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RESUMO

Com o objetivo de criar um sistema de liberacdo controlada adequado para o
tratamento da Ulcera gastrica, este estudo propés o desenvolvimento e
caracterizacdo de microesferas de PLGA (copolimero de acido lactico e glicolico)
contendo &cido gélico (AG), bem como de complexos de inclusdo contendo &cido
galico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (AG:HPBCD) e sua encapsulacdo em
lipossomas. Microesferas contendo &cido galico foram obtidas, com tamanho médio
de particula de 15,89 + 1,33 um, indice de polidispersdao 1,33, carga negativa e
eficiéncia de encapsulacdo de 58,33 = 0,08 %. Foi realizada a inducédo de Ulcera
gastrica por indometacina em ratos Wistar. As analises histolégicas mostraram que
no grupo AG livre os animais permaneceram com meédia da area de muco no
estbmago semelhante ao grupo controle positivo, onde ndo houve inducao de Ulcera
(6,5 + 1,5 um? e 7,85 + 1,9 um?). Por outro lado, o grupo Micro-AG exibiu uma area
(7,0 £ 1,4 ym?) préxima ao grupo com Ulcera ndo tratada (6,05 + 1,7 um?2),
apresentando atividade antiulcerogénica moderada, mas sem potencializacdo do
efeito do &cido galico. A investigacdo dos danos epiteliais do grupo AG livre
apresentou valores superiores aos demais grupos tratados ratificando novamente
sua acao gastroprotetora. As andlises de muco no duodeno a pH 2,5 revelaram uma
area média de 14,5 + 13,7 ym? para o grupo controle positivo, 5,3 + 3,42 um? para o
controle negativo, 6,0 + 3,52 um? e 7,03 £ 3,67 um? para os grupos AG livre e Micro-
AG, respectivamente. Os resultados de caracterizacdo dos complexos AG:HPBCD
sugerem a formacdo de um complexo de inclusdo. Lipossomas convencionais
contendo complexo de inclusdo AG:HPBCD apresentaram teor e uma eficiéncia de
encapsulacdo de 97,20 + 1,54 % e 91,66 £ 0,16 %, respectivamente, com tamanho
médio de particula de 95,9 + 0,4 nm, indice de polidisperséo de 0,39 + 0,02, pH 6,7
+ 0,05 e carga positiva. Na forma de liéfilos, permaneceram estaveis por 60 dias.
Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que os sistemas contendo acido
galico desenvolvidos mostram-se promissores para utilizacdo em testes de
atividades biolégicas, sendo a encapsulacédo do 4cido galico uma rota para superar
suas limitac¢des fisico-quimicas.

Palavras-chave: Acido galico. Ulcera. Microesferas. Complexos de inclusio.

Lipossomas.



ABSTRACT

Aiming to create a suitable controlled release system for the treatment of gastric
ulcer, this study suggested the development and characterization of PLGA
microspheres containing gallic acid (GA) as well as inclusion complexes containing
gallic acid:2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (GA:HPBCD) and its encapsulation in
liposomes. Microspheres containing gallic acid were obtained, with an average
particle size of 15.89 + 1.33um, polydispersity index of 1.33, negative charge and
encapsulation efficiency of 58.33 + 0.08 %. Gastric ulcer was induced by
indomethacin in Wistar rats. Histological analysis showed that free GA group have
remained with an average area of mucus in the stomach similar to the group where
there was no induction of ulcer (6.5 + 1.5 ym? and 7.85 + 1.9 ym?). On the other
hand, the Micro GA group exhibited an area (7.0 + 1.4 um?) next to the group treated
with non ulcer (6.05 £+ 1.7 ym?) with moderate antiulcer activity but no potentiation of
gallic acid effect. The investigation of epithelial damage of free GA group had higher
values than the other groups treated again confirming its gastroprotective action. The
duodenum mucus analyzes at pH 2.5 showed an average area of 14.5 + 13.7 ym? for
the control group, 5.3 + 3.42 ym? to the indomethacin group, 6.0 + 3.52 um? and 7.03
+ 3.67 ym? for free GA groups and Micro GA, respectively. The results of GA:HPBCD
complexes characterization suggest the formation of an inclusion complex.
Conventional liposomes containing GA:HPBCD inclusion complex presented content
and encapsulation efficiency of 97.20% + 1.54 and 91.66 * 0.16%, respectively, with
an average particle size of 95.9 £ 0.4 nm, a polydispersity index of 0.39 + 0.02, pH
6.7 £ 0.05 and positive charge. Lyophilized liposomes remained stable for 60 days.
Based on these results, we can conclude that the developed systems containing
gallic acid show promise for use in in vivo anti-ulcer activity testing, being the gallic

acid encapsulation a route to overcome their physicochemical limitations.

Keywords: Gallic acid. Ulcer. Microspheres. Inclusion complexes. Liposomes.
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1 INTRODUCAO

As Ulceras sao doencgas caracterizadas por lesbes ulcerosas agudas ou
cronicas que podem aparecer em qualquer porcéo do trato gastrointestinal quando
exposta a acdo agressiva do suco acido-péptico. Estas doencas sdo geralmente
associadas a danos causados na mucosa gastrica, constituindo um agravo de mal
estar provocado por inimeros fatores desencadeantes com sintomas ligados aos
reflexos organicos mais comuns como: dores estomacais, nauseas, hemorragias,
entre outras (CALAM; BARON, 2001).

Esse tipo de leséo leva a necrose que acomete toda a superficie da mucosa
gastrica e possivelmente a camada muscular (HALTER et al.,, 1995). Sua
prevaléncia é de 8 a 10% da populacdo dos paises industrializados, acreditando-se
gue a incidéncia desta patologia ocorra devido a jornadas de trabalho estressantes,
maus hébitos alimentares, uso continuo de café, alcool e tabaco, os quais séo
fatores predisponentes para reducdo da defesa da mucosa gastrica (NASCIMENTO,
2013).

Atualmente, com casos da doenca em ascensao, ha um grande interesse no
estudo de compostos bioativos que previnam o aparecimento dessas lesbes e/ou
estimulem uma aceleracdo no reparo das Ulceras, diminuindo assim o tempo de
tratamento. Consequentemente, promovendo uma melhoria na qualidade de vida
dos pacientes, uma vez que as caracteristicas clinico-epidemiolégicas da Ulcera
conferem um problema de saude publica (KUTTY, et al., 2005, LIU et al., 2015).

O &cido gélico (AG), acido 3,4,5-triidréxi-benzdico, € uma substancia fendlica,
intermediaria do metabolismo secundario de plantas (CARVALHO; GOSMANN;
SCHENKEL, 2004). E conhecido por apresentar uma grande variedade de funcdes
biolégicas, como antioxidante (FIUZA et al., 2004), antimicrobiana (DIAZ-GOMEZ et
al., 2013; NEO et al., 2013) e antitumoral, apresentando citotoxicidade seletiva para
células cancerigenas e baixa citotoxicidade para células sadias, fazendo deste
farmaco uma importante biomolécula para uso terapéutico (VERMA; SINGH;
MISHRA, 2013).

Apesar de suas promissoras atividades biologicas, o uso terapéutico do acido
galico apresenta limitacbes, pois 0 mesmo apresenta-se como sendo facilmente
oxidavel, tanto através de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de

metais (como ferro e manganés), da luz, do calor, e na presenca de oxigénio ou em



Silva, C.V.N.S. Estudo da encapsulacdo de acido galico em lipossomas e microesferas... 16

meio alcalino, resultando no escurecimento de suas solu¢des (ROSA et al., 2013).
Partindo disto, o uso da nanotecnologia surge como uma alternativa eficaz para
remediar estas propriedades limitantes.

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos conhecidos por sua habilidade
de incorporar moléculas apolares, ou parte delas, dentro de sua cavidade
hidrofébica, constituindo um complexo de inclusdo. A complexacao de farmacos com
CDs proporciona uma melhoria na estabilidade, maior hidrossolubilidade, maior
biodisponibilidade e diminuicdo de efeitos indesejaveis de varios compostos. Devido
a isso, as ciclodextrinas sao largamente utilizadas em diversas areas tecnolégicas
como a farmacéutica, téxtil e alimenticia, e em processos de separacao,
fermentacao e cataliticos, dentre outros (DEL VALLE, 2004; DEVARAKONDA et al.,
2005).

Nas ultimas décadas, a tecnologia farmacéutica contribuiu fortemente para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos para variadas aplicacdes
terapéuticas (TORCHILIN, 2012). Esta area das ciéncias farmacéuticas esta
envolvida no desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos
em escala nanométrica ou micrométrica. Estudos de tais sistemas tém sido
realizados ativamente no mundo com o propésito de direcionar e controlar a
liberacdo de farmacos (SAKATA et al., 2007). O emprego de varias técnicas de
encapsulacdo, aplicados a extratos e/ou compostos polifendlicos de plantas
confirmaram que a encapsulacdo é um meio atraente para potencializar suas
atividades (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011).

Dentre os sistemas nanotecnolégicos de liberacdo controlada de farmacos
destacam-se lipossomas, que sdo vesiculas contendo uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso. Estes sistemas possuem a
capacidade de carrear tanto farmacos hidrofilicos quanto hidrofobicos, sé&o
biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos (BATISTA et al., 2007).

Da mesma forma, os sistemas particulados poliméricos, como as
microesferas, trazem perspectivas cientificas promissoras, uma vez que apresentam
estabilidade fisico-quimica e bioldgica, ja sendo utilizados para a encapsulacédo de
varias substancias, tais como: proteinas (BENOIT et al. 1999), antigenos
(FLORINDO et al., 2008) e farmacos (LE RAY et al., 2003; PETITTI et al., 2009). Na

obtencdo desses sistemas, polimeros sintéticos biodegradaveis séo utilizados, com
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destaque para o copolimero de &cido lactico e glicdlico (PLGA) (FERNANDEZ-
CARBALLIDO et al., 2008).

Diante do abordado, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar
complexos de inclusdo contendo acido galico, visando conferir protecdo e
preservacdo a fim de aumentar o seu potencial biolégico, promovendo sua
encapsulacdo em lipossomas e avaliacdo de sua capacidade antitlcera, bem como
o desenvolvimento de microesferas de PLGA contendo acido galico e a avaliacédo de

potencial atividade gastroprotetora.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Estudar a encapsulacdo de acido galico em lipossomas e microesferas e

avaliar a atividade gastroprotetora e antiulcerogénica em ratos Wistar.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Obter e caracterizar complexos de inclusdo acido galico:2-hidroxipropil-3-
ciclodextrina;

b) Preparar e caracterizar lipossomas contendo complexos de inclusédo acido
gélico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina;

c) Preparar microesferas de PLGA contendo acido gélico;

d) Realizar estudos de estabilidade acelerada e a longo prazo dos lipossomas
obtidos;

e) Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas obtidos;

f) Investigar a agao gastroprotetora in vivo do acido galico livre e encapsulado
em microesferas;

g) Avaliar histologicamente as Ulceras gastroduodenais induzidas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ULCERA GASTRICA

A Ulcera gastrica € uma lesdo profunda da mucosa, que pode destruir tanto 0s
componentes do tecido epitelial como do conectivo, incluindo células do musculo
liso, vasos e nervos (MILANI; CALABRO, 2001). Apesar de a etiologia desta doenca
ainda nado ser totalmente conhecida, uma vez que muitos fatores estdo envolvidos
em sua génese, € uma patologia que afeta um namero consideravel de pessoas em
todo o mundo (CARVALHO, 2000). Quando né&o tratadas, as complicacdes podem
ocorrer em até 30% dos pacientes com Ulcera e incluem hemorragia digestiva alta
(20%), perfuracdo (6%) e obstrucdo piloro-duodenal (4%), que sdo importantes
causas de mortalidade (OFMAM, 2000).

A Ulcera pode se desenvolver em qualquer idade, mas ocorre com maior
frequéncia entre 50 e 70 anos e, quando acomete o duodeno, seu nuamero é
ligeiramente maior nos homens do que nas mulheres ao contrario das gastricas, que
ocorre mais em mulheres. Esta doenca pode se desenvolver quando ocorre um
desequilibrio entre os fatores agressores e protetores que atuam no epitélio celular
(Figura 1).

Figura 1 - Consideracfes acerca da fisiopatologia da Ulcera gastrica
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Fonte: A Autora (2016).
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Alguns dos fatores agressivos mais comuns que afetam grande parte da
populacdo sdo: o Helicobacter pylori, acido cloridrico (HCI), o uso de anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINES), pepsinas, ingestdo de alcool, lesdes
relacionadas a isquemia, entre outros. Como fatores defensivos, apresentam-se:
bicarbonato, camada mucosa, prostaglandinas, fatores de crescimento e fluxo
sanguineo (HAROLD; TOMIC-CANIC, 2007).

Embora o tratamento geralmente seja conduzido para a reducao dos fatores
agressivos, pode também ser dirigido para o fortalecimento das defesas da mucosa
do estdmago e duodeno (JAINU et al., 2006). A secrecdo de &cido gastrico é um
processo controlado por mecanismos neural, enddcrino e pardcrino. Os mecanismos
neuronais sdo comandados pela acetilcolina (ACh), os pardcrinos pela histamina e
os enddcrinos pela gastrina (GOODMAN; GILMAN, 2012).

No corpo e fundo gastrico (Figura 2), a acetilcolina liberada dos neurénios
colinérgicos estimula a secre¢do &cida via acao direta na célula parietal através de
receptores muscarinicos tipo M3, e via acdo indireta, pela eliminacdo do efeito
inibitério que a somatostatina exerce tanto nas células parietais como nas células

enterocromafins.

Figura 2 - Divisédo anatdomica do estomago
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Fonte: WIKIMEDIA COMMONS, THE FREE MEDIA REPOSITORY (2016).
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As células enterocromafins no estbmago produzem histamina, que fica
armazenada em vesiculas secretoras (MOSSNER; CACA, 2005), que quando
liberada estimula as células parietais a secretarem acido pela ligagcdo em receptores
H2 (KAZUMORI et. al., 2004). A gastrina € produzida pelas células G no antro do
estbmago e, em menor quantidade na regido proximal do intestino delgado, célon e
pancreas (SCHUBERT, 2004) agindo em receptores CCK2 nas células parietais
(Figura 3) (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Figura 3 - Tipos celulares da mucosa gastrica
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Fonte: MEDICINA GERIATRICA, GERIATRIA E GERONTOLOGIA (2013).

A mucosa gastrica mantém certa integridade estrutural e resisténcia a
agentes agressores uma vez que possui mecanismos de defesa pré-epitelial e
epitelial. A primeira linha de defesa € constituida pela barreira mucobicarbonato que
€ considerada a barreira pré-epitelial, mantendo um pH neutro de aproximadamente
7,0 na interface luminal da superficie das células epiteliais, enquanto que o pH do
[imen é em torno de 1,0-3,0 (TARNAWSKI, 2005). Substéancias ulcerogénicas como

sais biliares e os anti-inflamatorios ndo esteroidais causam a dissipacdo do muco,
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ocasionando lesdo géstrica (LAINE et al., 2008). O bicarbonato que é secretado
pelas células epiteliais é retido pelo muco originando um revestimento alcalino para
0 estdbmago. Quando o alimento é ingerido, as taxas de secrecdo tanto de
bicarbonato quanto de muco aumentam, protegendo esta mucosa (BERNE et al.,
2004; LAINE et al., 2008).

Dentro do componente epitelial esta uma camada continua de células
epiteliais da superficie conectadas por juncdes oclusivas e comunicantes, as quais
secretam bicarbonato, muco, prostaglandinas, proteinas de choque térmico
(TARNAWSKI, 2005). Também denominadas como a segunda defesa, a
microcirculacdo facilita a chegada de oxigénio e nutrientes, além de remover
substancias toxicas. As células endoteliais dos microvasos geram potentes
vasodilatadores como a PGI2 e o NO, que possuem a funcdo de proteger a mucosa
gastrica contra fatores agressores e se contrapde a acdo nociva de varios agentes
vasoconstritores como tromboxanos, endotelinas e leucotrienos (WALLACE, 2001;
LAINE et al., 2008).

Quase todos os mecanismos de defesa sdo estimulados ou facilitados pelas
prostaglandinas, que compreendem a cicatrizagdo da mucosa, a aceleracdo da
restituicdo epitelial, a inibicdo da secrecdo acida, a estimulacdo da secrecdo de
muco, bicarbonato e fosfolipideos e o aumento do fluxo sanguineo. A producéo
sucessiva de prostaglandina E2 (PGE2) e PGI2 é decisiva para a manutencao da
integridade da mucosa gastrica, para a protecdo contra agentes ulcerogénicos e
necrosantes, € dependente dos niveis de expresséo da isoforma do tipo 1 da enzima
cicloxigenase (COX-1) (LAINE et al., 2008). A maior parte das ag0es protetoras das
prostaglandinas na mucosa gastrica sdo mediadas principalmente por receptores do
tipo EP1, EP3 e EP4, que afetam a secrecédo de acido e muco (LAINE et al., 2008).

O organismo também pode contar com mecanismos de defesa através de
sistemas antioxidantes. As enzimas que compdem a primeira linha de defesa contra
0 anion superéxido e o peroxido de hidrogénio incluem a catalase (CAT), a
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase
(GST). A segunda linha de defesa antioxidante ocorre por alguns compostos de
moléculas quimicas, incluindo vitaminas, flavonoides da dieta, carotenoides e a
glutationa (GSH) (CNUBBEN et al., 2001).
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2.1.1 Tratamento farmacoldgico da Ulcera gastrica

Os farmacos utilizados no tratamento de Ulceras gastricas ndo sao totalmente
eficazes na cicatrizacdo das mesmas. Entre os empregados, temos antiacidos,
antagonistas do receptor H2 para histamina e inibidores de bomba de prétons.
Entretanto, a maioria destes possui alto valor agregado e varios efeitos colaterais
(HOOGERWERF; PASRICHA, 2003).

O principal objetivo farmacolégico no tratamento da Ulcera é restabelecer a
integridade da mucosa gastrica, seja pela inativacdo dos fatores agressores ou pelo
aumento dos fatores defensivos (HOOGERWERF; PASRICHA, 2003). Nos anos 70
surgiram os antagonistas de receptores H2 histaminérgicos (cimetidina, ranitidina).
Estes, assim como os inibidores da bomba de prétons H*/K*ATPase (omeprazol,
pantoprazol), que apareceram no final dos anos 80, tem como funcdo reduzir a
secrecao de acido gastrico (BRUNTON, 2007).

Quando o omeprazol € utilizado por periodos prolongados, € possivel
observar efeitos colaterais dessa classe de farmacos. Assim, com a elevacao do pH
do suco gastrico por periodos prolongados tem sido observada a diminuicdo da
absorcdo de nutrientes, e tem sido sugerido que com a H*K*ATPase bloqueada, a
gastrina exerce um efeito tréfico, levando a hiperproliferacdo celular a qual pode
estar associada com o desenvolvimento de cancer gastrico (BRUNTON, 2007).

Outras classes de medicamentos empregadas no tratamento da Ulcera, ou
farmacos utilizados para amenizar os sintomas sdo os antiacidos (hidroxido de
magnésio, hidréxido de aluminio e bicarbonato de sd6dio) e protetores da mucosa,
como o sucralfato, cuja acdo esta envolvida na neutralizacdo do &cido ja secretado e
também atua como agente de barreira, ou seja, evita o contato direto do acido na
mucosa lesada, favorecendo a cicatrizagéo da ulcera (BRUNTON, 2007).

Podem ser citados ainda os casos de Ulcera causadas pelo H. pylori, em que
se associa a terapia com anti-secretores, antibiéticos (claritromicina, amoxicilina,
metronidazol, tinidazol, tetraciclina e fluorquinolonas, como levofloxaxino e
moxifloxacino) e também compostos do bismuto que possuem efeito citoprotetor
devido a0 aumento da secrecdo gastrica de muco e bicarbonato e inibicdo da
atividade da pepsina (HOOGERWERF; PASRICHA, 2003; RIMBARA, et. al. 2011).

Apesar da grande efetividade apresentada pelos antagonistas de receptores

H2 e dos inibidores da bomba de protons, esses medicamentos podem apresentar
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véarios efeitos adversos quando utilizados por longos periodos devido a intensa
supressdo &cida. Dentre esses efeitos, pode se citar a osteoporose, riscos
aumentados de infec¢des entéricas, metabolismo alterado de outros medicamentos,
e desenvolvimento de pdlipos gastricos que podem evoluir para cancer gastrico
(CHUBINEH; BIRK, 2012).

Tendo em vista a magnitude do problema causado pelas Ulceras gastricas, 0s
estudos que buscam a incorporacdo de novos farmacos para sua prevencao e/ou
tratamento tornaram-se de grande interesse. Com isso, a investigacdo de compostos
bioativos que apresentem propriedade gastroprotetora se tornou uma alternativa em
potencial, tendo como objetivo a diminui¢do da incidéncia de lesGes e aceleracdo no
processo de reparo tecidual.

Diante do exposto, o acido galico surge como um possivel composto

promissor para protecdo da mucosa gastrica.

2.2 ACIDO GALICO

2.2.1 Propriedades fisico-quimicas do acido galico

O acido galico (AG) (Figura 4), acido 3,4,5-triidroxi-benzéico, é uma
substancia fendlica, intermediaria do metabolismo secundario de plantas, originado
pela rota biossintética via acido chiquimico, sendo um derivado do &cido benzoéico. E
freqientemente encontrado na natureza na forma de seu dimero de condensacéo, o
acido elagico. Tanto o &cido galico como o acido elagico sdo constituintes de
taninos hidrolisaveis, dos quais sao liberados por hidrdlise acida (CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2004).
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Figura 4 - Estrutura do &cido galico
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Fonte: SUN et al. (2014).

Uma série de substituintes na porcao acida do AG permite a obtencdo de
ésteres com uma variedade de anélogos e propriedades farmacol6gicas distintas
(LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013); os sais e ésteres
de AG sédo denominados galatos (MASOUD et al., 2012). O AG é encontrado em
grande quantidade no cha verde, no sumagre, em nozes, em frutas como uva, roma,
morango, abacaxi, banana, limdo, manga e na casca de macas, bem como no vinho
tinto e branco (YOU et al., 2010; BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015 ).

Ligado ao anel benzeno, o acido galico possui um grupo carboxilico e trés
grupos OH fendlicos nas posicdes 3, 4 e 5. Estes grupos apresentam uma constante
de dissociacao (pKa) de 4,4 ; 8,2; 10,7 e 13,1, respectivamente (MELO et al., 2009).

Polewski e colaboradores (2002), avaliaram as absorbancias em UV-vis do
acido galico solubilizado em solucbes tamponadas com diferentes pH. Foi
evidenciado o deslocamento do comprimento de onda de absor¢cdo do AG de 272
nm em pH 2,8 para 260 nm em pH 7. As mudangas observadas indicaram a
existéncia de duas formas do acido galico, resultantes da dissociacédo de prétons no
grupo carboxilico (COOH): forma neutra que existe abaixo do pKa aparente de 3,4 e

a forma ibnica acima deste pKa, apresentadas na figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica do (a) acido galico e do (b) &nion do acido galico
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Fonte: POLEWSKI; KNIAT; SKA (2002).

O AG se apresenta instavel em temperaturas extremas ou na presenca de
oxigénio ou luz (ROSA et al., 2013). Possui uma coloragédo amarelo esbranquicada,
apresentando-se na forma de cristais, com massa molecular de 170,12 g/mol,
temperatura de fusédo de 250 °C e solubilidade em agua de 1.1% a 20 °C (VERMA,;
SINGH; MISHRA, 2013).

Rosa e colaboradores (2013), descrevem que o AG apresenta baixa
solubilidade em agua. Contudo, pode formar ligacbes de hidrogénio, por possuir
hidroxilas polarizadas de grupos fendlicos e carboxilicos, tanto intramoleculares
como intermoleculares. No entanto, segundo o coeficiente de particdo (LogP), que
expressa a lipofilicidade relativa de uma substancia, quanto maior o valor, maior é a
lipossolubilidade de um determinado composto quimico, o LogP do AG é de 0,89,
bem menor que a maioria dos seus derivados galatos, podendo assim ser
considerado uma substancia relativamente sollivel em dgua (BENNETT et al., 2004).

O AG é conhecido principalmente por ser um antioxidante natural, atuando na
prevencdo da oxidagdo de biomoléculas, tais como, proteinas, carboidratos, acidos
nucléicos e lipideos. Esta propriedade é de grande valia na preservacdo de
alimentos e é caracterizada pela capacidade de atuar como doadores de hidrogénio
ou elétrons para espécies reativas, como em outros polifenéis (GALLI, 2007).

Em adicdo, os compostos fendlicos sdo quimicamente muito reativos e esta
reatividade também pode ser inferida ao acido géalico (CARVALHO; GOSMANN;
SCHENKEL, 2004). Alem disso, séo facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas
vegetais especificas quanto por influéncia de metais (como ferro e manganés), da

luz e do calor, ou, em meio alcalino, ocasionando 0 escurecimento de suas
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solugdes. Outra caracteristica relacionada € a capacidade de complexacdo com
metais, tornando o AG conhecido como um forte agente quelante que forma
complexos de alta estabilidade com o ferro (POLEWSKI; KNIAT; SKA, 2002).

O espectro de absorcdo do AG apresenta dois picos no UV-vis, que variam
conforme o solvente em que se encontra solubilizado, o pH da solucédo e o meio
propicio para mudancas decorrentes de reagbes com outros constituintes ao longo
do tempo. Em solucédo aquosa oxigenada e tamponada em pH 7,4, o comprimento
de onda (A) de maior energia absorve em 220 nm e o0 de menor energia em 260 nm,
logo apds solubilizacido do AG no meio. A medida que o tempo transcorre outras trés
bandas de absorcéo, em 320 nm, 400 nm e 630 nm surgem, indicando a oxidagao
do composto sob estas condi¢cdes (GIL-LONGO; GONZALEZ-VAZQUEZ, 2010).

Durante a auto-oxidacao dos anions de AG, o oxigénio € consumido e anions
superoxido e peroxido de hidrogénio (H202) s&o produzidos (GIL-LONGO;
GONZALEZ-VAZQUEZ, 2010). Em solucdes aquosas ligeiramente alcalinas, mesmo
na auséncia do Oz, mas na presenca de polifendis, o peroxido de hidrogénio (H202)
pode ser formado (MELO et al., 2009).

Em experimentos de fotodecomposi¢ao por irradiacdo UV a concentracédo do
AG em meio aquoso decai com o tempo de reacdo. Isto foi observado com uma
maior velocidade nos maiores valores de pH. Sendo atribuido a forma dissociada
(ionizada), por apresentar maior reatividade que o oxidante, no caso o peroxido de
hidrogénio e a irradiacdo UV, enquanto a forma nédo dissociada (neutra) tem menor
reatividade (BENITEZ et al., 2005).

2.2.2 Propriedades farmacolégicas do acido galico

O acido galico é reconhecido por apresentar diversas atividades terapéuticas
benéficas. Demonstrou possuir atividade antifangica, antibacteriana, antiviral,
antialérgica, anti-inflamatéria,antimelanogénica, antituberculostatica, antimutagénica,
anticolesterol, antiobesidade, imunomodulatéria e antitlcera. Exibe ainda potencial
neuroprotetor, cardioprotetor, hepatoprotetor e nefroprotetor (BADHANI; SHARMA;
KAKKAR, 2015).
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2.2.2.1 Atividade antitumoral

O acido galico apresenta citotoxicidade frente a uma variedade de linhagens
de células cancerigenas, em decorréncia de diferentes mecanismos de acao ja
elucidados, destacando-se o apoptotico (YOU; PARK, 2010), antiproliferativo
(MADLENER et al., 2007), antiangiogénico (LU et al., 2010) e antimetastatico (HO et
al., 2010) (Tabela 1). Esta acéo faz deste farmaco uma importante biomolécula para
uso terapéutico. Além disso, apresenta citotoxicidade seletiva para células
cancerigenas e baixa citotoxicidade para células sadias (VERMA; SINGH; MISHRA,
2013).

Tabela 1 - Dados de ICso e mecanismos de acdo do acido galico frente a linhagens de

células cancerigenas

Linhagem Mecanismo de
de célula Tipo de célula ICso Referéncias

. acao
cancerigena

Céancer de
) ~ . " (YOU; PARK,
Calu-6 pulméo 10-50 uM Apoptotico 2010)
Cancer de 100-200 e (YOU; PARK,
A459 pulmao UM Apoptotico 2010)
HL-60 Leucemia 24 uM Antiproliferativo (MADLZE(;\(IEI)? etal,
Hela Cancer cervical 80 uM Apoptético (YOU et al., 2010)
Carcinoma
AGS gastrico humano 10 uM Apoptético (HO et al., 2010)
Carcinoma de
DU145 prostata 25 uM Apoptético (KAUR et al., 2009)
22Rv1 Carcinomade 44\ (KAUR et al., 2009)
prostata
3T3L1 Adipadcitos 100 uM Apoptotico (HSU;ZIO‘(%)YEN’
U2os  OSteosAICOMa 56 m Antimetastatico  (LIAO etal., 2012)
umano

Fonte: adaptado de VERMA,; SINGH; MISHRA (2013).

Lu e colaboradores (2010) confirmaram essa caracteristica seletiva do AG
guando constataram a inibicdo de 95%, 91%, e 89% do crescimento celular em

células endoteliais normais do cérebro de camundongos nas concentragfes de 20,
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30, e 40 pyg/mL, respectivamente. Enquanto que, para as linhagens U87 e U251n,
nas mesmas concentragoes foi de 70%, 54% e 38% para a primeira linhagem e
81%, 67% e 49% para a segunda linhagem. Esta seletividade do acido galico para
células cancerigenas, também foi observado por Kaur e colaboradores (2009) em
células epiteliais da préstata ndo neoplasicas (PWR-1E) tratadas sob as mesmas
condi¢des de células cancerigenas da préstata, mas diferentemente das linhagens
cancerigenas nao apresentaram inibicao significativa da proliferacéo celular.

Raina e colaboradores (2008) testaram a eficacia quimioprotetora do AG
contra cancer de préstata em modelos transgénicos de adenocarcinoma de prostata
(camundongos TRAMP). Os animais foram alimentados com &gua suplementada
com AG (0,3% e 1%) da 4° a 24° semana de vida, tendo como controle um grupo
alimentado com agua nado suplementada. O tratamento com AG inibiu o crescimento
do cancer de préstata e a progressao do adenocarcinoma em estagio avancado nos
camundongos TRAMP, via forte supressdo da progressao do ciclo e proliferacao
celular e aumento da apoptose.

Ainda com relacao a estudos in vivo da agao antitumoral do AG, constatou-se
gue 0 mesmo suprimiu carcinogénese na pele de camundongos Swiss induzida por
DMBA (7,12-dimetil Benz[a]antraceno). Onde nos grupos tratados com AG houve
uma reducdo da incidéncia de tumores e inibicdo de antioxidantes enziméticos e nao
enzimaticos (SUBRAMANIAN et al., 2014). Em adicdo, o AG ocasionou uma
significativa diminuicdo do peso do baco e do figado em camundongos Balb/c
induzidos a leucemia por células WEHI-3 (HO et al., 2009).

Os efeitos citotoxicos do AG e seus derivados galatos sdo decorrentes da sua
acao pré-oxidante, e ndo antioxidante (YOSHINO et al., 2002). Varias evidéncias
apontam que antioxidantes naturais sdo capazes de inibir o crescimento de células
cancerigenas. Além disso, tem-se sugerido que estes compostos podem ser
utilizados de varias formas, quer como agentes de prevencao do cancer ou mesmo
como farmacos na terapia do cancer (SUBRAMANIAN et al., 2014).

2.2.2.2 Atividade antioxidante
Como antioxidante € capaz de capturar espécies reativas de oxigénio, como

por exemplo, &nions superoxido, perdxido de hidrogénio, radicais hidroxila e acido

hipocloroso (FIUZA et al., 2004). Este efeito pode beneficiar a prevencdo e controle
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de muitas doencas, como as cardiovasculares (GIL-LONGO; GONZALEZ-
VAZQUEZ, 2010). Senevirathne e colaboradores (2012) demonstraram a atenuag&o
do estresse oxidativo induzido por um hidroperéxido organico em células do figado,
por inibicdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio, peroxidacdo lipidica e

aumento dos niveis de enzimas antioxidantes.

2.2.2.3 Atividade neuroprotetora

O acido gélico apresentou acdo farmacoldgica sobre a depressao, tendo
evidenciado resultados ainda melhores quando encapsulado em nanoparticulas de
quitosana, as quais foram administradas na mesma dose que o AG livre em
camundongos. A acdo ansiolitica pode ser atribuida a diminuicdo dos niveis de
nitrito no plasma, com o efeito acentuado pela captacao do acido galico a partir das
nanoparticulas pelo cérebro (NAGPAL; SINGH; MISHRA, 2013).

Em modelos animais de doenca de Parkinson onde o estresse oxidativo
cerebral e o déficit de memdria foi induzido por 6-hidrodopamina, o tratamento com
acido galico aumentou significativamente a memoéria de esquiva passiva, niveis de
tiol total e glutationa peroxidase (GPx). Niveis de malondialdeido (MDA) também
foram reduzidos no hipocampo e no corpo estriado, sugerindo que o AG atuou como
um neuroprotetor via aumento da defesa antioxidante do cérebro (MANSOURI et al.,
2013).

2.2.2.4 Atividades antidiabética e antialérgica

Liu e colaboradores (2013) desenvolveram um novo método mediado por
radicais livres para sintese de conjugados de quitosana com acido galico, que se
destacou como candidato a agente anti-diabético, constatado pela inibicdo da
atividade de a-glucosidase e a-amilase, enzimas que participam da hidrolise de
carboidratos.

Foi constatado também o efeito anti-alérgico in vitro e in vivo do AG,
sugerindo que 0 mecanismo de acdo estaria associado a inibicdo da liberacéo de
histamina a partir de mastocitos, evitando a hipersensibilidade imediata e impedindo

a producdo de citocinas pré-inflamatérias (KIM et al., 2006).



Silva, C.V.N.S. Estudo da encapsulacdo de acido galico em lipossomas e microesferas... 30

2.2.2.5 Atividades nefroprotetora e hepatoprotetora

AG exibiu comportamento nefroprotetor frente a nefrotoxicidade induzida por
lindano, acido nitriloacético férrico e fluoreto de sédio. A intoxicacdo pode exaurir 0s
niveis do sistema de defesa antioxidante, resultando em dano celular por estresse
oxidativo. Diversos estudos demonstraram a habilidade deste composto em
reestabelecer a atividade dos antioxidantes enddgenos. Adicionalmente, o acido
gélico isolado de Peltiphyllum peltatum (Darmera) exibiu efeito protetor frente a
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e estresse oxidativo induzidos por fluoreto de
sédio (BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015).

Ainda com relacdo ao efeito nefroprotetor do AG, Peng e colaboradores
(2012) relataram acdo protetora quando do tratamanto de doenca renal crénica
induzida por doxorrubicina. O tratamento do &cido galico aumentou
significativamente o peso dos rins e o volume glomerular, mantendo a taxa de

filtracdo glomerular em niveis normais.

2.2.2.6 Atividade antimelanogénica

A produgédo exacerbada de melanina, determinante da cor da pele, pode levar
a variadas desordens dermatoldgicas. O potencial do AG como um agente protetor
da pele foi demonstrado através da sua acdo contra a hiperpigmentacéo, inibindo a
atividade da tirosinase. Neste estudo, mostrou-se mais efetivo que o acido kdjico,
um agente antitirosinase padrao (KIM, 2007).

2.2.2.7 Atividade antiviral

Kratz e colaboradores (2008) investigaram o efeito inibidor do acido galico e
seus N-alquil derivados frente aos virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e
herpes simples tipo 1 (HSV-1). Os achados indicaram inibicdo da replicacdo do HIV-
1 e inibicdo da ligacdo do HSV-1 as células e sua penetracao.

O efeito do AG sobre o virus da hepatite C (HCV) foi descrito por Govea-
Salas e colaboradores (2016). Os resultados revelaram que na dose de 300 uM,
este composto foi capaz de diminuir a expressdo do HCV a nivel transcricional em

um sistema de cultura de células replicativo de HCV transfectado com replicons. As
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células tratadas expressaram menores niveis de proteinas NS5A-HCV, sugerindo
que o AG pode diminuir a taxa de translacdo de proteinas virais ou diminuir a
estabilidade da proteina viral. Observou-se ainda que o presente composto foi habil
em diminuir os niveis de ROS (espécies reativas de oxigénio) induzidos por H20z2,

indicando uma atenuacgé&o do estresse oxidativo celular.

2.2.2.8 Atividade antibacteriana

Diversos autores demonstraram o efeito bactericida dos compostos fendlicos
contra H. pylori, uma bactéria associada com um grande numero de doencas
gastrointestinais. Diaz-Goméz e colaboradores (2013) verificaram uma diminuicao
do efeito dose-dependente do AG sobre duas cepas de H. pylori, onde durante 90
min de exposicdo a 1 mg/mL do composto os valores das UFC/mL diminuiram
continuamente de 2x10° para 8x10?! (H. pylori 26695) e de 2x107 para 10° (H. pylori
43504). Observou-se também um aumento dose-dependente nos diametros dos
halos de inibicdo em culturas em placas de agar de ambas as linhagens bacterianas,
sugerindo que o &acido galico tem um efeito inibidor significativo sobre o crescimento
de H. pylori.

A investigacao da atividade do acido galico frente a Escherichia coli apontou
um efeito inibitério evidente em doses acima de 2,5 mg/mL, com total inibicdo
observada nas doses de 3,5 mg/mL ou mais. Os valores das UFC/mL exibiram uma
diminuicdo de 1x10° para 2x10° nas concentracGes acima de 3,0 mg/mL de AG no
meio, com a concentragdo inibitéria minima (MIC) para produzir 99% de inibicdo no
crescimento de E. coli sendo de 3,25 mg/mL do composto. Os diametros dos halos
de inibicdo em cultura em placa de agar aumentaram gradualmente em relacdo ao
teor de acido galico na faixa de O para o controle até 12 mm na presenca de 2,5 mg
de AG. A inibicdo foi significativamente maior que o controle em doses de acido

galico iguais ou superiores a 1 mg (DIAZ-GOMEZ et al., 2014).
2.2.2.9 Atividade anti-inflamatoria
Os acidos fendlicos, incluindo os galatos, exibem uma forte inibicdo da

mieloperoxidase (MPO), uma enzima chave nos processos de infeccdo e

inflamacdo. O &cido gélico e seus derivados N-alquil éster (diferentes em
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lipofilicidade) demonstraram atividade anti-inflamatoria a partir de dois mecanismos:
(1) potente inibicdo da atividade da MPO, inibindo diretamente a producéo de &acido
hipocloroso (HCIO), e (2) retirada de espécies reativas nocivas produzidas pela
enzima (BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015).

2.2.2.10 Atividade gastroprotetora

O acido galico possui a capacidade de restaurar lesdes da mucosa gastrica
induzidas por indometacina através da modulacdo da resposta inflamatéria. Este
composto pode quelar Fe (lll) livre, formando um complexo, demonstrando assim um
possivel potencial para prevenir a gastropatia induzida por indometacina através da
quelacdo do Fe (lll) e bloqueando a apoptose das células da mucosa gastrica
mediada pelo estresse oxidativo (MASOUD et al., 2014; PAL et al., 2010).

Pal e colaboradores (2010) descreveram que em estudos in vivo o AG
bloqueou o estresse oxidativo mitocondrial mediado por AINEs, prevenindo a
formacdo de proteina carbonilada mitocondrial, peroxidacéo lipidica e deplecdo de
tiol. Os estudos in vitro demonstraram que este composto capturou os radicais livres
e bloqueou o dano oxidativo mediado através de OH. Ademais, foi capaz de atenuar
a apoptose de células da mucosa gastrica in vivo e in vitro, prevenir a ativacao da
caspase 9 induzida por AINEs e restabelecer o potencial transmembrana
mitocondrial e a atividade da dehidrogenase. Por conseguinte, a inibicdo do estresse
oxidativo mitocondrial pelo &cido galico esta associada com a inibicao da disfuncéo
mitocondrial induzida por AINEs e ativacdo da apoptose em células da mucosa
gastrica, as quais sdo responsaveis por injuria gastrica ou gastropatia.

Estudos visando avaliar o mecanismo antiulcerogénico do AG demonstraram
gue em lesbes gastricas induzidas por etanol, o tratamento com o composto em
questao foi capaz de proteger o estbmago de ratos e modulou de forma significativa
os niveis de pH gastrico, substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
marcadores imunoldgicos e de apoptose. Onde acredita-se que as propriedades
antioxidantes in vivo, proteinas imunomoduladoras e a inibicAo da apoptose
mitocondrial podem contribuir para a atividade gastroprotetora do acido galico
(ABDELWAHAB, 2013).

Asokkumar e colaboradores (2014), ao investigarem o efeito sinérgico entre o

acido galico e famotidina na protecdo da muscosa gastrica de ratos, relataram que o
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AG protege e repara danos na mucosa gastrica induzidos por AINEs, prevenindo
ainda a ativacdo da via de apoptose mitocondrial em células da mucosa géstrica
durante o tratamento com estes farmacos. Devido a isto, o &cido géalico apresenta-se
com potencial terapéutico para o tratamento da gastropatia induzida por anti-

inflamatoérios ndo esteroidais.

2.2.3 Tecnologia farmacéutica aplicada ao acido galico

Os polifénois estdo entre os compostos ativos mais veementes sintetizados
por plantas, e apresentam combinacdes Unicas de atividades quimicas, fisicas e
bioldgicas. Contudo, sua limitada solubilidade e/ou estabilidade, frequentemente
associadas a uma baixa biodisponibilidade, tém de ser contornadas para torna-los
capazes de responder as demandas nas areas de cosméticos, nutricdo e saude. Foi
constatado que o emprego de varias técnicas de encapsulacado aplicadas a extratos
e/ou compostos polifendlicos de plantas, confirmaram que a encapsulacdo € um
meio atraente para potencializar suas atividades (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011).

Como ja mencionado, o AG é um polifenol e apesar das suas promissoras
atividades bioldgicas, a sua instabilidade a temperatura, presenca de oxigénio e luz,
restringe o0 seu uso terapéutico. Visando contornar estes empecilhos, ha relatos na
literatura da encapsulacdo do AG em complexos de inclusdo, microparticulas e
nanoparticulas, além de conjugados com este farmaco (MUNIN; EDWARDS-LEVY,
2011).

De acordo com as necessidades de cada campo de aplicacdo, as particulas
contendo AG foram elaboradas para desempenhar as seguintes funcoes:

e Protecdo do composto da degradacdo a partir do seu meio circundante
(ROSA et al., 2013; NEO et al., 2013; LIU et al, 2013);

e Preservacdo e aumento da eficacia terapéutica de algumas de suas
atividades bioldgicas (BOZIC et al, 2012; BITAN-CHERBAKOVSKY; ASERIN;
GARTI, 2013);

e Desenvolvimentos de sensores para aplicacdo bioanalitica (HUANG; YU;
TSENG, 2010; SU et al., 2012);

e Funcionalizagdo do polimero, com o qual foi conjugado (PASANPHAN;
CHIRACHANCHAI, 2008; BOZIC et al, 2012);
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e Controle na liberacdo do AG encapsulado (HUANG; YU; TSENG, 2010; LI et
al., 2011; YU et al., 2011);

Filmes funcionalizados de quitosana também foram adquiridos por meio da
conjugacao com AG, obtendo-se uma nova estratégia para realizacdo da modulagéo
sinérgica de atividades caracteristicas do polimero e do polifenol, antibacteriana e
antioxidante respectivamente, de materiais a base de quitosana (BOZIC et al, 2012).
O efeito protetor ao dano celular ocasionado pelo estresse oxidativo induzido por
terc-butilhidroperéxido (T-BHP) em células sadias do figado, foi evidenciado
naquelas pré-tratadas com conjugados de quitosana e acido galico
(SENEVIRATHNE et al., 2012).

A encapsulacdo do &cido galico em microesferas de quitosana (AG/C) e
xantana (AG/X) e sua complexacdo a p-ciclodextrina (AG-B-CDS) resultou na
preservacao da capacidade antioxidante do AG ap0s a encapsulacdo em todas as
matrizes, destacando-se as microparticulas AG/C que obtiveram a mais elevada
porcentagem de eficiéncia de encapsulagéo (91,07%) (ROSA et al., 2013).

Microcapsulas constituidas da associacdo de gelatina e agarose, para
aplicacao topica e oral foram desenvolvidas contendo AG, estas apresentaram uma
eficiéncia de encapsulacdo de 70,28%, e liberacdo de 90% apds duas horas em
condicdes de pH intestinal, e protecdo no tratamento da toxicidade hepética e renal
aguda em camundongos (LAM et al., 2012).

Complexos nanoparticulados de quitosana, acido galico e Fe?* foram
preparados, caracterizados e considerados estaveis, bem como promissores para o
futuro uso como carreadores de proteinas antioxidantes e produtos naturais (YU et
al., 2011).

Um estudo de otimizacdo de nanoparticulas contendo acido galico foi
realizado por meio de um planejamento fatorial, que variou as concentragbes de
quitosana e Tween 80®, esse utilizado com o intuito de servir como agente de
entrega a células cerebrais. A administracdo dos sistemas nanotecnoldgicos com a
adicdo de Tween 80® propiciou um aumento na atividade ansiolitica quando
comparado com as nanoparticulas na auséncia do tensoativo, refletida pelos
modelos comportamentais e a redugdo nos niveis de nitrito no plasma (NAGPAL;
SINGH; MISHRA, 2013).
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O AG foi co-encapsulado com dendrimeros em carreadores lipidicos, onde as
macromoléculas apresentaram uma possivel modulacdo na liberagdo da droga,
decorrente de interacdes eletrostaticas, entre o AG e os dendrimeros (BITAN-
CHERBAKOVSKY; ASERIN; GARTI, 2013). Este composto também foi utilizado na
sintese de nanoparticulas de ouro, agindo como um agente redutor e atuando na
deteccao fluorescente de ciromazina, um inseticida (SU et al., 2012); e na deteccao
de Pb?* (HUANG; YU; TSENG, 2010).

2.3 CICLODEXTRINAS

A fermentacdo enziméatica de alguns carboidratos, como celulose, amido e
sacarose, € capaz de produzir uma mistura de monossacarideos, dissacarideos e
oligossacarideos, resultando assim em dextrinas lineares e ciclicas, sendo as utimas
também conhecidas como ciclodextrinas (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). As
ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos que possuem estrutura rigida e
sdo formados por unidades de glicopiranose unidas por ligagdes a (1-4). Tém a
forma de um cone truncado, onde os grupos OH secundarios ligados aos carbonos
C-2 e C-3 ocupam a base de maior diametro do tronco, enquanto as hidroxilas
primérias ligadas ao carbono C-6 localizam-se na base menor do tronco (Figura 6)
(CHALLA et al., 2005).

Figura 6 - Estrutura quimica de uma ciclodextrina (A) e desenho esquematico (B)
ilustrando a cavidade hidrofébica, a posi¢cédo das hidroxilas primarias e secundarias e

suas dimensoes: altura (H), diametro interno (DI) e diametro externo (DE)
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/ SECUNDARIAS
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Fonte: adaptado de BREWSTER; LOFTSSON (2007).
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A formacdo de uma cavidade central hidrofobica e uma superficie externa
hidrofilica nas ciclodextrinas € favorecida pela disposi¢cao espacial dos grupamentos
quimicos, permitindo, desta forma, o0 processo de complexacdo molecular.
Geralmente, substancias quimicas de baixa polaridade podem alojar-se no interior
da cavidade das CDs formando complexos de inclusdo dinamicos em solucao
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

Podem ser classificadas de acordo com o numero de unidades de
glicopiranose. As ciclodextrinas naturais a-ciclodextrina, B-ciclodextrina e y-
ciclodextrina, contém respectivamente seis, sete e oito unidades glicosidicas
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Apresentam diferentes propriedades, como
tamanho de cavidade, reatividade, solubilidade, capacidade de complexacao e efeito
na estabilidade quimica das moléculas hospedes (Tabela 2) (CONNORS, 1997).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas

Propriedade Ciclodextrina

a B Y
n° de unidades de glicose 6 7 8
Formula empirica C36He60030 Ca2H70035 CagHs0040
Peso molecular 972,85 1134,99 1297,14
Largura da cavidade (A) 8 8 8
Diametro da cavidade (A-aprox) ~5,2 ~6,6 ~8,4
Solubilidade (4gua, 25°C) mol Lt  0,1211 0,0163 0,168

Fonte: CONNORS (1997).

Dentre as ciclodextrinas naturais, a BCD é a mais utilizada por ter baixo custo
e possuir afinidade com muitas moléculas hidrofébicas. No entanto, a sua menor
solubilidade em &gua limita o seu uso (Tabela 2). Esse fato se deve a ligacédo
relativamente forte de suas moléculas em estado solido associada a diminuicdo da
habilidade de formac&o de ligagcbes de hidrogénio com a agua (LOFTSSON;
DUCHENE, 2007).

Diversos derivados semi-sintéticos de ciclodextrinas tém sido produzidos com
0 objetivo de otimizar a solubilidade e estabilidade de ciclodextrinas primarias.
Evidenciou-se que a substituicdo de qualquer um dos grupos hidroxilas por

grupamentos hidrofébicos resulta em um aumento significativo da solubilidade
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aguosa. Outros tipos de modifica¢cdes estruturais como aminacéo, esterificacdo das
hidroxilas primarias e secundarias também podem ser realizadas (CALABRO et al.,
2004; DAVIS; BREWSTER, 2004; DEL VALLE, 2004; LOFTSSON; DUCHENE,
2007).

A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) (Figura 7) € um derivado obtido pelo
tratamento de uma solucdo de BCD com propilenodxido, resultando em uma mistura
de is6bmeros devido a substituicdo randdémica dos grupamentos hidroxilicos
(LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

Figura 7 - Estrutura molecular da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

Fonte: WANG et al. (2016).

Especificamente, a HPBCD é bem tolerada em organismo humano, onde apés
a administracdo oral é metabolizada por bactérias do célon, sendo uma parte
excretada de forma intacta (cerca de 60%) e outra parte como metabolitos (cerca de
40%) (DAVIS; BREWSTER, 2004). Estudos farmacocinéticos em ratos
demonstraram que HPBCD apresenta ti2 de 20 min (i.v.), € excretada de forma
intacta na urina em aproximadamente 90%, a absorcdo oral € menor ou igual a 3%,
DLso de 10 g/Kg (i.v.) e maior que 2 g/Kg (v.0.), e as doses maximas em produtos do
mercado sdo de 16.000 mg/dia (i.v.) e de 8.000 mg/dia (v.0.) (BREWSTER,;
LOFTSSON, 2007).
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2.3.1 Complexos de inclusdo com ciclodextrinas

Devido a habilidade de interagirem com farmacos hidrofébicos otimizando a
sua solubilidade aquosa, as ciclodextrinas tem sido alvo do interesse farmacéutico.
Os mecanismos envolvidos podem estar vinculados a formacdo de complexos de
inclusdo, de complexos de nédo-incluséo, de agregados e de solu¢des de farmacos
supersaturadas estaveis. Muitas propriedades do farmaco podem ser melhoradas
com a formacédo de complexos com ciclodextrinas. Dentre estas, solubilidade, taxa
de dissolucao, biodisponibilidade oral de farmacos, eficiéncia de encapsulacdo e
perfil de liberacdo em sistemas de liberagdo controlada, bem como problemas
associados a toxicidade e a irritacdo local (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

Os complexos de inclusdo tém sido amplamente estudados porque
promovem, principalmente, o aumento da solubilidade de substancias pouco
soliveis em &gua; ademais, a complexacdo proporciona uma melhoria na
estabilidade quimica, maior biodisponibilidade e diminuicdo dos feitos indesejaveis
do principio ativo. Na formacéo de complexos com ciclodextrina € necessario que a
molécula hdspede, ou parte da molécula, entre em contato com a cavidade da
ciclodextrina para que seja formada uma associacdo estavel. Uma variedade de
forcas ndo-covalentes, como forcas de Van der Waals, interacBes hidrofébicas e
ligacbes de hidrogénio, sdo responsaveis pela formacdo do complexo, néo
ocorrendo interacdes fortes como ligacBes covalentes (DEVARAKONDA et al.,
2005).

A estabilidade do complexo de inclusao formado é avaliada pela constante de
estabilidade (Kc), também conhecida como constante de dissociacdo (Kd). Podem
ser formados complexos de inclusdo multiplos e de néo-inclusdo de diferentes
razbes molares farmaco:ciclodextrina (1:1, 1:2, 1:3, 2:1). A maioria dos métodos
utilizados para a determinacéo da Kc baseia-se na medida de uma propriedade fisica
ou quimica da molécula héspede com a ciclodextrina e determinada em funcéo da
concentracdo. O comportamento observado (funcéo linear, quadratica ou cubica) é
indicativo da estequiometria do complexo formado entre o farmaco e a ciclodextrina
(1:1, 1:2 e 1:3, respectivamente) (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LOFTSSON et
al., 2005).

Na formacdo de um complexo de inclusdo 1:1 (mol/mol) (Figura 8), é

necessario que a molécula hospede ou parte dela, associe-se em um equilibrio
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dindmico com a cavidade da ciclodextrina e estabeleca ligacdes de carater ndo-
covalente, como forcas de Van der Waals, interagbes hidrofébicas e ligacdes de
hidrogénio. Devido a natureza destas ligacbes, o complexo de inclusédo
farmaco:ciclodextrina esta continuamente sendo formado e dissociado (DEL VALLE,
2004; LOFTSSON et al., 2005).

Figura 8 - Esquema da associacao entre ciclodextrina e molécula hdspede: (A) complexos

= ¥

de incluséo 1:1 e (B) complexos de inclusdo 1:2
Complexo de

A
[
CD
inclusdo 1:1
B
WV - [
CD Farmaco

Complexo de
inclusao 1:2

Farmaco

Fonte: A Autora (2016).

2.3.2 Preparacdo e caracterizacdo de complexos de inclusdo com

ciclodextrinas

Para a escolha do método de preparacdo de complexos de incluséo, diversos
fatores devem ser levados em consideracao, tais como baixo custo, simplicidade do
método, rapidez, rendimento elevado e facilidade de transposicdo de escala, visto
que o método de preparacdo exerce grande influéncia na qualidade do complexo
final obtido (MURA et al., 2015). Cada composto a ser complexado é um caso
particular por possuir caracteristicas especificas e, devido a isso, as condi¢cdes
ideais podem variar de acordo com as caracteristicas tanto do composto utilizado
guanto da ciclodextrina (MURA et al., 2015).

Os meétodos de preparacdo de complexos de inclusdo mais utilizados sao:

mistura fisica, pasta, co-evaporacdo, co-precipitacdo, spray-drying e freeze-drying
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(GHARIB et al., 2015). Este ultimo tem como vantagem a possibilidade de ser
utilizado em escala laboratorial e também em escala industrial. Para a obtencéo de
complexos de inclusdo através deste método, a ciclodextrina é completamente
solubilizada em agua e posteriormente o farmaco é adicionado a solucdo de
ciclodextrina. A mistura permanece sob agitacdo constante durante um periodo de
tempo pré-determinado, sendo congelada em seguida e submetida a liofilizacdo

(Figura 9) (SILVA et al., 2016; CAVALCANTI et al., 2011).

Figura 9 - Método freeze-drying de preparacdo de complexos de inclusdo farmaco-

ciclodextrinas

Solugdo contendo complexo
de inclusdo farmaco:CD

Preparagio do complexo na D
000000 fase aquosa
rrrrr Complexo de
) o« > inclusao
- m farmaco:CD
> el )
- mj / - Liofilizagao

Ciclodextrina dissolvida em Agitagao m

solugio aquosa Congelamento -80 °C

Fonte: adaptado de GHARIB et al. (2015).

Estudos experimentais e tedricos sdo realizados para caracterizar complexos
de inclusdo de moléculas com ciclodextrinas, dentre eles destacam-se: difracdo de
raios-X (XRD), espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (IV),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), andlise termogravimétrica (TGA),
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), estudos de dissolugédo, de
modelagem molecular, ressonancia magnética nuclear (RMN) e estudo de
solubilidade de fases (SONG et al., 2009; MURA et al., 2015).

Na caracterizacdo por RMN, o consenso estabelecido na literatura é que o
complexo de inclusdo € formado quando ocorrem mudancas nos deslocamentos
qguimicos dos hidrogénios do interior da cavidade da ciclodextrina (3-H e/ou 5-H),
sendo estes maiores do que os deslocamentos quimicos correspondentes aos
localizados no exterior da sua cavidade (2-H e/ou 4-H). Contudo, estudos

demonstram que mesmo que a molécula hospede esteja interagindo com o exterior
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da cavidade da ciclodextrina, mudancas nas propriedades espectroscopicas da
ciclodextrina e fisicas das moléculas podem acontecer. Com base nisto, foi proposta
a definicdo de interacdo por encapsulacdo para estes casos em que a molécula
hospedeira interage com a ciclodextrina sem envolver necessariamente o fendmeno
de complexacéo por inclusdo (SONG et al., 2009).

Higuchi e Connors foram os primeiros a descrever o estudo de solubilidade de
fases, no ano de 1965. Experimentalmente, um excesso do farmaco hidrofébico é
adicionado a um volume constante de diferentes solu¢cdes aquosas de ciclodextrina
em concentracdes crescentes. As amostras sdo submetidas a agitagdo a uma
temperatura constante até que o equilibrio seja atingido, com posterior concentracédo
do farmaco determinada por técnicas analiticas como espectroscopia UV-Vis ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

A partir dai, um diagrama de solubilidade de fases € construido, podendo ser
produzidas curvas do tipo A (que indicam a formacdo de complexos de inclusao
sollveis com razdo estequiométrica molar de 1:1 farmaco:ciclodextrina) ou B (que
sugerem a formacao de complexos de inclusdo com pobre solubilidade). As curvas
do tipo A sdo subdivididas em AL (aumento linear da solubilidade do farmaco como
uma funcdo da concentracdo da ciclodextrina), Ap (desvio isotérmico positivo), e An
(desvio isotérmico negativo) e as curvas do tipo B, em Bs (curva que denota
complexos de limitada solubilidade) e Bi (curva que indica complexos insolaveis)
(Figura 10) (CHALLA et al., 2005; CHO; JUNG, 2015).

Figura 10 - Diagrama de solubilidade de fases mostrando os tipos e subtipos de curvas A
(AL, Ape AN) eB (Bs e B|)

Concentragao do farmaco

Concentracao de ciclodextrina

Fonte: adaptado de CHO; JUNG (2015).
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7

O diagrama de solubilidade de fases é obtido pela relagdo entre a
concentracdo molar do farmaco e a concentracdo molar da ciclodextrina. A HPBCD,
por exemplo, comumente forma complexos de inclusédo soliveis, sendo produzidas,
portanto, curvas do tipo A (CHALLA et al., 2005). Neste caso, como sao formados
complexos de inclusdo 1:1, é possivel calcular a constante de estabilidade a partir

da porcéo linear da curva de solubilidade de fases utilizando a equacao

3 slope
~ S,(1—slope)

Kl:l

em que “Slope” € a inclinagao da reta e So é a solubilidade intrinseca do composto,
gue pode ser assumida como igual ao valor do Y-intercepto da curva linear (CHALLA
et al., 2005). No entanto, em decorréncia da formacédo de intera¢cdes hidrofébicas, da
presenca de complexos multiplos, bem como de condicbes ndo-ideais de saturacao
das solugbes do farmaco, o valor de So é frequentemente diferente do sugerido pelo
Y-intercepto. Desta forma, a melhor maneira de comparar os efeitos solubilizantes
das CDs é comparar suas eficiéncias de complexacao (EC) (um parametro calculado
sem levar em consideracdo a solubilidade intrinseca) pela utilizacdo da seguinte
equacado: EC = SoK1.1= [D/CD]/[CD] = Slope/1 - Slope, onde [D/CD] € a concentracao
do complexo dissolvido; [CD], a concentracdo de ciclodextrina livre dissolvida; e
Slope € a inclinacao do diagrama de solubilidade de fases (LOFTSSON et al., 2005).

2.3.3 Utilizacao de ciclodextrinas

Devido a sua capacidade de formar complexos de inclusdo com diversos
compostos, as ciclodextrinas vém sendo amplamente utilizadas, principalmente pela
industria farmacéutica. Pesquisadores descreveram a utilizagdo da HPBCD no
aumento da solubilidade de produtos de origem natural, em particular, substancias
liquénicas, tais como: atranorina, acido fumarprotocetrarico, acido Usnico e &cido
difractaico, todos compostos de baixa solubilidade em agua (KRISTMUNDSDOTTIR
et al., 2005; KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2002; LIRA et al., 2009; SILVA et al.,
2016).

Kristmundsdottir e colaboradores (2005) observaram que o complexo de
inclusdo com &acido fumarprotocetrarico foi capaz de promover um aumento de

guase 300 vezes em sua solubilidade; e ao testarem o complexo de inclusdo com o
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acido usnico obtido, verificaram que o mesmo apresentou atividade anti-proliferativa
frente a linhagens celulares humanas malignas: T-47D (mama), Panc-1 (pancreas) e
PC-3 (préstata).

Ha relatos na literatura de complexos de ciclodextrina com diversos farmacos,
como [-lapachona (CAVALCANTI et al.,, 2011), sulfamerazina (RAJENDIRAN;
MOHANDOSS; VENKATESH, 2014), clorzoxazona (TANG et al.,, 2015), clonidina
(BRAGA et al., 2016), riluzol (WANG et al., 2016), dentre outros.

A despeito das inUmeras vantagens atribuidas a formacdo dos complexos de
inclusdo de farmaco com ciclodextrinas, muitas vezes apenas 0 mecanismo de
complexacdo molecular ndo é suficiente para promover a liberacdo controlada do
agente terapéutico. Com isso, a incorporacdo de complexos de inclusdo em
sistemas de liberacdo controlada poderia viabilizar a obtencéo do perfil de liberacéo
desejado (DE ROSA et al., 2005; FERNANDES et al., 2007).

A incorporacdo dos complexos de inclusdo farmaco:ciclodextrina nestes
sistemas pode aumentar a eficiéncia de encapsulacdo e a biodisponibilidade oral
dos principios ativos que estdo associados, bem como, modular a cinética de

liberac&o destes dispositivos terapéuticos (DUCHENE et al., 1999).

2.4 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA - SISTEMAS DE LIBERACAO

CONTROLADA

A nanotecnologia farmacéutica representa uma area multidisciplinar envolvida
com o desenvolvimento de sistemas terapéuticos mais eficientes, que representam
inovacao tecnoldgica obtendo sistemas micro e nanométricos com o direcionamento

do sitio de agéo e controle de liberacdo de farmacos (STAMATIALIS et al., 2008).

Os sistemas de liberacdo controlada desenvolvidos por essa tecnologia sédo
dispositivos que liberam o principio ativo de forma controlada, mantendo a
concentracéo terapéutica apropriada por um longo periodo de tempo. Apresentam,
assim, inidmeras vantagens em relacao as formas farmacéuticas convencionais, tais
como: liberagdo progressiva do farmaco; direcionamento a alvos especificos;
protecdo do principio ativo (diminuindo a sua retencdo e/ou degradacdo pelo
organismo); reducdo do numero de doses e quantidade do farmaco administrado,

bem como manutencdo da concentracdo constante do principio ativo no plasma;
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diminuicdo de efeitos adversos; maior conveniéncia para o paciente e reducao dos
custos na saude (BRANNON-PEPPAS, 1995; PETITTI et al., 2008).

Diferentes dispositivos podem ser utilizados como sistemas de liberacao
controlada, como lipossomas, microparticulas, nanoparticulas, complexos de
inclusdo, dentre outros; como também diferentes tipos de liberagdo podem ser
produzidos (continua, pulsatil) de acordo com o farmaco, o dispositivo escolhido e a
via de administracéo (PETITTI et al., 2008).

2.4.1 Lipossomas

Lipossomas séo vesiculas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas
lipidicas que possuem a propriedade de organizarem-se espontaneamente em meio
aquoso. Os lipideos se organizam de forma que suas cadeias hidrofébicas
interagem dando origem a bicamada e os grupos hidrofilicos orientam-se para

solucéo extra-vesicular e a cavidade interna (Figura 11) (PAINI et al., 2015).

Figura 11 - Formacéo de estruturas fechadas em bicamadas a partir de fosfolipideos em

meio aquoso
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Fonte: adaptado de BELHOCINE; PRATO (2011).



Silva, C.V.N.S. Estudo da encapsulacdo de acido galico em lipossomas e microesferas... 45

Tais particulas sdo consideradas excelentes formas de sistemas de liberagéo
controlada de farmacos e substancias biologicamente ativas gracas a sua
flexibilidade estrutural relacionada ao tamanho, composicéo e fluidez da bicamada
lipidica e na sua capacidade de encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas.
Ademais, os lipossomas séo biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos,
caracteristicas bastante atrativas para o desenvolvimento de sistemas terapéuticos
(EDWARDS; BAEUMNER, 2006).

Os lipossomas sao constituidos basicamente de fosfolipideos e esterdis
(MONTEIRO et al., 2014). A fosfatidilcolina é o lipideo mais empregado nas
formulagdes de lipossomas, devido a sua grande estabilidade frente a variagbes de
pH ou da concentracdo de sal no meio (BATISTA et al., 2007). Enquanto que o
colesterol atua aumentando a fluidez da bicamada, reduzindo a permeabilidade a
moléculas hidrossollveis e melhorando a estabilidade das vesiculas na presenca de
fluidos biologicos (MONTEIRO et al., 2014).

Recentemente, a literatura apontou o surgimento dos polimerssomos, que sao
vesiculas poliméricas automontaveis formadas em meio aquoso por copolimeros em
bloco anfifilicos (SIMON-GRACIA et al., 2016). Por simularem lipossomas, uma vez
que estes copolimeros de alto peso molecular possuem anfilicidade similar aos
lipidios, tornaram-se uma alternativa atrativa devido a sua alta capacidade de
encapsular compostos hidrofilicos, hidrofébicos ou anfifilicos, caracterizando-os
como sistemas excepcionais para a liberacdo de moléculas bioativas e a
encapsulacdo de mais de um farmaco para terapia sinérgica (FIGUEIREDO et al.,
2016; MARTIN et al., 2016).

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com seu método de
preparacao, pelo nimero de bicamadas presentes na vesicula ou pelo seu tamanho;
sendo as duas Ultimas as classificacbes mais utilizadas. Com base no numero de
bicamadas e vesiculas, os lipossomas sao classificados em vesiculas unilamelares
(ULVs), vesiculas multilamelares (MLVs) ou vesiculas multivesiculares (MVVs). Além
disso, com relacdo ao tamanho, os lipossomas unilamelares sdo classificados em
vesiculas unilamelares grandes (LUVS) e vesiculas unilamelares pequenas (SUVS)
(MONTEIRO et al., 2014) (Figura 12).
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Figura 12 - Classificagéo dos lipossomas quanto ao numero de bicamadas e tamanho

Bicamada lipidica

p . v F " b 4 Yy v

MLV MVV ULV

Fonte: adaptado de MONTEIRO et al. (2014).

Diversos métodos foram desenvolvidos para a producdo de lipossomas. O
mais utilizado para a obtencdo de formulacdes lipossomais é o método de
hidratacdo do filme lipidico, onde os constituintes sao dissolvidos em solvente
organico, seguido pela evaporacdo do solvente e formacdo de um filme lipidico
(LIRA et al., 2009; CAVALCANTI et al., 2011). Procede-se a hidratacéo do filme com
agua ou tampao sob agitacdo vigorosa, promovendo a formacéo da dispersdo de
lipossomas multilamelares. O momento da inclusdo do farmaco durante a
preparacdo das vesiculas vai depender da natureza quimica do mesmo, sendo
adicionados ao solvente organico (lipofilicos) ou solubilizados na solugcdo tampéao
(hidrofilicos). Esta técnica produz lipossomas multilamelares, sendo necessaria a
aplicacdo de métodos mecanicos, eletrostaticos ou quimicos para aquisicdo de
lipossomas unilamelares, LUV’s e SUV’s. Os mais frequentes sdo os mecanicos,
estando incluidos: a sonicagdo, o0 uso da prensa de French,
homogeinizador/fluidificador e extrusdo através de membrana de policarbonato com
variadas porosidades (BATISTA et al., 2007).
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A aplicacdo de métodos para caracterizacdo imediata seguida do preparo e
armazenamento de lipossomas € requerida para o controle de qualidade da
producdo. Entre eles, prioriza-se a determinacdo do diametro médio das particulas,
indice de polidisperséo (PDI), pH, carga de superficie e o percentual da eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco (EE%) (VEMURI; RHODES, 1995). Ainda podem ser
realizados estudos de estabilidade e analise dos aspectos macroscopicos, bem
como a determinacdo da morfologia dos sistemas através de microscopia éptica e
eletronica (SANTOS-MAGALHAES et al., 2000; ANDRADE et al., 2004).

Com relacdo a sua composicdo quimica, os lipossomas podem ser
classificados em: lipossomas convencionais, que sdo compostos basicamente de
fosfolipideos, colesterol e/ou um lipidio com carga (positiva ou negativa); lipossomas
de longa circulacdo ou furtivos, que sdo obtidos através do revestimento da
superficie da bicamada lipidica com polimeros hidrofilicos sintéticos inertes e
biocompativeis, especificamente os polietilenoglicéis, ou componentes hidrofilicos
naturais, como o monossialogangliosideo (MG1) e fosfatidilinositol (TORCHILIN,
2005).

Além dos citados, existem ainda os lipossomas direcionados ou sitio-
especificos, 0s quais caracterizam-se por apresentar em sua superficie moléculas
como anticorpos, proteinas, carboidratos e peptideos, sem o comprometimento da
membrana lipidica e alteracdo na funcdo do ligante. Outra categoria sdo 0s
lipossomas polimoérficos, aqueles que se tornam reativos devido a mudanca na sua
estrutura, mudanca esta desencadeada por uma alteracdo de pH, temperatura ou
carga eletrostatica. Dentre esses podemos citar 0s lipossomas catiénicos, sensiveis
ao pH e termossensiveis. A literatura descreve ainda os lipossomas terandsticos,
onde ha um componente de imagem, um ligante direcionador e um agente
terapéutico em um sistema unico, sendo este simultaneamente uma ferramenta para
terapéutica e diagnostico (Figura 13) (BATISTA et al., 2007; SERCOMBE et al.,
2015).
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Figura 13 - Classificacdo dos lipossomas quanto a sua constituicdo. A - Lipossoma
convencional, B - Lipossoma furtivo, C - Lipossoma terandstico e D — Lipossoma sitio-

especifico
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Fonte: adaptado de SERCOMBE et al. (2015)

2.4.2 Microesferas

As microparticulas sdo definidas como pequenas particulas solidas e

esféricas de tamanho entre 1 a 1000 um. Nas microparticulas poliméricas, o farmaco

pode estar encapsulado como um nucleo sélido, como uma solugéo, ou disperso na

matriz polimérica; sendo classificadas em microcapsulas e microesferas. As

primeiras séo sistemas reservatorios contendo o farmaco em um nucleo central com

revestimento polimérico que atua como um filme protetor; enquanto as microesferas

sdo sistemas matriciais ou monoliticos, no qual o farmaco estd uniformemente

disperso e/ou dissolvido na matriz polimérica (Figura 14) (PETITTI et al., 2008;

SINGH et al., 2001).
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Figura 14 - Representacdo esquemdtica da classificacdo das microparticulas: (A)

microesfera (sistema matricial) e (B) microcdpsula (sistema reservatorio)

Fonte: adaptado de PIMENTEL et al. (2007).

Para a obtencdo de microparticulas podem ser utilizados polimeros naturais
(proteinas ou polissacarideos) ou sintéticos. Dentre os polimeros naturais mais
estudados encontram-se: acido hialurénico, alginato, amido, colageno e quitosana,
gue oferecem muitas vantagens quando usados como carreadores para liberagcéo de
farmacos (BALMAYOR et al.,, 2009). No entanto, problemas correlacionados a
pureza, necessidade de modificacdo quimica ou mesmo de incompatibilidade com
0s constituintes da formulacéo justificam o uso preferencial de polimeros sintéticos
biodegradaveis como matérias-primas destes sistemas (HANS; LOWMAN, 2002).

Os polimeros sintéticos mais comumente utilizados sdo acidos poliamino,
poliamidas, poliacrilamidas, poliésteres, poliortoésteres e poliuretanos. Os
poliésteres como poli-e-caprolactona (PCL), polimero de acido glicélico (PGA),
polimero de acido lactico (PLA) e copolimero de acido lactico e glicdlico (PLGA) sao
bastante atrativos devido a caracteristicas favoraveis, tais como: biocompatibilidade,
biodegradabilidade e seguranca para uso em humanos, j& sendo oficialmente
regulamentados para uso interno (FERNANDEZ-CARBALLIDO et al., 2008).

Durante os ultimos anos, pesquisas foram focadas no desenvolvimento de
microesferas de polimeros biodegradaveis, como o PLGA, devido a inumeros
fatores, dentre os quais: capacidade de serem reabsorvidas pelo organismo, acéo
terapéutica prolongada e elevada eficiéncia de encapsulagdo associadas as suas

dimensdes, melhoria da estabilidade e da biodisponibilidade oral de farmacos,
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aumento da permeabilidade através do epitélio intestinal e facilidade de
administragcado (MUTHU et al., 2009).

Os meétodos usados na producdo de microesferas geralmente envolvem
principios de evaporacéo e/ou difusdo do solvente, coacervacao, polimerizacdo em
emulsao, técnica de microemulsao, spray-drying, salting out, dentre outros (IQBAL et
al., 2015).

As técnicas de emulsificacdo com evaporacdo do solvente sdo bastante
utilizadas na preparacao destes sistemas e envolvem a formacdo de emulsdes com
fases aquosas e oleosas organicas, com a retirada do solvente organico ao final do
processo. O polimero e o farmaco séo solubilizados nas fases apropriadas e estas
sdo emulsificadas em uma fase continua (aquosa ou oleosa) contendo um
emulsificante adequado com um baixo poder de solubilizacdo do farmaco. No caso
de fases continuas aquosas, o alcool polivinilico (PVA) é o emulsificante mais usado.
Ao final do processo, os solventes volateis podem ser removidos por evaporagao ou
por extracdo da fase externa (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008).

As emulsfes formadas nestes métodos podem ser do tipo simples, como de
Oleo/agua (o/a, caracterizando um sistema rico em agua) (Figura 15), 6leo/6leo (0/0)
ou multiplas como agua/dleo/agua (a/o/a) (IQBAL et al., 2015).

Figura 15 - Método de preparacédo de microesferas por emulsificacdo (o/a) e evaporacao do
solvente: (1) solubilizacdo dos componentes na fase oleosa orgéanica, (2) mistura da fase
organica com a fase continua contendo emulsificante sob agitacdo, (3) evaporagdo do

solvente, (4) separacdo das microesferas

; POLIMERO
FARMACO %
-\ / SOLVENTE

~¥/  orGANICO
FASE
CONTINUA

(D (@)

Fonte: adaptado de LI et al. (2008).
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Os parametros utilizados para caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas
obtidos sdo bem variados, podendo-se destacar. avaliacdo macroscopica e
microscopica, tamanho e distribuicdo de tamanho de particula, indice de
polidispersdo, eficiéncia de encapsulacdo, potencial zeta, interacbes e
incompatibilidades entre os componentes da formulagdo, estudos de estabilidade
acelerada e a longo prazo e cinética de liberag&o in vitro (SANTOS-MAGALHAES et
al., 2000).

Técnicas como difracdo de raios-X (XRD), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), andlise termogravimétrica (TGA), ressonancia magnética nuclear (RMN),
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman e
microscopia de varredura laser confocal, ainda podem ser empregadas, com o0
objetivo de evidenciar a encapsulacdo do farmaco e distribuicdo na matriz
polimérica, a interagdo ou incompatibilidade do farmaco com o polimero ou outros
componentes da formulacdo (FAISANT et al., 2002; FERNANDEZ-CARBALLIDO et
al., 2008; WANG et al., 2009).
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RESUMO

O presente estudo objetivou desenvolver e caracterizar microesferas de PLGA
contendo &cido galico, visando avaliar sua atividade antitlcera. As microesferas
foram preparadas pelo método de emulsdo multipla com evaporagdo do solvente e
caracterizadas fisico-quimicamente. A atividade gastroprotetora foi realizada
utilizando ratos Wistar, divididos em quatro grupos (controle positivo, sem inducao
de Ulcera; controle negativo, com inducdo de Ulcera, sem tratamento; AG livre e
Micro-AG), pré-tratados 30 minutos antes da indugcdo da Ulcera géastrica com
indometacina por via oral. O estdtmago e o duodeno foram removidos para andlise
histol6gica, avaliando-se area com muco, espessura do epitélio glandular e
vilosidades intestinais. Os resultados foram analisados pelo teste t-Student.
Microesferas contendo acido galico foram obtidas, com tamanho médio de particula
de 15,89 + 1,33 um, indice de polidispersdo 1,33, carga negativa e eficiéncia de
encapsulacdo de 58,33 £ 0,08 %. Em relacdo a area de muco no estbmago, 0s
resultados mostraram que no grupo AG livre 0s animais permaneceram com média
da area de muco semelhante ao grupo onde ndo houve indugéo da ulcera (6,5 + 1,5
um? e 7,85 + 1,9 ym?, respectivamente). Por outro lado, o grupo Micro-AG exibiu
uma area (7,0 = 1,4 um?) proéxima ao grupo com Ulcera néo tratada (6,05 + 1,7 um?),
apresentando atividade antiulcerogénica moderada, mas sem potencializacdo do
efeito do acido gdlico. A investigacdo dos danos epiteliais do grupo AG livre
apresentou valores superiores aos demais grupos tratados ratificando novamente
sua acao gastroprotetora. As andlises de muco no duodeno a pH 2,5 revelaram uma
area média de 14,5 + 13,7 ym? para o controle positivo, 5,3 + 3,42 ym? para o
controle negativo, 6,0 + 3,52 ym? e 7,03 + 3,67 um? para os grupos AG livre e Micro-
AG, respectivamente. Em relacdo a andlise das vilosidades intestinais, o grupo
Micro-AG apresentou atividade protetora, com uma extensdo média de 391,48 +
117,02 pm, tamanho este inferior ao grupo AG livre, mas superior ao controle
negativo (310,10 + 52,0 ym). Deste modo, sugere-se que a encapsulacdo do acido
galico em microesferas pode tornar-se uma alternativa para superar suas limitacoes,
com o sistema podendo apresentar-se viavel para aplicagdo no tratamento de

Ulceras gastricas.

Palavras-chave: Acido galico. Microesferas. Ulcera.
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ABSTRACT

This study aimed to develop and characterize PLGA microspheres containing gallic
acid, to evaluate its anti-ulcer activity. Microspheres were prepared by the method of
multiple emulsion solvent evaporation and characterized physicochemically. The
gastroprotective activity was performed using male Wistar rats divided into four
groups (positive control, without ulcer induction; negative control, ulcer induction
without treatment; free AG and Micro-AG), pre-treated 30 minutes before the
induction of gastric ulcer, indomethacin orally. Stomach and duodenum were
removed for histological analysis, by evaluating area with mucus, thickness of
glandular epithelium and villi. The results were analyzed by t-test. Microspheres
containing gallic acid were obtained, with an average patrticle size of 15.89 + 1.33
micrometres, polydispersity index of 1.33, negative charge and an encapsulation
efficiency of 58.33 £ 0.08 %. Regarding the mucus area in the stomach, results
showed that the free AG group animals remained with a mean mucus area similar to
the group where no ulcer was induced (6.5 + 1.5 ym? and 7.85 += 1.9 um?
respectively). On the other hand, the micro-AG group showed an area (7.0 + 1.4
um?) next to the group treated with non ulcer (6.05 + 1.7 um?) with moderate
antiulcer activity but no potentiation of the gallic acid effect. The investigation of
epithelial damage of free AG group had higher values than the other groups treated,
again confirming its gastroprotective action. The mucus analyzes at the duodenum at
pH 2.5 showed an average area of 14.5 + 13.7 um? for the positive control, 5.3 + 3.42
um? for the negative control, 6.0 + 3.52 ym? and 7.03 + 3.67 um? for free AG groups
and Micro-AG, respectively. Regarding the analysis of intestinal villi, the Micro-AG
group showed protective activity, with an average length of 391.48 + 117.02 um this
lower than the free AG group, but higher than the negative control (310.10 + 52,0
pum). Thus, it is suggested that the encapsulation of gallic acid in microspheres can
become an alternative to overcome the limitations, with the system being viable for

application in the treatment of gastric ulcers.

Keywords: Gallic acid. Microspheres. Ulcer.
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1 INTRODUCAO

O &cido galico (AG) (3,4,5-acido trihidroxibenzdico) caracteriza-se como um
polifenol enddgeno de plantas, encontrado abundantemente em chas, uvas e outras
frutas, bem como no vinho (SINGH et al., 2004). Também é encontrado no caule de
algumas arvores, como o carvalho (Quercus robur), castanheira (Castanea sativa L.)
e outras (EYLES et al.,, 2004; MURUGANANTHAN et al., 2005). Tem coloracao
amarelo esbranquicada, apresentando-se na forma de cristais, com massa
molecular de 170.12 g/mol, temperatura de fusdo de 250 °C e solubilidade em agua
de 1.1% at 20 °C (POLEWSKI et al., 2002).

Possui forte atividade antioxidante (KIM et al., 2002), anti-inflamatoria
(KROES et al., 1992), antimutagénica (GICHNER, 1987) e antitumoral (MIRVISH et
al.,, 1975; INOUE et al., 1995). Também possui propriedade pré-oxidante em
concentracdo dose-dependente na presenca de ions metalicos.

O AG inibe a liberacdo de histamina a partir de mastécitos e impede a
producdo de citocinas proé-inflamatérias, as quais desempenham um papel
importante no desenvolvimento da Ulcera gastroduodenal. Possui ainda a
capacidade de restaurar lesbes da mucosa gastrica induzidas por indometacina
através da modulacéo da resposta inflamatéria. Estudos verificaram que o composto
foi capaz de proteger hepatédcitos humanos de estresse oxidativo induzido por H20z,
apresentando também atividade anti-apoptoética. O acido galico pode quelar Fe (I11)
livre, formando um complexo. Assim, verifica-se que o AG possui potencial para
prevenir a gastropatia induzida por indometacina através da quelacdo do Fe (lll) e
bloqueando a apoptose das células da mucosa gastrica mediada pelo estresse
oxidativo (PAL et al., 2010).

No entanto, a despeito de todas as atividades biolégicas que possui, 0 AG
tem caracteristicas fisico-quimicas que restringem seu uso na terapia. Visando
contornar este fato, o0 emprego de sistemas de liberacdo controlada surge como um
meio atraente para sua utilizacdo e potencializacdo de suas atividades (MUNIN;
EDWARDS-LEVY, 2011).

Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar
microesferas de PLGA contendo acido galico, visando avaliar sua atividade
gastroprotetora.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E AMOSTRAS

O éacido gélico (AG) foi fornecido pela Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). A
acetonitrila, o metanol e o diclorometano foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha), todos de grau analitico. PVA (PM 30.000-70.000) e PEG (PM 3.350),
juntamente com o crioprotetor trealose foram obtidos da Sigma-Aldrich (St Louis,
EUA). PLGA foi obtido a partir da Boehringer Ingelheim (Ingelheim am Rhein,

Alemanha). Todas as solu¢des aquosas foram preparadas com agua purificada.

2.2 PREPARACAO DE MICROESFERAS DE PLGA CONTENDO ACIDO GALICO
(MICRO-AG)

As microesferas foram preparadas pelo método de emulsdao multipla com
evaporacdo do solvente de acordo com Ribeiro-Costa e colaboradores (2004) e
Morais e colaboradores (2009). Uma emulsdo simples (agua/éleo) foi preparada
dissolvendo-se 225 mg de PLGA e 20 mg de AG em diclorometano (6 mL). A
solucéo organica foi emulsificada (Ultra-Turrax T25, IKA, Alemanha) com 125 mg de
PEG em &gua por 1 min a 8.000 rpm utilizando banho de gelo. A emulsédo formada
foi adicionada a uma fase aguosa constituida por alcool polivinilico (PVA) 1,25 % e
emulsificada por 30 s a 8.000 rpm, resultando em uma emulsdo mdultipla
(agua/dleo/agua). A emulséo resultante foi mantida sob agitacdo mecéanica em um
agitador de palheta a 400 rpm (2 h) para evaporagao do solvente. As microesferas
foram recuperadas através de centrifugacdo (Kubota KN-70 Centrifuge, Japéo) a
3.000 rpm durante 10 min, lavadas trés vezes com agua destilada e dispersas no
crioprotetor trealose 1 % (m/v). Em seguida, as microesferas foram congeladas a -
80 °C para liofilizacdo (EZ-DRY, FTS System, EUA) por 48 h. Apos liofilizagédo, as

microesferas foram acondicionadas em dessecador a temperatura ambiente.
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2.2.1 Caracterizagdao fisico-quimica das microesferas

2.2.2.1 Tamanho de particula e indice de polidispersao

Um analisador de particulas (Zetasizer Nano ZS90, Malvern, Reino Unido) foi
usado para determinar o tamanho de particula das microesferas pela técnica de
difracdo a laser. Amostras de microesferas liofilizadas (10 mg) foram dispersas em
uma solucdo aquosa de Tween®80 0,04 % (m/v) e submetidas a sonicacéo por 10
min.

Os parametros calculados foram: didmetro volumétrico médio (dv) e o indice
span pela equacao span = (d(v;0,9) — d(v;0,1)) / d(v;0,5)), onde (d(v;0,9), d(v;0,1) e
d(v;0,5) representam os percentuais das microesferas com diametros volumétricos
médios acima de 90 %, 10 % e 50 %. O indice span permite avaliar o grau de
polidispersdo da amostra, sendo que pequenos valores estdo associados a uma
distribuicAo homogénea de tamanho de particula. Outros autores ja propuseram o
span como parametro para avaliar o grau de polidisperséo de microesferas (ITO et
al., 2009; RIBEIRO-COSTA et al., 2009).

2.2.2.2 Eficiéncia de encapsulacéo das microesferas

A eficiéncia de encapsulacdo do acido galico nas microesferas foi
determinada por espectrofotometria (Ultrospec 3000 Pro, Amersham Pharmacia
Biotech, EUA), utilizando método previamente validado. Amostras de microesferas
liofiizadas (5 mg) foram diluidas em 25 mL de uma mistura de
diclorometano:metanol (3:2) e submetidas a sonicacéo durante 10 min. Uma aliquota
dessa solucéo foi entdo diluida para a concentracdo teorica de 5 pg/mL. O acido
galico foi determinado em 268 nm utilizando-se curva padrdo na faixa de
concentracédo de 1 - 10 pg/mL em acetonitrila. Microesferas da formulacdo branca
foram submetidas ao mesmo método de doseamento para demonstrar a auséncia
de interferéncia dos constituintes da formulacdo. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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2.2.2.3 Carga de superficie

A determinacdo da carga de superficie (potencial zeta) foi realizada pelo
meétodo de mobilidade eletroforética, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern, Reino Unido), através do software Zetasizer. O potencial zeta (¢) das
microesferas foi medido apos diluicdo das amostras em solu¢do aquosa de NaCl
IMm (0,5 %, p/v) a 25 °C. Os resultados (média + desvio padrdo) séao

representantes de trés experimentos independentes.

2.2.2.4 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia de superficie das microesferas foi examinada através de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando-se um microscopio JEOL
JSM-5600LV (JEOL, Japédo). Uma amostra de microesferas liofilizada foi colocada
em uma extremidade do stub adesivo, coberta com ouro coloidal e analisada como

mencionado acima (magnificagdo de 1000x).

2.3 ESTUDO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE MICROESFERAS
CONTENDO ACIDO GALICO EM ULCERAS INDUZIDAS POR INDOMETACINA
EM RATOS WISTAR

2.3.1 Animais

O protocolo para estudos com animais foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (Processo
23076.034718/2015-14). Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando de 200 a
250 g, procedentes do Biotério do Departamento de Nutricdo, UFPE. Os animais
foram mantidos em ciclos claro-escuro de 12 h, a 24 £ 2 °C, com 4gua e racdo ad
libitum. Nas 24 h anteriores ao experimento, os ratos foram submetidos a jejum de

racdo e agua.
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2.3.2 Desenho experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 5): grupo controle positivo (sem
inducado de ulcera), controle negativo (com inducéo de Ulcera, sem tratamento), AG
livre e Micro-AG (microesferas de PLGA contendo &cido galico). Nos grupos AG livre
e Micro-AG, os animais receberam tratamento 30 min antes da inducdo da Ulcera
gastrica, a qual ocorreu através da administracdo oral de indometacina na dose de
48 mg/kg. Ap6s 4 h, os animais foram sacrificados por eutanasia com overdose do
anestésico (Urethame 1,25 g/kg), estbmago e duodeno foram retirados, lavados em
tampdo PBS pH 7,4 e fixados em formalina tamponada para posterior analise de

histomorfometria e histopatologia.

2.3.3 Andlises histopatoldgicas e histomorfométricas de estbmago e duodeno
de ratos

O estdbmago e o duodeno coletados foram clivados e imersos em uma solugao
de formol a 10 % neutro tamponado (NBF), permanecendo nesta solucdo por 48 h.
Apés esse procedimento, os fragmentos foram desidratados em alcool etilico em
concentracbes crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em
parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo ajustado para 4 um. Finalmente,
os cortes obtidos foram transferidos para laminas untadas com albumina e mantidos
em estufa regulada a temperatura de 37 °C, por 24 h para secagem. Os cortes foram
submetidos a técnica de coloragéo por Alcian Blue e Hematoxilina-Eosina (H.E.).

As imagens histolégicas foram capturadas por camera digital (Moticam 3.0)
acoplada ao microscopio Optico (Nikon-E200), sob foco fixo e clareza de campo,
obtendo-se 10 campos por lamina com aumento final de 400x. As fotomicrografias
foram avaliadas através do software ImageJ versdo 1.44 (Research Services
Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.3.4 Andlise da presenca de muco
A analise do muco presente tanto no estbmago como no intestino foi efetuada

através de cortes corados com Alcian Blue em pH 1,0 e 2,5, especificos para

sulfomucinas e sialomucinas/sulfomucinas, respectivamente. A analise foi realizada
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utilizando 50 campos de 100pum x 100um, por grupo de animais, escolhidos
aleatoriamente, utilizando a contagem automatica do programa através da
ferramenta de segmentacédo de cores. Os resultados foram obtidos a partir da area

encontrada em um?2.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o teste t de Student,
considerando p < 0,05. Os resultados experimentais foram expressos no formato de

média = D.P.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROESFERAS DE PLGA
CONTENDO ACIDO GALICO

A Tabela 1 mostra as propriedades de eficiéncia de encapsulacéo, tamanho
médio de particula (dv), polidispersdo (span) e potencial zeta ({) das Micro-AG

comparadas a formulacéo branca.

Tabela 1 - Eficiéncia de encapsulacdo, tamanho médio de particula (dv), polidispersédo
(span) e potencial zeta () de microesferas de PLGA (225 mg) na razao farmaco:polimero
111

Farmaco:Polimero Eficiéncia de dvx D.P. span Potencial Zeta
(2:11) Encapsulagéo £ D.P.* (%) (um) (¢) £ D.P. (mV)

Branca - 12,23+ 1,39 0,97 -7,85%0,56

AG 58,33 + 0,08 15,89 + 1,33 1,10 -12,68+0,32

* Desvio Padréo.
Fonte: A Autora (2016).

Wang e colaboradores (2009) também observaram diminuicdo da eficiéncia
de encapsulagdo para a rodamina (usada como um modelo de farmaco
hidrossoluvel) quando encapsulada em microesferas de PLGA visto a relativa

hidrofobicidade do polimero. Quanto maior a afinidade entre farmaco e o polimero,
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maior a tendéncia do farmaco ser incorporado a matriz polimérica (RUAN et al.,
2002; ZHOU et al., 2004). Uma diminuicdo na eficiéncia de encapsulagdo também
foi encontrada por Maestrelli e colaboradores (2008) quando da incorporacao de
cetoprofeno em microesferas de PLGA.

O tamanho das microparticulas poliméricas também foi fortemente
influenciado pela presenca e concentracdo de AG, produzindo particulas maiores
com relacdo as microesferas brancas (DE ROSA et al., 2005). No entanto, houve um
aumento no valor de span das Micro-AG (1,10) quando comparado ao span das
microesferas brancas (0,97), sugerindo uma populacdo heterogénea, uma vez que o
valor foi maior que 1,00 (RIBEIRO-COSTA et al., 2009).

O potencial zeta () das microesferas de PLGA da formulagdo branca e das
Micro-AG (Tabela 1) revelou que os valores do potencial zeta das Micro-AG
tornaram-se mais negativos em relagdo as microesferas de PLGA brancas (¢ = -
7,85 £ 0,56 mV). Esse fenbmeno pode estar associado provavelmente a presenca
de moléculas do farmaco adsorvidas na parede polimérica das microesferas, o que
pode influenciar na carga de superficie (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008).

As micrografias apresentaram microsferas com boa esfericidade e superficie
lisa, sem poros (Figura 1). A encapsulacdo do acido géalico em microesferas de
PLGA né&o provocou nenhuma mudanca significante em sua morfologia (SILVA et
al., 2016).
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Figura 1 - Microscopia eletrbnica de varredura de microesferas brancas de PLGA (a) e
contendo &cido gélico (Micro-AG) (b). Magnificagdo de 1000x
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3.2 ESTUDO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE MICROESFERAS
CONTENDO ACIDO GALICO EM ULCERAS INDUZIDAS POR INDOMETACINA
EM RATOS WISTAR

A andlise do muco presente no estdbmago foi realizada através da coloracao
Alcian Blue em pH 1,0 para deteccéo de sulfomucinas e pH 2,5 para sulfomucinas e
sialomucinas, conforme observado na Figura 2. Segundo Gaudier e colaboradores
(2009), o pH 1,0 revela mucinas acidas com a presenca de grupos sulfatos, ja as

sialomucinas detectam, além dos grupamentos sulfato, a presenca do acido siélico.

Figura 2 - Andlise histomorfométrica da area contendo muco em epitélio glandular do
estbmago de ratos Wistar, apresentando (setas) células com muco (mucinas). A — Controle
positivo, B — Controle negativo, C — AG livre, D — Micro-AG. Alcian Blue pH-1,0 (a) e pH-2,5
(b)

Fonte: A Autora (2016).

De acordo com os dados obtidos sobre a concentragdo de muco em pH 1,0,
0s animais do grupo controle negativo apresentaram area com muco de 6,05 + 1,7
pum2,  mostrando que houve modificagdo apdés inducdo da Ulcera e
consequentemente, a mucosa gastrica ficou mais sensivel a danos epiteliais ou
lesbes agudas, ou ainda ao pH acido do estdbmago (Figura 2). Em relacdo ao grupo

pré-tratado com o acido galico livre, os animais permaneceram com uma média da
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area de muco semelhante ao grupo no qual ndo houve inducéo da ulcera (6,5 £ 1,5
um?e 7,85 + 1,9 um?, respectivamente) ndo apresentando diferenca estatistica entre
eles (p<0,05) (Fig. 2). Este resultado sugere que o &cido géalico promoveu uma
preservacdo das ceélulas produtoras de muco, bem como, um aumento na sua
producao, estando de acordo com o descrito por Pal e colaboradores (2010).

O grupo tratado com microesferas de acido galico exibiu uma area de 7,0 +
1,4 um?, sendo estatisticamente diferente quando comparado ao grupo controle
positivo, apresentando atividade antiulcerogénica moderada, mas sem
potencializacdo do efeito do acido galico, sugerindo que possivelmente ndao houve
tempo necessério para liberacdo eficaz do composto no estdbmago. Segundo
Torchilin (2005), a administracdo oral de sistemas de liberacdo controlada requer
gue eles sejam estaveis e que os sistemas desloquem-se a partir do intestino para o
sangue, e s6 entdo comecem a liberar o farmaco. No entanto, no presente estudo,
as microesferas contendo o &cido galico foram utilizadas visando acéo local, a partir
da erosao da matriz polimérica e liberacdo do composto, onde néo seria necessaria

a sua absorcéao sistémica.

Figura 3 - Analise histomorfométrica da area contendo muco em Alcian Blue pH-1,0 (a) e
pH-2,5 (b) em epitélio glandular do estbmago de ratos. a e b sdo diferentes estatisticamente
(p<0,05)
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Fonte: A Autora (2016).

Os resultados correspondentes as areas com presenga de mucinas em pH
2,5, mostraram que os animais do grupo controle positivo apresentaram uma area

de 9,7 + 5,2 um? (Fig. 3), enquanto que os grupos AG livre, Micro-AG e controle
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negativo apresentaram uma area de 7,01 + 3,3 umz2, 7,9 + 3,7um? e 8,3 + 3,1um?,
respectivamente (Fig. 3). Pode-se verificar que comparado ao encontrado no pH 1,0,
0 grupo tratado com microesferas mostrou-se mais efetivo neste caso para a
producdo de muco. Este fato pode ser explicado porgue o pH 2,5 seria mais sensivel
para a determinacdo destes componentes (PAL et al., 2010). No entanto, ele ndo é
diferente estatisticamente quando comparado com os demais grupos.

Visando examinar possiveis danos epiteliais causados na mucosa gastrica, a
espessura do epitélio glandular foi medida (em micrémetros), tracando-se uma linha
desde a regido muscular da mucosa até a superficie epitelial. A média dessa area
epitelial preservada foi analisada através de histomorfometria computadorizada, e os

resultados obtidos exibidos na Figura 4.

Figura 4 - Analise histopatolégica e histomorfométrica da espessura do epitélio glandular do
estbmago de ratos Wistar. (a) Controle positivo, (b) Controle negativo, (c) AG livre, (d)
Micro-AG. G - Epitélio glandular, MM — Muscular da mucosa, Ec - Esfoliacdo celular, Fg -

Fosseta gastrica

Fonte: A Autora (2016).



Silva, C.V.N.S. Estudo da encapsulacdo de acido galico em lipossomas e microesferas... 78

O epitélio normal apresentou uma média de espessura ou altura epitelial de
472,8 £ 6,98 um, com manutencdo das caracteristicas normais de um epitélio que se
renova periodicamente de 5 a 7 dias, com a presenca de fossetas gastricas, e uma
consideravel area que protege as regides mais internas da acidez estomacal, como
a regido muscular da mucosa e submucosa. N&do foram visualizadas areas de
esfoliagcdo epitelial, como resultado de lesdes agudas.

No grupo Micro-AG foi observada uma espessura epitelial de 409,9 + 152,9

um, meédia esta inferior aos demais grupos (Figura 5).

Figura 5 - Analise histomorfométrica da espessura (um) do epitélio glandular do estbmago

de ratos Wistar. a, b, ¢ e d séo diferentes estatisticamente (p<0,05)

Cc
700 d

b

600 B T
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -|

0 -

Controle Controle AG livre Micro AG
positivo negativo

Espessura de epitélio
glandular (pm)

Fonte: A Autora (2016).

Foi verificada esfoliacdo intensa do epitélio glandular, que condiz com lesdo
aguda advinda do uso da indometacina, indicando danos epiteliais. A reducdo na
altura do epitélio glandular observada nos animais deste grupo sugere que O
composto ndo teve sua liberacdo no estbmago a partir das microesferas,
corroborando a hipotese inicial de que ndo houve tempo habil para o inicio da
liberag&o controlada.

Os animais do grupo controle negativo apresentaram uma meédia em
espessura de 504,7 £ 103,4 um. Mesmo com a presenca de esfoliacdo epitelial,
algumas areas foram mantidas preservadas. Os animais tratados com o acido galico
livre apresentaram uma espessura epitelial de 546,5 £ 79 um, sendo esta uma
média superior aos demais grupos tratados (p<0,05) o que pode indicar uma agéo

gastroprotetora, ou seja, protegendo a mucosa estomacal das agressoes
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ocasionadas pela acdo do pH &cido. O achado encontra-se de acordo com o
apresentado por Pal e colaboradores (2010), onde foi estudada sua acdo também
em ulceras induzidas por indometacina.

A fim de analisar a influéncia do acido galico livre e encapsulado quando
expostos a juncdo gastroduodenal, foram analisados, portanto, a presenca de muco
(area), danos epiteliais e preservacdo do epitélio. As andlises histopatologicas que

avaliam a presenca de muco no duodeno podem ser observadas na figura 6.

Figura 6 - Analise histomorfométrica da area contendo muco em epitélio glandular do
duodeno de ratos Wistar, apresentando (setas) células com muco (mucinas). A — Controle

positivo, B — Controle negativo, C — AG livre, D — Micro-AG. Alcian Blue pH-1,0 (a) e pH-2,5

(b)
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Fonte: A Autora (2016).

As andlises quanto a presenca de muco (pH 1,0) no duodeno revelaram uma
area média de 9,32 + 7,2 um? para o epitélio do grupo controle positivo, revelando a
maior média entre os grupos, conforme observado na figura 6 (p<0,05). O grupo
controle negativo exibiu uma area de 3,57 + 3,10 um?, 0 que sugere maior
vulnerabilidade a possiveis lesBes e menor acao protetora para a mucosa (Fig. 6a -
B). Os animais tratados com o acido galico livre apresentaram area com presenca
de muco menor que aquela encontrada nos animais sem ulcera, mas maiores que
0os que nao foram tratados. Os resultados sugerem que os animais deste grupo
apresentaram uma acdo gastroprotetora com uma area de muco correspondente a

7,02 £+ 2,79 um? (Fig. 6a - C), enquanto o grupo referente as microesferas
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apresentou uma area de 2,51 + 1,31 um? (Fig. 6a — D). De acordo com Tanaka e
colaboradores (2008), isso estaria relacionado ao fato do pH do intestino ser mais
alcalino, retardando a liberacdo do acido galico no duodeno.

Em relacdo a deteccdo de muco em pH 2,5, o grupo controle negativo
apresentou uma area média de 5,3 + 3,42 um? (Fig. 6b - B) e o grupo controle
positivo de 14,5 + 13,7 um? (Fig. 6b - A). O grupo tratado com o acido galico livre
apresentou uma meédia equiparada ao do grupo controle negativo, sendo 6,00 + 3,52
um? e o Aacido galico encapsulado de 7,03 + 3,67 um? (Fig. 6b — C e D,
respectivamente), o que nos leva a incorrer que o acido galico livre pode ter sofrido
oxidagao neste local. Provavelmente isto ocorreu devido a alcalinizagdo do meio,
onde o pH é mantido na faixa de 8,2 a 9,3, ideal para a acdo das enzimas
pancreaticas (POLEWSKI et al., 2002; KIERSZENBAUM, 2008). Os dados

estatisticos revelam que todos os grupos foram diferentes entre si (p<0,05). (Fig.7)

Figura 7 - Anadlise histomorfométrica da area contendo muco em Alcian Blue pH-1,0 (a) e
pH-2,5 (b) em epitélio glandular do duodeno de ratos. a e b séo diferentes estatisticamente
(p<0,05)
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Fonte: A Autora (2016).

Para analise da mucosa intestinal além do epitélio glandular, as vilosidades
intestinais foram medidas e analisadas para investigagdo de danos epiteliais e
preservacao do epitélio. As vilosidades intestinais sdo evaginacoes digitiformes da
mucosa, com 0,5 a 1,5 mm de altura, dispostas lado a lado e regularmente ao longo
de toda a superficie interna do intestino delgado com uma densidade de 15 a 40 por
mm?, com funcdo de aumentar a superficie de contato para uma maior absorcéo de
agua e nutrientes (KIERSZENBAUM, 2008). O resultado das analises
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histopatologicas avaliando a espessura do epitélio glandular e das vilosidades

intestinais no duodeno esta apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Andlise histomorfométrica da espessura (um) do epitélio glandular (a) e
vilosidades intestinais (b) de ratos Wistar. a, b, ¢ e d sdo diferentes estatisticamente
(p<0,05)
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Fonte: A Autora (2016).

O &cido galico livre promoveu nos animais uma extensao do epitélio glandular
com uma média de 404,82 + 154,01 um, seguido do grupo controle negativo (323,30
+ 95,10 um) e das Micro-AG (288,79 + 93,91 um). O acido galico livre apresentou
uma acdo mais evidente quando comparado com o acido galico encapsulado em
microesferas, no entanto, ambos exerceram acao antitlcera.

Os animais sem Uulcera (controle positivo) apresentaram uma espessura
glandular inferior aos demais grupos, com uma altura epitelial de 236,52 + 22,89 um,
onde pode-se inferir através do resultado que nos grupos previamente tratados um
crescimento epitelial foi promovido, com suposta atenuacdo do processo de
renovacao celular (PAL et al., 2010). Os dados estatisticos revelaram que as médias
foram diferentes entre os grupos (p<0,05) (Fig. 8).

Em relacdo a analise das vilosidades intestinais, os animais do grupo controle
positivo apresentaram uma meédia de altura das vilosidades intestinais de 530 +
92,29 um, com caracteristicas de preservacdo epitelial e grande densidade de
vilosidades intestinais, pequena quantidade de células caliciformes, pequena
guantidade de células de Paneth na base das criptas de Lieberkhiin e glandulas de

Brunner na submucosa.
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O grupo tratado com o acido gélico livre conferiu uma maior protecdo das
vilosidades intestinais, bem como, de seu epitélio de revestimento, com uma
espessura meédia de 515,87 = 106,8 um (Fig.8) com caracteristicas bem
semelhantes a um epitélio normal. As Micro-AG exerceram uma atividade
citoprotetora, conferindo vilosidades com expessura média de 391,48 + 117,02 um,
no entanto, inferior ao grupo com o AG livre, mas ainda superior ao controle
negativo, o qual apresentou uma area de 310,10 = 52,0 pum.

A partir dos resultados obtidos, os dados corroboram para uma hipotese do
efeito protetor do acido galico livre, no trato gastrointestinal, pela maior producédo de

muco, preservacéo do tecido epitelial glandular e das vilosidades intestinais.

4 CONCLUSAO

As microesferas de PLGA contendo acido galico preparadas através da
técnica de emulsdo multipla a/o/a com evaporacdo de solvente, apresentaram
diametro entre 12,23 + 1,39 um e 15,89 + 1,33 um e potencial zeta entre - 7,85 +
0,56 e - 12,68 + 0,32 mV. O AG foi encapsulado com sucesso nas microesferas de
PLGA, com a maior eficiencia de encapsulacdo apresentada sendo de 58,33 +
0,08%.

Diante do exposto, pode-se comprovar que a encapsulacdo de acido galico
em microesferas torna-se, portanto, uma possivel alternativa para superar as
limitacdes relacionadas a sua solubilidade bem como biodisponibilidade, podendo vir
a potencializar a acdo do composto em questéo.
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RESUMO

O acido gélico (AG), um polifenol, € conhecido por apresentar variadas funcdes
bioldgicas, tais como antioxidante, neuroprotetora, antimicrobiana, antitumoral e
gastroprotetora. No entanto, sofre oxidagao facilmente, perdendo suas propriedades.
Em decorréncia disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver complexos de
inclusdo contendo o acido galico e encapsula-los em lipossomas, visando manter
sua estabilidade e melhorar sua biodisponibilidade para investigacao de atividades in
vivo. Os complexos de inclusdo acido galico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(AG:HPBCD) foram obtidos através da técnica de freeze-drying, tendo aparéncia
macroscopica de um po6 branco, com contetudo de &cido galico encontrado de 90,34
+ 0,06 %. Foram caracterizados através das técnicas de IV, RMN, DRX, DSC e
MEV. O complexo de inclusdo AG:HPBCD apresentou modificagcbes em seu
espectro quando em comparagao com os espectros do AG e da HPBCD. Uma
mudancga no AG, passando de forma cristalina a amorfa foi observada na difragao de
raios-X. Os resultados sugerem a formacdo de um complexo de incluséo.
Lipossomas convencionais contendo complexo de inclusdo AG:HPBCD foram
obtidos de acordo com o método de hidratacdo do filme lipidico e caracterizados por
testes fisico-quimicos e de estabilidade. Apresentaram aspecto leitoso, homogéneo
e com reflexo azulado (efeito tyndall) tipico de vesiculas unilamelares pequenas,
com teor e uma eficiéncia de encapsulacdo de 97,20 + 1,54 % e 91,66 = 0,16 %,
respectivamente. O tamanho médio de particula foi de 95,9 + 0,4 nm, com indice de
polidisperséo de 0,39 + 0,02, pH 6,7 £ 0,05 e potencial zeta de +41,5 + 1,0. Na forma
de lidfilos, permaneceram estaveis por 60 dias. Diante dos resultados obtidos, pode-
se concluir qgue os sistemas contendo acido galico desenvolvidos caracterizam-se

como promissores para utilizagdo em testes futuros de atividade biologica.

Palavras-chave: Acido galico. Complexos de inclus&o. Lipossomas.
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ABSTRACT

Gallic acid (GA), a polyphenol, is known to have various biological functions, such as
antioxidant, neuroprotective, antimicrobial, antitumor and gastroprotective. However,
it undergoes oxidation easily losing their properties. As a result, the objective of this
study was to develop inclusion complexes containing gallic acid and encapsulating
them in liposomes to maintain its stability and improve its bioavailability for research
in vivo activities. The inclusion complexes of gallic acid:2-hydroxypropyl-B-
cyclodextrin (GA:HPBCD) were obtained by freeze-drying technique, with
macroscopic appearance of a white powder, gallic acid content found 90.34 + 0,06
%. They were characterized by techniques of IR, NMR, XRD, DSC and ESEM. The
inclusion complex GA:HPBCD introduced modifications in its spectrum when
compared to the spectrum of GA and HPBCD. A change in the GA, from crystalline to
amorphous was observed in X-ray diffraction. The results suggest the formation of an
inclusion complex. Conventional liposomes containing GA:HPBCD inclusion complex
were obtained by hydration of the lipid film method and characterized by
physicochemical tests and stability. Showed milky, homogeneous and with a bluish
reflection (Tyndall effect) typical of small unilamellar vesicles with a content and
encapsulation efficiency of 97.20 = 1.54 % and 91.66 * 0.16%, respectively. The
average particle size was 95.9 = 0.4 nm with polydispersity index of 0.39 + 0.02, pH
6.7 £ 0.05 and zeta potential of +41.5 £ 1.0. Lyophilized liposomes remained stable
for 60 days. Based on these results, we can conclude that the systems containing
gallic acid developed can be characterized as promising for use in future tests of
biological activity.

Keywords: Gallic acid. Inclusion complexes. Liposomes.
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1 INTRODUCAO

O &cido galico (AG), uma substancia fendlica derivada de plantas, €
conhecido por apresentar uma grande variedade de funcdes biolégicas, dentre as
quais: antioxidante (FIUZA et al.,, 2004), ansiolitica (NAGPAL; SINGH; MISHRA,
2013), neuroprotetora (MANSOURI et al.,, 2013), antidiabética (LIU et al., 2013),
antimicrobiana (DIAZ-GOMEZ et al., 2013) e antitumoral (VERMA; SINGH; MISHRA,
2013).

Recentemente, descreveu-se que o AG foi capaz de inibir a liberacdo de
histamina a partir de mastécitos e impediu a producéo de citocinas pro-inflamatérias,
que possuem importante papel no desenvolvimento da Ulcera gastroduodenal. O
composto foi capaz de restaurar lesdbes da mucosa gastrica induzidas por
indometacina e etanol através da modulacdo da resposta inflamatéria, atribuindo-se
esta capacidade as suas propriedades antioxidantes, proteinas imunomoduladoras e
inibicdo de apoptose mitocondrial (PAL et al., 2010; ABDELWAHAB, 2013).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos que possuem uma superficie
hidrofilica e uma cavidade central hidrofébica, a qual favorece a formacédo de
complexos de inclusdo com farmacos de baixa polaridade (LOFTSSON; DUCHENE,
2007; DUCHENE et al., 1999). A ciclodextrina com maior aplicagdo no campo
farmacéutico € a p-ciclodextrina, por apresentar eficiéncia de complexacdo
satisfatéria e baixo custo (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). No entanto, a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), um derivado quimicamente modificado, vem
sendo bastante utilizada devido ao aumento da capacidade de complexagédo (DE
ARAUJO et al., 2008).

Os complexos de inclusdo de farmacos com ciclodextrinas podem
proporcionar o aumento da solubilidade em agua, além de melhorar a estabilidade,
aumentar a biodisponibilidade e diminuir a toxicidade dos compostos associados
(SCHWINGEL et al.,, 2008; DEL VALLE, 2004). Com o intuito de melhorar a
eficiéncia de encapsulacdo e modular a cinética de liberagdo dos dispositivos
terapéuticos, a incorporacdo de complexos de inclusdo de farmacos com
ciclodextrinas em sistemas de liberagéo controlada pode ser realizada (DUCHENE
et al., 1999).
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Nas ultimas décadas, a nanotecnologia farmacéutica contribuiu fortemente
para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos para
variadas aplicacbes terapéuticas (TORCHILIN, 2012). Esta area das ciéncias
farmacéuticas esta envolvida no desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de
sistemas terapéuticos em escala nanométrica ou micrométrica. Estudos de tais
sistemas tém sido realizados ativamente no mundo com o propésito de direcionar e
controlar a liberacdo de farmacos (SAKATA et al.,, 2007). O emprego de varias
técnicas de encapsulacéo, através de métodos fisicos (secagem por pulverizacao,
processo utilizando fluidos supercriticos), fisico-quimicos (lipossomas), métodos
quimicos (polimerizacéo interfacial, policondensacdo interfacial), aplicados a extratos
e/ou compostos polifendlicos de plantas confirmaram que a encapsulacdo € um meio
atraente para potencializar suas atividades (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo investigar a possibilidade
de formacdo de complexo de inclusdo entre o AG e a HPBCD, caracterizar fisico-
guimicamente os complexos obtidos e incorpora-los em lipossomas convencionais,

visando avaliar futuramente sua aplicacao bioldgica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E AMOSTRAS

O acido galico (AG), colesterol (CH), estearilamina (SA), trealose e 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St Louis,
EUA). Fosfatidilcolina de soja (PC) foi obtida da Lipoid, GmbH (Ludwigshafen,
Germany). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico, fornecidos
pela Merck (Darmstadt, Alemanha). Todas as solu¢gbes aquosas foram preparadas

com agua purificada.
2.2 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE FASES DO ACIDO GALICO EM HPBCD
O estudo de solubilidade de fases do &acido galico em solu¢cbes aquosas de

HPBCD foi realizado de acordo com o descrito por Higuchi e Connors (1965). Uma

guantidade em excesso de acido galico (3 mg) foi adicionada a tubos contendo 1 mL
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de agua ou solugdes aquosas de HPBCD em diferentes concentragdes (0 a 50 mM),
os quais foram deixados sob agita¢cdo vigorosa a 25 °C, durante 48 horas. Apos este
periodo, uma aliquota da mistura foi retirada e centrifugada, e o sobrenadante
analisado para determinacdo do conteudo de acido galico. Assumindo a formacao
de um complexo de razdo estequiométrica 1:1, a constante de solubilidade (Ki:1) foi
calculada através da relagéo linear entre a concentragdo molar do acido galico na
solucéo versus a concentracdo molar da HPBCD, de acordo com a equagao Ki.1 =

slope/[So(1-slope)], onde So é a solubilidade do acido galico na auséncia da HPRCD.

2.3 PREPARACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO CICLODEXTRINA:ACIDO
GALICO

Os complexos de inclusdo acido galico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(AG:HPBCD) foram obtidos através da técnica de freeze-drying. Para a preparacao
de AG:HPBCD, 163 mg de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina foram solubilizados em 10
mL de agua ultrapura, com posterior adicdo de 20 mg de acido galico (razdo molar
1:1). Os complexos farmaco:ciclodextrina em solucdo permaneceram sob agitacao
magnética a temperatura ambiente até atingir condi¢cdes de equilibrio (48 h) e foram
congelados a - 80 °C para o processo de liofilizacdo. Os complexos liofilizados foram

acondicionados em dessecador a temperatura ambiente até utilizacao.

2.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Os complexos de inclusédo obtidos foram caracterizados através das técnicas
de infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN), difragédo de
raios-X (DRX), calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e microscopia eletrénica
de varredura (MEV).

Os espectros de infravermelho (1V) foram obtidos em um espectrémetro IR-TF
Galaxy 3000 Mattson, na faixa de 4000-400 cm através do método do disco de KBr
(brometo de potassio). Neste procedimento, os pellets foram preparados pela prensa
de cada amostra (acido galico, ciclodextrina, complexo de incluséo e mistura fisica)
em um disco de KBr. A ressonancia magnética nuclear de protons (RMN) foi
realizada utilizando-se o aparelho Brucker DPX-300 Avance (300 MHz), com as

amostras diluidas em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) e agua deuterada (H20-
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d6). Os padrdes de difragao de raios-X foram realizados em um aparelho Rigaku
Geiger-Flex 2073, utilizando-se tubo de cobre com radiagdo CuKa (I = 1.50405 nm).
As medicdes de DSC foram realizadas de 25 °C a 500 °C a 10 °C mint, sob fluxo de
nitrogénio utilizando um recipiente de aluminio aberto, no qual foram colocados
cerca de 5 mg da amostra. A morfologia dos complexos de inclusao foi examinada
através de um microscopio eletrdnico de varredura (JEOL JSM-5600LV). As
amostras foram preparadas através da montagem de cerca de 0,5 mg de p6 sobre a
superficie do stub para microscopia. As condi¢cdes de trabalho para analise de MEV
foram uma tensao de aceleracéo de 15 kV e magnificacdo de 1000x.

O contetdo de acido gélico nos complexos de inclusdo foi quantificado
através da dissolu¢do de quantidades conhecidas em uma solucdo de metanol e
acetonitrila (1:1), a qual foi submetida a sonicacao por 5 min, com o restante do
volume completado para 5 mL de acetonitrila. A suspenséo foi entdo centrifugada a
10.000 rpm durante 15 min, e o acido galico solubilizado no sobrenadante foi
quantificado através de CLAE. Uma curva analitica do acido galico foi preparada em
acetonitrila, nas concentracées de 1 a 10 pg/mL, conforme método desenvolvido e

validado previamente.

2.5 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Lipossomas convencionais contendo complexo de inclusdo AG:HPBCD foram
obtidos de acordo com o método de hidratacdo do filme lipidico (LIRA et al, 2009).
Os lipidios, fosfatidilcolina de soja, o colesterol e a estearilamina (7:2:1, 42mM)
foram solubilizados em uma mistura de cloroférmio:metanol (3:1, v/v) sob agitacao
magnética, e em seguida os solventes foram extraidos por rota-evaporacao. O filme
formado foi entdo hidratado com tampao fosfato pH 6,8 contendo complexo de
inclusdo previamente solubilizado para formacédo das vesiculas lipidicas. Com o
objetivo de obter lipossomas na escala nanométrica, foi utilizada uma sonda Vibra
Cell (BRANSON, USA) em 200 W e 50 Hz por 300 s, para quebrar as vesiculas até
o tamanho desejado. Por fim, os lipossomas foram congelados a - 80 °C e
liofilizados (EZ-DRY, FTS System, USA), com utilizagdo da trealose como
crioprotetor.

O diametro médio de particulas e o indice de polidispersdo (Pl), foram
determinados pela técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons (PSC)
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utilizando analisador de particula a laser DelsaTM Nano-S a 25 °C com angulo de
deteccdo de 90° (Beckman Coulter, UK). As amostras de lipossomas (100 pL) foram
diluidas adequadamente em agua ultrapura (300uL) e em seguida realizada a
analise.

A carga superficial (potencial zeta) dos lipossomas foi determinada através da
mobilidade eletroforética pelo equipamento Zetatrac Legacy (Nanotrac®, USA). As
medidas foram realizadas a 25 °C com dispersdes de 50 pL da formulacéo
lipossomas em 950 pL de agua ultrapurificada. O pH dos lipossomas foi aferido
utilizando um medidor de pH digital (Bioblock Cientifico 99.622, Prolabo, Paris,
Franga) a temperatura ambiente

As andlises foram realizadas em triplicata e o0s resultados obtidos
apresentados pela média + desvio padrao (DP).

As formulacdes lipossomais contendo complexo de inclusdo AG:HPBRCD
foram submetidas a testes de estabilidade acelerada e apdés tempos pré-
determinados (0, 7, 15, 30, 60 dias) (SANTOS-MAGALHAES et al., 2000). Nestes
testes, caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas como aspecto macroscopico,
tamanho de particula, indice de polidispersao e variacdo de pH foram avaliadas.
Para o teste de estabilidade acelerada, as formulagbes lipossomais foram
submetidas a centrifugacao a 6.000 rpm por 1 h a 4 °C (KN-70 Centrifuge, Kubota,
Japéao) e ao estresse mecanico a 180 vibragbes por min a 37 °C por 48 h (Polytest®
20 Bioblock Scientific).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE FASES DO ACIDO GALICO EM HPBCD

A adicao de 50 mM de HPBCD resultou em uma solubilidade de 4,8 mM para
o AG, o que corresponde a um aumento de 20 vezes na solubilidade do farmaco
qgquando em agua. Vlachou e Papaioannou (2003) em estudo de solubilidade de
fases com a HPBCD obtiveram um aumento de 11 vezes na solubilidade aparente
da furosemida. Este aumento de solubilidade pode também ser comparado com o
encontrado por Kristmundsdottir et al. (2005) quando utilizaram a HPBCD como

agente solubilizante para a atranorina e o acido fumarprotocetrarico.
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A estequiometria do complexo de inclusdao AG:HPBCD foi determinada em
funcdo do tipo de curva obtida no diagrama de solubilidade de fases do complexo.
Uma curva do tipo AL foi obtida, isto &€, houve um aumento linear da solubilidade da
substancia ativa (AG) com o aumento crescente da concentracdo de HPBCD,
indicando a formacg&o de complexos soltveis (HIGUCHI; CONNORS, 1965). O fato
de que a solubilidade do acido gélico foi aumentada pela presenca de HPRBCD é um
sinal de que interac6es moleculares podem ter ocorrido entre eles para a formacao
de espécies quimicas distintas (HIGUCHI; CONNORS, 1965).

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Foram obtidos complexos de inclusdo AG:HPBCD liofilizados, com aparéncia
macroscopica de um fino pé de coloracdo branca. O conteudo de acido galico
encontrado nos complexos de incluséo foi de 90,34 + 0,06 % para o AG:HPBCD.

O espectro de IV do acido galico mostrou um estiramento OH em 3500-3300
cm?, estiramento CH em 3100-3052 cm™, vibracdes do anel aromatico em 1623,
1540, 1469 e 1447 cm’, vibracdes de estiramento e flexdo do grupo fenélico C-OH
em 1400 a 1000 cm, estiramento e encurtamento em COOH a 1100-1000 cm™ e
uma vibracdo de estiramento do grupo carbonila em 1701 cm, estando de acordo
com o verificado por Hirun e colaboradores (2012). Para a HPBCD, verificou-se
bandas de absorcédo para o estiramento de OH em cerca de 3416 cm™, bem como
para o estiramento de C-H em 2930 cm, e ainda bandas correspondentes ao
estiramento dos grupos C-H e C-O em 1152, 1085 e 1038 cm%, correspondendo ao
descrito por Yuan e colaboradores (2008).

Com relacao a mistura fisica do AG e da HPBCD, os picos referentes a cada
um dos compostos permaneceram iguais, indicando que ndo houve a formacao de
complexo de inclusdo através desta mistura. No entanto, no espectro de IV do
complexo de inclusdo AG:HPBCD observou-se um deslocamento na vibracdo do
grupo carbonila, passando de 1703 para 1690 cm™, e o aparecimento de dois novos
picos em 3239 e 1122 cm™, sucedidos pelo desaparecimento do pico caracteristico
do AG em 1540 cm™, sugerindo uma interacdo do &acido galico com a ciclodextrina
(OLGA et al., 2015).

A formacgdo do complexo de inclusdo implica a liberacdo de moléculas de

agua no interior da cavidade das ciclodextrinas. Isso significa que novas interacdes
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entre o acido gélico e a ciclodextrinas podem ter aparecido. A espectroscopia na
regido de infravermelho caracteriza-se como a técnica mais adequada para a
compreensao das interacdes a nivel molecular, através da deteccédo de alteracdes
em faixas que podem estar relacionadas ao processo de complexacdo de farmacos
e ciclodextrinas. No entanto, na maioria dos casos, as faixas de IV caracteristicas da
ciclodextrina ndo sofrem grandes altera¢cdes, devido a sua interagdo com a molécula
hospede, uma vez que apenas uma pequena fracdo delas é interrompida. Além
disso, algumas das bandas da molécula hospede podem ser afetadas pela interacéao
com a ciclodextrina a nivel molecular, sendo mascaradas pela alta absorbancia
relativa das bandas da ciclodextrina (GARCIA-ZUBIRI et al., 2003).

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de prétons foram
realizados para avaliar as mudancas nos sinais quimicos (Ad) dos compostos puros
(AG e HPBCD) e nos complexos de inclusdo obtidos (AG:HPBCD). Para o acido
galico, foi observado um singleto em 7.022 ppm, estando de acordo com o
previamente reportado por Eldahshan (2011). Quando da observacdo dos espectros
dos complexos de inclusdo, um deslocamento significativo para o sinal do AG foi
verificado em ambos, seguido pelo deslocamento dos prétons das ciclodextrinas.
Este comportamento pode sugerir a formacdo de um complexo 1:1 através da
inclusdo do farmaco dentro da cavidade da ciclodextrinas estudada (NASONGKLA
et al., 2003).

Os padrées de difracdo de raios-X evidenciaram a formacdo de espécies
supramoleculares entre o acido galico e a ciclodextrina estudada. O padrdo de
difracdo de raios-X do 4&cido galico revelou picos pontiagudos, que sé&o
caracteristicos de compostos com carater cristalino, enquanto picos largos foram
gerados para a HPBCD, comprovando o estado amorfo das mesmas. Ja a mistura
fisica exibiu picos caracteristicos do &cido galico e da ciclodextrina, sendo
importante observar que estes picos resultaram da combinacdo destes
componentes analisados separadamente, ndo havendo a formagéo de complexo
através da mistura fisica. Por outro lado, os padrbes de difragdo de raios-X dos
complexos de inclusdo AG:HPBCD foram caracterizados apenas por picos de
difracdo largos, onde nao foi possivel distinguir os picos caracteristicos do AG.
Estes resultados sugerem que o &cido galico ndo € mais presente como um material
cristalino, e sim, que o complexo sdlido existe no estado amorfo, tendo este fato ja

sido observado em outros compostos (FIGUEIRAS et al., 2007). Revela-se assim a
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producdo de um estado amorfo do farmaco no produto liofilizado, como uma
consequéncia das interagfes do farmaco com a ciclodextrina no estado solido e da
perda de cristalinidade, sendo um indicativo de possivel formacédo de um complexo
de inclusdo (PRALHAD; RAJENDRAKUMAR, 2004; SPAMER et al., 2002).

O termograma do &cido gélico revelou um pico endotérmico com inicio a
temperatura de 258 °C, o que pode ser atribuido a fusdo do acido galico (OLGA et
al., 2015). O perfil de DSC da ciclodextrina pura exibiu picos endotérmicos largos
variando de 60 a 140 °C, enquanto que o termograma da mistura fisica apresentou
as endotermias individuais para o farmaco e a ciclodextrina. Na analise do perfil do
complexo de inclusdo AG:HPBCD, observou-se o desaparecimento do pico de
endotermia do AG, o que pode ser um indicativo de formac&o do complexo.

A morfologia da superficie dos pos derivados do AG, HPBCD, mistura fisica e
complexo de inclusdo AG:HPBCD foi avaliada através de MEV. Tal como ilustrado
na Figura 1, o AG existe em forma estrutural de cristal (Fig. 1a), ao passo que a
HPBCD foi observada como esferas (Fig. 1b). A mistura fisica de AG e HPBCD
mostra cristais caracteristicos de AG, que estdo misturados com as particulas de
ciclodextrinas ou aderidas a sua superficie (Fig. 1c). Em contraste, o complexo de
inclusdo (Fig. 1d) apresentou-se sob a forma de particulas irregulares, em que a
morfologia original de ambos os componentes desapareceu e agregados de pecas

amorfas de tamanho irregular estavam presentes.
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Figura 1 - Micrografia eletrénica de varredura do acido galico (a), HPBCD (b), mistura fisica
(c) e complexo de inclusdo AG:HPBCD (d). Magnificagdo de 1000x

x1, 000 10 0m
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Fonte: A Autora (2016).

A comparacdo destas imagens revelou que o complexo de inclusao é
estruturalmente distinto dos componentes isolados e da mistura fisica de AG e
ciclodextrinas, o que poderia sugerir assim a formacao deste sistema (SINGH et al.,
2010).

3.3 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Lipossomas contendo complexo de inclusdo AG:HPBCD foram obtidos
através do meétodo de hidratacdo do filme lipidico, seguido de sonicagcdo. A
concentracdo de 2mg/mL de acido galico foi utilizada uma vez que ndo apresentou
precipitagdo do AG:HPBCD. Apods preparadas, as formulagcbes escolhidas
apresentaram um aspecto leitoso, homogéneo e com reflexo azulado (efeito tyndall)
tipico de vesiculas unilamelares pequenas, com teor e uma eficiéncia de

encapsulacdo de 97,20 + 1,54 % e 91,66 + 0,16 %, respectivamente.
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O tamanho médio, o indice de polidispersdo, pH e o potencial zeta podem ser

observados na tabela 1.

Tabela 1 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo, pH e potencial zeta dos

lipossomas obtidos

Tamanho de

3 ) indice de Potencial
Formulagdes particula o . pH
polidispersao Zeta (mV)
(nm)
LB* 925+1,6 0,28 £ 0,09 6,8+£0,24 +37,5%+1,62
Lipo-
P 95,9 0,4 039+002  67%005 4415410

AG:HPBCD*

* LB = Lipossomas sem farmaco. Lipo-AG:HPBCD = Lipossomas contendo complexo de
inclusdo AG:HPBCD.
Fonte: A Autora (2016).

O tamanho médio das vesiculas contendo AG:HPBCD (Lipo-AG:HPBCD) e
lipossomas brancos (LB) ndo sendo observada diferenga significativa entre elas. O
indice de polidispersédo apresentado indica que as formulacées sdo monodispersas,
uma vez que valores abaixo de 1 indicam prepara¢des homogéneas. O valor positivo
de carga de superficie dos lipossomas era esperado e € explicado pela constituicdo
lipidica das vesiculas, as quais contém o lipideo estearilamina de carga positiva.
Segundo Tedesco e colaboradores (2007) quanto mais distante de zero, o valor
indica estabilidade fisica do sistema, uma vez que promove repulsdo eletrostatica
das vesiculas. Geralmente, é almejado que o potencial zeta em suspensdo seja em
torno ou maior que 30 mV (positivo ou negativo), possibilitando que o sistema
permaneca estavel.

As suspensdes lipossomais Lipo-AG:HPBCD e LB foram submetidas aos
testes de estabilidade acelerada, através de estresse mecanico e de centrifugacéo e
em seguida o tamanho de particula, o indice de polidispersédo e o pH foram

avaliados conforme pode ser verificado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Tamanho de particula, indice de polidisperséo e pH de lipossomas com

AG:HPBCD, antes e apos os testes de estresse mecanico e centrifugagéo

Parametros Lipo-Branco Lipo- AG:HPBCD
@:925+1,6 nm @:959+0,4 nm
o o PDI: 0,28 + 0,09 PDI: 0,39 £ 0,02
Caracteristicas iniciais
pH: 6,8 £ 0,24 pH: 6,7 £ 0,05
AM: Estavel AM: Estavel
@: 94,55 + 9,83 nm @:99,1+4,8nm
Centrifugacao PDI: 0,278 £ 0,01 PDI: 0,31 £ 0,01
(6000 r.p.m., por 1h a 4°C) pH: 6,83 £ 1,48 pH: 6,7 £ 0,03
AM: Estavel AM: Estavel
@: 93,73 + 46,59 nm @:97,1+15nm
Estresse mecanico
. ) PDI: 0,351 £ 0,01 PDI: 0,30 + 0,02
(180 vibracdes/min - 48h -
. pH: 6,82 £ 0,47 pH: 6,68 + 0,05
37°C)
AM: Estavel AM: Estavel

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispers&o; pH: Potencial hidrogénionico; AM:
Analise macroscépica: homogeneidade, cor, viscosidade, deposicdo de materiais,
formacéo de grumos, cremagem, floculacdo, coalescéncia e separacgdo de fases.

Fonte: A Autora (2016).

Observou-se que as formulagcbes Lipo-AG:HPBCD e LB mantiveram-se
estaveis apos o teste de simulacao de transporte por agitacdo mecanica. Em relacéo
ao teste de centrifugagcdo, as formulacdes de Lipo-AG:HPBCD apresentaram um
aumento no tamanho de particula, com um valor de 99,1 + 4,8 nm, aumento
esperado devido a acao da forca da gravidade, ndo significando instabilidade nas
formulagbes, uma vez que ndo foi observado presenca de precipitacdo do acido
gélico, presenca de grumos ou separagdo de fases. Todas as formula¢cdes foram
analisadas macroscopicamente observando-se caracteristicas como
homogeneidade, cor, viscosidade, deposicdo de materiais, formacdo de grumos, e
separacdo de fases. ApoOs analise, ndo foi observada nenhuma alteracdo na
aparéncia visual permanecendo como uma suspensao branca leitosa com reflexo

azulado.
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Para os testes de estabilidade foram verificados o tamanho de particula,
indice de polidispersdo e pH das formulagées liofilizadas apés 0, 7, 15, 30 e 60 dias
(Tabela 3).

Tabela 3 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo e pH de lipossomas com
AG:HPBCD em tempos pré-determinados

Tamanho de

Intervalo indice de
. particula o pH
(Dias) polidispersao
(nm)
0 959+0/4 0,39 £ 0,02 6,7 + 0,05
7 96,7+2,1 0,27 £ 0,03 6,67 £ 0,08
15 98,9+4,5 0,30 £ 0,01 6,64 + 0,05
30 99,1+2,6 0,26 + 0,02 6,62 + 0,05
60 100,8 £ 3,2 0,36 £ 0,15 6,59 + 0,03

Fonte: A Autora (2016).

A avaliacdo foi realizada através da ressuspensao dos liéfilos de Lipo-
AG:HPBCD em quantidade suficiente de tampé&o fosfato pH 6,8, para atingir as
condic@es iniciais. Em todo o periodo, ndo foi verificada nenhuma alteracéo visual
nas formulacbes. O indice de polidispersdo ndo exibiu alteracdo significativa,
apresentando um valor médio de 0,30, indicando que as formula¢gbes se mantiveram
monodispersas. Ja em relacdo ao pH houve uma variacdo de 6,7 + 0,05 a 6,59 +
0,03, nédo significando instabilidade para as formulacfes, uma vez que a maior
preocupacao esta relacionada ao aumento exacerbado da acidez que pode indicar
degradacdo dos componentes dos lipideos presentes na bicamada lipidica
(TEDESCO, 2007). Em relagédo ao tamanho houve um aumento gradativo com o
tempo, no entanto, permanecendo dentro da faixa nanométrica, mas néo influencia

em sua estabilidade.
4 CONCLUSAO
No presente estudo, foram obtidos complexos de inclusdo acido

galico:2:hidroxipropil-B-ciclodextrina através da técnica de liofilizacdo, o que pode

ser comprovado através dos resultados das analises de difracao de raios-X, IV, RMN
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'H, MEV e termogravimetria. Foram obtidos lipossomas contendo complexos de
inclusdo AG:HPBCD estaveis, com teor e uma eficiéncia de encapsulagéo de 97,20
+ 1,54 % e 91,66 + 0,16 %, respectivamente, sendo sistemas promissores para
utilizacado em testes futuros de base terapéutica. Como perspectivas futuras, verifica-
se a necessidade da realizacdo de testes de cinética de liberacdo in vitro, com o
intuito de compreender o mecanismo de liberacdo do acido gélico a partir dos

lipossomas desenvolvidos.
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ity of the diffractaic acid (DA) via inclusion complex (DAZHP«-CD). Subsequently, DA:HP-B.CD was
incarporated into poly-e-caprolactone (PCL) microspheres ( DA:HP-BCD-MS). Microspheres containing
DA (DAMS) or DA:HP=B<CD (DA:HP-f-(D-MS) were prepared using the multiple W/O/W emulsion-
solvent evaporation technique. The phase-solubility diagram of DA in HP-f.CD (10=50mM) showed

an A type curve with a stability constant K., « 821 M-1. 'H NMR, FTIR, X«ray diffraction and ther-

m“u mal analysis showed changes in the molecular enviranment of DA in DA:HP-B-CD. The molecular
Cyclod modeling approach suggests 2 guest-host complex formation between the carboxylic moiety of both
Micrespheres DA and the host (HP«B<CD). The mean particle size of the microspheres were #paus #5.23 = 1.65um
and =411 £139um, respectively. The zeta potential values of the microspheres were
Cnans = =785 =032 mV and {pnsep-cons = 693 =046 mV. Moreover, the encapsulation of DA-HP-f.
CD into mic| resulted in a more slower release (k; « 0042 £ 0.001; i «0.996) when compared
with DAMS (k; »0.183 £0.005; r? «(1996). The encapsulation of DA or DA:HP-(D into microspheres
reduced the cytotoxicity of DA (I sy = 43.29 uM) against Vero cells (ICx of DA-MS « 108.48 uM and ICx
of DA-HP<BCD-MS « 142,63 pM).
© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction hydroxypropyl-f-cyclodextrin (HP-B-CD) have been widely used

on account of their better solubility and increased complexation

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides that have a hydrophilic
surface and a hydrophobic central cavity, favoring the formation
of inclusion complexes with low polarity drugs |1 L The cyclodex-
trin with the greatest application in the pharmaceutical field
is the B-cyclodextrin, owing to an easy drug complexation at
low costs. However, chemically modified derivatives such as 2-
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Universitiria, 50670-901 Recife, PE, Brazil.

E-mail nssmPulpebs ide.magaih

[NS. Santes-Magaihdes).

Sgulpecom

hetpc) fdx.dot.org/10. 10 16jijbioemac 201 606073
0141-8130/0 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

when compared to the natural ones.

The formation of cyclodextrin inclusion complexes with drugs
can increase water solubility and stability; enhance bicavailabil-
ity and reduce the toxicity of related compounds [2]. In order to
improve drug encapsulation efficiency and modulate its release
kinetics, cyclodextrin inclusion complexes have been incorporated
into drug delivery systems (DDS) [3-5). Drug delivery systems
have several advantages over conventional dosage forms, such as
the maintenance of constant plasma concentrations of the drug
within the therapeutic range over an extended period of time,
reducing their toxic or subtherapeutic levels. In addition, DDS can
increase bicavailability, reducing the number of doses and increas-
ing patient compliance, which results in an increased therapeutic
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Fig. 1. Chemical structure of Gairactaic acd (Crpt 0y, MW =374 g/mol)

efficacy. Among DDS, microspheres shaped as solid polymeric par-
ticles deserve attention, given their physicochemical and biological
stabilities, which are suitable for encapsulating peptides, pro-
teins, DNA/RNA and drugs |G]. For the microspheres development,
numerous biocompatible and biodegradable polymers are widely
used, such as the polyesters poly-e-caprolactone (PCL), polylactic
acid (PLA), polvglycolic acid (PGA) [6-8L

The diffractaic acid (DA) is an orcinol depside isolated from
Usnea sp. (Fig. 1) It presents needle-shaped crystals, with a melt-
ing point around 189-190° C and a molecular weight of 374 g/mol,
being easily dissolved in ether, ethanol, acetone and chioroform.

Many biological properties of the dilfractaic acid have been
reported [9-15]. Honda and colleagues [13] reported that the
diffractaic acid has activity against Mycobacterium tuberculosis
H37Rv with a MICof 15.6 pg/mi (41.7 pM). Despite presenting vari-
ous biological activities, it has a limited therapeutic application due
to its unfavorable low water solubility.

In this scenario, the aim of this study was to investigate the solu-
bility increase of DA in HP-B~CD inclusion complexes, characterized
by standard analyses and molecular modeling. Furthermore, it was
performed the incorporation of DA:HP-B-CD inclusion complex
into PCL-microspheres and their in vitro kinetics and cytotoxicity
against Vero cells were evaluated.

2. Material and methods
2.1. Marerials

The diffractaic acid (DA) was extracted from Usnea sp. It
was purified and provided by Prol. Neli Kika Honda {UFMS,
Brazil). Acetonitrile, methanol and dichloromethane were pur-
chased from Merck (Darmstadr, Germany), all of them from
analytical grade. PCL, PVA {MW 30000-70000), PEG (MW 3350),
trehalose and 2-hydroxypropyl--cyclodextrin (HP-B-CD) were
supplied by Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

22. Methodology

22.1. Phase-solubility study of diffractaic acid in HP-g-CD

The solubility of diffractaic acid in water and HP-S-CD solutions
was evaluated as described by Higuchi and Connors | 16 |. Diffractaic
acid (3 mg) was added to a purified water or 1o HP-B~CD solutions
at different concentrations (10-50 mM). Samples were kept under
mechanical stirring at 254C for 72 o Alter this period, an aliquot
of 1 ml was withdrawn and centrifuged, and then, the supernatant
was analyzed o determine the DA content at 213 nm (Ultrospec
3000 Pro spectrophotometer, Amersham Pharmacia Biotech, USA).

Assuming the formation of a stoichiometric DA:HP-B-CD inclu-
sion complex at 1:1 molar ratio, the solubility constant (Kj.y ) was
calculated according to the equation: K., =slopef|Sy(1 = slope)),
obtained from the linear relationship between the molar con-

centration of diffractaic acid versus the molar concentration of
HP-B-CD, where S is the solubility of diffractaic acid in the absence
of HP-B-CD. In addition, the coefficient of efficiency (CE) was cal-
culated as follows: CE=SgKy.y =slope/(1 =slope) | 17].

2.22. Preparation of the diffractaic acid:HP-8-CD inclusion
complex

DA:HP-B-CD was obtained using the freeze-drying technique. In
this procedure, HP-B-CD (73.2 mg) was firstly solubilized in water
and DA (20 mg) was added later. The solution stayed under mag-
netic stirring at 25*C until it reached equilibrium conditions (72 h);
thereafter, it was frozen at =80°C before lyophilization (EZ-DRY,
FTSS System, New York, USA) at 200 bar for 48 h. The storage of the
lyophilized inclusion complexes was carried out in a desiccator at
room temperature before further analysis and use.

2.2.3. Characterization of DA:HP-B-CD inclusion complexes

DA:HP-B-CD inclusion complexes were characterized through
THNMR, infra-red, X-ray powder dilTraction, thermal analysis and
environmental scanning electron microscopy (ESEM). The pro-
ton nuclear magnetic resonance ('H NMR) was carried out using
the Unity Plus 300 MHz spectrometer (Varian, USA), with sam-
ples dissolved in deuterated dimethyl sulfoxide (d5-DMSO). The
infrared spectra were recorded using the KBr method in the
range of 4000-400¢cm™—" (FT-IR spectrometer IFS66, Bruker Optics,
Germany). X-ray powder dillraction data were coliected in a
Cerger-Flex device 2073 (Rigaku, Japan), with CuKa radiation
(A= 150405 nm). Thermogravimetric analysis (TG) was performed
ina Netzsch STA 449F3 apparatus. A Netzsch DSC 204 F1 apparatus
was used to obtain differential scanning calorimetry (DSC) thermo-
grams of the studied samples. The measurements were performed
from 25°C to 500°C at 10°Cmin=" under nitrogen flow using an
open aluminum pan in which approximately 5mg of the sample
was placed. The morphologic aspect of the inclusion complexes
was evaluated using ESEM (Quanta 200F microscope, FEL, Hilisboro,
USA). Samples were prepared mounting approximately 0.5 mg of
powder onto one side of the adhesive stub. ESEM analyses were
carried out at 20KV and magnification of S00x.

The diffractaic acid content in the inclusion complexes was
assessed by dissolving an accurately weighed amount of DA:HP-
B-CD in a mixture of methanol and acetonitrile (1:1) sonicated for
5 min, then, the volume was completed to 5ml with acetonitrile.
Furthermore, the dispersion was centrifuged at 8.776g for 15min,
the diffractaic acid was solubilized in the supernatant and quanti-
fied at 213 nm using a UV validated method | 18],

2.24. Molecular modeling

The interaction energies of the inclusion complexes formed
between DA and HP-B-CD were measured using the semi-empirical
RMI quantum chemical method, a classical molecular model-
ing technique. The total geometry optimizations of the isolated
molecules (DA and HP-B-CD) and inclusion complexes (DA:HP-5-
CD) were computed using the RM1 method, which is part of the
Spartan08 software package | 19].

In order to evaluate the relative stability of the inclusion
complexes, the intermolecular interaction energies (AE) for the
host-guest inclusion complexes were calculated using the super-
molecule approach, in which the energies of the monomers (Ep,
and Egp.s_ep) are subtracted from the energy of the complexes
(Epnt cnpep-coh Le.,

AEpimelecutar ™ Epwet xsireg-co = Epn = Epregoco (1)
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225, Preparation of PCL microspheres containing diffractaic acid
or DA:HP-g-CD

Microspheres were prepared by the multiple emulsion fsolvent
evaporation technique. A simple emulsion W/O was prepared by
dissolving 225 mg of PCL and a known amount of diffractaic acid in
dichloromethane (6 ml). The organic solution was then emulsified
(Ultra-Turrax T25, IKA, Germany) in water for 1 min at 8000 rpm
using an ice bath. Afterwards, the emulsion formed was added to
an aqueous phase consisting of polyvinyl alcohol (PVA) 1.25% and
emulsified for 30s at 8000 rpm, resulting in a multiple emulsion
W/O/W. The resulting emulsion was kept under mechanical stir-
ring in a paddle stirrer at 400rpm (2h) in order 1o evaporate the
solvent. Microspheres were recovered by centrifugation {Kubota
KN-70 Centrifuge, Japan) at 3000 rpm for 10 min; washed three
times with distilled water and dispersed in the cryoprotectant 1%
trehalose solution (viv) Then, the microspheres were frozen at
=80 °C before lyophilization (EZ-DRY, FTSS System, New York, USA)
at 200 bar for 48h. The storage of the microspheres was carried
oul in a desiccator at room temperature. For the preparation of
microspheres containing the DA:HP-B-CD inclusion complex, the
same conditions described above were followed, with the complex
dissolved in the aqueous phase of the primary emulsion.

226. Characterization of microspheres

226.1. Purticle size and polydispersity index. The particle size of
the microspheres was measured through the laser diffraction tech-
nique (Microtrac® S3500, Montgomery Ville, USA). Samples of
freeze-dried microspheres (10 mg) were dispersed in an aqueous
solution of Tween®S0 at 0.04% (w/)v). sonicated for 10min and
analysed. The calculated parameters were: volume average diame-
ter (dv) and span index = d(9,0.9) = d(#,0.1)/d(2,0.5), where d{1.0.9),
d(r,0.1)and d{v,0.5) represent the percentage of microspheres with
average volumetric diameters above 90%, 10% and 50%, respec-
tively.

2262 Surface charge. The surface charge (2eta potential) was
analyzed by electrophoretic mobility using Microtrac® $3500
(Montgomery Ville, USA). The zeta potential () of the microspheres
was measured at 25 °C after the dilution of the samples in 1 mM of
NaCl agqueous solution (0.5% vjv). Results (mean = standard devia-
tion) are representative of three independent measurements.

226.3. Drug content and encapsulation efficiency of microspheres.
The drug content and the encapsulation effidency of the

microspheres were determined using a UV-vis spectropho-
tometer (Ultrospec 3000 Pro, Amersham Pharmacia Biotech,
USA). Samples of the microspheres (Smg) were dissolved in a
mixture (25ml) of dichloromethane:methanol (3:2) and soni-
cated for 10min. An aliquot of this solution was then diluted
to the theoretical concentration of 3 pgiml and the diffrac-
taic acid was determined at 213nm as previously reported
[18]. Drug encapsulation efficiency was calculated according to
EEX-I(DW -lwp""%“lx 100, where DA.;’ is the
content of DA in microspheres and DAguyseud is the initial theoret-
ical amount of DA used to prepare the microspheres. Assays were
performed in triplicate.

226.4. Environmental scanning electron microscopy. The surface
morphology ol the microspheres was examined by environmen-
tal scanning electron microscopy (ESEM), using a JEOL JSM-5600LV
microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). A sample of the lyophilized
microspheres was placed in one side of the adhesive stub, sput-
tered with colicidal gold and then analyzed as mentioned above
(magnification of 1000 or 1500x).
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Fig. 2. Phase-solubility dagram of diffractaic acid (DA) in the presence of HP-E-CD
in water at 25°C.
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22.7. In vitro release kinetics

Samples of microspheres (10 mg) containing DA or the DA:HP-
B-CD inclusion complex were added in 300 ml of phosphate bulfer
pH 7.4 and incubated at 37 = 1=C under magnetic stirring. Al pre-
determined time intervals, 1 ml aliquots of the dissolution medium
were removed, replacing the same volume with fresh medium,
then, it was filtered using 0.22 pm Millex (Millipore, USA). The DA
content in the dissolution medium was quantified as previously
described. The in vitro release profiles of microspheres containing
DA were expressed as the percentage of DA released (in relation to
the amount of encapsulated DA) in a function of time (120h). The
assays were carried out in triplicate. Kinetics data were fitted using
a non-linear Fickian model [M/M_ = (1 = k,e-k2r)].

22.8. Cirotaxicity evaluation of diffractaic acid encapsulated into
microspheres

The cytotoxicity evaluation of diffractaic acid was carried out in
Verocells(monkey kidney fibroblasts) upon their growth exponen-
tial phase. Cell viability was determined using the vital dye Trypan
Blue at 0.4 v|v in PBS. Aliquots of Vero cells (1 x 10° cells/mi)
were distributed into 96-well culture plates (220 pljwell) and the
plates were incubated at 37 °C (Silks, Milan, Italy ) in a humid atmo-
sphere enriched with 5% CO,. After 24 h of incubation, samples of
diffractaic acid diluted in DMSO, DA:HP-B-CD inclusion complex,
DA-MS and DA:HP-B-CD-MS diluted in 7.4 pH phosphate buffer
were added to the culture plate, producing diffractaic acid final
concentrations of 52, 26, 13 and 6.5 pg/ml. DMSO and DMEM were
used as negative controls. After 72 h after treatment, the cytotaxic
effects of the samples were evaluated by means of the colorimetric
MTT(3-|4.5-dimethylthiazolk-2-yl |-difeniltetrazolium-2.5) method
using an ELISA reader with 450 nm filter [20].

22.9. Statistical analysis

The experimental results were expressed as mean val-
ues = standard deviation (mean = SD). The statistical analysis of the
data was performed using the Student [ test, considering p <0.05.

3. Results and discussion
3.1. Phase-solubility study of diffractaic acid in HP-8-CD

Fig 2 shows the solubility profile of the dilfractaic acid in the
presence of HP-B-CD at different concentrations. In the presence
of 50 mM of HP-B-CD the solubility of DA was 5.6 mM, which cor-
responds 1o a 35-fold increase compared to its solubility in water
(0.16 mM).
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Tabde 1 ~ ol
TH NMR signals of DA and DAHP-R-CD inclusion complex(shifts aserved in signals . \\/\
of DAY
DA & DA (ppm) & DA:HP-E-CD (ppm) Ab(ppm)
OH (C2) 12.540(sl) 12573 a3
H{C(S") 6.761 {s) 6777 0.016
H{(5) 6505 (s) 6.595 o010
OCH, (C4) 3532(s) 3.840 0.008 NN
OCH, (C2) 3749 (s) 3753 0004
H{9) 2500 (s) 2.500 Q.000 -
H{(9) 2339(s) 2393 0.004
H({C3) 2074(s) 2079 0.005
H{C8") 2055(s) 2050 Q005
Talde 2

*H NMR sigaals of HPB-CD and DAHP-B-CD inclusion camplex (shifts chserved in
signals of HPE-CD).

HPE-CD & HPRE-CD (ppm) & DAHP-R-CD (ppm) Al (ppm)
HI 5023 s.023 0.000
H2 3625 e Q.002
H3 3901 3919 0018
H4 3415 3412 0.003
HS5 3637 1645 0.009
HE 3745 3753 0.008

This increase in the solubility of DA in the presence of HP-
B-CD can be compared to other lichenic compounds, such as
atranorin (5.5 pg/ml; pH =8.0), fumarprotocetraric acid (from 32.5
to 8980 pg/ml), and usnic acid (from 5 to 350 pg/mi) in 10% of HP-
B-CD at pH = 7.4 |21 1. More recently, Lira et al., in 2 phase solubility
study, reported a 5-fold increase in usnic acid solubility in the pres-
ence of 16 mM of B-cyclodextrin when compared to the solubility
of usnic acid in phosphate buffer solution at pH 7.4 (7.32 pg/ml)
(22).

The DA:HP-B-CD inclusion complex with a 1:1 stoichiometry
was determined by the A type curve of the phase solubility diagram
(Fig. 2). The constant of association calculated from the phase solu-
bility diagram (Fig. 2) was 821 M~! (Slope=0.11615, Sy =0.16 mM,
r=0.98064) Alinear increase in DA solubility with the augmenta-
tion of HP-B-CD concentrations indicates the formation of a soluble
complex, according to the literature [ 161

32. Characterization of DAHP-5-CD inclusion complexes

32.). "HNMR analysis

Proton NMR was performed to evaluate changes in chemical
signals {Ad) of pure compounds (DA and HP-B-CD) and in the
DA:HP-B~(D inclusion complex(Tables | and 2). For diffractaic acid
singlets at 2.055, 2.074, 2389, 2500, 6.605 and 6.761 ppm, a broad
singlet at 12.540 ppm for the hydroxyl group as well as singlets at
3.749 and 3.832 ppm for the ether group were observed. All chem-
ical signals of DA were according with those previously reported
by Bayir and colleagues |23 | Cyclodextrin signals agree with those
found in the literature 5L

'H NMR spectrum of the DA:HP-B-CD inclusion complex
showed significant shifts (Table 1) It was observed that the most
significant shift of DA was in the phenyl OH group (AS=0.033 ppm)
and at HS' (A8=0.016 ppm). Moreaver, H3 and HS protons of
HP-B-CD presented displacements of Ad=0.018 and 0.009 ppm,
respectively (Table 2) Since these protons are located in the
hydrophobic cavity of HP-B-CD, the shifts suggest that difTractaic
acid would be expected to form an inclusion complex by entering
the cyclodextrin cavity with a stronger interaction with H3. There-
fore, signal displacements of OH groups of diffractaic acid suggested
that its interaction with HP-B-CD occurred through the phenolic

\ {(h\ L

VLA

e —

~ e
1N
\\ /\{/ o r\,m '\v, (@)

\/ WCH)

v{OH)

v(CC)

S(CH)

Wavenumber(cm™)

Fig 3. Infrared spectra of diflractaic acsd (), 2-hydroxypeopyl-p-cyciedextrin (HP-
B-CD) (b), DAHP-B-CD inclusion complex (¢) and physical mixture ().

hydroxyl group in the ortho position in refation to the ether group,
as a result of hydrogen bonds with H3.

3.22. Infrared spectroscopy

The infrared spectra of DA, HP-B-CD, DA:HP-B-CD inclusion
complex and physical mixture are shown in Fig. 3. The infrared
spectrum of diffractaic acid presents characteristic bands of car-
boxyl and ester groups at 1760 cm="and 1735 c™!, respectively,
consistent with the literature [2324| These findings are also
observedin the physical mixture and inclusion complex, suggesting
the formation of 3 DA:HP-B-CD inclusion complex.

The DA:HP-B-CD spectrum showed a narrow band at
3400 cm™!, which corresponds to +(OH) stretching. The formation
of an inclusion complex involves the release of water molecules
inside the cavity of HP-B-CD, indicating that interactions between
diffractaic acid and cyclodextrin have occurred. Moreover, a band
at 1760cm=", cocresponding to the HP-B-CD metoxil groups
was found, suggesting a possible interaction between the two
molecules. The characteristic stretching (y(OH), 1{CH), {CO) and
WCC)) and deformations {(3{CH)) of the HP-B-CD and DA are pre-
sented in Fig 3.

3.2.3. X-ray powder diffraction analysis

X-ray powder diffraction patterns are shown in Fig. 4 and reveal
the formation of supramolecular species between diffractaic acid
and HP-B-CD. The Miller index of the main features of the X-ray
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powder pattern of DA are presented in Fig. 4 according to the crys-
talline structure reported by Fonseca et al. | 25). The X-RPD pattern
of diffractaic acid exhibited sharp peaks characteristic of com-
pounds ol a crystalline nature, while a broad peak was generated
for HP-B-CD, confirming its amorphous state. Since the physical
mixture exhibited peaks characteristic of diffractaic acid and HP-
B-CD, it is important to note that these peaks have resulted from
the combination of both pure components analyzed; hence there
is no complex formation by physical mixture, The pattern of phys-
ical mixture showed a decrease in intensity, probably due to the
amorphous character of this cyclodextrin. On the other hand, XRPD
pattern of the DA:HP-B-CD inclusion complex was characterized
only by broad diffraction peaks, in which it is not possible to dis-
tinguish characteristic peaks of DA. These results may suggest that
diffractaic acid is no longer present as a crystalline material, but
that the complex still exists in the solid amorphous state. These
results show the amorphous state of the drug in the lyophilized
product as a result of drug interactions with cyclodextrin in the
solid state and the loss of crystallinity, which is indicative of the
possible formation of an inclusion complex.

32.4. Thermal analysis

Fig. 5 shows the thermogravimetric and DSC curves of the
studied samples. The HP-B-CD curve is characterized by an event
around 60°C, associated with the dehydration process followed
by its decomposition at approximetaly 310°C. These events are
confirmed in the DSC curves by, respectively, a wide peak and a
complex sequence of events at the same onset temperatures. On
the other hand, DA decomposes in two successive events starting
at around 190°C and 300°C. It is important to notice that the former
event is associated with a sharp endothermic peak (Tenwe: = 189°C)
in the DSC curve, demonstrating that DA simultaneously melts and
decomposes.

The themal analysis of the physical mixture and the inclusion
complex are also presented in Fig 5. Both curves show the main
events associated with each compound. The first derivative of the
TG curves (Fig. 6) clearly points the presence of DA in the physical
mixture and the inclusion complex by a small peak at the tempera-
ture of the melt/decomposition process, DSC curves are very uselul
tostudy inclusion complexes beacuse an absence of an endothermic
peak corresponds to the melting of the guest molecule, indicat-

cyclodextsin (HP-8-CD) (b), physical mixture (¢) and DAHP-E-CD indlusion
complex (d)

X0 W N0 I A0 48 WO
Tamparature ("C)

Fig. 6. Differential scanner calecimetry of diffractaic acsd (a), 2-hydroxypeopyl-
B-cyclodextrin (HP-R-CD) (), physical mixnwe (¢) and DAGHP-E-CD inclusion
complex (d).

ing the formation of the complex. That is not the case with the
DA:HP-B~CD system, since the physical mixture exhibits a peak at
193°C, whereas this event is observed in the inclusion complex at
182°C. These results seem to be inconsistent with the formation
of a complex. However, it needs Lo be taken in consideration that
DA decompases when melting, these processes are strongly corre-
Lated. 1t should be noted that the peak in the inclusion complex is
at a lower temperature that in the crude material. Thus, with the
Lack of a crystalline packing, as expected in the inclusion complex,
the decomposition process could start at lower temperatures, as no
energy is required 1o melt the DA prior to decomposition.

32.5. Environmental scanning eléctron micrascopy

The surface morphology of the powders derived from DA, HP-
B-CD, DA and HP-B-CD physical mixture and the DA:HP-B-CD
inclusion complex were assessed by ESEM. As illustrated in Fig. 7,
DA exists in a needle-like crystal structure (Fig. 7a), whereas HP-
B-CD was observed as amorphous, cylindrical spheres (Fig. 7b).
The physical mixture of DA and HP-B-CD shows characteristic
crystals of DA mixed with excipient particles or adhered to their
surface, clearly observed in Fig. 7¢. On the other hand, the DA:HP-
B-CD inclusion complex (Fig. 7d) appeared in the form of irregular
particles in which the original morphology of both components dis-
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Fig.7. Envirossmental scanning dlectron microscopy of DA (a), HP-E-CD (0}, DA and HP-B-CD plvysical mixture (¢) and DA:HP-8-CD indusion complex (d) using magnification

of 500x.

appeared and tiny aggregates of amorphous pieces ol irregular sizes
were present. A comparison of these images has revealed that the
inclusion complex was structurally distinct from the isolated com-
ponents and from the physical mixture of DA and HP-B-CD. The
sizes and shapes of DA and HP-B-CD particles were different from
those of the inclusion complex, thus confirming the formation of
an inclusion complex between DA and HP-B-CD.

32.6. Molecular modeling calculations

There are several reports in the literature using molecular mod-
eling of drugs in HP-B-CD inclusion complexes |3,4,26,27|. Our
research group has already used the semi-empirical RM 1 quantum
chemical approach for B-lapachone:HP-B-CD inclusion complexes,
addressing the degree of substitution of hydroxypropyl (HP) groups
in the glucose units of BCD |51

The indusion complex between one DA guest molecule and one
HP-B-CD host (DA:1 x HP-B-CD) was calculated in two different
ways: (i) the inclusion in HP-B-CD was oriented by the metoxy
(OCH3 ) moiety of the left ring (see Fig. 8, position 4); (i) the inclu-
sion in HP-B-CD was oriented by the carboxylic (COOH) moiety of
the right ring (see Fig. 8, position 1'). The most stable geometries
found for the DA:1 x HP-B-CD (metoxy and carboxylic moieties)
can be seen in Fig. B. The interaction energy (AE e ) Of the
DA:1 x HP-B~-CD, determined by Eq. (1), is =2.4kJmol~" for the
inclusion complex oriented by the metoxy mosety (Fig. 8a), and
=41.2 k] mol=! for the inclusion oriented by the carboxylic moiety
(Fig. 8b).

It should be emphasized that the stability of the complex formed
between the carboxylic moiety of the DA (guest) and HP-B-CD
(host) is about twenty times greater than the stability of the com-
plex formed with the metoxy mosety of the DA. The main reason
for this higher stability is the existence of two important hydro-

Tabide 3

Pre-formedarion study of DA-loaded PCL microspheres ar different drug:polymer
ratos.

Dragfpolymer Encapsulation dv{um) Span
rapo (DACPCL) eMcency =S.D.
(X)

1:11.254 58.33+008 523 100

1:15* 3913 £ 040 455 1565

11225 1605+0.19 441 128
dv = mean dameter; S.D=standard deviation.

* DA=20mg

S DA=15mg

€ DA=10mg

gen bonds (see Fig B¢) between DA and HP-B-CD. Therefore, the
host-guest complex most likely to be formed, at least from the the-
oretical point of view, occurs with the carboxylic mosety, as shown
in Fig. B

3.2.7. Characterization of microspheres

A preformulation study was initially carried out to obtain PCL
microspheres containing DA at different drug:polymer ratios, in
which the PCL polymer mass (225mg) was constant and DA
mass varied from 10 to 20mg. The drug encapsulation efficiency,
mean particle size (dv) and span of microspheres were evaluated
(Table 3)

DA was succesululy encapsulated into PCL microspheres with an
encapsulation elliciency ranging from 16.05+0.19% (10mg DA) te
5833 £ 0.08% {20 mg DA)(Table 3). Anincrease in DA encapsulation
efficiency was found as the drug payload increased.

Balmayor and colleagues | 28] reported an increase in the encap-
sulation efliciency of dexamethasone from 74.99% 10 93.65% in PCL
microspheres (with 525.3 pm), when the drug concentration was
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(x) nide view

(b) up view

1) nhoe vew

Fig. & Optimized grometries found Sor DA:1 x HP-B-CD inclusion complexes formed by: metoxy (3) and casbaxylic (b) moieties; and DA:2 x HF-E-CD inchusion complex (€)1
The emphazised kines represent two hydrogen bonds between the carboxylic moiety of DA and HP-8-CD.

increased by changing the drug:polymer ratio from 1:5 to 1:20.
An encapsulation efficiency of 57.28% for microspheres contain-
ing vancomycin was found [29], while Pérez and colleagues |30
reported an efficiency of 57% for PCL microspheres containing pro-
pranolol, equal to that obtained in the present study (58.33%) for
the microspheres containing DA at a 1:11 drug:polymer ratio.

The span values obtained for microspheres at drug:polymer
molar ratios of 1:15 and 1:22 suggest heterogeneous samples, since
it was above 1.00 (1.65 and 128, respectively), while the ratio of
PCL microspheres ata 1:11 DA:PCL molar ratio showed a span value
of 1.00, suggesting homogeneous microspheres |81

Table 4 presents drug content, encapsulation efficiency, mean
particle size (dv), span and zeta potential () of PCL microspheres
containing DA:HP-B-CD (DA:HP-B-CD-MS) compared 1o systems
containing DA (DA-MS) and unloaded microspheres. Based on
results obtained with different drug:polymer ratios, the 1:1 DA:HP-
B-CD inclusion complex was encapsulated into PCL microspheres
at 1:11 DA:PCL molar ratio.

DA:HP-B-CD-MS presented a decrease in the encapsulation effi-
ciency when compared to DA-MS, which was probably caused by
mass losses transferred (o the external aqueous phase of transi-

Table 4

tory emulsion due to its more soluble nature. This can be explained
by the more hydrophilic nature of the inclusion complex com-
pared to a free drug, which can spread more easily to the external
aqueous phase during the preparation of microspheres. The encap-
sulation of inclusion complexes produced smaller microspheres
(4.11 £ 1.39 um), which may be associated with a lower particle
aggregation during the lyophilization process, owing to the contri-
bution of the HP-$-CD cryoprotectant effect. However, there was
anincrease in the span value of DA:HP-B-CD-MS (1.89) when com-
pared that of DA-MS ( 1.00), suggesting a heterogeneous population,
since the value was above 1.00.

The zeta potential (L) of unloaded PCL microspheres, DA-MS and
DA:HP-B-CD-MS (Table 4) revealed that the  zeta potential values
of DA-MS and DA:HP-B-CD-MS became less negative than those
of unloaded-PCL microspheres ({ = =12.68 £+ 0.56 mV), the lowest
value being that of the DA:HP-RB-CD-MS ({ = =6.93 + 0.46 mV). This
phenomenon can probably be associated with the presence of drug
molecules adsorbed on the wall of polymeric micraspheres, which
can influence in the surface charge [6].

Micrographs showed microspheres with good sphericity and a
smooth surface with no pores (Fig. 9a). The encapsulation of DA and

Drug content, encapsulation efficiency, mean particle size (dv), span and 2eta potential ({) of PCL micrespheres.

DAPCL(1:11) Drug contest = S.0. (X) Encapsadation efficiency = S.D. (%) dv S0, (um) span Zeta posessial ({) +S.0. (mV)
Unioaded MS = a 5594133 097 -1268+036
DA-MS 332002 5833008 5234165 1.00 -7352032
DAHP-B-CD-MS 228=009 41872002 41113 189 6932045

PCL=25mg; 5.0 = standard deviaton.
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Fig. 9. Envisonmental scanning elecon micrascopy of PCL unioaded MS (a) (mag-
nificarion of 1500x ), DA-MS [b) (magnificasion of 1000 x ) and DACHP-B-CD-MS (¢)
(magnification of 1000x )

DA:HP-B-(D inclusion complex into microspheres did not cause
any significant change in their morphology (Fig. 9b and 9¢, respec-
tvely)

32.8. In vilro release kinetics

The release profiles of DA and DA:HP-B-CD from PCL micro-
spheres in phosphate bufler (pH 7.4) at 37°C are shown in Fig. 10,
Symbols represent experimental data and curves represent the fit
of the mathematical model of Fick (My/Mx = (1 = kye~)) Asitcan
be seen, a good fit between experimental and theoretical data was
obtained (r = 0.99). This indicates that the mechanism of simple

Fig. 10. Release kinetics of diffyacraic acd from micraspheres feemulations in pH
7A bulfer aa 37°C: DA-MS (W) and DA:HP-E-CD-MS (@) Each point represents the
mean of twee different experiments = SD. The lines repeesent the data fic using
nonlinear Fckdan diffusion model

diffusion is involved in the mechanism of drug mass transport sys-
tems of microparticles. The calculated parameters of the kinetics
are summarized in Table 5,

Both microsphere formulations showed a biphasic release pat-
tern characterized by an initial burst effect with different k; release
rate values. For microspheres containing DA, there was an increased
burst effect (16.84 £ 0.40%) in the first hour of kinetics, in con-
trast with microspheres containing DA:HP-B-CD inclusion complex
(13.06 £ 0.16%). This event was followed by a stage of controlled
drug release for 12 h with a maximum DA release of 55%. On the
other hand, DA:HP-B-CD-MS released approximately 45% in 32 h.
These data, suggest that DA:HP-S-CD-MS achieved 2 greater effi-
ciency in the stage of slower release than DA-MS. However, no
statistical differences were found between the total percentages
released by the two formulations (p<0.05; 1 = 2.72).

Based on mathematical modeling calculations, the constant
k2 (apparent diffusion constant) of DA:HP-S-CD-MS produced
lower values (k; =0.042 +0.001; * =0.99612) than those of DA-
MS (k2 =0.183 £ 0.005; * =0.99614). This fact may be due 1o the
interaction between the inclusion complex and polymer, which
effectively reduces the apparent difTusibelity of the drug as it was
previously described in the literature for other compounds asso-
ciated with cyclodextrins. In fact, it has been reported that the
solubility and diffusibility of a drug can be modified by the incorpo-
ration of its inclusion complexes into a polymernic matrix, réesulting
in a change in the release profile of the drug [31). As seéen in this
study, HP-B-CD was able to modily DA kinetics. Therefore, the
complexation of DA with HP-B-CD has influenced the initial drug
release as well as it has controlled the release stages and the total
drug released from the PLC microspheres.

3.2.9. Citoroxicity evaluation of diffractaic acid or
DA:HP-f-CD-loaded microspheres

Cell viabilities of B4.68 £ 3.7%, 69.44 £ 4.72%, 56.99 £ 35% and
465+ 45X were lound after the treatment of Vero cells with

:::esam and release kinetic parameters (ks and ky) o PCL microspheres containing DA or DAZHP-B-CD inclusion complex.
Formulations Burst effectX {1 h) Exponeatial moded MM, =(1-k,e~¥) Dw released (X}
Ky ky (h™")
DA-MS 1654 £ 040 0902 =0.012 0.183 £ 0,005 58.93 =084
DAHP-B-CD-MS 13.0640.16 0814 20007 0.04220.001 56.54 = 1.45
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— Y HP-B-CD (host) is about twenty times greater than that of the com-
120 e plex formed with the metaxy moiety of the DA because of two
i ] . - e S OAHPE-CO-MS important hydrogen bonds. This result indicates the most likely
B 3 - 3 . orientation of the inclusion process of DA in HP-B-CD. The DA
2 s0- was successfully encapsulated into PCL microspheres with its high-
= . est encapsulation efficiency at a 1:11 drug:polymer ratio. In vitro
.g 60 3 kinetics studies showed that the encapsulation of DA:HP-B-CD
5 40- into microspheres resulted in a modulation of DA release. Thus,
s microspheres containing DA:HP-B-CD showed a more prolonged
3 20 4 release profile of diffractaic acid than that of DA. Furthermore, the
| encapsulation of DA or DA:HP-B~CD inclusion complex into PCL-
= c5 1 20 o2 microspheres reduced drug cytotoxicity against Vero cells, thereby

Diffractaic acid {ug/ml)

Fig. 11. Evaluation of the cytosoxicity of dilffractaic add (DA) inclusion complex
(DA:HP-8-CD), micsospheres containing diffractaic acid (DA-MS) and microspheres
containing inchesion complex (DAZHP-R-CD-MS) in different concentrations (6.5,
13, 26 and 52 pgfmi) in front of Vero cells. *Starstically significant differences of
feemulations were compared with diffractaic acid (p <0.05).

diffractaic acid at concentrations of 65, 13, 26 and 52 pg/mil,
respectively (Fig. 11). According to these data, a significant cyto-
toxic effect was observed when cells were incubated with 52 pg/ml
of diffractaic acid, showing a cell growth inhibition of 46.5 + 4.5%
However, no cytotoxic effect (B4.68 £3.7% of cell viability) was
found in cells which were incubated at a DA concentration of
6.5 pg/ml These results showed that the cytotoxicity of diffrac-
taic acid occurred in a dose-dependent manner with an 1G5, of
43.29 pgiml.

The complexation of diffractaic acid with HP-B-CD reduced
the cytotoxicity of the pure compound with a low cell viabil-
ity of 61.66 + 3.4% after treatment with DA:HP-B-CD at a dose of
52 pg/ml. At DA:HP--CD concentrations of 6.5, 13 and 26 pg/ml,
cell viabilities of 92.81 £ 229%, 8929+ 2.14% and 83.19+094%,
respectively, were found, which are higher than that presented
with the diffractaic acid. An ICsp of 70.50 pg/ml value was calcu-
lated for DA:HP-B-CD. From these results, DA complexation with
HP-B-CD has decreased the toxic effect of diffractaic acid, which
is one of the properties attributed to drug:cydodextrin inclusion
complexes,

Microspheres containing diffractaic acid (DA-MS) or DA:HP-
B-CD inclusion complex (DA:HP-S-CD-MS) showed no cytotoxic
effects when compared to pure diffractaic acid. At DA-MS concen-
trations of 6.5, 13,26 and 52 pg/ml, cell viabilities of 101.49 + 1.39%,
97.65 +£2.77%, 90.75 = 1.19% and 78.53 + 8 66X, respectively, were
found. An ICsp of 142.63 pg/ml was then calculated. On the other
hand, cell viabilities of 102.57 £ 0.2%, 99.50 + 229%, 93.37 £651%
and 85.07 £ 0.19% were found after treatment with DA:HP-B-CD-
MS (ICs = 108.48 pg/ml).

All these findings demonstrate that the encapsulation of DA and
DAHP-B-CD into PCL microspheres decrease the cytotaxic action
of the diffractaic acid and that PCLis not toxic, being suitable for the
use in controfled drug delivery systems. These tests showed, there-
fore, that besides the complexation, the use of controlled release
systems such as microspheres was able to reduce the diffractaic
acid cytotoxicity against Vero cells.

4. Conclusion

In this study, 2-hydroxypropyi-B-cyclodextrin was able to
increase more than 35-fold the solubility of diffractaic acid.
Diffractaic acid:2:hydroxypropyl-B-cyclodextrin inclusion com-
plexes were oblained as suggested by the results of "H NMR, IR,
X-ray powder diffraction and thermal analysis. The results of the
molecular modeling suggest that the stability of the complex, which
was lormed between the carboxylic moiety of the DA (guest) and

ensuring safety and therapeutic efficacy.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento dos complexos de inclusdo com o 4cido galico, bem como
a formulacdo de lipossomas e microesferas contendo esse composto, demonstram
gue a nanotecnologia farmacéutica surge como uma alternativa para viabilizar a
aplicacdo de farmacos que possuam baixa solubilidade e biodisponibilidade, além de
outras limita¢des fisico-quimicas.

Diante dos resultados apresentados, verifica-se que foi possivel comprovar
gue a encapsulacao de acido galico em sistemas de liberacdo controlada é viavel.
Estes resultados demonstram ainda a importancia de estudos futuros envolvendo o
acido galico, uma vez que o composto apresenta diversas atividades biolégicas

comprovadas.
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Diffractaic acd (DA ) 15 a secondary metaboline of lichens that belangs to the chemical class of depsides, and some
relevant pharmacological properties are assocated with this matural product, such as antioxidant,
antidcesogenic and gastroprotective effects. Considering the relevant iological activities and taking into account
that the activities are mtrinsically related to the structure, the main goal of thas study was to elucidate the struce
ture of diffractaic acd by single crystal Xeray difiraction as well to charactenze its properties by
powder Xsray diffraction, thermal analysis and vibeational spectroscopy. it was observed that DA bedongs to the
monocknic crystal system, crystallizing in the space group F2,/c with the following cell parameters: o = 18535
(7)Lb-Ams(la).&c-BMQA[{-S!M?.MWMBCMbydit’naakxid
dimers, which are reflected in the vibrational spectrum. These observations were supported by quantum mes

chanical calculations.

© 2016 Elsevier BV, All rights reserved.

L Introduction

Diffractaic acid { DA), 4-{ (2 4-dimethoxy-3 6-dimethytberzoy! Joxy |-
2-hydroxy-3 6-dimethylbenzoic acid, belongs to the chemical class of
depsides and can be found in some species of lichens, such as Usnea spe-
cies, being one of the major metabolites [ 1]. Lichen metabolites exert a
wide variety of biological Xxtions, such as antibiotic and
antimycobacterial [2). However, their potential has not been fully ex-
plored |3.4) The depsides are a class of lichen metabalites formed by
condensation of two or more hydraxybenzoic acids whereby the car-
boxyl group of one molecule is esterified with a phenolic hydroxyl
group of a second molecude. There are two different types of depsides,
with either an orcinol modéety or a [F~orcinol mosety, being DA a member
of the last group {3,5). DA was described in the literature |6] as a whitish
pigment with needle-shaped crystals, melting at arourd 189-190 °C,
molecular weight of 374 gimol, easily dissolved in ether, ethanol, ace-
tone and chioroform. The calculated LogP of DA is 548 = 0422}

It has been documented that diffractaic acid has antimscrobial activ-
ity against M. fuberculosis H37Rv (MIC = 15.6 yg/mL 41.7 uM), antiox-
idant |7], antiulcerogenic and gastroprotective effects | 1,8]. Recently, it

* Corsesponding author at: Department of Physics, Federal Universty of Ceard, P Sax
6030, 50440-970 Fortaleza, CE, Bzl
E-mall addrass ayala@fsicaofc e (AP. Ayaia).

hirpe/ e dol oeg/10.1006/ 522 2016 04.030
1386-14250 2016 Elsevier BV, All righes reserved.

was showed that DA could be developed as an effective proapoptotic
agent in various treatments of disorders [9). An antiproliferative activity
against UACC-62 (Glsp = 25 pg/ml, 66 pM) and B16-F10 (Clsp =
68 ug/mi, 198 M) melanoma cell lines of DA was found | 10} Taking
into account the relevant biclogical activities, especially the antiprolifer-
ative activity displayed by DA, it is imperative to solve its crystalline
structure and analyze its physicochemical properties, once the structure
is intrinsically related to the activity.

It is necessary to emplhasize that in the best of our knowledge there
are no reports of the crystalline structure of this molecule. Therefore, the
present study was conducted in order to elucidate the crystalline struc-
ture by single crystal X-ray diffraction and to characterize s plysico-
chemical properties by several experimental techniques, such as
scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared (IR)
and Raman (RS) spectroscopies, powder X-ray diffraction (PXRD),
thermogravimetry (TG) and differential scanning calocimetry (DSC).

2. Materials and methods
2.1. Materials
DA was oblained from the talli of the lichen Usnea subcavara

(Motyka), collected from the Cerrado biome in state of Mato Grosso
do Sul, Midwest Brazil, as previously described | 11). Briefly, the talli of
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Fig. 1. (a) Scanning elecron micrescopy and (b) opeical micrescopy images of a DA
samples showing s crysaline haba.

lichen was powdered and exhaustively extracted with chioraform and
Acetone at room temperature and concentrated in vacuum Next, the ex-
tract was eduted with hexane-chloroform or hexane-acetone mixtures
at crescent polarity using a silica gel chromatographic cofumn, yielding
DA. It was then purified with 2 small volume of acetone in an ice bath
and centrifuged at 3000 rpm for 5 min. This procedure was repeated
until pure crystals of DA were oblained. The degree of purity of these
crystals was >95% as determined by thin Lyyer chromatography (TLC)
and nuclear magnetic resonance {'H NMR) analyses. Good quality sin-
ghe crystals obtained by this methodology were measured without fur-
ther recrystallization

2.2, Micrascopy

To determine the morphology of DA, scanning electron microscopy
images were acquired using an Inspeact-S50 FEL The sample was previ-
ously metalized with 20 nm of gold {SEM Quanta-FEG450 FEI), and
after that SEM Inspect-50 FEI equipment was used to record images
with different mugnifications (1500 x and 3000x ).

2.3. Vibrationa! spectroscopy

Fourier transform infrared spectra were recorded in a Vertex 70
(Bruker Opiics) spectrometer equipped with a DTGS detector, a Globar

Tabde 1
Cryszal data, strucouse desermination parasesers and refinement sLatkogs for DA
Emgincal formula CootlzOy
Malecelar weight/g-mol ™' 37437
Tempesazure/X 93(2)
Crystal system Mozockesc
Space group P2 )c
A 185357)
A 4D439(18)
oA 23964(6)
Br 9155(3)
Valame/A* 1795.5{12)
4 o
Pongiom® 1335
wam—? alos
F(000) 920
Crysual A 0508 x 0.1
Radiation MoK (h = 0.71073)
28 rasge for data collectiony™ 5436 w 52762
Index ranges w2 5h522,=d5k54,=-2051529
Reflecmons collected 5350
Independent refiections 3061 [Re = 00557, R, = 0.0859]
Dasafrestraiers/parasetess 081 0/255

Coodness-of-fit oa F
Final & indexes [1» =20 (1)]
Final & indexes [all data)
Largest L. peakBolafe A™*

0£37

Ry = 00508, Wk, = 01199
Ry == 00196, wi; = 01399
Q18/=0.17

lar end Bomedecsiar Specrmscopy 165 (2016) 26-32 n

Table 2
Inter- and intra-moiecudar hydrogen-bonds isteractions of DA

Imeraction D.H{A} D.A(A} H.A(A) R.A() Symmetry code
0m-08 091(3) 2643(3) 174(3) I179(3) lmxlemy =z
o|z-08 0s2 2547(3) 182 195 Intramolecuiar
(HE'B-O4 096 2836(3) 247 12 Intramolecular
GEBE-02 096 2875(4) 247 105 Intramolecular
CHI0E-04' 096 3.102{4) 257 115 Intramolecular

source and a wide-range beam splitter. A sangle-reflection diamond at-
tenuated total reflectance (ATR) accessory (Platinum, Bruker Optics).
Fourier Transform Raman spectra were oblained using a RAM [1 acces-
sory coupled to the FT-IR spectrometer. Samples were excited with a
NA:YAG laser (1064 nm) and the scattered radiation recorded with Ge
detector refrigerated with liquid nitrogen. Raman and IR spectra were
obtained at 2 2 cm~! resolution

2.4, Povader X-ray diffraction

Powder X-ray diffractograms were oblained using a D8 Advanced
Bruker AXS, equipped with a theta/theta goniometer, operating in the
Bragg-Brentano geometry with a fixed specamen holder, Cu Ka
(0.15419 nm) radiation source and a LynxEye detector. The voltage
and electric current applied were 40 kV and 40 mA, respectively. The
opening of the slit used for the beam incident ca the sample was
0.6 mm. The sample was scanned within the scan range of 20 = 5" to
45" continuous scan, with a scan rate of 2° min™".

2.5. Single crystal X-ray structure detenmination

Single-crystal X-ray diffraction data collection (© scans and o scans
with i olfsets) were performed on an Enraf~Nonius Kappa-CCD dilfrac-
tometer (95 mm CCD camera on k-goniostar) using graphite-
monochromated MoKo radiation {0.71073 A) at reom temperature.
The software COLLECT |12} and Denzo-Scalepack package of sofltwares
[13] were applied for acquisition, indexing, intégration and scaling of
Bragg reflections. The final cedl parameters were obtained using all re-
flections. No absorption correction was applied. The structure was
sodved using Olex2 |14}, with the ShelXT [ 15] structure solution pro-
gram using Direct Methods and refined with the ShelXL | 16] refinement
package using Least Squares minimization.

Hydrogen atoms were stereochemically positionad and refined with
fixed individual displacement parameters |Uso(H) = 1.2 Ueq or
1.5 Ueq| according to the ridding model (i bond lengths of 0.96 A for
methyl groups), except for the B hydrogen atoens were located on the
difference Fourser maps. The one bonded to 02' was refined with
fixed positions and isotropic thermal parameters (Uiso(H) = 1.5 Ueq
(0)). However, the one bonded to 09 was freely refined since it partic-
ipated of a strong hydrogen bond. The programs MERCURY (version
3.6) [ 17] and ORTEP-3 [ 18] were used to calculate the theoretical pow-
der diffraction pattern and to peepare the crystallegraphic mformation
file (QOF) and artwork representations for publication. The CIF

Tabile 3
Asgles between the plines deflaad by the carboxylate group CY and aromatic risgs R and
RIl of several depaades.

RI-CY R - CY Ri-RlI CsD Refl.
Diffraczaic acid 6655 518 2057 This work
Mrasoca 8950 El10 8407 BOCMOV 28]
Atrasocs 6569 661 6033 BOCMOVO! |30]
Arrasoca 7630 82 8273 BOCOMOVR =
8349 £920 7641
Evernin 8158 830 BE79 DEPCUALD 125)
Wrightiin £ E53 0ss FAHDEX 127
Barbatin 5926 1495 7404 KOHLEY 125]
- 8176 1280 8631 POVAUB 132
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Fig. 2. ORTEP [31] type view of the asymnanearic wnit of pere DA, The Rydsogen aoms are
representod as arhizrary radius spheses and the ellipscids are ar 50X peobabiity.

containing the diffractaic acid crystalline structure was deposited af the
Cambridge Structural Data Base under the code 1449856

2.6 Thermal analysis

Thermogravimetric (TGA) and Differential scanning calorimetry
(DSC) curves were obtained using a simultaneous thermal analysis
equipment (Jupiter STA 449, Netzsch). An infrared spectrometer
{Alpha, Bruker Optics) coupled to this system was used to analyze the
gases refeased. The sample of around 2 mg was placed in sealed alumi-
num crucibles with pierced lids. Measurements were made from room
temperature up to 350 *C using a heating rate of 10 *C/min. The sensors
and the crucibles were under a constant flow of nitrogen (70 mi/min)
during the experiment.

2.7. Quantum mechanical calculotions

The electronic structure and optimized geometry were computed
within density functional theory using Gaussian 09 | 19), employing
the hybrid of Becke’s nonlocal three parameter exchange functional
and Lee-Yang-Pasrr correlation functional (B3LYP) |20-22] and the 6~
31 ++G(dp) basis set. Raman scattering and infrared absorption
cross sections were calculated after geometrical optimization using
the same functional. Raman spectra were simulated by convolving the
scattering cross section with a Lorentzian profile and coasidering the
thermal distribution of vibrational modes [23,24]. The potential energy
distribution was calculated using the code VEDA [25]

3. Results and discussion

DA crystals exhibit a colummnar crystalline habit, as observed in SEM
micrographs (Fig. 1). It crystallizes in the monocinic centrosymenetric
space group P2,/c with one molecule per unit cell and cell parameters:
a=18535A; b =4.0439 A; ¢ = 23.964 A; § = 91.55" (Table 1). The
molecular configuration of depsides is defined by three planes, one

containing the carboxylate group (CY: atoms C7, 07 and 04’), one
through the aromatic rings I (RI: atoms C1' to C6’) and the last one
through the aromatic ring [1 (RIl: atoms C1 to C6) [26). In the case of
DA, the aromatic rings are almost coplanar foeming an angle of 2081°
(Fig. 2). These groups form an angle of 66.55° and 51.88", respectively
for RIand RIl, with the carbaxylic group. This conformation is stabilized
by three intermolecular hydrogen boads (Table 2). However, it shows
some interesting leatures when compared with other members of the
depside family. Considering the reported structures (Table 3), in most
ol the depsides, Rl is almost coplanar with the CY maiety, as observed
in everin |26, wrightiin |27] and the three polymorphs of stranoein
|28-30]. In these compounds, this confarmation is stabilized by an in-
tramolecular ydrogen bond between the carbonyl (C707) and the hy-
droxyl (C2O2H) groups. In the case of DA, the oxygen xom placed at 02
is methyiated and the hydrogen bond is not only shifted to the methy!
group, but also involves the single bonded oxygen from the ester in-
stead of the one of the carbonyi moéety (C1OH10B~04°). This bond fa-
vors a higher twist of CY group when compared to the RIL In most of
the cases, Rl i nearly perpendicular to CY, and consequently to Ril. An
interesting exception is wrightiin [27], where the main groups of the
depside molecule are approximately coplanar. Compared with other
members of this family, DA shows the smaller angle between the two
rings. In summary, depside molecules are characterized by common
features determining similar conformations. DA, on the other hand, ex-
hibit an uneven geometry since the 02 methylation suppress ane of the
main intramolecular hydrogen bonds.

The crystal packing of DA is determined by a dimer based on the
COOH moaiety. The R3(B) motifs (Fig. 3) assembled via complementary
09H9-08 hydrogen bonds between the DA molecudes around an inver-
sion center. These dimers Ly aligned along the [101] and stacked along
the b axis by a single CI0H108-02 (2,692 A) interaction and a bifur-
cated one: C5'H5'~07 (2.987 A) and COHIB-07 (2.958 A). This is the
only member of the para-depsides family with such a hydrogen boad
pattern, because in mast of these compounds a methylated C10°09
group inhibits the formation of the R3(8) motif. Furthermore, when
02 is forming a hydroxyl group, it plays an impoetant role in the inter-
molecular hydrogen bonds, being usually one of the dominant interac-
tions, as in the case of the three polymorphs of atranorin | 28-30).

The interatomic distances, bond and torsion angles of DA were ana-
lyzed by using the program Mogul [33]. The analysis shows that the ex-
perimental values are consistent with those expected for a good
refinerment of the structures with good quality. However, some geomet-
ric characteristics showed interesting deviations. The main results of
this analysis are shown in Tabie 4 (see Fig. S1). The first two boad length
deviation involve the charge density depletion oa the CCB' bond length
and the consequently increase in the electron density on the C1'=C107
bond which in turn seems to be the consequence of a charge transfer
due 1o the strong intermolecular interaction that form the homodimer.
The third one is refated to the electron charge density redistribution that
reduces the C707 double bond involved in a befurcated intermolecular

Fig. 3. a~¢ peojection of the DA crystailae packing.
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Fig. 4 X-ray diflracsion of DA: (3) Experimental (B) calculased. The predicred cryszal hadit
is showa in Dhe inses.

interaction that connect the dimers. Three of the band angles destina-
tions are also related to the already mentioned intramobecular electron
density redistribution of the substituted RIL The first torsion angle devi-
ation shows a big spread, being an indication of the preferences of Rl
and CY 1o be coplanar, The second torsion angle deviations show that
the preferred conformation for the COOH moiety would be almost per-
pendicular to the Rl plane. Not just the complementary 09H9-08 hy-
drogen bond through the inversion center but also the strong 0'2H2'
~0B intramolecular hydrogen bond fix the current modecular
conformation.

Fig. 4 shows the powder diffraction pattern of DA compared with the
calculated one obtained from the crystalline structure determined by
single crystal X-ray diffraction, using the software MERCURY | 17] to cal-
culate the theoretical powder pattern. There is a good agreement be-
tween these patterns, evidencing a small preferred orientation
perpendicular to the (010) direction. Thus, (hOF) reflections exhibit a
slightly higher intensity when compared with the calculated pattern.
The crystalline habst was predicted using the Bravais, Friedel, Donnay
and Harker (BFDH) method |34-36] using Mercury [17] (Fig. 4)
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Fig. 6 Ramas and iafrared specta of DA: (E) experimental, calculated Som the (D) dimer
and (S) siegle molecude.
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Fig.5. (a) Thermogravimetry (TG), its first desivative (DTG) and aifesential scansing calorimetry (ISC) carves of DA, (b) Infrased spectra of the evobved gases, (c) Selected infrased spactra

from evolved gases and reference compounds.
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showing that DA crystals growth aloag the (010), which is compatible
with the observed crystalline habit (Fig. 1) and the apparent preferen-
tial orientation of the powder pattern. Thus, this result confirms that
the determined crystalline structure is representative from the raw
material

The thermal behavior of DA can be observed in the TG/DTG and DSC
curves given in Fig. 5a. The DSC curve shows one well-defined endo-
thermic event at 1918 °C which can be associated to the melting
point of diffractaic acid. It is interesting 1o notice that DA exhibits a
quite high melting point which is consistent with the strong hydrogen
bonds stabilizing the crystalline structure and its low solubility.

The first mass loss event (Teaws = 201 *C) is observed just above the
DSC peak and ascribed to the fusion In fact, 2 detailed analysis of the
DSC curve allows us to identify a small shoulder after the melting
event with onset around 200 *C, which correlates very well with the
TG result as it is corrobarated by the first derivative of the TG curve.
Thus, it is possible to conclude that DA decompases just after melting
with a mass Joss of approximately 31.5% between 200 and 280 °C. A sec-
ond event carresponds to another decompaosition process between 280
and 450 °C (Am ~ 582%). The evolved gases were analyzed by transmis-
sion infrared spectroscopy as shown in Fig. 5b. From these results, it was
possible to have an insight into the degradation process. The IR of the re-
leased gases (Fig. 5¢) at the first mass loss event are characterized by
strong band at 2359 con— " undoabtedly asseciated with carbon dioxide,
but another component with characteristic bands at 1140, 1594 and
2042 ¢em~! seems to be closely related to 2,6~dimethoxytoluene

(a)

(DMT). This result suggests that the first decompaosition process is re-
lated to the loss of the RII moiety. The IR spectra also shows that, at
the second decamposition event, there is a small release of carbon diox-
ide, combined with an uninown compound. In this spectrum, it is pos-
sible 10 identify a carbonyl stretching (1746 em™ '), CC stretchings
(~1590 em™ ') and CH stretching from methine (>3000 cm™") and
methyl (<3000 e~ "), suggesting that the released gas is related to a
derivative of the RI group (2-hydroxy-3,6-dimethylbenzoic acid). In
fact, maost of the bands observed in this spectrum are closely related to
those of the DA (Fig. 5¢), providing additional suppoet to the proposed
decompasition mechanism.

Vilwational spectroscopy has been successfully applied to the study
of active pharmaceutical ingredients [37,38) providing valuable infor-
mation about the molecular conformation and intermolecular interac-
ticns. Corsidering the potential of these methods, Raman and IR
spectra of DA are presented in Fig. 6. Quantum mechanical calcula-
tiors were also performed in order 1o provide 3 more precise classifi-
cation of the vibrational bands. A single molecule of DA was
geometrically optimized and its vibrational spectrum calculated. The
final geometry overlaps exhibit some torsional differences with the
experimental one (Fig. S2) mostly based on the relative orientation
of the RI and RE rings. The crystalline structure shows almost coplanar
rings forming and 20.77° angle. On the other hand, in the calculated
conformation the aromatic rings are twisted by 59.6°. This difference
is originated in the bifurcated interaction involving 07 (C5°H5'-07
and C9H9B-07) stabilizing the DA dimers along the b axis, linking

v -

750 cm”!

d vibia

vectoes of sed

Fig. 7. Displ

al modes obeained from the calculations of the DA dmes.
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Tabde 4

Major differences in boad Sesgghs (A) aad valence angies () DA obised using the MOGUL [33}
Dead Zeaziwmica votal Acan A s, Srandard doviation |x-Gcorc | Vaks in query
crce 4308 1402 1402 0014 2.19% 1433
a‘cwer 783 1502 1505 0026 LAES 1464
o7a 14230 1224 1224 0027 1230 1.190
Angle Statkaics rocal Mean Medan Standard deviation |2-Scoee] Valee in quety
corcecr 3954 120,755 121.583 1.261 2479 124,882
o os 11,400 123349 123455 2295 1574 119737
(e Jx]w] 1523 121,195 121.289 1.200 1474 123.701
oo 577 118,128 117.529 207 1455 114,188
Towsion angle Stazistics roca Minimem Maxemeam |d {min)| Valee in quety
ooaca 837 0093 1530000 0632 50.219
s 813 1LADE 179.906 03 177.586

both rings with a single oxygen and rotating them towards to a nearly
coplanar conformation.

The scaled Raman and infrared spectra calculated based on this con-
formation are also shown in Fig 6, whereas vibrational mode assign-
ment and the potential energy distribution are listed in the
Supplementary material (Table S1). There is a good agreement between
these spectra. Some of the key bands for this comparison are the car-
banyl stretching modes, which are expected around 1700 con— . Two
of these modes should be observed, related to the carbonyl moieties of
the CY and RI groups. According to the calculations, the higher wave-
number CO stretching is related to the carbonyl group from the CY
chain. The corresponding wavenumber (1739 am™ ) is well described
by the scaled spectra. These results could be expected since the CY axy-
gen is not involved in hydrogen bonds. Vibrational modes of atoms par-
ticipating in hydrogen bonds are strongly affected by this interaction.
Usually, stretching modes are shifted towards lower wavenumbers,
whereas deformation modes exhibit higher energies. On the other
hand, the secord casboayl band of DA placed in the same spectral region
in the free molecule calculations (1668 cm—") is not observed in the
same region in the solid state. This s because C10°08 participates in
the strongest hydrogen bond of the DA structure and a redshilt of the
stretching bands should be observed. In crder to take into account
part of the intermolecular intéractions a second calculation was per-
formed on the DA dimer. The carresponding scaled Raman and infrared
spectra of the calculated dimer are also presented in Fig. 6. When the
dimer i considered in the calculations, there is a remarkable improve-
ment in the agreement between the calculated and exper: Spec-
tra. Accoeding to the calculations, the C10°08 is shifted 50 em~!
towards lower wavenumbers to 1624 em™" and it is coupled to the CC
stretching modes of the aromatic rings (Fig. 7a). The redshift effect is
stronger in the case of the 09H stretching, which is shifted down to
3055 cm—". Even though, this mode appears as a very intense mode in
the calculated IR spectrum, it is observed as a wide shoulder in the ex-
perimental result. A detailed comparison of the experimental and calcu-
lated spectra shows subtle differences which emphasize the effect of the
hydrogen bonds. The modes lying between 1330 and 1400 cm—", which
mmmymhmmbmdlg.mmdmaimmedmm

bonds. At 750 cn™ ', the bending of the Q0 group is shifted to-
wards higher wavenumber do to the hydrogen bond (Fig. 7b). A well-
defined doublet mainly associated to the in-phase and cut-of-phase
rocking of the carbonyl moiety is observed at 470 con— ! in the calculated
spectra, but those bands are highly overlapped in the experimental one.

The low wavenumber region (below 200 cm—") is usually ascribed
to the lattice modes [39.40]. However, it i interesting to compare the
experimental and calculated spectra of the single molecule and the
dimer presented in the inset of Fig. 6a. First, notice that there is a good
agreement between experimental and calculated resulls. As expected,
the dimer reproduces better the experimental data, but most of the

bands of the single molecule are also observed. For example, the
bands at 70 and 80 em™" can be described a5 torsion of the molecular
skeleton. On the other hand, the most intense bands between 100 and
200 cen~! are characterized by the rocking of the methyl groups. The
bands at 95 (Fig. 7¢) and 106 cm™" are distinctive of the dimer and
are related to the rocking of the Rl ring and the out of plane bending
of the carboxylic group. As atoms invalved in the main intermolecular
interaction participate of these vibrational modes, they are better de-
scribed in the dimer than in the single molecule, where they are ob-
served a1 61 and 94 e ™", respeactively. Despite the fact these modes
are reflecting the crystal packing, they cannot be strictly classified s lat-
tice vibrations because they are local conlormational deformations. Fus-
ther analysis ol the theoretical spectra shows that lattice-like modes
should be observed at lower wavenumbers. For example, three
translational-like modes associated to a stretching of the hydrogen
bond with Al the atoers of each molecude moving on the same direction
are observed at 42, 54 and 55 cm~ ", whereas three librational-like
modes are identified at 16, 18 and 22 an™" (Fig. 7d). Thus, lattice
modes should not be generically described by a spectral region because
other vibrations involving a Large number of atoms (Large amount of
mass) will also be observed at low wavenumbers. Skeleton torsions
are a good example of this kKind of molecular modes. The whole mole-
cule will participate in lattice modes, which combined with relatively
weak intermolecular interactions (force constant) will shift these
maodes 1o even lower wavenumbers, which are not usually observed
with conventional spectrometers.

4. Conclusion

The crystalline structure of diffractaic acid was successfully deter-
mined. It consists of diffractaic acid bomomeric dimers linked by com-
plementary 09H9 08 hydrogen bonds. It was also observed a quite
high melting point {197 "C) lfollowed by its decompasition (203 *C).
The vibraticnal spectra was assigned basad on quantum mechanical cal-
culations evidencing the intermolecular interactions observed in the
crystalline structure.
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Validation of an UV Spectrophotometric Method
for Determining Diffractaic Acid from Usnea sp.
in Inclusion Complexes with Hydroxypropyl-f-Cyclodextrin
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SUMMARY . Diffractale ackd (DA) presents several blological activities. The goal of this study was to devels
op and validate a UV spectrophotometric method for determining diffractalc ackd in Indusion

with hydrexypropy kflcyclodextrin. Validation parameters were determined according to international
guldelines for standardization. The kncarity runge of analytical curve was frem 1 to 5 pp/ml. and the re.
gression equation: Cp, = (Area « 0.00530.1541 (2 = 0.99998; n = 3). The Intermediate precision indicated
that the difference between the means was statistically insignificant (p < 0.05). Accuracy revealed a mean
recovery percentage of diffractale add in Indusion complexes of 100.1 %. The method was robest and the
formulation excipients did not interfere on diffractadc acld quantification. Limits of detection and quantifi.
catioa of diffractale acld were 0.03 and 0.08 pgiml., respectively. The proposed methed proved to be acce-
rate, precise and reproducible, thus belng able to quantify diffractale acid in raw material and inclesion
complexes.

KEY WORDS: Diffractaic acid, Hydroxypropyl-fi-cyclodexirin, Inclesion complex, Validation methed.
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ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA

Universidude Federal de Pernambuoco
Centre de Bieciéncias

Av, Frof. Nelwonm Chaves, s/n
S06T0-420 / Recife -~ PE - Brasil
fones: (55 8) 2126 8B40 | 2126 83s4
fax: (55 81) 2126 @350

wew , ooboulpe . br

Recife, 02 de junho de 2016.
Oficio n® 49/16

Da Comissdio de Etica no Uso de Animais {CEUA) da UFPE

Para: Prof.? Noemia Pereira da Silva Santos
Nicleo de Biologia

Centro Académico de Vitéria

Universidade Federal de Pemambuco
Processo n® 23076.034718/2015-14

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambuce (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Desenvolvimento e caracterizagio de lipossomas e
microesferas contendo 4cido galico complexado a 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina e avaliagdo da atividade antitumoral e antiulcerogénica”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas intemacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE,

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, Que trata da questiio do uso de animals para fins

cientificos e didaticos

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentals a
serem realizados.
Origem dos animais: Biotério do Departamento Atenciosamente,

de Nutrigio e Biotério do LIKA/UFPE; Animais: z

Ratos Wistar, 50-80 dias. Peso: 200-200g;
Sexo: maches; Camundongos Swiss: 35-60
dias; Peso: 200-300g; Sexo: machos: N® total . -

de animais: 120 (80 ratos e 40 camundongos). u.MmV-C’;z
pesgea s 0| -



