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ARRAIS, M.A.S. Caracterizagao fisico-quimica do complexo de inclusao
dapsona:BCD e dapsona:SBEBCD para incremento de solubilidade em forma
farmacéutica. Teresina — Pl: UFPI, 2012. (Dissertagdo — Mestrado em Ciéncia<
Farmacéuticas).

RESUMO

O presente trabalho tem por objetivo a caracterizagdo do complexo de incluséo
formado entre a B-ciclodextrina (BCD) e o farmaco dapsona (DAP), bem como entre
tal farmaco e a sulfobutiléter-B-ciclodextrina (SBEBCD). A dapsona é uma sulfona
pertencente a classe Il do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, sendo a
principal droga para o tratamento da hanseniase, mas que, devido a sua baixa
solubilidade, pode causar muitos efeitos adversos, levando a dificuldades na
terapéutica. As ciclodextrinas s&o bons solubilizantes para varios farmacos, sendo
por isso, incorporadas em formulacbes farmacéuticas. Os complexos foram
preparados por evaporagéo e foram caracterizados por analises termogravimétricas
(TG), analise térmica diferencial (DTA), espectroscopia no infra-vermelho (1V),
difracdo de Raios-X (DRX) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN 1H). A ocorréncia de inclusdo nos estudos em solugao foi evidenciada através
do aumento da solubilidade da DAP em presenca da BCD e da SBEBCD, descritos
pelo diagrama de solubilidade de fases, com um perfil do tipo A, obtendo-se um
valor de 3748 M e 3777 M para a constante de associagdo do complexo com BCD
e SBERBCD, respectivamente. A estequiometria de 1:1 para os complexos foi
sugerida tanto a partir do diagrama de solubilidades quanto pelo método das
variagdes continuas. Evidéncias adicionais de inclusao foram obtidas por TG, DRX e
IV. Por RMN, foi possivel determinar a topologia (ROESY), a estequiometria (“Job
plot”) e a constante de associagado (DOSY) dos complexos. Um estudo de simulagao
computacional foi realizado para visualizar a inser¢cdo do farmaco nas ciclodextrinas.
Por esse estudo fica evidenciado que o farmaco dapsona tem sua solubilidade
melhorada quando em complexo com ciclodextrinas, o que leva a perspectivas
promissoras do desenvolvimento de uma formulagéo liquida do farmaco.

Palavras-Chave: ciclodextrinas, BCD, SBEBCD, dapsona, complexo de inclusao



ARRAIS, M.A.S. Physico-chemical characterization of inclusion complex
dapsone-BCD and dapsone-SBEBCD to increase solubility in pharmaceutical
form. Teresina — PIl: UFPI, 2012. (Dissertagdo — Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas).

ABSTRACT

This study aimsto characterize theinclusion  complex formed between [3-
cyclodextrin and the drug dapsone, and between this drug and sulfobutileter-3-
cyclodextrin. Dapsone is a sulfone belongingto class Il  of Biopharmaceutics
Classification System. The cyclodextrins are good solubilizers for many drugs, so it is
incorporated in  pharmaceutical formulations. The complexes were prepared by
evaporation and were characterized by TG, DTA, IR, XRD and1H NMR
spectroscopy. The occurrence of inclusion in the studies in solution was evidenced
by the increased solubility of DAP in the presence of BCD and SEBCD, described by
the solubility phase diagram, with a AL profile. A value of 3748 M-1 and 3777 M-1 for
the association constant of the complex with BCD and SBERCD, respectively. The
stoichiometry of 1:1 for both complexes was suggested from the solubility diagram
and the method of continuous variations. Additional evidence of inclusion were
offered by thermogravimetric analysis, , X-Ray Diffraction and Infrared spectroscopy.
For nuclear magnetic resonance spectroscopy, it was possible to determine the
topology (Roesy), the stoichiometry ("Job plot") and the association constant (DOSY)
of the complexes. A computer simulation study was conducted to see the inclusion of
the drug in cyclodextrins. For this study it is evident thatthe drug dapsone has
improved its solubility when complexed with cyclodextrins, which leads to promising
prospects of developing a liquid formulation of the drug.

Keywords: cyclodextrin, dapsone, 3-CD, SBEB-CD, inclusion complex.
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1.0 Introducgao

A hanseniase, também conhecida como lepra, € uma doenga infecciosa
crOnica, causada pela bactéria Mycobacterium leprae. Ela provoca danos severos
nos individuos, afetando primariamente a pele e o sistema nervoso periférico. A
hanseniase € considerada endémica no Brasil, atingindo patamares muito altos nas
regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste. Por ser uma doenga negligenciada, tem
cabido aos centros de pesquisa publicos, tais como as universidades federais e
estaduais, o desenvolvimento de novas formas de tratamento para a hanseniase
(BRASIL, 2010).

O tratamento especifico da hanseniase, indicado pelo Ministério da
Saude, é a poliquimioterapia padronizada segundo recomendagdes da Organizagao
Mundial de Saude (BRASIL, 2002, 2009; DEPS et al., 2007). Este tratamento
consiste na associacdo de trés farmacos: dapsona, rifampicina e clofazimina. A
dapsona (DAP) é uma substancia da classe das sulfonamidas que apresenta agao
bacteriostatica contra o Mycobacterium leprae, devido a sua alta lipofilicidade e a
sua baixa dissociagado idnica em pH fisiologico (PANICKER, 2006; SCIOR et al.,
1997). Essa caracteristica, somada ao baixo custo e auséncia de toxicidade, torna a
dapsona o farmaco de primeira escolha no tratamento e profilaxia da hanseniase
(MARTINDALE, 2007).

A dapsona (4,4’-diaminodifenilssulfona) apresenta-se na forma sodlida,
como um po branco, ou levemente amarelado, sem odor -caracteristico,
fotossensivel, muito pouco soluvel em agua, mas bastante soluvel em etanol. A
massa molar da dapsona (Cq2H12N20,S) é 248,31 g/mol e sua formula estrutural

esta apresentada na Figura 1.

Figura 1. Férmula estrutural da dapsona.

Quando a dapsona é administrada via oral, ela € absorvida no trato

gastrointestinal. Para um farmaco ter uma 6&tima absor¢do no organismo, é




18

necessario ter uma o6tima solubilidade em agua, mas ao mesmo tempo deve ter um
carater lipofilico para que seja capaz de permear as membranas do organismo. A
dissolucdo do farmaco é fundamental para a absor¢cdo e consequente resposta
farmacéutica da maioria dos farmacos de administragao oral apresentados na forma
sélida. A baixa solubilidade da dapsona em agua conduz a uma biodisponibilidade
prejudicada, sendo necessaria uma elevada quantidade de farmaco para obtengao
do efeito terapéutico adequado. Lindenberg e colaboradores (2004) classificaram a
dapsona como farmaco pertencente a Classe Il do Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica (SCB), ou seja, possui baixa solubilidade e alta permeabilidade,
enquanto Cao e colaboradores (2006) sugerem Classe |V, atribuida a baixa

solubilidade e baixa permeabilidade.

As ciclodextrinas (CD) tém apresentado um papel importante no
desenvolvimento de farmacos pouco sollveis em agua, por aumentar a solubilidade
dos mesmos, devido a sua propriedade de formar complexos de inclusdo, atuando
como carreadores hidrofilicos de farmacos. A aplicagdo farmacéutica mais
importante das ciclodextrinas € o aumento da solubilidade, estabilidade seguranga e
biodisponibilidade de farmacos. As ciclodextrinas naturais sao oligossacarideos
ciclicos contendo seis (aCD), sete (BCD) ou oito (yCD) unidades de a-D-
glicopiranose, formando um anel cuja superficie externa € hidrofilica e o interior
constitui uma cavidade central hidrofébica capaz de acomodar uma variedade de
farmacos e outras substancias lipofilicas. As ciclodextrinas naturais sao obtidas a
partir da reagao de transglicolagdo intramolecular da degradagdo do amido, por
intermédio da enzima ciclodextrina glucanotransferase (BREWSTER; LOFTSSON,
2007; RASHEED et al., 2008).

Diversos estudos tém sido realizados para caracterizar complexos de inclusido
entre farmacos e ciclodextrinas. A beta-ciclodextrina (BCD) € a mais utilizada devido
ao seu custo ser baixo e ao tamanho de sua cavidade ser apropriado para acomodar
uma grande variedade de farmacos. As técnicas experimentais mais utilizadas tém
sido as técnicas de analise térmica, como a calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) e a termogravimetria (TGA), a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e as espectroscopias no ultravioleta-visivel e no infravermelho
(GRILLO et al, 2007; RAJABI et al., 2007; CALDERINI; PESSINE, 2008;
PESCITELLI et al., 2010; TSAI et al., 2010). Além disso, estudos tedricos, atraves de
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simulacbes computacionais baseados em métodos da Quimica Quéantica, tém sido
bastante utilizados como uma poderosa ferramenta de predicdo das energias de
ligacao e estruturas de equilibrio para os complexos e inclusdo. Em geral, os
estudos tedricos tém sido realizados em associagdo com técnicas experimentais,
notadamente com a espectroscopia de RMN (JULLIAN et al., 2007; SOUSA et al.,
2008; COSCARELLO et al., 2009; MADI et al., 2009; HOLT, 2010;).

Este trabalho apresentou estudos sobre a obtencédo e caracterizacao
fisico-quimica de complexos de inclusdo dapsona:B-ciclodextrina e
dapsona:Sulfobutiléter-B-ciclodextrina por difragdo de raio-X, infravermelho, analise
térmica, espectroscopias de RMN, bem como o estudo tedrico por simulacbes

computacionais baseadas na Quimica Quantica.
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivo obter e caracterizar o complexo de inclusao

dapsona:BCD e dapsona:SBEBCD, visando melhoria na solubilidade do farmaco.

2.2 Objetivos especificos

Preparar os complexos de inclusao dapsona:BCD e dapsona:SBERCD;

e Avaliar o aumento de solubilidade obtido;

e Caracterizar os complexos por TG, IV e DRX;

o Estabelecer a topologia, estequiometria e constante de associagdo por RMN;

¢ Realizar a simulagdo computacional da complexacéao.
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3.0 Revisao da literatura

Hanseniase: Revisao bibliografica
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3.1. HANSENIASE

3.1.1 ETIOLOGIA E TRANSMISSAO

Doencas tropicais negligenciadas representam as mais comuns para as 2,7
bilhdes de pessoas que vivem com menos de US$ 2 por dia. O estigma social, o
preconceito, a marginalizacao, a extrema pobreza de populagdes afetadas e a baixa
mortalidade s&o varios fatores que contribuem para o abandono dessas doencas.
Estas doengas impedem o desenvolvimento econdmico, causam complicagbes
cronicas, e prejudicam o desenvolvimento infantil em paises pobres, onde sdo mais
prevalentes. Além disso, sua prevaléncia nas localizagbes geograficas fora do
mundo desenvolvido e sua quota de mercado insignificante para as industrias
farmacéuticas reduz ainda mais o destaque destas doencgas perante a saude publica
global (LIESE; ROSENBERG; SCHRATZ, 2010).

A hanseniase € uma doencga infecto-contagiosa cronica que apresenta alta
infectividade, mas baixa patogenicidade e seu poder imunogénico é responsavel
pelo alto potencial incapacitante da doenga. O agente etiolégico da doenga é o
Mycobacterium leprae (bacilo de Hansen), descrito em 1873 pelo noruegués
Gerhard Amauer Hansen, tornando-a a primeira doenga de uma origem bacteriana.
Este microorganismo tem tropismo por macroéfagos e células de Schwann, e
propriedade unica de invaséo do sistema nervoso periférico e da pele (JUNQUEIRA,
CAIXETA, 2008).

O homem é considerado a unica fonte de infecgdo da hanseniase. O contagio
da-se principalmente através de uma pessoa doente, portadora do bacilo de
Hansen, ndo tratada, que o elimina para o meio exterior, contagiando pessoas
susceptiveis. A principal via de eliminagdo do bacilo, pelo individuo doente de
hanseniase, € a mais provavel porta de entrada no organismo passivel de ser
infectado sdo as vias aéreas superiores. No entanto, para que a transmissdo do
bacilo ocorra, é necessario um contato direto com a pessoa doente ndo tratada
(ARAUJO, 2003).

A maioria das pessoas infectadas com este microorganismo nao desenvolve a
doenca clinica, embora nao haja ferramentas para diagnosticar a infecgao subclinica

e como o periodo de incubacdo da hanseniase € longo, de 2-12 anos, as pessoas
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portadoras se mantém infectadas com um potencial de transmissdo e aumento a
chances de desenvolver incapacidade. A hanseniase é a principal causa infecciosa
de incapacidade e, embora sua prevaléncia tenha caido substancialmente nos
ultimos 50 anos, a transmissdo continua (SUZUKI et al.,, 2011, RODRIGUES;
LOCKWOOK, 2011).

3.1.2.  MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO

Considerada doenca polimorfa, a suscetibilidade de infeccdo e as
manifestagdes clinicas dependem da relagdo microorganismo-hospedeiro, como a
carga bacilar, fatores genéticos e ambientais, estado nutricional, imunidade do
individuo e vacinacgéo contra o Bacillus Calmette Guérin (BCG). Além das condigbes
que influenciam o risco de adquirir a doencga, também vale ressaltar o nivel da
endemia e as condigcdes socioecondmicas desfavoraveis, como as condicoes
precarias de vida e saude bem como o elevado numero de pessoas convivendo em
um mesmo ambiente (OPROMOLLA et al., 2011).

A hanseniase caracteriza-se por manifestagdes neurolégicas e
dermatoldgicas que acarretam, em geral apdés longa evolugédo, alteragdes de
sensibilidade, lesdes cutaneas diversas e deformidades além de mutilagdes. Antes,
durante ou apds o tratamento da doenca podem ocorrer episddios inflamatorios
agudos ou subagudos, cutaneos e/ou extra-cutdneos, chamados estados ou
episodios reacionais, responsaveis em grande parte por morbidade, dano neural,
incapacidades e manutencgéo do estigma (JUNQUEIRA, CAIXETA, 2008).

As principais formas clinicas da doenga sdo: indeterminada, tuberculoide,
virchowiana e dimorfa. Em 1966, Ridley e Jopling introduziram um sistema de
classificagdo da doenga baseado em achados da histopatologia e no grau de
imunidade celular ao microorganismo, que limita a doenga a poucas e bem definidas
lesbes ou troncos nervosos (tuberculéide). Outra forma, virchowiana, caracteriza-se
pela auséncia de imunidade celular especifica, proliferacdo descontrolada de
bacilos, muitas lesdes e infiltragcado na pele e nervos. Muitos pacientes apresentam a
forma intermediaria (dimorfa), variando desde a imunidade eficaz e baixa carga
bacilar at¢é o aumento da carga bacilar e alto titulo de anticorpos. A forma
indeterminada engloba os casos que nao se enquadram em nenhum dos grupos
(WHO, 2000).
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A doenca manifesta-se primeiro na descoloracdo da pele e, em seguida,
erupgdes cutédneas e nddulos. Dependendo da carga bacilar, classifica-se a doenga
em paucibacilar ou multibacilar. A hanseniase paucibacilar € uma doenga menos
grave, caracterizada por poucas (até cinco) lesdes de pele hipocrémicas (palidas ou
avermelhadas), com perda de sensibilidade. A hanseniase multibacilar esta
associada a multiplas (mais de cinco) lesdes de pele, nddulos, placas,
espessamento da derme ou infiltragao cutanea e, em alguns casos, envolvimento da
mucosa nasal, causando congestdo nasal e epistaxe (WHO, 2000).

Os quatro grandes critérios que definem a classificagcdo da doenga s&o o
clinico, bacteriolégico, imunoldgico e histologico. O diagndstico da hanseniase é
feito baseado nos sintomas cardinais, tais como manchas hipocrémicas ou
avermelhadas com perda de sensibilidade, nervos periféricos espessados e
demonstracao do M. leprae no esfregago de linfa ou cortes histolégicos de tecidos.
As amostras de esfregago e biopsia sdo submetido a coloragdo acido-resistente,
além de diagnéstico histopatoldgico convencional, a fim de demonstrar a presenca
do bacilo, no entanto, estes sao dificiimente detectados em casos paucibacilares. A
presencga de inflamagdo neural € uma caracteristica histolégica da hanseniase, que
pode diferencia-la de outras doengas granulomatosas (SUZUKI et al., 2011).

3.1.3. TRATAMENTO

O tratamento da hanseniase compreende: quimioterapia especifica,
supressao dos surtos reacionais, preveng¢ao de incapacidades fisicas, reabilitagcao
fisica e psicossocial (ARAUJO, 2003). A introducdo da monoterapia com a Dapsona
(difenil sulfona) foi eficaz e iniciou-se na década de 1940. A administragdo ao longo
da vida era necessaria, até que na década de 1960 foi relatada resisténcia
generalizada. Em 1981, a OMS recomendou que todos os pacientes deveriam
receber poliquimioterapia, a qual compreendia rifampicina e dapsona ou rifampicina,
dapsona e clofazimina para pacientes com formas multibacilares da doenca. Em
1995, o tratamento multidrogas passou a ser fornecido gratuitamente a todos os
pacientes de hanseniase em todo o mundo (LOCKWOOD; SUNEETHA, 2005).

O tratamento especifico da pessoa com hanseniase, indicado pelo Ministério
da Saude, é a poliquimioterapia padronizada pela Organizacédo Mundial de Saude,

conhecida como PQT, devendo ser realizado nas unidades de saude. A PQT mata o
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bacilo tornando-o inviavel, evita a evolugado da doenga, prevenindo as incapacidades
e deformidades causadas por ela, levando a cura. O bacilo morto é incapaz de
infectar outras pessoas, rompendo a cadeia epidemiolégica da doenca. Assim
sendo, logo no inicio do tratamento, a transmissdo da doencga € interrompida, e,
sendo realizado de forma completa e correta, garante a cura da doenga. A
poliquimioterapia €& constituida pelo conjunto dos seguintes medicamentos:
rifampicina, dapsona e clofazimina, com administragao associada. Essa associacao
evita a resisténcia medicamentosa do bacilo que ocorre com freqiéncia quando se
utiliza apenas um medicamento, impossibilitando a cura da doenca. E administrada
através de esquema-padrao, de acordo com a classificagao operacional do doente
em Pauci ou Multibacilar (Figura 01). Casos Paucibacilares sdo tratados com 06
blisteres de paucibacilar, sendo o tratamento de adulto composto por dose
supervisionada com 600 mg de rifampicina e 100 mg de dapsona, a cada 28 dias,
num total de 06 doses num periodo maximo de 9 meses e a dose auto-administrada
de 100 mg de dapsona, diarias, num total de 27 comprimidos; o tratamento infantil
possui dose supervisionada com 300 a 450 mg de rifampicina, 50 mg de dapsona, a
cada 28 dias num total de 06 doses, num periodo maximo de 9 meses e dose auto-
administrada com 50 mg de dapsona, diarias, num total de 27 comprimidos; casos
multibacilares adultos s&o tratados com uma dose mensal supervisionada de 600 mg
de rifampicina, uma dose mensal supervisionada de 300 mg e uma diaria auto-
administrada de clofazimina e uma dose mensal supervisionada e uma diaria auto-

administrada de 100 mg de dapsona, por um periodo de 12 meses (BRASIL, 2002).
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Figura 01. Blister com medicagdao para o tratamento da Hanseniase

(a)Paucibacilar (b) Multibacilar

A informagcdo sobre a classificagdo do doente é fundamental para se
selecionar o esquema de tratamento adequado ao seu caso. Para criangas com
hanseniase, a dose dos medicamentos do esquema-padréo € ajustada, de acordo
com a sua idade. Ja no caso de pessoas com intolerancia a um dos medicamentos
do esquema-padrao, sao indicados esquemas alternativos. A alta por cura é dada
apods a administracido do numero de doses preconizadas pelo esquema terapéutico.

A duragdo recomendada de terapia é de 6 meses para pacientes com
paucibacilar da doenca e 12 meses para aqueles com formas multibacilares, e estes
regimes efetivamente erradicam M. leprae na maioria dos pacientes. A rifampicina é
um agente bactericida eficaz contra o bacilo. A dapsona é bacteriostatico ou
fracamente bactericida contra o M. leprae e foi o principal tratamento para
hanseniase por muitos anos, até o surgimento generalizado de cepas resistentes.
Clofazimina liga-se preferencialmente ao DNA das micobactérias e exerce um efeito
bactericida lento, inibindo o crescimento das cepas (SUZUKI et al., 2011).

A adesao dos pacientes ao tratamento é problematica em doencas como a
hanseniase, porque exigem longos periodos de tratamento. Administrar doses
mensais supervisionadas oferece uma oportunidade para observar diretamente o

tratamento, bem como educar o paciente sobre a necessidade de tomar as doses
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regularmente e concluir o tratamento. Como nenhum novo antibidtico esta em
desenvolvimento para o tratamento da hanseniase, regimes de tratamento
alternativos sédo necessarios. Aumento da capacidade de selecdao da droga, a
quimioterapia experimental e ensaios clinicos também s&o necessarios para
recuperar o conhecimento perdido com o sucesso da poliquimioterapia
(LOCKWOOD; SUNEETHA, 2005; RODRIGUES; LOCKWOOQOD, 2011).

3.2. DAPSONA

As sulfonas foram usadas desde a década de 1940 no tratamento da
hanseniase, mas o unico representante da classe amplamente utilizado até hoje é a
dapsona, um componente importante dos esquemas multidrogas. Seu mecanismo
de acdo envolve a inibigdo do metabolismo do folato. A semelhanca das
sulfonamidas e dapsona também é utilizada para a profilaxia da malaria e profilaxia
e tratamento da pneumonia (MARTINDALE, 2007).
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FIGURA 02. Férmula estrutural da Dapsona.

Conforme a Farmacopéia Brasileira V ed. (2010), a dapsona (Figura 02) é um
po cristalino, branco ou levemente amarelado, inodoro e com leve sabor amargo,
praticamente insoluvel em agua, facilmente soluvel em acetona e ligeiramente
soluvel em etanol, de férmula molecular C42H12N2O>S e peso molecular 248,3 PM.

A dapsona é quase completamente absorvida pelo trato gastrointestinal (86%)
com as concentragdes plasmaticas maximas atingidas em 2-8 horas ap6s uma dose.
Doses de 100 mg por dia fornecem concentragdes de 500 ng/mL, que excedem a
concentracao inibitéria minima para M. leprae. Cerca de 70 a 90% da dapsona na
circulagao esta ligada as proteinas plasmaticas e quase 100% do seu metabdlito

monoacetilado estad ligado. Dapsona sofre de circulagdo entero-hepatica, é
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amplamente distribuida, esta presente no leite materno e saliva, e atravessa a
placenta. Dapsona possui intervalos de meia-vida de 10-50 horas, com uma média
de 20 a 30 horas, e é principalmente excretada na urina, com apenas 20% do
farmaco inalterado (MARTINDALE, 2007; WOZEL, 2010).

A baixa solubilidade da dapsona induz a uma biodisponibilidade prejudicada.
Segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica os farmacos sao divididos em
quatro grupos, de acordo com sua solubilidade e permeabilidade: Classe | com
farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade, Classe || com farmacos de
baixa solubilidade e alta permeabilidade, Classe Il com farmacos de alta
solubilidade e baixa permeabilidade e Classe IV com farmacos de baixa solubilidade
e baixa permeabilidade (AMIDON et al, 1995). A dapsona é um farmaco de Classe
Il.

Além da aplicagdo no tratamento da hanseniase, a dapsona isoladamente ou
em combinagdo com outros agentes antibidticos € utilizada para profilaxia da P.
jiroveci e toxoplasmose em individuos infectados com o HIV. Esta sulfona é
designada medicamento 6rfao pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso
em ultima condicdo. Extensa experiéncia clinica no tratamento de pacientes com
dapsona mostra que a sulfona pode suprimir varias dermatoses inflamatorias
crénicas. Nestes casos, dapsona é principalmente indicada como monoterapia. Em
um segundo grupo de dermatoses, dapsona é usada como tratamento adjuvante,
especialmente em pacientes que tém resposta insuficiente aos corticosterdides ou
outros agentes de primeira linha, que tém necessidade de reduzir a dosagem do
corticosterdide, ou nos quais outros medicamentos de primeira linha sdo contra-
indicados ou néo tolerados (WOZEL, 2010).

3.3. CICLODEXTRINAS E COMPLEXOS DE INCLUSAO

3.3.1. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CD’s) foram descobertas por Villiers em 1891 (STEJTLI,
1998). Ja por volta de 1904 Schardinger descreveu detalhes da sua preparagéo,
caracterizacao, isolamento e a determinacdo das suas estruturas. Nos anos
posteriores Freudenberg e French ampliaram os conhecimentos das CD’s quanto a
sua produgao enzimatica, fracionamento e a caracterizacdo de suas propriedades
(CONNORS, 1997).
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Quando o amido & degradado por um tipo especial de amilases chamadas
glucanotransferases, uma familia de oligosacarideos ciclicamente fechados é obtida.
Os mais comuns sao compostos de seis a oito unidades a-glucose (mondémeros),
unidas por ligagdes glicosidicas a-(1-4), e sdo chamadas a,-B,-y-ciclodextrinas (a-
CD, B-CD, y-CD), respectivamente. Uma consequéncia estrutural dessas ligagbes
glicosidicas a-(1-4), € a formagdo de uma molécula num formato semicircular tipo
cone truncado (Figura 03), garantindo a esta molécula uma cavidade de dimensdes
apropriadas, o que depende do numero de unidades glucose, com grupos hidroxil
em suas unidades de a-glucose. Os chamados grupos hidroxil primarios (grupos
hidroximetil: — CH20H) situam-se na abertura mais estreita deste cone, enquanto os
grupos hidroxil secundarios situam-se na abertura mais larga. Uma caracteristica
importante destes grupos hidroxil € seu carater hidrofilico, promovendo a

solubilizagdo das CDs em meio aquoso (BETZE et al., 1984).

Cawvidade
Hidrofdbica Hidroxilas

& ecunddrias

Hidsoxilas
Primatias

Figura 03. Representacao da estrutura truncada das ciclodextrinas.

As ciclodextrinas naturais a-CD e B-CD, ao contrario da y- CD ndo podem ser
hidrolisadas pela amilase salivar e pancreatica humana, embora todas as trés sejam
submetidas a fermentacdo pela flora intestinal. Ciclodextrinas hidrofilicas sao
considerados nao-tdéxicas em doses orais baixas a moderadas. As ciclodextrinas
naturais e seus derivados sdo usadas em formulacdes topicas e orais, mas apenas
a-CD e os derivados hidrofilicos de B-CD e y-CD podem ser usados em formulacoes

parenterais. A y-CD forma agregados visiveis em solugdo aquosa e a 3-CD, devido a
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sua nefrotoxicidade, ndo sao adequadas para formulagdes parenterais. Derivados
lipofilicos de ciclodextrinas, como as formas metiladas, sdo, até certo ponto
absorvidas a partir do trato gastrointestinal para a circulagéo sistémica e tém-se

mostrado téxicos apds administragao parenteral (RASHEED et al., 2008).

Na industria farmacéutica, as CDs tém sido particularmente usadas devido as
suas propriedades complexantes, por aumentar: a solubilidade e dissolu¢do dos
farmacos pouco soluveis, sua biodisponibilidade e estabilidade, diminuir a irritagao
gastrica, dérmica ou ocular causada por determinados farmacos, diminuir ou eliminar
odores ou sabores desagradaveis, prevenir interagdes entre diferentes farmacos ou
entre farmacos e excipientes (SZEJTLI, 1994).

Como as ciclodextrinas naturais (a, 3 e y — CD’s) tém seus usos limitados, por
apresentarem propriedades inapropriadas, como baixa solubilidade aquosa e
toxicidade, restringe-se a aplicabilidade destas principalmente como carregadores
de farmacos. Desta forma, varios derivados de ciclodextrinas tém sido
desenvolvidos, principalmente com base na B-CD, a fim de estender as propriedades
fisico-quimicas, em especial ao aumento da solubilidade (BREWSTER e
LOFTSSON, 2007). As ciclodextrinas mais comumente empregadas tem suas

caracteristicas fisicas representadas na Tabela 01.

Tabela 01. SOLUBILIDADE E PESO MOLECULAR DE ALGUMAS
CICLODEXTRINAS NATURAIS E MODIFICADAS

Ciclodextrina | Substituicdo®  Substituinte (R) Peso molecular  Solubilidade
(Da) em agua
(mg.mL™")°

a-CD - - 972 145
B-CD - - 1135 18,5
HPBCD 0,65 -CH2CHOHCH3 1400 >600
RMBCD 1,8 - 1312 >500
SBERBCD 0,9 -(CH2)4S0O3-Na+ 2163 >500
y-CD - - 1297 232
HPyCD 0,6 -CH2CHOHCH3 1576 >500

FONTE: Loftsson e Duchéne, 2007; Brewster e Loftsson, 2007
& Substituigdo: numero médio de substituintes por unidade de glucopiranose.
® Solubilidade em agua pura a cerca de 25°C.
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As modificagbes na estrutura das ciclodextrinas geralmente sdo realizadas pela
substituigdo dos grupos hidroxilicos primarios e/ou secundarios (Figura 04) por
diversos grupos funcionais, sendo classificadas em derivados hidrofilicos (grupos
metil e hidroxipropil), hidrofébicos (grupos acetil e etil), anfifilicas (estruturas de
micelas) e derivados ibnicos (sulfobutilo-éter) (UEKAMA et al, 1998; VEIGA et al,
2006).
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Figura 04 — Sitios de modificagao frequientes na BCD (VEIGA et al, 2006).
3.3.2. BIODISPONIBILIDADE E COMPLEXOS DE INCLUSAO

Biodisponibilidade é o paradmetro que avalia a extensdao do farmaco que
alcanca seu sitio de acdo, e para tanto uma série de caracteristicas fisicas e
quimicas do farmaco interferem neste resultado, mas que podem ser ajustadas de
acordo com a formulagdo. Assim, para uma molécula biologicamente ativa ser
efetiva no tratamento da patologia ela deve ser dissolvida nos fluidos biolégicos, e
em seguida absorvida e interagir com o seu alvo. No estado sodlido, formas
farmacéuticas devem ser dissolvidas para passar através da membrana biolégica do
do trato gastrointestinal, o que significa que processos como desintegragcéo
desagregacao e dissolugdo devem ocorrer a partir da administragdo do comprimido.
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Consequentemente, substancias que sao pouco soluveis em agua, ou pertencentes
a classe Il no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995),
possuem limitagdes com implicacbes em sua indicacdo terapéutica, sendo estas

substancias o principal alvo de estudo em Tecnologia Farmacéutica.

Por volta de 1953 Freudenberg, French e Plieninger obtiveram uma patente, a
qual tratava de uma das principais propriedades das ciclodextrinas: a formagao de
complexos de inclusdo. Ela trazia aspectos como o aumento da solubilidade de
farmacos pouco soluveis em agua, protecdo de substancias que poderiam ser
facilmente oxidadas e a redugdo da volatilidade de algumas substancias
(FERNANDES e VEIGA, 1999). Uma caracteristica importante das ciclodextrinas é a
formacgao de complexos de inclus&o tanto no estado liquido quanto no estado sélido,
nos quais cada molécula-héspede € rodeada pelo ambiente hidrofébico da cavidade,
o qual é formado por um esqueleto carbdénico e oxigénios na forma de éteres. Isso
pode levar a alteracdo de propriedades fisico-quimicas da molécula-héspede,
incluindo sua solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade (LOFTSSON e
BREWSTER, 1996).

Em solugdo aquosa, a cavidade hidrofobica da ciclodextrina é preenchida por
moléculas de agua. A adigdo de moléculas hidrofébicas, como farmacos, promove o
deslocamento das moléculas de agua, que se encontram originalmente no interior da
cavidade da CD. Isto acontece devido ao microambiente termodinamicamente
desfavoravel (interagdo polar-apolar) da cavidade, as moléculas de agua tendem a
sair da cavidade da CD (Figura 05) (SZEJTLI, 1998), contribuindo também para um
aumento da entropia. Esse processo leva a encapsulagcao total ou parcial da
molécula hospede na cavidade da CD, tornado-a soluvel em agua. A formagéo de
complexos de inclusdo € um arranjo dimensional entre a cavidade hospedeira e a
molécula convidada. A cavidade lipofilica das moléculas de ciclodextrina promove
um ambiente no qual as moléculas de tamanho apropriado nao-polares podem

entrar para formar estes sistemas de incluséo.
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FIGURA 05. Formagéo do complexo de inclusdo FONTE: (DEL VALLE, 2004)

A extensdo da complexagcdo em meio aquoso € caracterizada pela constante
de estabilidade KC do complexo. Essa constante é diretamente proporcional ao grau
de associagdo da molécula héspede na cavidade da CD. Seu valor deve estar
compreendido entre 200 e 5000 mol.L™!, para que os complexos formados tenham
aplicagao pratica, visto que complexos pouco estaveis liberam rapidamente a
substancia hospede e os muito estaveis o liberam com dificuldade (PITHA apud
VEIGA et al, 2006).

3.3.3. Caracterizacdo do complexo de inclusao

Para avaliar a formacdo de complexos de inclusdo com as cilodextrinas
utilizam-se um conjunto de técnicas que evidenciam essa complexacédo tanto em
meio liquido como no estado sdlido. As mais utilizadas sdo o diagrama de
solubilidade de fases, analise térmica, espectroscopia no infravermelho, difracdo de
raios X, microscopia eletrobnica de varredura e ressonancia magnética nuclear. A
simulagcdo computacional (quimica tedrica) atua em conjunto com os resultados

praticos.
3.3.3.1. Diagrama de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade de fase desenvolvido por Higuchi e Connors
(1965) é habitualmente utilizado para a verificagdo da formagcédo de complexos de
inclusdo. Este método baseia-se no monitoramento das alteragcbes da solubilidade
do substrato pela adicdo de quantidades crescentes de ciclodextrinas (Figura 06).

Experimentalmente, um excesso do substrato € adicionado a solucbes de mesmo
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volume, mas com concentragdes crescentes de CD’s (LOFTSSON e BREWSTER,

1997; UEKAMA et al 1998; VEIGA et al, 2006).

Concentracao
e maxima/equilibrio

Concentracao de farmaco
%,
{‘G

Estequiometria
Farmaco:CD = 1:>1

Estequiometria
Farmaco:CD = 1:1

Estequiometria
Farmaco:CD = 1:<1

Concentracao de ciclodextrina

Figura 6. Tipos de diagramas de solubilidade de fases obtidos a partir da

complexacao de farmacos com ciclodextrinas (TAKAHASHI, 2009).

3.3.3.2. Analise térmica

Geralmente, as analises térmicas sdo as primeiras observadas no estudo de

complexacao por serem relativamente simples. (NOVAK at all, 2006). As técnicas

mais utilizadas sao a calorimetria exploratéria diferencial e a termogravimetria.

Utilizando-se a TG, a maneira mais comum de se detectar a formacdo de um

complexo de inclusdo € comparando a temperatura de inicio de degradagdo da

molécula hospede sozinha com a do complexo investigado. Considera-se que,

havendo complexacao,

a degradacdo da molécula hospede se dara em

temperaturas mais elevadas, em virtude de sua protecéo pela CD. (ARAUJO et all,

2007)

3.3.3.3 Infravermelho
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A espectroscopia no infravermelho (IV) € um método indispensavel para a
caracterizagdo de compostos organicos, pois permite detectar grupos funcionais,
cuja presenca pode ser dificil através de outros métodos. Quando se forma o
complexo, pequenos deslocamentos das bandas das ciclodextrinas poderao
mascarar a do hdspede, se este ultimo estiver presente em pequenas quantidades.
No entanto, se o hospede apresentar grupos funcionais caracteristicos, como no
caso do grupo carbonila, a banda sera significativamente encoberta e algumas

vezes pode ser deslocada apds complexagao por ciclodextrina (SZEJTLI, 1988).

3.3.3.4. Difracdo de Raios-X

A técnica de difratometria de raios-X mede a intensidade de raios-X difratados
por uma amostra sélida sobre diferentes angulos. Algumas ciclodextrinas, no seu
estado cristalino, formam ligagées de hidrogénio intra e intermoleculares, as quais
estabilizam tanto a conformagdo da molécula como também a sua estrutura
cristalina, gerando um difratograma amorfo, ou seja, sem picos caracteristicos do
estado cristalino da molécula (DODZIUK, 2006). O método de analise através da
difracdo de raios-X pode ser empregado para a detecgdo dos compostos de incluséo
cristalinos, devido a que os padroes de difracdo dos complexos obtidos sao
claramente diferentes dos obtidos a partir dos componentes individuais. O emprego
desta técnica se baseia na comparagéo dos difratogramas das substancias puras e
do complexo (SZEJTLI, 1988). A observacgao de um difratograma com caracteristicas
de material amorfo, sem picos bem definidos, pode ser indicativo da ocorréncia de
complexacéo (CORTI et all, 2007).

3.3.3.5. Ressonancia Magnética Nuclear

A RMN é uma técnica que vem sendo bastante utilizada para determinar a
formagdo dos complexos de inclusdo, uma vez que esta possui a vantagem de
elucidar a estrutura do complexo identificando a parte da molécula hospedeira que
esta incluida na cavidade da CD (VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO, 2006). Devido a
formacao de ligagdes quimicas , quando ocorre a complexacgao, ha alteragées nos

sinais dos espectros da CD e da molécula héspede (BORODI, et al.).

3.3.3.6. Simulagao computacional
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Calculos computacionais sdo ferramentas valiosas e ocupam uma posi¢céo
unica entre os regimes tradicionais da teoria e dos experimentos em laboratério. A
quimica computacional vem contribuindo de forma significativa para a
determinacgao de estruturas e propriedades fisico-quimicas de ciclodextrinas e seus
complexos de inclusdo (BRITO, 2004).

As estruturas moleculares formadas pelos farmacos e as CDs podem ser
simuladas através de programas computacionais. No estudo de modelagem
molecular analisa-se como se procede a formagdo dos Cls e a orientagdo dos
farmacos nas cavidades das CDs (ARAUJO et al., 2009). Estruturas moleculares
com energia conformacional minima podem ser dimensionadas com métodos
funcionais da teoria da densidade (DFT) e métodos semi-empiricos, e os célculos do
estado de excitagdo eletrbnica podem ser executados empregando programas
especificos (ARAUJO et al., 2009; AALTONEN et al., 2008).
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Capitulo 2

4.0 Caracterizagao do complexo no estado sélido

Obtencao e caracterizacao fisico-quimica dos complexos
de inclusao DAP:BCD e DAP:SBERBCD no estado sélido

Submetido a Jounal of Thermal Analysis and Calorimetry - Qualis Capes — B1
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Caracterizacgao fisico-quimica dos complexos de inclusao DAP:B-CD e
DAP:SBEB-CD no estado sélido

RESUMO

Dapsona (DAP) é uma sulfonamida que tem  ac&o bacteriostatica contra o
Mycobacterium leprae. O uso potencial de ciclodextrinas naturais e derivados
sintéticos tem sido extensivamente estudado para melhorar certas propriedades de
drogas tais como estabilidade, solubilidade e/ ou biodisponibilidade. O complexo
dapsona:BCD e dapsona: SBERCD foram preparadasna relagdo molar 1:1,
utilizando o método de co-precipitacdo. A possivel formagdo de um complexo de
inclusdo foi caracterizado por diferentes técnicas fisico-quimicas, incluindo o
diagrama de solubilidade, infra-vermelho (IV), difracdo de raios X (DRX)e
termogravimetria (TG), verificando o aumento de solubilidade obtidos, a fim
de desenvolver uma formulagdo oral liquida. A estequiometria do complexo
DAP:BCD e DAP:SBEBCD foi determinada pela técnica de solubilidade e uma
relacao linear foi obtida entre a quantidade de DAP solubilizada e a concentracao
de CD em solucéo, que foi classificado como um AL tipico, isto pode ser atribuido a
formacdo de um complexo de inclusdo 1:1 entre DAP e CD. Nas curvas TG das
especies livres e complexadas verificou-se quea decomposicdo térmica do
complexo ocorre em uma temperatura intermediaria entre as espécies, mostrando
um ganho de estabilidade térmica para a droga encapsulada, provavelmente como
resultado de interagdes com a cavidade. Os espectros de infravermelho mostraram
que as absorcgdes referentes a S = 0] desaparecem, este
desaparecimento causado pela insergdo da droga no interior da CD. A DRX mostrou
a amorfizacdo das amostras, indicando a formagao dos complexos. Os resultados
obtidos por IV, TG e DRX caracterizam a formagéo do complexo e o diagrama de
fases mostra que essa complexacao melhora efetivamente a solubilidade da DAP, o
que permitiria a formulacio da solucéo liquida.

Palavras-chave: Ciclodextrinas, 3-CD, SBEB-CD, Dapsona, Complexo de Inclusdo.
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Physico-chemical characterization of inclusion complex Dapsone-CD and
dapsone-SBEBCD in solid state

ABSTRACT

Dapsone (DAP) is a poor substance class of sulfonamides which has bacteriostatic
action against Mycobacterium leprae. The potential use of natural and synthetic
derivatives cyclodextrins have been extensively studied to improve certain properties
of drugs such as solubility, stability and / or bioavailability. The complex
dapsone:BCD and dapsone:SBEBCD were prepared in 1:1 molar ratio, using the
evaporation method. The possible formation of an inclusion complex was
characterized by different physico-chemical techniques, including its solubility
diagram, infra-red (IR), X-ray diffraction (XRD) and thermogravimetry (TG), checking
the increase of solubility obtained in order to develop an oral liquid dosage form. The
stoichiometry of the complex DAP:BCD and DAP:SBEBCD was determined by the
solubility technique and a linear relationship was obtained between the amount of
DAP solubilized and the concentration of CD in solution, which was classified as a
typical AL, this can be attributed to the formation of a 1:1 inclusion complex between
DAP and CD’s. In curves of TG species free and complexed it was found that the
thermal decomposition of the complex occurs an intermediate temperature between
the decomposition species free, shows a gain in thermal stability to the encapsulated
drug, probably as a result of interactions with the cavity. The infrared spectrum
showed that the S = O absorptions disappeared, this disappearance caused by the
insertion of the drug inside the CD. XRD showed the amorphization of the samples,
indicando a formagao dos complesxos. The results obtained by FT-IR, TG, XRD and
phase diagram shows that complexation effectively improve the solubility of DAP,
which would allow the liquid formulation solution.

Keywords: Cyclodextrins, Dapsone, Inclusion Complex, 3-CD, SBEB-CD.
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4.1. INTRODUCAO

O tratamento especifico da hanseniase, indicado pelo Ministério da Saude, é
a poliquimioterapia padronizada segundo recomendag¢des da Organizagdao Mundial
de Saude (BRASIL, 2002). Esta terapia consiste na associacado de trés farmacos:
dapsona, rifampicina e clofazimina. A dapsona (DAP) € uma substéncia da classe
das sulfonamidas que apresenta ac¢ao bacteriostatica contra o Mycobacterium
leprae. Devido a sua alta lipofilicidade e a sua baixa dissociagdo ibnica em pH
fisiologico (SCIOR et al., 1997; PANICKER, 2006). Essa caracteristica, somada ao
baixo custo e auséncia de toxicidade, torna a dapsona o farmaco de primeira
escolha no tratamento e profilaxia da hanseniase, incluindo-o na Relagdo Nacional
de Medicamentos Essenciais — RENAME (ANVISA, 2002; MARTINDALE, 2007).

n—=~0

HoM MNH

FIGURA 01. Estrutura molecular da Dapsona

Farmacos pouco soluveis apresentam problemas de biodisponibilidade e tém
demonstrado serem imprevisiveis e mais lentamente absorvidos se comparados com
farmacos de maior solubilidade em agua (VEIGA et al., 1996). De acordo com o
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), a DAP ¢ classificada como
farmaco pouco soluvel e permeavel (classe IV). Essa classificacdo auxilia na
previsdo da absorcao in vivo e identificar se a biodisponibilidade de determinado
produto farmacéutico € sensivel a alteragbes do processo produtivo, dos

constituintes da formulagdo ou da concentragao do farmaco (LOFTSSON, 2002).
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Varias técnicas como emulsificagdo, complexos de inclusdo e conjugacéo
com polimeros soluveis em agua ou ciclodextrinas tem sido desenvolvidas para
melhorar a solubilidade de varios farmacos. O potencial uso das ciclodextrinas
naturais e seus derivados sintéticos tem sido extensivamente estudados para
aumentar certas propriedades de farmacos, como solubilidade, estabilidade e/ou
biodisponibilidade (SOARES-SOBRINHO, 2010). A propriedade de melhora da
solubilidade pode ser explicada pela formacao de complexos de inclusdo soluveis
em agua, no qual o interior apolar da ciclodextrina encapsula as moléculas
hidrofobicas. Em contraste, o exterior, regido hidrofilica da CD, promove a
solubilizagdo através de interagbes com moléculas de agua. No entanto, as
ciclodextrinas naturais tem limitada solubilidade em agua. A fim de obter um
significante incremento na solubilidade em agua, alguns derivados quimicos tem
sido sintetizados por derivagdo de grupos hidroxilas livres das ciclodextrinas com
grupos alquil e sulfobutil. O resultado € a formagédo de derivados hidroxil, metil e
sulfobutil com maior solubilidade em agua (FUKUDA, 2008).

O objetivo desse estudo € a caracterizagdo dos complexos de inclusao da
dapsona e BCD/ SBEBCD, verificando o incremento de solubilidade obtido, visando o
desenvolvimento de uma forma farmacéutica oral liquida. A possivel formacédo de
um complexo de inclusdo foi caracterizada por diferentes técnicas fisico-quimicas,
incluindo seu diagrama de solubilidade, infra-vermelho (IV), difragdo de Raio X
(DRX), TG e DTA.

4.2. MATERIAIS E METODOS

Matérias primas e Reagentes

A dapsona (DAP), a-ciclodextrina (a-CD), [-ciclodextrina (B-CD), y-
ciclodextrina (y-CD), sulfobutileter-B-ciclodextrina (SBEBCD), hidroxipropil-p3-
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Ciclodextrina (HPBCD) e RMBCD foram cedidas pelo Nucleo de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal do Piaui.

Para a preparagdo das solugdes utilizou-se agua destilada e membranas
filtrantes de porosidade de 0,22 pym Millipore® (Millipore Corp, Billerica, MA). Todos

os solventes utilizados foram de grau analitico.
Preparagéo dos complexos de inclusdo no estado sélido

Os complexos dapsona:fCD e dapsona:SBEBCD foram preparados na razao
molar 1:1, utilizando o método de co-precipitagao. Inicialmente para a solubilizagao
da dapsona utilizou-se acetona e agua. Nesta etapa, foram utilizadas quantidades
minimas dos solventes. Apos a dissolugcdo completa de cada componente
individualmente, verteu-se a solugdo de dapsona na solugdgo da CDs,
correspondente ao complexo a ser obtido, realizando-se em seguida vigorosa
homogeneizacédo. O solvente organico foi retirado inicialmente em rotaevaporador
(Evaporador rotativo Marconi®), sob temperatura controlada (50 £ 5 °C) e pressao
reduzida (-900 + 20 mbar) com agitagdo continua de 90 * 3rpm. Posteriormente, as
amostras resultantes foram congeladas a -40 °C por 4 dias, e posteriormente foram

liofilizadas (presséo de 80 a 150 mmHg; vacuo 220 + 2 Vca).

ApoOs a secagem os complexos foram pulverizados, misturados em gral de
porcelana com auxilio de pistilo e tamisadas em malha de 250 ym. Os produtos
foram acondicionados em frascos ampola hermeticamente fechados e armazenados

em dessecador de vidro sob vacuo.

Preparagéo de Misturas Fisicas (MFs)

As MFs foram obtidas por homogeneizagdo durante 20 min em grau de
porcelana com auxilio de pistilo na propor¢cao 1:1 (mol:mol). Posteriormente os
produtos foram tamisados em malha de 250 pym e acondicionados em frascos
ampola hermeticamente fechados e armazenados em dessecador de vidro sob

vacuo.

Caracterizagao dos complexos de inclusdao no estado sélido
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Termogravimetria (TG)

A caracterizagao termoanalitica através de TG foi realizada em duplicata por
meio de termobalanca, modelo TGA Q50, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de
50 mL/min, sendo a massa da amostra equivalente a cerca de 2,0 mg (+ 0,2),
acondicionadas em cadinho de alumina e analisadas na faixa de temperatura entre
25 °C e 600 °C na taxa de aquecimento de 10 °C/min. Antes dos ensaios, verificou-

se a calibrag&o do instrumento empregando-se uma amostra de aluminio e zinco.

Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR,
Pike Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selénio. As amostras a
serem analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do
dispositivo de ATR.

Difragdo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas dos produtos isolados e binarios foram obtidos no
difratbmetro SIEMENS (X-Ray Diffractometer, D-5000), equipado com anodo de
cobre. As amostras foram analisadas no intervalo de angulo 26 de 2-60 a uma
velocidade de digitalizagdo de 0,02° /s. As amostras foram preparadas em suportes

de vidro com uma fina camada de material do pé sem solvente.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Diagrama de solubilidade

O valor de 291 nm foi selecionado para a quantificacdo das amostras nos
ensaios de solubilidade.

O diagrama de solubilidade de fases foi construido com as ciclodextrinas
naturais e algumas modificadas, para verificagdo do comportamento da dapsona na

complexacédo com estas. O perfil para cada CD esta representado na Figura 02.
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FIGURA 02. Diagrama de solubilidade para DAP na presenga de diferentes
concentragoes de a-CD, -CD, y-CD, HPBCD, RMBCD e SBEBCD.

Apesar de os melhores resultados quanto ao incremento de solubilidade da
dapsona terem sido obtidos para HPBCD e RMBCD (Tabela 02), os complexos
escolhidos para caracterizagdo neste trabalho foram DAP:BCD e DAP:SBERCD.
Ambas as CD tem sua toxicidade via oral descrita no Handbook of Pharmaceutical
Excipients (2010).

Tabela 01. Constante de estabilidade (K), eficiéncia de complexacao (CE) e
razao molar de complexagao (dapsona / CD), calculadas a partir do diagrama
de solubilidade de fases para o complexo dapsona: CD.

Ciclodextrina K (mol.L™") CE RM (DAP:CD)
YyCD 3798,5 1,025 1:1,97
aCD 4582,84 1,234 1:1,81
BCD 3748,04 1,01 1:1,99

SB gCD 3777,67 1,019 1:1,98
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HP BCD 4938,58 1,33 1:1,75

2 3937,04 1,06 1:1,00

FONTE: LAFEPE, 2011

Tabela 02. Valores de solubilidade da Dapsona e sistemas binario obtidos por
co-precipitagao expressos em pg/mol, mM e valores de incremento de
solubilidade obtido.

Ciclodextrina Solubilidade DAP Solubilidade DAP Incremento
(ug/mL) (mM) solubilidade

DAP 68,13 0,27 -
DAP:BCD 514 2,07 7,6
DAP:aCd 70,33 0,28 1
DAP:yCD 288,5 1,16 4,3
DAP:SBERCD 426,67 1,71 6,3
DAP:RMBCD 870 3,50 13
DAP:HPBCD 956 3,85 14,26

FONTE: LAFEPE, 2011

A estequiometria do complexo DAP:BCD e DAP:SBEBCD foi determinada
pela técnica de solubilidade. Uma relacdo linear foi obtida entre a quantidade de
DAP solubilizada e a concentracdo de CD na solugédo, a qual foi classificada com um
tipico A_. De acordo com a teoria de Higuchi e Connor’s (Higuchi e Connor’s, 1965),
isto pode ser atribuido a formagao de um complexo de inclusao 1:1 entre DAP e CD.
A constante de estabilidade aparente calculada dos complexos DAP:CD estao
representadas em tabela e indicam interacdes fortes entre a DAP e as CD’s
(TABELA 01).

Anélises de TG/DTA

A maneira mais comum de se detectar a formagao de complexos de incluséo

utilizando TG consiste em comparar a temperatura de inicio de degradagdo da
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molécula hdéspede com a do suposto complexo. Caso haja a complexagdo, a
degradagdo da molécula hdéspede ocorrera a temperaturas mais elevadas, pois
estara protegida pela ciclodextrina (ARAUJO et al, 2007).

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

Nas curvas de TG das espécies livres e complexadas verifica-se que a
decomposicdo térmica do complexo ocorre em 321°C para DAP:BCD e 315°C para
DAP:SBEBCD, uma temperatura intermediaria entre a decomposicdo das espécies
livres, onde a DAP apresenta temperatura de decomposicéo de 372°C e a BCD de
325°C e a SBEBCD 296°C. Isto evidencia um ganho de estabilidade térmica para o
farmaco encapsulado, provavelmente como resultado de interagdes com a cavidade
(FIGURA 03, 04)
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FIGURA 03. Curva de TG das espécies livre DAP, BCD, da mistura fisica (MF) e

do complexo DAP:CD.
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FIGURA 04. Curvas de TG da DAP, SBEBCD, Mistura fisica e do complexo
DAP:SBERCD.

A DTA é uma técnica térmica em que se mede a diferenca de fluxo de calor
entre a amostra e uma referéncia inerte, quando ambas sdo submetidas a um
programa controlado de temperatura, aquecimento ou resfriamento. Mudangas de
temperatura da amostra sdo ocasionadas pelas transigdes ou reagdes entalpicas de
correntes de mudancas de fase, fusdo, desidratacido, oxidacdes ou outras reacoes
quimicas (MOTHE, AZEVEDO, 20009).

Nas curvas de DTA (Figura 5, Figura 6), verifica-se que um evento
endotérmico associado a fusdo do DAP em 179,69°C, ndo se manifesta na curva
dos complexos, 0 que € normalmente associado a uma evidéncia indireta de
formacdo do complexo. Isto é interpretado com base no fato de que, quando
moléculas de DAP se encontram no interior da cavidade da BCD ou da SBERCD,
estas n&do mais interagem entre si no estado sdlido, pois sdo essas interagdes que

teriam que ser rompidas para se iniciar a fusdo do farmaco propriamente dito.
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FIGURA 05. Curvas de DAT da DAP, BCD, Mistura fisica e do complexo
DAP:BCD.
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FIGURA 06. Curvas de DAT da DAP, SBEBCD, Mistura fisica e do complexo
DAP:SBERCD.
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Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)

A espectroscopia de infravermelho € uma metodologia analitica que pode ser
utilizada para a avaliacdo da ocorréncia de interagdes entre diferentes moléculas no
estado sélido (MACEDO, L, F, O; 2010). A analise dos espectros de IV pode ser feita
comparando-se as bandas da molécula héspede, da ciclodextrina e da mistura fisica
com as do complexo. Geralmente, o espectro da mistura fisica corresponde a
sobreposi¢cao dos espectros da molécula héspede e da CD, porém com as bandas
da molécula héspede menos evidente, devido a sua menor concentragdo. Quando
ocorre a complexacao, as bandas podem mudar de posi¢cdo, diminuir ou até mesmo
desaparecer (CORTI et al, 2007). Devido a isto os dados discutidos a seguir sdo do

possivel complexo formado e ndo da mistura fisica.

O espectro de IV da DAP apresenta bandas de absor¢cdo de estiramento
assimétrico (forte) em 1275 cm™ e estiramento simétrico (forte) em 1141,78 cm’
caracteristicas de S=0. Outra banda importante no espectro da DAP é a banda de
absorgdo de NH, que ocorrem entre 3500-3300 cm™'. Estas sdo as principais bandas
que se deve analisar para se poder inferir sobre a complexacdo do farmaco. No
espectro da BCD ha uma banda bem caracteristica de OH em 3291,34 cm™ que é
indicativo de hidroxila de alcool. Esses valores apresentam-se um pouco abaixo do
esperado, 3400-3000 cm™', possivelmente por interacdes intermoleculares entre as
moléculas de BCD e o farmaco, interagdes estas do tipo ligagbes de hidrogénio
(MACEDO, O. F. L, 2010), que diminuem a for¢ca da ligagdo O-H fazendo-a vibrar em
um numero de onda menor. Observando-se o espectro da MF DAP/BCD, pode-se
perceber que ndo houve deslocamento das bandas de S=0, o que se percebe é
apenas uma diminuicdo da intensidade destas causada pela vizinhanga quimica
diferenciada, assim também, como pela menor propor¢cdo de farmaco em
comparagao com a CD. O mesmo ocorre com a banda de absorgcdao de NH, que
sofrem apenas uma diminuigao de intensidade. Ja no complexo DAP:BCD as bandas
de S=0O apresentam-se deslocado para a esquerda (1278 cm”’ e 1146 cm™
respectivamente), e as de NH apresentam-se deslocadas para a direita

evidenciando uma interagao farmaco/CD (FIGURA 07).
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FIGURA 07. Espectros de IV das moléculas livres DAP e BCD, mistura fisica e
complexo DAP:BCD.

No entanto, os melhores resultados foram obtidos no complexo DAP/SbBCD,
neste as absor¢cbes de S=0O desapareceram, desaparecimento este causado pela
insercdo do farmaco no interior da CD e a possivel formacédo de ligagdes de
hidrogénio entre 0 S=0O e os hidrogénios da cavidade hidrofébica. Similarmente, a
banda de NH desaparece e a banda na regidao de 3000-3500cm™ praticamente
assume a forma de OH da SbBRCD devido o encobrimento NH pelo OH, causada
pela encapsulagdo da DAP na cavidade hidrofébica da CD (FIGURA 08).
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FIGURA 08. Espectros de IV das moléculas livres DAP e SBEBCD, mistura
fisica e complexo DAP:SBERCD.

Difragdo de RX

A difracdo de raio X (DRX) determina a natureza cristalina dos sdlidos e é
uma das melhores técnicas para a caracterizagdo de complexos de incluséo
(VEIGA, PERCORELI, RIBEIRO, 2006). Entre as técnicas cristalograficas, a
difracdo de raios-X € muito empregada devido a sua simplicidade e rapidez. Nesta
andlise, faz-se a comparagao dos difratogramas das espécies puras com o do
complexo (CAO et al, 2005). A obtencdo de um difratograma com caracteristicas de
um material amorfo, ou seja, sem picos finos bem definidos, pode ser um idicativo da

ocorréncia de complexagéao (CORTI et al, 2007).

No difratograma da DAP aparecem picos de difragcdo que demonstram um
ordenamento estrutural tipico de um sélido cristalino, enquanto no difratograma da
BCD (FIGURA 9) e da SBEBCD (FIGURA 10) observa-se auséncia de picos e um
comportamento tipico de substancia amorfa. No difratograma das misturas fisicas,
verifica-se a sobreposi¢cdo dos padrbes de cristalinidade da DAP e de substancia
amorfa da BCD e da SBEBCD, respectivamente. Os picos fortes indicam a retengao

da estrutura cristalina da DAP na mistura fisica. Contudo, o complexo de inclusao
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DAP:BCD e DAP: SBEBCD tem um fundo amplo sob os picos cristalino,
assemelhando-se ao padrdao amorfo da CD, n&o apresentando o0s picos
caracteristicos da DAP, indicando a formagcdo de uma quantidade significativa de

material amorfo.
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FIGURA 09. Difratogramas de Raio-X das moléculas livres DAP e BCD, mistura
fisica e complexo DAP:BCD.
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FIGURA 10. Difratogramas de Raio-X das moléculas livres DAP e SBEBCD,
mistura fisica e complexo DAP:SBEBCD.

4.4. CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados sugerem formacado de complexos de inclusao

por co-precipitagdo. Os resultados obtidos por IV, TG, DRX e diagrama de fases

mostram que ocorre a complexagao, podendo haver melhora efetiva na solubilidade

da DAP, o que tornaria possivel a formulagao liquida solugéo.
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5.0 Caracterizagao do complexo no estado liquido

Caracterizagao fisico-quimica dos complexos de inclusao
DAP:BCD e DAP:SBEBCD no estado liquido
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Caracterizagao fisico-quimica dos complexos de inclusao DAP:BCD e
DAP:SBEBCD no estado liquido

RESUMO

A dapsona, um componente importante dos esquemas multidrogas para tratamento
da hanseniase, € um farmaco de baixa solubilidade, disponivel apenas como
comprimidos. Na industria farmacéutica, as CDs tém sido particularmente usadas
devido as suas propriedades complexantes, por aumentar. a solubilidade e
dissolugdo dos farmacos pouco soluveis. O principal objetivo deste trabalho foi
estudar a complexacao da Dapsona com BCD e SBEBCD em meio liquido por RMN
através de experimentos para a determinagéo da estequiometria do complexo (Job’s
plot), medidas de constante de associoagao por experimentos de difusdo (DOSY) e
A estequiometria de complexagdo foi determinada como !:!! para ambos os
complexos, a constante foi de 2780 M'e 1219 M™', para DAP:BCD e DAP:SBEBCD,
respectivamente. Os experimentos de ROESY indicam uma maior interferéncia no
ambiente de Ha da DAP, possibiltando inferir sobre a insercdo do farmaco na
cilodextrina. Essas insergéo foi simulada por técnicas de quimica computacional

i’alavras-Chave: RMN, Dapsona, Ciclodextrina, DOSY, ROESY.
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Physico-chemical characterization of inclusion complex dapsone-CD and
dapsone-SBEBCD in liquid state

ABSTRACT

Dapsone, an important component of multidrug regimens for treatment of
leprosy, isa drug of low solubility, only available as tablets. In the pharmaceutical
industry,particularly the CDs have been used due to their complexing properties, to
increase:the solubility and dissolution of poorly soluble drugs. The main objective of
this workwas to study the complexation of BCD and SBEBCD with dapsone in a liquid
medium by means of NMR experiments to determine the stoichiometry of the
complex (Job’s plot), measures association constante by diffusion experiments
(DOSY). The stoichiometry of complexation was determined as 1:1 for both
complexes, the  constantwas 2780 M'  and 1219 M" to DAP:BCD  and
DAP:SBEBCD, respectively. The ROESY experiments indicate a greater interference
in the environment of Ha DAP providing infer about the inclusion of the drug in
cyclodextrin. This insertion was simulated by computational chemistry techniques.

Keywords: NMR, Dapsone, Cyclodextrin, DOSY, ROESY.
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5.1 Introducéao

As sulfonas foram usadas desde a década de 1940 no tratamento da
hanseniase, mas o unico representante da classe amplamente utilizado até hoje é a
dapsona, um componente importante dos esquemas multidrogas. Seu mecanismo
de acdo envolve a inibicdo do metabolismo do folato. A semelhanca das
sulfonamidas e dapsona também ¢é utilizada para a profilaxia da malaria e profilaxia
e tratamento da pneumonia (MARTINDALE, 2007).

Na industria farmacéutica, as CDs tém sido particularmente usadas devido as
suas propriedades complexantes, por aumentar: a solubilidade e dissolu¢do dos
farmacos pouco soluveis, sua biodisponibilidade e estabilidade, diminuir a irritagao
gastrica, dérmica ou ocular causada por determinados farmacos, diminuir ou eliminar
odores ou sabores desagradaveis, prevenir interagdes entre diferentes farmacos ou

entre farmacos e excipientes (SZEJTLI, 1994).

Quando o amido é degradado por um tipo especial de amilases chamadas
glucanotransferases, uma familia de oligosacarideos ciclicamente fechados é obtida.
Os mais comuns sao compostos de seis a oito unidades a-glucose (mondémeros),
unidas por ligagdes glicosidicas a-(1-4), e sdo chamadas a,-B,-y-ciclodextrinas (a-
CD, B-CD, y-CD), respectivamente. Uma consequéncia estrutural dessas ligagbes
glicosidicas a-(1-4), € a formagdo de uma molécula num formato semicircular tipo
cone truncado (Figura 2), garantindo a esta molécula uma cavidade de dimensdes
apropriadas, o que depende do numero de unidades glucose, com grupos hidroxil
em suas unidades de a-glucose. Os chamados grupos hidroxil primarios (grupos
hidroximetil: — CH20H) situam-se na abertura mais estreita deste cone, enquanto os
grupos hidroxil secundarios situam-se na abertura mais larga. Uma caracteristica
importante destes grupos hidroxil é seu carater hidrofilico, promovendo a

solubilizagdo das CDs em meio aquoso (BETZE et al., 1984).

BCD é um oligossacarideo ciclico contendo sete unidades de D-(+)-
glicopiranose. A SBEBCD €& um derivado amorfo, aniénico da BCD, capaz de formar
complexos nao-covalentes com muitos tipos de compostos, podendo ser usados em
preparagdes orais solidas e liquidas (KAUKONEN, 1998; LEFEUVRE, 1999). Ambos
tem sua toxicidade estudada, sendo bem toleradas quando administrado por via oral
(ROWE, 2009)
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A Ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido a técnica que evidencia
mais diretamente a formagdo do complexo de inclusdo, portanto uma das mais
importantes para a deteccdo do complexo (CONNORS, 1996). As alteragbes
ocorrem principalmente no H3 e H5, as vezes também em H6, dependendo da
profundidade que a molécula hospede entra na cavidade da CD (PINTO, 2005). Esta
técnica também fornece informagbes sobre a topologia da interacdo entre a
molécula hospede e a CD, fornecendo informacdes nao apenas sobre a estrutura do
complexo de inclusdo, mas também a estequiometria e a constante de associagao
do complexo (FIELDING, 2000).

O principal objetivo deste trabalho foi estudar a complexagdo da Dapsona
com BCD e SBEBCD em meio liquido por RMN através de experimentos para a
determinacdo da estequiometria do complexo (Job’s plot), medidas de tempo de
ralaxagao longitudinal e medidas de constante de associoagao por experimentos de
difusdo. Para um melhor entendimento da estrutura do complexo de inclusao obtido,

estes estudos foram complementados com simulagdo computacional.

5.2. Materiais e métodos

Material

A DAP, BCD e SBEBCD foram doadas pela UFPI.
Experimentos de RMN

Amostras de DAP, BCD, SBEBCD e complexos DAP:BCD e DAP:SBERCD
foram preparadas em 14% de acetona deuterada, com tampao fosfato pH 7,0, para
aquisicao dos espectros e atribuicdo dos hidrogénios pertencentes a cada molécula.
Aliquotas de 700uL foram levadas ao espectrometro de ressonancia nuclear em
tubos de 5mm de didmetro. Os experimentos foram conduzidos a 25°C, usando-se
como referéncia o pico de agua residual. Os experimentos de RMN de hidrogénio
(1H-RMN) foram conduzidos no espectrometro Bruker 400, operando em um campo
de 9T em frequéncia para hidrogénio de 400MHz, equipamento este pertencente

ao Instituto de Quimica— UNICAMP. Em todos os experimentos a supressao da agua
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residual foi feita pela técnica de pré-saturacdo. Os dados foram processados
utilizando-se o programa do espectrometro.

A estequiometria de complexacdo foi determinada a partir de solugdes
equimolares de DAP e BCD, bem como de DAP e SBEBRCD, de forma que a
concentragao total permanega constante (2mM), variando-se a fragcdo molar das
especies entre 0 e 1. O parametro fisico-quimico analisado foi o deslocamento
quimico (d) na auséncia (do) € na presenga de DAP (ou CD). A analise dos dados foi
realizada construindo-se um grafico Ad.r em funcao de r (r=[DAP]total/{[DAP]total +
[CD]total}, onde para um dado valor de r, a concentragcdo do complexo
farmaco:ciclodextrina atingira um maximo, que € a razdo estequiométrica (JOB,
1925).

Os experimentos de difusao (DOSY) foram realizados para DAP (2mM), BCD,
SBEBCD, 1:1 DAP:BCD e 1:1 DAP SBEBCD. A duracgao total do gradiente de pulso
foi de 2ms, o tempo de espera de difusédo foi de 0,05 s e a forga de gradiente minima

foi de 0,3 Gauss/cm. Para todos os experimentos foram coletados 30 espectros.

Os experimentos de ROESY foram obtidos nos seguintes parametros:
at=1.0s; largura de varredura (sw) = 4 KHz; d1 = 3,0 s; nt = 512-1024 scans;
alargamento de linha (Ib) = 1,0 Hz. As amostras ndo foram desgaseificadas. Os
espectros foram obtidos subtraindo os FIDs e aplicando uma sequéncia de pulsos
180%e1. — 90° 136 sel- — trancagem de spin - FID, com tempo de mistura de 500ms, de
FIDs adquiridos através da seq(ncia de pulsos 90° . sel. — trancagem de spin-FID.
Um modulador gerou os pulsos seletivos e atenuou a poténcia e duragdo do pulso.

Estudos de modelagem molecular

Os estudos de modelagem molecular foram feitos usando o software
Gaussian 03 e GaussView. Inicialmente realizaram-se calculos tedricos de
otimizagcao da geometria de equilibrio da dapsona no vacuo, através do método
da Teoria do Funcional da Densidade (DFT), usando o funcional hibrido B3LYP
combinado com o conjunto de base 6-31G(d). Apos esta etapa foi realizada outra
otimizagdo, utilizando o mesmo funcional, mas com o conjunto de base 6-

311+G(d,p). Calculos de frequéncias vibracionais e determinagdo dos
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parametros geométricos foram realizados, pelos mesmos métodos, para verificar

se a estrutura otimizada correspondia ao minimo global de energia molecular.
5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H)

Realizou-se a analise dos espectros de RMN de 1H obtidos para a DAP,
ciclodextrinas (3-CD e SBERCD) e complexos (Figuras 01 e 02), a fim de se atribuir
os sinais de RMN de 1H das moléulas em estudo, bem como observar possiveis
alteragdes nos ambientes quimicos dos hidrogénios das mesmas, quando na forma
de complexo. O deslocamento quimico dos hidrogénios das moléculas estéo
representados na Tabela 1 (BCD) e Tabela 2 (SBEBRCD). A sulfobutileter- B -
ciclodextrina (SBERCD, Quadro 1) € composta pela mistura de B-ciclodextrinas com
diferentes numeros de substituintes nas posicées 2,3 e 6 dos monémeros que
compdes o macro-ciclo. Isso resulta em significativas superposi¢des de sinais nos
espectros de RMN de 'H. Esse fator impede a realizagéo da atribuicdo refinada dos
sinais de RMN de 'H da SBE- B -CD. Neste contexto, uma atribuigdo grosseira foi
realizada, destacando apenas as regides do espectro de RMN onde os sinais
apareceram, sem especificacdo exata do deslocamento quimico de cada hidrogénio

ou carbono da molécula.

Quadro 1. Estrutura quimica da DAP e representacao esquematica das
ciclodextrinas, bem como identificagdao dos hidrogénios de cada umas das
moléculas.

Dapsona SBEBCD BCD

oR CH, UH

T 2 ¥ ¥
R = -CH2-CH2-CH2-CH2-503Ha ou H

Vi
“on
\%f\ RT3 2 ) HOCH, CH,OH
Rl > s

RO,
e Q&
RC—v" .
\;R 'l Hocu2 "
R T CH,OH
b 0

g_\t e

CH;OH CH OH
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Figura 01. Espectros de RMN do complexo DAP:BCD e da DAP, evidenciando
as variagoes nos deslocamentos quimicos.
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Figura 02. Espectros de RMN do complexo DAP:SBEBCD e da DAP,
evidenciando as variagoes nos deslocamentos quimicos.

Tabela 1. Deslocamento quimico (8) em RMN 1H (400MHz) das

(DAP e BCD) e da mistura DAP:BCD.

moléculas pura

Amostra H1 H2 H3 H4 H5 Hé6 Ha Hb
BCD 2mM 5,0557 3,6378 3,8778 3,5754 3,7532 3,8647 - -
DAP 1mM:BCD 5,0607 3,6481 3,8963 3,5884 3,7055 3,8540 7,6011 6,8126
1mM
DAP 2mM - - - - - - 0,6413 0,8283
Ad 0,005 0,0103 0,0185 0,013 -0,0477 -0,0107 -0,0402 -0,0157
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Tabela 2. Deslocamento quimico (8) em RMN 1H (400MHz) das moléculas pura
(DAP e SBEBCD) e da mistura DAP:SBEBCD.

Amostra H1  H1 H2 H3 H4 H5 Heé H1° H2' H3" H4 Ha Hb
SBEBCD2mM 52 5,08 3,46- 3,46 — 3,46- 3,46-4,09* 3,88 2,95 1,80 1,80 2,95 . .
4,00*
4,00* 4,09*

DAP 3,596 3,596-  3,596- 3,5963- 3,8538 29542 1,805 1,805 29542 7,601  6,8126
1mM:SBEBCD - 3,7111*

1mM 52 506  3711* 3,711* 3,7110*

DAP2mM - . . . . . . . . . .

7,6413 6,8283
Ad 0 -0,02 0,136 0,136 — 0,1363-  0,1363 — -0,0262 0,0042 0,005 0,005 0,0042 -0,0402 -0,0157

0,379 -0,379 -0,379 -0,379
* faixa de deslocamento quimico onde os sinais sdo encontrados

§ segundo sinal correspondente a H e C anoméricos.

A partir dos dados obtidos das analises dos espectros de RMN de 1H foi
possivel observar o efeito da complexacdo no deslocamento quimico dos
hidrogénios da molécula de DAP, quando em presenga de ciclodextrinas, e vice-
versa. A analise dos dados mostra que os hidrogénios Ha do anel aromatico da
molécula de dapsona sofreram as maiores variagdes de Ad quando complexada
com a BCD. Quando avaliamos a variacdo dos deslocamentos provocados pela
complexacado de DAP com SBE-BCD, podemos verificar que para a DAP a variagao

maior se da também no Ha, aromatico.

Método da Variagao Continua (“Job plot”)

Para determinar a estequiometria dos complexos, utilizou-se o método da
variagdo continua (Job plot), que é baseado na variagdo de alguma propriedade
fisico-quimica diretamente dependente da formacdo do complexo, no caso, a
variagao do deslocamento quimico. A concentragao total das espécies foi mantida
constante a 2 mM, tanto para BCD quanto para a SBEBCD. A fracdo molar r variou
de 0,2-0,8.
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O resultado obtido pelo método de variagdo continua (Job Plot) para Ha da
DAP, esta apresentado nas Figuras 3 e 4, para BCD e SBEBCD, respectivamente.

A posicdo do maximo, tanto para o complexo com BCD quanto para o
complexo com SBEBCD, no “Job plot” € r = 0,5, indicando uma complexacéo 1:1, o

que esta de acordo com o obtido para o estudo do diagrama de solubilidade.

20
15 -

10

3A.r (1 03.ppm.mM)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
r [DAP]

Figura 03. Variagao do deslocamento quimico dos hidrogénios Ha da DAP em
diferentes fragdes molares do complexo DAP:BCD(“Job Plot”).
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Figura 04. Variagao do deslocamento quimico dos hidrogénios Ha da DAP em
diferentes fragées molares do complexo DAP:SBEBCD(“Job Plot”).

A partir dessas evidéncias de formagao de complexo, deu-se inicio a
investigacdo da interagdo do complexo de inclusdo DAP:BCD e DAP:SBEBCD
através de outras medidas de RMN como medidas de difusdo (DOSY) e correlagdes

intermoleculares (ROESY), como descrito a seguir.

DOSY

A técnica de DOSY permite determinar, de forma ndo invasiva, o coeficiente
de difusao de moléculas em solucao. Ela foi desenvolvida por Morris e Johnson em
1992 e vem sendo aprimorada desde entido. Esta técnica pode ser utilizada para
resolver misturas de substancias, desde que estas possuam nucleos ativos para
RMN. Diversos trabalhos mostram como isso é possivel devido a clara relagao entre
a massa molecular e o coeficiente de difusdo da molécula em solugcdo. Uma outra
interessante aplicacdo do DOSY é a quantificacdo de particdo ou interagao de
solutos com compostos macromoleculares como micelas, vesiculas, proteinas e
ciclodextrinas (SOUZA & LAVERDE JR., 2002).

Em um espectro bidimensional de DOSY temos no eixo da abscissa os
deslocamentos quimicos das moléculas (em ppm) e, no eixo da ordenada,

encontramos o coeficiente de difusdo da molécula (em m2.s™).
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No espectro da DAP, em auséncia de BCD (Figura 05), os picos referentes a
DAP alinham-se em um coeficiente médio de difusdo de Dogservano = 4,393.107°
m2s™. Também & possivel notar um pico que é referente & agua residual que,

devido ao seu menor raio hidrodinamico, apresenta um alto coeficiente de difuséo
Dp20=16,174 x 10" m*s™".

Diffusion coefficient /10 1°m?Z s

&
T
cr

Chemical shift /ppm

Figura 05 - Espectros de DOSY (1H, 500MHz, BPPSTE, 25 °C) da DAP em
solugao aquosa (1mM).
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Diffusion coefficient /10 1°m?Zs™

1 1 1 1 1 1 1
6 5 4 3 2 1 0

Chemical shift /ppm

Figura 06 - Espectros de DOSY (1H, 500MHz, 25 °C) da BCD em solugao aquosa
(1mM).
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Diffusion coefficient /10 1%m?Z s

16 [t -1
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14.5 14 135 13 12.5 12 15 1" 105 10 95

Chemical shift /ppm

Figura 07 - Espectros de DOSY (1H, 500MHz, 25 °C) da SBEBCD em solugao
aquosa (1mM).
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No espectro do complexo de inclusdo sdo notados trés padrdes de difusdo. O
primeiro, com um menor coeficiente de difusao, é referente a CD, devido a sua
elevada massa molar e, por consequéncia, um grande raio hidrodinamico; o
segundo referente a DAP e, por fim, um pico de alta difusdo referente a agua
residual, como discutido anteriormente. Para o complexo DAP:CD, o valor obtido
para a DAP (Dobservada) é resultante de uma fracdo que esta ligada a CD
(Dligada), e outra referente a DAP livre em solugdo (Dlivre). A fracdo de DAP
(Dligada) que esta interagindo com a cavidade da CD causa uma diminuigdo no
coeficiente médio de difusdo da DAP, pelo fato de a DAP em complexo comportar-se
agora como uma molécula com um raio hidrodinamico maior do que DAP livre, tendo
menor difusdo e fazendo com que o valor do seu coeficiente de difusdo torne-se
mais préximo aos valores do coeficiente de difusdo da BCD.

Neste sentido, as Figuras 08 e 09, apresentam os espectros de DOSY da
DAP em presenca de BCD e SBERCD, respectivamente, a partir dos quais foi

possivel medir os valores de coeficientes de difusdo das moléculas em solucéao.

2 ' oo T

Diffusion coefficient !10'1Um2 5-1

20 1 1 1 1 ]
a0 Ll 7] 4 2z L]

Chemical shift /Jppm

Figura 08- Espectro de DOSY (1H, 500 MHz, 25 °C) do complexo de inclusao
DAP:CD mM em D20
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Figura 09- Espectro de DOSY (1H, 500 MHz, 25 °C) do complexo de inclusao
DAP:SBEBCD mM em D20

Para obter a fragdo do farmaco complexada, bem como a constante de
associagao (K) entre DAP:BCD e DAP:SBEBCD. Os valores dos coeficientes de
difusdo obtidos estdo apresentados na Tabela 03. Esses resultados foram aplicados
as férmulas de Johnson Jr e coleboradores. (JOHNSON, 1999):

(1) Dosservapa = (1 - Y|_|GADA) . Duvre + YLIGADA - DiLicapa
(2) Yuvre * Yucapa = 1

(3) Yucapa = (Duvre — Dosservana)- (Duvre — Duicana)”

Sendo, yLicapa = fracdo de DAP complexada a CD; y.vre = fracdo de DAP sem
complexar; Dy yre = coeficiente de difusdo da DAP em solugdo; Dogsgrvapa =
coeficiente de difusdo da DAP em presencga de CD; Dy capa = coeficiente de difusao
da DAP 100% ligada a CD.

Por deducéo, a constante de equilibrio foi calculada a partir da equacéo abaixo
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(4) K= vYuceapa/ (1 - Yucapa). ([DAP] - yuLcapa[CD])

Sendo vy icapa = fragcdo de DAP complexada, [DAP]= concentragao inicial de
DAP (M); [CD] = concentragdo inicial de CD (M).

Tabela 3: Valores de coeficiente de difusao, fragao molar ligada e constante de
associagao aparente determinados para o sistema DAP: 3-CD e DAP:SBEBCD,
em D20, 25 °C

Complexo Composto D (10" m?s™) Fracao KM
Ligada (%)
BCD 2,095
SBERCD 1,636
DAP 4,393
DAP:CD 3,737 29 2780
DAP:SBEBCD 4,120 10 1219

A partir dos valores obtidos pode-se determinar o coeficiente de difusdo da
molécula de DAP em solugao (4,393 x 107 m? s™") e sua diminuigdo na presenca de
BCD e SBERCD, as quais apresentam uma menor mobilidade em solugao
(coeficientes de difusdo = 2,095 e 1,636 x 107'° m? s™' respectivamente). Os valores
determinados estdo apresentados na Tabela 3, onde observa-se um Ka = 2780 M,
para DAP:BCD e de 1219 M’ para o complexo DAP:SBEBCD. Esses valores

evidenciam ainda uma forte interacédo da DAP com estas CDs.

ROESY

O Efeito Nuclear de Overhauser (NOE) é uma medida de grande utilidade
para confirmar a formacdo de complexos de inclusdo, pois € capaz de fornecer
informagdes geométricas, da proximidade espacial (ndo escalar) entre atomos de
moléculas distintas, por exemplo, no interior da cavidade da CD (DE PAULA et al,
2009; GUNTHER, 1994). O Hidrogénio H3 da cavidade interna da BCD foi irradiado,
a fim de observar quais hidrogénios da DAP estariam em sua vizinhanga. No caso
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da SBEBCD, foram irradiados o Ha e Hb ( n&do demonstrado) da DAP, sendo visivel

maior interferéncia na molécula quando irradiado o Ha. Os espectros obtidos estédo

apresentados nas Figuras 10 e 11.

/

Dapsona 19 1 C:\espectros\2011\junll Anita

Dapsona 1mM com beta-CD 1mM em D20 (pH=7.00) 14% acetona-d6
irradiacao H3
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Figura 10: Espectro de ROESY para o complexo DAP:BCD 1:1
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Figura 11: Espectro de ROESY para o complexo DAP:SBEBCD 1:1

A analise das Figuras 10 e 11 revela o pico irradiado com sinal negativo e os
picos com sinais positivos, revelando interagdo por proximidade espacial, com os
hidrogénios H3. Na Figura 10, evidencia-se a maior interferéncia no Ha da dapsona.
Na figura 11, o Ha quando irradiado demonstrou maior interferéncia nos hidrogénios
das ciclodextrinas que o Hb (ndo representado aqui). Essa proximidade espacial
evidenciada esta em conformidade com os resultados de variagdo do deslocamento
quimico. (Tabelas 1 e 2).

Simulagao Computacional

Estudos tedricos, através de simulacbes computacionais baseados em
métodos da Quimica Quantica, tém sido bastante utilizados como uma poderosa
ferramenta de predicdo das energias de ligacdo e estruturas de equilibrio para os
complexos e inclusdo. Em geral, os estudos tedricos tém sido realizados em
associacdo com técnicas experimentais, notadamente com a espectroscopia de
RMN (JULLIAN et al., 2007; COSCARELLO et al., 2009)

Um ponto forte a ser observado séo as ligagdes de hidrogénio que se formam
no complexo. As interacdes existentes entre o grupo amino da dapsona com éter da
betacicloxextrina sdo mais fortes que a interagdo existente entre o grupo SO2 da
dapsona com o grupo éter da dapsona, respectivamente 2,3 angstrons e 4,3
angstrons. De acordo com os parametros geométricos obtidos pelo software

gaussian 03 observou se que o comprimento médio da cavidade da beta
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ciclodextrina é 12,87 angstrons e o comprimento médio da dapsona:6,94 angstrons.
Como o comprimento da dapsona mostrou se menor que a cavidade da beta
ciclodextrina logo, estericamente torna se possivel a inclusdo da dapsona no anel.

Observou se também ao comprimento das ligagdes de hidrogénio em torno de
3,035 angstrons no complexo formado, o que de certa forma influi na forma
estrutural que a dapsona se encontra inclusa no processo, quanto a distancia e
angulos da molécula, angulo observado foi de 10609’. Por fim no estudo do
complexo de inclusdo foi obtido a energia de interagdo do complexo
aproximadamente 143,Kcal/mol e por este resultado mostrou se favoravel a
formagao do complexo.

Apbs as realizacbes de calculos observou-se que as estruturas de
conformacgao mais estavel foram apresentadas nas figuras 1, onde corrobora com a
estrutura tedrica do artigo citado. Os resultados de frequéncias vibracionais tedricos
estdo em boa concordancia com os valores tedricos obtidos na literatura, os
estiramentos simétricos e assimétricos N-H é observado teoricamente na regiao de
3340-3500 cm-1.e experimentalmente 2580-3690 cm1 como a maior diferenca
observada. Os parametros geométricos o comprimento da ligagao O-S tedrico 1.44
A e experimental 1,47A, angulos O-S-O tedricos e experimentais foram
respectivamente: 118° e 121°. Como o comprimento da dapsona mostrou se menor
que a cavidade da beta ciclodextrina logo, estericamente torna se possivel a
inclusdo da dapsona no anel. Por fim no estudo do complexo de inclusao foi obtido a
energia de interacdo do complexo aproximadamente 143,Kcal/mol o que é uma
energia de ligacao favoravel a formac&o do complexo. Desta forma, o modelo tedrico

proposto para o trabalho demonstrou ser adequado para realizag&o do projeto.
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Fig. 12 Estrutura complexo de inclusao DAP:BCD formado, vista lateral.
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Fig. 13 Estrutura do complexo de inclusao DAP:BCD formado, vista superior.

5.4. CONCLUSAO

O estudo do deslocamento quimico demonstra alteragdes que indicam a
complexacao do farmaco tanto com BCD quanto com a SBERCD.

A estequimetria de ambos os complexos foi determinada pela técnica de Job
como 1:1.

Medidas de difusdo por RMN de 1H permitiram a determinacado da constante
de associacdo dos complexos de inclusédo, sendo os valores obtidos para ambos os
complexos indicativos da ocorréncia de forte interagdo entre a DAP e as
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ciclodextrinas, suficiente para promover alteracdes das propriedades fisico-quimicas
da DAP.

Os dados de RMN (ROESY) revelaram interagdes intermoleculares entre a
DAP (principalmente entre os hidrogénios Ha) e a cavidade hidrofébica das
ciclodextrinas, evidenciando a formagdo dos complexos de inclusdo DAP:BCD e
DAP:SBEBCD.

Esses resultados permitem propor que os complexos DAP:BCD e
DAP:SBEBCD possam ser utilizados como futuras formas farmacéuticas,
sugestivamente oral liquida.
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6.0 Conclusao

Como principais conclusdes deste trabalho, destacam-se:

O método de co-precipitacéo foi eficiente para a preparagdo do complexo de
inclusdo dapsona:CD e dapsona:SBERBCD.

Através dos estudos em solugao, pelo método da solubilidade de fases, pode-
se observar um aumento significativo da solubilidade da DAP na presenga das
ciclodextrinas estudadas.

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

O estudo do complexo em fase sélida permitiu concluir que houve a inclusao
da DAP nas ciclodextrinas. Pelas técnicas de analise térmica, observou-se um
aumento da estabilidade térmica do farmaco quando complexado; atrvés do 1V,
verificou-se o desaparecimento de bandas caracteristicas do farmaco; pela analise
da DRX percebeu-se uma amorfizagdo da DAP. Essas observagdes evidenciam a
formagao do complexo.

O espectro de RMN foi conclusivo para a verificacdo da formacdo do
complexo, sugerindo o encapsulamento do farmaco, com interferéncia maior no
ambiente do Ha da DAP. A insergéo foi vista de maneira mais clara pelas técnicas

de quimica computacional.
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7.0 Perspectivas

e Realizacdo da caracterizagcado fisico-quimica da formulagdo liquida de

dapsona com ciclodextrinas;

e Estudo de estabilidade das formas farmacéuticas a serem obtidas;
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ACC, SOUZA, Al | ROUM-NETD, PJ , SOARES-SOBRINHC, JL" was presented in the poster session of the Bth
Intemational Congress of Phamaceutical Sciences -— CIFARP 2011, held on August 21-24, 2011 in the Comvention
Center of Ribewrdo Preto, Ribeirdo Preto, 59, Brazil.
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