { aproximadamente 4.dias ).

Ai;quotas de 1,0ml foram retiradas, diluidas e analisadas a 271nm, utilizando um
espectrofotdmetro UV/Visivel. Como branco, uma soluggio contendo ciclodextrina foi utilizada,
uma vez que as ciclodextrinas ndo apresentam absorg@o neste comprimento de onda,
enquanto a adicdio de quantidades crescentes de CD a uma solugdo de PZ causa um
pequemo aumento na absorbancia da solugo, como pode ser observado na Tabela 2.3.1.
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Tabela 2.3.1 Absorbéncia de uma solugdo de concentragiio 6,624x10-'M em praziquantel,
utilizando etanol 60% como solvente, com adigao de quantidades crescentes de B-ciclodextrina.

267 0,2053 0,2125 0,2113 0,2224
268 0,1901 G,1963 0,1967 0,2068
269 0.1835 0,1858 0,1801 0,2006
270 0,2006 0,2071 0,2076 0,2169
271 0,2255 0,2326 0.2318 0,2413
272 0,2046 0,2125 0,.2108 0.2202
273 0.1444 0.1512 0,1502 0,1598
274 0,0813 0,0881 0,0976 0,1072
275 0,0587 0,0637 0,0649 0,0745

Os dados acima, obtidos em laboratorio, confirmam um pequeno aumento de absorbancia de
uma solug¢do contendo PZ pela adigio de quantidades crescentes de CD.

2.4 Estudos de Dissolugdo em Meio Aquoso

Os estudos de dissolug@o de tabletes contendo os complexos de inclusdo sdo indispensaveis
para assegurar uma eficiente biodisponibilidade da droga.

Tabletes de 600mg ( faces retas 13mm de didmetro ) foram obtidos por compresséo direta de
determinada quantidade do complexo submetida & 1000Kgficm? de pressdo durante 15
segundos em uma prensa hidraulica da marca SHIMADZU. Celulose microcristalina (MCC),
amido e estearato de magnésio foram utilizados como aditivos. A composigio destes tabletes é
mostrada na Tabela 2.4.1.

Tabela 2.4.1 Composi¢do dos tabletes utilizados nos testes de dissolugéo.

PZ — 101,00

PZ/8-CDHP 507,00 —
MCC 61,52 69,12
amido 39,41 42,05

estearato de 10,73 14,83

magnésio
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O perfil de dissolug8o de tabletes contendo o complexo de inclusdo 8-CDHP/PZ e a droga livre
foi obtido utilizando-se um equipamento de dissolug3o tipo USP operado a 37,0 + 0,5°C. O

solvente utilizado foi agua bidestilada ( 1000ml ) e a velocidade de rotagio foi de 100rpm
(Figura 2.4.1). '

Aliquotas de 5mi de solugdo foram retiradas em intervalos apropriados, passando-as através
de um filtro, e o volume retirado foi imediatamente reposto com &gua destilada. As amostras

foram analisadas para PZ, utilizando um espectrofotémetro UVIKON-930 e comprimento de
onda de 271nm.

S~

velocidade ( 25-150 + 4% rpm )

haste { 6-10,5 mm de didmetro )

_ ?—‘ centralizado ( + 2 mm em todos os pontos )

excentricidade ( sem variagbes significativas )

ponto de amostragem

e 41

o

/- frasco ( cilindrico com fundo esférico )

®

/

Figura 2.4.1 Representagio esquematica do equipamento utilizado nos estudos de dissolugio
pelo método USP(2),

recipiente de dissolugio

posi¢ao do recipiente { 2,5 + 0,2 cm )
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2.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Protons { RMN-H' )

A Ressonéncia Magnética Nuclear de Prétons foi utilizada como técnica auxiliar na confirmacéo
da complexacio em solugdo, através da analise do deslocamento dos sinais referentes aos
prétons das ciclodextrinas.

Espectros de ressonéncia magnética nuclear de protons foram obtidos em um espectrémetro
JEOL-EX 270 ( FT-NMR System ) a 30 + 1°C. Referéncia intema nao foi utilizada, uma vez que
a possibilidade de complexagdo com a ciclodextrina ndo pode ser descartada. Um padrio
externo ( fosfato de sédio tribasico ) dissolvide em agua deuterada foi entdo utilizado. Todas as
amostras foram dissolvidas em agua deuterada.

2.6 Calorimetria Diferencial de Varredura ( DSC )

No caso do complexo no estado solido, a calorimetria diferencial de varredura e a microscopia
eletronica de varredura { SEM ) foram as técnicas utilizadas na confirmac3o da presenca de um
complexo de inclusdo verdadeiro.

Andlises térmicas das amostras sélidas, aproximadamente 3mg, foram realizadas em um
aparelho de calorimetria diferencial de varredura SEIKO DSC 220C, calibrado com indio & com
velocidade de varredura de 10°C / minuto na faixa de 30 a 280°C.

Vale a pena ressaltar que, segundo Szjetli®®, as ciclodextrinas no apresentam ponto de fusio
definidos, mas acima de 200°C comegam a se decompor. As propriedades termoanaliticas
observadas dependem do teor de &gua, da esfrutura cristalina, taxa de aquecimento e da
composicdo atmosférica.

2.7 Microscopia Eletronica de Varredura {SEM)

A morfologia das ciclodextrinas e dos complexos de inclusdo foi estudada através da técnica de
microscopia eletrbnica de varredura ( SEM ), apés metalizacdo das amostras com ouro sob alto
vacuo ( 1,3-13 mPa ), utilizando um pulverizador catédico EMSCOPE SC 500. Micrografias das
amostras foram obtidas utilizando um microscépio eletrénico de varredura CAMBRIDGE-
SEMS0.

2.8 Ensaios de Estabilidade.

Ensaios de estabilidade térmica dos complexos obtidos foram realizados via andlise de
termogramas conduzidos durante 5,6 horas na faixa de 30-200°C. A estabilidade dos
- complexos, sob condigbes oxidantes, foi avaliada apds dissolugdo em solugdio aquosa de
peroxido de hidrogénic 6%p/v e submetendo-os a luz natural durante 48 horas. Em seguida,
esta solucdo foi liofilizada e os termogramas obtidos analisados.
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3. RESULTADOS EXPERIMENTAIS
3.1 Estudos de Solubilidade

A quantidade de droga obtida apés reconstituigdo do complexo B-CDHP/PZ em &gua esta
sumarizada na Tabela 3.1.1

Tabela 3.3.1 Concentragdo de praziquantel, apds reconstituico em &agua de trés lotes de

complexo preparados com B-CDHP pelos métodos de kneading, liofilizagdo e coprecipitagdo,
em agua a temperatura ambiente.

kneading 16,5

coprecipitagio 36,5

43,0
liofilizacdo 43.0
43,1

Adicionando-se excesso de PZ a solugles contendo ciclodextrinas, diagramas de solubilidade
foram obtidos graficando-se a concentragsio de ciclodextrina versus a concentragao da droga
encontrada em solugfio ( Figura 3.1.1 ).

12

hidroxipropil
L -beta-CD
Solubilidade da
droga livre

T gamma-CD -
0

Concentragéo de PZ ( mmol/l )
o

beta-CD

0 2,5 3,5 3,86
Concentracao de ciclodextrina ( mmol/i ) '
Figura 3.1.1 Solubilidade do praziquantel em fungdo da concentragBo de p-ciclodextrina,

hidroxipropil-B-ciclodextrina e y-ciclodextrina a 25°C ( todos os pontos sdo a média de trés
determinagoes ).
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A curvas .apresentadas acima s8o os resultados mais importantes obtidos em iaboratério,
indicando 0 aumento de solubilidade do praziquantel pela adigdo de quantidades crescentes de

ciclodextrinas. Alem disso, as diferentes inclinagbes das curvas obtidas, indicam as diferentes
afimdades da droga pelas CDs.

Tabletes 'distintos contendo a droga livre e o complexos de inclusdo PZ/CD foram dissolvidos

em &agua e os valores da cencentragao de droga versus o tempo de dissolugdo foram
graficados. Estes resultados sdo apresentados na Figura 3.1.2.

S F S, droga complexada
/‘—;D—_L )
:'"5 0-!75 e e s . s e e e e et .
E
N 05— /
s
g 0,25 - /H e e : S —
O _ / droga livre
¢ . .
0 10 20 50 80 130 200

Tempo { min )

Figura 3.1.2 Perfis de dissolugio de tabletes contendo o complexo de inclusfo PZ/B-CDHP e a

droga livre, em agua a 37,0 £ 0,5°C, foram obtidos via método USP ( todos os pontos s&o a
média de trés determinagbes ).

Os estudos de dissolugfio mostraram que o perfil de dissolugdo da droga foi alterado, ou seja, o

tablete contendo o complexo de inclusjo libera a droga em solugdo mais rapidamente que ©
tablete com a droga livre.
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3.2 Identificagdo dos Complexos via Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN-H1)

A Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons foi utilizada como técnica auxiliar na confirmagao
da complexag¢io em solugdo. Espectros de ressonéncia magnética nuclear de protons foram
obtidos em um espectrometro JEOL-EX 270 ( FT-NMR System ) a 30 + 1°C.

4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5

Figura 3.2.1 Espectro de RMN H' ( 270 MHz ) da p-ciclodextrina ( inferior } e do complexo de
inclus@o com praziquantel ( superior ), em D,O a 30 £ 1°C.

A andlise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Protens acima indica o

deslocamento dos sinais referentes aos protdéns do interior da cavidade ( triplete 5=3,9563 e
muitiplete em 6=3,8366 ) para campos mais altos .
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Figura 3.2.2 Espectro de RMN-H! ( 270 MHz ) da hidroxipropil-B-ciclodextrina (A) e do
compiexo de incius@o com praziquantel contendo quantidades crescentes de droga (B, Ce D),
D,0 a 30+ 1°C.

Os espectros acima s&o de dificil andlise uma vez que apresentam baixa resolugio, mas ainda
assim é possivel observarmos o deslocamento para campos mais altos do sinal referente ao

proton H6 ( 6=3,8623 ), assim como o aparecimento de um sinal em §=3,8110 referente ao
proton H-3.
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5.0 4.5 4.0 : 3.5

Figura 3.2.3 Espectro de RMN-H' ( 270 MHz ) da y-ciclodextrina (A) e do complexo de inclus&o
com praziquantel contendo quantidades crescentes de droga (Be C)em D,0 a 30 £ 1°C.

Os espectros obtidos para a y-CD e dos complexos de incluso com PZ ndo indicam
deslocamentos significativos dos sinais.
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3.3 Caracterizacéo dos Complexos via Calorimetria Diferencial de Varredura ( DSC )

Andlises termicas das amostras sélidas obtidas via liofiliza¢8o, aproximadamente 3mg, foram
realizadas em um apareiho de calorimetria diferencial de varredura SEIKO DSC 220C, a fim de
auxiliar na confirmac&o da presenca de um complexo de inclusdo verdadeiro.

Fluxo
de
Calor
(mW) q ——
186 & C
i7.17 min
~-5.68 m¥
\-\H
i1g3. 1 C
16§.27 min
. -11.87 oY
14y .1 C
12.58 min
l =-13.35 ¥
80 132.5 185 237 5§ 280

TEMP C (Heating)

Figura 3.3.1 Termogramas do praziquantel ( superior ), B-ciclodextrina ( intermediario ) e do
complexo de inclus&o ( inferior ), obtidos via calorimetria diferencial de varredura.
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Fiuxo
de

Calor
{mwW)

18.35 min 2118 ¢C
-8.28 m¥ 12.98 min
-8 .66 my
1411 C
12.58 min
~13.35 nw

E] . L

80 t 182.5 237 .5 ' 290

185
TEMP C (Heating)

Figura 3.3.2 Termogramas do praziquantel ( superior ), y-ciclodextrina ( intermediario ) e do
complexo de inclusdo ( inferior ), obtidos via calorimetria diferencial de varredura.
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———
Fluxo | W
Calor
(mW)

189.2 .C
8.100 min

| -4.81 my

210.1 C
11.52 min
~8.72 m¥

|

1411 ¢
12.58 nmin
-13.35 m¥

A 1 i

80 132.5 237 .5 280

. 185
TEMP C (Heating)
Figura 3.3.3 Termogramas do praziquantel ( superior ), hidroxipropil-B-ciclodextrina

(intermediario ) e do complexo de inclusdo ( inferior ), obtidos via calorimetria diferencial de
varredura.

A analise destes termogramas indica o desaparecimento dos picos endotérmicos referentes a
droga livre nos supostos complexos de inclusio.
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Uma mistura fisica entre o praziquantel e a B-ciclodextrina foi obtida a fim de comparar seu
termograma com © do complexo de inclusio.

Fluxo T
de
Calor
{(nw)
183.1 C
11.26 min
133.4 C -797
7.98 min 878 u¥
, -B164 uw
80 120 240

160
TEMP C (Heating)

Figura 3.3.4 Termograma da mistura fisica praziquantel / B-ciclodextrina, obtido via calorimetria
diferencial de varredura.

O termograma da mistura fisica droga / CD indica a presenga dos picos; endotérmicos
referentes a droga e a CD livres.

O termograma do PZ e da B-CD livres, apés o processo de liofilizagsio, foram obtidos a fim de
observarmos alteragdes nas estruturas cristalinas.
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Fluxc )
de '
Calor T ——
(mw) W )
141.1. ¢
12.58 nin
-13.35 n¥
80 ’ 132.5 237.5 290

185
TE¥P C (Heating)

Figura 3.3.5 Termograma do praziquantel apds liofilizago, obtido via calorimetria diferencial de
varredura.
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Fluxo
de i .
Calor .
(mwW)
186.5 C
17.17 min
~5678 u¥
80 122.5 207 .5 250

165 '
TEMP C (Heating)

Figura 3.3.6 Termograma da B-ciclodextrina apés liofilizacdo, obtido via calorimetria diferencial
de varredura,

Os termogramas do PZ e da CD livres, ap6s processo de liofiliza¢do, indicam a presenga dos
picos endotémmicos referentes ac PZ e a CD cristalinas, no indicando sinais de amorfiza¢dio
das amostras.
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3.4 Estudos de Estabilidade Térmica e Oxidativa dos Complexos de Inclusdo

Estudos de estabilidade térmica e oxidativa do compiexo no estado sélido foram conduzidos
submetendo-se as amostras a um programa crescente de temperatura, de 30 a 200°C, com
velocidade de varredura de 0,5°C/min, comespondendo a um tempo total de varredura de 56
horas. Os termogramas obtidos estdo apresentados a seguir.

Fiuxc
de
Calor
(mW)
160.0 C
151.2 min
-1287 uw )
80 110 170 ) 200

. 140 .
TEMP C  (Heating)

Figura 3.4.1 Termograma do complexo de incluSéo B-CD/PZ, obtido via calorimetria diferencial
de varredura ( tempo de varredura de 5,6 horas ).
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Fiuxo .
de ‘J\\”V“M
Calor T
{mw) \‘VW’HWW
' My "
178.8 C
176.8 min
~-880.5 uw
80 110 140 170 | 200

TEMP C ({Heating)

Figura 3.4.2 Termograma do complexo de inclusdo B-CDHP/PZ, obtido via calorimetria
diferencial de varredura ( tempo de varredura de 5,6 horas ).
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Fluxo |

de . -
Calor

(1)

182 .3 C
21.1 nin
v =849 .0 uv

1

80 122 .5 207 .5 250

165
TEMP C (Heating)

Figura 3.4.3 Termograma do complexo de inclusdo y-CD/PZ obtido via calorimetria diferencial
de varredura ( tempo de varredura de 5,6 horas ).

A analise dos termogramas dos complexos CD/droga submetidos a um programa de
temperatura ndo evidenciou sinais de decomposicdo térmica das amostras, indicando a
estabilidade térmica dos mesmos. '
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Um teste de resisténcia & oxidagio foi realizado com o complexo de inclusdo da B-CDHP/PZ
sendo submetido a cendlgées oxidantes. Utilizou-se perbxido de hidrogénio 6% p/v, durante um
periodo‘de 48 horas e, simultanea exposigdo a luz. O termograma do solido obtido apés
%loﬁhzagéo esta apresentado aba:xo

I'B'éf.: 2 ¢

8.100 min

b ) ’ -(_81[_}'_ u¥ .

80 .. 1225 . . 1B5 o - 207.5 250
o O TERPE G (Heat ing)

Figura 3.4.4 Termograma do complexo de incluso da B-CDHP/PZ obtido -apos teste de
resisténcia a oxidagéo, obtido via calorimetria diferencial de varredura.

A andlise do termograma do complexo de inclusdo droga / CD submetido a condigdes
oxidantes n&o indicou alteragbes significativas.
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3.5 Estudos Morfologicos via Microscopia Eletrdnica de Varredura ( SEM )

A morfologia das ciclodextrinas e dos complexos de inclus&o foi estudada através da técnica de
microscopia eletrénica de varredura ( SEM ). Além disso, esta técnica auxiliou na confirmacéo
da inclusdo no estado sélido.

Figura 3.5.1 Micrografia
eletrénica de varredura da
B-CD, aumento de 500
Vezes.

Figura 3.5.2 Micrografia
eletrénica de varredura do
praziquantel, aumento de
500 vezes.

Figura 3.5.3 Micrografia
eletrénica de varredura do
. complexo de inclusdo pB-
ciclodexirina / praziquantel,
1 aumento de 500 vezes.
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Figura 354 Micrografia
eletrénica de varredura da
B-CD, aumento de 2500
vezes.

Figura 355 Micrografia
eletrbnica de varredura do
praziguantel, aumento de
2500 vezes.

Figura 3.5.6 Micrografia
eletrénica de varredura do
complexo de inclusdo -
ciclodextrina / praziquantel,
aumento de 2500 vezes.

As micrografias eletrénicas de varredura obtidas mostram, no caso da B-CD, uma estrutura
lamelar bem definida, enquanto que, para o PZ, esta apresenta uma distribuicdo estreita de
estruturas em forma de agulhas.
No suposto complexo de inclusdo, a morfologia apresenta-se muito semelhante a da
ciclodextrina livre, sugerindo que a complexdo da droga realmente ocorreu, uma vez que os
cristais de PZ ndo estdo visiveis.
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3.8 Testes Qualitativos de Afinidade

Testes qualitativos de complexacgfo foram conduzidos com outras duas drogas: clorambucil e
cefradina, a fim de observar suas afinidades com as ciclodextrinas.

O clorambucil ( Figura 3.6.1 ) € um agente anticancer praticamente insol(ivel em agua(D.

(crau,cn, ) N -@-— CH,CT1, CH, COOH

Figura 3.6.1 Estrutura quimica do clorambucii(1),

O clorambucil apresentou boas caracteristicas de complexagio com hidroxipropil-p-
ciclodextrina, confirmadas pelos termogramas obtidos por calorimetria diferencial de varredura.
O pico endotérmico, proximo a 65°C, relativo ao clorambucil livre ndo é observado no suposto

complexo de inclusdo, enquanto é observado na mistura fisica, confirmando a presenga de um
compiexo de inclus&o verdadeiro ( Figura 3.6.2e 3).

168.2 €
15.91 men
-7.38 n¢
Fluxo
de i
Calor
(mW)
85.3 C
' 2.558 min
-12.71 ne
taz2.3 ¢
1Y _£8 min
-16.13 n¥
40 87.3 82.5% 230

135 i
TEMP € (Heating)

Figura 3.6.2 Termograma da B-CDHP ( inferior ), clorambucil ( intermedidrio ) e do complexc de
inclus&o ( superior ), obtidos via calorimetria diferencial de varmredura.
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Fiuxo
de -
Calor
(mW)
§3.1 ¢
§.81 nmtn
~4 0% m¥
17.0 ¢
23.30 mtn
-10D_17 o
30 75 120 165 210

TEMP C (Heating)

Figura 3.6.3 Termograma da mistura fisica de clorambucil e B-CDHP, obtidos via calorimetria
diferencial de varredura.

Esta caracteristica do clorambucif pode ser utilizada em formulagdes contendo ° complexo de
inclusdo, ao invés da droga livre, aumentando, desta forma, a biodisponibifidade da droga e
sua vida de prateleira ( vida média de prateleira do clorambucil a 25°C é de 3 meses )
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A cefradina ( Figura 3.6.4 ) € um antibiotico semi-sintético, parciaimente soluvel em agua e
comercializado em muitos paises em formulagdes para uso oral e parenteral (D,

. ) - n. ) v
i 1S
?zcomn--—-'/ ,

4

. Gy
cooH
Figura 3.6.4 Estrutura quimica da cefradina(®,

Come pode ser observado nas Figuras 3.6.5 e 3.6.6, a cefradina mostrou que pode ser
complexada tanto com a y-ciclodextrina, como com a B-CDHP. No termograma do suposto
complexo de inclusdo com a y-CD, o pico endotérmico relativo a cefradina livre, proximo a
142°C, ndo é observado. Ja no termograma da B-CDHP, o pico endotérmico do complexo
apresenta-se, largo indicando a possivel presenga da droga fivre. Este efeito com a p-CDHP
pode ser explicado por um efeito de baixa concentracdo de CD ou pouca afinidade com a

droga. v

142.5 C

§2.15 min

\/. 183.7 ¢C
- 16.38 min
Fluxo
de
Calor
{mW)
50 91.3 73.8 215

132.5 1
TEMP C ({(Heating)

Figura 3.6.5 Termograma da cefradina (inferior) e do complexo de inclusdo de cefradina com y-
CD ( superior ), obtido via calorimetria diferencial de vamredura.
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167.7 C
de
Calor

(mW)

142 .4 £
i1 .10 min

i

182.5 210

100 127.5 155
TEMEP C {(Heating)

Figura 3.6.6 Termograma da cefradina (inferior) e do complexo de inclusdo de cefradina com
B-CDHP ( superior ), obtidos via calorimetria diferencial de varredura.

Este comportamento, onde a cefradina apresenta melhores caracteristicas de complexacdo
com a y-CD em comparagdo com a B-CDHP, pode ser explicado, uma vez que a molécula de
cefradina, sendo maior que a do clorambucil, "encaixaria" mais facilmente na cavidade maior da
v-CD.
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 Efeito da Complexag¢do sobre os Diagramas de Solubilidade.

= Complexos em Solugéo.(34 - 40, 60)

O conceito de formagdo de complexos € adotado como um dos fatores que explica o
comportamento ndo aditivo das propriedades fisicoquimicas de solugdes contende duas ou
mais espécies. A partir desta hipdtese, & possivel utilizar medidas quantitativas destas
propriedades para investigar a natureza e a extens@o das interagBes entre as espécies
presentes efou complexos.

O equilibrio de solubilidade de uma determinada substéncia quimica em um solvente, a uma
dada temperatura e press&o, é uma quantidade caracteristica da substéncia e, portanto, pode
ser utilizada como critério de pureza e identificagio. Esta anélise pode ser conduzida em
sistemas onde existe ou ndo interagdo entre os componentes.

Técnicas convencionais de andlise de dados de solubilidade requerem que as solubilidades
sejam. aditivas, ou seja, que a solubilidade de cada componente em uma mistura ndo seja
influénciada pela presenca do outro. Muitos sistemas n#io exibem este comportamento ideal e,
portanto, desvios s@o introduzidos nas medidas. Deste ponto de vista, estas interagdes,
responsaveis pela ndo aditividade das solubilidades, sdo fendmenos indesejaveis. A fim de
fomecer subsidios para entender o comportamento de sistemas onde interagdes moleculares
s&o detectadas, HIGUCHI e CONNORS(4) desenvolveram trabalhos nesta area.

Um procedimento basico adotado foi o de adicionar quantidades iguais ( excesso ) de um
componente pouco sollvel { substrato ) em frascos contendo volumes contantes de solvente e
quantidades crescentes de um agente complexante solivel neste solvente ( ligante ). Estes
frascos foram submetidos a agitagdo e temperatura constante até alcangarem o equilibrio. Apos
fitragdo do excesso de substrato, as fases obtidas foram entio analizadas, a fim de checar a
concentracao do substrato. Um diagrama de fases foi contruido, plotando-se no eixo vertical a
concentracao molar total do substrato encontrada em solugéo, versus a concentragdo molar do
ligante adicionado ao sistema. A partir dos diagramas obtidos, observou-se que eles
apresentavam duas classes principais :

« Diagramas do Tipo-A, onde existe a formagéo de compiexos sollveis.

« Diagramas do Tipo-B, onde existe a formacéo de complexos insolGveis.

A Figura 4.1.1 mostra um diagrama do Tipo-A, onde S; representa a concentracdo molar total
dissolvida do substrato e Lt a concentragdo molar do figante adicionado ao sistema.
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Ly

Figura 4.1.1 Digramas de solubilidade de sistemas do Tipo-A mostrando o aparente aumento
de solubilidade do substrato ( S ) causado pela presenca do ligante ( L Y39,

Um aumento linear da solubilidade é representado pela curva A ,enquanto as curvas Ap e Ay
apresentam desvios positivos e negativos, respectivamente.

Neste tipo de diagrama, assume-se que ¢ aumento de solubilidade é devido a uma ou mais
interacbes moleculares entre S e L, formando espécies quimicas distintas, chamadas de
"complexos”. A formag&o destes complexos soltiveis entre S e L aumenta a concentragéio de S
em solugdo. E preciso salientar que a fase sélida presente nestes sistemas é composta de S
puro e, portanto, a atividade termodinamica de S dissolvido é constante, uma vez que a fase
liquida esta em equilibrio com a fase sélida.

No caso do sistema ciclodextrina / praziquantel, diagramas de solubilidade foram construidos
graficando-se a concentragdo molar total de PZ encontrada em solugdio versus a concentragdo
de ligante CD. Neste caso, as curvas encontradas indicaram a presenga de um sistema tipo A,
onde as inclinagbes positivas sugerem a formagdo de complexos soldveis, via processo de
primeira ordem em relag8io ao ligante, sendo considerados processos quimicos reversiveis em
equilibrio.

Algumas consideragbes podem ser feitas sobre a origem dos diagramas do Tipo-A:

1. Se todos os complexos formados sdo de primeira ordem em relagdo a L ( SL, SoL,
Sal,.....Spl ), entdo um diagrama do Tipo-A é obtido, embora o contrario ndo é
considerado como regra geral.

2. Se os complexos presentes forem de ordem superior @ 1 em relagdo a L ( SL,, SLg,..., SL,),
entdo diagramas do tipo A 580 obtidos.
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3. A origem dos diagramas do tipo Ay, ainda é incerta. Eles podem ser associados com uma
alteragdo na natureza do solvente na presenga de grandes concentragdes de L, conduzindo
a alterat;ées na constante de formacg3o dos complexos. Qutra possibilidade é a auto-
associac&o de L 3 altas concentragGes, afetando o grau de complexacio,

Ocasionalmente os diagramas de solubilidade do Tipo-A podem exibir um patamar, onde um
aumento na concentagio de L ndo aumenta a concentragio de S em solugio. Este
comportamento pode ser devido a completa solub;lzzagéo de S, ou representa a saturagdo do
meio em relag8o a L (Figura 4.1.2).

12 -
,\ O O 9, ol
(Theophylline completely solubilized}
P 1}
Q
»
Ey
E s
-2
=
F =~
& 6
L4
=
|
4
L i i 1 1 3 |
o 1 3 5 7 9 il 3

Ligante (CD )
Figura 4.1.2 Diagrama do Tipo-A, ilustrando a formago de um patamar devido ao
desaparecimento do substrato sélido S ( teofilina )39,

Os diagramas do Tipo-B ( Figura 4.1.3 ) sfo observados quando complexos insoliveis s&o
formados.

|

8

5

Blﬂ..p

o -
L¢

Figura 4.1.3 Diagramas de solubilidade do Tipo-BG4).
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Considerando a curva B, a faixa de S até a é similar a dos diagramas do Tipo-A. No ponto g,
embora a solubilidade limite do complexo seja alcangada, a adicBo de mais L resulta na
formacéo de mais complexo o qual precipita. A concentraciio de S nSo-complexado é mantida
constante pela dissolugdo de S sélido.

No ponto b, todo o sélido S foi consumido e a adigdo de mais S resulta na diminuicdo da
concentracio de S em solugdo, através da formacdo de complexos e da concomitante
precipitac@io deste complexo insolivel. O segmento fracejado a-d do diagrama representa a
super-saturacio da solugdio em relac&o ao complexo inicialmente formado.

A curva B é interpretada da mesma forma, com a diferenga que o complexo formado é
insollvel a tal ponto que o aumento inicial da concentragio de S em solugéo ndo & detectado.
No caso do praziquantel ( PZ ), o aumento da solubilidade em fungdo da concentracao de
ciciodextrina ndo apresentou desvios da linearidade e as curvas de solubilidade podem ser
classificadas, segundo Higuchi e Connors, como do tipo A;. Nestes sistemas o aumento de
solubilidade é devido a interagbes moleculares entre PZ ¢ CD, formando espécies quimicas
distintas, chamadas "complexos de inclusdo".

A estabilidade destes complexos é especificada em termos da costante de estabilidade, de
associagdo ou de formagdo. Em geral, se a solugdo contém somente um complexo, Syl a
formag&o deste complexo pode ser expressa pela equagio(d0):

mS + nL msmtn

e a constante de formag&o deste complexo pode ser expressa por,

K = ISanl
[symiLyn (Eq.01)

A concentragdo do complexo em qualquer ponto pode ser expressa pelas equacdes abaixo,
uma vez que a concentrac@c de S na forma livie é mantida constante pela presenca de
substrato no estado sdélido.

[S]=S,
[ShLnl = (S¢-5,)/m
[L]=L-n[Spln] (Eq.02)

onde S & a molécula de substrato ( PZ ), L a molécula de ligante ( CD ), Syl & a formula geral
do complexo de inclusdo, S, a concentragdo total formal do substrato, L, a concentragéo total
formal do ligante e S, a solubilidade molar do substrato no equilibrio, na auséncia do ligante.

Considerando o caso onde m=n=1, entdo a Equacdo 1 para K4.1 pode ser combinada com a
Equagéo 2 fornecendo:

S = Ki:1 So Lt +S,
1T+ K S, (Eq.03)
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A equacgao 03 mostra que a curva de S; versus Lt é uma linha reta, com intersecgdio S, no eixo
vertical, e a inclinagéo desta reta € K,.4 S, /( 1+ K;.4 S, ), conduzindo & :

Kyq = inclinagéo
' 8, { 1- inclinagéo )

Nestes casos, a constante de solubilidade aparente 1:1 é avaliada através das medidas de
solubilidade, por meio da equagdo abaixo, assumindo que somente um complexc 1:1 esta
presente.

inclinacéo
intersecc¢do ( 1 - inclinagéo ) (Eq.04)

Kyq =

Para o caso do sistema PZ / CD, diagramas de solubilidade foram construidos ( Figura3.1.1)e
a constante de solubilidade aparente calculada para cada sistema. Os resultados obtidos si0
apresentados na Tabela 4.3.1 e sugerem diagramas do Tipo-A para este sistemna.

Tabela 4.3.1 Constante de solubilidade aparente ( supondo a formagdo de complexos de
proporg&o 1:1 entre CD/PZ ), obtida experimentaimente, para o sistema PZ/CD.

B-CD/PZ 1011
B-CDHP / PZ 572,7
7-CD/CD 1.4

Estes valores sugerem a maior afinidade da droga com a B-CDHP, indicando que sua molécula
encaixa- melhor na cavidade desta ciclodextrina, formando um complexo mais estavel
termodindnicamente.

4.2 Pre-requisitos para a complexagéo

+ Compatibilidade geométrica(6.45 e 46)

As CDs s@o capazes de formar complexos de inclusdo com compostos que possuam
dimens&es compativeis com a da sua cavidade, desta forma , o fator geométrico { mais do que
© quimico ) & decisivo na escolha de que tipo de moiécula pode penetrar na cavidade da CD.

A a, B e a y-CD com diferentes didmetros intemos sdo capazes de acomodar moléculas com
diferentes tamanhos ( Tabela 4.2.2).
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Tabela 4.2.2 Capacidade complexante das CDs com véarias moléculas héspede(®

acido propidénico  CHy~CH,~COOH + - -
acido butiico .y _cy ey _coon  *+ + -
bifenila 0.0 + . + +
ciclohexano O + + +

naftaleno | (D . + +

antraceno - - +
cloro + - ..
bromo + + .

iodo + + +

As estruturas dos complexos de inclusdo diferem significantemente em solugfio e no estado
sélido. Em solug8o a molécuia "hospede” esta situada dentro da cavidade da CD, ao mesmo
tempo que o complexo estd solvatado por moléculas do solvente. No estado cristalino, a
molécula hospede pode estar acomodada ndo sé dentro da cavidade, mas também no espago
intermolecular formado pela rede cristalina. Além disso, algumas moléculas de CD podem estar
desocupadas ou ocupadas por moléculas de dgua.

As substancias inclusas s&o, normaimente, orientadas de forma a alcangar o contato maximo
entre & parte hidrofébica do héspede e a cavidade apoiar da CD, enquanto a parte hidrofilica
permanece o mais distante possivel, na parte exterior da cavidade.

A complexagdo com moléculas significativamente maiores que ¢ didmetro da cavidade também
€ possivel pela insergdo parcial de alguns grupos ou cadeias laterais da molécula dentro da
cavidade do carbohidrato ( Figura 4.2.1).

Figura 4.2.1 Representacfo esquematica da inclus&o molecular do p-xileno pela B-ciclodextrina
( "o" representam moléculas de agua Y30
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Um aumento da solubilidade de substdncias pouco soliveis com o aumento da concentragéio
de CD indica a formagio de complexos de incluséo. Este efeito pode ser observado pela
inclinagio da isoterma de solubilidade da droga em fungéo da concentracio de CD em solugdo
aquosa ( Tabela 4.2.3 ). Um valor alto indica a possivel complexagio, enquanto um valor baixo
para a inclinag¢ao é sinal da baixa interago droga-CD.

Tabela 4.2.3 IinclinagBes das. isotermas de soiubilidade em solugéo de p-ciclodextrinal®.

Droga Formula Estrutural Declividade
B M
Hy H
antazolina C)—c 3""“‘!“‘«,:] 1,25

o

adifenina CH~CBO~CHy—CHy— 0,88
o c
Ok
M
testosterona t(;é;p 0.44
¢
Ciiy
. Ca
lidocaina Q_N"*CU-C;{,-N: s 03
‘CH, Crky
u
morfina o «-\ 0.24
HO' g "on

acetato de cortisona 0,15

HyC O

reserpina w00 Voo, 0,001
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No caso de moléculas de morfina ou cortisona, estas ndo podem penetrar na cavidade da B-CD
totaimente, mas sua solubilidade aumenta com © aumento da concentracdo de CD. isto pode
ser explicado pela presenga de grupos funcionais que podem penetrar na cavidade e formar
complexos estaveis. Para o acetato de cortisona e a testoterona, ambos possuem estruturas
comuns portanto, afinidades semelhantes seriam esperadas com a p-CD, mas na préatica o que
ocorfre € uma preferéncia pela molécula de testoterona ( Tabela 4.2.3). A estrutura da
testoterona apresenta a 17-hidroxila posionada de forma relativamente livre,enquanto que para
a cortisona esta hidroxila esta encoberta por uma cadeia lateral. Isto comprova que a formagéo
de um complexo € o resultado da ac&o de varios fatores fisicos e quimicos. '

Para o sistema PZ / CD, as inclinagbes positivas das curvas de solubilidade ( Tabela 4.2.4 )
indicam a provével formagio de um complexo de inclusdo 1:1. Além disso, o valor mais
elevado para o sistema B-CDHP indica a maior afinidade da droga por esta CD.

Figura 4.24 Inclinagbes das isotermas de solubilidade do sistema PZ/CD, obtidos

experimentaimente.

ajor da
inclinagéo 0,1056 04113 10,0017

+ Carga e polaridade(6:45,46 ¢ 51)

A extenséo da complexagéo depende também da polaridade da molécula "héspede”. Moléculas
fortemente hidrofilicas ( muito soltveis em agua ), hidratadas e com presenca de grupos
ionizaveis s&o pouco ou ndc complexdveis, somente moléculas menos polares tendem a
formar complexos de inclusdo com ciclodextrinas.

A estabilidade de um complexo é proporcional ao caracter hidrofébico dos substintuintes de
uma molécula, grupos metita e etila posicionados apropriadamente podem aumentar a
solubilidade de uma molécula. Um grupo metila em posigio orto em relagio a uma carbonila
exerce um efeito de blindagem na carbonila hidrofilica aumentando, desta forma, o carater
hidrofébico da molécula.

No caso do grupo amino, € importante observar se este encontra-se na forma de base livre ou
ionizado, pois as espécies ionicas s3oc usualmente desfavoraveis para a formacdo de
complexos de inclusio.

Forcas coesivas muito intensas entre moléculas impedem sua separacdo, 0 que & uma pré-
condigéo para a inclus&o. Uma boa medida destas forcas coesivas em sistemas cristalinos, é o
ponto de fusdo, pois valores acima de 250°C indicam que complexos estéveis com CDs néo
podem ser formados.
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« Presenga de solvente(6.43 - 46,52)

A presenca de um solvente ndo € condigio necessaria para a formacdo de um complexo de
incluséo. A mistura de B-CD em pé com acido salicilico leva & formacdo de complexos na
proporcdo 1.1, apbs alguns meses, & temperatura ambiente. Este processo pode ser
monitorado acompanhando-se o padrio de Raio-X. Na prética, este processo é conduzido em
meio aquosoc facilitando o contato entre as moléculas e tornando ¢ processo mais rapido e
reprodutivo. Geraimente, a presenga de compostos orgénicos ndo é desejavel, embora em
muitos: casos, seja inevitave!, pois substancias apolares pouco soliveis s6 sfo compiexadas
em concentragbes aceitaveis na presenca de solventes orgénicos. A formagio de complexos
de inclus&o em fase sélida é termodinamicamente espontanea, enquanto sua estabilidade é
maior em solugdo.

A magnitude dos valores de K para o sistema praziquantel/ciclodextrina, calculados a partir dos
diagramas de solubilidade, é crescente na seguinte ordem : v-CD { 1,4M1), 8-CD ( 101,1M-1) e
B-CDHP ( 572, 7M1 ). Estes valores confirmam que fatores estéricos como tamanho da
cavidade s&o criticos nestas interagdes, indicando que a molécula de PZ "encaixa” mais
facilmente na cavidade da B-CD do que na y-CD, onde as forgas intermoleculares sao muito
fracas. Além disso, 0 aumento na solubilidade de PZ em solugdo aquosa indica que a
complexagdo com ciclodextrinas reaimente ocorre.

As forgas envolvidas na complexacio ainda s8o aivo de constantes publicagbes, investigactes
e controversias. LigagBes hidrofobicas entre substrato e ligante possuem a base mais sdlida
obtida experimentalmente, onde um aumento do poder hidrofébico da cavidade da CD aumenta
a forga da ligagdo com o substrato, enquanto a importancia das pontes de hidrogénio é muito
questionada uma vez que, nio é observado uma queda drastica na forga da ligagdo
substrato/CD em CDs modificadas quimicamente, incapazes de formar pontes de hidrogénio.

A hipdtese de um processo termodindmico associado a forgas de van der Waals apresenta-se
como uma teoria valida na elucidac&o do processo de complexagdo. Esta teoria sugere que o
processo de incluséo € um processo composto que pode ser entendido termodinamicamente,
onde a estabilizagio do complexo de inclusdo pode ser avaliada como a soma das aiteragdes
na energia livre de quatro processos, assumindo que:

a) A p-CD em éagua inclui 6,12 moleculas de agua na sua cavidade, ligadas uma as outras e a
CD através de pontes de hidrogénio. Estas moléculas de agua nfio possuem liberdade
rotacional nem translacional e a saida destas moléculas de agua da cavidade é o primeiro
passo para a complexacéo. Esta etapa € acompanhada pela perda de intera¢des de van der
Waals e pontes de hidrogénio e ganho de liberdade motriz, tranlacional e rotagéo tridimensional
e uma alteragdo na energia conformacional da CD. A liberdade vibracional das moléculas de
agua e dos substratos é assumido como constante.
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b) A segunda etapa & a passagem das moléculas gasosas de agua extrudadas para a fase
liquida.

¢) Um soluto apolar { substrato ) é tranferido da agua para um estado gasoso ideal deixando
uma esfrutura em forma de cavidade que em seguida colapsa, redistribuindo as moléculas de
agua.

d) A ditima etapa da complexagio € acompanhada pela estabilizacdo de van der Waals e
alteraggo na energia conformacional da ciclodextrina. Apos a ccmplexac;éo apenas rota¢do
unidimencional é¢ permitida ao complexo de inclusio e esta complexacgso é acompanhada por
variacao de entalpia e entropia ( Figura 4.2.2 ).
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Figura 4.2.2 Representacdo esquematica do processo de inclusdo de moléculas organicas por
ciclodextrina em solugdo aquosas),

4.3 Estudos de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons(47 - 51.55,56,61)

Devido ao campo magnético gerado pelas estruturas aromaticas os complexos de inclusdo
CDi/droga s&o particularmente suscetiveis 4 detecgdo por Ressonancia Magnética Nuclear de
Protons. Esta esta caracteristica foi utilizada como técnica auxiliar na determinagio da
presenca de um complexo de inclusido verdadeiro em solugfo aquosa.
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A B-CD possui grupos hidroxilas primarios e secunddrios nas regides terminais da estrutura
toroidal. Os prétons H-3 e H-5 sdo direcionados para o interior da cavidade enquanto H-1 , H-2
e H-4 estdo localizados no seu exterior ( Figura 4.3.1 ). Desta forma, é esperado que, se a
inclusdo realmente ocorrer os prétons localizados no interior da cavidade, { H-3 e H-5 ) ou
préximo a ela ( H-6 ) devam ser blindados. Altemativamente se a associago se der no extenor
da estrutura toroidal, H-1, H-2 ou H-4 devem ser afetados.

o -
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Figura 4.3.1 Estrutura da p-ciclodextrina indicando os varios prétons.

O efeito, no espectro de RMN-H'! de alta resolugéio da B-CD em D,O, pela adicdo de PZ é
evidente. Neste espectro, o triplete em campo baixo, atribuido ao préton H-3 ( em &= 3,9209
3,9563 e 3,9903 ), é deslocado para campos mais altos na presenga da droga. Aiém disso, o
sinal de H-5, cuja multiplicidade n&o é diretamente observavel, € deslocado da sua posigao
inicial (5= 3,8366) para campo mais alto {( &= 3,8183 ). O sinal do préton H-6 { 6= 3,8720 ),
posicionado proximo a cavidade, sofre um pequeno deslocamento para campos mais altos ( 6=
3,8611 ). Os sinais restantes, H-2 e H-4 ( 6~3,6 ), ndo sofrem deslocamentos significativos,
assim como H-1 (8= 5,0700 ).

A estrutura quimica da molécula de PZ e o comportamento do deslocamento quimico descrito
acima sugerem que ¢ anel aromatico € a parte da molécula de PZ que esta posicionada no
interior da cavidade da ciclodextrina, @ a nuvem aromatica = é a responsavel pela blindagem
dos protons ( Figura 4.3.2 ). Além disso, o fato de que somente um sinal € observado para H-3,
independente das concentragbes molares de B-CD e PZ em solugdo indica que : a) a
associagéo reversivel entre as espécies ciclodextrina livre e associada em solugdo é rapida, na
escala de tempo do RMN, caso contrario sinais diferentes seriam observados, b) cada vez que
a molécula da droga ( ou parte dela ) entra na cavidade da ciclodextrina, ela assume uma

orientagao diferente sobre o eixo paralelo & cavidade e/ou possui rotagdo rapida ao redor deste
eixo.

49/59



Tese DE MESTRADO ANTONIO MICARONI

Figura 4.3.2 Provavel estrutura do complexo de inclusdo praziquante! / B-ciclodextrina.

O mesmo comportamento deveria ser observado com os complexos com hidroxipropil-p-
ciclodextrina, mas isto tomou-se dificil devido & baixa resolugio dos espectros de RMN-H!
obtidos. A partir destes espectros s6 foi possivel observar ¢ deslocamento para campos mais
altos do sinal referente ao proton H-6 ( de 6= 3,8623 para 3,8549 ). Da mesma forma, o

aparecimento de um sinal em 8= 3,8110, atribuido ao préton H-3, confirma a presenca de um
complexo de inclusdo verdadeiro.

Outras consideragdes poderiam ser feitas atribuindo o deslocamento dos sinais referentes aos
protons do interior da cavidade a efeitos de distorgdo da estrutura toroidal, devido a presenca
da droga dentro ou proxima a cavidade. Desta forma, a Ressonancia Magnética Nuclear de
Protons e os estudos de solubilidade s&o técnicas que se completam na determinagio da
complexagado da ciclodextrina com praziquantel.

A r-ciclodextrina e seu complexo com PZ néo apresentaram desiocamentos significativos. Este
comportamento era esperado, pois a cavidade da y-CD é grande demais para admitir a
molécuia de PZ inteira ou parcialmente, conduzindo a interacSes intermoleculares fracas entre
0s protons da cavidade da CD e os protons aromaticos do PZ.
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4.4 Complexos no estado solido(S3 e 54)

O objetivo principal nesta etapa foi o de desenvolver um processo que poderia ser utifizado
para a preparagdo de complexos de inclusdo em larga escala. Além disso, baseado na
dosagem requerida, 0 complexo deveria fornecer, apés reconstituicio em &gua, uma
concentragao entre 40-45mg/ml de praziquantel. Desta forma, técnicas como kneading,
coprecipitaciio e liofilizagdo foram testadas em laboratéric com o objetivo de formnecer
complexos de inclusdo.

Testes iniciais utilizando a técnica de "kneading” indicaram que este processo é inadequado
para a preparagéo de complexos sélidos em larga escala devido & baixa reprodutibilidade desta
técnica ( Tabela 3.1.1 ). A quantidade méaxima de praziquante! obtida em solugdo, apds
reconstituic8io em agua, mostrou forte dependéncia de parametros como tempo e intensidade
do processo, tornando de dificil seu uso comercial.

Utilizando o método de coprecipitag@o, varias proporgbes entre PZ e CD foram testadas para
alcancar a solubilidade de PZ desejada, encontrando-se a proporgdo 1:10 como a ideal. E
evidente pelos dados da Tabela 3.1.1, que o processo de coprecipitagdo fornece uma
solubilidade duas vezes maior que o de kneading, embora ainda seja observada varia¢do na
solubilidade maxima de PZ alcancada em solugfo. Além disso, a solubilidade original do
praziquante! em &gua ( 0,40 mg/ml ) foi aumentada aproximadamente em 100 vezes, no caso
da complexacio com p-CDHP.

Parece evidente que a técnica de coprecipitagio fornece um complexo sélido cuja composicio
€ de dificil reproduc@o. Desta forma, este método também mostrou-se inadequado para o uso
em larga escaia.

Durante os estudos de liofilizagdo, observou-se que um complexo com proporcdo de 1:10 de
PZ e CD fornecia, ap6s reconstituigio em agua, uma solugdo de concentragcio 40-45mg/mi de
PZ. A liofilizac&o de uma solucdo de complexo 1:10 PZ/B-CDHP fomeceu um sélido que, apos
reconstituic8o em agua, fomeceu 43mg/mi de PZ em solugéo.

A estabilidade quimica do complexo solido foi monitorada durante um periodo de 8 semanas,
via DSC, a temperatura ambiente e a 40°C, e n&o foi observada perda significante de poténcia
nas duas temperaturas consequentemente o processo de liofilizagdo aparece como o que
oferece maior potencial para utilizacdo em larga escala.
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Evidéncias que o sdlido obtido ap6s liofilizag8o € um verdadeiro complexo de inclusfio e ndo
apenas uma mistura fisica foram obtidas através da andlise dos termogramas dos supostos
complexos de inclusao e da mistura fisica, assim como do estudo de suas morfologias via
microscopia eletrdnica.

Os termogramas dos supostos complexos de inclusfo ndo apresentam o pico endotérmico
relativo ao praziquantel ( 141°C ) enquanto este pico é encontrado na mistura fisica, indicando
a preseng¢a de um complexo de inclusdo verdadeiro.

Os estudos da morfologia do suposto complexo de inclusdo do praziquantel e da B-CD
mostraram que os cristais de B-CD s&o bem definidos, com estruturas lamelares contendo
pequenos fragmentos de cristais aderidos. A investigagdo da morfologia da y-CD tomou-se
dificil, . pois as amostras de y-CD apresentaram-se eletrostaticamente carregadas como
consequéncia da irradiagdo eletrbnica. _
Os cristais de praziquante! livre apresentam uma estrutura cristalina em forma de aguthas bem
definidas com uma distribuigSo estreita de tamanho. A andlise da morfologia do complexo de
inclusdo PZ/CD indicou a presenga de estruturas lamelares semelhantes as obtidas para a
ciclodextrina livre, sugerindo que a complexagioc realmente ocorreu, uma vez que os cristais
em forma de agulhas, caracteristicos do PZ, ndo sio observados.

4.5 Estudos de dissolugio(53,54 e 57)

A Iiberag:éo de uma droga de uma matriz primaria e sua subsequente disponibilidade no
orgdnismo € governada pela taxa de dissolugédo da particula. Testes de dissolugdo de produtos
farmacéuticos na forma de tabletes, quando conduzidos apropriadamente, asseguram a
qualidade do produto final.

A dissolugBo é definida como o processo pelo qual o solvente penetra na estrutura sélida
formando uma solu¢do. Fundamentalmente, este processo é governado pela afinidade entre
solvente e a substéncia sélida e a taxa de dissolugdo é determinada pela facilidade com que as
forgas coesivas solvente-soluto sobrepdem-se as forgas presentes no sélido.

O esquema abaixo ilustra o processo envolvido na dissolugo de dosagens solidas.
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Tablete Granulos .
ou Desintegragio ou Deagregagio Pa;t.lculas
Agregados tnas
Dissolu ;;éo

Droga em Solucio
(In vivo ou in vitro)

Absorgao
{(in vivo)

Droga na Corrente
Sanguinea e outros
Fluid os e Tecidos

Figura 4.5.1 Representa¢@o esquematica do processo de dissolugdo de dosagens solidas.

O praziquantel foi estudado como droga modelo pois, além da sua utilidade pratica, possui
baixa solubilidade em agua (40mg/100mi a 25°C ). Os perfis de dissolugo a 37,0 + 0,5°C foram
obtidos de tabletes contendo a droga livre e o complexo de inclusdo PZ/3-CDHP, utilizando o
método USP. O complexo de PZ/B-CDHP foi escolhido para estes testes, uma vez que este
apresenta uma solubilidade maior em relacéo ao formado entre PZ/B-CD e PZ/y-CD.

Tabletes contendo 82% de complexo ( 16% do qual corresponde a PZ ) e tabletes com 44% de
PZ livre foram obtidos utilizando celulose microcristalina { MCC ) como substancia ligante,
amido como desintegrante e estearato de magnésio como lubrificante. A composicio de cada
tablete esta descrita na Tabela 4.5.1.

A partir das curvas de solubilidade, obtidas plotando-se a concentragdo de PZ em solugio
versus o tempo ( Figura 3.1.2 ), é evidente que o tablete contendo o complexo de incluséo
dissolve muito mais rapidamente do que © que contém a droga livre, provavelmente devido ao
aumentc na solubilidade e/ou o aumento na area superficial da droga causada pela
complexacg@o. Este aumento na solubilidade do PZ devido a complexago favorecera uma
rapida biodisponibilidade da droga no corpo.
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4.6 Estudos de Estabilidade Térmica e a Oxidagéo

Estudos de estabilidade foram realizados submetendo-se os complexos de inclusdo a
condigbes térmicas e oxidantes.

A estabilidade térmica dos complexos foi estudada utilizando a técnica de calorimetria
diferencial de varredura, onde o complexo foi submetido a um programa de temperatura de 30
a 200 °C com velocidade de varredura de 0,5°C/min, com tempo total de varredura de 5,6
horas. Nestes termogramas n3o se observa sinais claros de decomposi¢do dos complexos,
aparecendo apenas o pico endotérmico relativo ao complexo de incluso.

Quanto a estabilidade a oxidagdio, testes foram conduzidos com o complexo de inclusdo da
hidroxipropil-B-ciclodextrina com praziquante! submetido a condicdes oxidantes em solucdo de
peréxido de hidrogénio 6% p/v durante um periodo de 48 horas e simultaneamente exposto a
luz natural. Nenhuma alteragfio significativa foi observada neste termograma, demostrando a
estabilidade deste complexo.

Desta forma, é esperado que os complexos de inclus&o obtidos a partir de ciclodextrinas e
praziquantel apresentem uma vida em prateleira mais longa do que a droga livre, sem
apresentar alteragao significativas em suas caracteristicas fisico-quimicas.
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5.Conclusio

Um estudo da inclusdo molecular do praziquantel com ciclodextrinas foi realizado a fim de
solucionar problemas de biodisponibilidade desta droga.

Desta forma, a primeira etapa deste trabatho constou da obtengdo do complexo de incluséo
utitizando os métodos mais comuns citados na literatura. A adigio de PZ sobre uma solugio
aq‘uo’sa de CD, seguida de agitago. até o equilibrio, foi 0 método que apresentou resultados
mais reprodutivos na obtengdo do complexo em solugdo, em termos de quantidade de droga
encapsulada. Enquanto, a liofilizag8o foi o método preferido no isolamento do complexo no
estado sdlido.

Obtidos os complexos, estes foram caracterizados em soluglo utilizando-se diagramas de
solub;kdade e métodos espectroscopicos. O aumento da solubilidade do PZ em solugéo
aquosa, confirmado pelos diagramas de solubilidade, indica a inclusdo molecular do PZ. Além
disso, as diferentes inclinagbes. das curvas de soiuh:hdade mostram as diferentes afinidades da
molécula de PZ peias CDs, com preferencia para a §-CDHP.

A andlise dos espectros de RMN-H1 confirmou a complexagiio da droga pelo deslocamento
para campos mais altos dos plccs referentes aos prétons do interior da cavidade das CDs.

No caso dos complexos no estado sélido, a analise dos termogramas, obtidos via DSC, indica a
possivel complexacao pelo desaparecimento do pico endotérmico, referente a droga livre,, nos
termogramas dos supostos complexos de incluso.

Estudos morfologicos foram realizados utilizando-se a técnica de microscopia eletrdnica de
varredura, onde mudangas nas estruturas cristalinas sugerem a incluso molecular da droga.

Perfis de dissolugio e estudos de estabihdade term;ca e a oxida¢do foram conduzidos a fim de
determinar o potencial para utilizagdo industrial destes complexos. A andlise dos termogramas
dos complexos expostos a condicdes térmicas e oxidantes ndo revelou sinais significativos de
decomposigdo, indicando que estes complexos podem ser utilizados para aumentar o tempo de
vida de prateleira da droga.

Os estudos de dlssolugac comparando-se tabletes contendo a droga livre e complexada,
confirmam que a complexacdo faverece uma répida biodisponibilidade da droga.

Testes qualitativos, com outras duas drogas, foram realizados a fim de verificar suas afinidades
de complexagdo com CDs. O clorambucil, um agente antineoplasico de cadeia linear,
apresentou maior afinidade pela cavidade da B-CDHP enquanto, a cefradina, um antibiotico
cefalosporénico com uma grande cadeia lateral, encaixou-se melhor na cavidade da y-CD.

Desta forma, o objetivo inicial deste trabalho foi alcangado, uma vez que um complexo estavel
do praziquantel com CD foi obtido. A relevancia cientifica deste trabalho deve-se ao fato de
que estabelecidas técnicas de complexaco, estas servirdo para o uso das ciclodextrinas como
compostos modelos, permitindo a investigacéo do.processo de complexagdo de quase todos os
tipos de moléculas. Além disso, este trabalho mostra potencial para novas investigacbes com
particular énfase na obtengdo de parametros fisicoquimicos, como AG® e AH® de formag&o do
complexo, a fim de melhor elucidar os mecanismos de operam durante a complexag8o, assim
como trabalhos de verificag8o da biodisponibilidade da droga in vivo.
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