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Urban, A M. Desenvolvimento, caracterizacao e liberacéo in vitro de complexos
de inclusdo nistatina:B-ciclodextrina obtidos por diferentes métodos
[Dissertacdo] Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas. Ponta Grossa: Universidade
Estadual de Ponta Grossa; 2016.

RESUMO

Objetivo: A proposta deste estudo foi elaborar complexos de inclusdo (Cl) entre
nistatina (Nis) e B-ciclodextrina (BCD), para a posterior inclusdo em material macio
para reembasamento de protese removivel, visando promover liberacdo controlada e
permitir efeito antifingico prolongado. Material e métodos: Suspensdes de Nis:BCD
em propor¢cdes molares de 1:0,125, 1:0,25, 1:0,5, 1:0,625, 1:1, 1:2 e 1:4 foram
preparadas em triplicata em &gua destilada, agitadas por 24 h e avaliadas com
relacdo a solubilidade de fases. As proporcdes 1:1 e 1:2 foram selecionadas para
obtencdo de CI a partir dos seguintes métodos: mistura fisica (MF), liofilizagéo (Lio)
e spray drying (SP). A MF foi homogeneizada por 15 min com almofariz e pistilo. Os
demais Cl foram dissolvidos em solucdo de agua/etanol (50:50 v/v), agitados por 24
h e, entdo, submetidos a um dos processos de secagem Lio ou SP. Farmaco, BCD e
Cl foram submetidos as seguintes caracterizacfes fisico-quimicas: microscopia
eletrbnica de varredura por emissdo de efeito de campo (FEG), espectroscopia
infravermelha por transformada de Fourier (FT-IR), andlise térmica diferencial (DSC)
e termogravimétrica (TGA), difracdo de raios X (DRX) e ressonancia magnética
nuclear (RMN). Para o estudo de dissolucao in vitro, foram selecionados os CI 1:1
Lio e SP. Previamente, foi construida uma curva de calibracdo da Nis em agua Milli-
Q®. A dissolucao foi realizada em triplicata utilizando o aparato pa do dissolutor de
cubas a 37°C e 75 rpm durante 8 h para a Nis e 24 h para os Cl. Os resultados
obtidos foram avaliados com relagcédo ao perfil, eficiéncia (ANOVA-1 fator) e cinética
de dissolucdo. Resultados: A Nis apresentou morfologia cristalina e a BCD
apresentou caracteristicas mais amorfas em relacdo ao farmaco. A MF e os ClI Lio e
SP apresentaram caracteristicas mais amorfas com pequenos cristais. A analise em
FT-IR mostrou varios deslocamentos, reducdes de intensidade e estreitamento de
picos nos Cl em relacdo aos farmacos ndo complexados. A anéalise de DSC mostrou
diminuicdo da intensidade do pico de ponto de fusdo da Nis nos CI, indicando
complexacao parcial. A andlise em DRX mostrou que nos Cl houve achatamento e
desaparecimento de linhas espectrais (“amorfizagao”), sendo que no SP as
alteracdes foram mais significantes. Foi comprovado que a molécula de Nis foi
incluida parcialmente na cavidade da BCD no CI Lio 1:1, uma vez que foi observado
grande deslocamento quimico no H5 do interior da cavidade toroidal do
oligossacarideo. Apesar de ndo ter sido notada diferenca estatisticamente
significante (p=0,1931) entre os resultados de eficiéncia de dissolugdo ao final de 8
h, os CI Lio e SP 1:1 mostraram uma mecanica de liberacdo imediata do farmaco,
sendo que o CI Lio 1:1 apresentou o perfil de liberacdo mais rapido. Tanto o perfil de
liberacdo da Nis como dos CI Lio e SP 1:1 revelaram melhor ajuste cinético para o
modelo biexponencial. Concluséo: A partir dos resultados obtidos pelas técnicas de
caracterizacdo, p6de ser concluido que a nistatina apresentou melhor complexacao
com a B-ciclodextrina na propor¢céao molar 1:1 nos métodos de Lio e SP. O complexo
de inclusdo nistatina:B3-ciclodextrina 1:1 obtido por Lio apresentou melhor perfil de



dissolucdo e cinética biexponencial, o que pode resultar em estratégias
interessantes para o desenvolvimento de formas farmacéuticas que possibilitem uma
liberacdo controlada quando incorporadas ao material macio para reembasamento
de prétese dentéria.

Palavras-chave™ Estomatite sob Prétese. Nistatina. Solubilidade. Liofilizag&o.
Caracteriza¢do quimica.
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Urban, A. M. Development, characterization, and in vitro release of nystatin:p-
cyclodextrin inclusion complexes obtained using different methods
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ABSTRACT

Purpose: This study prepared inclusion complexes (IC) between nystatin (Nys) and
B-cyclodextrin (BCD), for posterior incorporation into a soft liner denture material,
aiming to promote controlled release and a prolonged antifungal effect. Material and
methods: Suspensions of Nys:BCD in molar ratios of 1:0.125, 1:0.25, 1:0.5, 1:0.625,
1:1, 1:2, and 1:4 were prepared in triplicate in distilled water, stirred for 24 h, and
evaluated regarding phase solubility. The 1:1 and 1:2 molar ratios were selected to
obtain IC using the following methods: physical mixture (PM), freeze-drying (FD), and
spray-drying (SP). PM was homogeneous blended in a mortar for 15 min. The other
IC were dissolved in water/ethanol solution (50:50 v/v), stirred for 24 h, and then
submitted to one of the drying methods FD or SP. Drug, BCD, and IC were submitted
to the following physicochemical characterization: field emission electron gun
microscopy (FEG), Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), differential
scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TGA), X ray diffraction (DXR), and
nuclear magnetic resonance (NMR). For the in vitro dissolution study, 1:1 FD and SP
IC were selected. Previously, a calibration curve of Nys in Milli-Q® water was plotted.
The dissolution was made in triplicate using paddle device at 37°C and 75 rpm during
8 h for Nys and 24 h for IC. The results were evaluated in relation to dissolution
profile, efficiency (ANOVA-1 way) and kinetics. Results: Nys presented crystalline
morphology and BCD presented more amorphous characteristics in comparison to
the drug. PM and FD and SP IC presented more amorphous characteristics with
small crystals. FT-IR analysis showed several shifts, reduction in intensity, and peak
narrowing in the IC in relation to the non-complexed drugs. DSC analysis showed
reduction in intensity of the fusion point peak of Nys in the IC, indicating partial
complexation. DXR analysis showed peak size reduction and disappearance of
spectral lines (“amorphization”), with SP showing more significant changes. It was
proved that Nys was partially included into the BCD cavity in 1:1 FD IC, because a
great chemical shift was observed for H5’, which is within the toroidal cavity of the
oligosaccharide. Despite there was no statistically significant difference (p=0.1931)
among the results of dissolution efficiency at 8 h, the 1:1 FD and SP IC showed an
immediate release mechanics of the drug, with the 1:1 FD IC presenting the faster
dissolution profile. The Nys and 1:1 FD and SP IC revealed the better kinetic
adjustment for the biexponential model. Conclusion: Based on the results obtained
by the characterization techniques, it was concluded that nystatin better complexed
with B-cyclodextrin in 1:1 molar ratio in FD and SP methods. Freeze-drying inclusion
complex 1:1 nystatin:B-cyclodextrin presented the better dissolution profile and
biexponential kinetics, and this may result in interesting strategy to the development
of pharmaceutical compounds that enable a controlled release when they are
incorporated to the soft liner denture material.



Keywords®: Denture Stomatitis. Nystatin. Solubility. Freeze Drying. Chemical
Characterization.
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1 INTRODUCAO

A candidose bucal é considerada a infeccdo fungica mais frequente entre
humanos (AKPAN, MORGAN, 2002) e quando associada a utilizacdo de préteses
dentarias removiveis € denominada estomatite protética (COELHO, SOUSA, DARE,
2004). Apesar de sua etiologia ser considerada multifatorial, a infeccdo por Candida
spp., especialmente Candida albicans, € considerada o principal fator etiolégico
(BANTING, HILL, 2001). O tratamento deve incluir, dentre outros, terapia antifingica
tépica, medicacdo antifungica sistémica, cuidados com a higiene bucal,
procedimentos de limpeza e desinfeccdo das préteses, reembasamento ou
substituicdo de proteses antigas e restituicdo nutricional (LOMBARDI, BUDTZ-
JORGENSEN, 1993; NEPPELENBROEK et al., 2008).

Dentre os antifungicos prescritos para o tratamento da candidose, a nistatina
(Nis) apresenta uma acdo de amplo espectro e € considerada fungicida. A sua alta
efetividade na inibicdo de Candida spp. (DOUGLAS, CLARKE, 1975; GEERTS,
STUHLINGER, BASSON, 2008), a rara deteccao de cepas fungicas resistentes e
seu custo acessivel sdo vantagens deste farmaco quando comparado a outros
antifingicos também indicados para tratar a estomatite protética (GEERTS,
STUHLINGER, BASSON, 2008). Entretanto, farmacos da classe dos poliénicos,
como a Nis, sdo praticamente insolUveis em agua e, devido ao seu sabor amargo,
esse medicamento pode produzir efeitos colaterais como nauseas, vomitos e
intolerancia (LOMBARDI, BUDTZ-JORGENSEN, 1993).

A velocidade de dissolucdo do farmaco é controlada por sua solubilizacao
intrinseca, como € o0 caso da maior parte dos ativos pouco soluveis (BROW et al.,
2004; STEGEMANNA et al., 2007). E a velocidade e a extensdo da absorcao de um
farmaco podem ser alteradas devido a sua lipofilia e, principalmente, pelo estado de
ionizacao e/ou tamanho de sua particula (AUNGST, SHEN, 1986; AMIDON et al.,
1995). Neste contexto de problemas relacionados a solubilidade, liberacdo e
absorcdo de farmacos pouco solGveis, uma estratégia tem sido a formacédo de
complexos de inclusdo (CI) com ciclodextrinas (CD) com a finalidade de aumentar a
estabilidade e otimizar a atividade antimicrobiana dos farmacos. Além do que uma
formulacdo nanoestruturada poderia superar os problemas de solubilidade, criando
um sistema de liberacdo controlada com excelente atividade antimicrobiana e
poucos efeitos adversos (LOFTSSON, BREWSTER, 1996; HOPPE, 1997; UEKAMA,

2004). As CD apresentam-se no formato de um cone truncado com uma cavidade
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hidrofobica que possibilita o alojamento de uma molécula héspede ou sua parte,
formando, assim, um C| (DUCHENE, WOUESSIDJEWE, 1990; FROMMING,
SZEJTLI, 1993). Apos a dissociacao, o farmaco estara na forma livre e apto para ser
absorvido e distribuido pelo organismo, uma vez que complexado ele ndo consegue
atravessar as membranas plasméticas devido a hidrofilia da CD, caracteristica que
justifica sua baixa toxicidade (UEKAMA, HIRAYAMA, IRIE, 1998).

Tem sido demonstrado que a granulometria e a morfologia de particula de
um CI séo fatores essenciais para sua taxa de dissolucdo (ZHANGA et al., 2004). O
aumento da velocidade de dissolucdo resulta numa solubilizagcdo mais réapida do
farmaco, que, por sua vez, acarreta aumento de sua biodisponibilidade. Estudos
sugerem que a técnica utilizada para secagem do CI influencia diretamente no
tamanho e morfologia da particula (ZANG et al., 2009). O método de liofilizacédo (Lio)
permite a obtencdo de Cl amorfos, com elevado rendimento, baixo estresse térmico
e elevado grau de interacdo farmaco-CD. Como desvantagens, apresenta longo
tempo de processamento e mas caracteristicas de fluxo do material obtido
(CARRIER, MILLER, AHMED, 2007). O método de spray-drying (SP) tem como
vantagens a formacao direta de precipitados sélidos, reduzindo o tempo necessario
para o processamento, melhor controle das caracteristicas fisicas das particulas
obtidas e eficiéencia elevada de complexacdo. Entretanto, baixo rendimento e
estresse térmico sdo algumas de suas limitacbes (CABRAL-MARQUES, ALMEIDA,
2009).

Mesmo quando a terapia antifangica € instituida para o tratamento da
estomatite protética, tem sido comumente observado um quadro de reinfeccdo da
mucosa bucal em até duas semanas apoOs a finalizacdo do tratamento. Essa
reincidéncia tem sido atribuida a concentragédo insuficiente dos farmacos sobre a
superficie protética que mantém contato com os tecidos bucais, uma vez que ocorre
a formagéo de um complexo biofilme microbiano em profundidade no material para
base de prétese (MATHABA, DAVIES, WARMINGTON, 1995; SATO et al., 1997).
Materiais macios acrilicos, por sua vez, tém sido utilizados no tratamento da mucosa
bucal traumatizada (NIKAWA et al.,, 1997) e alguns autores tém proposto a
incorporacdo de farmacos antimicrobianos nesses materiais (SCHNEID, 1992;
NIKAWA et al.,, 1997; BUENO et al., 2015) (Figura 1). Essa combinacédo pode ser
uma terapéutica logica no tratamento da estomatite protética devido a reducdo do

trauma causado pela superficie interna de resina acrilica rigida das bases das
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proteses removiveis; eliminacdo do contato da superficie contaminada com os
tecidos bucais e, consequentemente, do ciclo de reinfeccdo, acdo dos farmacos
antimicrobianos incorporados ao material diretamente sobre os tecidos infectados
(SCHNEID, 1992), reduzida frequéncia de aplicacdo (SCHNEID, 1992) e reducédo da
necessidade de participacéo dos pacientes durante o tratamento (TRUHLAR, SHAY,
SOHNLE, 1994). Além do fato de que o sucesso da aplicacéo tdpica de farmacos na
cavidade bucal pode ser comprometido pela falta de percepcao da infeccdo pelos
pacientes, necessidade de gastos com a medicag¢do, uso continuo das préteses,
sabor desagradavel do medicamento (TRUHLAR, SHAY, SOHNLE, 1994) e rigor na
administracdo da posologia (SCHNEID, 1992). Também é dificl manter a
concentracdo efetiva nos tecidos infectados em decorréncia do fluxo salivar, dos
movimentos da lingua (BANTING, HILL, 2001) e da degluticdo, que rapidamente

dissolvem e eliminam qualquer farmaco da cavidade bucal (URBAN et al., 2006).

FIGURA 1 — Prétese dentaria removivel reembasada
com material macio modificado pela
incorporacgdo de nistatina

Material macio contende nistatina

Resina acrilica rigida de base
da protese removivel

Fonte: A autora.

Estudos anteriores avaliaram o efeito da incorporacédo direta (em pd) de
alguns farmacos antifungicos, dentre eles a Nis, sobre algumas propriedades de
materiais macios para protese. Nestas avaliagbes, a Nis liberada a partir destes
materiais foi efetiva durante 14 dias na inibicdo do crescimento de biofilme de C.
albicans em valores mais baixos de concentragdes inibitorias minimas (CIM)
(BUENO et al.,, 2015) em relacdo aos demais farmacos avaliados e, como
consequéncia, ndo alterou significativativamente as propriedades avaliadas dos
materiais (GALITESI et al., 2012; NEPPELENBROEK et al., 2012; BUENO et al.,
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2015; NEPPELENBROEK et al., 2015; LIMA et al., 2016; SANCHEZ-ALIAGA et al.,
2016).

Entretanto, levando-se em consideracao os beneficios da utilizacdo tanto de
Cl com CD como de materiais macios como auxiliares no tratamento da estomatite
protética, inovacao tecnologica poderia, portanto, ser obtida com essa associacgao.
Frente ao exposto, a proposta deste estudo foi elaborar complexos de inclusao entre
nistatina e ciclodextrina, para a posterior inclusdo em material macio para
reembasamento de protese dentéria, visando promover a liberacdo controlada e

permitir um efeito antifingico prolongado.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESTOMATITE PROTETICA

A infeccdo da cavidade bucal por Candida spp., denominada candidose
bucal, é considerada a infeccdo fangica mais comum entre humanos, principalmente
em idosos e usuarios de proteses dentérias removiveis (AKPAN, MORGAN, 2002).
A candidose bucal relacionada a utilizacdo dessas proteses é denominada
estomatite protética e € a lesdo mais comumente observada em seus usuarios
(BARBEAU et al., 2003; COELHO, SOUSA, DARE, 2004). A estomatite protética foi
primeiramente classificada por Newton (NEWTON, 1962), de acordo com 0s sinais
clinicos da infeccdo, em trés estagios: (I) Hiperemia puntiforme: multiplos pontos
hiperémicos nos ductos das glandulas salivares palatinas menores; (II) Hiperemia
difusa: inflamacdo generalizada sobre uma mucosa lisa e atrofica recoberta pela
protese e (lll) Hiperemia granular: mucosa hiperémica com aparéncia nodular
podendo abranger toda a regido recoberta pela protese ou ficar restrita a regido
central do palato.

Fatores locais associados as proteses tém sido considerados
predisponentes no desenvolvimento dessa patologia, dentre os quais: presenca de
biofilme (BANTING, GREENHORN, MCMINN, 1995), trauma local causado por
proteses antigas e mal adaptadas (BUDTZ-JORGENSEN, BERTRAM, 1970), uso
continuo das préteses (BARBEAU et al., 2003), hiposalivacdo (TORRES et al., 2002)
e alteracdo do pH da saliva (LOMBARDI, BUDTZ-JORGENSEN, 1993). Fatores
sistémicos também podem predispor usuarios de proteses dentarias removiveis ao
desenvolvimento de estomatite protética, tais como debilidade fisica, alergias, idade
avancada, género feminino, uso de tabaco, presenga de endocrinopatologias,
deficiéncias nutricionais, utilizagdo de antibidticos de amplo espectro e/ou
imunossupressores, terapias antineoplasicas e alteracdbes nos mecanismos
imunologicos (WILLIS et al., 2001; SALERNO et al., 2011).

Apesar de sua etiologia ser considerada multifatorial, espécies do género
Candida tém sido relacionadas como o principal fator associado a essa patologia
(BUDTZ-JORGENSEN, BERTRAM, 1970; BANTING, HILL, 2001; RAMAGE et al.,
2001). Dentre essas espécies, a Candida albicans € a mais prevalente tendo sido
identificada em 50 a 93% dos casos (MCMULLAN-VOGEL et al., 1999; BAENA-
MONROY et al., 2005). Outras espécies como C. krusei, C. dubliniensis, C.
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parapsilosis, C. tropicalis e, sobretudo, C. glabrata também tém sido encontradas
com frequéncia em isolados clinicos (SALERNO et al., 2011).

As espécies do género Candida vivem em relacdo de comensalismo em
diversas partes do organismo da maioria dos individuos saudaveis. Entretanto, sob
determinadas condi¢des ambientais, esses microrganismos podem atuar como
patégenos oportunistas e colonizar mucosas e tecidos, causando infec¢bes locais e
sistémicas (CALDERONE, FONZI, 2001; SALERNO et al, 2011). Ocorre
inicialmente a adesdo de células leveduriformes comensais (blastéporos) de
Candida spp., que por apresentarem forma ovoide e tamanho reduzido se
disseminam pela corrente sanguinea (JACOBSEN et al., 2012). Essa forma passa
por uma transicdo para células patogénicas alongadas filamentosas, denominadas
pseudohifas ou hifas, septadas ou n&o, respectivamente (SUDBERY, GOW,
BERMAN, 2004). Isto porque na forma de hifas, as barreiras epiteliais protetoras do
hospedeiro podem ser superadas, favorecendo o aparecimento de infeccbes
(SUDBERY, GOW, BERMAN, 2004). Os microrganismos tém, ainda, a capacidade
de se organizar em comunidades complexas e estruturadas, conhecidas como
biofilmes, aderidas a superficies e encapsuladas por uma matriz extracelular
protetora composta principalmente por polissacarideos (CHANDRA et al., 2001a).
Em biofilmes complexos de bactérias e fungos, o tratamento das infeccdes
apresenta maior dificuldade, uma vez que 0S microrganismos Sao menos
susceptiveis a acdo de farmacos antimicrobianos de ac¢éo local ou sistémica como a
Nis, o fluconazol e a clorexidina (CHANDRA et al., 2001a; CHANDRA et al., 2001b),
havendo aumento do grau de resisténcia com a maturagdo do biofilme (MAH,
O'TOOLE, 2001), e aos mecanismos de defesa do hospedeiro (COSTERTON,
STEWART, GREENBERG, 1999). Dentre os substratos em que cepas patdégenas
como Candida spp. podem se aderir, podem ser citados os dispositivos médicos
implantados como catéteres vasculares ou urinarios, proteses articulares, valvulas
cardiacas, lentes de contato e proteses dentarias removiveis compostas
basicamente por acrilicos (D'ENFERT, 2006).

Os microrganismos em biofilmes aderidos a proteses dentarias podem se
desprender e se dispersar pela secrecdo salivar, podendo ser aspirados e
disseminados para outros locais do corpo (SMITH et al., 2003). A candidose bucal
pode evoluir para a regido orofaringea em pacientes imunocomprometidos,

especialmente os portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)
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(AKPAN, MORGAN, 2002). Em caso de envolvimento do esOfago, os pacientes
podem apresentar dificuldade de degluticdo, acarretando deficiéncias nutricionais e
debilidade sistémica (DE REPENTIGNY, LEWANDOWSKI, JOLICOEUR, 2004).
Além do que, a constante aspiracdo e degluticido das espécies fungicas em
individuos com a saude geral comprometida tem sido associada a disseminacao da
candidose, podendo resultar em fungemia (KRCMERY, BARNES, 2002), infeccdo
sistémica relacionada com alta taxa de mortalidade (40 a 80%) (DIMOPOULOS et
al., 2007).

Apesar de sua alta prevaléncia, a patogénese da estomatite protética e a
funcdo da resposta imune ainda nédo sao compreendidos. Um dogma para uma das
formas de candidiase oral, a orofaringea, é que a deficiéncia ou a reducdo nas
respostas das células protetoras auxiliares Thl ou Th1l7, como em pacientes HIV
positivos ou que receberam terapia imunossupressora, estd associada com a
susceptibilidade a infeccdo (CONTI et al., 2009). Em contrapartida, a maioria dos
individuos com estomatite protética sdo imunocompetentes. Um dos poucos estudos
imunoldgicos relatou citocinas Thl na saliva de pacientes com estomatite protética,
portanto, é pouco provavel que a reducdo ou deficiéncia dogmatica na resposta das
células Thl esteja associada com a susceptibilidade a estomatite protética (LEIGH
et al.,, 2002). Além disso, niveis elevados de interleucina-2 (IL-2) ou fator de
crescimento de células T tém sido observados em pacientes com estomatite
protética (RODRIGUEZ-ARCHILLA et al., 1996). Assim, poderia ser hipotetizado que
respostas de linfécitos T reativos na fase crbnica podem estar associadas com
estomatite protética sintomatica (JOHNSON et al., 2012).

O tratamento convencional para infec¢des fungicas orais esta associado
com um diagnéstico preciso e com a identificagdo e eliminacdo dos possiveis fatores
predisponentes. A escolha de um tratamento ou associa¢cdes sdo aspectos a serem
considerados individualmente e podera incluir, portanto, terapia antifingica topica,
medicacdo antifingica sistémica, cuidados com a higiene bucal, procedimentos de
limpeza e desinfeccdo das préteses, reembasamento ou substituicido de proteses
antigas e restituicdo nutricional (CARTER, KERR, SHEPHERD, 1986; LOMBARDI,
BUDTZ-JORGENSEN, 1993). Além disso, com o0 objetivo de proteger e preservar a
integridade do epitélio da mucosa, o paciente deve dormir sem as proteses
(CARTER, KERR, SHEPHERD, 1986).
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Para pacientes imunocomprometidos, a terapia antifungica sistémica para a
estomatite protética pode ser recomendada (PEREZOUS et al., 2005). No entanto, &
preciso considerar a possibilidade de esses farmacos induzirem efeitos
hepatotoxicos e nefrotoxicos (LOMBARDI, BUDTZ-JORGENSEN, 1993), bem como
apresentarem interagdo com outros medicamentos, resultando em efeitos sistémicos
potencialmente adversos a saude (CHOI et al, 2010). Além disso, 0 uso
descontrolado de antifungicos sistémicos tem resultado no aparecimento de
resisténcia fungica (LOMBARDI, BUDTZ-JORGENSEN, 1993; GOLDMAN et al.,
2004).

2.2 NISTATINA

Quando a terapia antifungica topica € instituida para o tratamento da
estomatite protética, farmacos como a Nis, o miconazol e a clorexidina podem ser
utilizados (LOMBARDI, BUDTZ-JORGENSEN, 1993; BANTING, HILL, 2001,
NEPPELENBROEK et al., 2008). Especificamente, a Nis € um antibiético macrolideo
poliénico, produzido pelo microrganismo Streotomyces noursei e utilizado na terapia
humana e veterinaria para tratamento de infec¢Bes fangicas tépicas (BAGINSKI,
CZUB, 2009). Foi descoberta no ano de 1950 por Hazen e Brown (TAVARES, 2001).

As vantagens de utilizacdo de macrolideos poliénicos como a Nis em
comparacao com antifungicos de outras classes, como azois e flucitozinas, sdo seu
efeito fungicida rapido, baixa tendéncia ao desenvolvimento de resisténcia entre
fungos patogénicos e amplo espectro de atividade. Uma de suas desvantagens, no
entanto, é a toxicidade relativamente elevada (acima de 5 milhdes por unidade),
principalmente quando associada as células renais, as quais sdo vulneraveis a agao
hemolitica dos macrolideos poliénicos (ZOTCHEV, 2003; BAGINSKI, CZUB, 2009).

E considerada um macrolideo, uma vez que possui uma estrutura quimica
ciclica e grande (TAVARES, 2001; HAC-WYDRO, DYNAROWICZ-LATKA, 2006)
como mostrado na Figura 2. Os poliénicos representam uma classe de substancias
formadas por atomos de carbono com ligagdo dupla; especificamente a Nis € um
tetraeno e, portanto, possui quatro ligagdes duplas em sequéncia. Apresenta uma
molécula anfétera, devido a presenca dos grupos amino e carboxilicos (TAVARES,
2001; HAC-WYDRO, DYNAROWICZ-LATKA, 2006).
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FIGURA 2 — Formula estrutural plana da Nis
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Fonte: A autora.

Este agente antifungico € utilizado para o tratamento topico de primeira
escolha para a estomatite protética e apresenta seu melhor efeito quando aplicado
em contato direto com a Candida (SCULLY, 1992). Nao estara biodisponivel apos
administracdo oral e € eliminado pelas fezes (PAPPAS et al., 2009). Sua formulacéo
para o tratamento de infec¢cdes bucais € na forma de suspensdo e 0s pacientes
devem fazer bochechos e, na sequéncia, cospir ou engolir a Nis (PAPPAS et al.,
2009). Nesta forma, apresenta poucos efeitos colaterais, como sabor amargo e,
consequentemente, nauseas (LOMBARDI, BUDTZ-JORGENSEN, 1993), o que pode
diminuir a adesao dos pacientes ao tratamento (AKPAN, MORGAN, 2002).

A administracdo intravenosa da Nis ou de poliénicos em geral tem efeitos
adversos relacionados com a perfusédo, tais como calafrios, dor de cabeca, febre,
nauseas, vomitos, hipdxia, hipertensdo ou hipotenséo e por efeitos crénicos toxicos,
nos quais a nefrotoxicidade € o mais importante (ARIKAN, REX, 2001). Por via
intravenosa e intramuscular, a Nis é capaz de causar hemdlise, necrose e
abscessos “frios” nos locais da injegao, devido a sua ligacdo imediata com as
membranas plasmaticas das heméacias, ocasionando sua destruicdo (TAVARES,
2001; HAC-WYDRO, DYNAROWICZ-LATKA, 2006). E pobremente absorvida pela
pele, trato gastrointestinal ou mucosas (TAVARES, 2001).

Formulacbes de mucoadesivos foram desenvolvidas na tentativa de
prolongar o contato do farmaco com a mucosa oral (LLABOT, MANZO, ALLEMANDI,
2009). O uso de lipossomas contendo Nis também tem sido investigado (LLABOT et
al., 2007). Além disso, a Nis produz um efeito pés antifingico biologicamente
significante (PONS et al., 1997). De fato, trinta minutos de exposi¢céo da C. albicans
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a Nis de 25 a 100% da CIM causara um efeito pds antifingico de 5-6 h
(GUNDERSON et al., 2000).

A Nis possui uma excelente atividade antifungica contra a Candida spp.
(KOVACIC, COOKSY, 2012). Inicialmente, a Nis liga-se ao ergosterol da parede
celular do microrganismo, formando poros na transmembrana o que, por sua vez,
aumenta sua permeabilidade com consequente perda de ions citoplasmaticos como
potassio, amonio, magnésio, fosfato e ésteres de fosfato, acucares e nucleotideos e
agua, acarretando morte celular (WHITE, MARR, BOWDEN, 1998; ANDRIOLE,
2000; ROGERS, 2002). Entretanto, ainda é controverso se o mecanismo de acédo da
Nis leva realmente a formacdo de poros na membrana plasmatica (SILVA et al.,
2006). Outra ligacao que ocorre mais fracamente € a da Nis com o colesterol, outro
tipo de esterol presente na membrana plasmatica das células de mamiferos (SILVA
et al., 2006).

Devido a sua sensibilidade ao calor (acima de 40°C), a luz e ao oxigénio,
para manter sua funcdo biologica e sua estrutura quimica, diversas dispersdes de
Nis, bem como comprimidos, pastilhas e pés tém sido utilizados para administracao
oral e cremes, para aplicacao tépica.

Apesar de suas vantagens e mecanismo de ac¢ao, sua aplicacdo clinica pode
ser limitada devido aos efeitos colaterais mencionados, toxicidade e baixa
solubilidade em agua (360 mg/L) (BRAYFIELD, 1999), saliva (TALLURY et al., 2007)
e outros solventes como etanol e cloroférmio (BRAYFIELD, 1999) em temperatura
ambiente. Apresenta alta solubilidade em dimetilsulféxido (BRAYFIELD, 1999).

2.3 CICLODEXTRINAS

Em 1891, houve o primeiro registro de isolamento das substancias
denominadas ciclodextrinas (CD), as primeiras moléculas hospedeiras, por Villiers
(VILLIERS, 1891). Em 1903, Schardinger foi o responsavel pela primeira descricao
detalhada da preparacéo e isolamento das CD (SCHARDINGER, 1903). Em 1940, a
estrutura quimica das CD e sua capacidade de formar complexos de incluséo (Cl) foi
delineada (LOFTSSON, BREWSTER, 1996). As CD sdo compostos ciclicos obtidos
a partir de degradacdo por hidrdlise pelo microrganismo Bacillus macerans, através
da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase). Esse microrganismo € capaz
de romper um segmento da hélice do amido e unir as duas por¢cdes terminais deste

fragmento em uma Unica molécula ciclica. As fontes de amido utilizadas para a
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producdo de CD séo, geralmente, derivadas do milho, podendo também ser obtidas
a partir de batata ou outras fontes (MATIOLI, 2000).

Polissacarideos como as CD sdo uma importante classe de
biomacromoléculas com uma grande variedade estrutural. Muitos deles apresentam
muitas aplicacdes, tais como: catalizadores na indudstria quimica; inibidores de
reacdo e em aplicacdes cromatogréficas; na industria de alimentos para a adi¢cdo de
vitaminas e aditivos sob a forma de CI; na agricultura como estabilizantes de
fungicidas; na industria farmacéutica para aumentar a estabilidade de moléculas
inclusas contra a hidrdlise, oxidacéo, fotodecomposicao e desidratacao, corrigir odor
e sabor desagradavel do farmaco, aumentar sua solubilidade e biodisponibilidade e
aumentar sua atividade e reduzir efeitos colaterais e toxicidade (SZEJTLI, 2004;
CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007). Por estes motivos, no Brasil h4 uma grande
motivacdo para o estudo e producdo de CD, j& que ha uma disponibilidade do
substrato amido, de baixo custo, tornando atraente a perspectiva de producao de CD
gue sao produtos de alto valor agregado (BERTOLINI, CEREDA, CHUZEL, 1998).

As CD naturais sdo compostos oligossacarideos ciclicos e as mais comuns
contém 6, 7 e 8 unidades de glicose, conhecidas como a, B e y de D-(+)-
glicopiranoses, respectivamente, como apresentado na Figura 3. S&o unidas por
ligagdes do tipo a-(1,4) (YANG et al., 2012).

FIGURA 3 — Férmulas estruturais planas das CD (o, Bevy)
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Fonte: BUDAL, R. M. Estudos de formacdo de complexos de mclusao em ciclodextrinas.
2003, 197 f. Doutorado (Quimica) — Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis, 2003 (BUDAL, 2003).

As CD possuem grupos hidroxilas nas suas extremidades, tornando-as
sollveis em agua (Tabela 1), devido a possibilidade de formacdo de ligacbes de
hidrogénio com o solvente (MATIOLI, 2000). Mesmo ndo sendo moléculas

perfeitamente cilindricas, sua configuracdo tridimensional mais estavel apresenta-se
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no formato de um cone truncado (MATIOLI, 2000), devido a presenca de residuos
de a-D-glicopiranosil em consequéncia da conformagéo do carbono C1 e da falta de
rotacdo livre ao redor das ligacdes glicosidicas. Estes acucares apresentam uma
cavidade interna apolar (hidrofobica), devido ao posicionamento do oxigénio das
ligacBes glicosidicas e aos hidrogénios das unidades glicopiranose, e uma superficie
externa polar (hidrofilica), devido a posi¢cdo ocupada pelas hidroxilas primarias
unidas ao carbono C6 e hidroxilas secundarias ligadas aos carbonos C2 e C3. As
hidroxilas secundarias estéo situadas na parte onde o diametro do anel é maior, e as

hidroxilas primérias, onde o didametro do anel € menor (Figura 4) (MATIOLI, 2000).

Tabela 1. Caracteristicas das CD naturais

aCD BCD yCD
Numero de unidades de glicose 6 7 8
Massa molecular (g/mol) 973 1135 1297
Diametro interno da cavidade (nm) 0,45-0,57 0,62-0,78 0,79-0,95
Diametro externo da cavidade (nm) 1,37 1,53 1,69
Altura da cavidade (nm) 7,9 7,9 7,9
Volume da cavidade (mL/mol) 174 262 472
Solubilidade em agua (25°C) g/100 mL 14,5 1,85 23,2
pKa (25°C) 12,33 12,20 12,08

Fonte: BALTE, A. S. et al. Theoretical studies on the encapsulation of paracetamol in the a, B and y-
cyclodextrins. J Chem Pharm Res, v. 4, n. 5, p. 2391-2399, 2012. (BALTE, GOYAL, GEJJI,
2012)

FIGURA 4 — Representagdo esquematica da estrutura funcional das CD
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Fonte: KHAN, A. R. Methods for selective modifications of cyclodextrins. Chem Rev, v. 98, n. 5,
p. 1977-1996, Jul. 1998 (KHAN et al., 1998).

A presenca da cavidade hidrofobica possibilita que as CD sejam capazes de

alojar uma molécula héspede ou sua parte, formando, assim, um Cl (DUCHENE,
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WOUESSIDJEWE, 1990; FROMMING, SZEJTLI, 1993). Apdés a dissociacdo, o
farmaco estara na forma livre e apto para ser absorvido e distribuido pelo organismo,
uma vez que complexado ele ndo consegue atravessar as membranas plasmaticas
devido a hidrofilia da CD, caracteristica que justifica sua baixa toxicidade (UEKAMA,
HIRAYAMA, IRIE, 1998).

A velocidade de dissolucdo do farmaco é controlada por sua solubilizacao
intrinseca, como € o caso da maior parte dos ativos pouco soluveis (BROW et al.,
2004; STEGEMANNA et al., 2007). E a velocidade e a extensdo da absorcao de um
farmaco podem ser alteradas devido a sua lipofilia e, principalmente, pelo estado de
ionizacao e/ou tamanho de sua particula (AUNGST, SHEN, 1986; AMIDON et al.,
1995). Neste contexto de problemas relacionados a solubilidade, liberacdo e
absorcdo de farmacos pouco sollveis, uma estratégia tem sido a formacédo de CI
com CD com a finalidade de aumentar a estabilidade e otimizar a atividade
antimicrobiana dos farmacos. Além do que uma formulagdo nanoestruturada poderia
superar os problemas de solubilidade, criando um sistema de liberacdo controlada
com excelente atividade antimicrobiana e poucos efeitos colaterais (LOFTSSON,
BREWSTER, 1996; HOPPE, 1997; UEKAMA, 2004).

A BCD é a CD natural mais utilizada, uma vez que possui aproximadamente
6 A de diametro em sua cavidade interna, acomodando, assim, grupos aromaticos
encontrados na maioria dos farmacos (BALTE, GOYAL, GEJJI, 2012). A BCD
apresenta maior rigidez, facilidade de obtencéo de cristais e também se encontra em
maior abundancia no mercado, apresentando, portanto, melhor relagao

custo/beneficio.

2.4 COMPLEXOS DE INCLUSAO (COM FARMACOS ANTIFUNGICOS)

Um complexo no qual um dos componentes (a molécula hospedeira) forma
uma cavidade ou, no caso de um cristal, uma estrutura cristalina contendo espacgos
em forma de tdneis longos ou canais em que as entidades moleculares de uma
segunda espécie quimica (héspedes) estdo localizadas pode ser definido como um
complexo de inclusdo. Neste caso, ndo ha nenhuma ligacdo covalente entre
hospede e hospedeiro; a ligacdo é geralmente devido a forcas de van der Waals. Se
0S espacos na estrutura hospedeira sao fechados em todos os lados, como se a
molécula héspede estivesse “aprisionada”, tais compostos sdo conhecidos como
clatratos ou compostos ‘gaiola’ (MCNAUGHT, WILKINSON, 1997). Se uma molécula
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hospedeira se adequar completamente ou ao menos parcialmente dentro da
cavidade, este Cl pode ser formado.

A complexacéo ocorre geralmente em solucdo aguosa e moléculas de agua
preenchem inicialmente a cavidade interna das CD. Farmacos hidrofébicos
adicionados a esta solugdo promovem, na sequéncia, o0 deslocamento das
moléculas de &gua. Isso acontece por haver um microambiente desfavoravel na
cavidade (interacao polar-apolar) que faz com que as moléculas de agua tenham a
tendéncia de sair da cavidade da CD. Finalmente, ocorre o0 processo de
encapsulacédo total ou parcial da molécula héspede na cavidade da CD, tornando-a
soluvel em agua (SZEJTLI, 2005).

A estequiometria dos Cl pode apresentar varias proporcdes molares,
entretanto € mais frequente formar complexos 1:1 (uma molécula de CD para um
mol de farmaco) quando em solucédo aquosa (VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO, 2006).

Os métodos de obtencdo dos Cl geralmente sdo simples e sua escolha
depende da natureza do substrato. Os métodos mais utilizados (DELL VALLE, 2004;
SZEJTLI, 2005; VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO, 2006) estao descritos a seguir:

e Mistura fisica: neste método, o farmaco é triturado junto com a ciclodextrina
em um almofariz de porcelana, com o auxilio de um pistilo, sem adicdo de
qualquer solvente, durante 15 min. Algumas moléculas podem ser
complexadas pela simples mistura do héspede com a ciclodextrina (VEIGA,
PECORELLI, RIBEIRO, 2006; RIEKES et al., 2010).

e Co-precipitacdo: neste método, deve ser adicionada uma solucdo do
hospedeiro a uma solucédo de CD. Caso seja preciso, pode ser utilizado um
solvente diferente da agua para solubilizar o hospedeiro. Entretanto, o
solvente escolhido deve ser solivel em agua. A mistura € agitada até o
equilibrio e o complexo soélido sera obtido por evaporacdo a vacuo ou
liofilizacao.

e Empastagem (kneading): neste caso, a molecula hospede solida é adicionada
a uma solucdo aquosa de CD formando uma suspensdo sob agitacao
vigorosa. Na sequéncia, deve ser feita uma filtragdo. O complexo sélido,
dissolvido no filtrado, €, entéo, coletado a vacuo ou liofilizacao.

e Liofilizacdo (Lio): para este método, apdés o preparo de uma solugcdo com
ambos os componentes (hospede e ciclodextrina), a agua é removida em

liofilizador, resultando em complexos com caracteristicas mais amorfas.
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e Spray-drying (SP): normalmente, neste método, o farmaco € dissolvido em
etanol e a CD em agua. A solucéo resultante € obtida sob agitacdo e levada

ao equipamento spray-dryer para ser seca por pulverizagao.

Tem sido demonstrado que a granulometria e a morfologia de particula de
um CI séo fatores essenciais para sua taxa de dissolucdo (ZHANGA et al., 2004). O
aumento da velocidade de dissolugcédo resulta numa solubilizacdo mais rapida do
farmaco, que, por sua vez, acarreta aumento de sua biodisponibilidade. Estudos
sugerem que a técnica utilizada para secagem do CI influencia diretamente no
tamanho e morfologia da particula (ZANG et al., 2009). Especificamente, o método
de Lio consiste na eliminacdo do solvente dos sistemas em solucdo por meio de
congelamento prévio e posterior secagem a pressdes reduzidas. Esta técnica
permite a obtencdo de Cl amorfos, com elevado rendimento, baixo estresse térmico
e elevado grau de interacdo farmaco-CD. Como desvantagens, apresenta longo
tempo de processamento e mas caracteristicas de fluxo do material obtido
(CARRIER, MILLER, AHMED, 2007). O método de SP é automatizado e tem sido
considerado mais versatii que as outras técnicas de secagem (PILCER,
VANDERBIST, AMIGHI, 2009). Tem como vantagens a formacdo direta de
precipitados sélidos durante o processo, reduzindo o tempo necessario para o
processamento, melhor controle das caracteristicas fisicas das particulas obtidas e
eficiéncia de complexacéo elevada. Entretanto, baixo rendimento e estresse térmico
sdo algumas de suas limitac6es (CABRAL-MARQUES, ALMEIDA, 2009).

Em 1991, van Doorne e Bosch desenvolveram um CI Nis:y-CD. Na presenca
de y-CD, as células de C. albicans absorveram menos Nis que na sua auséncia. O
complexo isoladamente ndo demonstrou atividade antimicrobiana significante. Apos
a difusdo da Nis a partir do complexo, houve inibicdo do microrganismo. O teste de
estabilidade aquosa da Nis demonstrou melhoria apés a inclusdo. A degradacgéo do
farmaco puro ndo mostrou cinética de primeira ordem. A perda do antifingico foi
mais rapida do que a diminuicdo da concentracdo calculada a partir dos dados
espectrofotométricos para o antifngico puro, assim como o seu Cl com y-CD (VAN
DOORNE, BOSCH, 1991).
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Miyake et al. (1999) verificaram a interacdo do agente antifingico itraconazol
com a 2-hidroxipropil-BCD em agua e em solucao propilenoglicol/agua (10:90 v/v)
em pH 2,0. A solubilidade do itraconazol em agua melhorou significativamente a
medida que as concentracfes da CD foram aumentadas. A melhor solubilidade foi
definida em razdo molar 1:2, a qual foi confirmada pelas caracterizagcbes em
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectroscopia na regido do Ultravioleta
(MIYAKE et al., 1999).

Barillaro et al. (2007) estudaram a inclusdo de miconazol na cavidade de
CD. Foram utilizados varios complexos de CD (BCD, 2-hidroxipropil-BCD e
hidroxipropil-yCD) com miconazol e compostos &cidos (acido maléico, fumérico e L-
tartarico) como parceiros. Para os complexos binérios, a inclusdo do grupo CH,-O-
diclorobenzeno resulta em um complexo mais estavel. Para os complexos ternarios,
dependendo da sua conformacdo e/ou das estruturas, os acidos podem estabilizar
ou desestabilizar o complexo. Todos os resultados teéricos foram em boa
concordancia com os dados experimentais de rendimentos de inclusdo de miconazol
em CD. Foi demonstrado claramente que a estrutura tanto da CD quanto dos acidos
desempenham um papel chave na formacao de Cl (BARILLARO et al., 2007).

Zhu et al. (2007) investigaram o efeito da BCD na melhoria da atividade
fungicida da iprodiona. O CI iprodiona:BCD foi preparado e caracterizado por
diferentes técnicas. O complexo mostrou caracteristicas espectroscépicas diferentes
das propriedades da iprodiona. A proporcdo estequiométrica e a constante de
estabilidade que descreve a extensédo da formacgéo dos Cl foram determinados pelo
estudo de estabilidade de fases. Os Cl foram obtidos visando melhorar
significativamente a solubilidade em agua da iprodiona e os autores obtiveram um
aumento de 4,7 vezes na presenca de 13 mM de BCD em comparagdo com a
solubilidade deste farmaco em agua deionizada. O bioensaio demonstrou que o0
complexo resultou em um aumento de duas vezes da sua atividade fungicida (ZHU
et al., 2007).

Cevher et al. (2008) desenvolveram novas formulas de comprimidos
bioadesivos vaginais, nos quais a natamicina foi complexada com a yCD para
aumentar sua solubilidade e estabilidade em solu¢des aquosas, além de reduzir os
efeitos colaterais do farmaco sem diminuir sua efetividade antifungica. Interacdes
favoraveis entre o antifingico e a CD e a formacédo do Cl na razdo molar 1:1 foram

observados. A concentracéo inibitéria minima 90 (CIM90) de ambos natamicina n&o
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complexada e o complexo natamicina:yCD foi inferior a 0,0313 pg/mL, sugerindo que
a complexacdo resultou em uma melhora efetiva da atividade antifungica da
natamicina e, portanto, sugere a utilidade clinica deste complexo (CEVHER et al.,
2008).

Alsarra et al. (2010) prepararam complexos sélidos de itraconazol usando a
hidroxipropil-BCD com 20% de polivinilpirrolidona pelo método de co-evaporagéo. O
complexo melhorou a atividade antifungica do itraconazol contra C. parapilosis e C.
albicans. O complexo formulado como dosagem em cépsula demonstrou bom fluxo
e caracteristicas de compressibilidade. Sua liberacdo foi avaliada e capsulas
contendo o Cl na razdo molar 1:3 com 20% de polivinilpirrolidona teve uma
dissolucdo mais rapida que as cépsulas comerciais. Cerca de 88% de itraconazol
foram liberados em menos de 30 min e a taxa de dissolucéo inicial do CI foi 3,5
vezes melhor quando comparado ao produto comercial (ALSARRA et al., 2010).

Balakrishnan et al. (2012) estudaram o efeito do Cl com BCD sobre a
biodisponibilidade de supositérios a base de Poloxamer, formulacdes compostas de
P188, propilenoglicol e diferentes razbes molares de CI clotrimazol:pCD para
melhorar a solubilidade aquosa do clotrimazol. Foram preparadas solugbes com
raz0es molares de 1:0,25; 1:0,5; 1:1 e 1:2 e foram caracterizadas por diferentes
métodos. Os supositérios contendo o Cl na razdo molar 1:1 mostraram grande
potencial para aumentar a biodisponibilidade do farmaco hidrofébico clotrimazol
(BALAKRISHNAN et al., 2012).

Hbairb et al. (2012) realizaram estudos para a preparacdo e a caracterizacao
de CI griseofulvina:BCD enxertado em silica nanoparticulada. Relataram que a
solubilidade do farmaco em agua é baixa e, portanto, a complexagdo com CD em
meio aquoso foi uma tarefa dificil. A sintese da silica modificada com aminopropil e
com a CD enxertada foi um sucesso, obtida com altas densidades de enxertia (670
mol/g para a silica com aminopropil e 57 mol/g para a silica com CD). A CD
enxertada em silica € um material promissor para a liberacdo controlada de
farmacos, particularmente, na aplicacdo cutanea pela vantagem de penetracdo de
nanoparticulas através dos foliculos pilocebaceos. Essa complexacdo também
previne a penetragdo em camadas mais profundas da pele e risco de atingir a
circulacao sistémica (HBAIEB, KALFAT, CHEVALIER, 2012).

Alomrani et al. (2014) desenvolveram lipossomas deformaveis carregadas

de itraconazol na presenca de hidroxipropil-BCD para aumentar a atividade
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antifingica. Essas formulacdes tém sido relatadas como concebiveis para entregar
moléculas de farmacos para as camadas da pele. Verificou-se que a presenca da
CD desempenhou um papel significativo na reducdo do tamanho da vesicula a faixa
nano. Concluiram que os lipossomas deformaveis, na presenca de hidroxipropil-
BCD, podem ser veiculos promissores para a entrega cuténea eficaz na zona de
transicdo (ALOMRANI et al., 2014).

Cevher et al. (2014) estudaram a complexacdo do farmaco itraconazol com
yCD, hidropropil-BCD, metil-BCD e sulfobutil éter-BCD para melhorar sua
solubilidade e reduzir seus efeitos colaterais sem diminuir sua efetividade
antifangica. A atividade antifungica dos complexos foi avaliada utilizando cepas de
C. albicans e os resultados mostraram que a susceptibilidade das cepas foi mais
elevada para o complexo itraconazol-sulfobutil éter:CD do que para os outros
complexos com as outras CD (CEVHER et al., 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi desenvolver, caracterizar e avaliar a liberacéo in
vitro de complexos de inclusdo nistatina:B-ciclodextrina, visando a posterior
incorporacdo em um material macio para protese dentaria para tratamento da

estomatite protética.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

As propostas deste estudo foram:

. Obter complexos de inclusdo nistatina:B3-ciclodextrina por meio de
mistura fisica e suspenséo seguida por secagem por liofilizacéo ou spray drying;

. Caracterizar os complexos de inclusdo obtidos por meio de andlises
espectroscopicas, térmicas e morfologica;

. Determinar o perfil, a eficiéncia e a cinética de dissolucéo da nistatina a

partir dos complexos de inclusédo por meio de analise em UV-Vis.

3.3 HIPOTESES TESTADAS
As hipéteses testadas neste estudo foram que:
1. o farmaco nistatina seria complexado a B-ciclodextrina por meio dos
meétodos de mistura fisica, liofilizacdo e/ou spray drying;
2. a nistatina complexada a B-ciclodextrina apresentaria melhor solubilidade
em agua e perfil de dissolugdo mais favoravel que o farmaco nistatina

nao complexado.



37

4 MATERIAL E METODOS
4.1 LISTA DE EQUIPAMENTOS

agitador magnético com aquecimento (modelo Q261-22, Quimis, Diadema, SP,
Brasil);

balanca analitica de prato unico (modelo FA21014N, Celtac, Sdo Paulo, SP,
Brasil);

destilador de agua (modelo 724/2-A, Fanem Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil);
difratdmetro de raio X (modelo Ultima 1V, Rigaku, Téquio, Japéo);

dissolutor de cubas (modelo 299-6ATTS, Nova Etica, Vargem Grande Paulista,
SP, Brasil);

espectrometro infravermelho por transformada de Fourier — FT-Raman (modelo IR
Prestige-21, Shimadzu, Quioto, Japao);

espectrometro na regido do ultravioleta-visivel (modelo Genesys 10 UV Scanning,
Thermo Fisher Scientific, Madison, EUA);

espectrometro Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (modelo Avance Il 400,
Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha);

estufa para secagem (modelo 311CG, Fanem Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil);
liofilizador (modelo LD1500A, Terroni, Sao Carlos, SP, Brasil);

metalizador (modelo SC7620 Mini Sputter Coater/Glow Discharge System,
Quorum Technologies, Inglaterra);

microscopico eletrénico de varredura por emissao de efeito de campo (FEG-MEV)
(modelo MIRA 3, LMH, Shimadzu, Quioto, Japao);

sistema de analise térmica diferencial e termogravimétrica (modelo 409 PC/PG,
NETZSCH do Brasil, Pomerode, SC, Brasil);

spray dryer (modelo LM MSD 0.5, Labmaqg do Brasil, Ribeirdo Preto, SP, Brasil);
termobalanca (modelo TGA-50, Shimadzu, Quioto, Jap&o);

ultra freezer (modelo Glacier -86°C, Nuaire, Plymounth, EUA).
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4.2 MATERIAIS

O farmaco antifingico selecionado para este estudo foi a nistatina (Nis) (Lote
4017179, teor 6.800,99 Ul/mg, Fagron, Embu, SP, Brasil). A ciclodextrina (CD)
selecionada para este estudo foi a B-ciclodextrina (BCD) (Lote MKBR3596V, teor
>97%, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

4.3 METODOS
O delineamento experimental deste estudo esta ilustrado na Figura 5.

FIGURA 5 — Fluxograma das etapas experimentais do estudo

_Jeste de solubilidade/estabilidade de fases _

Obtengao de Cl nas proporgdes molares selecionadas
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Fonte: A autora.

FEG: microscopia eletrdnica de varredura por emissdo de efeito de campo; FT-IR:
espectroscopia infravermelha por transfornada de Fouruer; DSC: analise térmica diferencial;
TGA: analise termogravimétrica; DXR: difragdo de raios X; RMN 'H: ressonancia magnética
nuclear de prétio.

4.3.1 Teste de solubilidade/estabilidade de fases

Para que fosse possivel construir o diagrama de solubilidade/estabilidade de
fases, foi construida inicialmente uma curva de calibragdo em triplicata do farmaco
Nis em agua Milli-Q® (Merck Millipore, Damstsdt, Alemanha). Para isso, foram
preparadas oito solucdes analiticas com concentracdes de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e
24 ug/mL. Apds o preparo, as concentragfes foram filtradas (0,45 um), colocadas

em cubeta de quartzo retangular (1 cm de caminho optico, altura de 45 mm, volume
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de 3,5 mL, 2 janelas polidas) e, em seguida, analisadas em ordem crescente em
espectroscopia UV-Vis a um comprimento de onda de 311 nm. O gréfico
relacionando os valores em absorbancia (mAbs) versus concentracdo (ug/mL) foi
construido e a equacao da reta e o coeficiente de correlagdo puderam ser obtidos.

A partir dai, foi adicionada uma quantidade de Nis (0,38 mM) a 50 mL de
agua destilada (Fanem Ltda., modelo 724/2-A, Sdo Paulo, SP, Brasil) contendo
guantidades crescentes de BCD (0,0475; 0,095; 0,19; 0,2375; 0,38; 0,76 € 1,52 mM).
As dispersdes resultantes que apresentaram propor¢cdes molares de Nis:BCD de
1:0,125; 1:0,25; 1:0,50; 1:0,625; 1:1; 1:2 e 1:4 (Tabela 2) foram agitadas por 24 h a

25°C. Cada proporcédo molar foi preparada em triplicata.

Tabela 2. Dispers@es Nis:BCD resultantes do teste de solubilidade/estabilidade de fases

Dispersdes Proporcao molar Nis:BCD Nis (g) BCD
1 1:0,125 0,0176 0,0027
2 1:0,25 0,0176 0,0054
3 1:.0,5 0,0176 0,0108
4 1:0,625 0,0176 0,0135
5 11 0,0176 0,0216
6 1:2 0,0176 0,0432
7 1:4 0,0176 0,0864

Fonte: A autora.

ApoOs este periodo, foram avaliadas com relacédo a fase obtida por meio de
teste de dissolucao/solubilidade aparente. As dispersdes foram filtradas (Filtro para
seringa de membrana em celulose regenerada, 0,45 um, 0,45x25mm, marca J
Filter), colocadas em uma cubeta de quartzo e, em seguida, analisadas seguindo a
ordem crescente das propor¢cbes molares em espectroscopia UV-Vis a um
comprimento de onda de 311 nm.

A constante de estabilidade aparente (K.) foi calculada pelo diagrama de
solubilidade de fases usando a Equacdo 1 descrita por Higuchi e Connors
(HIGUCHI, CONNORS, 1965).

slope

Kc =
¢ SO0 (1 — slope)
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(1)
na qual: a inclinacdo (“slope”) é obtida a partir da porcao inicial linear do
grafico de absorbancia em funcado da propor¢do molar de Nis:BCD; o “Sp” é a

solubilidade da Nis em agua, na auséncia de BCD.

4.3.2 Obtencéo de CI nas proporgdes molares selecionadas
4.3.2.1 Mistura fisica (MF)

Misturas fisicas de Nis:BCD nas propor¢cdes molares de 1:1 e 1:2 foram
preparadas por meio de homogeneizacdo durante 15 min utilizando almofariz e
pistilo (VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO, 2006; RIEKES et al., 2010).

4.3.2.2 Suspensao e secagem por liofilizacédo (Lio)

Suspensfes de Nis:CD nas proporcdes molares de 1:1 e 1:2 foram
dissolvidas em solucao de etanol (P.A. ACS, Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)/agua
destilada 50:50 (v/v), agitadas a 25°C por 24 h, congeladas a -82°C e, entao,
liofilizadas por 72 h.

4.3.2.3 Suspensao e secagem por spray drying (SP)

Suspensbes de Nis:CD nas propor¢cdes molares de 1:1 e 1:2 foram
dissolvidas em solucdo de etanol/agua destilada 50:50 (v/v), agitadas a 25°C por 24
h e, entdo, transferidas para o equipamento spray dryer e submetidas ao processo
de secagem de acordo com as seguintes condi¢cdes operacionais: temperatura de
entrada de 90°C, velocidade de alimentacdo de 250 mL/h, fluxo de ar de 500 cm®h e

taxa de aspiracéo de 100%.

4.3.2.4 Rendimento dos métodos de obtencéo dos ClI
O rendimento dos meétodos de obtencdo dos CI foi calculado utilizando a
Equacéo 2:

Rendimento da complexacio (%) = 100 X m final

(2)

minicial
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na qual: m final € a massa da preparacdo recuperada apés a realizacdo do
método de complexacdo e m inicial € a massa resultante da soma das massas de

cada composto utilizado na preparacéao.

4.3.3 Caracterizagéo dos CI
4.3.3.1 Microscopia Eletrbnica de Varredura por Emisséo de Efeito de Campo (FEG)
As avaliacdes morfoldgica e de superficie da Nis e da BCD ndo complexadas
e dos CI Nis:BCD nas propor¢cdes molares 1:1 e 1:2 foram feitas em microscépico
eletronico de varredura. Inicialmente, amostras de cada uma das substancias em
analise foram fixadas em suporte metalico para microscopia. Na sequéncia, foram
submetidas ao processo de metalizagdo com ouro no metalizador SC7620 Mini
Sputter Coater/Glow Discharge System. As micrografias foram, entdo, obtidas apés
a visualizacdo das amostras, empregando voltagens de aceleracdo de 15 kV e
magnitude de 4000x. O registro das imagens ocorreu por meio da utilizacdo do

software especifico (MIRAT®, Tescan Orsay Holding, Republica Tcheca).

4.3.3.2 Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier (FT-IR)

Amostras (2 mg) da Nis e da BCD ndo complexadas e dos Cl Nis:BCD nas
proporcdes molares 1:1 e 1:2 foram misturadas a 96 mg de brometo de potassio
(KBr) grau espectroscopico (= 99%, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), prensadas
na forma de pastilhas e, entdo, analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho no modo de absorbancia a 32 scans/min, resolucéo espectral 4 cm™ e
faixa de varredura/leitura de 4.000-400 cm™. Os espectros foram analisados
utilizando o software IR Solution (Shimadzu, Quioto, Japdo) e OriginPro 9.0
(OriginLab®, Northampton, MA, EUA).

4.3.3.3 Analise Térmica Diferencial (DSC) e Termogravimétrica (TGA)

Amostras (10 mg) da Nis e da BCD ndo complexadas e dos CI Nis:BCD nas
propor¢cdes molares 1:1 e 1:2 foram utilizadas para as analises térmicas. Foi
utilizado um calorimetro do Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP)
da UEM pela p6s-doutoranda Giselly Bianchi do Departamento de Fisica da UEM.
Para esta técnica, as amostras foram acondicionadas em cadinho de platina

(NETZSCH do Brasil, Pomerode, SC, Brasil). A rampa de aquecimento foi de
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10°C/min em atmosfera de nitrogénio (vazdo de 20 mL/min) na faixa de 20°C a
500°C. Os termogramas foram analisados utilizando o software OriginPro 9.0
(OriginLab®, Northampton, MA, EUA).

4.3.3.4 Difracao de raios X (DRX)

Amostras da Nis e da BCD n&o complexadas e dos Cl Nis:BCD nas
proporcdes molares 1:1 e 1:2 foram examinadas em difratdmetro de raios X nas
seguintes condicdes operacionais: scan de 2°/min e 26 de 3° a 90°, radiagcao Ka de
cobre (A = 1.5418 A), corrente de 40 mA e voltagem de 40 kV. Os difratogramas
foram analisados utilizando o software OriginPro 9.0 (OriginLab®, Northampton, MA,
EUA).

4.3.3.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN — *H)

A transferéncia de diferenca de saturacdo de *H dos experimentos em RMN
de amostras (30 mg) da Nis e da BCD nédo complexadas e dos Cl Nis:BCD nas
proporcdes molares 1:1 e 1:2 foi realizada em espectrometro a 293 K em DMSO-d6
(99,9%, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) operado a 9,4 Tesla, observando 'H a
400 MHz. O espectrometro foi equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo
direta de 5 mm e gradiente de campo no eixo z. Os espectros foram adquiridos com
largura espectral de 4734,85 Hz (= 12 ppm) e 64 K, proporcionando uma resolugao
digital de 0,06 Hz. Todos os deslocamentos quimicos *H-RMN foram registrados em
ppm relacionados ao sinal TMS a 0,00 ppm como referéncia interna. Todos o0s
programas de pulso foram fornecidos pela Bruker BioSpin. Os espectros foram
analisados utilizando o software MestReNova (MestReLab Research SL, Santiago

de Compostela, Espanha).

4.3.4 Teste de liberacao in vitro

Para a quantificagcdo da concentracdo de Nis solubilizada no meio em cada
um dos periodos avaliados, foi utilizada a curva de calibragcdo do farmaco Nis em
agua Milli-Q® do teste de solubilidade/estabilidade de fases.

Os ensaios de dissolucéo in vitro foram conduzidos para a Nis e para os Cl
Nis:BCD obtidos pelos métodos Lio e SP na propor¢cdo molar selecionada 1:1. Para o

teste de dissolucédo do farmaco Nis, uma quantidade de 72 mg foi pesada e colocada
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na cuba do dissolutor. Foi, entdo, adicionado um volume de 900 mL da solucao de
agua Milli-Q® previamente fervida e resfriada, de modo a respeitar as condi¢cdes
“sink” do meio. Foi utilizado para este experimento, o aparato 2 (p4) do dissolutor de
cubas e este equipamento foi mantido a uma temperatura de 37,0 + 0,3°C e sob
agitacdo de 75 rpm. Os experimentos foram realizados em triplicata durante um
periodo total de 8 h. Para o teste de dissolucdo dos ClI, foram utilizadas as mesmas
condicbes experimentais, entretanto, a massa dos Cl utilizada foi de 144 mg,
equivalente a 72 mg do farmaco, e os experimentos foram feitos durante um periodo
total de 24 h.

Em intervalos pré-determinados (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 min, 1 h 30 min, 2
h, 2 h 30 min, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 h para o farmaco e, além destes, também 10, 12 e 24
h para os CI), amostras de 5 mL foram coletadas - tendo sido o meio de dissolu¢ao
reposto com igual volume - filtradas (0,45 um), colocadas em cubeta de quartzo e,
imediatamente, analisadas em espectroscopia UV-Vis a um comprimento de onda
de 311 nm.

4.3.4.1 Avaliacao do perfil, eficiéncia e cinética de dissolucao

Os perfis de dissolucéo in vitro foram obtidos a partir da porcentagem da Nis
solubilizada em funcéo do tempo. Apds isso, esses resultados foram analisados por
meio do teste da razdo (eficiéncia de dissolucdo) e dos métodos modelo-
dependentes.

O perfil de dissolucdo da Nis foi comparado com os perfis dos Cl Nis:BCD na
proporcao molar 1:1 selecionada. A eficiéncia de dissolu¢cdo € modelo-independente,
definida pela area sob a curva de dissolugdo até um certo tempo t e expressa em
percentagem da area de um retangulo, onde descreve 100% da dissolucdo no

mesmo tempo (Equagéo 3).

t
ED = 12 100%

Y100 &

(3)
na qual: “ED” é a eficiéncia de dissolucdo; “y” € a percentagem de farmaco
dissolvido no tempo “t”; “yip0t” € a area do retdngulo para uma quantidade de

100% da dissolugéo no tempo total “t”.
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Os resultados de eficiéncia de dissolucdo foram submetidos a analise
estatistica utilizando a ANOVA 1 fator (a=0,05), utilizando o software GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

A avaliagcdo matematica da cinética de dissolucéo in vitro foi realizada pelo
ajuste dos dados experimentais ao modelo monoexponencial (Equacéo 4), ao
modelo biexponencial (Equagédo 5) e ao modelo de ordem zero (Equacéo 6),
considerando os resultados do critério de selecdo do modelo (MSC), do coeficiente
de correlacdo, do ajuste grafico e da coeréncia dos valores encontrados para as
constantes de velocidade para cada modelo, utilizando o software GraphPad Prism
5.

%D = 100(1 — e~*t)

4)

%D = 100[1 — (Ae~% + Be~F)]
(5)

%D = kt

(6)
nas quais: “%D” é o percentual do farmaco dissolvido no tempo “t”; “k”,

“a” e “B” sdo constantes cinéticas de dissolucdo verificadas; “A” e “B” sdo

concentracdes iniciais do farmaco que contribuem para as duas fases de dissolucao.



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TESTE DE SOLUBILIDADE/ESTABILIDADE DE FASES

A curva analitica do farmaco Nis em agua confeccionada previamente a
realizacdo do teste de solubilidade/estabilidade de fases esta representada na
Figura 6. Podem ser observados o coeficiente de correlacdo de 0,9988 e a equacgéao
da reta que foi utilizada para a quantificacdo da concentracdo da Nis solubilizada em

agua em funcdo do aumento crescente das concentracdes de BCD.

FIGURA 6 — Curva analitica da Nis em agua
1,400

1,200

l—l
o
o
o

o
[o]
o
o

o
D
o
o

Absorbancia (mAbs)
=
8

/ y = 0,0476x + 0,0036
/ R? = 0,9988
0,200 ‘//

0,000 T T T T T 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Concentragdo (ug/mL)

Fonte: A autora.

O diagrama de solubilidade representa a caracterizacao inicial dos Cl em
estado liquido (BREWSTER, LOFTSSON, 2007), sendo um dos métodos classicos
utilizados para constatar a formacgéo do ClI a partir da constante de estabilidade e de
sua estequiometria. Permite avaliar a solubilidade e estabilidade dos farmacos
adicionados em excesso a volumes fixos de solugcbes de CD em concentracdes
crescentes. Os sistemas obtidos podem ser classificados em A e B (Figura 7). Em A,
ocorre um aumento gradual da solubilidade em relacdo a concentracdo da CD.
Existem os subtipos A, Ap e Ay que sao classificados de acordo com a inclinagéo da
reta. A curva de subtipo A, apresenta estequiometria 1:1 farmaco:CD e demonstra
solubilidade aumentada linearmente com o aumento das concentragbes de CD.
Curvas de subtipos Ap e Ay apresentam estequiometria superior e inferior a 1,

respectivamente, devido as suas retas demonstrarem desvios, caracteristicos da
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menor ou maior solubilidade do ClI em relacdo ao farmaco ndo complexado
(BREWSTER, LOFTSSON, 2007). No sistema B, os Cl apresentam solubilidade
aguosa limitada e se subdivide em Bs e B,. A curva Bs apresenta um aumento inicial
da solubilidade, seguido por um equilibrio e, ao atingir o limite de solubilidade, ocorre
precipitacdo. A curva de subtipo B, ndo apresenta solubilidade diferente do farmaco
ndo complexado e mantém um equilibrio até que ocorra a precipitacdo do ClI
formado (BREWSTER, LOFTSSON, 2007).

FIGURA 7 — Representacdo grafica dos tipos de
diagramas de solubilidade de fases
A e B com seus subtipos

Concentrag¢do do farmaco dissolvido

Concentragao de CD

Adaptado de: BREWSTER, M. E.; LOFTSSON,
T. Cyclodextrins as pharmaceutical
solubilizers. Adv Drug Deliv Rev,
v. 59, p. 645-666, 2007.
(BREWSTER, LOFTSSON, 2007)

A curva de solubilidade/estabilidade de fases da suspensdo Nis:BCD esta

apresentada na Figura 8.



47

FIGURA 8 — Diagrama de solubilidade/estabilidade de fases da suspenséo
Nis:BCD
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Fonte: A autora.

Os resultados indicaram que ha uma relagéo linear (r?=0,9817) entre o
aumento da solubilidade da Nis e o aumento da concentragdo da BCD, o que indica
a complexacdo do farmaco (RIEKES et al., 2010). A curva pb6de, entdo, ser
classificada como tipo A.: crescimento linear da solubilidade do farmaco em funcéo
da concentracéo da CD (RIEKES et al., 2010).

O valor da inclinacdo da reta foi inferior a 1 (0,045), indicando que, no
minimo, o CI na propor¢cdo molar 1:1 entre as moléculas de Nis e BCD foi obtido
(RIEKES et al., 2010). Dessa forma, a proporcdo molar 1:1 (Nis:BCD) foi selecionada
para preparar e caracterizar os Cl através dos diferentes métodos. Além disso, a
razdo molar 1:2 também foi escolhida para preparar os Cl por ndo se excluir a
possibilidade da presenca de CI de ordem superior em relacdo a molécula hospede
(BREWSTER, LOFTSSON, 2007).

A constante de estabilidade aparente (Kc) € um parametro que avalia a
proporcao na qual a solugdo contendo CD e farmaco forma o Cl. Rama et al. (2005)
consideraram adequadas constantes com valores entre 100 e 1000 M (RAMA et al.,
2005). Quanto maior a Kc, maior sera a facilidade de formacdo do complexo de
inclusdo. Neste estudo, a Kc calculada a partir do diagrama de solubilidade de fases
foi de 238,5 M* indicando uma boa interacdo entre a Clx e a BCD, visto que
formulacbes com Kc muito elevadas podem originar complexos muito estaveis
(VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO, 2006). Aléem do que, o objetivo deve ser melhorar o
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incremento de solubilidade do farmaco na menor proporcdo de CD utilizada
(LOFTSSON, HREINSDOTTIR, MASSON, 2005).

5.2. OBTENCAO DE Cl NAS PROPORCOES MOLARES 1:1 E 1:2
Imagens ilustrativas dos Cl obtidos pelos diferentes métodos podem ser

visualizadas na Figura 9.

FIGURA 9 — Pos da Nis (A) e BCD (B) ndo complexadas e pOs obtidos ap6és os métodos de MF
1:1 (C), Cl Lio 1:1 (D) e CI SP 1:1 (E)

Fonte: A autora.

Como pode ser observado, a coloracdo dos pos obtidos apdés complexacao
(Figuras 9C a 9E) alterou em relagédo aos farmacos ndo complexados (Figuras 9A e
9B). Foi observado que a densidade do p6é dos CIl obtidos por Lio foi menor em
relagédo aos demais pos.

Os valores de rendimento de complexacéao foram de 100% para a MF e o CI
Lio em ambas proporcbes molares e de, aproximadamente, 43,50% para os CI
Spray. Portanto, pode ser constatada esta desvantagem de baixo rendimento deste
método de formacdo de complexos de inclusdo por secagem por pulverizagdo
(CABRAL-MARQUES, ALMEIDA, 2009).

5.3 CARACTERIZACAO DOS Cl
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A molécula héspede apresenta alteracbes nas suas propriedades fisico-
quimicas quando incorporada a cavidade da CD, assim, torna-se importante a
caracterizacdo do material obtido, visando confirmar a formacdo do complexo e
determinar suas propriedades (MEIRELLES, 2012). No estado soélido, o complexo
pode ser caracterizado por meio de andlise térmica, microscopia eletrdnica de
varredura, difracdo de raios X, teste de dissolucdo e espectroscopia no
infravermelho. No estado liquido, técnicas eletroquimicas, diagrama de solubilidade
de fases, meétodos espectroscopicos, ressonancia magnética nuclear e
microcalorimetria sdo as mais utilizadas (BREWSTER, LOFTSSON, 2007; SINGH et
al., 2010; MEIRELLES, 2012).

5.3.1 FEG

A microscopia eletrbnica de varredura tem sido amplamente utilizada para
andlise dos aspectos de superficie dos materiais e, no caso dos ClI, por fornecer
informacdes do estado de cristalizacdo dos produtos obtidos a partir de técnicas de
complexacao (LYRA et al., 2010).

No intuito de verificar a morfologia das particulas obtidas pelos diferentes
métodos, MF, Lio e SP, foi feita a analise em FEG para a Nis e a BCD nao
complexadas e para os CI Nis:BCD nas propor¢cdes molares 1:1 e 1:2. Todas as
micrografias foram analisadas com a mesma magnitude com a finalidade de
comparacao entre as particulas.

Foi observado que a Nis apresentou uma morfologia cristalina com formatos
alongados irregulares (Figura 10A), enquanto a BCD mostrou padrdes mais amorfos,

de diversos tamanhos, em relagdo ao farmaco como mostra a Figura 10B.
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FIGURA 10 — Fotomicrografias obtidas por FEG. A — Nis e B — BCD n&o complexadas
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Fonte: A autora.

Na Figura 11A, observou-se que a MF 1.1 Nis:BCD apresentou
caracteristicas mais amorfas, entretanto, com a presenca de cristais. Esta mesma

morfologia foi encontrada para a MF na proporgédo molar 1:2 Nis:BCD (Figura 11B).

FIGURA 11 — Fotomicrografias obtidas por FEG. A — MF 1:1 Nis:BCD e B — MF 1:2 Nis:BCD
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Fonte: A autora.
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Os CI obtidos por secagem por Lio apresentaram aumento no tamanho e
mostraram morfologias semelhantes entre as duas propor¢cdes molares avaliadas,

porém, apresentaram muitas irregularidades (Figura 12).

FIGURA 12 — Fotomicrografias obtidas por FEG. A — Cl Lio 1:1 Nis:BCD e B — Cl Lio 1:2 Nis:BCD
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Fonte: A autora.

As particulas obtidas pelo método de SP apresentaram caracteristicas
amorfas, com formato toroidal devido a saida de agua da molécula de CD que
ocorre de forma rapida neste método, causando a colabacdo de suas paredes
(FARAGO et al., 2007). Isto foi observado nas duas razdes molares e as particulas
obtidas apresentaram morfologias mais integras de tamanhos variados de 1,28 um a
11 pm (Figura 13).
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FIGURA 13 — Fotomicrografias obtidas por FEG. A — CI SP 1:1 Nis:BCD e B — CI SP 1:2 Nis:BCD
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Fonte: A autora.

Os resultados sugeriram que os métodos utilizados para secagem Lio e SP
influenciaram diretamente nas morfologias e alteraram os tamanhos das particulas.
Tem sido relatado na literatura que o tempo e a velocidade de secagem podem
modificar a morfologia dos compostos (ZANG et al., 2009). E, de acordo com Rusa
et al. (2001), as CD possuem um carater mais amorfo apos a complexacdo (RUSA,
LUCA, TONELLI, 2001).

5.3.2 FT-IR
A espectroscopia de FT-IR é bastante utilizada na caracterizacdo de Cl com
CD, uma vez que sdo andlises rapidas e precisas, porém a informagdo obtida por
esta técnica apresenta algumas limitacdes. Quando a molécula héspede apresenta
grupos funcionais caracteristicos, como a carbonila, esta banda sera
significativamente encoberta e, em alguns casos, deslocada ap0s a complexacgao.
Os desvios e alteracdes de intensidade das bandas correspondentes aos grupos
funcionais do farmaco e da CD sdo muito sutis e requerem, portanto, uma
interpretacdo cuidadosa dos dados obtidos (CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007;
LYRA et al., 2010).
Uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas entre as duas
razdes molares testadas (1:1 e 1:2 Nis:BCD), os resultados de FT-IR estdo

apresentados sem comparacgdes entre elas. A Figura 14 apresenta 0s espectros
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obtidos da Nis e da BCD nao complexadas e dos CI na faixa de varredura de 4.000-
400 cm™.

FIGURA 14 - Espectros de FT-IR das amostras de MF, ClI Lio, CI SP, BCD e Nis
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Fonte: A autora.

A Figura 15 mostra os espectros de absorcdo no infravermelho para as
amostras da Nis e da BCD né&o complexadas e dos CI para o intervalo entre 990 e
700 cm™. A banda encontrada em 847 cm™ no espectro da Nis representa a ligacdo
dupla CH=CH (GAVRILIN, PODLUZHNAYA, 2002). A absorcdo em 860 cm™
representa a regido correspondente as vibracdes das ligacdes assimétricas para
grupos metilenos da BCD (CORCIOVA et al., 2015).

Ainda na Figura 15, na regido de 947 cm™ houve uma reducdo na
intensidade da banda para os espectros Cl SP e CI Lio, correspondente a vibracao
do estiramento C-O-C envolvendo as ligagdes do tipo a-1,4 da BCD, ligacao
considerada de interesse, pois esta associada a cavidade interna da CD e possiveis
alteracdes nesta banda vibracional sédo indicativos de complexacdo (MATIOLI,

2000).
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FIGURA 15 - Espectros de FT-IR — vista aproximada de 990 a 700 cm™ das amostras de MF,
Cl Lio, CI SP, BCD e Nis
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Fonte: A autora.

A Figura 16 mostra a banda em 1068 cm™ que corresponde aos grupos de
hidroxilas da Nis, o qual apresentou um deslocamento na MF para 1079 cm™, no ClI
SP para 1078 cm™ e no ClI Lio para 1079 cm™. Em 1157 cm™, houve uma reducéo
na intensidade das bandas para os Cl correspondentes as ligacfes vibracionais de
C-C da BCD (RUSA, LUCA, TONELLI, 2001). A banda de 1400 cm™ corresponde ao
grupamento C-H da Nis. No CI SP, houve um deslocamento desta banda para 1405
cm™, no Cl Lio para 1411 cm™ e na MF para 1413 cm™ e também foi observada uma

reducao significativa na intensidade dessas bandas.
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FIGURA 16 - Espectros de FT-IR — vista aproximada de 1500 a 1000 cm™ das amostras de MF,
Cl Lio, CI SP, BCD e Nis
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Fonte: A autora.

A Figura 17 apresenta a banda em 1573 cm™ da ligacdo CH-CH da Nis,
mostrando uma reducdo em sua intensidade para a MF e para os Cl (SAKEER et
al., 2010). Foi observado um estreitamento da banda da Nis de 1542 cm™ — 1593
cm™ para 1552 cm™ — 1586 cm™ em relacéo aos Cl. A banda encontrada em 1711

cm™, que corresponde & carboxila do éter e do &cido carboxilico, mostrou uma

reducao significativa em sua intensidade.
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FIGURA 17 - Espectros de FT-IR — vista aproximada de 1800 a 1500 cm™ das amostras de MF,
Cl Lio, CI SP, BCD e Nis
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Fonte: A autora.

A Figura 18 mostra um aumento na intensidade da banda em 2928 cm™ da
BCD, que corresponde ao grupo C-H,, para os Cl e as MF. Em 2932 cm™ (grupo C-
H,), houve uma reducédo de intensidade da Nis em relacdo aos Cl e as MF. O
“ombro” em 2972 cm™ que desaparece nos Cl e nas MF corresponde as ligacées C-
H da Nis. Houve um estreitamento de 3144 cm™ — 3536 cm™ para 3173 cm™ — 3560
cm™ e isto € um bom indicativo de complexac&o. Este € um fendmeno comumente
observado quando um CI entre BCD (hospedeiro) e moléculas héspedes é
sintetizado (DENADAI et al., 2007). A banda em 3370 cm™, correspondente &
ligagdo O-H da BCD, aumentou sua intensidade nos Cl e nas MF. Também foi
verificado que a absorcdo méaxima da Nis foi em 3400 cm™ devido a ligacdo

vibracional do hidrogénio ligado.
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FIGURA 18 - Espectros de FT-IR — vista aproximada de 3800 a 2700 cm™ das amostras de MF,
Cl Lio, CI SP, BCD e Nis
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Fonte: A autora.

As diferencas encontradas nos espectros da Nis e da BCD ndo complexadas

em relacdo aos Cl foram sumarizadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Comparacdes entre os espectros de FT-IR da Nis e da BCD ndo complexadas e os
espectros dos Cl Nis:BCD obtidos

Ligacdo Alteracao observada
Amostra vibracional/estiramento* Tipo de ligagao
1 nos Cli
(cm™)
Nis 847 CH=CH -
BCD 860 grupos metilenos -
BCD 947 C-O-C* Reducéo
Nis 1068 hidroxila Deslocamento
BCD 1157 Cc-C Reducao
Nis 1400 C-H Deslocamento/Reducéo
Nis 1573 CH-CH Reducéo
Nis 1542-1593 para 1552-1586 Estreitamento
Carboxila do
Nis 1711 éter/acido Reducéo
carboxilico
BCD 2928 C-H, Aumento
Nis 2932 C-H, Reducéo
Nis 2972 C-H Desaparecimento
BCD 3144-3536 para 3173-3560 Estreitamento
BCD 3370 O-H Aumento
Nis 3400 H ligado Absor¢cdo maxima

Fonte: A autora.

5.3.3DSC

As analises térmicas sdo técnicas confiaveis que possibilitam a avaliacdo
rapida e simples da complexacéo, a partir de alterac6es nas propriedades térmicas
da molécula complexada. Quando ocorre inclusdo, caracteristicas como 0s pontos
de fuséo, ebulicdo e/ou degradacéo deslocam para uma temperatura diferente ou
desaparecem (MENDONCA et al., 2012).

Na Figura 19, estdo apresentadas as curvas de DSC obtidas para a Nis e a

BCD nédo complexadas e para os ClI Nis:BCD 1:1 e 1:2.
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FIGURA 19 — Curvas de DSC das amostras de BCD, Nis, MF, CI SP e CI Lio, considerando a
reacéo endotérmica como sendo negativa
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Fonte: A autora.

O termograma da BCD apresentou pico endotérmico em 100°C associado a
perda de 4gua em sua cavidade interna (RIEKES et al., 2010) e outro entre 317°C —
330°C causado pela degradacéo térmica das CD. O termograma da Nis mostrou
dois picos endotérmicos, sendo que o pico em 165°C corresponde ao seu ponto de
fusdo e o pico em 126°C corresponde ao seu ponto de fulgor.

Os termogramas dos Cl mostraram uma reducdo na intensidade do pico
correspondente ao ponto de fusdo da Nis. Essa reducdo foi parcialmente
dependente da quantidade molar da BCD em relagdo a da Nis; maior quantidade
molar (1:2), maior reducdo da intensidade do pico, variando a entalpia desta reagéo
de 30 mW/mg (Nis) para 13 mW/mg (MF e CI 1:2).

Além disso, houve também uma reducdo significativa do pico do ponto de
fusdo do farmaco para as MF, porém inferior a encontrada nos CI. Isto é um possivel
indicativo de inicio de complexacédo parcial ja nas MF. Esse tipo de complexacao foi
evidenciado na literatura para o cilostazol complexado com a BCD (PATEL,
RAJPUT, 2009).

Os termogramas evidenciaram maior complexacdo pelo método de Lio, uma

vez que foi onde se obteve as maiores reducdes do ponto de fusdo da Nis. Essas
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modificacdes encontradas evidenciam que ocorreu formacéo parcial dos CI (PATEL,

RAJPUT, 2009).

5.3.4 TGA

Na Figura 20, estao representadas as curvas de termodecomposicdo da Nis

e da BCD n&o complexadas e dos CI Nis:BCD nas duas razdes molares. Analisando

a curva de TGA da Nis, observou-se uma perda de massa inicial de 5% em torno de
130°C, sugerindo a saida da agua de hidratacdo da mesma (DENADAI et al., 2007).

Em seguida, observou-se um perfil de termodecomposi¢cédo caracterizado por varios

eventos térmicos, evidenciados por picos em 150°C, 170°C, 340°C e 410°C

observados na curva TGA.

FIGURA 20 - Curvas TGA das amostras de BCD, Nis, MF, CI SP e Cl Lio
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Fonte: A autora.

A curva TGA da BCD tem uma perda gradual de 13% de sua massa inicial
desde 0s 62°C até 116°C. Essa massa se mantém constante até 297°C, onde ocorre
um evento de degradacéo, e até 341°C, onde ocorre um novo evento de degradacao

de 79% de sua massa inicial.
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Nota-se que a curva TGA das MF comeca a mostrar perda de massa inicial
de 1% em torno de 51°C. De acordo com os resultados de Denadai et al. (2007), que
realizaram a caracterizacao fisico-quimica de MF, os resultados da analise térmica
evidenciaram que ndo ha formacédo de um CI puro. Na analise termogravimétrica,
ocorre a perda de massa abrupta associada a termodecomposi¢cdo completa da MF.
Por volta de 287°C, ocorre a degradacéo restando 18% da massa inicial da MF.

Ja nos CI Lio e SP, a perda inicial de massa € um pouco mais atenuada em
comparacdo as MF, indicando que houve melhora na estabilidade do farmaco
(RIEKES et al., 2010). A primeira alteragdo de massa ocorre em 74°C com 2% de
perda. A degradacao ocorre por volta dos 272°C com perda de 19% da massa total.

5.3.5 DRX
A DRX determina a natureza cristalina de sélidos e é considerada uma das
melhores técnicas para caracterizacdo de Cl (VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO, 2006).
No difratograma, havera a formacéo de picos caracteristicos dependendo da forma
cristalina da molécula hospede. A complexagcdo sera, portanto, avaliada de acordo
com as alteracdes nos picos caracteristicos da molécula héspede e da CD com o Cl.
Um difratograma de um material amorfo (sem picos bem definidos) pode ser um
indicativo de complexacdo (CORTI et al., 2007). Também é possivel avaliar a
formacéo de Cl pela comparacédo do tamanho dos picos caracteristicos da molécula
hospede com os picos nos difratogramas dos Cl. A reducédo da altura dos picos pode
significar uma complexagédo parcial devido ao fato do material complexado nao
permanecer na forma cristalina (PATEL et al., 2007).
Os difratogramas das amostras da Nis e da BCD n&o complexadas e dos ClI

Nis:BCD 1:1 e 1:2 estdo apresentados na Figura 21.



FIGURA 21 - Difratogramas de raios X das amostras de CI Lio, Cl SP, MF, Nis e CD

1000 BCD

500

3
I
[

500
250

500

250 MF 1:1

)
U

600

300 -1:2

e T 0 |

Falt:
K

250 CISP 1:1

300
200
100

CISP 1:2

400
200

ClLio 1:1

Cl Lio 1:2
WWWM

26 (°)

f
h

400
200

N

(6]
=
o
=

Fonte: A autora.




63

Os dados mostraram que tanto a Nis como a BCD exibiram uma série de
linhas finas e intensas, as quais indicam cristalinidade. Os difratogramas das MF
representaram uma somatéria das linhas espectrais de ambos 0s compostos
presentes, sendo que a cristalinidade ainda foi observada.

A amostra do CI Nis:CD SP 1:1 apresentou em seu difratograma o
achatamento de algumas das linhas espectrais da Nis em 8°, 99, 12° 14,5° e 16° e 0
desaparecimento do pico em 23° (206). Pelo mesmo método, entretanto, na
molaridade 1:2, o difratograma apresentou-se mais amorfo com o achatamento de
algumas linhas espectrais da Nis em 13°, 21° e 27° e 0 desaparecimento em 8°, 9°,
14°, 16°, 19°, 20° e 23° (20). Essa “amorfizacdo” da banda espectral € associada a
presenca de ligacbes de hidrogénio estabelecidas entre farmaco e carreador.
Quando ocorre essa “amorfizagéo”, os farmacos exibem um aumento significativo na
sua solubilidade em agua e velocidade de dissolucdo (RIEKES et al., 2010).

J& pelo método Lio, os picos de difracdo se mantiveram sobre o halo amorfo
nas duas raz8es molares testadas, isso pode ser relacionado a formacao parcial de
Cl (PATEL, RAJPUT, 2009).

Estes resultados apresentados pela técnica de difracao de raios X indicaram,
portanto, a complexacao da Nis com a BCD.

5.3.6 RMN - 'H

A espectroscopia de RMN é uma das técnicas mais informativas para a
avaliacdo de Cl com CD, uma vez que fornece evidéncias diretas da formacao dos
Cl. Isto porque a presenca da molécula héspede na cavidade da CD provoca
alteracbes no ambiente quimico dos protons internos (H-3' e H-5") ou daqueles
proximos ao interior da cavidade da CD (H-6'), mas ndo nos externos (H-1°, H-2" e
H-4) (PINTO et al., 2005; BARAO, 2008). Alternativamente, se a associacdo entre
as moléculas acontecer no exterior da estrutura toroidal, deverad ocorrer
deslocamentos nos protons externos (BARAO, 2008). Além disso, a interacdo entre
as moléculas pode provocar alteracdes no deslocamento quimico dos protons da
molécula héspede (BRATU, GAVIRA-VALLEJO, HERNANZ, 2005).

A Figura 22 mostra os espectros de RMN na regido do 'H da Nis na

presenca e na auséncia da BCD.



FIGURA 22 - Espectro RMN de 'H da Nis na presencga e na auséncia da fCD
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Para avaliar a interagdo entre a Nis (Figura 23) e a BCD (Figura 24),
primeiramente, é preciso entender as moléculas dos dois componentes e associa-las
aos resultados de 'H RMN (Figura 22 e Tabelas 4 e 5), conseguindo, assim,
informacbes de como e onde ocorreu a complexacdo. As Figuras 23 e 24
apresentam as atribuicdes dos hidrogénios da Nis e da BCD, respectivamente, que

apresentaram deslocamentos quimicos nos espectros de RMN.

FIGURA 23 — Esquema ilustrativo da regido onde houve deslocamento de sinais 'H na Nis
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FIGURA 24 — Esquema ilustrativo da regido onde houve deslocamento de sinais 'H na pCD
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|
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Fonte: Adaptado de: Denadai A. M. et al. Supramolecular self-assembly of B-cyclodextrin: an
effective carrier of the antimicrobial agent chlorhexidine. Carbohydr Res., Amsterdam,
v. 342, n. 15, p. 2286-2296, May. 2007 (DENADAI et al., 2007).
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As Tabelas 4 e 5 apresentam os deslocamentos quimicos dos prétons das

moléculas de Nis e BCD, respectivamente, nos diferentes métodos de complexacao.

Tabela 4. Efeitos da BCD nos deslocamentos quimicos do 'H RMN da Nis em DMSO-d6

oréton 5 'H (ppm) AS *H (ppm)
Nis ClLiol:1 Cl Lio 1:2 CISP 1:2
2 2,1801 -0,0024 -0,0099 -0,0099
3 4,3510 0,0119 Ombro 0,0024
4 1,4813 0,0113 0,0009 0,0018
6 1,2288 0,0051 0,0018 -0,0012
10 1,4813 0,0113 0,0009 0,0018
14 1,1498 0,0080 0,0051 0,0068
18 1,8034 0,0134 0,0134 0,0134
19 3,7975 Desapareceu Desapareceu Desapareceu
34 2,3242 0,0005 -0,0058 0,0242
35 3,1491 -0,0205 -0,0091 -0,0063
36 1,8034 0,0134 0,0134 0,0134
38 1,1498 0,0080 0,0051 0,0068
39 1,0930 0,0082 0,0061 0,0057
40 0,9595 0,0109 0,0091 0,0080

Fonte: A autora.

TABELA 5 — Deslocamentos quimicos de "H da molécula de BCD nos diferentes métodos

] 5 *H (ppm) AS *H (ppm)

BCD ClLio1:1 Cl Lio 1:2 CISP 1:2
T 4,8272 -0,0016 -0,0034 -0,0182
4 3,3474 0,0021 -0,0004 -0,0004
5 3,5704 -0,0056 0,0004 0,0004
6 4,4864 * 0,3643 *

Fonte: A autora.
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Na Tabela 4, foram observados diversos deslocamentos quimicos dos
prétons da molécula de Nis na presenca da BCD. Podem ser observados grandes
deslocamentos quimicos (em negrito) nos prétons H35 e H36 no CI Lio 1:1, H36 no
Cl Lio 1:2 e H34 e H36 no CI SP 1:2. Essa mudanca drastica deste perfil de *H RMN
comprova a complexacdo (CORTES et al., 2001; BRATU, GAVIRA-VALLEJO,
HERNANZ, 2005), sugerindo a formacdo de novas ligacbes de hidrogénio da Nis
com a BCD nesta regido da molécula do farmaco.

A Tabela 5 comprova os locais de complexacdo da Nis com a BCD. Para o
Cl SP 1:2, o maior deslocamento de sinal de *H RMN foi no H1’ correspondente a
regido externa da estrutura toroidal da BCD. No caso do ClI Lio 1:2, a maior alteragéo
foi no HE’, hidrogénio externo, porém, proximo a regido interna da hidroxila primaria.
Finalmente, o CI Lio 1:1 resultou no maior deslocamento quimico no H5 que se
encontra no interior da cavidade da BCD. Assim, é possivel concluir que houve
interacdo externa entre as moléculas para o Cl SP 1:2 e a formacgédo de complexos
de inclusédo entre as moléculas de Nis e BCD para os ClI Lio 1:2 e ClI Lio 1:1, sendo
gue a molécula de Nis encontrou-se mais internamente na cavidade da BCD no caso

do Cl Lio 1:1. Portanto, a primeira hip6tese do estudo foi parcialmente aceita.

5.4 TESTE DE LIBERACAO IN VITRO

Para o estudo de liberacdo in vitro, foram selecionados os Cl 1:1 obtidos
pelos dois métodos de secagem Lio e SP por terem apresentado caracteristicas que
evidenciaram a formag&o de um CI mais amorfo observado nas analises em DSC e
DRX, com maior estabilidade térmica evidenciado na analise TGA e mais puro
devido a maior reducdo do ponto de fusdo da Nis apresentado na analise em DSC.
Além disso, a analise em RMN mostrou a inclusdo da Nis no interior da cavidade da
BCD para o CI 1:1 Lio.

Diversos fatores relacionados ao farmaco e a sua formulagdo tornam o
processo de absorcdo complexo e variavel. Alguns fatores podem afetar a
dissolucéo ou a biodisponibilidade do farmaco, tais como aqueles que afetam sua
degradacgéo, por exemplo (DOKOUMETZIDIS, MACHERAS, 2006). A importancia do
teste de dissolucdo para formas sélidas tem aumentado, uma vez que fornece
informacfes Uteis tanto para a pesquisa e 0 desenvolvimento quanto para a

producdo e o controle de qualidade de medicamentos. Os resultados deste teste,
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portanto, auxiliam no desenvolvimento e avaliagdo de novas formulagdes, permitem
verificar a estabilidade das formulacbes, possibilitam a avaliacdo da possivel
correlacédo in vivo/in vitro e fazem parte da documentacdo para registro de novos
produtos junto as autoridades regulatorias (MARQUES, BROWN, 2002).

O teste de dissolugéo in vitro avalia a quantidade de farmaco dissolvido, em
um volume de meio, durante determinado periodo de tempo a temperatura de 37°C
+ 0,5°C, utilizando-se equipamento com dispositivo para promover agitacdo do meio
a uma dada velocidade de agitacdo (USP, 2005). Para formulacdes de liberacdo
imediata, a porcentagem dissolvida de farmaco é determinada, normalmente, ap6s
um Unico tempo de coleta. A avaliacdo da porcentagem dissolvida em varios tempos
de coleta (perfil de dissolucdo) €, no entanto, mais conclusiva em relacdo a coleta
em um unico ponto (ADAMS et al., 2001; MARCOLONGO, 2002).

A Figura 25 apresenta os perfis de dissolucdo in vitro em agua da Nis e dos
Cl Lio e SP 1:1. Quando da avaliacdo da dissolucédo do farmaco Nis, uma liberacdo
de 45,33% foi obtida nos primeiros 90 min. O Cl SP 1:1 demonstrou uma liberacdo
de 50,08% em 15 min e o Cl 1:1 Lio demonstrou uma liberacdo de 52,87% em 20
min. Portanto, a matriz oligossacaridea utilizada resultou em uma mecanica de
liberacdo imediata do farmaco a partir dos Cl. Ainda pode ser visualizado na Figura
26 que o perfil de liberacdo mais rapido foi o do ClI 1:1 Lio em relagédo ao da Nis.
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FIGURA 26 - Perfis de dissolucéo in vitro da Nis e dos Cl Lio e CI SP 1:1
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Fonte: A autora.

Considerando a Equacao 3, os resultados de eficiéncia de dissolucao foram
analisados estatisticamente por meio de ANOVA 1-fator (“grupo experimental”)
seguida pelo teste de Tukey (a=0,05). O resultado da analise de variancia pode ser
observado na Tabela 6. Nado houve diferenca estatisticamente significante entre os
resultados de eficiéncia de dissolucdo da Nis e dos CI Lio e SP 1:1 (p=0,1931). A
Tabela 7 apresenta os resultados médios percentuais de eficiéncia de dissolucéo in

vitro.

Tabela 6. ANOVA-1 fator para comparacéo entre os resultados de eficiéncia de dissolucdo

Fonte de variagéo Graus de liberdade Soma de quadrados Quadrados médios F p
Grupo experimental 2 72,64 36,32 2,552 0,1931
Residuo 4 56,93 14,23

Total 6 129,6

Fonte: A autora.
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Tabela 7. Resultados médios (desvio padrao) percentuais de dissolucao in vitro

Nis ClLio 1:1 CISP 11

46,3 (3,0)% 47,8 (0,2)% 53,9 (6,2)%

Fonte: A autora.

Os modelos matematicos, representados pelas Equacdes de 4 a 6, foram
aplicados aos perfis de dissolu¢do do farmaco e dos CI 1:1. Os resultados obtidos

podem ser visualizados nas Tabelas 8 a 10.

Tabela 8. Modelagem matemética pela equacdo monoexponencial para a Nis e os Cl 1:1 Lio e SP

Modelo monoexponencial

Material
MSC R K
Nis -1,8716 0,3589 0,0023
Cl 1:1 Lio -2,0924 0,3365 0,0028
Cl1:1SP -1,9815 0,3297 0,0019

Fonte: A autora.

Tabela 9. Modelagem matemética pela equac¢ao ordem zero para a Nis e os Cl 1:1 Lio e SP

Modelo ordem zero

Material
MSC R K
Nis -2,0411 0,3075 0,1363
Cl1:1Lio -2,4775 0,3018 0,0779
Cl1:1SP -2,2632 0,3695 0,0720

Fonte: A autora.

Tabela 10. Modelagem matematica pela equacao biexponencial para a Nis e os Cl 1:1 Lio e SP

Modelo biexponencial

Material

MSC R A a (min™) B B (min™)
Nis 2,6949  0,9786 0,5838 1,2528 0,4106  0,2006
Cll:1Lio 25829 0,9743 0,4842 0,0001 0,5157  2,1940
Cl1:1SP  1,2882 0,9028 0,5459 0,0001 0,4540  2,9379

Fonte: A autora.

A selecdo do melhor modelo foi empregada, considerando os dados obtidos
para o coeficiente de correlacdo (R) e para o critério de selecdo do modelo (MSC).

Deste modo, foi analisada a coeréncia dos valores encontrados para as constantes
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cinéticas de liberacédo e o ajuste grafico verificado para cada equacéo. Os perfis de
liberagcdo da Nis e dos complexos testados revelaram um melhor ajuste dos dados
experimentais para o modelo biexponencial (Tabela 10) em relacdo aos outros
modelos testados. Assim, foi possivel estabelecer que no comportamento de
liberacdo do farmaco a partir de ambos os CI (Cl Lio e CI SP 1:1), a Nis que se
encontra dissociada da BCD sofre inicialmente uma liberagédo rapida (a; constante
cinética da etapa rapida de liberacdo — efeito burst), enquanto que a Nis associada a
BCD apresenta uma liberacdo mais lenta (B; constante cinética da etapa lenta de
liberacdo) (MELO et al., 2007).

Os resultados obtidos no teste de dissolugdo confirmam a segunda hipotese
do estudo, uma vez que os CI Nis:BCD por Lio e SP 1:1 prolongaram a liberagéo da
Nis sem, no entanto, alterar sua cinética de liberacdo biexponencial. Os CI 1:1
apresentaram mecanica de liberacdo imediata da Nis. Além disso, o CI Lio 1:1
apresentou um perfil mais rapido de dissolucédo in vitro. Isto pode resultar em
estratégias interessantes para o desenvolvimento de formas farmacéuticas que
possibilitem uma liberacdo répida inicial, atingindo rapidamente o0s niveis
terapéuticos, e modificada do tipo controlada (PENG et al., 2010) até o final do
tratamento da estomatite protética, quando incorporadas ao material macio para
protese dentéria. Com isso, a baixa biodisponibilidade da Nis pode ser parcialmente
melhorada com a complexacdo com a BCD, prolongando, assim, sua meia vida in

Vivo.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pelas técnicas de caracterizacao fisico-
quimicas avaliadas, péde ser concluido que o farmaco nistatina foi complexado
parcialmente com o oligossacarideo B-ciclodextrina em todas as condicbes
experimentais testadas, propor¢des molares (1:1 e 1:2) e métodos de obtencéo e
secagem de complexos de inclusdo (mistura fisica, liofilizacdo e spray drying).
Entretanto, os melhores resultados nesta etapa foram verificados para os complexos
1:1 obtidos por liofilizacdo ou spray drying.

O complexo de inclusdo nistatina:B-ciclodextrina obtido por liofilizagdo na
propor¢cdo molar 1:1 apresentou um perfil de liberacdo mais rapido que o farmaco
ndo complexado e cinética de liberagcdo biexponencial, o que pode resultar em
estratégias interessantes para o desenvolvimento de formas farmacéuticas que
possibilitem uma liberacdo controlada do farmaco quando incorporadas ao material

macio para reembasamento de prétese dentaria removivel.
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