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RESUMO

O acido difractéico (AD) € uma substancia liquénica isolada de Usnea sp. que apresenta
diversas atividades biolégicas, tais como: analgésica e antipirética, antitumoral, antiviral,
antimicrobiana, antifungica, antiproliferativa e antimicobacteriana. O objetivo desse trabalho
foi desenvolver e caracterizar complexos de inclusdo acido difractaico:2-hidroxipropil-3-
ciclodextrina (HPBCD) e incorpora-los em microesferas de poli-e-caprolactona (PCL),
avaliando sua atividade bioldgica. Os parametros de validacao linearidade, preciséao,
exatidao, robustez, especificidade, limites de detecgédo e quantificacdo do &cido difractaico
foram determinados. Os complexos de inclusdo foram preparados por liofilizacdo e
caracterizados fisico-quimicamente. As microesferas de PCL contendo o acido difractaico ou
complexo de inclusdao AD:HPBCD foram preparadas através da técnica de emulsdo multipla
a/o/a com evaporacgao do solvente e sua citotoxidade frente a células Vero foi avaliada. No
desenvolvimento do método espectrofotométrico, a faixa de linearidade foi de 1 a 5 pg.mL™,
a equacao de regressdo: Absorbancia = 0,1541 x [AD] (ug.mL™) + 0,0053 e r = 0,99998. Nao
foi evidenciada diferenca significativa entre as médias (p < 0,05). A exatidao revelou média
percentual de recuperacdo do acido difractaico nas microesferas de 98,31%, o método
mostrou-se robusto. Limites de deteccdo e quantificagdo foram de 0,03 e 0,08 pg.mL™,
respectivamente. O diagrama de solubilidade de fases de AD:HPBCD apresentou uma curva
do tipo A., com K;.; = 821 M. Na presenca de 50 mM de HPBCD, a solubilidade do AD
aumentou mais de 35 vezes. O complexo de inclusdao AD:HPBCD apresentou modificagcdes
no IV, RMN "H e difracéo de raios-X, em comparacdo com os espectros do AD e de HPBCD.
As microesferas de PCL apresentaram didmetro de 5,89 *+ 1,33 um e potencial zeta de -
12,68 = 0,56 mV, microesferas contendo &cido difractdico ou complexo de inclusao
AD:HPBCD apresentaram diametro de 5,23 + 1,65 um e 4,11 £ 1,39 um, com potencial zeta
de -7,85+0,32mV e -6,93 + 0,46 mV, respectivamente. Microesferas contendo complexos
AD:HPBCD apresentaram um perfil de liberagdo mais prolongada de &cido difractaico
durante a cinética de liberacao in vitro quando comparadas as microesferas com o farmaco
livre. Microesferas contendo o acido difractaico ou complexo de inclusdo AD:HPBCD
reduziram a citotoxidade do composto frente a células Vero. A complexacdo do acido
difractaico a ciclodextrina, e sua incorporacdo em sistemas de liberagdo controlada, como
microesferas, proporcionou uma melhoria na estabilidade e hidrossolubilidade do composto,
reduzindo os efeitos téxicos.

Palavras-chave: &cido difractaico; método espectrofotométrico UV; 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina; microesferas; PCL.
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ABSTRACT

Diffractaic acid (DA) is a lichen compound from Usnea sp. that presents important biological
activities such as analgesic and antipyretic, antitumor, antiviral, antibacterial, antifungal,
antiproliferative and antimycobacterial. The aim of this study was to develop and characterize
diffractaic acid:2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin inclusion complexes (DA:HPBCD) and
incorporate them into microspheres of poly-e-caprolactone (PCL), evaluating their biological
activity. Validation parameters such as linearity, precision, accuracy, robustness, specificity,
limits of detection and quantification were determined. The inclusion complexes were
prepared by freeze-drying technique and physico-chemically characterized. PCL
microspheres containing diffractaic acid or inclusion complex DA:HPBCD were prepared by
the double w/o/w emulsion-solvent evaporation method and its cytotoxicity against Vero cells
was evaluated. The validated spectrophotometric method presented a linearity range from 1
to 5 ug.mL-1, and regression equation: Absorbance = 0.1541 x [AD] (ug.mL™) + 0.0053, with
r = 0.99998. There was no significant difference between means (p < 0.05). The accuracy
revealed a mean percentage recovery of diffractaic acid in microspheres of 98.31%. The
method proved to be robust with limits of detection and quantification of 0.03 and 0.08 pug.mL"
', respectively. The phase-solubility diagram of DA:HPBCD showed an A, curve with K =
821 M. The presence of 50 mmol of HPBCD, the solubility of DA increased more than 35-
fold. The inclusion complex DA:HPBCD presented changes in IR, '"H NMR and X-ray
diffraction when compared with DA and HPBCD spectra. Unloaded PCL microspheres
presented a diameter of 5.89 + 1.33 um and zeta potential of - 12.68 £ 0.56 mV, and
microspheres containing diffractaic acid or inclusion complex DA:HPBCD presented a
diameter of 5.23 £ 1.65 um and 4.11 + 1.39 um with zeta potential values of - 7.85 + 0.32 mV
and - 6,93 = 0.46 mV, respectively. Microspheres containing DA:HPBCD presented a more
prolonged release profile of diffractaic acid during in vitro kinetics when compared to
microspheres with the free drug. The encapsulation of DA or DA:HPBCD in microspheres
reduced the compound cytotoxicity against Vero cells. The complexation of diffractaic acid to
cyclodextrin, and their incorporation into drug delivery systems as microspheres provided an
improvement on stability and water solubility of this compound, reducing its toxic effects.

Keywords: diffractaic acid; UV spectrophotometric method; 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin;
microspheres; PCL.
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CAPITULO 1

1.1 Introducao

Apesar dos recentes avancos em modelos de farmacos, a sintese quimica e a
biotecnologia promoverem o desenvolvimento de farmacos novos e potentes, os produtos
naturais como plantas e liquens continuam sendo a maior fonte para obtencdo de
medicamentos para diversos fins. Atualmente, ha uma diversidade de compostos naturais
bioativos com potencial atividade farmacol6gica, muitos deles com atividade ja comprovada
(GARROS et al., 2006; RIBAS et al., 2006; SEGUNDO et al., 2007).

Os liquens, seres resultantes da associagdo entre fungos e algas, sdo umas das
mais importantes fontes naturais de compostos biologicamente ativos, os quais derivam de
seu metabolismo primario e secundéario. A eficiéncia e a possibilidade de utilizacdo
econO6mica das substancias liquénicas tornam esses organismos de particular interesse a
pesquisa fundamental, em face de sua utilizagdo na medicina popular desde a antiguidade
(HONDA; VILEGAS, 1998; HUNECK, 1999). Dos diversos metabdlitos secundarios
produzidos pelos liqguens, um depsideo tipo orcinol isolado de Usnea sp., 0 acido difractaico,
tem sido relatado com diversas propriedades bioldgicas, tais como: analgésica e antipirética
(OKUYAMA et al.,1995), antiviral (NEAMATI et al., 1997), antitumoral (YAMAMOTO et al.,
1995), antimicrobiana (FALCAO et al., 2004; PIOVANO et al., 2002), antifangica (PIOVANO
et al., 2002), atividade antiproliferativa (KUMAR; MULLER, 1999a; KUMAR; MULLER,
1999b), gastroprotetora (BAYIR et al., 2006) e antimicobacteriana (HONDA et al., 2010).

Mesmo com variadas atividades, compostos liquénicos apresentam restrita aplicacéo
terapéutica devido a suas propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, como baixa
solubilidade, toxicidade e dificil interacdo com as barreiras biol6gicas. Desta forma, a
utilizacdo terapéutica destes compostos em forma farmacéutica convencional torna-se
muitas vezes inviavel, sendo necessarias novas formas farmacéuticas para modificar as
caracteristicas  fisico-quimicas, minimizar os efeitos toxicos e melhorar sua
biodisponibilidade (KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005; SANTOS et al., 2006).
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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 complexacédo de farmacos com CDs proporciona
uma melhoria na estabilidade, maior hidrossolubilidade, maior biodisponibilidade e
diminuicao 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).

A tecnologia de liberagdo controlada de farmacos permite o aumento da eficiéncia
terapéutica através do controle da velocidade de liberagdo do farmaco ou ainda pelo seu
melhor direcionamento ao sitio de acao, oferecendo varias vantagens em relagao as formas
farmacéuticas convencionais (BRANNON-PEPPAS, 1995).

Desta forma, os sistemas particulados poliméricos, como as microesferas, trazem
perspectivas cientificas promissoras, uma vez que apresentam estabilidade fisico-quimica e
biolégica, j& sendo utilizados para a encapsulagcdo de varias substancias, tais como:
proteinas (BENOIT et al. 1999), antigenos (FLORINDO et al., 2008) e farmacos, como
vancomicina (LE RAY et al.,, 2003; PETITTI et al., 2009), rifampicina (DOAN; OLIVIER,
2009) e praziquantel (CHENG et al.,, 2009). Na obtencado desses sistemas, polimeros
sintéticos biodegradaveis sao utilizados, com destague para os poliésteres poli-¢-
caprolactona (PCL), poliacido lactico (PLA), poliacido glicélico (PGA) e o copolimero de
acido lactico e glicdlico (PLGA) (FERNANDEZ-CARBALLIDO et al., 2008; LECAROZ et al.,
2006; SANTOS-MAGALHAES et al., 2000).

A encapsulacdo do acido difractaico complexado a ciclodextrinas em microesferas
poderia consistir em uma estratégia para a utilizacdo desta substancia liguénica como
agente terapéutico, visando superar as limitagdes relacionadas a solubilidade bem como
biodisponibilidade do farmaco, promovendo diminuicdo de seus efeitos indesejaveis e
garantindo maior seguranca e eficacia terapéutica.
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1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral
Desenvolver, caracterizar e avaliar biologicamente complexos de inclusdo &cido

difractaico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina incorporados em microesferas de PCL.

1.2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método analitico por espectrofotometria UV para determinacao
do &cido difractaico em microesferas de PCL;

e Obter compostos de inclusdao formados por acido difractadico e 2-hidroxipropil-@-
ciclodextrina;

e Caracterizar os compostos de inclusdo obtidos através de métodos fisico-quimicos;

e Preparar microesferas de PCL contendo &cido difractaico ou contendo o complexo
de inclusao &cido difractéico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina;

e Caracterizar fisico-quimicamente as microesferas com a avaliagdo da eficiéncia de
encapsulagao, indice de polidispersao e carga de superficie (potencial zeta);

e Determinar o perfil de liberagdo in vitro das microesferas de PCL contendo acido
difractaico ou complexo de inclusao acido difractaico:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina;

e Avaliar a citotoxidade dos complexos de inclusdo e microesferas obtidos frente a

células Vero.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Liquens

Liguens sao definidos como unides morfolégicas e fisiolégicas de um fungo, que
pode ser um ascomiceto ou basidiomiceto, e uma ou mais algas verdes ou cianobactérias,
formando um organismo simbiotico. O fungo, também chamado de micobionte, fornece
protecao fisica, agua e solu¢des minerais aquosas; enquanto as algas ou cianobactérias,
também chamadas de fotobiontes, fornecem substancias organicas através da fotossintese
(COCCHIETTO et al., 2002; SULEYMAN et al., 2003).

A morfologia dos liquens pode diferir perceptivelmente, de crostosos crescendo em
rochas a liquens folhosos e fruticosos crescendo no solo, troncos de arvores ou outros
substratos. Calcula-se que existam cerca de 17.000 espécies conhecidas, com dezenas de
novas espécies sendo descobertas a cada ano (COCCHIETTO et al., 2002). Possuem uma
tolerancia ecolégica muito ampla, e devido a isso podem ser encontrados praticamente em
todos os lugares do globo terrestre (SULEYMAN et al., 2003). Localizam-se desde o nivel do
mar até grandes altitudes, contudo, sao relativamente raros em altitudes acima de 5.000 m e
em matas demasiadamente escuras. Estdo presentes também em desertos, onde a
temperatura é bastante variavel, e em regides polares, de temperaturas extremamente
baixas (HONDA; VILEGAS, 1998).

A resisténcia dos liquens esta relacionada em grande parte aos seguintes fatores:
metabolismo lento, capacidade de sobreviver em metabolismo basal durante meses, e
producao de diversas moléculas bioativas que oferecem protecao quimica (COCCHIETTO
et al., 2002). De acordo com Huneck e Yoshimura (1996), o papel dessas substancias ainda
nao é bem entendido, mas inclui: protegdo contra uma vasta quantidade de parasitas virais,
bacterianos e protozodrios; contra predadores animais, como insetos, nematéides e contra
plantas competidoras; defesa contra fatores de estresse ambiental como raios ultravioleta e
periodos de seca extrema; regulacédo fisiolégica do metabolismo do liquen, como a
habilidade de aumentar a permeabilidade da parede celular da alga para aumentar o fluxo
de nutrientes para o componente fungico.

As substancias quimicas produzidas pelos liquens sao agrupadas, de acordo com a
localizag&o no talo, em produtos intracelulares e extracelulares. Os produtos intracelulares
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incluem proteinas, aminoacidos, polidis, carotendides, polissacarideos e vitaminas, e estao
ligados a parede celular e ao protoplasto. Ja os extracelulares, frequentemente chamados
metabdlitos secundarios, sdo encontrados na medula ou no cértex dos liquens, raramente
em ambas as camadas. Classificam-se em grupos quimicos bioenergeticamente
relacionados: depsideos, depsidonas, dibenzofuranos e acido usnico (HONDA; VILEGAS,
1998; HUNECK, 1999).

Aproximadamente 630 compostos provenientes do metabolismo secundario de
liguens s@o conhecidos (HONDA; VILEGAS, 1998), e a sintese destes metabdlitos fez com
que os liqguens fossem utilizados durante muito tempo na medicina popular de varios paises.
No antigo Egito, extratos liquénicos eram utilizados no tratamento de feridas cuténeas
(MULLER, 2001); as comunidades indigenas dos Andes venezuelanos os utilizavam como
agentes antimicrobianos (CHOUDHARY et al.,, 2005); na Europa, os liquens Cetraria
islandica, Lobaria pulmonaria e Cladonia eram utilizados para o tratamento da tuberculose
(GUPTA et al., 2007). O uso medicinal dos liquens inclui ainda o tratamento para febre,
epilepsia, tosse, raiva, gota, hepatite, irritacbes da garganta, asma e patologias
gastrointestinais, tais como gastrite (CHOUDHARY et al., 2005; SULEYMAN et al., 2003).

As primeiras publicacdes cientificas acerca dos liquens surgiram ap6s o final da Il
Guerra Mundial (COCCHIETTO et al.,, 2002). A partir de entado, verificou-se que as
substancias oriundas do metabolismo secundario dos liquens apresentam importantes
atividades biol6égicas como antimicrobiana (majoritariamente contra bactérias Gram
positivas) e antiherbicida (PERRY et al., 1999), antiproliferativa, antitumoral, analgésica
(COCCHIETTO et al., 2002; MULLER, 2001), antiviral (incluindo a inibicdo da replicacdo do
virus HIV), agao hipotensiva, anti-inflamatéria, bem como efeitos espasmoliticos (MAIA et
al., 2002).

Das substancias ativas de origem liquénica, o acido Usnico € o mais extensivamente
estudado (INGOLFSDOTTIR, 2002). No entanto, muitos outros compostos vém ganhando
destaque gracas ao potencial que apresentam para o uso farmacéutico, como a atranorina,
o acido barbatico, o acido lobérico, o acido fumarprotocetrarico, o acido difractaico, dentre
outros (MULLER, 2001).
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1.3.2 Acido difractaico

1.3.2.1 Generalidades

O acido difractaico € um depsideo tipo orcinol, isolado de Usnea sp. Caracteriza-se
como um composto formado pela condensacéao de dois ou mais acidos hidroxibenzéicos, um
grupo carboxila esterificado com o grupo hidroxila fenélico como uma molécula secundaria.
Caracteriza-se por ser uma susbtancia de pigmentacdo esbranquicada, com cristais em
forma de agulhas, ponto de fusdo em torno de 189-190 ‘C, massa molecular de 374 g/mol,
de f&cil dissolugdo em éter, etanol, acetona e cloroféormio (Figura 1.1) (HUNECK;
YOSHIMURA, 1996).

’ N -

’
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CH;0” 7 CocHyy o OH

|
CHy 1™ coon

Figura 1.1 Estrutura quimica do acido difractaico (CyoH2207) (SANTOS et al., 2004).

1.3.2.2 Atividades biolégicas

O Aacido difractaico ainda nao foi profundamente estudado, no entanto, ja possui
algumas de suas propriedades biologicas relatadas. Um dos registros disponiveis na
literatura trata da atividade analgésica e antipirética, descrita por Okuyama e colaboradores
(1995). Na investigagao da atividade analgésica, verificou-se que o acido difractaico inibiu
em 47% a contorgao induzida por acido acético em camundongos através de administragao
oral de 200 mg/kg. Com relacdo a atividade antipirética, o 4cido difractaico causou efeito
hipotérmico também na dose de 200 mg/kg (OKUYAMA et al.,1995).

Estudos comprovaram ainda que depsideos tipo orcinol demonstraram inibir a
nanoamino oxidase B (MAO-B), enzima responsavel pela desaminagcao depressiva na
doenga de Parkinson (WILSON et al., 1998), tendo sido ainda relatado com atividade
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antitumoral (YAMAMOTO et al.,, 1995). Neamati e colaboradores (1997) relataram a
atividade antiviral do acido difractaico, descrevendo que dezessete compostos liquénicos
foram examinados para atividade inibitéria contra a integrase HIV1, e entre eles, o &cido
difractaico apresentou atividade moderada, com ICs, abaixo de 50 uM.

A atividade antiproliferativa do éacido difractadico também foi descrita. Em estudo
realizado com a linhagem celular de queratinécitos humanos HaCaT, verificou-se que o
acido difractaico demonstrou ser um potente agente antiproliferativo, inibindo o crescimento
celular com o valor de ICsode 2.6 uM (KUMAR; MULLER, 19992; KUMAR; MULLER, 1999").

Piovano e colaboradores (2002) testaram as atividades antifungica e antimicrobiana
para o acido difractaico pelo método de difusdo em disco de papel. Os resultados de MIC
(concentracdo minima inibitéria) em pg/ml do acido difractdico para Candida
albicans, Saccharomyces cerevisae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus  flavus, A.
niger, Microsporum canis C112, M. gypseum C115, Trichophyton mentagrophytes
ATCC9972, T. rubrum C113 e Epidermophyton floccosum C114 foram, respectivamente:
>250, >250, >250, 250, >250, >250, 50, <50, 50 e <50, demonstrando assim uma atividade
moderada, mas significativa, contra M. gypseum, T. mentagrophytes, T. rubrum e E.
floccosum; todos eles fungos dermatofitos causadores de infeccoes dérmicas. Quanto a
atividade antimicrobiana, o composto apresentou MIC de 50 pg/ml para Staphylococcus
aureus, com halo de inibicdo de 13 mm de diametro. Falcao e colaboradores (2004)
descreveram a formacao de halo de 9,3 mm de diametro para Bacillus subtilis e de 7,7 mm
para S. aureus quando do estudo do &cido difractdico derivado do liquen Ramalina
sorediosa (B. de Lesd.) Laundron.

Santos e colaboradores (2004) testaram a atividade de dez compostos isolados de
liquens brasileiros sobre a liberacao de peroxido de hidrogénio e 6xido nitrico em cultura de
células de macrofagos do peritdnio de camundongos. Dentre eles, o acido difractaico induziu
a liberagdo de oOxido nitrico, presente em variadas condigées patolégicas, como doencgas
alérgicas das vias aéreas, artrite, vasculite e sindrome do choque téxico; indicando assim
uma provavel capacidade deste composto de modular as atividades do sistema imunolégico.

Recentes estudos indicam que o &cido difractdico isolado de Usnea longissima
apresenta atividade gastroprotetora, através do tratamento da Ulcera gastrica em ratos
induzida pela indometacina. As lesGes gastricas foram significativamente reduzidas por
todas as doses utilizadas de &cido difractéico (25, 50, 100 e 200 mg/kg de peso corporal),
quando comparado com o grupo tratado com ranitidina (farmaco referéncia) (BAYIR et al.,
2006). No entanto, a dose de 200 mg/kg de &cido difractaico apresentou maior inibicao
ulcerativa (96,7%). Ainda foi descrito que a administragdo de acido difractaico diminuiu a
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atividade da mieloperoxidase quando comparado com a indometacina, indicando um efeito
inibitério na infiltragdo neutrofilica nos tecidos da mucosa gastrica. Esses resultados
sugerem que a acao gastroprotetora do acido difractdico pode ser atribuida ao seu efeito
redutor contra o dano oxidativo, assim como a reducao dos efeitos de infiltracao neutrofilica
observado em estébmago de ratos (BAYIR et al., 2006).

Pesquisas realizadas mais recentemente por Honda e colaboradores (2010)
demonstraram que o &cido difractdico apresentou atividade antimicobacteriana frente a
Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv, sendo considerado o mais ativo dos 26 compostos
liquénicos utilizados no estudo, apresentando o valor de MIC de 15.6 pug/ml (41.6 uM),
seguido pelo acido norstictico (MIC 62.5 ug/ml,168 uM) e pelo &cido usnico (MIC 62.5 pug/ml,
182 uM). Os acidos hipostictico (MIC 94.0 ug/ml, 251 uM) e o protocetrarico (MIC 125 pg/ml,
334 yuM) demonstraram atividade inibitéria moderada. Os outros compostos exibiram uma
baixa atividade inibitéria no crescimento de M. tuberculosis, com os valores de MIC variando
de 250 a 1370uM.

1.3.3 Ciclodextrinas

A fermentacao enzimatica 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 ultimas também conhecidas
como ciclodextrinas (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). As ciclodextrinas (CDs) sao
oligossacarideos ciclicos que possuem estrutura rigida e sdo formados por unidades de
glicopiranose unidas por ligacdes a (1-4). Tém a forma de um cone truncado, onde o0s
grupos OH secundarios ligados aos carbonos C-2 e C-3 ocupam a base de maior diametro
do tronco, enquanto as hidroxilas primarias ligadas ao carbono C-6 localizam-se na base
menor do tronco (Figura 1.2) (CHALLA et al., 2005). A formagé&o de uma cavidade central
hidrofébica e uma superficie externa hidrofilica nas ciclodextrinas é favorecida pela
disposicdo espacial dos grupamentos quimicos, permitindo, desta forma, o processo de
complexagdo molecular. Geralmente, substancias quimicas de baixa polaridade podem
alojar-se no interior da cavidade das CDs formando complexos de inclusédo dindmicos em
solucdo (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).
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CAVIDADE
HIDROFOBICA Di HIDROXILAS

/ SECUNDARIAS

Figura 1.2 Estrutura quimica de uma ciclodextrina (A) e desenho esquematico (B) ilustrando
a cavidade hidrofébica, a posicao das hidroxilas primarias e secundarias e suas dimensoes:
altura (H), diametro interno (DI) e diametro externo (DE) (adaptado de BREWSTER;
LOFTSSON, 2007).

As ciclodextrinas sao conhecidas ha mais de 100 anos: em 1891 foram produzidas
pela primeira vez por Villiers através da digestdo do amido pelo Bacillus amylobacter, € em
1903, Schardinger demonstrou a estrutura ciclica das ciclodextrinas (SINGH et al., 2001).
Também sdo conhecidas como cicloamiloses, ciclomaltoses e Schardinger dextrinas (DEL
VALLE, 2004). Podem ser classificadas de acordo com o numero de unidades de
glicopiranose, sendo a-ciclodextrina, B-ciclodextrina e y-ciclodexirina, as quais contém
respectivamente seis, sete e oito unidades glicosidicas (Figura 1.3) (BREWSTER,;
LOFTSSON, 2007).

n=6, 0-CD
n=7 p-CD
n=8 7-CD

Figura 1.3 Estruturas moleculares das ciclodextrinas naturais (adaptado de SONG et al.,
2009).
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A ciclodextrina glicosil transferase (CGTase), um exemplo de amilase, tem a
capacidade de abrir a cadeia de um polissacarideo e ligar as extremidades de cada
fragmento formando ciclodextrinas. O tratamento do amido com amilase do Bacillus
macerans (com CGTase) é capaz de produzir uma mistura de a-ciclodextrina (60%), B-
ciclodextrina (20%) e y-ciclodextrina (20%), juntamente com pequenas quantidades de
ciclodextrinas com mais de oito unidades de glicose. Inovacbes biotecnoldgicas com
diferentes tipos de enzimas CGTase tornaram possivel a producdo mais especifica e com
maior grau de pureza das a-, - e y-ciclodextrinas, permitindo o uso destas como excipientes
farmacéuticos (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

As CDs apresentam diferentes propriedades, como tamanho de cavidade,
reatividade, solubilidade, capacidade de complexacéo e efeito na estabilidade quimica das
moléculas héspedes (Tabela 1.1) (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 1.1).
Esse fato se deve a ligagdo relativamente forte de suas moléculas em estado sdlido
associada a diminuicdo da habilidade de formagéo de ligagées de hidrogénio com a agua
(LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

Tabela 1.1 Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas (adaptado de CONNORS, 1997).

Propriedade Ciclodextrina

A B Y,
n° de unidades de glicose 6 7 8
Formula empirica C36He0030 CuoH70035 CugHgo040
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 L 0,1211 0,0163 0,168

Quando necessario o uso de CDs como aditivos farmacéuticos, é importante
considerar como pode ser diminuida a quantidade de ciclodextrina utilizada. Isso é possivel
com o aumento da eficiéncia de complexacdo, com o0 aumento da solubilidade da molécula

hospedeira no meio aquoso de complexacao através de processos de ionizagao, formacao
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de sal ou de complexos metéalicos ou ainda pela adicdo de co-solventes organicos como o
etanol (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; DUCHENE et al., 1999).

Diversos derivados semi-sintéticos de ciclodextrinas tém sido produzidos com o
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 aquosa. Outros tipos de modificacdes
estruturais como aminacgao, 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 1.4) € um derivado obtido pelo
tratamento de uma solugcdo de BCD com propilenodxido, resultando em uma mistura de
isdbmeros devido a substituicdo randémica dos grupamentos hidroxilicos (LOFTSSON;
DUCHENE, 2007).

CH,CH{CH)CH; ©
CH,CH{OH)CH,

*CH,CH(OHICH,

CHCHIOHICH, O,

CH,CH{OH)CH;
o

CH,CH{OH]CH,
l, CH,CH(OHICH,
/ .,
—-o\ %70 9
<) AV
O, &
HO HO OH

Figura 1.4 Estrutura molecular da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (extraido de

http://www.quimicaederivados.com.br/revista/qd488/biofarma/biofarmai.html).

Estatisticamente, ha cerca de 130.000 possibilidades de formacao de derivados de
HPBCD, dentre eles, inumeros isémeros geométricos e épticos podem ser produzidos
quando os grupamentos hidroxilicos sdo inseridos em centros Opticos das moléculas.
Derivados menos polares (metoxilados, aminados ou esterificados), completamente
substituidos apresentam uma menor solubilidade aquosa, devido a drastica reducao de
possibilidade de formacao de isomerizacao. A habilidade dos derivados de ciclodextrina em
formar complexos sollveis em agua também depende do grau de substituicdo da
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ciclodextrina, que pode ser modificado objetivando-se preservar as propriedades de
solubiliza¢do. O grau de substituicado da HPBCD de uso farmacéutico é de aproximadamente
0,65 (que significa que em média existem 0,65 de grupamentos hidroxipropil por unidade de
glicose) (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

Comparativamente, comprovou-se que a HPBCD apresenta maior solubilidade
aquosa, maior potencial de complexacao e menores restricoes toxicolégicas e biolégicas em
relagéo aos dados obtidos com a BCD (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; GOULD; SCOTT,
2005). Especificamente, a HPBCD é bem tolerada em organismo humano, onde apés a
administracao oral é metabolizada por bactérias do célon, sendo uma parte excretada de
forma intacta (cerca de 60%) e outra parte como metabdlitos (cerca de 40%) (DAVIS;
BREWSTER, 2004). Estudos farmacocinéticos em ratos demonstraram que HPBCD
apresenta t;, de 20 min (i.v.), é excretada de forma intacta na urina em aproximadamente
90%, a absorgéo oral € menor ou igual a 3%, DLs, de 10 g/Kg (i.v.) e maior que 2 g/Kg (v.0.),
e as doses maximas em produtos do mercado sao de 16.000 mg/dia (i.v.) e de 8.000 mg/dia
(v.0.) (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

1.3.3.1 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 inclusao, de
complexos de nao-inclusdo, de agregados e de solucbes de farmacos supersaturadas
estaveis. Muitas propriedades do farmaco podem ser melhoradas com a formagao de
complexos com ciclodextrinas. Dentre estas, solubilidade, taxa de dissolugéo,
biodisponibilidade oral de farmacos de Classe Il e IV (conforme o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutico BCS), eficiéncia de encapsulagdo e perfil de liberagdo em sistemas de
liberacdo controlada, e problemas associados a toxicidade e a irritagdo local (BREWSTER,;
LOFTSSON, 2007).

Os complexos de inclusao tém sido amplamente estudados porque promovem,
principalmente, o aumento da solubilidade de substancias pouco soluveis em agua;
ademais, a complexagdo proporciona uma melhoria na estabilidade quimica, maior
biodisponibilidade e diminuicdo dos feitos indesejaveis do principio ativo. Na formacéo de
complexos com ciclodextrina é necessario que a molécula héspede, ou parte da molécula,

entre em contato com a cavidade da ciclodextrina para que seja formada uma associagao
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estavel. Uma variedade de forcas nao-covalentes, como forcas de Van der Waals,
interacdes hidrofébicas e ligacbes de hidrogénio, sdo responsaveis pela formagdo do
complexo, nao ocorrendo interacdes fortes como ligacées covalentes (DEVARAKONDA et
al., 2005).

A estabilidade do complexo de inclusdao formado é avaliada pela constante de
estabilidade (K;), também conhecida como constante de dissociacao (Ky). Podem ser
formados complexos de inclusdo multiplos e de ndo-inclusao de diferentes razées molares
farmaco:ciclodextrina (1:1, 1:2, 1:3, 2:1). A maioria dos métodos utilizados para a
determinagao da K. baseia-se na medida de uma propriedade fisica ou quimica da molécula
héspede com a ciclodextrina e determinada em fungédo da concentragdo. O comportamento
observado (fungéo linear, quadratica ou cubica) € 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 1.5), é necessario
que a molécula héspede ou parte dela, associe-se em um equilibrio dindmico com a
cavidade da ciclodextrina e estabeleca ligacées de carater ndo-covalente, como forgas de
Van der Waals, interacdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio. Devido a natureza destas
ligacdes, o complexo de inclusdo farmaco:ciclodextrina esta continuamente sendo formado e
dissociado (DEL VALLE, 2004; LOFTSSON et al., 2005).

— - 0=®=

CD Firmaco Complexo de inclusao 1:1

a B @ T\
LS | Swawi

CcD Farmaco Complexo de inclusao 1:2

Figura 1.5 Esquema da associagao entre ciclodextrina e molécula hospede: (A) complexos
de inclusao 1:1 e (B) complexos de incluséo 1:2 (adaptado de DEVARAKONDA et al., 2005).
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A habilidade de diferentes ciclodextrinas em solubilizar um determinado farmaco
pode ser avaliada pela comparagdo de suas constantes de estabilidade (K.). Para
complexos 1:1, o valor da constante de associacdo, Ki.;, estd frequentemente entre 50 e
2000 M', com valores médios de 130, 490 e 350 M' para aCD, BCD e yCD,
respectivamente (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

1.3.3.2 Preparagéao e caracterizagao de complexos de inclusdo com ciclodextrinas

Para a escolha do método de preparagédo de complexos de incluséo, diversos fatores
devem ser levados em consideracao, tais como baixo custo, simplicidade do método,
rapidez, rendimento elevado e facilidade de transposicéo de escala, visto que o método de
preparacao exerce grande influéncia na qualidade do complexo final obtido (MURA et al.,
1999). Cada composto a ser complexado € um caso particular por possuir caracteristicas
especificas e, devido a isso, as condicbes ideais podem variar de acordo com as
caracteristicas tanto do composto utilizado quanto da ciclodextrina (MURA et al., 1999).

Os métodos de preparacao de complexos de inclusdao mais utilizados sao: mistura
fisica, pasta, co-evaporacao, co-precipitacao, spray-drying e freeze-drying (DEVARAKONDA
et al., 2005; ZINGONE; RUBESSA, 2005). Este ultimo tem como vantagem a possibilidade
de ser utilizado em escala laboratorial e também em escala industrial. Para a obtencao de
complexos de inclusdo através deste método, a ciclodextrina é completamente solubilizada
em agua e posteriormente o farmaco é adicionado a solugdo de ciclodextrina. A mistura
permanece sob agitacdo constante durante um periodo de tempo pré-determinado, sendo
congelada em seguida e submetida a liofilizacdo (TEIXEIRA et al., 2003; ZINGONE;
RUBESSA, 2005).

Estudos experimentais e tedricos sao realizados para caracterizar complexos de
inclusdo de moléculas com ciclodextrinas, dentre eles destacam-se: difracdo de raios-X
(XRD), espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (IV), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), analise termogravimétrica (TGA), ressonéncia magnética nuclear de
hidrogénio e de carbono 13 (RMN 'H e '®C) unidimensionais e bidimensionais (com efeito
nuclear overhauser - NOESY), infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), estudos
de dissolugédo, de modelagem molecular e estudo de solubilidade de fases (CUNHA-FILHO;
SA-BARRETO, 2007; DE SOUSA et al., 2008).

Na caracterizacao por RMN, o consenso estabelecido na literatura € que o complexo

de inclusdo é formado quando ocorrem mudangas nos deslocamentos quimicos dos



SILVA, C.V.N.S. Desenvolvimento de microesferas contendo complexos de inclusdo acido difractdico.... 15

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
héspede esteja interagindo com o exterior 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 fendbmeno de complexacgao 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 hidrofobico é adicionado a um
volume constante de diferentes solu¢gées aquosas de ciclodextrina em concentragdes
crescentes. As amostras s&o agitadas a uma temperatura constante até que o equilibrio seja
atingido, e a concentragdo do farmaco é determinada por técnicas analiticas como
espectroscopia UV-Vis ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BREWSTER,;
LOFTSSON, 2007). Em seguida, um diagrama de solubilidade de fases é construido,
podendo ser produzidas curvas do tipo A (que indicam a formagdo de complexos de
inclusao soluveis com razao estequiométrica molar de 1:1 farmaco:ciclodextrina) ou B (que
sugerem a formacéo de complexos de inclusdo com pobre solubilidade). As curvas do tipo A
sao subdivididas em A, (aumento linear da solubilidade do farmaco como uma funcao da
concentracdo da ciclodextrina), Ap (desvio isotérmico positivo), e Ay (desvio isotérmico
negativo) e as curvas do tipo B, em Bs (curva que denota complexos de limitada
solubilidade) e B, (curva que indica complexos insoluveis) (Figura 1.6) (CHALLA et al.,
2005).

A A
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Concentragao de ciclodextrina

Figura 1.6 Diagrama de solubilidade de fases mostrando os tipos e subtipos de curvas A
(AL Ape Ay) e B (Bs e B)) (adaptado de DEVARAKONDA et al., 2005).
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O diagrama de solubilidade de fases € obtido pela relacdo entre a concentragéo
molar do farmaco e a concentracdo molar da ciclodextrina. A HPBCD, por exemplo,
comumente forma complexos de inclusao sollveis, 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 por¢do linear da curva de
solubilidade de fases utilizando a equagéo presente na Figura 1.6, em que “Slope” é a
inclinagcdo da reta e Sy € a solubilidade intrinseca do composto, que pode ser assumida
como igual ao valor do Y-intercepto da curva linear (CHALLA et al., 2005). No entanto, em
decorréncia da formacao de interagdes hidrofébicas, da presenga de complexos multiplos,
bem como de condi¢des ndo-ideais de saturagdo das solu¢des do farmaco, o valor de Sp €
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 consideragdo a solubilidade intrinseca) pela
utilizacdo da seguinte equacao: EC = SoK;.;= [D/CD]/[CD] = Slope/1 - Slope, onde [D/CD] é a
concentracao do complexo dissolvido; [CD], a concentracao de ciclodextrina livre dissolvida;
e Slope ¢ ainclinacao do diagrama de solubilidade de fases (LOFTSSON et al., 2005).

1.3.3.3 Utilizacdo 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 utilizacdo da HPBCD no aumento da
solubilidade de produtos de origem natural, em particular, substancias liquénicas, como o
acido usnico (LIRA et al.,, 2009), o &cido fumarprotocetrarico e a atranorina, como
compostos padrdo de baixa solubilidade em agua. Testaram ainda o efeito destes
complexos em trés tipos de linhagem celulares humanas malignas: T-47D (mama), Panc-1
(pancreas) e PC-3 (préstata) e observaram que estas substancias complexadas
demonstraram atividade contra todos os tipos de linhagens celulares, além de promover
aumento de quase 300 vezes em sua solubilidade (KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005;
KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2002).

Ha na literatura complexos de ciclodextrina com diversos farmacos incluindo, por
exemplo, o carvedilol (HIRLEKAR; KADAM, 2009), a azitromicina (PASQUINI; PASQUINI,
2008), o estradiol (DE PAULA et al., 2007), o acido 13-cis-retindico (YAP et al., 2005), a B-
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lapachona (NASONGKLA et al., 2003), o itraconazol (MIYAKE et al., 1999), o ibuprofeno
(OH et al., 1998), dentre outros.

A despeito das inumeras vantagens atribuidas a formacado dos complexos de
inclusdo de farmaco com ciclodextrinas, muitas vezes apenas o0 mecanismo de complexacao
molecular nao é suficiente para promover a liberagdo controlada do agente terapéutico. Com
iss0, a incorporacao de complexos de inclusdo em sistemas de liberacao controlada poderia
viabilizar a obtencao do perfil de liberacdo desejado (DE ROSA et al., 2005; FERNANDES et
al., 2007). Lira e colaboradores (2009) verificaram que a encapsulacdo do complexo de
inclusdo &cido usnico:B-ciclodextrina em lipossomas resultou na modulagao da cinética de
liberacao in vitro do acido Usnico, onde os lipossomas contendo o complexo apresentaram
um perfil de liberagdo mais prolongada do &cido Usnico quando comparado a lipossomas
contendo apenas o acido.

A incorporacdo dos complexos de inclusdo farmaco:ciclodextrina em sistemas
poliméricos pode aumentar a eficiéncia de encapsulacdo e a biodisponibilidade oral dos
principios ativos que estdo associados, bem como, modular a cinética de liberagéo destes
dispositivos terapéuticos (DUCHENE et al., 1999). Isso é possivel devido a natureza do
complexo de inclusdo formado, produzindo novas espécies com diferentes solubilidades e
difusividades nas matrizes poliméricas (DE ROSA et al., 2005), capazes de melhorar a
hidratacdo da matriz, promover sua erosdao (SONG et al., 1997) e modificar o perfil de
liberacao do sistema polimérico (BIBBY et al., 2000; TRAPANI et al., 2003).

1.3.4 Tecnologia farmacéutica - Sistemas de liberagao controlada

A tecnologia farmacéutica representa uma area multidisciplinar envolvida com o
desenvolvimento de sistemas terapéuticos mais eficientes, que representam inovacao
tecnolégica obtendo sistemas micro e nanométricos com o controle de liberacdo de
farmacos e direcionamento ao sitio de acao (STAMATIALIS et al., 2008).

Os sistemas desenvolvidos por essa tecnologia sdo dispositivos que liberam o
principio ativo de forma controlada, mantendo uma concentragao apropriada no plasma por
um longo periodo de tempo. Com isso, exercem um papel fundamental na terapéutica, uma
vez que possibilitam a otimizacdo do uso de farmacos comercialmente disponiveis pela
melhoria da eficacia terapéutica, tornando os principios ativos muito mais seletivos em

termos de concentracdo no local de acdo, com menos efeitos colaterais e com uma maior
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duragdo em relacao ao efeito farmacoldgico (KUMAR et al., 2001; STAMATIALIS et al.,
2008).

Os sistemas de liberagcao controlada apresentam inumeras vantagens em relacao as
formas farmacéuticas convencionais, tais como: liberacdo progressiva do farmaco;
direcionamento a alvos especificos; protecao do principio ativo (diminuindo a sua retencao
e/ou degradacao pelo organismo); reducdao do numero de doses e quantidade do farmaco
administrado, bem como manutengdo da concentragdo constante do principio ativo no
plasma dentro de sua faixa terapéutica; diminuicdo de efeitos adversos; maior conveniéncia
para o paciente e reducao dos custos na saude (Figura 1.7) (BRANNON-PEPPAS, 1995;
PETITTI et al., 2008).

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

nivel toxico

271 Fl1

Faixa

; i /
/ / \ terapéutica
N\

nivel subterapéutico
Tempo

dose \ s Sistema convencional
® Sistema de liberagd@o controlada

Concentragdo do farmaco

Figura 1.7 Comparacao do perfil farmacocinético de formas farmacéuticas convencionais e
de sistemas de liberagéo controlada (LIRA, 2007).

1.3.4.1 Sistemas particulados poliméricos

Nas ultimas décadas, polimeros biodegradaveis tém sido bastante estudados
visando o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada. Sistemas particulados
poliméricos podem ser obtidos em escalas nano e micrométrica, consistindo em sélidos
bioerosiveis capazes de incorporar inumeros agentes terapéuticos. Varios produtos

farmacéuticos ja foram desenvolvidos com sistemas poliméricos, muitos deles sendo
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comercializados, como: Decapeptyl®, Depot®, Eligard®, Enantone® Lupron®, Profact®,
Trenantone® e Zoladex® (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008).

Em virtude de sua diversidade de aplicacdes e da boa estabilidade fisico-quimica e
biol6gica, as perspectivas futuras destes dispositivos sdo promissoras em relacdo aos
demais sistemas de liberacdo. Adicionalmente, podem ser produzidas eficiéncias de
encapsulagdo satisfatorias para diferentes farmacos e vias de administracao (injetavel,
intramuscular, oral, subcutdnea, dentre outras) (BARAT et al., 2008; HANS; LOWMAN,
2002; SINGH; LILLARD, 2009).

Para a obtencdo de micro e nanoparticulas podem ser utilizados polimeros naturais
ou sintéticos (BRANNON-PEPPAS, 1995). Dentre os polimeros naturais mais estudados
encontram-se: acido hialurénico, alginato, amido, coldgeno e quitosana, que oferecem
muitas vantagens quando usados como carreadores para liberagcdo de farmacos
(BALMAYOR et al., 2009). No entanto, problemas correlacionados a pureza, necessidade de
modificagdo quimica ou mesmo de incompatibilidade com os constituintes da formulagao
justificam o uso preferencial de polimeros sintéticos biodegradaveis como matérias-primas
destes sistemas (HANS; LOWMAN, 2002).

Os polimeros sintéticos mais comumente utilizados sao acidos poliamino, poliamidas,
poliacrilamidas, poliésteres, poliortoésteres e poliuretanos (JAIN, 2000). Os poliésteres
alifaticos com ligacdes hidrolizaveis sdo candidatos promissores para controlar o perfil de
liberacdo em sistemas particulados. Os poliésteres como PCL, PGA, PLA e PLGA séao
bastante atrativos devido a caracteristicas favoraveis, tais como: biocompatibilidade,
biodegradabilidade e seguranga para uso em humanos, ja sendo oficialmente
regulamentados para uso interno (FERNANDEZ-CARBALLIDO et al., 2008; GARBAYO et
al., 2008).

Em particular o PCL, devido a sua alta permeabilidade a muitos farmacos e
biocompatibilidade em meio fisioldégico, além de outras vantagens, dentre elas, ser mais
estavel em condi¢cdes ambientes, apresentar uma biodegradacdo mais lenta e ser menos
oneroso, podendo ser utilizado em grandes quantidades (WANG et al., 2009).

O perfil de liberagdo destes sistemas pode ser delineado pela modificacdao de
propriedades dos polimeros, como o grau de cristalinidade, as razbes monoméricas e as
condi¢des de polimerizacao, podendo ser produzidos sistemas de liberacdo com seguranca
de uso que varia entre meses ou alguns anos (BRANNON-PEPPAS, 1995; HANS;
LOWMAN, 2002).
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1.3.4.2 Microparticulas

As microparticulas sao definidas como pequenas particulas sélidas e esféricas de
tamanho entre 1 a 1000 um. Nas microparticulas poliméricas, o farmaco pode estar
encapsulado como um nucleo s6lido, como uma solucéo, ou disperso na matriz polimérica.
Classificam-se em microcdpsulas e microesferas. As primeiras sdo sistemas reservatérios
contendo o farmaco em um nucleo central com revestimento polimérico que atua como um
filme protetor; enquanto as microesferas sao sistemas matriciais ou monoliticos, no qual o
farmaco estd uniformemente disperso e/ou dissolvido na matriz polimérica (Figura 1.8)
(BERKLAND et al., 2001; MANDAL et al., 2001; PETITTI et al., 2008; SINGH et al., 2001).

Figura 1.8 Representagcdo esquematica da classificagdo das microparticulas: (A)
microesfera (sistema matricial) e (B) microcapsula (sistema reservatério) (extraido de

http://www.nanoparticles.org/links/Nanosphere.jpg).

Durante os ultimos anos, diversas pesquisas foram focadas no desenvolvimento de
microparticulas devido a inUmeros fatores, dentre os quais: a¢ao terapéutica prolongada e
elevada eficiéncia de encapsulacdo associadas as suas dimensdes, melhoria da
estabilidade e da biodisponibilidade oral de farmacos, aumento da permeabilidade através
do epitélio intestinal e facilidade de administracédo (VASIR et al., 2003; WANG et al., 2009).

Principios ativos de diversas classes terapéuticas ja foram incorporados em
microparticulas, incluindo antibiéticos, anticancerigenos, antituberculostaticos, antifungicos,
anti-inflamatérios, analgésicos, enzimas, horménios, peptideos, antireumaticos,
antimalaricos, antivirais, dentre outros (FERNANDEZ-CARBALLIDO et al., 2008; FREITAS
et al., 2005; HIROTA et al., 2007; SANTOYO et al., 2002).
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A liberacdo de farmacos encapsulados em microparticulas pode ser controlada pela
formacdo de blendas poliméricas ou adicdo de diferentes aditivos hidrofébicos ou
hidrofilicos. Dentre os aditivos mais utilizados estdo o polietilenoglicol (PEG), sendo
normalmente utilizado para controlar a liberacao inicial, todavia ndo se tem conhecimento se
0 mesmo permanece dentro da matriz polimérica durante muito tempo. O mecanismo do
PEG no controle da liberagdo do farmaco em microparticulas ndo esta totalmente elucidado,
uma vez que aumentou a taxa de liberacdo do aciclovir (via intraocular) e diminuiu a da
indometacina e do ibuprofeno em microesferas de PLGA (via intra-articular) (FERNANDEZ-
CARBALLIDO et al., 2008). O PEG também melhorou a estabilidade da lisozima (da clara
de ovo de galinha), utilizada como proteina modelo em uma técnica de emulsificagéo
espontanea, por minimizacdo da adsor¢do protéica nas interfaces criadas durante o
processo de formagao de goticulas de 6leo em agua (MALZERT-FREON et al., 2009).

1.3.4.3 Métodos de preparagéao de microparticulas

Para identificar a influéncia de diferentes parametros na encapsulacao do farmaco,
morfologia das microparticulas e, consequentemente, na cinética de liberacdo, sao
necessarias investigacdes experimentais com diferentes métodos de preparacao, condicoes
de processo e materiais (PETITTI et al., 2008).

Varios fatores devem ser levados em consideracdo no momento da escolha do
método mais adequado: propriedades fisico-quimicas do farmaco (peso molecular,
solubilidade, pK,, coeficiente de particao octanol-agua - Log P, estabilidade) e do polimero;
farmacocinética do farmaco; o tipo de microparticula desejada; rendimento do processo;
eficiéncia de encapsulagao, dentre outros (FREITAS et al., 2005; WANG et al., 2009).

Os métodos usados na producao de microparticulas geralmente envolvem principios
de evaporagao e/ou difusdo do solvente, coacervagao, spray-drying, dentre outros (ITO et
al.,, 2009). As técnicas com evaporacao do solvente apresentam vantagens significativas,
tais como: controle da cinética de liberacdo e do tamanho de particula (produzindo amostras
monodispersas), uso de polimeros insoliveis em &gua, excelentes eficiéncias de
encapsulagao para farmacos hidrofébicos (como exemplo: cisplatina, lidocaina, naltrexone e
progesterona) e hidrofilicos (insulina, proteinas, peptideos e vacinas), e a possibilidade de
transposicdo para a escala industrial (técnica ja utilizada pela industria farmacéutica) (LI et
al., 2008).
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Os métodos de emulsificagdo com evaporacao do solvente sdo bastante utilizados
na preparacao de microparticulas e envolvem a formagédo de emulsées com fases aquosas
e oleosas orgéanicas, com a retirada do solvente organico ao final do processo. O polimero e
o farmaco sao 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 extragao da fase externa (WISCHKE; SCHWENDEMAN,
2008).

De acordo com Wischke e Schwendeman (2008), a determinagéo da solubilidade do
farmaco em &gua, em solventes organicos e em co-solventes torna-se essencial para o
estudo inicial da microencapsulagédo. Fatores que afetam a solubilidade aquosa, tais como
pH e a presenca de excipientes também devem ser considerados. Estima-se que mais de
40% das moléculas encapsuladas sao hidrofobicas. O termo “farmacos hidrofobicos”
descreve um grupo heterogéneo de moléculas que exibem baixa solubilidade em agua, mas
que sao tipicamente solluveis em varios solventes orgéanicos. Os termos ligeiramente soluvel
(1 - 10 mg/mL), fracamente solavel (0,1 - 1 mg/mL), e praticamente insoltuvel (<0,1 mg/mL)
sdo empregados para classificar estas substancias.

As emulsdes formadas nestes métodos podem ser do tipo simples, como de
6leo/agua (O/A, caracterizando um sistema rico em agua) (Figura 1.9), 6leo/6leo (O/O) ou
multiplas como agua/éleo/agua (A/O/A). O método O/O pode ser eficaz para moléculas que
apresentam solubilidade aquosa razoavel (como a hidrocortisona com 280 pg/mL),
minimizando as perdas para a fase continua aquosa, que pode ser evidenciada com 0 uso
da técnica O/A (WANG et al., 2005).

POLIMERO

-\ /_ SOLVENTE
v/

FARMACO

ORGANICO

(D

Figura 1.9 Método de preparacao de microparticulas por emulsificacao (O/A) e evaporagcao
do solvente: (1) solubilizagdo dos componentes na fase oleosa orgéanica, (2) mistura da fase
organica com a fase continua contendo emulsificante sob agitacdo, (3) evaporagédo do
solvente, (4) separacao das microparticulas (adaptado de LI et al., 2008).
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ModificacGes destes métodos, como o de sélido/éleo/agua (S/O/A) podem ser Uteis
quando o farmaco ndo pode ser solubilizado em um solvente ou mistura de solventes, ou
ainda, quando a perda de farmaco para a fase continua nao pode ser evitada com o uso de
cosolventes. Como exemplo, pode-se citar que o B-estradiol (BIRNBAUM et al., 2000; MOGI
et al., 2000) e o levonorgestrel (WANG et al., 2005) j4 foram encapsulados através da
técnica S/O/A. Para outras moléculas hidrofébicas, outras técnicas como solido/6leo/éleo
(S/0O/0), oleo/dleo/dleo (O/O/O) e solido/agua/dleo/agua (S/A/O/A) ja foram eficazes
(JANORIA; MITRA, 2007; HERRERO-VANELL et al., 2000; WISCHKE; SCHWENDEMAN,
2008).

1.3.4.4 Caracteriza¢ao de microparticulas

Para a escolha da melhor formulagdo em aspectos farmacotécnicos,
farmacocinéticos e farmacodindmicos dos sistemas poliméricos micrométricos, sao
essenciais caracterizagdes fisico-quimicas e ensaios in vitro e in vivo. Os parametros fisico-
quimicos utilizados para caracterizacdo destes sistemas sdo bem variados, podendo-se
destacar: avaliacdo macroscopica e microscopica, distribuicdo e tamanho de particula,
indice de polidispersao, eficiéncia de encapsulacdo, potencial zeta, interacées e
incompatibilidades entre os componentes da formulacéo, estudos de estabilidade acelerada
e a longo prazo e cinética de liberagéo in vitro (MAGENHEIM; BENITA, 1991; SANTOS-
MAGALHAES et al., 2000).

A avaliagdo morfolégica de microparticulas pode ser realizada através de
microscopia éptica, eletrdnica de varredura (MEV) e de transmissao (MET) (SCHAFFAZICK
et al., 2006). A aplicagao destas técnicas de microscopia tem como objetivo a avaliagdo da
forma e do tamanho desses sistemas, sendo possivel diferenciar microesferas de
microcapsulas (MOSQUEIRA et al., 2000), bem como obter informagdes sobre o tipo de
superficie das microparticulas (WANG et al., 2009).

A distribuicdo e tamanho de particula podem ser determinados por microscopia, por
métodos cromatograficos, pelo principio Coulter, por difragéo a laser, por espalhamento de
luz dindmica (espectroscopia de correlacdo de féton) e por tamisacdao (WISCHKE;
SCHWENDEMAN, 2008). O indice de polidispersao de uma amostra permite avaliar o grau
de homogeneidade da distribuicdo do tamanho de particula, onde um valor abaixo de 1 pode
ser associado a um alto grau de homogeneidade da populacdo de particulas, e elevados
valores estdo correlacionados a uma larga distribuicdo de tamanho ou a presenca de varias
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populagdes. Para o célculo do indice de polidispersdo considera-se: o tamanho médio da
particula, o indice de refracao do solvente, o angulo de medida e a variacao da distribuicao
de tamanho (GAUMET et al., 2008).

A eficiéncia de encapsulacdo de microparticulas € dada através da razao entre a
quantidade de farmaco encapsulada no sistema e a quantidade teédrica adicionada
inicialmente. Pode ser determinada através da dissolugdo do sistema polimérico em um
solvente apropriado, onde o farmaco € quantificado por técnicas de espectrofotometria UV
ou cromatografia (COCERO et al., 2009; RIBEIRO-COSTA et al., 2004). Determinados
solventes, como acetona, acetonitrila, diclorometano ou dimetilsulféxido sdo comumente
utilizados para dissolver a matriz polimérica e o farmaco hidrofébico (SAH; LEE, 2006); ou
ainda etanol e metanol, que podem extrair seletivamente o farmaco independentemente da
dissolugéo do polimero (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008).

O potencial zeta € comumente utilizado para determinar a carga de superficie de
microparticulas e indica a estabilidade destas particulas em suspensao. Sua determinacao &
realizada através de técnicas de eletroforese, e 0 potencial zeta corresponde ao potencial
elétrico tedrico entre o ambiente aquoso e uma regido difusa de carga predominante oposta
a superficie da particula. Este parametro é influenciado pela composicao da particula e pelo
meio em que ela esta dispersa. O potencial zeta pode ser utilizado para avaliar se o farmaco
encontra-se no interior do sistema particulado ou adsorvido a sua superficie (CALVO et al.,
1997; MAGENHEIM; BENITA, 1991; WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008).

Técnicas como difracao 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, podem evidenciar a encapsulacao do farmaco e distribuicdo na matriz polimérica,
a interacdo ou incompatibilidade do fa&rmaco com o polimero ou outros componentes da
formulagdo (COCERO et al., 2009; FAISANT et al., 2002; FERNANDEZ-CARBALLIDO et al.,
2008; WANG et al., 2009).

Na determinagdo da cinética de liberacdo in vitro, diferentes métodos sé&o
empregados para a avaliacdo do perfil de liberagcdo do farmaco simulando condi¢coes
fisioldégicas. Para a cinética de microparticulas, o método de dissolugdo é o comumente
utilizado. O sistema é submetido a condi¢des controladas de agitacdo, pH e temperatura;
aliquotas do meio sédo retiradas em tempos pré-estabelecidos, com reposi¢cdo do meio, e 0
farmaco liberado quantificado em fungdo do tempo. De maneira diferente das formas
farmacéuticas convencionais, os sistemas de liberacdo controlada nao apresentam métodos

oficiais descritos nas farmacopéias; apesar disso, fundamentos de estudos de liberagao
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devem ser respeitados, como por exemplo, a manutencado das condi¢cdes sink, a qual se
refere a um excesso de volume de meio que ira permitir que o ativo dissolva-se
continuamente (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008).

Mais comprovacOGes acerca das vantagens do uso de sistemas de liberagéao
controlada podem ser obtidas através de ensaios in vitro e in vivo. Avaliagdes in vitro da
viabilidade celular e da atividade farmacolégica podem ser realizadas; assim como testes in
vivo para avaliagdo da farmacodindmica, biodistribuicdo, eficacia farmacoldgica e toxicidade
(FERNANDEZ-CARBALLIDO et al., 2008; GOMES et al., 2008; HASEGAWA et al., 2008;
KEMPEN et al., 2008; LU et al., 2008; MURATA et al., 2008).

1.3.5 Poli-e-caprolactona (PCL)
1.3.5.1 Generalidades
A poli-e-caprolactona (PCL) é um poliéster alifatico hidrofébico, que comegou a ser

estudado em 1930 por Van Natta e colaboradores. Possui uma estrutura molecular de cinco
grupos metileno apolares e um grupo éster polar (Figura 1.10) (SINHA et al., 2004).
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Figura 1.10 Estrutura molecular da poli-e-caprolactona (PCL) (extraido de
http://www.mech.northwestern.edu/medx/web/publications/papers/42.pdf).

Possui temperatura de transicéo vitrea (Tg) de -60 °C, e sua temperatura de fusédo
varia entre 59 e 64 °C, e seu peso molecular pode variar de 10.000 a 80.000. E solGvel em
cloroférmio, diclorometano, benzeno, tolueno, entre outros solventes em temperatura
ambiente, tendo baixa solubilidade em acetona, acetato de etila, dimetilformamido e
acetonitrila; é insoltvel em alcool, éter de petrdleo e éter dietilico (SINHA et al., 2004).
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E reabsorvivel, biodegradavel e biocompativel, podendo ser utilizado para fabricacdo
de suturas cirurgicas e formulagdes de medicamentos, apresentando também potencial
aplicacao para reparo de ossos e cartilagens (LE RAY et al., 2003; SINHA et al., 2004).
Possui alta hidrofobicidade, boa estabilidade in vitro e baixo custo, além de ser disponivel
em grandes quantidades para compra e ter seu uso regulamentado. Sua degradacao é lenta
e nao gera um meio desfavoravel com pH acido, como o PLA ou PLGA (FLORINDO et al.,
2008; LUCIANI et al., 2008); sendo degradado para um produto nao téxico e de baixo peso
molecular, o acido 6-hidroxicaproico, que pode ser absorvido pelo corpo ou ser eliminado
através do metabolismo (HAMOUDEH; FESSI, 2006; WU et al., 2000). Pode ser utilizado em
combinagdo com outros polimeros, formando blendas, com o objetivo de melhorar a
resisténcia, biodegradacdo e adesdo. Chang e colaboradores (1986) utilizaram o PCL
associado com o PLA para manipular a taxa de liberacdo de microesferas contendo
clorpomazine.

Sua atoxicidade permite que este polimero sintético seja adequado a nanotecnologia
farmacéutica (LINCE et al., 2008), bem como o fato de que ele se mantém ativo por mais de
um ano, ideal para sistemas de liberacéo a longo prazo (LE RAY et al., 2003). Uma vez que
possui lenta taxa de degradagao e elevada permeabilidade para farmacos de baixo peso
molecular, o PCL é considerado ideal para utilizacdo em sistemas de liberagdo controlada,
tais como nanoparticulas, microparticulas e implantes (WANG et al., 2008).

1.3.5.2 Microesferas de PCL

Microesferas de polimeros biodegradaveis sdo de grande interesse como sistemas
de liberagdo controlada de farmacos, devido a capacidade de serem reabsorvidas pelo
organismo. Principios ativos das mais diversas classes terapéuticas vém sendo
incorporados em microesferas de PCL, tais como antigenos, anti-hipertensivos, antibiéticos,
agentes antiproliferativos, anti-inflamatérios, imunossupressores; bem como enzimas,
proteinas, vacinas, RNA, dentre outros (SINHA et al., 2004).

Balmayor e colaboradores (2009) prepararam microesferas de PCL contendo
dexametasona, um farmaco hidrofébico, para aplicacdo em sistemas de liberacdo de
farmacos e engenharia de tecidos. Neste mesmo contexto, Benoit e colaboradores (1999)
desenvolveram microesferas para a liberagéo de vacinas por via oral contendo albumina de

soro bovino, obtendo esferas de tamanho entre 5 e 10 um.
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Microesferas de PCL contendo o antigeno Streptococcus equi foram obtidas por
Florindo e colaboradores (2008), as quais foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-
quimicas e através de testes in vivo em camundongos. Apds a imunizagdo por via
subcutanea, as formulagdes induziram o aumento dos niveis de linfocinas, em comparacao
com o antigeno livre, ativando com sucesso as vias para as células Th1 e Th2.

O estudo desenvolvido por Wang e colaboradores (2009) produziu microesferas
contendo dois compostos com diferentes solubilidades em agua, a p-nitroanilina e a
rodamina B. Verificou-se que, por ser mais hidrofébica, a p-nitroanilina distribuiu-se em sua
maior parte na matriz polimérica, enquanto a rodamina B, por ser mais hidrofilica, distribuiu-
se na superficie das microesferas.

Pérez e colaboradores (2000) prepararam microesferas de PCL visando a utilizagdo
por via oral através de dois métodos diferentes. Nifedipina e propranolol, utilizados no
tratamento da hipertensdo, foram escolhidos como farmacos lipofilico e hidrofilico,
respectivamente. As microesferas apresentaram-se de forma esférica, com diametro
variando entre 191 e 351 um para o método de emulsdo dleo/dagua com evaporagao do
solvente, com eficiéncia de encapsulagdo de 91% para a nifedipina e 37% para o
propranolol. Para o método de emulsdo A/O/A com evaporagdo do solvente, o didmetro
variou entre 302 e 477 um e a eficiéncia de encapsulacéo apresentada foi de 83% para a
nifedipina e 57% para o propranolol.
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2.1 Resumo

O é&cido difractaico (AD) é um composto de origem liquénica que tem demonstrado
importantes atividades biol6gicas, tais como: analgésica e antipirética, antitumoral, antiviral,
antimicrobiana, antifungica, antiproliferativa e antimicobacteriana. O objetivo desse trabalho
foi desenvolver e validar um método espectrofotométrico UV para determinacdo de acido
difractaico em microesferas de poli-e-caprolactona (PCL). Os parametros de validagéao
linearidade, exatidao, precisao, robustez, especificidade, limites de detecgao e quantificacdo
foram determinados segundo diretrizes internacionais de padronizacdo. A faixa de
linearidade foi de 1 a 5 yg.mL™", a equacdo de regressdo: Absorbancia = 0,1541 x [AD]
(ug-mL™") + 0,0053 e r = 0,99998. A precis&o intermediaria indicou que a diferenca entre as
médias nao foi estatisticamente significante (p < 0,05). A exatidao revelou média percentual
de recuperacao do acido difractaico das microesferas de 98,31%. O método foi robusto,
apesar da variagdo de temperatura e solventes, e 0s excipientes da formulagdo de
microesferas de PCL n&o interferiram na quantificagdo do produto final. Os limites de
deteccdo e quantificacdo do 4&cido difractadico foram de 0,03 e 0,08 pg.mL”,
respectivamente. O método proposto demonstrou ser exato, preciso e reprodutivel, sendo

capaz de quantificar o acido difractadico em matéria-prima e em microesferas de PCL.

Palavras-chave: acido difractaico; método espectrofotométrico UV; microesferas.
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2.2 Abstract

The aim of this pioneer study was to develop and validate an UV spectrophotometric method
for determining diffractaic acid in poli-e-caprolactone (PCL) microspheres. The validation
parameters such as linearity, accuracy, precision, robustness, specificity, limits of detection
and quantification were determined according to international guidelines for standardization.
The linearity range was from 1 to 5 ug.mL™, the regression equation: Absorbance = 0.1541 x
[DA] (ug.mL™") + 0.0053 and r = 0.99998. Intermediate precision indicated that the difference
between the means was statistically insignificant (p < 0.05). The accuracy revealed a mean
percentage recovery of diffractaic acid in microspheres of 98.31%. The method was robust,
despite the change of temperature and solvent furnishers. The formulation excipients of PCL
microspheres did not interfere in the quantification of diffractaic acid in the final product. The
limits of detection and quantification of diffractaic acid were 0.03 and 0.08 pg.mL",
respectively. The proposed method proved to be accurate, precise and reproducible being
able to quantify diffractaic acid in raw material and PCL microspheres.

Key-words: diffractaic acid; UV spectrophotometric method; microspheres.
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2.3 Introducao

O &cido difractaico é um depsideo tipo orcinol, isolado de Usnea sp. Caracteriza-se
por ser um composto formado pela condensagao de dois ou mais &cidos hidroxibenzéicos,
um grupo carboxila esterificado com o grupo hidroxila fendlico como uma molécula

secundaria (Figura 2.1) (Honda e Vilegas, 1998).

Figura 2.1 Estrutura quimica do acido difractaico (CxoH220-) (Santos et al., 2004).

Os cristais de acido difractaico sdao em forma de agulhas, com ponto de fusao
quimico em torno de 189-190 °C, massa molecular de 374 g/mol, com facil dissolugdo em
éter, etanol, acetona e cloroférmio (Huneck e Yoshimura, 1996). O acido difractaico tem sido
relatado com diversas propriedades biol6gicas, tais como: analgésica e antipirética
(Okuyama et al.,1995), antiviral (Neamati et al., 1997), antitumoral (Yamamoto et al., 1995),
antimicrobiana (Falcéo et al., 2004; Piovano et al., 2002), antifungica (Piovano et al., 2002) e
atividade antiproliferativa (Kumar e Muller, 1999a; Kumar e Muller, 1999b).

Estudos comprovaram que depsideos tipo orcinol demonstraram inibir a monoamino
oxidase B (MAO-B), enzima responsavel pela desaminag¢do na doenca de Parkinson (Wilson
et al., 1998).

Recentes estudos indicam que o acido difractéico isolado de Usnea longissima foi
aplicado no tratamento da Ulcera gastrica induzida pela indometacina em ratos. O efeito
gastroprotetor do acido difractaico pode ser atribuido a sua agao redutora contra o dano
oxidativo e seu efeito inibitério na infiltragdo neutrofilica, observado em estémago de ratos
(Bayir et al., 2006).
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Recentemente, pesquisas realizadas por Honda e colaboradores (2010)
demonstraram que o acido difractaico apresentou atividade in vitro contra Mycobacterium
tuberculosis Hz;Rv, sendo considerado o mais ativo dos componentes utilizados no estudo,
apresentando um valor de MIC de 15,6 pg/ml (41,6 uM).

O controle de qualidade de farmacos puros ou em formas farmacéuticas é realizado
através de métodos oficiais ou validados. A espectrofotometria é a técnica analitica mais
utilizada nos laboratérios de padronizagcao de farmacos por ser simples, exata, reprodutivel
e de baixo custo. Ademais, os ensaios utilizando métodos espectrofotométricos sao
descritos em variadas farmacopéias para as andlises de rotina de diferentes tipos de
farmacos em formas farmacéuticas devido a sua relacdo custo-beneficio, bem como as
metodologias de facil execugdo (MOTWANI et al., 2007; RAHMAN et al., 2005).

Apesar das atividades biologicas apresentadas pelo acido difractaico, na literatura
ndo esta presente a descricio de um método de deteccdo validado utilizando
espectroscopia com detecgdo em ultravioleta (UV) e aplicado a sua quantificagdo em formas
farmacéuticas de liberagdo controlada. Verifica-se, desta forma, que a quantificagdo do
acido difractdico como matéria-prima e em produtos farmacéuticos necessita do
desenvolvimento e validagdo de um método analitico para controle de qualidade. A
espectroscopia pode ser perfeitamente adaptada a rotina de analises do teor de ativos, onde
a utilizacao de espectroscopia UV € menos onerosa e mais facilmente executavel.

Neste cenario, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e validar um método
analitico para quantificar o acido difractdico como matéria-prima e em microesferas de PCL

através de espectrofotometria UV.

2.4 Material e Métodos

2.4.1 Reagentes e amostras

O é&cido difractaico foi fornecido por Dra. Nely Kika Honda, do Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais/lUFMS. A acetonitrila, o metanol e o diclorometano foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha), todos de grau analitico. PCL, PVA (PM 30.000-
70.000) e PEG (PM 3.350), juntamente com o crioprotetor trealose foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St Louis, EUA). As analises para a determinagdo do acido difractaico foram
realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis Ultrospec 3000 Pro (Amersham Pharmacia Biotech,
EUA) utilizando células de quartzo de 10 mm de caminho éptico.
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2.4.2 Desenvolvimento do método analitico

No desenvolvimento do método foi considerada a escolha do solvente capaz de
solubilizar o analito em questao facilitando a preparacao da amostra. O comprimento de
onda de maior absorbancia do acido difractaico no solvente selecionado foi determinado
pela varredura de varias diluicdes da solucdo estoque padrao em espectrofotdmetro UV-Vis
entre os comprimentos de onda de 200 e 400 nm. O preparo das solucdes padrao e

amostras sdo descritos em seguida.

2.4.3 Solucao padrao

A solugdo padréo foi obtida pesando-se 5 mg de acido difractaico que foram
transferidos a um baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, adicionaram-se 20 mL de
acetonitrila que foi submetida a sonicagéo por 5 min. O volume foi completado obtendo-se

uma concentragéo 0,2 mg.mL™".

2.4.4 Validacao do método analitico

Segundo o guia para validacdo de métodos analiticos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), a validacdo de um método tem por objetivo determinar
que o método seja adequado ao uso pretendido. Os parametros de validacao (linearidade,
exatidao, precisdo, robustez, especificidade, limite de quantificacdo e limite de deteccéo)
foram avaliados segundo as exigéncias da Conferéncia Internacional de Padronizagdo de
Requerimentos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos de Uso Humano
(International Conference on Harmonisation - ICH of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use) (ICH, 2005).

2.4.4.1 Linearidade

Para a determinagéo da linearidade foram realizadas trés curvas padréo auténticas
com cinco concentracdes diferentes de &cido difractaico (1, 2, 3, 4 e 5 pyg.mL"). A
linearidade foi avaliada através de analise de regressao linear, utilizando ajuste dos dados
pelo método dos minimos quadrados e analisada estatisticamente para definir o desvio
padrédo relativo e o coeficiente de determinacdo (minimo aceitavel R? = 0,99), através da
equacao de regressao (Equacao 1).

DPR(%) = DP/CMD x 100  (Equag&o 1)
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Em que o DPR (%) € o desvio padrao relativo; DP é o desvio-padrao e CMD ¢é a

concentracao média determinada.

2.4.4.2 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método de recuperacdo do analito em quantidades
conhecidas a formulagdo de microesferas de PCL em trés niveis de concentracoes
diferentes: concentracdo baixa (1 pg.mL™), média (3 ug.mL™) e alta (5 yg.mL™"). Todas as
amostras foram preparadas em ftriplicata. O coeficiente de variancia e o percentual de
recuperacao foram utilizados para avaliar a exatidao, que foi calculada individualmente para
cada concentragéo (Equagéao 2).

E(%) = CME/CT x 100 (Equacéo 2)

Em que o E (%) é a exatidao; CME é a concentracdo média experimental; e CT € a

concentracao tedrica.

2.4.4.3 Precisao

Os ensaios de precisao intermediaria foram determinados por trés amostras de
concentragdes diferentes (1, 3 e 5 ug.mL™") executados no mesmo dia (intra-dia) e dois dias
consecutivos por analistas diferentes (inter-dia). O resultado foi expresso em desvio padrao
relativo (Equagdo 1). As médias dos resultados obtidos foram avaliadas pelo teste t de
Student (teste bilateral, p < 0,05).

2.4.4.4 Robustez

A robustez do método proposto foi verificada pela variacdo de temperatura de
andlise (4 °C e 25 °C) e pela mudanca de fabricante do solvente (Merck e Fisher Scientific),
na concentragdo de 3 pug.mL". A concentragdo de acido difractaico foi determinada em seis
ensaios diferentes. A avaliagdo da robustez foi realizada pela analise dos coeficientes de
variacao entre as médias obtidas, utilizando o teste t de Student (teste bilateral, p < 0,05).

2.4.4.5 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparagéo dos espectros de UV
da solugéo padrao do acido difractaico, das amostras placebo de microesferas de PCL e das
microesferas de PCL contendo acido difractaico. As varreduras foram realizadas entre os
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comprimentos de onda de 200 a 400nm e foram observadas quanto a presenca de picos de
interferéncia (ICH, 2005).

2.4.4.6 Limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de deteccao e quantificacdo foram estimados matematicamente a partir da
curva padrao resultante da média das trés curvas de calibracdo auténticas. O célculo para
determinar os valores correspondentes baseia-se no desvio padrao do residual da linha de
regressao e sua relacdo com a inclinagcao da reta (coeficiente angular) na curva padréo.
Para determinar o limite de detecg¢do e quantificagdo foram utilizadas as equacgdes 3 e 4,

respectivamente.

LD = (D.P./l) x 3,3 (Equacao 3)
LQ=(D.P./l) x 10,0 (Equacao 4)

Em que LD é o limite de deteccado; LQ € o limite de quantificagdo; D.P. é o desvio
padrao do intercepto com relagéo ao eixo dos Y e | € a inclinagao da curva de calibragéao.

2.4.5 Aplicagao farmacéutica do método

2.4.5.1 Preparacao das microesferas de PCL contendo acido difractaico

As microesferas foram preparadas através do método de emulsdao multipla com
evaporacao do solvente de acordo com Ribeiro-Costa e colaboradores (2004) e Morais e
colaboradores (2009). Uma emulsado simples (agua/éleo) foi preparada dissolvendo PCL
(225 mg) e 20 mg de acido difractdico em diclorometano (6 mL). A solu¢do organica foi
emulsificada (Ultra-Turrax T25, IKA, Alemanha) com 125 mg de PEG em agua por 1 min a
8.000 rpm utilizando banho de gelo. A emulsdo formada foi adicionada a uma fase aquosa
constituida por élcool polivinilico (PVA) 1,25% e emulsificada por 30 s a 8.000 rpm,
resultando em uma emulsdo multipla (agua/éleo/agua). A emulsao resultante foi mantida sob
agitacdo mecanica em um agitador de palheta a 400 rpm (2 h) para evaporacao do solvente.
As microesferas foram recuperadas através de centrifugacdo (Kubota KN-70 Centrifuge,
Japao) 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.
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2.4.5.2 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao das microesferas

A eficiéncia de encapsulacao do acido difractaico nas microesferas foi determinada
por espectrofotometria (Ultrospec 3000 Pro, Amersham Pharmacia Biotech, EUA). Amostras
de microesferas liofilizadas (5 mg) foram dissolvidas em 25 mL de uma mistura de
diclorometano:metanol (3:2) e submetidas a sonicacao por 10 min. O &cido difractaico foi
determinado em comprimento de onda de 213 nm utilizando-se curva de calibragdo na faixa
de concentragdo de 1 - 5 ug.mL™ em acetonitrila. Microesferas da formulagéo placebo foram
submetidas ao mesmo método de doseamento para demonstrar a auséncia de interferéncia
dos constituintes da formulagéo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.5 Resultados e Discussao

2.5.1 Desenvolvimento da metodologia analitica

O solvente de escolha para a solubilizagdo do acido difractéico foi acetonitrila. Neste
solvente, o espectro de varredura do acido difractaico na faixa compreendida entre 200 e
400 nm evidenciou um pico de absorbancia maxima no comprimento de onda de 213 nm
(Figura 2.2).

0,8 - — 1 pg/mL
i 2 ug/mL

Absorbancia

0,0

T T T T T T =T T T
200 250 300 350 400
Comprimento de onda (1)

Figura 2.2 Espectro de varredura do acido difractaico nas concentragdes de 1, 2, 3,4 e 5

ug.mL™ em acetonitrila (ymax 213 nm).
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2.5.2 Validacao do método analitico

2.5.2.1 Linearidade

Os dados obtidos das trés curvas padrao preparadas a partir de solugdes estoque
diferentes foram ajustados por andlise de regresséo linear. O método espectrofotométrico
apresentou linearidade a 213 nm para as concentragbes estudadas (1 - 5 pyg.mL"). A
equacao da regressao linear média obtida a partir de trés curvas de calibragao foi y = 0,1541
x + 0,0053, em que y é a absorbancia (nm) e x a concentragao (ug/mL) em equivalentes de

acido difractaico (Figura 2.3).
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Concentracio de acido difractaico (ng.mL™")
Figura 2.3 Curva padréo de 4cido difractaico (1 - 5 ug.mL™") a 213 nm.

O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,99998, significando que 99,99% da
variagdo total em torno da média € explicada pela regressdo linear, comprovando a
adequacao do método ao intervalo avaliado. Os dados de desvio padrao relativo (DPR) e
exatidao (E) do intervalo do método sao apresentados na Tabela 2.1. O maior desvio padrao
relativo foi de 3,94%, portanto, menor do que o valor maximo de 5% permitido (ICH, 2005).
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Tabela 2.1 Dados do teste de linearidade por espectrofotometria para acido difractaico.

CT (ug.mL"') ABS+DP CM + DP DPR (%) E (%)
1 0,160 £ 0,006 1,00+0,036 3,47 100,3
2 0,312+ 0,008 1,99+0,052 2,55 99,6
3 0,469 +0,019 3,01+0,120 3,94 100,3
4 0,622 £ 0,023 4,00+0,151 3,73 99,9
5 0,776 £ 0,028 5,00+0,179 3,95 100,0

CT = Concentracdo Tedrica (ug.mL"); CM = Concentragdo Média (ug.mL") de trés
determinacbes; ABS = Absorbancia média de trés determinacdes; DP = Desvio Padréo;
DPR (%) = Desvio Padréo Relativo; E (%) = Exatid&o.

2.5.2.2 Exatidao

A exatidao foi verificada para trés niveis de concentragdo: baixa, média e alta. Os
dados experimentais obtidos revelaram uma média de exatidao do analito de 98,31% (98%,
98,33% € 98,6% para as concentracdes baixa, média e alta, respectivamente) e que o maior
desvio padrao relativo foi de 2,12% (Tabela 2.2). De acordo com o ICH, os resultados de
exatiddo ndo devem ser inferiores a 95% e o0 desvio padréo relativo ndo deve ultrapassar
5%. Deste modo, os dados obtidos apresentam apenas pequenas variagoes da
concentracdo de acido difractaico que sdo quantificadas pelo método analitico proposto.
Dessa forma, o método analitico desenvolvido pode ser considerado exato.

Tabela 2.2 Exatidao do acido difractaico em diferentes niveis de concentragoes.

Concentracao de &cido difractaico o
Dados estatisticos

(ug.mL")
Tebrica Experimental Média DP DPR (%)
1 0,96 1,00 0,99 0,98 0,02 2,12
3 2,93 2,95 2,98 2,95 0,03 0,85
5 4,94 4,86 4,99 4,93 0,07 1,33

DP = Desvio Padrdo; DPR = Desvio Padrao Relativo.

2.5.2.3 Precisao
A precisdao foi avaliada pelos estudos de precisdo intermediaria. A precisao

intermedidria avalia a variagdo de ensaios realizados em dias e com analistas diferentes.
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Neste estudo o maior valor do desvio padrao relativo foi de 2,34%. Através do teste t de
Student foi avaliada a possivel existéncia de diferenca significativa entre as médias obtidas
para os ensaios realizados em dias diferentes e com analistas diferentes. Como pode ser
observado na Tabela 2.3 em todos os casos o t calculado foi sempre menor do que o t
critico, demonstrando nao existir diferenca significativa entre as médias, ou seja, os
resultados obtidos expressam o mesmo valor (p < 0,05). Além disso, todos os desvios
padrao foram inferiores a 5%, indicando a precisdo do método.

Tabela 2.3 Precisdo intermediaria do método espectrofotométrico para o doseamento do

acido difractaico.

Intra-dia

Concentracao Analista 1 Analista 2

tedrica (ig.mL") CMZDP  DPR (%) CMzDP  DPR(#) o loie
1 1,02+ 0,01 0,96 1,03+0,02 2,34 0,95

3 3,12+0,03 1,03 3,08+0,03 1,02 0,29 4,30
5 5,21+0,01 0,23 521+0,09 1,65 0,87

Inter-dia

Concentracao Dia 1 Dia 2

tedrica (ug.mL") 'CM+DP _ DPR(%) CM=DP  DPR (%) Featouaco L crtico
1 0,96 +0,03 2,93 1,01 £0,01 1,42 0,15

3 2,93+0,02 0,60 2,95+0,03 0,99 0,19 4,30
5 494+0,01 0,30 486+0,08 1,73 0,26

CM = Concentragado Média (ug.mL") de trés determinacées; DP = Desvio Padréo; DPR (%)
= Desvio Padrao Relativo. *Valor tabelado de f (teste bilateral, p < 0,05).

2.5.2.4 Robustez

A variacao da temperatura de andlise ndo afetou a absorbancia do acido difractaico.
As concentragcbes médias obtidas para as andlises de solugbes acondicionadas nas
temperaturas de 4 °C e 25 °C foram de 2,98 (+ 0,19) ug.mL" e 3,0 (+ 0,15) pg.mL",
respectivamente. A mudanca da fonte fornecedora de acetonitrila resultou em
concentracdes médias de 2,99 (+ 0,16) ug.mL™" para o tipo A e 2,97 (+ 0,14) ug.mL™" para o
tipo B. Entre todos os resultados experimentais o valor maximo do coeficiente de variacao
encontrado foi 1,78%. Conforme o teste t de Student, (Tabela 2.4) nao foi evidenciada

diferenca significativa entre os resultados obtidos quando foram analisadas diferentes
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temperaturas e fontes fornecedoras de solvente durante as analises realizadas, ou seja, no
nivel de 95% de confianca as variacées dos parametros analisados nado influenciam a
quantificagao do acido difractaico.

Tabela 2.4 Teste t de Student aplicado aos parametros analisados para robustez do método
de dosagem do acido difractaico em espectroscopia UV.

Parametros Acido difractaico (ug.mL™) toal”

Tebérica  Experimental + DP?

4°C 3 2,98 +0,19 1.60
25 °C 3 3,0+0,15 0.92
Solvente A 3 2,99 £0,16 1.55
Solvente B 3 2,97 £ 0,14 1.78

2 Valores representam a média de 6 determinacdes. ° t., € 0 valor calculado. O valor teérico
de .= 2,57 (teste bilateral, p < 0,05).

2.5.2.5 Especificidade

De acordo com os resultados apresentados na especificidade, verificou-se que os
excipientes da formulagdo de microesferas de PCL nao interferem na quantificacdo do
produto final (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Espectro de varredura de: (a) microesferas de PCL, (b) microesferas de PCL
contendo &cido difractaico (3 ug.mL™) e (c) &cido difractaico (3 pg.mL™) em acetonitrila.

2.5.2.6 Limites de deteccao e quantificacao

Os valores dos limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) estimados pelas
equacdes 3 e 4, foram 0,03 e 0,08 uyg.mL™", respectivamente. Com base nesses resultados,
verifica-se que o método possui sensibilidade para detectar e quantificar o &cido difractéico.

2.5.3 Aplicagao farmacéutica do método

A eficiéncia de encapsulagédo do é&cido difractdico em microesferas de PCL foi
determinada através de espectrofotometria UV em comprimento de onda de 213 nm,
utilizando-se a equacéo da curva padrdo: Absorbancia = 0,1541 x [AD] (ug.mL™) + 0,0053. A
eficiéncia de encapsulacdo obtida foi de 53,33% * 0,08. Este resultado encontra-se de
acordo com os descritos na literatura para microesferas de PCL, onde Le Ray e
colaboradores (2003) obtiveram uma eficiéncia de encapsulagdao de 57,28% para
vancomicina em microesferas. Pérez e colaboradores (2000) relataram eficiéncia de 57%
para propranolol em microesferas de PCL. Ainda, experimentos recentes descreveram
eficiéncia de encapsulagéo de 39,20% para rodamina B em microesferas de PCL (Wang et
al., 2009).
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2.6 Conclusoes

O método analitico espectrofotométrico proposto para doseamento do acido
difractaico em microesferas de PCL demonstrou ser simples, rapido, preciso, exato e
reprodutivel, aliado a acessibilidade e facilidade de execucgao. Foi possivel quantificar com
sucesso 0 acido difractaico nas microesferas sem interferéncia da poli-e-caprolactona,
através de um método linear e com alta sensibilidade de quantificacdo. Os resultados de
precisao e exatidao obtidos atestam confiabilidade necessaria para o uso desta metodologia
em laboratérios de controle de qualidade. Portanto, a metodologia estabelecida pode ser
perfeitamente aplicada a rotina de analise de formulagdes contendo acido difractaico.
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3.1 Resumo

Neste estudo, a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) foi utilizada para melhorar a
solubilidade do &cido difractaico (AD), e o complexo de inclusdo &cido difractaico:2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (AD:HPBCD) foi incorporado em microesferas de Poli-¢-
caprolactona (PCL). Os complexos de inclusdo foram preparados pela técnica de liofilizacao
e caracterizados fisico-quimicamente. As microesferas de PCL contendo o acido difractaico
ou complexo de inclusdo AD:HPBCD foram preparadas através da técnica de emulséo
multipla A/O/A seguida de evaporagao do solvente. O diagrama de solubilidade de fases do
AD em HPBCD apresentou uma curva do tipo A, com uma constante de estabilidade Ki.; =
821 M. Na presenga de 50 mM de HPBCD, a solubilidade do AD aumentou mais de 35
vezes. O complexo de inclusdo AD:HPBCD apresentou modificagdes espectrais no IV e
RMN '"H em comparagdo com os espectros de AD e HPBCD. Uma mudanca no AD,
passando da forma cristalina para a amorfa foi observada por difragcao de raios-X, sugerindo
a formagédo de um complexo de inclusdo. As microesferas de PCL apresentaram diametro
de 5,89 = 1,33 um e potencial zeta de - 12,68 = 0,56 mV. As formulacées de microesferas
contendo &cido difractaico ou complexo de inclusdo AD:HPBCD apresentaram diametro de
5,23 +1,65ume 4,11 £ 1,39 um, com potencial zeta de - 7,85 £ 0,32 mV e - 6,93 £ 0,46 mV,
respectivamente. Ainda, o encapsulamento do AD:HPBCD nas microesferas resultou em
uma modulagao da cinética de liberagao in vitro do AD. Desta forma, microesferas contendo
AD:HPBCD apresentaram um perfil de liberagdo mais prolongada de acido difractaico
quando comparadas as microesferas de AD. As microesferas contendo o AD ou complexo
de inclusdo AD:HPBCD reduziram a citotoxidade do composto frente a células Vero.
Comprovando, portanto, que a complexagao de substancias lipofilicas a ciclodextrina, e sua
incorporacdo em sistemas de liberacdo controlada, proporcionam uma melhoria na

estabilidade e hidrossolubilidade destas substancias, reduzindo os efeitos toxicos.

Palavras-chave: sistemas de liberag@o controlada; microesferas; &cido difractaico; complexo
de inclusao; 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.
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3.2 Abstract

In this pioneer study, 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) was used to improve the
solubility of diffractaic acid (DA), and the inclusion complex diffractaic acid:2-hydroxypropyl-
B-cyclodextrin  (DA:HPBCD) was incorporated in  Poli-e-caprolactone  (PCL)
microspheres. The inclusion complexes were prepared by freeze-drying technique and
physico-chemically characterized. PCL microspheres containing diffractaic acid or
DA:HPBCD inclusion complex were prepared by the multiple W/O/W emulsion-solvent
evaporation method. The phase-solubility diagram of DA in HPBCD showed an A, curve with
an apparent stability constant K;.; = 821 M. In presence of 50 mmol of HPBCD the solubility
of DA was increased more than 35-fold. DA:HPBCD inclusion complex presented IR and 'H
NMR spectral modifications in comparison with DA or HPBCD spectra. A change in DA from
its crystalline to amorphous form was observed by X-ray diffraction, suggesting the formation
of an inclusion complex. The PCL microspheres presented a diameter of 5.89 + 1.33 um and
zeta potential of - 12.68 + 0.56 mV. The microspheres formulations containing diffractaic acid
or inclusion complex DA:HPBCD presented diameter of 5.23 + 1.65 um and 4.11 £ 1.39 um
with zeta potential of - 7,85 £ 0.32 mV and- 6,93 + 0.46 mV, respectively. More, the
encapsulation of DA:HPBCD in microspheres resulted in a modulation of in vitro kinetic
release of DA. Thus, microspheres containing DA:HPBCD presented a more prolonged
release profile of diffractaic acid when compared to DA microspheres. Microspheres
containing DA or the inclusion complex DA:HPBCD reduced the compound’s cytotoxicity
against Vero cells, thus confirming that the complexation of lipophilic substances to
cyclodextrin, and their incorporation into drug delivery systems provides an improvement on
stability and water solubility of these substances, reducing toxic effects.

Key-words: drug delivery systems; microspheres; diffractaic acid; inclusion complex; 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin.
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3.3 Introducao

As ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos que possuem uma superficie
hidrofilica e uma cavidade central hidrofébica, a qual favorece a formagéao de complexos de
inclusdo com farmacos de baixa polaridade (Loftsson e Duchéne, 2007; Duchéne et al.,
1999). A ciclodextrina com maior aplicagdo no campo farmacéutico é a B-ciclodextrina, por
apresentar eficiéncia de complexacao satisfatoria e baixo custo (Loftsson e Duchéne, 2007).
No entanto, seus derivados quimicamente modificados, como a 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HPBCD), vém sendo bastante utilizados devido ao aumento da capacidade de
complexacgéo (De Araujo et al., 2008).

A formacao de complexos de inclusédo de farmacos com ciclodextrinas pode
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; Brewster e Loftsson, 2007; Del Valle, 2004). Com o intuito de melhorar a
eficiéncia de encapsulagéo e modular a cinética de liberagcao dos dispositivos terapéuticos, a
incorporagcdo de complexos de inclusdo de farmacos com ciclodextrinas em sistemas de
liberacao controlada tem sido realizada (Duchéne et al., 1999).

Os sistemas de liberacao controlada de farmacos sao dispositivos que apresentam
diversas vantagens em relacdo aos sistemas convencionais. Dentre eles, a manutencao da
concentracao plasmatica constante do farmaco dentro da faixa terapéutica durante um maior
periodo de tempo, reduzindo as flutuagdes observadas no sistema convencional, que podem
atingir niveis téxicos ou subterapéuticos. Ademais, podem proporcionar aumento da
biodisponibilidade; além da reducdo no nimero de administracéo das doses, aumentando a
aceitacdo da terapia pelo paciente, podendo proporcionar, desta maneira, aumento da
eficacia terapéutica (Garbayo et al., 2008; Mao et al., 2008; Freiberg e Zhu, 2004; Brannon-
Peppas, 1995).

Dentre os sistemas de liberacdo controlada, as microesferas sao particulas
poliméricas sélidas, geralmente esféricas, que merecem destaque, tendo em vista sua
estabilidade fisico-quimica e biologica, sendo utilizadas para a encapsulagao de diferentes
substancias, como peptideos, proteinas, DNA/RNA e farmacos (Garbayo et al., 2008;
Wischke e Schwendeman, 2008). Para o desenvolvimento de microesferas, alguns
polimeros biocompativeis e biodegradaveis sdo bastante utilizados, tais como os poliésteres
poli-e-caprolactona (PCL), poliacido lactico (PLA), poliacido glicélico (PGA), dentre outros
(Fernandez-Carballido et al., 2008; Lecaroz et al., 2006; Santos-Magalhaes et al., 2000).
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O acido difractaico (AD) €& um depsideo tipo orcinol, isolado de Usnea sp.
Caracteriza-se por ser um composto formado pela condensacdo de dois ou mais acidos
hidroxibenzédicos, um grupo carboxila esterificado com o grupo hidroxila fendlico como uma
molécula secundaria (Figura 3.1) (Honda e Vilegas, 1998).

Figura 3.1 Estrutura quimica do acido difractaico (CyoH220-) (Santos et al., 2004).

Os cristais de acido difractaico sdo em forma de agulhas, com ponto de fusdo em
torno de 189-190 °'C, massa molecular de 374 g/mol, com facil dissolucdo em éter, etanol,
acetona e cloroférmio (Huneck e Yoshimura, 1996). O acido difractaico tem sido relatado
com diversas propriedades biol6gicas, tais como: analgésica e antipirética (Okuyama et
al.,1995), antiviral (Neamati et al., 1997), antitumoral (Yamamoto et al., 1995),
antimicrobiana (Falcao et al., 2004; Piovano et al., 2002), antifungica (Piovano et al., 2002) e
atividade antiproliferativa (Kumar e Muller, 1999a; Kumar e Maller, 1999Db).

Estudos comprovaram que depsideos tipo orcinol demonstraram inibir a monoamino
oxidase B (MAO-B), enzima responsavel pela desaminag¢do na doenga de Parkinson (Wilson
et al., 1998). Recentes estudos indicam que o acido difractaico isolado de Usnea longissima
foi aplicado no tratamento da Ulcera gastrica induzida pela indometacina em ratos. A acao
gastroprotetora do acido difractaico pode ser atribuida ao seu efeito redutor contra o dano
oxidativo e seu efeito inibitério na infiltragdo neutrofilica, observado em estbmago de ratos
(Bayir et al., 2006).

Recentemente, pesquisas realizadas por Honda e colaboradores (2010)
demonstraram que o acido difractaico apresentou atividade in vitro contra Mycobacterium
tuberculosis Hz;Rv, sendo considerado o mais ativo dos componentes utilizados no estudo,

apresentando um valor de MIC de 15,6 pg/ml (41,6 uM).
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Mesmo com variadas atividades, o acido difractaico apresenta restrita aplicagéo
terapéutica devido a suas propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, tais como: baixa
solubilidade e dificil interacdo com as barreiras biolégicas (Bayir et al., 2006). Dentro desse
contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a possibilidade de formacao de complexo de
incluséao entre o AD e a HPBCD, caracterizar fisico-quimicamente os complexos e incorpora-
los em microesferas de PCL, avaliar a cinética de liberacao in vitro e a citotoxidade frente a
células Vero (fibroblasto de rim de macaco).

3.4 Material e Métodos

3.4.1 Reagentes e amostras

O acido difractaico (AD) foi fornecido pela Dra. Nely Kika Honda, do Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais/UFMS. A acetonitrila, o metanol e o diclorometano foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha), todos de grau analitico. PCL, PVA (PM 30.000-
70.000) e PEG (PM 3.350), juntamente com o crioprotetor trealose e a 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). As solugbes
aquosas foram preparadas com agua purificada. As andlises para a determinacao do acido
difractaico foram realizadas em espectrofotémetro UV-Vis Ultrospec 3000 Pro (Amersham
Pharmacia Biotech, EUA) utilizando células de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico.

3.4.2 Estudo de solubilidade de fases do acido difractaico em HPBCD

O estudo de solubilidade de fases do acido difractaico em solucbes aquosas de
HPBCD foi realizado de acordo com o descrito por Higuchi e Connors (1965). Uma
quantidade em excesso de acido difractaico (3 mg) foi adicionada a tubos contendo 1 mL de
agua purificada ou solugdes aquosas de HPBCD em diferentes concentragdes (0 a 50 mM),
0s quais foram deixados sob agitacdo vigorosa a 25 °C, durante 72 horas. ApOs este
periodo, uma aliquota da mistura foi retirada, centrifugada, e o sobrenadante analisado para
determinacao do conteudo de acido difractaico através de espectrofotometria UV a 213 nm.
Assumindo a formacado de um complexo de razao estequiométrica 1:1, a constante de
solubilidade (Kj.;) foi calculada através da relagdo linear entre a concentragdo molar do
acido difractaico na solugédo versus a concentragdo molar da HPBCD, de acordo com a
equacao Kj.; = slope/[Sy(1-slope)], onde S, € a solubilidade do &cido difractaico na auséncia
da HPBCD.
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3.4.3 Preparacao de complexo de inclusao acido difractaico:2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (AD:HPBCD)

Os complexos de inclusdo AD:HPBCD foram obtidos pela técnica de freeze-drying
(Lira et al., 2009). Neste procedimento, a HPBCD (73,2 mg) foi inicialmente solubilizada em
agua e o AD (20 mg) foi adicionado posteriormente. O complexo farmaco:ciclodextrina em
solucdo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente até atingir condicoes
de equilibrio (72 h), sendo em seguida congelado a - 80 °C para o processo de liofilizagao.
Os complexos liofilizados foram acondicionados em dessecador a temperatura ambiente.

3.4.4 Caracterizacao dos complexos de inclusao AD:HPBCD

Os complexos de inclusdo AD:HPBCD foram caracterizados através das técnicas de
infravermelho, difragdo de raios-X e ressonancia magnética nuclear de prétons (Lira et al.,
2009).

Os espectros de infravermelho (V) foram obtidos em um espectrémetro IV-TF Bruker
IFS66 (Bruker Optics, Alemanha), na faixa de 4000-400 cm™' através do método do disco de
KBr (brometo de potéssio). Neste procedimento, os pellets foram preparados pela prensa de
cada amostra (acido difractaico, HPBCD, complexo de inclusdo e mistura fisica) em um
disco de KBr. Os padrdes de difragdo de raios-X foram realizados em um aparelho Geiger-
Flex 2073 (Rigaku, Japao), utilizando-se tubo de cobre com radiagdo CuKa (I = 1.50405
nm). A ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN 'H) foi realizada através do
espectrometro Unity Plus 300 MHz (Varian, EUA), com as amostras diluidas em
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6).

O conteudo de acido difractaico nos complexos de inclusao foi quantificado através
da dissolugédo de quantidades conhecidas em uma mistura de metanol e acetonitrila (1:1), a
qual foi submetida a sonicagéo por 5 minutos, com o restante do volume completado para 5
ml de acetonitrila. A suspensao foi entdo centrifugada a 10.000 rpm durante 15 min, e o
acido difractaico solubilizado no sobrenadante foi quantificado atraves de espectrofotometria
UV a 213 nm. Uma curva padréo de acido difractaico foi preparada em acetonitrila, nas
concentracdes de 1 a 5 pug.mL", absorbancia = 0,1541 x [AD] (ug.mL™") + 0,0053, r =
0,99998, conforme método validado previamente.

3.4.5 Preparacao de microesferas de PCL contendo acido difractaico ou complexo de
inclusao AD:HPBCD

As microesferas foram preparadas pelo método de emulsao multipla com evaporagao
do solvente de acordo com Ribeiro-Costa et al. (2004) e Morais et al. (2009). Uma emulsao
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simples A/O foi preparada dissolvendo-se 225 mg de PCL e quantidade conhecida de acido
difractaico em diclorometano (6 mL). A solucéo organica foi emulsificada (Ultra-Turrax T25,
IKA, Alemanha) com 125 mg de PEG em &agua por 1 min a 8.000 rpm utilizando banho de
gelo. A emulsao formada foi adicionada a uma fase aquosa constituida por alcool polivinilico
(PVA) 1,25% e emulsificada por 30 s a 8.000 rpm, resultando em uma emulsao multipla
A/O/A. A emulsao 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 centrifugagao (centrifuga Kubota KN-70, Japao) 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 liofilizagdo (EZ-DRY, FTS System, EUA) por
48 h. Apés liofilizagéo, as microesferas foram acondicionadas em dessecador a temperatura
ambiente. Para a preparagédo das microesferas contendo complexo de inclusdo AD:HPBCD,
foram seguidas as mesmas condi¢des descritas acima, com a dissolugdo do complexo em

agua.

3.4.6 Caracterizacao fisico-quimica das microesferas
Tamanho de particula e indice de polidispersao

O tamanho de particula das microesferas foi determinado pela técnica de difracéo a
laser através de um analisador de particulas (Zetasizer Nano ZS90, Malvern, Reino Unido).
Amostras de microesferas liofilizadas (10 mg) foram dispersas em uma solu¢cdo aquosa de
Tween®80 a 0,04% (m/v) e submetidas a sonicagao por 10 min.

Os parametros calculados foram: didmetro volumétrico médio (d,) e o indice span
pela equacdo 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 didmetros 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 distribuicdo homogénea de tamanho de
particula. Outros autores ja propuseram o span como parametro para avaliar o grau de
polidispersao de microesferas (Ito et al., 2009; Ribeiro-Costa et al., 2009).

Carga de superficie

A determinacao da carga de superficie (potencial zeta) foi realizada pelo método de
mobilidade eletroforética, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Reino
Unido), através do software Zetasizer. O potencial zeta (¢) das microesferas foi medido apds
diluicdo das amostras em solucao aquosa de NaCl 1Mm (0,5%, p/v) a 25 °C. Os resultados

(média + desvio padrao) sao representantes de trés experimentos independentes.
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Eficiéncia de encapsulacao das microesferas

A eficiéncia de encapsulacao do acido difractaico nas microesferas foi determinada
por espectrofotometria (Ultrospec 3000 Pro, Amersham Pharmacia Biotech, EUA). Amostras
de microesferas liofilizadas (5 mg) foram diluidas em 25 mL de uma mistura de
diclorometano:metanol (3:2) e submetidas a sonicacao durante 10 min. Uma aliquota dessa
solucéo foi entdo diluida para a concentragdo tedrica de 3 ug.mL™". O &cido difractaico foi
determinado em 213 nm utilizando-se curva padrao na faixa de concentracdo de 1 - 5
ng.mL" em acetonitrila. Microesferas da formulagéo placebo foram submetidas ao mesmo
método de doseamento para demonstrar a auséncia de interferéncia dos constituintes da

formulacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.7 Cinética de liberacao in vitro

Um estudo prévio de solubilidade do AD em tampéao fosfato pH 7,4 a 37 + 1 °C foi
realizado para assegurar as condigées sink nos ensaios de cinética de liberagéo in vitro. O
perfil de liberagéo do &cido difractéico encapsulado em microesferas de PCL foi realizado de
acordo com Morais et al. (2009). Uma amostra de microesferas contendo AD ou complexo
de inclusao AD:HPBCD foi ressuspensa em 300 mL de tampéo fosfato (pH 7,4) e incubada a
37 + 1°C sob agitagdo magnética controlada em triplicata. Em intervalos de tempo pré-
determinados, aliquotas de 1 mL do meio de dissolucao foram retiradas, com reposicao do
mesmo volume de meio, e filtradas com o uso de Millex 0,22 um (Millipore, EUA). O AD
presente no meio de dissolu¢do foi quantificado através de espectrofotometria UV como
descrito previamente. Os perfis de liberagao in vitro das microesferas foram expressos como
o percentual de AD liberado (em relacdo a quantidade de AD encapsulado) em fungéao do
tempo (120 h).

3.4.8 Avaliacao da citotoxidade dos complexos de inclusao AD:HPBCD e das
microesferas contendo AD e complexo de inclusao AD:HPBCD frente a células Vero

A avaliagao da citototoxidade foi realizada através do método de cultura de tecidos
com células de linhagem continua Vero (células de fibroblasto do rim de macaco) em fase
exponencial de crescimento.

A viabilidade celular foi determinada utilizando o corante vital Azul de Tripan 0,4%
p/v, em PBS. Uma suspenséo de células Vero (1 x 10* células/mL) foi distribuida em placas
de cultura de 96 pogos (220 uL/pogo). As placas foram incubadas a 37 °C em estufa (Sedas,
Mildo, Italia), com atmosfera umida enriquecida com 5% de CO,. Apds 24 h de incubagao,
amostras do acido difractéico diluido em DMSO, complexo de inclusdo AD:HPBCD,
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microesferas de PCL contendo AD e microesferas de PCL contendo o AD:HPBCD diluidas
em tampao fosfato pH 7,4 foram adicionadas a placa de cultura (22 pL/pogo), obtendo-se as
concentracdes finais de 52, 26, 13 e 6,5 yg/mL. Foram realizados controles com DMSO e
DMEM. Decorridas 72 h de tratamento, os efeitos citotdéxicos das amostras estudadas foram
avaliados utilizando-se o método colorimétrico de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) conforme protocolo do National Cancer Institute (NCI) modificado por
Santos et al., 2005. A leitura foi realizada utilizando-se um leitor Elisa com filtro de 450 nm.

3.4.9 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do teste t de Student,
considerando p < 0,05. Os resultados experimentais foram expressos no formato de média +
D.P.

3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Estudo de solubilidade de fases do acido difractaico em HPBCD

Solubilidade do AD (mM)

0 . I . I . I . I . ,
0 10 20 30 40 50

Concentragdo HPBCD (mM)

Figura 3.2 Diagrama de solubilidade de fases do acido difractaico (AD) e HPBCD a 25°C.
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A Figura 3.2 apresenta o perfil de solubilidade para o acido difractaico na presenca
de ciclodextrina em diferentes concentracdes. A adigdo de 50 mM de HPBCD resultou em
uma solubilidade de 5,6 mM para o AD, o que corresponde a um aumento de 35 vezes na
solubilidade do farmaco quando em &agua (0,16 mM). 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 Kristmundsdéttir et al. (2005) quando utilizaram a HPRCD
como agente solubilizante para a atranorina e o acido fumarprotocetrarico, ambos
substancias liquénicas. Ademais, Lira et al. (2009) obtiveram um aumento de mais de 5
vezes na solubilidade do acido Usnico quando da adigdo de 16 mM de B-ciclodextrina.

A estequiometria do complexo de inclusdo AD:HPBCD foi determinada em fungao do
tipo de curva obtida no diagrama de solubilidade de fases do complexo conforme
apresentado na Figura 3.2. Uma curva do tipo A_ foi obtida, isto €, houve um aumento linear
da solubilidade da substancia ativa (AD) com o aumento crescente da concentragdo de
HPBCD, indicando a formagao de complexos soluveis (Higuchi e Connors, 1965). O fato de
que a solubilidade do &cido difractéico foi aumentada pela presenca de HPRCD é um sinal
de que uma ou mais interacées moleculares podem ter ocorrido entre eles para a formagao
de espécies quimicas distintas. Entretanto, ndo ha garantias de que os complexos séao de
primeira ordem no hospedeiro (Higuchi e Connors, 1965).

A constante de associacdo obtida do complexo de inclusdo AD:HPBCD foi de 821 M
(Slope = 0,11615; Sy = 0,16 mM; r = 0,98064), confirmando a interagdo entre o farmaco e a
ciclodextrina. Esta significativa constante de associacdo pode ser comparada com relatos
existentes na literatura para outras moléculas hidrofébicas, como a B-lapachona, que
apresentou valor de Ky.; de 700 M (Nasongkla et al., 2003), e como o efavirenz, um agente
antiretroviral, que obteve valor de K;; de 1.073 M" (Shatigari et al., 2009). Resultados
similares foram obtidos por Loftsson e colaboradores (2005), quando avaliaram o efeito da
ciclodextrina na solubilidade de diversos farmacos, como hidrocortisona e carbamazepina.

No sentido de minimizar os erros decorrentes nos calculos considerando os valores
de S, e/ou y-intercepto no estudo de solubilidade de fases, também foi calculada a eficiéncia
de complexagao do AD com a HPBCD, apresentando uma EC de 0,131. Com isso, a razao
molar farmaco:ciclodextrina de 1:9 (razdo molar= 1: (EC+1)/EC) foi obtida a partir da EC
(Brewster e Loftsson, 2007).
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3.5.2 Caracterizacao dos complexos de inclusao AD:HPBCD

3.5.2.1 Infravermelho
Os espectros de infravermelho do acido difractaico, da HPRCD, do complexo de

inclusdo AD:HPBCD e da mistura fisica sdo apresentados na Figura 3.3.
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Figura 3.3 Espectros de infravermelho para o acido difractaico (AD), 2-hidroxipropil-B-

ciclodextrina (HPBCD), complexo de inclusdo (AD:HPBCD) e mistura fisica (MF).

O espectro de infravermelho do acido difractdico estd de acordo com dados
relatados na literatura (Bayir et al., 2006), onde a carboxila do composto pode ser bem
evidenciada em torno de 1.760 cm™. Ainda é possivel evidenciar o grupo éster do &cido
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difractaico em torno de 1.735 cm™, que também pode ser observado na mistura fisica e no
complexo de inclusdo (setas verdes) (Nakanishi, 1964).

O espectro do complexo de inclusdo mostrou um estreitamento da banda v(O-H) da
HPBCD em 3.400 cm™ (setas vermelhas) quando em comparacdo com os espectros de
mistura fisica e HPBCD, sendo um representativo da formacdo de complexo de inclusao
(Nalawade et al.,, 2010). A formagdo do complexo de inclusdo implica a liberagcdo de
moléculas de agua no interior da cavidade da HPBCD, significando que novas interacoes
entre o acido difractaico e a ciclodextrina podem ter aparecido. Além disso, quando o
espectro do complexo de inclusdo e da mistura fisica foram comparados com o do acido
difractaico, o aparecimento de bandas em torno de 1.760 cm™ (setas azuis) foi observado,
correspondente ao grupo cetona v(C=0), sugerindo que uma interagdo entre ambas as
moléculas pode ter ocorrido.

A espectroscopia na regiao de infravermelho caracteriza-se como a técnica mais
adequada para a compreensao das interagdes a nivel molecular, através da deteccao de
alteragbes em faixas que podem estar relacionadas ao processo de complexagdo de
farmacos e ciclodextrinas. No entanto, na maioria dos casos, as faixas de IV
caracteristicas da ciclodextrina ndo sofrem grandes alteragbes, devido a sua interacdo com
a molécula héspede, uma vez que apenas uma pequena fragdo delas € interrompida. Além
disso, algumas das bandas da molécula héspede podem ser afetadas pela interacdo com a
ciclodextrina a nivel molecular, sendo mascaradas pela alta absorbancia relativa das bandas
da ciclodextrina (Garcia-Zubiri et al., 2003).

3.5.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear 'H

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de protons foram realizados
para avaliar as mudancas nos sinais quimicos (Ad) dos compostos puros (AD e HPBCD) e
no complexo de inclusdo AD:HPBCD (Tabelas 3.1 e 3.2). Para o &cido difractaico, foram
observados singletos em 2.055, 2.074, 2.389, 2.500, 6.605 e 6.761 ppm, singleto largo em
12.540 ppm, no grupamento hidroxila, bem como singletos em 3.749 e 3.832 ppm, no
grupamento éter. Todos os sinais quimicos do AD foram de acordo com os previamente
reportados por Bayir e colaboradores (2006), indicando a pureza da amostra. Um
deslocamento significativo no grupamento OH (Ad = 0.033 ppm) do acido difractaico foi
observado para o complexo de inclusdo AD:HPBCD (Tabela 3.1).

Na presenca do AD, os protons H3 e H5 da HPBCD sofreram deslocamento (A8 =
0.018 e 0.009 ppm, respectivamente) (Tabela 3.2). Devido a esses prétons serem
localizados na cavidade hidrofébica da HPBCD, estas mudangas sugerem que 0 acido
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difractaico formou um complexo através de sua inclusao dentro da cavidade da ciclodextrina
(Nasongkla et al., 2003), pois, uma vez que os prétons H3 e H5 sdo os que encontram-se
mais livres e com menos interacgdes, eles estao mais predispostos a reagir com o composto.
Ainda, devido ao deslocamento do grupamento OH (Ad = 0.033 ppm) do acido difractéico,
pode-se sugerir que a interagdo do AD com a HPBCD ocorreu através da hidroxila fendlica
localizada na posicdo orto ao grupamento éter, por meio de ligagdes de hidrogénio
(Dotsikas; Loukas, 2002).

Tabela 3.1 Sinais de RMN 'H para o &cido difractaico e complexo de inclusdo AD:HPBCD
(mudancgas observadas nos sinais do AD).

AD 5 AD 5 AD:HPBCD AD
(Ppm) (Ppm) (Ppm)
OH (H1)  12.540 (s|) 12.573 0.033
H (H1) 6.761 (s) 6.777 0.016
H (H1) 6.605 (s) 6.595 -0.010
OCH;(H3)  3.832(s) 3.840 0.008
OCH;(H3)  3.749 (s) 3.753 0.004
H (H3) 2.500 (s) 2.500 0.000
H (H3) 2.389 (s) 2.393 0.004
H (H3) 2.074 (s) 2.079 0.005
H (H3) 2.055 (s) 2.050 -0.005

Tabela 3.2 Sinais de RMN 'H para a HPBCD e complexo de inclusdo AD:HPBCD
(mudancgas observadas nos sinais da HPBCD).

HPRCD 5 HPBCD 5 AD:HPBCD AD
(ppm) (Ppm) (ppm)

H1 5.023 5.023 0.000
H2 3.625 3.623 -0.002
H3 3.901 3.919 0.018
H4 3.415 3.412 -0.003
H5 3.637 3.646 0.009

H6 3.745 3.753 0.008
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3.5.2.3 Difracao de raios-X
Os padrdes de difracdo de raios-X estdo descritos na Figura 3.4, e evidenciam a
formacao de espécies supramoleculares entre o acido difractaico e a HPBCD.
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Figura 3.4 Padrdes de difragdo de raios-X para o complexo de inclusdo (AD:HPBCD), 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), mistura fisica (MF) e o acido difractaico (AD).

O padrao de difracao de raios-X do acido difractaico revelou picos pontiagudos, que
sdo caracteristicos de compostos com carater cristalino, enquanto um pico largo foi gerado
para a HPBCD, comprovando seu estado amorfo. J& a mistura fisica exibiu picos
caracteristicos do acido difractaico e da HPRCD, sendo importante observar que estes picos
resultaram da combinagdo destes componentes analisados separadamente, ndo havendo a
formacao de complexo através da mistura fisica. Pode-se verificar ainda que no padréo da
mistura fisica os picos apresentaram um decréscimo em sua intensidade, provavelmente
devido ao carater amorfo desta ciclodextrina. Por outro lado, o padrédo de difragédo de raios-X
do complexo de inclusdao AD:HPBCD foi caracterizado apenas por picos de difracao largos,
onde nao é possivel distinguir os picos caracteristicos do AD. Estes resultados podem

sugerir que o acido difractaico nao € mais presente como um material cristalino, e sim, que o
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complexo soélido existe no estado amorfo, tendo este fato ja sido observado em outros
farmacos hidrofobicos (Figueiras et al., 2007). Estes resultados revelam a producédo de um
estado amorfo do farmaco no produto liofilizado, como uma consequéncia das interacées do
farmaco com a ciclodextrina no estado sélido e da perda de cristalinidade, sendo um
indicativo de possivel formacdo de um complexo de inclusdo (Pralhad e Rajendrakumar,
2004; Spamer et al., 2002).

3.5.3 Caracterizacao fisico-quimica das microesferas

Para a obtengédo das microesferas de PCL contendo AD, foi realizado inicialmente
um estudo com diferentes razdes farmaco:polimero, sendo mantida constante a massa do
polimero PCL (225 mg) e variando-se a massa de AD (10 - 20 mg). Os parametros eficiéncia
de encapsulagao, tamanho médio de particula (d,) e polidispersao (span) foram avaliados e
encontram-se descritos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Eficiéncia de encapsulacao, tamanho médio de particula (d,) e polidispersao
(span) de microesferas de PCL (225 mg) contendo AD em diferentes razdes

farmaco:polimero.

Razao Farmaco:Polimero Eficiéncia de Encapsulacao + D.P.* d, £ D.P. span
AD:PCL (%) (um)

1:112 58,33 £ 0,08 5,23 £ 1,65 1,00

1:15° 39,13 £ 0,40 4,55 + 3,22 1,65

1:22° 16,05+ 0,19 441+0,12 1,28

220 mg de AD; °15 mg de AD e °10 mg de AD. * D.P.

O AD foi encapsulado nas microesferas de PCL com uma eficiéncia de encapsulagéao
variando entre 16,05 + 0,19% (10 mg de AD) e 58,33 £ 0,08% (20 mg de AD). Um aumento
da eficiéncia de encapsulacdo foi observado com o aumento da massa do farmaco.
Balmayor e colaboradores (2009) também observaram aumento da eficiéncia de
encapsulacdo da dexametasona (de 74,99% para 93,65%) em microesferas de PCL (com
525,3 um), quando a concentragdo do farmaco foi aumentada pela modificagdo da razéo
farmaco:polimero de 1:20 para 1:5.

Neste estudo, também foi verificado o aumento no tamanho de particula quando a
razao farmaco:polimero passou de 1:22 para 1:11 (de 4,41 £ 0,12 para 5,23 + 1,65,
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respectivamente). As microesferas de PCL com tamanhos de particula maiores
encapsularam mais efetivamente o AD. Benoit et al. (1999) também obtiveram dados
semelhantes para a albumina de soro bovino (BSA) encapsulada em microesferas de PCL.
As microesferas de PCL contendo BSA apresentaram tamanho de particula variando entre 5
e 10 um, mas sua eficiéncia de encapsulagcdo maxima foi de 30%. Le Ray e colaboradores
(2003) obtiveram uma eficiéncia de encapsulacdo de 57,28% para microesferas contendo
vancomicina, enquanto Pérez e colaboradores (2000) relataram eficiéncia de 57% para
microesferas de PCL contendo propranolol, equiparando-se a obtida neste estudo (58,33%)
para as microesferas de AD (Micro-AD) de razéo 1:11.

O valor de span obtido para as microesferas de razdo 1:15 e 1:22 sugerem amostras
heterogéneas, uma vez que foi maior que 1,00 (1,65 e 1,28, respectivamente), enquanto que
as microesferas de PCL de razdo 1:11 apresentaram valor de span igual a 1,00, sugerindo
microesferas homogéneas (Ribeiro-Costa et al., 2009).

Com base nos resultados obtidos no estudo com diferentes razdes farmaco:polimero,
o complexo de inclusédo AD:HPBCD 1:1 (mol/mol) foi encapsulado na formulagdo de
microesferas de PCL na razéo farmaco:polimero 1:11. A Tabela 3.4 mostra as propriedades
de eficiéncia de encapsulacdo, tamanho médio de particula (d,), polidispersdo (span) e
potencial zeta ({) das microesferas de PCL contendo AD:HPBCD (Micro-AD:HPBCD)
comparadas aos sistemas contendo somente AD e a formulagao placebo.

Tabela 3.4 Eficiéncia de encapsulagdo, tamanho médio de particula (d,), polidispersao
(span) e potencial zeta ({) de microesferas de PCL (225 mg) na razao farmaco:polimero
1:11.

Farmaco:Polimero  Eficiéncia de Encapsulacéao + D.P.* d,t D.P. span Potencial Zeta

(1:11) (%) (Hm) (¢) +D.P.
(mV)
Placebo i 589+1,33 097 -12684+0,56
AD:HPBCD 41,87 £0,12 411£139 1,89 -6,93+0,46
AD 58,33 £ 0,08 523+1,65 1,00 -7,854%0,32

*D.P.

Os complexos de inclusdo nao modificaram em muito a eficiéncia de encapsulagao
do AD nas microesferas de PCL, havendo uma redugéo deste parametro provavelmente por
perdas de massa transferidas para a emulsdo aquosa externa devido a sua natureza mais
hidrossolluvel quando comparado ao AD nao complexado. Isto pode ser explicado pela
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natureza mais hidrofilica do complexo de inclusdo quando comparado ao farmaco livre,
podendo se difundir mais facilmente para a fase aquosa externa durante a preparacao das
microesferas (Trapani et al., 2003).

Wang e colaboradores (2009) também observaram diminuicdo da eficiéncia de
encapsulagao para a rodamina (usada como um modelo de farmaco hidrossoltvel) quando
encapsulada em microesferas de PCL visto a relativa hidrofobicidade do polimero. Quanto
maior a afinidade entre farmaco e o polimero maior a tendéncia do farmaco ser incorporado
a matriz polimérica (Ruan et al., 2002; Zhou et al., 2004). Uma diminui¢cdo na eficiéncia de
encapsulagdo também foi encontrada por Maestrelli e colaboradores (2008) quando
incorporaram o complexo de inclusdo de cetoprofeno com HPBCD em microesferas de
PLGA.

O uso dos complexos de inclusdo produziu microesferas menores (4,11 + 1,39 um),
talvez associadas a menor agregacao das particulas durante o processo de liofilizagcao pela
contribuicéo do efeito crioprotetor da HPRCD (Abdelwahed et al., 2006). No entanto, houve
um aumento no valor de span das Micro-AD:HPBCD (1,89) quando comparado ao span das
Micro-AD (1,00), sugerindo uma populacéo heterogénea, uma vez que o valor foi maior que
1,00 (Ribeiro-Costa et al., 2009).

O potencial zeta (¢) das microesferas de PCL da formulacao placebo, das Micro-AD e
das Micro-AD:HPBCD (Tabela 3.4) revelou que os valores do potencial zeta das Micro-AD e
Micro-AD:HPBCD tornaram-se menos negativos em relacdo as microesferas de PCL
placebo (¢ = - 12,68 £ 0,56 mV), com o menor valor em mddulo para as microesferas
contendo o complexo de inclusdo AD:HPBCD (¢ = - 6,93 = 0,46 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 e
Schwendeman, 2008).

3.5.4 Cinética de liberacao in vitro

Os perfis de liberacdo do AD e AD:HPBCD a partir das microesferas de PCL durante
5 dias em tampao fosfato (pH 7,4) a 37 °C, estdo demonstrados na Figura 3.5. Os simbolos
representam os dados experimentais medidos e as curvas representam o ajuste do modelo
matematico de Fick (M, /M. = (1-k;*®')). Como pode ser observado, uma boa adequagéo
entre os dados tedricos e 0s experimentais foi obtida (r > 0,99). Isto indica que 0 mecanismo
de difusdo simples esta envolvido no mecanismo de transporte de massa dos sistemas

microparticulados.
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Figura 3.5 Cinética de liberagao in vitro do AD ( m ) e do complexo de inclusdao AD:HPBCD

( ® ) a partir das microesferas de PCL, em tamp&o pH 7,4 a 37 °C. Cada ponto representa a

média de trés diferentes experimentos + D.P. As linhas representam o ajuste ao modelo de

difusao nao linear Fickiano.

Os parametros calculados das cinéticas estdo resumidos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 Efeito burst (1h) e parametros cinéticos de liberacao (k; e ko) para microesferas

de PCL contendo AD e contendo complexo de inclusdo AD:HPBCD.

_ Efeito burst
Formulagdes

Modelo exponencial

o Percentual total de
M,/M.. = (1-k;e™®)

% (1h) AD liberado (%)
ki kz(h)
Micro-AD 16,84 £0,40 0,902+0,012 0,183 + 0,005 58,93 + 0,84
Micro-AD:HPBCD 13,06 + 0,16 0,814+ 0,007 0,042 + 0,001 56,54 + 1,45
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Ambas as formulagdes de microesferas demonstraram um padrao de liberacdo
bifasico caracterizado por um efeito burst inicial seguido por uma etapa de liberacdo
controlada com diferentes valores de k. e de taxa de liberacdo. Para as microesferas
contendo apenas AD, foi verificado um maior efeito burst (16,84 + 0,40%), na primeira hora
da cinética, em relacdo as microesferas contendo o complexo de inclusdo HPBCD (13,06 +
0,16%). Este periodo foi seguido por um estagio de liberagédo controlada durante 12 h pelas
Micro-AD liberando cerca de 55% do farmaco. Por outro lado, as Micro-AD:HPBCD
liberaram aproximadamente 45% em 32 h.

Diante destes dados, pode-se sugerir que as Micro-AD:HPBCD obtiveram uma maior
efichcia na etapa de liberacdo controlada em relagdo as Micro-AD, onde a mesma
permaneceu em liberacdo controlada por um periodo mais longo. Porém, ndo houve
diferencas estatisticas entre o percentual total liberado entre as duas formulacées (p < 0,05;
tea= 2,72).

A difusdo é conhecida por ser o mecanismo dominante neste tipo de sistema de
liberacdo de farmacos (Klose et al., 2008). Com base nos calculos de modelagem
matematica, a constante k. (constante de associacdo de difusdo aparente) das Micro-
AD:HPBCD obteve valores menores (ko= 0,042 + 0,001) quando comparados aos valores
apresentados pelas Micro-AD (k. = 0,183 + 0,005). Isto pode indicar uma menor mobilidade
do farmaco quando associado a HPBCD dentro da malha polimérica. Este fato pode ser
atribuido a interacao do complexo de inclusdo com o polimero, o que reduz efetivamente a
difusibilidade aparente do farmaco como descrito previamente na literatura para outros
compostos associados a ciclodextrinas (Fernandes et al., 2007; Quaglia et al., 2003).

Tem sido relatado que a solubilidade e difusibilidade de um farmaco podem ser
modificadas quando complexos de inclusdo sao incorporados as matrizes poliméricas,
alterando o perfil de liberagao do farmaco a partir do dispositivo polimérico (Trapani et al.,
2003; Bibby et al., 2000). Como observado neste estudo, a HPBCD foi capaz de modificar o
perfil de liberacdo do AD, com a etapa de liberagdo controlada do farmaco tendo sido
mantida durante um maior periodo de tempo (32 h). De acordo com De Rosa e
colaboradores (2002), a natureza mais hidrofilica do complexo facilita a interagdo da matriz
polimérica com 0 meio aquoso. Portanto, a complexagédo do AD com HPBCD influenciou a

liberacao inicial, o estagio de liberacao controlada e o total de farmaco liberado.
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3.5.5 Avaliagcao da citotoxidade dos complexos de inclusao AD:HPBCD e das

microesferas contendo AD e complexo de inclusdao AD:HPBCD frente a células Vero

O acido difractaico nas concentragdes de 6,5 ug/mL, 13 pg/mL, 26 ug/mL e 52 ug/mL
apresentou uma viabilidade celular de 84,68 + 3,7%, 69,44 + 4,72%, 56,99 = 3,5% € 46,5

4,5%, respectivamente, frente as células Vero (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Estudo da acao citotoxica do acido difractaico (AD), do complexo de inclusao
(AD:HPBCD), das microesferas contendo acido difractaico (MICRO-AD) e das microesferas
contendo o complexo de inclusao (MICRO-AD:HPBCD) em diferentes concentragdes (6,5;
13; 26 e 52 pg/mL) frente a células Vero. *Diferenca estatisticamente significativa quando

comparado ao acido difractaico (p < 0,05).

Conforme estes dados, uma relevante acao citotéxica foi evidenciada quando estas
células foram incubadas com 52 yg/mL do &cido difractdico, onde 0 mesmo promoveu uma
inibicdo do crescimento celular em 46,5 + 4,5% Quando as mesmas células foram incubadas
a uma concentracao de 6,5 ug/mL do composto estudado, 0 mesmo nao apresentou efeito
citotéxico (84,68 * 3,7%). Dessa forma, observa-se que o aumento da concentracao deste

metabdlito liquénico proporciona uma reducdo da viabilidade celular, revelando assim um
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efeito dose dependente. De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que a ICsx
do acido difractaico frente as células Vero situou-se em torno de 52 ug/mL. Este efeito
também foi relatado por Freire e colaboradores (2005), em avaliacdo citotdéxica do
pentaclorofenol frente a células Vero através do ensaio de vermelho neutro, com |Cs
(concentracao requerida para inibir 50% do crescimento celular) de 5,5 pm.

A complexagdo do &acido difractaico com a HPBCD reduziu a citotoxidade do
composto, onde a menor viabilidade celular do AD:HPBCD foi alcangada também na dose
de 52 pg/mL, sendo de 61,66 + 3,4%. Nas concentragbes de 6,5 pg/mL, 13 pg/mL, 26
ug/mL, a viabilidade celular obtida foi de 92,81 + 2,29%, 89,29 + 2,14% e 83,19 + 0,94%,
respectivamente, sendo maior que a apresentada pelo acido difractaico isolado. Conforme
os resultados obtidos, verificou-se que a complexagao do AD com a HPBCD proporcionou a
diminuicdo do efeito tdéxico do acido difractaico, sendo esta uma das propriedades atribuidas
aos complexos de inclusdo (Del Valle, 2004; Devarakonda et al., 2005). Este resultado
condiz com o descrito por Cavalli e colaboradores (2009), que investigaram a citotoxidade
do aciclovir conjugado a beta-ciclodextrina e encapsulado em nanoparticulas. Tanto o
aciclovir complexado quanto o encapsulado ndo exibiram efeitos citotdxicos significativos
sobre as células Vero, como evidenciado pelo método de MTT.

As formulagbes de microesferas contendo o &cido difractaico (Micro-AD) e complexo
de inclusdo AD:HPBCD (Micro-AD:HPBCD) nao apresentaram efeito citotéxico quando
comparadas ao acido difractaico. Nas concentragbes de 6,5 ug/mL, 13 pg/mL, 26 pg/mL e
52 pg/mL, a viabilidade celular obtida para as Micro-AD foi de 101,49 + 1,39%, 97,65 +
2,77%, 90,75 = 1,19% e 78,53 + 8,66%, respectivamente, enquanto que para as Micro-
AD:HPBCD, os valores foram de 102,57 + 0,2%, 99,50 * 2,29%, 93,37 + 6,51% e 85,07
0,19%. Os dados apresentados demonstraram que a encapsulacao do AD e do AD:HPBCD
em microesferas de PCL diminuiu a agdo citotoxica do acido difractaico, e que o PCL néo
mostrou-se téxico, sendo adequado para o uso em sistemas de liberagcdo controlada de
farmacos (Sinha et al., 2004). Os valores de viabilidade celular acima de 100%
apresentados para a dose de 6,5 pg/mL podem ser explicados devido ao fato de que, por
nao serem citotdéxicas nesta dose, as Micro-AD e as Micro-AD:HPBCD permitiram o
crescimento das células Vero durante o periodo de realizacdo dos testes (Bencini et al.,
2008).

Estes ensaios evidenciaram, portanto, que além da complexacao, o uso de sistemas
de liberagdo controlada como microesferas foi capaz de reduzir a citotoxidade do acido
difractéico frente a células Vero.
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3.6 Conclusoes

No presente estudo, verificou-se que a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina foi capaz de
aumentar em mais de 35 vezes a solubilidade do &cido difractaico. Foram obtidos
complexos de inclusdo acido difractaico:2:hidroxipropil-B-ciclodextrina através da técnica de
liofilizagdo, o que pode ser sugerido através dos resultados das andlises de IV, RMN 'H e
difragdo de raios-X. As microesferas de PCL contendo acido difractaico ou complexo de
inclusdo AD:HPBCD, preparadas através da técnica de emulsdo mdultipla A/O/A seguida de
evaporacao de solvente, apresentaram escala micrométrica e carga de superficie negativa.
O AD foi encapsulado com sucesso nas microesferas de PCL, com a maior eficiéncia de
encapsulagéo na razao farmaco:polimero 1:11. Através do estudo de cinética de liberagdo in
vitro, verificou-se que o encapsulamento do AD:HPBCD nas microesferas resultou em uma
modulagéo da cinética de liberagdo do AD. Desta forma, microesferas contendo AD:HPBCD
apresentaram um perfil de liberacdo mais prolongada de &cido difractaico quando
comparadas as microesferas de AD. Microesferas contendo AD ou complexo de incluséo
AD:HPBCD reduziram a citotoxidade do composto frente a células Vero, comprovando que a
encapsulagcdo de compostos liquénicos lipofilicos complexados a ciclodextrinas em
microesferas torna-se, portanto, uma excelente alternativa para superar as limitacoes
relacionadas a solubilidade do acido e promover uma diminuicdo de seus efeitos

indesejaveis, garantindo maior seguranca e eficacia terapéutica.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Em sintese, primeiramente foi desenvolvido neste estudo um método de
espectrofometria UV exato, preciso e reprodutivel para a quantificacao do acido difractaico
em matéria-prima e em microesferas de PCL, onde os parametros de validagdo foram
determinados segundo diretrizes internacionais de padronizagao.

Através do estudo de solubilidade de fases do acido difractdico em HPBCD, foi
verificado que o AD apresentou uma curva de solubilidade do tipo A, com constante de
estabilidade de Ki.; = 821 M. A presenca de 50 mM de HPBCD aumentou em cerca de 35
vezes a solubilidade do acido difractaico em relagdo a sua solubilidade em agua,
demonstrando que houve uma relacao linear entre as concentragdes do &cido difractéico e
da ciclodextrina. Foram obtidos complexos de inclusdo acido difractaico:2-hidroxipropil-§-
ciclodextrina pelo método de liofilizacdo. Nas analises de caracterizacao fisico-quimica dos
complexos puderam ser observadas variagdes nos espectros de infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de prétons e difragdo de raios-X quando comparados aos espectros do
acido difractaico e da HPBCD em separado, sugerindo que houve interagdo entre os
compostos.

Foram obtidas microesferas de PCL através da técnica de emulsdo multipla A/O/A
com evaporacao do solvente, as quais se apresentaram em escala micrométrica, com carga
de superficie negativa.

Na cinética de liberacao in vitro a encapsulacao do complexo de inclusdao AD:HPBCD
modificou o perfil de liberagao de &cido difractéico a partir das microesferas, com o aumento
do percentual do farmaco liberado e um controle mais efetivo da velocidade de liberagao.
Desta forma, microesferas contendo AD:HPBCD apresentaram um perfil de liberagcdo mais
prolongado de acido difractaico quando comparadas as microesferas contendo somente AD,
tendo influenciado a liberagao inicial, o estagio de liberacdo controlada e o total de farmaco
liberado. Esse resultado pode estar relacionado a natureza mais hidrofilica do complexo,
que facilita a interagdo da matriz polimérica com 0 meio aquoso.

Na avaliagdo da citotoxidade, verificou-se que as microesferas contendo acido
difractaico e o complexo de inclusdo AD:HPBCD reduziram a citotoxidade do composto
frente a células Vero, comprovando portanto que a complexacdo do acido difractaico a

ciclodextrina e sua incorporacdo em sistemas de liberagdo controlada, como microesferas,
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sdo uma excelente alternativa para superar as limitagdes relacionadas a solubilidade deste
composto, melhorando sua estabilidade e promovendo a diminuigao de seus efeitos tdxicos,

garantindo assim maior seguranca e eficacia terapéutica.
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Title Page
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affiliations of all authors involved in the preparation of the manuscript. One author should be
clearly designated as the corresponding author and full contact information, including phone
number and email address, provided for this person. Three to six key terms that are not in
the title should also be included on the title page. The keywords will assist indexers in cross
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Abstract

All original articles and reviews should start with an abstract of 150 or fewer words,
summarising the central core of knowledge that is the focus of the paper. The recommended
format is as a structured abstract, with the following headings for an original article: context,
objective, materials and methods, results, discussion and conclusion. For a review article, it
should be structured as follows: context, objective, methods (including data sources, study
selection and data extraction), results and conclusion. It should be written in an informative
style permitting its use, without revision, by abstracting services, give essential details of
research findings without further reference to the text, and avoid generalisations and

nonessential information.

Main Text
Original articles

The body of the article should include the following sections: introduction; methods; results;
discussion; conclusions.
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Methods: This section should include only information that was available at the time the plan
or protocol for the study was being written. You should describe your selection of the
observational or experimental participants, identify the methods, apparatus and procedures
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with enough detail to enable a knowledgeable reader with access to the original data to verify
the reported results. Journal of Microencapsulation requires that studies involving humans,
both volunteers and patients, or animals be approved by an institutional review board, in
accordance with approved published guidelines, prior to actually performing the research and
publishing the data. Details including clinical trial registration number must be provided in the
methods section if research includes studies conducted on human volunteers.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations.
Discussion: This should include implications of the findings and their limitations, with
reference to all other relevant studies and the possibilities these suggest for future research.
Conclusions:  This must summarise the main paper. Ensure that extrapolations are
reasonable and that conclusions are justified by the data presented, and indicate if the study

design can be generalised to a broader study population.

Reviews

The body of a review article should be a comprehensive, scholarly evidence-based review of
the literature, accompanied by critical analysis and leading to reasonable conclusions.
Wherever appropriate that details of the literature search methodology should be provided,
i.e. the databases searched (normally Medline and at least one or two other databases), the
search terms and inclusive dates, and any selectivity criteria imposed. Wherever possible,

use primary resources, avoiding “Data on File”, “Poster” or other unpublished references.
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acknowledged here. Declarations of interest, however, refer to statements of financial
support and/or statements of potential conflict of interest. Within this section also belongs
disclosure of scientific writing assistance (use of an agency or agency/ freelance writer),
grant support and numbers, and statements of employment, if applicable. For a more

detailed list of points to include, please see “Declaration of Interest section” below.
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authors have no declarations of interest to report, this must be explicitly stated. The
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Periodical abbreviations should follow the style given by Index Medicus.

Tables

Tables should be used only when they can present information more efficiently than running
text. Care should be taken to avoid any arrangement that unduly increases the depth of a
table, and the column heads should be made as brief as possible, using abbreviations
liberally. Lines of data should not be numbered nor run numbers given unless those numbers
are needed for reference in the text. Columns should not contain only one or two entries, nor
should the same entry be repeated numerous times consecutively. Tables should be
grouped at the end of the manuscript on separate pages.

lllustrations

lllustrations (line drawings, halftones, photos, photomicrographs, etc.) should be submitted
as digital files for highest quality reproduction and should follow these guidelines:

+ 300 dpi or higher

* Sized to fit on journal page

* EPS, JPG, TIFF, or PSD format only

» Submitted as separate files, not embedded in the text

* Legends or captions for figures should be listed on a separate page, double spaced

For information on submitting animations, movie files and sound files or any additional
information including indexes and calendars please click here. For information on colour

figures and charges please click here.

Notes on Style

General Style

Authors are asked to take into account the diverse audience of the journal. Please avoid the
use of terms that might be meaningful only to a local or national audience, or provide a clear
explanation where this is unavoidable. However, papers that reflect the particularities of a
social and cultural system are acceptable. Some specific points on style follow:

1. Authors should write in clear, concise UK English. Language and grammar should be
consistent with Fowler's English Usage; spelling and meaning of words should conform to

Webster's Dictionary. If English is not your native language please ensure the manuscript



SILVA, C.V.N.S. Desenvolvimento de microesferas contendo complexos de inclusdo dcido difractéico:... XXXi

has been reviewed by a native speaker. Please note: extensive rewriting of the text will not
be undertaken by the editorial staff.

2. Latin terminology, including microbiological and species nomenclature, should be
italicised.

3. Use standard convention for human and animal genes and proteins: italics for genes and
regular font for proteins, and upper case for human products and lower case for animal
products.

4. “US” is preferred to “American”, “USA” to “United States”, and “UK” to “United Kingdom”.

5. Double quotation marks rather than single are used unless the “quotation is ‘within’
another”.

6. Punctuation of common abbreviations should adhere to the following conventions: “e.g.”;
“i.e.”; “cf.”. Note that such abbreviations should not generally be followed by a comma or a
(double) point/period.

7. Upper case characters in headings and references should be used sparingly, e.g. only the
first word of paper titles, subheadings and any proper nouns begin upper case; similarly for
the titles of papers from journals in the references and elsewhere.

8. Apostrophes should be used sparingly. Thus, decades should be referred to as follows:
“The 1980s [not the 1980’s] saw ...”. Possessives associated with acronyms (e.g. APU),
should be written as follows: “The APU’s findings that ...” but note that the plural is “APUs”.
9. All acronyms for national agencies, examinations, etc., should be spelled out the first time
they are introduced in text or references. Thereafter the acronym can be used if appropriate,

e.g. “The work of the Assessment of Performance Unit (APU) in the early 1980s ...” and

subsequently, “The APU studies of achievement ...”, in a reference “(Department of
Education and Science [DES] 1989a)”. 10. Brief biographical details of significant national
figures should be outlined in the text unless it is quite clear that the person concerned would
be known internationally. Some suggested editorial comments in a typical text are indicated
in the following with square brackets: “From the time of H. E. Armstrong [in the 19th century]
to the curriculum development work associated with the Nuffield Foundation [in the 1960s],
there has been a shift from constructivism to heurism in the design of [British] science
courses”.

11. The preferred local (national) usage for ethnic and other minorities should be used in all

papers. For the USA, “African-American”, “Hispanic” and “Native American” are used, e.g.
“The African-American presidential candidate, Jesse Jackson ...”; for the UK, “Afro-

Caribbean” (not “West Indian”), etc.
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12. Material to be emphasised by italicisation in the printed version should be italicised in the
typescript rather than underlined. Please use such emphasis sparingly.

13. Numbers in text should take the following forms: 300, 3000, 30 000 (not 30,000). Spell
out numbers under 10 unless used with a unit of measure, e.g. nine pupils but 9 mm (do not
use full stops (periods) within units). For decimals, use the form 0.05 (not .05, x 05 or Ox 05).
“%” (not “per cent”) should be used in typescripts.

14. Appendices should appear before the references section and after any
acknowledgements section. The style of the title is shown by the following example:
“Appendix C: The random network generator”.

Figures and tables within appendices should continue the sequence of numbering from the
main body of the text. Sections within appendices should be numbered, for example, C.1,
C.2. Equations in appendices should be numbered, for example, (C 1), (C 2). If there is only

one appendix, it is referred to as “the appendix” and not called “Appendix A”.

Abbreviations and nomenclature

For abbreviations and nomenclature, authors should consult the latest edition of the CSE
Style Manual available from the Council of Science Editors, 60 Revue Drive, Suite 500
Northbrook, IL, 60062, USA. Mathematics

Please click here for more information on the presentation of mathematical text.

Footnotes

Footnotes are not to be used except for designation of the corresponding author of the paper
or current address information for an author (if different from that shown in the affiliation).
Information concerning grant support of research should appear in a separate Declaration of
interest section at the end of the paper. Acknowledgements of the assistance of colleagues
or similar notes of appreciation belong in a separate Acknowledgements section. Footnotes
to tables should be typed directly below the table and are indicated by the following symbols:
* (asterisk or star), T (dagger), ¥ (double dagger), | (paragraph mark), § (section mark), ||
(parallels), # (number sign). Reinitialise symbol sequence within tables.

Editorial Policies

Authorship

According to the International Committee on Medical Journal Ethics (ICMJE), an author is
defined as one who has made substantial contributions to the conception and development
of a manuscript. Informa Pharmaceutical Science adheres to the ICMJE guidelines
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(http://www.icmje.org/#author), which state that “authorship credit should be based on all of
the following: 1) substantial contributions to conception and design, acquisition of data, or
analysis and interpretation of data; 2) drafting the article or advising it critically for important
intellectual content; and 3) final approval of the version to be published”. All other
.contributors should be listed as acknowledgements. All submissions are expected to comply
with the above definition. Changes to the authorship list after submission will result in a query
from the publisher requesting written explanation.

Submission

Journal of Microencapsulation considers all manuscripts on the strict condition that they have
been submitted only to Journal of Microencapsulation, that they have not been published
already, nor are they under consideration for publication or in press elsewhere. Informa
Pharmaceutical Science adheres to the Code of Conduct and Best Practice Guidelines set
forth by the Committee on Publication Ethics (COPE). As per these guidelines, failure to
adhere to the above conditions will result in the editor and Informa publishing an appropriate
correction, a statement of retraction, or enacting a withdrawal of the article. In extreme
cases, offending authors may be banned from submitting to Informa Pharmaceutical Science

journals in the future, or reported to their institution’s ethics committee.

Peer Review
All manuscripts will be subjected to confidential peer review by experts in the field and, on
the basis of reviewers’ feedback, papers will be accepted unconditionally, accepted subject

to revision or rejected.

Ethics and Consent

* Do not use patients' names, initials, or hospital numbers, especially in illustrative material.
Identifying information should not be published in written descriptions, photographs, and
pedigrees unless the information is essential for scientific purposes and the patient (or parent
or guardian) gives written informed consent for publication. Informed consent for this purpose
requires that the patient be shown the manuscript to be published.

» Papers including animal experiments or clinical trials must be conducted with approval by
the local animal care or human subject committees, respectively (see below).

« To comply with FDAAA legislation, Informa Pharmaceutical Science requires trial

registration as a condition of publication for all studies involving clinical trials. Trial
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registration numbers should be included in the abstract, with full details provided in the
methods section.

+ All manuscripts, except reviews, must include a statement in the Introduction or Methods
section that the study was approved by an Investigational Review Board (Human Studies
Committee or Ethics Committee or Animal Care and Use Committee), if applicable. Authors
who do not have formal ethics review committees should include a statement that their study
followed principles in the Declaration of Helsinki (http://www.wma.net/e/policy/b3.htm).

* When a product has not yet been approved by an appropriate regulatory body for the use
described in the manuscript, the author must specify that the product is not approved for the
use under discussion or that the product is still under investigation. Further information on

Ethics and Consent can be found by clicking here.

Copyright and Permissions

It is a condition of publication that authors assign copyright or license the publication rights in
their articles, including abstracts, to Informa UK Ltd. This enables us to ensure full copyright
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing
for Biomedical Publication. Available at: http://www.icmje.org/ protection and to disseminate
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copyright agreement form can be downloaded by corresponding authors of accepted
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material from other sources. Further information on Permissions can be found by clicking

here.
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there are no declarations, authors should explicitly state that there are none. This must be
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declaration of interest statement (either stating the disclosures or reporting that there are
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article. If any potential conflicts of interest are found to have been withheld following
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and Open Access Policies In consideration of the National Institutes of Health (NIH) and
Wellcome Public and Open Access Policies, Informa Pharmaceutical Science acknowledges
that the broad and open dissemination of NIH/Wellcome-funded research results may benefit
future scientific and medical research. Because we value the current and future contributions
our journals make to the scientific body of knowledge, we have made certain that our policies
accommodate those authors who wish to submit to PubMed Central. As part of our author
services program, Informa Pharmaceutical Science will deposit to PubMed Central (PMC)
and UK PubMed Central (UKPMC) author manuscripts reporting NIH or Wellcome Trust
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Wellcome-funded authors must submit to UKPMC, or have submitted on their behalf, at the

point of acceptance, their peer-reviewed author manuscripts, to appear on UKPMC no later
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public access server).
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