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RESUMO

MARTINS, T. E. A. Desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo da
formacdo de complexos de inclusdo entre rutina, avobenzona e p-
metoxicinamato de octila na presenca de ciclodextrinas. 2018. 97f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo, 2018.

A radiagdo UV pode causar danos a pele humana, e, evitar estes danos, €
uma preocupacao crescente para a populacdo e um desafio a comunidade
cientifica. Para uma acéo efetiva de fotoprotecdo, a associacdo de filtros,
como avobenzona (BMBM) e p-metoxicinamato de octila (EHMC), séo
empregados. Devido a semelhancga estrutural com os filtros solares quimicos,
a rutina (RUT), tal como outros flavonoides, apresenta atividade fotoprotetora.
Apesar da disponibilidade de diferentes classes de filtros solares, o
desenvolvimento de fotoprotetores contendo filtros quimicos € um desafio,
devido a instabilidade inerente a certos filtros organicos. As ciclodextrinas
(CDs) sédo oligossacarideos ciclicos, de formato tronco-cénico, cuja estrutura
externa € hidrdéfilica e sua cavidade interna central hidrofébica, com a
capacidade de acomodar substancias lipofilicas, formando complexos de
inclusdo. A formacédo dos complexos de inclusdo pode levar a alteracbes de
propriedades fisico-quimicas da molécula hospede, tais como, solubilidade,
fotoestabilidade e biodisponibilidade. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver, caracterizar e avaliar a formacdo de complexos de inclusdo
entre RUT, BMBM e EHMC e as CDs (HPBCD e SBERCD). Os complexos de
inclusdo (RUT:HPBCD, RUT:SBEBCD, BMBM:HPBCD, BMBM:SBERCD,
EHMC:HPBCD e EHMC:SBERCD) foram obtidos pelo método de liofilizacéo e
guantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os sistemas
binarios foram caracterizados em solucdo, pelo método de equilibrio de
solubilidade, e, no estado soélido, empregando calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), termogravimetria (TG/DTG) e difracao de raios-X de p6 (P-
DRX). As substancias isoladas e os complexos binarios foram avaliados
quanto a fotoestabilidade em estado sélido, e, em solugdo. Incremento na
solubilidade (X mcg mL?) foi observado para os complexo RUT:HPBCD
(4,13x); RUT:SBEBRCD (4,38x); BMBM:HPBCD (43,3x); BMBM:SBERCD
(563,3x); EHMC:HPBCD (12,7x); e EHMC:SBEBCD (70,0x). Os ensaios de
DSC, TG/DTG, e P-DRX indicaram a formagcdo de complexos de inclusao
para os todos os sistemas, onde a supressdo dos eventos endotérmicos
caracteristicos das substancias isoladas foram observados; porém, nos
complexos de BMBM, a presenca de avobenzona livre no meio foi detectada,
sugerindo, que a complexacao nao foi completa. A formacado dos complexos
de inclusdo promoveu o aumento da fotoestabilidade em todos os sistemas
avaliados, tanto no estado sélido, como em solugcdo. Os resultados
reportados neste estudo, indicaram que a complexacdo de substancias
fotoprotetoras com HPBCD e SBERCD, pode representar, uma estratégia
promissora quanto ao aumento da solubilidade e da fotoestabilidade.

Palavras-chave: ciclodextrina, rutina, avobenzona, p-metoxicinamato de
octila, fotoestabilidade, complexo de incluséo, DSC, TG, DTG, P-DRX.
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ABSTRACT

MARTINS, T. E. A. Development, characterization and evaluation of
inclusion complexes between rutin, avobenzone and octyl p-
methoxycinnamate with cyclodextrins. 2018. 97p.Thesis (Doctoral Degree)
— School of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, 2018.

UV radiation may cause demage on human skin, and preventing it, is an
increasing worry for the population and a challenge to the scientific
community. For an effective action of photoprotection, the association of
filters, like avobention (BMBM) and octyl p-methoxycinnamate (EHMC), are
used. Due to the structural similarity with the chemical solar filters, the rutin
(RUT), like other flavonoids, shows photoprotective activity. Despite the
availability of different classes of sunscreens, the development of
photoprotectors containing chemical filters is a challenge, due to the inherent
instability of certain organic filters. The cyclodextrins (CD) are cyclic
oligosaccharides of truncated conical structure, which external structure is
hydrophilic and its internal central hydrophobic cavity, with capacity to
accommodate lipophilic substances, forming inclusion complexes. The
formation of the inclusion complexes can lead to changes in physicalchemical
properties of the host molecule, such as, solubility, photostability and
bioavailability. The objective of this work was to develop, characterize and
evaluate the formation of the inclusion complexes between RUT, BMBM and
EHMC and the CDs (HPBCD and SBEBCD). The inclusion complexes
(RUT:HPBCD, RUT:SBEBCD, BMBM:HPBCD, BMBM:SBERBCD,
EHMC:HPBCD and EHMC:SBEBCD) were obtained by the lyophilization
method and quantified by high performance liquid chromatography (HPLC).
The binary systems were characterized in solution, by solubility equilibrium
method and in solid state, using differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry (TG/DTG) and powder X-ray diffraction (P-XRD). The
isolated substances and binary complexes were evaluated the photostability
in solid state, and in solution. The increase in solubility (X mcg mL) was
observed for the complexes RUT:HPBCD (4.13x); RUT:SBEBCD (4.38x);
BMBM:HPBCD (43.3x); BMBM:SBEBCD (53.3x); EHMC:HPBCD (12.7x); and
EHMC:SBEBCD (70.0x). The analysis of DSC, TG/DTG, and P-DRX
indicated the formation of inclusion complexes for all systems, where the
suppression of the endothermic events characteristic of the isolated
substances were observed; however, in the BMBM complexes, the presence
of free avobenzone was detected, suggesting that the complexation was not
complete. The formation of inclusion complexes promoted the increase of
photostability in all evaluated systems, as in solid state as in solution. The
results reported in this study indicated that the complexation of
photoprotective substances with (HPBCD e SBEBRCD). may represent a
promising strategy for increasing solubility and photostability.

Key words: cyclodextrin, rutin, avobenzone, octyl p-methoxycinnamate,
photostability, inclusion complex, DSC, TG, DTG, P-DRX.
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Capitulo |

Desenvolvimento e validacdo de meétodo analitico para determinacao
simultanea de rutina (RUT), avobenzona (BMBM) e p-metoxicinamato de octila
(EHMC) na presenca de CDs por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

1




1 INTRODUCAO

O conhecimento em expansdo sobre os efeitos nocivos da radiacao
ultravioleta (UV) da luz solar (290-400 nm), incluindo eritema, fotoenvelhecimento
cutdneo, imunossupressdo e cancer de pele, promoveu o uso generalizado de
preparacdes topicas contendo filtrantes das radiagcbes UV. Os constituintes ativos
mais comuns nestes produtos sdo substancias organicas que atenuam a
transmissao da energia solar a pele, absorvendo a radiacdo mencionada (SIMEONI,
SCALIA, BENSON, 2004). Uma caracteristica essencial para a eficacia dos filtros
UV é apresentar alta fotoestabilidade, uma vez que a decomposi¢do induzida pela
luz do agente protetor solar ndo s6 diminui sua capacidade de retencdo das
radiacbes UV, mas, também, pode gerar produtos de degradacdo de natureza
toxica. Ademais, uma vez que os filtros solares UV exercem seu efeito na superficie
da pele, € necessario um alto grau de retencdo dessas substancias nas camadas
superficiais da pele para obter maior efeito protetor e minimizar o risco toxicologico
resultante da sua penetracdo percutanea (MAIER et al., 2001). Estudos in vitro e in
vivo demostraram que certas substancias com atividade protetora solar sao
absorvidas através de pele humana apds aplicacédo tépica (POTARD et al., 2000).
Diante do exposto, € crescente a busca por novos sistemas capazes de reduzir a
penetracdo dessas substancias na pele.

Para uma acado efetiva de fotoprotecdo, pelo menos dois tipos de filtros
quimicos, que absorvem a radiacdo em diferentes regiées do espectro UV (UVA ou
UVB), devem ser associados em um protetor solar, como a avobenzona (BMBM) e
p-metoxicinamato de octila (EHMC), que sao substancias capazes de absorverem as
radiacbes UVA e UVB, respectivamente (KAWAKAMI e GASPAR, 2015).

Algumas substancias naturais favorecem a protecdo dos filtros quimicos
contra a radiacdo UVA e UVB. A rutina (RUT) é um flavonoide empregado
tradicionalmente como potente antioxidante e, devido a similaridade dos espectros
de absorc¢éo na regiao UV, apresenta potencial para exercer atividade fotoprotetora,
podendo proporcionar a diminuicdo da concentracdo de filtros quimicos em
formulacbes de protecdo solar. Segundo Oliveira e colaboradores (2015), o
acréscimo de 0,1% de rutina a associacdo de benzofenona-3 e EHMC promoveu o

aumento do fator de protegéo solar (FPS) das preparacdes cosméticas.



As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos de formato toroidal ciclico com
uma superficie externa hidrofilica e uma superficie interna de carater hidrofobica.
S&o capazes de incorporar moléculas nao polares de tamanho adequado, ou parte
delas, em sua cavidade apolar, formando complexos de inclusdo ndo covalentes.
Este tipo de encapsulamento molecular pode condizir a mudangcas em algumas das
propriedades fisicas e quimicas da substancia incluida, como o aumento da
estabilidade ao O: e a luz, e a solubilidade aquosa aparente (RAJEWSKI, STELLA,
1996; LOFTSSON, BREWSTER, 1996; LOFTSSON, MASSON, 2001).

Simeoni, Scali e Benson (2004) estudaram a influéncia da hidroxipropil-f-
ciclodextrina (HPBCD) e sulfobutil-eter-B-ciclodextrina (SBEBCD) sobre a absorcao
do filtro solar, BMBM, na pele humana. A permeabilidade da BMBM na epiderme
(2,29£1,10%) foi reduzida na presenca SBEBCD (0,06+0,52%), entretanto, ndo foi
influenciada pela complexagdo com HPBCD (2,27+1,33%). A HPBCD reduziu a
fotodegradacdo do BMBM (SCALIA et al.,, 1998) e 4-dimetil-aminobenzoato de 2-
etilhexila (SCALIA, VILLANI e CASOLARI, 1999).

Scalia e colaboradores, (2006) estudaram a complexacédo da BCD e HPBCD
com EHMC e incorporacdo em fibras de algoddo, para producdo de tecidos com
protecdo solar, na industria téxtil. A presenca das CDs melhorou a resisténcia do
EHMC aos ciclos de lavagem e as propriedades de protecdo UV do tecido pelo
aumento da estabilidade fotoquimica da substancia.

A quantificacdo dos filtros solares quimicos é um importante parametro na
avaliacdo da estabilidade e toxicidade das formulacdes fotoprotetoras. Diversos
métodos tem sido descritos para quantificacdo da RUT utilizando a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), que consiste no método de escolha, por permitir a
separacdo e quantificacdo simultanea dos filtros (ARAUJO et al., 2013; KUNTIC et
al., 2006; NGUYEN et al., 2013; YAN et al., 2011; ZU et al., 2006), BMBM (MTURI,
MARTINCIGH, 2008; YANG et al., 2008) e EHMC (GASPAR, MAIA CAMPQOS, 2006;
SCALIA et al., 2002; SCALIA et al., 2006).

A adicdo de CDs na fase movel em ensaios de cromatografia liquida pode
causar a reducdo no tempo de retencdo das substancias. Esta modificacdo das
caracteristicas de retencdo esta intimamente relacionada a estabilidade dos

complexos e, portanto, a extensédo da interacdo do soluto com as diferentes CDs



pode ser estimada por meio dos dados cromatograficos (FUJIMURA et al., 1986;
MOHSENI, HURTUBISE, 1990).

2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método rapido por CLAE para
quantificacdo de filtros solares quimicos (p-metoxicinamato de octila e avobenzona)

e rutina, na presenca de ciclodextrinas (HPBCD e SBEBCD).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material e Reagentes

As CDs utilizadas foram a HPBCD (2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina, Mw =
1.460, grau médio de substituicdo molar, 0,6), cedida pelo Labonathus Biotecnologia
Internacional Ltda., e a SBEBCD (Captisol®, sulfobutileter-beta-ciclodextrina, sal de
sédio, Mw = 2,163, grau médio de substituicdo molar, 6-7,1) cedida por Captisol A
Ligand Technology, Inc. A rutina (RUT) (98,8% de pureza, Sunji Trading Companhy,
China), a avobenzona (BMBM) (98,0% de pureza, Parsol® 1789, DSM, Brasil) e o p-
metoxicinamato de octila (EHMC) (98,0% de pureza, Basf, Brasil). Metanol e
acetona grau UHPLC-Supergradient (AppliChem Panreac ITW Companies,
Germany) e a agua ultrapura Milli-Q® Integral (Merck Millipore, Germany). Todos 0s

demais reagentes foram de pureza analitica.

3.2 Instrumentos
3.2.1 Cromatografia Liquida de Fase Reversa

RUT, BMBM e EHMC foram analisados em cromatégrafo em fase liquida
Shimadzu® médulo Prominence Modular CLAE com detector PDA (Photodiode Arry)
SPD-20A UV, bomba LC-20AB, sistema de desgaseificacdo DGU-20A, amostrador
automatico SIL-20A/C, sistema de aquecimento CTO-20AC, controlador CBM-20A e
programa LC-Solution, empregando metanol:agua (88:12, v/v), pH 6,8-7,0 como fase
movel, fluxo de 0,8 mL min' , volume de injecdo de 20,0 yL em coluna
cromatografica de fase-reversa Kromasil RP-C18 (100 A, 5 pym, 250x4.6 mm)
equilibrada a temperatura ambiente e eluida sob condigcbes isocraticas em
comprimento de onda 325 nm. A fase movel foi previamente desgaseificada por
filtracdo a vacuo (bomba da vacuo KNF® mod. N810.FT.18, 100,0 mbar) em



membrana semipermeédvel de acetato de celulose 45,0 ym, seguida de sonicagao

(Altsonic Clean mod. 9L) por 15 minutos.

3.3 Preparo das Solucdes-Padrao (RUT, BMBM e EHMC)

Solugdes-padrdo de RUT, BMBM e EHMC (1,0 mg mL!) foram preparadas
em metanol, acetona e etanol 96°GL, respectivamente. Em seguida, aliquotas de 2,5
mL de cada uma das solucbes-padrao foram transferidas, separadamente, para

bal6es volumétricos de 25,0 mL e o volume foi completado com fase mével (400,0

ug mL).

3.4 Validacdo da metodologia analitica

Os critérios de validacdo empregados foram linearidade, seletividade,
exatidao (recuperacao), precisao, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacéo
(LQ), de acordo com o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos (ICH, 2005).

3.4.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade, aliquotas de 240,0 pyL das solugdes-padrdo de
cada uma das substancias (400,0 ug mLt) foram transferidas para frasco ambar de
1,5 mL e o volume completado com fase mével (64,0 ug mL1). O ensaio foi realizado
em ftriplicata. O grau de interferéncia das CDs (HPBCD ou SBEBCD) sobre a
seletividade do método analitico foi avaliado por meio da adicdo de solucdo aquosa
de CDs (100,0 yg mL) sobre as solugbes-padrédo contendo 64,0 ug mL* de cada

uma das substéncias. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.2 Linearidade e faixa de aplicacéo

A linearidade foi calculada usando dez concentracdes, em triplicata. Curva
analitica foi construida a partir diluicbes das solu¢des-padrdo (400,0 pg mL?) no
intervalo de 2,0 a 64,0 ug mL1. Para avaliar o grau de interferéncia das CDs sobre a
linearidade do método, curvas analiticas foram construidas no intervalo de 2,0 a 64,0
hug mL* na presenca de concentracéo fixa de CDs (100,0 ug mL1). A adequabilidade

do modelo de regressao, com base nos residuos, foi avaliada (BRITO et al., 2003).



3.4.3 Precisao (Repetibilidade)

A precisdo intermediaria, na presenca das CDs (100,0 ug mL™1), foi avaliada
para trés niveis (2,0; 32,0; e 64,0 ug mL?), com trés repeticdes, resultando em 54
determinacdes para cada substancia em estudo (RUT, BMBM e EHMC), realizados
intra (trés repeticoes no mesmo dia) e inter-dias (trés repeticdes em trés dias
diferentes).

3.4.4 Exatidao

A exatiddo do método, expressa em porcentagem de recuperagdo, foi
avaliada para cada uma das substancias (RUT, BMBM e EHMC) na concentracao
de 64,0 ug mL, na presenca das CDs (100,0 yg mL1); os ensaios foram realizados

em triplicata.

3.4.5 Limite de deteccao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

Os valores de LD (Equacao 1) e LQ (Equacéao 2), foram calculados por meio
de parametros das curvas analiticas obtidas para cada uma das substancias (RUT,
BMBM e EHMC) na presenca e auséncia de CDs, de acordo com as equacdes e

seguintes:

LD = 3,3(0/S) (Equacéao 1)

LQ =10(o0/S) (Equacéo 2)

onde o é o desvio padrao da intercepcao (coeficiente linear) e S é a inclinagao da
linha de regresséo linear (coeficiente angular), determinada a partir da curva

analitica.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Seletividade

A seletividade do meétodo instrumental de separacdo avalia o grau de
interferéncia entre substancias ativas, excipientes, impurezas e produtos de
degradacédo, bem como, outros componentes que possam estar, por ventura,

presentes (RIBANI et al.,, 2004). A seletividade do método foi realizada quanto ao



grau de interferéncia entre RUT, BMBM e EHMC, e quanto ao grau de interferéncia
das CDs (HPBCD e SBERCD).
RUT, BMBM e EHMC apresentaram picos simétricos com tempos de

retencdo em 3,282; 20,216; e 21,973 minutos, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma da RUT, BMBM e EHMC (64,0 ug mL') empregando coluna cromatogréafica
Kromasil® RP C18 (100 A, 5um, 250x4,6mm) e fluxo 0,8 mL min-!

Os valores médios dos parametros cromatograficos obtidos a partir da média
de trés determinagfes para cada uma das substancias (RUT, BMBM e EHMC) estéo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios dos parametros cromatograficos (tm, tr, W, k’, a e R)

tr w N Kk’ Ygur  XBMEM Rpyr Rpuem
RUT 3,28 0,60 478,73 3,21
BMBM 20,22 0,90 8072,82 24,92 7,77 22,58
EHMC 21,97 1,10 6384,30 27,17 8,47 1,09 21,99 1,76

t- (tempo de retengdo, min), W (largura do pico, cm), N (numero de pratos tedricos), k' (fator de retengdo), a (fator de
seletividade) e R (resolugao)

A resolucédo (R) de uma coluna mede a capacidade de separar dois solutos e
depende: da seletividade (a), representada pela medida da separagédo entre dois
solutos (0>1); do fator (capacidade) de retencao (k’), que descreve a velocidade com
que um composto migra ao longo da coluna (1<k’<10); e da eficacia da coluna (N), a
qual devera ser a maior possivel (BRITO et al., 2003). Valores de resolucao (R) igual
a 1 indicam separacdo quase completa das substancias, porém, valores maiores
que 1,5 referem-se a separagdo completa. Os valores de seletividade (a) para
BMBM e EHMC, em relacdo a RUT, e para o EHMC, em relacdo a BMBM, foram
superiores a 1, indicando que houve separacdo adequada das substancias. Os

valores de k’ observados para BMBM e EHMC demostraram menor velocidade de



migracdo dessas substancias ao longo da coluna que a RUT, o que pode ser
explicado pela diferenca de solubilidade entre as substancias e consequente
afinidade para a coluna cromatografica (LETELLIER et al., 1995). Os valores de
resolucdo (R) para o BMBM e EHMC, calculados em relagcdo a RUT, e para o
EHMC, calculado em relacdo a BMBM, foram superiores a 1,5, indicando separacao
completa das substancias.

Estudos tém demonstrado que as CDs podem alterar os parametros
cromatograficos das substancias (GAZPIO et al., 2005; RODRIGUEZ-BONILLA et
al., 2011; GONZALEZ-RUIZ et al., 2011; GONZALEZ-RUIZ, OLIVES, MARTIN,
2011; ZENG et al., 2012) por meio do aumento da solubilidade dessas, quando na
presenca das CDs. Os valores de tempos de retencdo observados para a RUT,
BMBM e EHMC (64,0 ug mL) na presenga de HPBCD (100,0 ug mL?) foram 3,01;
16,82; e 18,24, respectivamente; enquanto que para SBERCD (100,0 ug mL™*) foram
2,98; 16,00; e 17,77, respectivamente. Reducdo no tempo de retencdo das
substancias avaliadas foi observado para ambas as CDs modificadas (SBERCD e
HPBCD) evidenciando a reducdo da afinidade destas substancias com a fase
estacionaria apolar (FENG et al., 2012). Diferenca diminuta de solubilidade é
observada entre as CDs modificadas HPBCD (~600 mg mL! a 25 °C) e SBEBCD
(~700 mg mL* a 25 °C), o que justifica a diferenca entre os valores de tempos de
retencdo obtidos para cada substancia (JAIN et al., 2011; XU et al., 2017).

Considerando que uma modificagdo nas caracteristicas de retencdo da
molécula esta relacionada a formacao de complexos hidrossolluveis, a extensdo da
interacdo do soluto com as CDs pode ser estimada por parametros cromatograficos
(FENG et al., 2012; SCALIA, CASOLARI, IACOMINOTO, SIMEONI, 2002). A Figura
2 ilustra a influéncia de vérias concentracdes das CDs (HPBCD e SBEBCD) na fase
movel metanol-agua (88:12, v/v) sobre o fator de retengéo (k).

A extensdo da interacdo de substancias com as CDs pode ser estimada por
meio dos dados cromatograficos. Determinacao linear foi observada entre o fator de
retencdo (k’) e a concentragcédo das CDs (HPBCD ou SBEBCD) indicando a formagéo
de complexos com estequiometria 1:1 entre as substancias (RUT, BMBM ou EHMC)
e as CDs. Nenhuma significante diferenga nos valores de k' foram observados com o
aumento da concentracdo das CDs na fase mével para a RUT. Contudo, a adi¢cdo da

HPBCD ou SBEBCD no eluente produziu diminuicdo no fator de retengéo (k’) para



BMBM e EHMC. Os resultados indicaram que BMBM e EHMC reagem mais
fortemente com as CDs (HPBCD ou SBEBCD) que a RUT. Tais resultados séo

apresentados nos Capitulos II, lll e IV.
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Figura 2. Dependéncia do fator de retengéo (k’) em fungdo da concentragao das CDs (HPBCD ou
SBEBCD) na Fase Mdvel metanol-agua (88:12, v/v) a 25,0 °C

Vérios sdo os fatores que condicionam a complexac¢do com CDs, destacando-
se a composicdo quimica, tamanho e geometria da molécula-héspede, sua
solubilidade em agua, estado de ionizacao, peso molecular e ponto de fusao, além
das condicbes do meio, como temperatura, pH e solventes. De forma geral, a
complexacao ocorre de forma mais favoravel quando a molécula-héspede possui
massa molecular entre 100,0 e 400,0 Daltons, solubilidade em agua inferior a 10,0
mg mL* e ponto de fusdo inferior a 250 °C. Moléculas maiores também podem ser
complexadas, desde que apresentem cadeias laterais apropriadas para a incluséo
parcial, que também levard a modificagcbes na solubilidade e estabilidade da
molécula original (RAMA et al., 2005, MARTINS, 2008; MIRANDA et al., 2011).

O elevado peso molecular da RUT (610,5175 Da.) e sua natureza hidrofilica
(125,0 mg mL? a 25 °C) dificultam a sua acomodacédo no interior da cavidade

hidrofébica das CDs; entretanto, o menor peso molecular e baixa solubilidade da
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BMBM (310,39 Da.; 10,0 pug mL* a 25 °C) e EHCM (290,397 Da.; 1,0 mg mL?* a 25
°C) tornam estas moléculas bons candidatos a formacdo de complexos de incluséo
com CDs.

Metanol, em concentracédo inferior a 40,0%, apresenta interferéncia reduzida
sobre a formacdo dos complexos de inclusdo, quando comparado com outros
solventes organicos (p. ex. acetonitrila) (LETELLIER et al., 1995; SCALIA,
CASOLARI, IACOMINOTO, SIMEONI, 2002). Elevada porcentagem de metanol foi
necessaria para separacdo da BMBM e EHMC, o que pode ter sido prejudicial aos
fendmenos de inclusédo (LETELLIER et al., 1995; GAZPIO et al., 2005).

Wang e colaboradores (2011) avaliaram a influéncia das CDs naturais (aCD,
BCD e yCD) sobre a separagao dos acidos oleandlico e ursélico por CLAE. Menor
tempo de retencao foi observado para os acidos na presenca da yCD, indicando a
formacgéo de complexos mais soluveis e estaveis (MARTIN DEL VALLE, 2004).

Feng e colaboradores (2012) avaliaram o comportamento do tempo de
retencdo da isoflavona na presenca de CDs (BCD, HPBCD e RMBCD), empregando
a razéo ki/ko. Os valores de ki/ko seguiram a seguinte ordem RMBCD>HPBCD>BCD,
sugerindo que CDs derivadas diminuem em maior intensidade os valores de tempo
de retencdo do soluto quando comparadas a BCD. Tal fendbmeno pode ser atribuido
a maior hidrofilicidade dos derivados da BCD (RMBCD e HPBCD) que promovem a
formacdo de complexos mais sollveis, e, portanto, de menor afinidade pela fase
estacionaria.

Letellier e colaboradores (1995) avaliaram a interacao entre a rutina e metil-3-
ciclodextrinas em solucdo aquosa, empregando cromatografia liquida de fase
reversa; no grafico de 1/k’ versus [CD]mm, Nna presenga de um segmento linear, €
assumida a formacdo de complexos de estequiometria 1:1, ou seja, de primeira
ordem relativamente a ciclodextrina e de ordem 1 relativamente a molécula héspede.
A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos a partir da andlise de regresséao linear
do gréfico de 1/k’ versus [CD]mm (Figura 2). Relagbes lineares (R>0,99) foram
observadas, indicando a formacé&o de complexos com estequiometria 1:1 entre as
substéancias (RUT, BMBM ou EHMC) e as CDs (HPBCD ou SBERCD).
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Tabela 2. Pardmetros de regressao linear obtidos a partir das curvas 1/k’ versus [CD]mm

Coeficiente Angular Coeficiente Linear R
RUT:HPBCD 0,000349 0,31483 0,99588
RUT:SBERCD 0,000443 0,31577 0,99857
BMBM:HPBCD 0,000080 0,04223 0,99327
BMBM:SBEBCD 0,000110 0,04238 0,99986
EHCM:HPBCD 0,000077 0,03854 0,99986
EHCM:SBEBCD 0,000084 0,03946 0,99491

r. - coeficiente de correlagao

4.2 Linearidade e faixa de aplicagéo

A quantificagdo da substancia de interesse em validagdo pode ser obtida a
partir de varios métodos, entre os quais temos o método da padronizagdo externa e
0 método da superposicao de matriz. O método de padronizacdo externa compara a
area da substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas com
solucbes de concentracbes conhecidas a partir de um padrdo; o método de
superposicdo de matriz consiste na adicdo do padrdao em diversas concentracdes
em uma matriz similar a amostra, isenta da substancia. O método de padronizacéo
externa é realizado quando nenhum erro sistemético proveniente da matriz €
suspeito, enquanto o método de superposi¢cao da matriz compensa o efeito da matriz
(RIBANI et al., 2004).

A Figura 3 ilustra a representacdao grafica do método de padronizacdo
externa para as substéncias RUT, BMBM e EHMC. Relagdes lineares foram obtidas
no intervalo de concentracdes entre 2,0 a 64,0 ug mL! para RUT, BMBM e EHMC.

A homocedasticidade das variancias foi avaliada pelo teste de hipétese (Teste
de Cochram). Os valores de “P” observados para as substancias RUT, BMBM e
EHMC foram 0,1755; 0,2435; e 0,1925, respectivamente. Como P-valor, apresentou
valor superior a 0,05, ndo rejeitamos a hipotese de igualdade de variancia (HO), ao
nivel de significancia de 5,%. Logo, modelos homocedasticos foram obtidos para
RUT, BMBM e EHMC. A auséncia de valores extremos foi observada no teste de

residuos (Figura 4).
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A Tabela 3 descreve os parametros de regressao linear, em triplicata, obtidos
a partir das curvas analiticas da RUT, BMBM e EHMC, pelo método de
padronizacdo externa e meétodo de superposicdo de matriz, empregando

cromatografia liquida.
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Tabela 3. Pardmetros de regressao linear obtidos a partir das curvas analiticas da RUT, BMBM e EHMC

RUT

Método de padronizacéo externa

Método da Superposicdo de Matriz
HPBCD (1,0 mg.mL™1) SBEBCD (1,0 mg.mL™?)

Dia N Equacéo da reta R Equacéo da reta R Equacéo da reta r
1 10 y=17127x-3614,7 0,99852 y=17216x-7493,2 0,99840 y=16816x-3793,4 0,99940
2 10 y=17201x-3601,3 0,99871 y=17220x-7706,7 0,99852 y=17077x-5156,6 0,99952
3 10 y=17164x-3608 0,99888 y=17303x-10348 0,99864 y=17134x-2235 0,99958
BMBM

Método da Superposicdo de Matriz
Método de padronizacdo externa HPBCD (1,0 mg.mL?) SBEBCD (1,0 mg.mL™?)
Dia N Equacéo da reta R Equacéo da reta R Equacéo da reta r
1 10 y=38466x-31414 0,99939 y=38906x-28280 0,99938 y=35367x+51316 0,99920
2 10 y=38320x-27419 0,99961 y=39077x+2024,7 0,99944 y=35387x+45190 0,99942
3 10 y=38326x-25097 0,99971 y=39586x-3704,5 0,99962 y=34978x+50992 0,99925
EHMC

Método da Superposicao de Matriz
Método de padronizacdo externa HPBCD (1,0 mg.mL?) SBEBCD (1,0 mg.mLY)
Dia N Equacéo da reta R Equacéo da reta R Equacéo da reta r
1 10 y=70110x+47997 0,99903 y=59046x+149550 0,99959 y=70157x+30028 0,99803
2 10 y=70043x+45998 0,99927 y=58615x+169651 0,99813 y=70079x+49821 0,99906
3 10 y=70067x+46998 0,99919 y=58913x+158071 0,99934 y=70143x+48592 0,99908

N, namero de pontos; r, coeficiente de correlagao
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O valor da linearidade de uma curva analitica pode ser avaliado por meio do
coeficiente de correlagdo (r), sendo considerado r=1 uma correlagdo perfeita,
0,91<r<0,99 uma correlagdo fortissima, 0,6<r<0,91 forte correlacdo, 0,31<r<0,60
correlacdo média, 0,01<r<0,30 correlacdo fraca e, r=zero correlacdo nula (BRITO et al.,

2003; CURRIE, SVEHLA, 1994).

4.3 Preciséo (Repetibilidade)

A precisdo do ensaio foi calculada para trés niveis (8,0; 20,0; e 64,0 ug mL1) com
trés repeticbes para RUT, BMBM e EHMC (Tabela 4), resultando em 54 determinagfes
para cada substancia, empregando o mesmo analista e diferentes dias.

Tabela 4. Valores de precisao intermediaria média e desvio padrao relativo (%)

a HPBCD SBEBCD
C (g mL) Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia
RUT
8 8,2242 (2,2546) 8,3196 (1,2479) 8,55789 (2.4419) 8,6408 (2,4682)
20 19,7280 (0,6179) 19,7108 (0,9391) 19,6013 (0,7531) 19,6140 (0,7589)
64 65,1830 (0,4120) 65,4382 (0,4865) 64,8974 (0.4016) 64,4448 (0,4072)
BMBM
8 6,3671 (0,4585) 6,5099 (1,7244) 6,4601 (0,5113) 6,5099 (1,7237)
20 19,0956 (0,8931) 19,0228 (1,7244) 19,1078 (0,9011) 19,9058 (1,7348)
64 62,5687 (0,6069) 63,5620 (1,8115) 64,6215 (0,6113) 63,7472 (1,8227)
EHMC
8 8,3302 (0,0545) 8,4596 (1,6743) 8,4016 (0,0545) 8,5083 (1,7023)
20 20,4423 (0,7243) 19,9956 (1,9527) 20,7192 (0,7366) 21,3741 (1,9802)
64 63,1445 (0,1133) 63,9495 (1,1711) 63,3705 (0,1272) 64,4556 (1,1809)

Segundo Wood (1999), o desvio-padréo relativo esta relacionado com o nivel de
concentracdo da analito (C), definido pela equacéo 2(1-05109C) Desse modo, substituindo-
se 0s niveis de concentracdo empregados (8,0; 20,0; e 64,0 yg mL1), consideram-se
aceitaveis valores de desvio-padrao relativo de 2,9; 2,5; e 2,1%, para RUT, BMBM e

EHMC, respectivamente.

4.4 Exatidao

Valores de recuperacao de 99,55+0,30%, 98,01+0,06%, e 99,99+0,65% foram
obtidos para a RUT, BMBM e EHMC (64,0 ug mL™?), respectivamente, na presenca de
HPBCD (100,0 pg mL1); e 99,85+0,83%, 98,82+0,34% e 99,01+0,82% para a RUT,
BMBM e EHMC (64,0 yg mL™), respectivamente, na presenca de SBERCD (100,0 ug
mL1). Os valores de recuperacdo (%) indicaram que o método foi exato para a

qguantificacdo simultanea das substancias na presenca das CDs.
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4.5 Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificagdo (LQ)
Os valores de limites de deteccao (LD) e limites de quantificacdo (LQ) obtidos para
a RUT, BMBM e EHMC, na presenca ou auséncia da CDs (HPBCD e SBEBCD) estao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores médios de Limite de Determinacgéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ) para as
substancias RUT, BMBM e EHMC na auséncia presenca das CDs

LD (ug mL™) LQ (ug mL)
RUT 0,0012 0,0039
RUT:HPBCD 0,2766 0,9220
RUT:SBEBCD 0,2578 0,8595
BMBM 0,2498 0,8327
BMBM:HPBCD 1,1251 3,7504
BMBM:SBEBCD 0,2934 0,9781
EHMC 0,0428 0,1426
EHMC:HPBCD 0,5142 1,7142
EHMC:SBERCD 0,4744 1,5814

O célculo de LD e LQ baseado em parametros da curva analitica apresenta maior
confiabilidade estatistica, pois leva em consideracdo o intervalo de confianca da
regressdo (RIBEIRO et al., 2008). O LD, neste caso, € definido como a concentracdo
minima de uma substancia que pode ser medida e informada com 95% de confianca,
enquanto o LQ é a menor quantidade do analito que pode ser determinada com precisédo
e exatidado aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas (BRASIL, 2017).

A presencga das CDs aumentou os valores de LD e LQ para todas as substancias
analisadas, reduzindo a capacidade de deteccéo e quantificacdo do método analitico. No
entanto, formulacbes fotoprotetoras multifuncionais possuem concentracdes de filtros e
anti-oxidantes em ampla faixa (VELASCO et al., 2008; BABY et al., 2008; PERES et al.,
2017; PINTO, 2014; OLIVEIRA et al., 2015), e, portanto, em niveis de concentracéo

suficientemente elevados para serem detectados e quantificados.

5 CONCLUSOES

Este trabalho reportou o desenvolvimento e validacdo de um método de CLAE para
determinacdo simultdnea de rutina, avobenzona e p-metoxicinamato de octila na
presencga de ciclodextrinas (HPBCD e SBEBCD).

As ciclodextrinas (HPBCD e SBEBCD) reduziram o tempo de retengao dos filtros e
da rutina no processo cromatografico. A formacdo de complexos de inclusdo entre as

substancias e as ciclodextrinas pode explicar a modificacdo dos tempos de retencéo.
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A dificuldade de desenvolvimento de um método analitico para quantificacdo de
filtros solares em preparacdes fotoprotetoras estd relacionado a complexidade da
preparacdo, onde a presenca de substancias com estruturas relacionadas, torna a
separacao destas substancias uma tarefa dificil.

O método foi sensivel, seletivo, linear, exato, preciso e com limites de deteccéo e
guantificacdo adequados para determinagédo da RUT, BMBM e EHMC, simultaneamente,
na presenca e auséncia de CDs, uma vez que este foi capaz de analisar as substancias

de forma inequivoca.
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Capitulo II

Obtencao e caracterizacdo de complexos de inclusdo binarios da rutina (RUT) e
ciclodextrinas (HPBCD e SBEBCD)
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1 INTRODUCAO

Flavonoides sao substancias com estrutura quimica formada por um ndcleo comum
fundamental, benzopirano ou cromano, unido ao anel aromatico caracterizado pelo
esqueleto de carbono Cs-C3-Cs (NISHIKAWA et al., 2007). A rutina (RUT) (3-O-
rutinosideo-quercetina), representada na Figura 1, é um flavonoide de pigmentacao
amarela-esverdeado, na forma de cristais em agulha, com baixa solubilidade em agua
(=130 mg mL?). Pertence ao grupo de flavonoides fotossensiveis (SAVIC et al., 2016),
com reconhecida atividade antioxidante e de protecdo contra os raios ultravioletas (UV)
na pele (OLIVEIRA et al., 2015; VELASCO et al., 2008a). Sua semelhanca estrutural com
os filtros solares quimicos e absorcdo na regido do UV, aliada ao seu potencial
antioxidande, torna esta substancia potencialmente Ut como aditivo em formulas
fotoprotetoras (VELASCO et al., 2008ab; BABY et al., 2008a).

) ¥
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Figura 1. Estrutura quimica da rutina. Fonte: BABY et al., 2008b.

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, compostos por unidades D-
glucopiranosidicas (glicose) ligadas entre si por meio de ligagdes a-1,4 glicosidicas. S&o
obtidas a partir de processos biotecnoldgicos, por degradacdo enzimatica do amido do
milho, e apresentam maior rendimento com 6, 7, e 8 unidades de glicose, conhecidas,
respectivamente, por a-CD, B-CD e y-CD (CDs naturais), representadas na Figura 2
(SZEJTLI, 1998; KURKOV e LOFTSSON, 2013). Apresentam forma troco-c6nica devido a
auséncia de rotacdo livre das ligacdes glicosidicas e da conformacdo em cadeia
apresentadas pelas unidades de glicose. Nesta estrutura peculiar, os grupos hidroxilicos
secundarios encontram-se localizados na extremidade mais larga, ligados aos atomos C2
e C3 das unidades de glicose, enquanto os grupos hidroxilicos primarios localizam-se na

extremidade oposta mais estreita, ligados aos atomos C6 das unidades de glicose
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(BEKERS et al, 1991; LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2007; VEIGA,
PECORELLI e RIBEIRO, 2006; MOYA-ORTEGA et al., 2012; VALENTINI et al., 2015).
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Figura 2. Estrutura quimica das ciclodextrinas naturais, a-CD, B-CD e y-CD, respectivaménte. Fonte:
MARTINS, 2008.

A estrutura tronco-conico das CDs, abertas em ambas as extremidades, permite a
inclusdo de enorme variedade de moléculas organicas (substancias apolares) em sua
cavidade central. Da associacdo das moléculas hospedeiras (CDs) com moléculas
encapsuladas resultam complexos hdéspede-hospedeiro, ou complexos farmaco-CDs,
também conhecidos como complexos ou compostos de inclusdo (SZEJTLI, 1998;
MARTINS, 2008; MIRANDA et al., 2011; LI et al., 2015).

A formacdo dos complexos de inclusdo ocorre por meio de arranjo dimensional
entre a cavidade hospedeira e a molécula héspede, onde a cavidade lipofilica das
moléculas de CDs promove ambiente em que as moléculas de tamanho apropriado,
apolares, podem interagir para formar os sistemas de inclusdo ou, ainda, complexos de
inclusdo. A forca envolvida na formacdo dos complexos € originada pela entalpia das
moléculas de 4gua, que sao deslocadas pelas moléculas mais hidrofobicas da substancia
presente na solugcéo para manter uma associacao apolar-apolar e diminuir a forca do anel
da CD, resultando, assim, em um estado de baixa energia (VALLE, 2004; GREBOGI et
al., 2012).

A partir das CDs naturais foi possivel introduzir modifica¢gdes quimicas nos grupos
hidroxilicos primarios e secundarios, e assim, modificar as caracteristicas quimicas destas
CDs, como a toxicidade e o aumento da capacidade de inclusdo, obtendo-se, assim,
derivados hidrofébicos (hidroxipropil-B-ciclodextrina - HPBCD), hidréfilo e ionizaveis
(sulfobutil éter-B-ciclodextrina - SBERCD) (VALLE, 2004; VEIGA, PECORELLI e RIBEIRO,
2006; MARTINS e VEIGA, 2008).

A HPBCD pertence ao grupo dos derivados hidroxialquilados, sendo este grupo um

dos mais utilizados na obtencdo de complexos de inclusdo, por apresentarem
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hidrossolubilidade elevada e menor higroscopicidade quando comparado a CD de origem
(UEKAMA e OTAGARI, 1998; UEKAMA, HIRAYA e ARIMA, 2006; MARTINS 2008;
BREWSTER et al., 2008; MIRANDA et al., 2011). As HPBCD e SBEBCD séao as derivadas
da PBCD mais utilizadas pela indUstria por apresentarem baixa toxicidade e alta
solubilidade, tornando-as, assim, ideais para aplicacdo oral e parenteral (DAVIS e
BREWSTER, 2007; LOFTSSON e DUCHENE, 2007).

A SBEBCD € uma ciclodextrina polianibnica por substituicio dos grupos
hidroxilicos 2, 3 e 6 das unidades de glicose da 3-CD por substituintes sulfobutil éter que
encontram-se totalmente ionizados em ampla faixa de valor de pH e proporcionam cabeca
polar carregada negativamente, associada a cauda hidrofébica ligada a cavidade interna
da CD. Em funcéo de suas caracteristicas quimicas, apresenta aumento do seu carater
hidrofobico e de sua capacidade de complexacédo (VEIGA, PECORELLI e RIBEIRO, 2006;
MARTINS e VEIGA, 2003; GUEDES et al., 2008; MIRANDA et al.,, 2011; FULOP,
SAOKHAM e LOFTSSON, 2014).

A principal propriedade das CDs é sua capacidade de alterar as caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas de substancias por meio da formacdo dos complexos de
inclusdo. Dentre as mais diversas aplicagdes, o aumento da solubilidade e estabilidade
das moléculas hospedes, quanto a reacdes de hidrélise, oxidacdo e fotodegradacdo,
apresentam elevada relevancia nas mais diversas areas da ciéncia (LOFTSSON,
MASSON e BREWSTER, 2004; LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2005;
ZHANG et al., 2015).

2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi obter e caracterizar a formacdo de complexos
de incluséo entre rutina e as ciclodextrinas (HPBCD e SBEBCD), e avaliar o efeito sobre a
estabilidade do flavondide.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

Rutina (RUT) (98,8% de pureza), substancia quimica de referéncia, foi adquirida da
empresa Pharmanostra (Sunji Trading Companhy, China). HPBCD (2-hidroxypropil-beta-
ciclodextrina, Mw = 1,460) foi adquirida da empresa Aldrich Chemistry. SBE-BCD
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(Captisol®, sulfobutileter-beta-ciclodextrina, sal de sédio, Mw = 2,163) foi gentiimente
cedida pela empresa Cydex Pharmaceuticals Inc (Lenexa, KS, USA). Foram utilizados
metanol grau UHPLC-Supergradient (AppliChem Panreac ITW Companies, Germany) e

agua ultrapura Milli-Q® Integral (Merck Millipore, Germany).

3.2 Métodos
3.2.1 Condi¢cbes cromatograficas

Utilizou-se cromatografo em fase liquida Shimadzu® mod. Prominense Modular
HPLC composto por detector DAD SPD-20A UV, bomba LC-20AB, sistema de
desgaseificacdo DGU-20A, amostrador automatico SIL-20A/C, sistema de aquecimento
CTO-20AC, controlador CBM-20A e programa LC-Solution. As condi¢cdes cromatograficas
foram: metanol:dgua 88:12 (v/v), pH 6,8-7,0 como fase movel; fluxo de 0,8 mL min;
volume de injegdo de 20,0 uL em coluna cromatogréfica de fase-reversa Kromasil® RP-
C18 (100,0 A, 5,0 um, 250x4,6 mm) equilibrada a temperatura ambiente e eluida sob
condi¢cBes isocraticas em comprimento de onda 325 nm. A fase mdvel foi previamente
desgaseificada por filtracdo a vacuo (bomba de vacuo KNF® mod. N810.FT.18, 100 mbar)
em membrana semipermeével de acetato de celulose 45,0 ym, seguida de sonicagao
(Altsonic® Clean mod. 9L) por 15,0 minutos. O método para quantificacdo da RUT, na

auséncia ou presenca de CDs, foi previamente validado no Capitulo I.

3.2.2 Obtencao dos sistemas binarios RUT:CD (HPBCD ou SBEBCD)

Quantidades equimolares de RUT e CDs (HPBCD ou SBEBRCD) foram pesadas,
dispersas em metanol e agua purificada, respectivamente, homogeneizadas em camara
incubadora com agitacédo orbital Solab® por 120,0 minutos e submetidas a secagem em
liofilizador Liotop® L108. Os sistemas binarios foram armazenados em dessecador
Marconi® MA 192.

3.2.3 Caracterizagao dos sistemas binarios RUT:CD (HPBCD ou SBEBCD)
3.2.3.1 Caracterizagao dos sistemas binarios “em solugao”
3.2.3.1.1 Ensaio de solubilidade da rutina
A solubilidade intrinseca da RUT foi avaliada de acordo com o método descrito por
Higuchi e Connors (1965). Excesso de RUT (= 1,0 g) foi adicionado a um volume fixo

(10,0 mL) de agua purificada. As dispersdes obtidas foram mantidas sob agitacdo em
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camara incubadora com agitacdo orbital Solab® mod. Shaker SL 222, por 72 horas, a
temperatura 37,0 £ 5,0 °C, filtradas em filtro de membrana com tamanho de poro de 0,45

um, e quantificadas por cromatografo em fase liquida. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.3.1.2 Ensaio de solubilidade de fases

O ensaio de solubilidade de fases foi realizado segundo método descrito por
Higuchi e Connors (1965): um excesso de rutina foi adicionado a solu¢cdes aquosas
contendo concentracdes crescentes de SBEBCD ou HPBCD (2,0 a 80,0 mmoL L1). As
suspensdes obtidas foram mantidas sob agitacdo em camara incubadora com agitacéo
orbital Solab® mod. Shaker SL 222, por 72 horas, a temperatura de 37,0 + 5,0 °C,
fitradas em filtro de membrana de poro 0,45 pm, e quantificadas por meio de

cromatografo em fase liquida. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.3.2 Caracterizacao dos sistemas binéarios “no estado sélido”
3.2.3.2.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Curvas DSC foram obtidas por meio de sistema de calorimetria exploratoria
diferencial Shimadzu® mod. DSC-60, em capsula de aluminio selada, sob atmosfera
dinamica de nitrogénio (100,0 mL mint), razdo de aquecimento de 10,0 °C min, massa
de amostra entre 2,0 e 3,0 mg, e rampa de aquecimento de 40,0 — 600,0 °C. O
equipamento foi previamente calibrado com indio metalico 99,99% (Trsso = 156,4 °C,

AHfusao = 28,5 J g1). As curvas foram tratadas usando o programa TA-60WS.

3.2.3.2.2 Anédlise Termogravimétrica (TG/DTG)

Curvas termogravimétricas foram obtidas em sistema de termogravimetria
diferencial Shimadzu® mod. DTG-60, em capsula de aluminio, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (100,0 mL min'), razdo de aquecimento de 10,0 °C min1, massa de amostra de
40 - 6,0 mg, e rampa de aquecimento de 40,0 — 900,0 °C. O equipamento foi
previamente calibrado usando padréo de oxalato de calcio monohidratado (ASTM 1582-

93). As curvas obtidas foram tratadas usando o programa TA-60WS.
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3.2.3.2.3 Difracao de Raios-X de P6 (P-DRX)
Os difratogramas de raios-X de p6 foram obtidos em difratbmetro Bruker® modelo
D8 ADVANCE, operando a 40 KV e 40 mA, com velocidade de varredura de 2° min-t (20),

usando silicio (Si) policristalino como padréao.

3.2.3.3 Ensaio de Fotoestabilidade

O ensaio de fotoestabilidade da RUT, e seus complexos de incluséo, foi realizado
no estado soélido, e em etanol 96,0 °GL (1,0 mg mL™), empregando camara de
fotoestabildade Nova Etica (S&o Paulo, Brasil) mod. 424/CF, equipada com &rea de
exposicdo de 1380,0 cm? e fontes de luz conforme recomendacdes do ICH Q1B (2005)
opcao 2: lampada florescente branca associada a lampada UV com distribuicdo espectral
entre 320 e 400 nm e emissdo maxima de energia entre 350 e 370 nm. As amostras
foram expostas a irradiacdo em diferentes intervalos de tempo (0,0; 1440,0; 4320,0; e
10080,0 segundos) a temperatura de 25 °C + 0,5. As amostras no estado sélido foram
acomodadas em placas de Petri. As solugées etandlicas (1,0 mg mL™?) foram transferidas
para ampolas de vidro tipo 1, transparente, de 10,0 mL, e, em seguida, hermeticamente
fechadas. O teor de RUT remanescente nas amostras foi quantificado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Autores relataram o efeito das CDs sobre os parametros cromatogréaficos (GAZPIO
et al., 2005; FENG et al., 2012). Visando eliminar esses interferentes na quantificacdo da
RUT, curvas analiticas foram construidas para RUT na presenca das CDs (HPBCD e
SBEBCD).

Relacdes lineares foram obtidas para a RUT no intervalo de 2,0 a 64,0 ug mL* (r?
= 0,99852) segundo a equacdo Abs = -3608 + 17164 x C (ug mL™'), com valores de limite
de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) de 0,0012 e 0,0039 pg mL7,
respectivamente. Relacfes lineares foram obtidas para a RUT na presenca de HPBCD
no intervalo de 2,0 a 64,0 ng mL* (r> = 0,99852) segundo a equacgdo Abs = -8515,9 +
17346 x C (ug mL1), com valores de limite de detecgéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ)
de 0,2766 e 0,9220 ug mL?, respectivamente; e a curva analitica da RUT na presenca de

SBERBCD apresentou linearidade no intervalo de 2,0 a 64,0 pg mL* (r?2 = 0,9995) segundo
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a equacdo Abs = -3728,3 + 17009 x C (ug mL1), com valores de limite de deteccéo (LD) e
limite de quantificacéo (LQ) de 0,2578 e 0,8595 ug mL%, respectivamente.

O método de solubilidade de fases descrito por Higuchi e Connors (1965) é
habitualmente utilizado como primeira verificacdo da formacéo de complexos de incluséo.
Este método fundamenta-se na monitorizacdo das alteracdes de solubilidade das
moléculas hdéspedes induzidas pela adicdo de quantidades crescentes de agentes
solubilizantes, como as CDs. A capacidade de solubilzacdo das CDs é, entéo,
guantitativamete avaliada por meio de diagramas cuja forma € dependente do modelo de
equilibrio que se estabelece durante a formacdo dos complexos de inclusdo (BREWSTER
e LOFTSSON, 2007).

O ensaio de solubilidade de fases foi empregado para evidenciar o efeito da adi¢do
das CDs (HPBCD e SBEBRCD) sobre a solubilidade da RUT (Figura 3). A Tabela 1
descreve os valores de solubilidade intrinseca (%,) da RUT e solubilidade de intercepto
(3:m. 1, coeficiente angular e coeficiente de determinagdo (R?) para os sistemas binarios
RUT:SBEBCD e RUT:HPBCD, obtidos a partir do diagrama de solubilidade de fases.

y = 0,00895 + 0,00193 x RUT (mM)

; 5
0.16 4 R? = 0,99496
0,14 -
0,12 -
] y = 0,00834 + 0,00111 x RUT (mM)
2 _
0104 R?=0,99619
é |
= 0,08 -
l_
D -
X 0,06
0,04 -
1 ® HPpBCD
0,02 ® SBEBCD
-D
0,00 —7T - T - 1 - T T T - 1T "~ T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

CD (mM)

Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases da RUT na presenca de concentragdes de HPBCD e SBEBCD
(2,0-80,0 ug mL?)
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Tabela 1. Valores de solubilidade intrinseca (&) da rutina (RUT), solubilidade do intercepto (&:uc),
coeficiente angular e coeficiente de determinacao (R?)

Sistemas £a (mg mLYmM) Bine (MM) Coeficiente Angular R2
RUT 3,23/0,0053
CB RUT: HPBCD 0,0083 0,0011 0,9962
CB RUT: SBEBCD 0,0089 0,0019 0,9950

A solubilidade intrinseca da RUT obtida foi 3,23 mg mL (0,0053 mM). Aumento
linear da solubilidade da RUT foi observado em fungéo do aumento da concentracao das
CDs (SBEBCD ou HPBCD), exibindo diagramas de solubilidade de fases do tipo Al
demonstrando a formacdo de complexos soluveis RUT:CDs.

Os valores de coeficiente angular obtidos a partir da regressao linear dos
diagramas de solubilidade de fases para os sistemas binarios estudados apresentaram
valores inferiores a 1, assumindo estequiometria 1:1. A partir da formacdo dos sistemas
binarios 1:1, ou seja, de primeira ordem relativo as CDs (n=1), e de ordem 1, relativo a
RUT (m=1), tem-se a situacdo representada pelo equilibrio quimico representado a
seguir: (BREWSTER e LOFTOSSON, 2007):

i HLT +n O THU'};E — Loy

sendo o valor de k. € determinado a partir da equacao de Higuchi e Connors (1965).

A constante de estabilidade aparente i, pode ser calculada de acordo com Higuchi
e Connors (1965) a partir de porgéo linear do diagrama de solubilidade, de acordo com a

Equacéo 1:

viee SIviend e wagalur

fr, = (Equacdo 1)

Yo (1= ceefwwioni e angubar?

onde i, € a constante de estabilidade e 3, € a solubilidade intrinseca da molécula

hospede.
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A eficiéncia de complexacéo (£L" € calculada a partir do coeficiente angular do
diagrama de solubilidade de fases, de acordo com a Equacgéo 2 (LOFTSSON, MASSON
e BREWSTER, 2004):
caericdeinle nguler

po =B g

[I'_'l:'] il .|I|:-|-_ =

{Equacéo 2)

1—seefwlemni e s g lar

onde [#/CD] @ a concentracdo do complexo dissolvido, [C'[}] € a concentragdo de
ciclodextrina livre dissolvida e o roaficiente anguiar obtido a partir do diagrama de

solubilidade de fases.

A EL é usada para calcular a razdo molar (1## entre a substancia héspede e a
ciclodextrina (L}, empregando-se a Equacdo 3 (KURKOV e LOFTSSON, 2013;

LOFTSSON, MASSON e BREWSTER, 2004):

. 1 ~
R =1 [L + ;} (Equacio 3)
onde kM é arazdo molar, e EL é a eficiéncia de complexacgao.

Para substancias que apresentam solubilidade superior a 1 mM, os valores de
solubilidade intrinseca (&%,) devem ser iguais aos valores de solubilidade do intercepto
(%:,, ) definido pelo coeficiente angular da equacdo da reta. Para substancias com
solubilidade intrinseca (&,) inferior a 0,1 mM, um desvio negativo da solubilidade
intrinseca é observado (LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2005). No intuito de
nao agregar erros advindos da construcao da reta e da determinacdo de sua equacéo, o
valor de %, obtido experimentalmente foi empregado para o calculo da constante de
estabilidade do complexo (i.1 (KURKOV e LOFTSSON, 2013).

Considerando que o valor de i, pode variar, segundo método de determinacéo,
Loftsson, Hreinsdottir e Masson (2005) propuseram o calculo da eficiéncia de
complexagdo (EC), que é obtida a partir do coeficiente angular do diagrama de
solubilidade de fases, sendo o seu valor independente do valor de solubilidade intrinseca
da substancia (LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2005; LOFTSSON,
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HREINSDOTTIR e MASSON, 2007; LOFTSSON e DUCHENE, 2007). A partir do valor de
EC é possivel determinar a relagdo molécula hospede/hospedeira obtida na complexacéo
e 0 acréscimo de massa na molécula héspede.

A Tabela 2 apresenta os valores de constante de estabilidade {k,1, eficiéncia de
complexacédo (EC) e incremento de solubilidade (IS) calculadas a partir dos diagramas de
solubilidade de fases.

Tabela 2. Valores de constante de estabilidade (%:), eficiéncia de complexacdo (EC) e incremento de
solubilidade (IS)

Sistemas k. (M) EC IS
CB RUT:HPBCD 210,72 0,0011 4,13x
CB RUT:SBEBCD 366,68 0,0019 4,38x

A constante de estabilidade dos complexos (ir.) indica a afinidade da molécula
héspede (RUT) pela CD. Assim, quanto maior o valor de k., maior sera a facilidade de
formacdo dos complexos de inclusdo (WEN, LIU e ZHU, 2005; LOFTSSON,
HREINSDOTTIR, MASSON, 2005; LOFTSSON, HREINSDOTTIR, MASSON, 2007;
LOFTSSON e DUCHENE, 2007; KURKOV e LOFTSSON, 2013). Segundo Pitha e
colaboradores (1983), complexos de inclusdo com valores de i, entre 200,0 e 5000,0 M-t
apresentam aplicacdes praticas; complexos de inclusdo com valores inferiores a 200,0 M1
sdo considerados labeis, levando a liberacdo prematura da molécula héspede e, os com
valores de k. muito elevados, originam a liberacdo retardada ou incompleta da molécula
héspede. Contudo, Rama e colaboradores (2005) consideram adequados valores ik, entre
100,0 e 1000,0 M1,

Os valores de i, observados para os sistemas binarios (CB RUT:HPBCD e CB
RUT:SBEBCD) apresentaram-se adequados (RAMA et al.,, 2005). Os valores de EC
apresentaram-se reduzidos e a razdo molar de complexacao indicou que, em média, para
cada molécula da rutina s&o necessarias 900,0 moléculas de HPBCD presentes no meio
para formagdo do complexo. No entanto para a SBEBCD, para cada molécula de RUT
séo necessarias 518,0 moléculas da CD, comprovando a maior facilidade de formacéao de
complexos de inclusédo entre a RUT e SBEBCD. Autores corroborando com os resultados
obtidos. Lederer e Leipzing-Pagani (1996) estudaram a complexagao da rutina com CD
e concluiram que €& vidvel a formacdo de complexos de inclusdo na proporcao
estequiométrica 1:1. Calabro e colaboradores (2005) demonstraram as interagcfes entre a

RUT e a BCD por meio de ressonancia magnética nuclear (*H-RMN). Miyake e

32



colaboradores (2000) observaram aumento da solubilidade e da bioatividade da RUT com
HPBCD.

Nguyen e colaboradores (2013) estudaram a formacéo de complexos de inclusdo
entre a rutina e quatro CDs (BCD, HPBCD, HPaCD e HPyCD); diagramas de solubilidade
de fases tipo AL foram obtidos para todos os complexos; os valores de k. observados
foram, 405,3; 390,6; 250,3; e 24,3 M7, respectivamente. Tais resultados podem ser
explicados, parcialmente, pela diferenga no tamanho da cavidade das CDs. Os autores
ainda relataram que o valor da constante de estabilidade dos complexos (k.1 €
influenciado pela temperatura de obtencéo dos sistemas.

Para avaliar o incremento da solubilidade (IS) obtido pela formag¢do dos complexos
de incluséo, a solubilidade intrinseca da RUT foi comparada a solubilidade dos sistemas
binarios obtidos por liofilizacdo na razdo molar 1:1 (Tabela 2).

Apesar da eficiéncia de complexacdo baixa, consideravel incremento de
solubilidade foi observado. O maior incremento da solubilidade no CB RUT:SBERCD pode
ser atribuido a capacidade da CD fazer interacdes eletrostaticas além das interacdes
hidrofobicas, aumentando a estabilidade e solubilidade dos complexos de inclusdo
(HUANG et al., 2013).

A forma mais simples e comum na formac&o dos complexos de inclusado ocorre por
meio da insercdo da molécula héspede na cavidade hidréfoba da CD, porém, existem
outras formas de associacao entre as CD e outras moléculas. De forma analoga ocorre
com oligossacarideos e polissacarideos nao-ciclicos (BREWSTER e LOFTSSON, 2007)
por meio da formacao de pontes de hidrogénio com os grupos hidroxilas, localizados na
superficie externa do anel das CDs. Tanto as CDs isoladas, como os complexos de
inclusdo podem formar agregados que tem a capacidade de alterar a solubilidade aquosa
de moléculas hidrofobas pelo mecanismo semelhante a formacdo de micelas
(LOFTSSON, HREINSDOTTIR, MASSON, 2005; LOFTSSON e DUCHENE, 2007).

Vale ressaltar que o meétodo utilizado na obtencdo dos complexos binarios néo
pode ser descartado como um fator adicional que contribui para o incremento da
solubilidade dos complexos; o processo de liofilizagdo, promove a formacgéo de complexos
porosos, normalmente mais solUveis quando comparados aos complexos obtidos por
malaxagem ou coevaporacao (RIBEIRO et al., 2003).

A formagdo dos complexos de inclusdo em solugdo nao garante,
necessariamente, a sua obtencdo e isolamento no estado sélido, uma vez que estes

resultam de um conjunto de equilibrios quimicos, podendo ser uma mistura de complexos
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de inclusdo, farmaco ndo complexado, e farmaco e ciclodextrinas livres (KURKOV e
LOFTSSON, 2013).

A investigacdo da formacdo de complexos de inclusdo no estado sélido pode ser
realizada por diversas técnicas. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG) tem sido frequentemente utilizadas
na investigacdo da formacdo de complexos de inclusdo no estado sélido (KURKOV e
LOFTSSON, 2013; LOFTSSON e DUCHENE, 2007).

As propriedades térmicas das amostras RUT, CDs (HPBCD e SBEBCD), mistura
fisicas (RUT:HPBCD e RUT:SBEBCD) e complexos binarios (RUT:HPBCD e
RUT:SBEBCD), investigadas por DSC e TG/DTG, estéo apresentados na Tabela 3.

A curva DSC da RUT demonstrou evento endotérmico de fusédo em 283,83 °C (AH
= 2,54 J g?), correspondente ao seu ponto de fusdo, seguido de decomposicdo. As
curvas TG/DTG da RUT evidenciaram decomposicdo em quatro etapas: a primeira, em
26,43 °C (Am = 8,00%) e segunda etapas 140,34 °C (Am = 25,89%), associadas a perda
de agua superficial da molécula, tornando-se uma molécula anidra; seguida da terceira
etapa, em 306,56 °C (Am = 20,54%), atribuida & decomposi¢cdo do material; e, finalmente,
a Ultima etapa, em 506,08 °C (Am = 16,46%), referente a carbonizacdo da molécula
(Figura 4, Tabela 3).

DTA DSC TGA DrTGA
Y mw mg mg/min
0.00- m 18.00
20.00 —— DSC
I ‘ ——— DTA
e 12.00
——— DIrTGA 1 6.00
— \
3
0.00F ' \ /\
-5.00r J
4.00 1000
20,001 120
+4-2.00
-10.00
1 -0.00
40.00 \
-0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp [C]

Figura 4. Curva DSC, DTA e TG/DTG da rutina obtidos sob atmosfera dindmica de nitrogénio (100,0 mL
min-t) e razdo de aquecimento de 10,0 °C min-t
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Tabela 3. Dados termodindmicos obtidos a partir das curvas DSC e TG/DTG da RUT, CDs (HPBCD e
SBEBCD), misturas fisicas (MF RUT:CD) e complexos de binarios (CB RUT:CD)

DSC TG < TG

Thpico °C AH (J g'l) 100°C Tonset °C Am (%)
RUT 283,93 2,54 4,93 26,43/140,34/306,56/506,08 8,00/25,89/20,54/16,43
CD
HPBCD 2,88 27,34/121,83 3,11/91,84
SBEBCD 5,33 28,55/148,64/316,19/446,75 7,88/22,14/26,81/14,28
MF RUT:CD
RUT:HPBCD 4,89 29,00/161,31/376,63 6,18/65,14/2,46
RUT:SBEBCD 4,93 27,38/172,32/332,86/506,47 7,81/24,27/24,03/13,97
CB RUT:CD
RUT:HPBCD 2,43 31,05/140,37/360,78 5,10/68,77/16,57
RUT:SBEBCD 4,48 27,06/164,39/336,42/485,81 9,12/25,14/24,79/14,38

;T)pico (temperatura do pico, °C), Tonse: (temperatura inicial do pico, °C), AH (perda de massa em J/g, mW/mg, %), Am (perda de massa,

Segundo Costa e colaboradores (2002), a RUT apresenta quatro estagios de
decomposicéo entre os intervalos de temperaturas entre 25,0 — 139,0 °C, 139,0 — 304,0
°C, 304,0 — 511,0 °C e 511,0 — 892,0 °C; as duas primeiras etapas estdo relacionadas
com a perda de duas moléculas de agua, tornando-se assim uma molécula anidra; a
presenca de polimorfos na RUT também é sugerida pelos autores. A decomposi¢cdo
térmica da RUT ocorreu em quatro etapas. A primeira etapa (< 134,0 °C) foi atribuida a
perda de agua superficial da molécula. Entre 134,0 e 333,0 °C observou-se um evento
endotérmico atribuido a perda de duas moléculas de &agua, tornando-se anidra;
finalmente, a partir desta temperatura observou-se a decomposicdo da molécula, com
formacéao de efervescéncia (ZHANG et al., 2015).

As curvas DSC e TG/DTG da RUT, HPBCD, mistura fisica 1:1 (p/p) RUT:HPBCD e
do complexo de inclusdo RUT:HPBCD obtidos na razdo molar 1:1 sdo apresentados nas

Figuras 5 e 6 e Tabela 3.
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Figura 5. Curvas DSC da rutina (RUT), ciclodextrina (HPBCD), misturas fisicas 1:1 (p/p) (MF RUT:HPBCD)
e complexo de inclusdo (CB RUT:HPBCD), obtidos sob atmosfera dinamica de nitrogénio (100,0 mL min)

e razdo de aquecimento de 10,0 °C min-t
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Figura 6. Curva TG/DTG da rutina (RUT), ciclodextrina (HPBCD), mistura fisica 1:1 (p/p) (MF RUT:HPBCD)
e complexo de inclusdo (CB RUT:HPBCD), obtidas sob atmosfera dindmica de nitrogénio e razdo de
aguecimento 10,0 °C.min?

A curva DSC da HPBCD apresentou um evento endotérmico em aproximadamente
60,0 °C (AH = 115,35 J g), relativo a desidratacdo do material, seguido de eventos
térmicos irregulares atribuidos a decomposicéo. A curva TG/DTG da HPBCD demonstrou
decomposicdo em duas etapas: a primeira em 27,34 °C (Am = 3,11%), relativa a
desidratacdo da molécula, seguida de decomposicdo em 121,83 °C (Am = 91,84%)
(Tabela 3).

A curva DSC da mistura fisica RUT:HPBCD 1:1 (p/p) o evento térmico
caracteristico da fusdo da RUT (283,93 °C), foi suprimido indicando a provavel interacao
entre a RUT e CD em questdo. A curva TG/DTG da mistura fisica RUT:HPBCD
apresentou decomposicao térmica em trés etapas: a primeira entre 29,00 °C (Am =
6,18%), referente a desidratacdo do material; a segunda entre 161,31 °C (Am = 65,14%)
e, a terceira, correspondem a uma decomposicao entre 376,63 °C (Am = 2,46%) (Tabela
3).

O evento térmico caracteristico da fusdo da RUT em 283,93 °C (AH = 2,54 J g?)
também foi suprimido na curva DSC do sistema binario RUT:HPBCD. A curva TG/DTG do
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complexo binario RUT:HPBC demonstrou comportamento térmico semelhante a HPBCD,
com decomposicdo térmica em trés etapas: a primeira entre 31,05 °C (Am = 5,10%) e, a
segunda, entre 140,37 °C (Am = 68,77%) e, a terceira, 360,78 °C (Am = 16,57%). Os
resultados de DSC e TG/DTG sugerem a formagéao de complexos de inclusdo (Tabela 3).
As curvas DSC e TG/DTG da RUT, SBEBCD, da mistura fisica 1:1 (p/p) (MF
RUT:SBEBCD) e do complexo de inclusdo (CB RUT:SBEBRCD) obtido na razdo molar 1:1,

séo ilustrados nas Figuras 7 e 8 e Tabela 3.

CB RUT:SBEBCD

MF RUT:SBEBCD

SBEBCD

Fluxo de calor (mW)

RUT
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T T T T T T T T
0 200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 7. Curvas DSC da rutina (RUT), ciclodextrina (SBEBCD), misturas fisicas 1:1 (p/p) (MF RUT:SBE-
BCD) e complexo de inclusdo (RUT:SBEBCD), obtidos sob atmosfera dindmica de nitrogénio (100,0
mL.min1) e razdo de aquecimento de 10,0 °C min-
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Figura 8. Curva TG/DTG da rutina (RUT), ciclodextrina (SBEBCD), mistura fisica 1:1 (MF RUT:SBEBCD) e
complexo de inclusdo (CB RUT:SBERCD), obtidas sob atmosfera dindmica de Nz e razdo de aquecimento
10,0 °C.min‘?

A curva DSC da SBERCD apresentou comportamento térmico estavel, com amplo
evento em 68,0 °C, atribuido a sua desidratacéo, seguido de evento endotérmico de até a
277,19 °C, referente a sua decomposicdo. A curva TG/DTG da SBEBCD apresentou
decomposicdo térmica em varias etapas consecutivas: a primeira, em 28,55 °C (Am =
7,88%), referente a desidratacdo do material; seguida de eventos térmicos em 148,64 °C
(Am = 22,14%), 316,19 °C (Am = 26,81%), e, 446,75 °C (Am = 14,28%), referentes a
decomposicéo da substancia (Tabela 3).

A curva DSC da mistura fisica RUT:SBEBCD apresentou comportamento térmico
representativo da somatdria das substancias. A curva TG/DTG desta mistura fisica
demonstrou decomposicdo térmica em quatro etapas: a primeira em 27,38 °C (Am =
7,81%), referente a desidratacdo; a segunda e terceira etapas ocorreram em 172,32 °C
(Am = 24,27%) e 332,86 °C (Am = 24,03%) respectivamente; seno a ultima etapa correndo

em 506,47 °C (Am = 13,97%) , correspondente a decomposi¢cdo do material (Tabela 3).
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A curva DSC do sistema binario RUT:SBEBCD nao apresentou o evento
caracteristico da RUT, sugerindo a formac¢do do complexo de inclusdo RUT: SBERBCD. A
curva TG/DTG do sistema binario apresentou decomposicao térmica em quatro etapas: a
primeira em 27,06 °C (Am = 9,12%), referente a desidratacdo; a segunda etapa em
164,39 °C (Am = 25,14%); terceira, em 336,42 °C (Am = 24,79%) e a Ultima etapa em
485,81 °C (Am = 14,38%) (Tabela 3).

Um método indireto para avaliar a quantidade de substancia no interior das CDs
pode ser obtido comparando a quantidade de agua na CD e nos complexos. Na formacao
dos complexos ha a substituicdo das moléculas de agua do interior da cavidade da CD
pela molécula-héspede. A andlise termogravimétrica dos complexos, bem como das CDs,
entre a temperatura ambiente e temperatura inferior a 100 °C permite avaliar a liberagao
da agua do interior da cavidade da CD e sua substituicdo pela molécula-hGspede
(AMMAR et al., 2006; MORIWAKI et al., 2007; HADARUGA, HADARUGA e ISENGARD,
2012). Quando ocorre a formacao de complexos de inclusdo, espera-se que o evento de
fusdo da molécula hospede desapareca (AL OMARI et al.,, 2009) ou que diminua,
acontecendo uma complexacao parcial (AL-MARZOUQI et al., 2007).

As perdas de massas relativas para a perda de agua para as CDs — HPBCD e
SBEBCD - em temperatura inferior a 100 °C foram 2,88 e 5,33%, respectivamente; para
as misturas fisicas (RUT:HPBCD e RUT:SBEBCD) foram 4,89 e 4,93%, respectivamente;
para os sistemas binarios (RUT:HPBCD e CB RUT:SBEBCD) 2,43 e 4,48%,
respectivamente. As misturas fisicas e os sistemas binarios apresentaram reducédo da
agua ligada no interior da cavidade da CDs, sugerindo a substituicdo das moléculas de
agua, e ainteracdo da RUT com as CDs.

Os difratogramas da RUT, HPBCD, mistura fisica RUT:HPBCD e complexo binario
RUT:HPBCD sao apresentados na Figura 9. Os difratogramas da RUT, SBERCD, mistura
fisica RUT:SBEBCD e complexo binario RUT:SBEBCD sé&o apresentados na Figura 10.

O difratograma da RUT evidenciou reflexdes intensas em 5,12°; 16,6°; 22,0°; 26,1°
e 26,8° (20), caracteristicas da cristalinidade da substancia. Os difratogramas das CDs -
HPBCD e SBEBCD - apresentaram comportamento amorfo. Os difratogramas das
misturas fisicas obtidas entre a RUT e CDs (HPBCD e SBERCD) demonstram reflexdes
caracteristicas da RUT, indicando a presenca da substancia livre no meio. As reflexdes
relativas a RUT ndo foram totalmente suprimidas nos difratogramas dos sistemas binarios
(CB RUT:HPBCD e CB RUT:SBEBCD), indicando a presenga de RUT livre.
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Figura 9. Difratogramas obtidos para a rutina (RUT), mistura fisica 1:1 (p/p) (MF RUT:HPBCD) e sistema
binario (CB RUT:HPBCD) obtidos a 40 KV e 40 mA, com velocidade de varredura de 2° min-! (2 theta)
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Figura 10. Difratogramas obtidos para a rutina (RUT), mistura fisica (MF RUT:SBEBCD) e sistema binario
(CB RUT:SBEBCD) obtidos a 40 KV e 40 mA, com velocidade de varredura de 2° min-! (2 theta)

A fotoestabilidade da RUT, na auséncia e presenca de CDs (HPRCD e SBEBCD),
foi monitorada no estado sélido e em solugéo etandlica (1,0 mg mL1) (Figura 11).
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Figura 11. Degradacéo da rutina (RUT) e dos complexos binarios RUT:HPBCD e RUT:SBEBCD, em estado
sélido e na forma de solugéo etandlica, apés radiacdo UV por um periodo de até 168,0 horas

A presenca das CDs - HPBCD e SBEBRCD - apresentaram significante efeito sobre
a velocidade de degradacdo da RUT, tanto no estado sélido, como em solugcédo. Apos
168,0 horas de irradiacdo das amostras em estado soélido, o conteldo remanescente foi
44,0; 76,0 e 75,0% para substancia quimica de referéncia (RUT), CB RUT:HPBCD e CB
RUT:SBEBCD, respectivamente. Para as amostras armazenadas em solugcédo etandlica o
contetudo remanescente foi de 16,0; 54,0 e 59,0% para substancia quimica de referéncia
(RUT), CB RUT:HPBCD e CB RUT:SBEBCD, respectivamente. Tais resultados
demonstram que a formacéo de complexos de inclusdo da RUT com as CDs (HPBCD e
SBEBCD) elevaram a estabilidade fotoquimica da substancia (BREWSTER e
LOFTSSON, 2007), sendo este efeito melhor observado para o0s complexos com
SBERCD.

5 CONCLUSOES

Os ensaios de solubilidade de fases demonstraram que RUT e as CDs (HPBCD e
SBEBCD) formam complexos de inclusdo estaveis, de estequiometria 1:1. Os complexos
de inclusdo RUT:CDs foram capazes de aumentar consideravelmente a solubilidade da
RUT, em mais de quatro vezes nos dois complexos obtidos (CB RUT:HPBCD e CB
RUT:SBEBCD). As curvas DSC e os difratogramas de raios-x indicam a formacdo de
complexos de inclusdo entre a RUT e as CDs (HPBCD e SBERCD), entretanto a
complexacdo é parcial, visto que a presenca de RUT livre € observada. A formacéo do
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complexo de inclusdo foi capaz de retardar com eficiéncia a fotodegradacdo da RUT
guando exposta a radiacdo UV.
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Capitulo Il

Obtencdo e caracterizacdo de complexos de inclusdo binérios da avobenzona
(BMBM) e ciclodextrinas (HPBCD e SBEBCD)




1 INTRODUCAO

A exposicao aos raios ultravioleta (UV) (UVA, - 320-400 nm - e UVB, - 290-320 nm)
€ potencialmente perigosa, podendo causar danos severos e graves a saude. A radiacéo
UVB, restrita as camadas mais superficiais da pele, pode causar danos ao DNA, eritemas
e queimaduras solares, causando cancer de pele (SKLAR et al., 2013; NARAYAN et al.,
2010; MARROTI et al., 2008). A radiacdo UVA possui acdo direta na derme, acreditando
ser o principal responsavel pelo fotoenvelhecimento e danos ao DNA, causados
principalmente pela producdo das espécies reativas de oxigénio (KAWAKAMI and
GASPAR et al., 2015; BALOGH et al., 2011; MELONI, FARINA e SERVI, 2010).

Pesquisas descrevem a necessidade do desenvolvimento de filtros de amplo
espectro de absorcéo, permitindo assim, a absorcao dos raios UV, sem a necessidade de
guantidades elevadas de produtos quimicos, uma vez que alguns destes estao
associados a reacOes alérgicas (KOKLER et al.,, 2012; DAMIANI et al., 2010). A
associacao de filtros pode ser uma opc¢éo, promovendo efeito sinérgico do desempenho.
Porém, € importante ressaltar que, em alguns casos, a associagao de filtros também pode
acelerar a decomposicdo de um ou mais produtos associados (LHIAUBET-VALLET et al.,
2010).

A fotodecomposicéo dos filtros UV pode ndo apenas diminuir a atividade quanto ao
poder de absorcdo de raios UV, como também, promover dermatites de contato, além de
possiveis interacfes dos produtos da fotodegradacdo com componentes da pele com o
sebo, 0 que pode ocasionar a formacdo de novas moléculas com propriedades
toxicologicas desconhecidas (KAWAKAMI and GASPAR, 2015; DAMIANI et al., 2006;
CHATELAIN et al., 2001; GASPAR et al., 2006).

A avobenzona (BMBM) também conhecida como butil metoxidibenzoilmetano, pelo
INCI, e 1-[4-(1,1-Dimethylethyl)phenyl]-3-(4-methoxyphenyl)propane-1,3-dione, pela a
IUPAC, € um dos filtros com capacidade de protecdo UVA mais comuns e mais presentes
em formulacdes cosméticas, apresentando protecdo méxima em 360 nm, porém,
apresenta significante degradacdo sob exposicdo a radiacdo UV, reduzindo assim, sua
capacidade de protecdo, resultando na perda de sua eficacia (KIM et al., 2015; PARIS et
al.,, 2009; SCHWACK e RUDOLPH, 1995; AFONSO et al., 2014). Muitas reacoes
fotoalérgicas sdo associadas a BMBM pela formacdo de produtos de fotodegradacao
(KARLSSON et al., 2009; CHATELAIN et al., 2001).
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O BMBM é considerada uma molécula f-dicetona e, por este motivo, apresenta
equilibrio tautomérico na forma ceto-enol, como apresentado na Figura 1. A tendéncia
deste equilibrio pode ser afetada pela variagdo da temperatura, do solvente e da
concentragdo. A forma “ceto” ocorre somente em uma forma geométrica enquanto a
‘enol” ocorre em diferentes configuragbes (PARIS, et al., 2009, MTURI e MARTINCIGH,
2008).

Forma enol

Forma ceto

Figura 1. Estrutura quimica da molécula da BMBM na forma cet6nica e endlica. Adaptado de MTURI &
MARTINCIGH, 2008.

Ciclodextrinas (CDs) representadas na Figura 2, séo oligossacarideos ciclicos em
formato tronco-conico e obtidas a partir da degradacdo enzimética do amido de milho,
compostos de unidade glucopiranose em ligagbes a-1,4. Seu formato tronco-cbnico €
devido a auséncia de rotacao livre das ligacdes glicosidicas e a conformagcdo em cadeia
apresentadas pelas unidades de glicose, assim, sua cavidade central promove um
microambiente lipofilico com tamanho adequando para incluir as mais diversas moléculas
(VALLE, 2004; VEIGA, PECORELLI e RIBEIRO, 2006; CARRIER, MILLER e AHMED,
2007; MIRANDA, 2008; MIRANDA et al., 2011).
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Grupos hidroxilos primarios

1

Grupos hidroxilos secundarios

6,0-6,5 A
154 A

Cavidade apolar

Figura 2. Estrutura da B-ciclodextrina (BCD) com representagdes de suas dimensdes e a posigcdo dos
grupos hidroxilicos. Fonte: MARTINS, 2008.

As CDs naturais (aCD, BCD e yCD) apresentam 6, 7 e 8 unidades de a-1,4
glucopiranose, respectivamente. Na parte externa de sua estrutura, apresentam superficie
hidrofila e, em sua cavidade interna, hidroéfoba, a qual apresenta a capacidade de
acomodar variedade diversa de substancias lipofilicas, formando assim, os complexos de
inclusdo hospede-hospedeiro (Figura 2). Tais sistemas apresentam modificacdes em
algumas propriedades quimicas e fisico-quimicas, como aumento da estabilidade,
solubilidade, velocidade de dissolucao e biodisponibilidade, reducdo dos efeitos adversos
guando associados a farmacos, ademais de melhorar a estabilidade frente a agentes
oxidantes e a luz (RAJEWSKI e STELLA, 1996; LOFTSSON e BREWSTER, 1996;
UEKAMA e OTAGIRI 1998; LOFTSSON e DUCHENE, 2007; LOFTSSON e MASSON,
2001; KURKOQV e LOFTSSON, 2013).

2 OBJETIVO
O objetivo do presente trabalho foi obter, caracterizar e comparar a eficiéncia de

complexacdo dos sistemas binarios contendo avobenzona (BMBM) e ciclodextrinas
(HPBCD e SBEBCD).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

Avobenzona (BMBM) (98,0% de pureza), substancia de referéncia, foi adquirida da
empresa DSM Brasil (PARSOL®TX, Brasil). HPBCD (2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina, Mw
=~ 1.460) foi adquirida da empresa Aldrich Chemistry, enquanto SBE-BCD (Captisol®,
sulfobutileter-beta-ciclodextrina, Mw = 2.163) foi gentilmente cedida pela empresa Cydex
Pharmaceuticals. Foram utilizados acetona grau UHPLC-Supergradient (AppliChem
Panreac ITW Companies, Germany) e agua ultrapura Milli-Q® Integral (Merck Millipore,

Germany).

3.2 Métodos
3.2.1 Condi¢bes cromatograficas

Utiliza-se cromatografo em fase liquida Shimadzu® mod. Prominense Modular
HPLC composto por detector PDA (Photodiode Arry) SPD-20A UV, bomba LC-20AB,
sistema de desgaseificacdo DGU-20A, amostrador automéatico SIL-20A/C, sistema de
aquecimento CTO-20AC, controlador CBM-20A e programa LC-Solution. As condicbes
cromatograficas foram: metanol:dgua 88:12 (v/v), pH 6,8-7,0 como fase mével; fluxo de
0,8 mL min; volume de inje¢cdo de 20,0 yL em coluna cromatogréafica de fase-reversa
Kromasil® RP-C18 (100 A, 5,0 ym, 250x4.6 mm) equilibrada a temperatura ambiente e
eluida sob condicdes isocraticas em comprimento de onda 325 nm. A fase mével foi
previamente desgaseificada por filtracdo a vacuo (bomba de vacuo KNF® mod.
N810.FT.18, 100 mbar) em membrana semipermeavel de acetato de celulose 45,0 uym,
seguida de sonicagdo (Altsonic® Clean mod. 9L) por 15 minutos. O método para
guantificacdo da BMBM, na auséncia ou presenca de CDs, foi previamente validado,

como apresentado no Capitulo I.

3.2.2 Obtencéao dos sistemas binarios BMBM:CD (HPBCD e SBERBCD)

Quantidades equimolares de BMBM e HPBCD ou SBEBCD foram pesadas,
dispersas em acetona e agua purificada, respectivamente, homogeneizadas em camara
incubadora com agitacdo orbital Solab® por 120 minutos e submetidas a secagem em
liofilizador Liotop® L108. Os sistemas binarios foram armazenados em dessecador
Marconi® MA 192.
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3.2.3 Caracterizacao dos sistemas binarios BMBM:CD (BMBM:HPBCD e
BMBM:SBERCD)
3.2.3.1 Caracterizagao “em solugao”
3.2.3.1.1 Ensaio de solubilidade da avobenzona

A solubilidade intrinseca da BMBM foi avaliada por meio do ensaio descrito por
Higuchi e Connors (1965). Excesso de BMBM (=1,0 g) foi adicionado a volume fixo (10,0
mL) de agua purificada. As dispersfes foram mantidas sob agitacdo em camara
incubadora orbital de agitacdo mecanica Solab, modelo Shaker SL 222, por 72 horas, a
temperatura de 37 + 5 °C, filtradas em filtro de membrana de 0,45 um e quantificadas por

cromatdgrafo em fase liquida. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.3.1.2 Ensaio de solubilidade de fases

O ensaio de solubilidade de fases foi realizado como descrito por Higuchi e
Connors (1965), um excesso de BMBM foi adicionado em solugbes aquosas contendo
concentracdes crescentes de SBERBCD e HPBCD (2,0 a 80,0 mmol L?1). As suspensdes
foram mantidas sob agitacdo em camara incubadora orbital de agitacdo mecanica, por 72
horas, em temperatura de 37+5 °C, filtradas em filtro de membrana de 0,45 pm, e
guantificadas por meio de cromatégrafo em fase liquida. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.2.3.2 Caracterizacao dos sistemas binéarios “no estado sélido”
3.2.3.2.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Curvas DSC foram obtidas por meio de sistema de calorimetria exploratéria
diferencial Shimadzu®, modelo DSC-60, em capsula de aluminio selada, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (100,0 mL min'); razdo de aquecimento de 10,0 °C min, massa
de amostra de 2,0 e 3,0 mg, e rampa de aquecimento de 40,0 — 600,0 °C. O
equipamento foi previamente calibrado com indio metalico (99,99%) a partir da Trusao
(156,4 °C) e AHfusao (28,5 J.g1). As curvas obtidas foram tratadas usando o programa TA-
60WS.

3.2.3.2.2 Analise Termogravimétrica (TG/DTG)
Curvas termogravimétricas foram obtidas em sistema de termogravimetria
diferencial Shimadzu®, modelo DTG-60, em capsula de aluminio sob atmosfera dinamica

de nitrogénio (100,0 mL min); razéo de aquecimento de 10,0 °C min-t, massa de amostra
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de 4,0 - 6,0 mg, e rampa de aquecimento de 40,0 — 900,0 °C. O equipamento foi
previamente calibrado com padrdo de oxalato de calcio monohidratado (ASTM 1582-93).

As curvas foram tratadas usando o programa TA-60WS.

3.2.3.2.3 Difragcao de Raios X de P6 (PDRX)
Os difratogramas de raios X de p6 foram obtidos em difratdbmetro Bruker® modelo
D8 ADVANCE, operando a 40 KV e 40 mA, com velocidade de varredura de 2° min-t (20),

usando silicio (Si) policristalino como padréao.

3.2.3.3 Ensaio de Fotoestabilidade

O ensaio de fotoestabilidade da BMBM, e seus complexos de inclusdo, foi
realizado no estado sélido e em etanol 96 °GL (1,0 mg mL1), empregando camara de
fotoestabildade Nova Etica (S&o Paulo, Brasil) mod. 424/CF, equipada com &rea de
exposicdo de 1380 cm? e fontes de luz conforme recomendacdes do ICH Q1B (2005)
opc¢ao 2: lampada florescente branca associada a lampada UV com distribuicdo espectral
entre 320 e 400 nm e emissdo maxima de energia entre 350,0 e 370,0 nm. As amostras
foram expostas a irradiacdo em diferentes intervalos de tempo (0,0; 1440,0; 4320,0; e
10080,0 segundos) a temperatura de 25 °C + 0,5. As amostras no estado sélido foram
acomodadas em placas de Petri. As solugées etandlicas (1,0 mg mL™?) foram transferidas
para ampolas de vidro tipo 1, transparente, de 10,0 mL, e, em seguida, hermeticamente
fechadas. O teor de BMBM remanescente nas amostras foi quantificado por meio de

cromatografo liquido (HPLC).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos autores relataram o efeito das CDs sobre os parametros cromatograficos
(GAZPIO et al., 2005; FENG et al., 2012). Com o intuito de eliminar esses interferentes na
qguantificacdo da BMBM, curvas analiticas foram construidas para BMBM na presenca das
CDs (HPBCD e SBEBCD).

Relacdes lineares foram obtidas para BMBM no intervalo de 2,0 a 64 uyg mL* (R?=
0,99957), segundo equacdo Abs = -27976,6 + 38371 x C (ug mL1), com valores de limite
de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) de 0,2498 e 0,8327 ug mL7?,
respectivamente. Relacdes lineares foram obtidas para a BMBM na presenca de HPBCD
no intervalo de 2,0 a 64,0 yg mL* (R? = 0,99948), segundo a equacéo Abs = -11336,4 +
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39190 x C (ug mL1), com valores de limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
de 1,1252 e 3,7504 ug mL?, respectivamente. Relacdes lineares foram obtidas para a
BMBM na presenca de SBEBCD no intervalo de 2,0 a 64,0 yg mL? (R? = 0,99929),
segundo a equacdo Abs = 49166 + 35244 x C (ug mL?), com valores de limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) de 0,2934 e 0,9781 ug mL7,
respectivamente.

O método de solubilidade de fases € utilizado como primeira verificacdo da
formacdo de complexos de inclusdo em solucdo. Baseia-se na medicdo do efeito de
complexacdo na solubilidade do substrato e permite fazer interferéncias sobre a
estequiometria de inclusdo e estimar uma constante de estabilidade do complexo
formado. A acdo solubilizante das CDs é quantitativamete avaliada pelo diagramas de
solubilidades de fases, cuja forma depende do modelo de equilibrio estabelecido na
formacgao dos complexos de inclusdo (HIGUCHI e CONNORS, 1965).

O ensaio de solubilidade de fases foi utilizado no intuito de identificar efeito da
adicdo da HPBCD e da SBEBCD na solubilidade intrinseca da BMBM (Figura 3). O
meétodo de solubilidade de fases é habitualmente utilizado na verificacdo da formacéo de
complexos de inclusdo em solucdo (BREWSTER e LOFTSSON, 2007; VEIGA et al.,
1996; VEIGA, PECORELLI e RIBEIRO, 2006).

As curvas obtidas para os diagramas de solubilidade de fases para os complexos
binarios (BMBM:HPBCD e BMBM:SBERCD) foram do tipo AL indicando a formacédo de
complexos de inclusdo soltveis, de primeira ordem relativo a CDs e, de primeiro ou ordem
superior em relacdo a substancia de interesse (BREWSTER e LOFTSSON, 2007
CARRIER, MILLER e AHMED, 2007).

A Tabela 1 apresenta os valores de solubilidade intrinseca (So) da BMBM obtida
pelo método de agitacdo em frasco (shake flasks) e solubilidade de intercepto (Sint),
coeficiente angular e coeficiente de determinacdo (R?) para os sistemas binarios
BMBM:SBERCD e BMBM:HPBCD, obtidos a partir do diagrama de solubilidade de fase.
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Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases da BMBM em agua purificada em concentracdes de HPRCD e
SBEBCD (2,0 — 80,0 ug mL-1)

Tabela 1. Valores de solubilidade intrinseca (So) da avobenzona (BMBM), solubilidade do intercepto (Sint),
coeficiente angular e coeficiente de determinagéo (R?) obtidos a partir dos diagramas de solubilidade de
fases dos sistemas binarios CB BMBM:SBERCD e CB BMBM:HPBCD

Sistemas So(mg mL- Sint (MM) Coef. Angular R2
mM)
BMBM 0,0091/0,00003
CB BMBM:HPBCD 0,00001 0,00005 0,99986
CB BMBM:SBEBCD 0,0003 0,0001 0,99142

Y

Os valores de coeficiente angular obtidos a partir da regressao linear dos
diagramas de solubilidade de fases para os sistemas binarios - CB BMBM:HPBCD e CB
BMBM:SBEBCD - apresentaram valores inferiores a 1, assumindo assim, estequiometria
1:1. A partir da formacao dos sistemas binarios de estequiometria 1:1 (de primeira ordem),
relativo as CDs (n=1), e de ordem 1, relativo a BMBM (m=1), teve-se a situacao
representada pelo equilibrio quimico, representado a seguir (BREWSTER e

LOFTOSSON, 2007; KURKOV e LOFTSSON, 2013):
i HMEM +n 0 = gMgM, — 00,

sendo o valor de kc determinado a partir da equacéo de Higuchi e Connors (1965).
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A constante de estabilidade aparente k. pode ser calculada de acordo com Higuchi
e Connors (1965), a partir de porcéo linear do diagrama de solubilidade, de acordo com a
Equacéao 1:

; ceeficicite angular (Equacéo 1)
. = .
‘ 50 (1 — cacficiente eigular)

onde k¢ é a constante de estabilidade e Sp é a solubilidade intrinseca da molécula

hospede.

A eficiéncia de complexacdo (EC) é calculada a partir do coeficiente angular do
diagrama de solubilidade de fases, de acordo com a Equacdo 2 (LOFTSSON,
HREINSDOTTIR e MASSON, 2007):

el o caeficiente angular
o [en] T MY T 1= cocficiente angular (Equacio 2)

onde [F/CD] é a concentracdo do complexo dissolvido, [CD] é a concentracdo de
ciclodextrina livre dissolvida e o coeficiente angular obtido a partir do diagrama de

solubilidade de fases.
A EC usada para calcular a razdo molar (RM) entre a substancia hospede e a

ciclodextrina (CD), empregando-se a Equacdo 3 (KURKOV e LOFTSSON, 2013;
LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2007):

1
=11 e
g =1{l+ };'Ej (Equacéao 3)

onde RM é a razdo molar, e EC é a eficiéncia de complexacéo.
Para substancias que apresentam solubilidade superior a 1 mM, os valores de
solubilidade intrinseca (So) devem ser iguais aos valores de solubilidade do intercepto

(Sint) definido pelo coeficiente angular da equacdo da reta. Para substancias com
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solubilidade intrinseca (So) inferior a 0,1 mM, um desvio negativo da solubilidade
intrinseca é observado (LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2005). No intuito de
nao agregar erros advindos da construcao da reta e da determinacdo de sua equacéao, o
valor de %, obtido experimentalmente foi empregado para o célculo da constante de
estabilidade do complexo (k) (KURKOV e LOFTSSON, 2013).

Para moléculas pouco solluveis, que apresentam digrama de solubilidade de fases
AL, séo relatadas diferencas entre a solubilidade em meio aquoso e a intercep¢ao da reta
do diagrama em vy, resultando em valores de k. diferentes. Desta forma, pode-se calcular
o valor de eficiéncia de complexacdo (EC) como alternativa (CARRIER, MILLER e
AHMED, 2007). O calculo de EC é feito a partir do coeficiente angular do diagrama de
solubilidade de fases, sendo o seu valor independente do valor de solubilidade
(LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2005; LOFTSSON, HREINSDOTTIR e
MASSON, 2007; LOFTSSON e DUCHENE, 2007). Por meio do valor de EC, consegue-se
determinar a relacdo entre as moléculas hospede e hospedeira obtida na complexacéo,
ademais do acréscimo de massa na molécula hdspede.

A Tabela 2 apresenta os valores de constante de estabilidade (kc), eficiéncia de
complexacdo (EC), razdo molar de complexacdo (BMBM:CD), calculadas a partir dos

diagramas de solubilidade de fases.

Tabela 2. Constante de estabilidade (kc), eficiéncia de complexacédo (EC) e razdo molar de complexagéo
(BMBM:CD) calculadas a partir dos diagramas de solubilidade de fases para os sistemas binarios CB
BMBM:SBERCD e CB BMBM:HPBCD

Sistemas ke (M) EC Razao Molar
CB BMBM:HPBCD 5000,25 0,05 1:21
CB BMBM:SBEBCD 300,37 0,1 1:11

Os valores de kc observados para os sistemas binarios BMBM:HPBCD e
BMBM:SBEBCD indicam maior afinidade da BMBM com a cavidade hidrofébica da
HPBCD (Tabela 2). Quanto maior o valor de ke, maior a afinidade e interacdo entre a
molécula héspede e a CD e, ainda, maior a estabilidade do complexo (LOFTSSON,
HREINSDOTTIR, MASSON, 2007; WEN et al., 2005; STELLA et al., 1999; VEIGA et al.,
1996).

Carrier, Miller e Ahmed (2007) classificam a for¢ca de ligacdo entre a molécula
héspede e a CD de acordo com valores de kc: inferior a 500,0 M muito fraca; entre
500,0 e 1000,0 M fraca; 1000,0 e 5000,0 moderada; 5000,0 e 20000,0 forte; e superior a
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20000,0 muito forte. Para Pitha e colaboradores (1983), apenas complexos de incluséo
com valores de constante de estabilidade (kc¢) entre 200 e 5000 M apresentam
aplicacdes praticas, ja que complexos labeis podem levar a liberacdo prematura, e
complexos muito estaveis podem retardar ou nao liberar totalmente a molécula héspede.
Contudo, para Rama e colaboradores (2005), kc € um fator relevante na obtencéo de
complexos de inclusdo, dado que se o valor for elevado ndo ha liberacdo da molécula
com consequente diminuicdo da sua fracao livre, considerando adequadas, constantes de
estabilidade entre 100,0 e 1000,0 M.

Scalia e colaboradores (1998) e Yuan e colaboradores (2008), avaliaram a
influéncia da complexagdo da BMBM com a HPBCD e encontraram diagramas de
solubilidade de fases do tipo AL e Ap, de estequiometria 1:1 e 1:2, respectivamente. A
metodologia empregada na obtencdo dos complexos tem influéncia sobre a
estequiometria e estabilidade dos complexos.

Maiores valores de EC e da razdo molar foram observados para o sistema binario
com SBEBCD (Tabela 2), demonstrando maior interacdo entre a BMBM e esta CD; tal
fato pode ser corroborado de incremento de solubilidade obtidos, apresentados na Tabela
3.

Tabela 3. Valores de solubilidade da avobenzona (BMBM) e dos sistemas binarios obtidos por liofilizagdo
(CB BMBM:HPBCD e CB BMBM:SBEBCD) em mg mLt, mM e valores de incremento de solubilidade (IS)
obtido nos sistemas

Solubilidade da Avobenzona IS
(mg mL1) (mM)
BMBM 0,01 0,00003
CB BMBM:HPBCD 0,42 0,0013 43,3x
CB BMBM:SBEBCD 0,51 0,0016 53,3x

As propriedades térmicas das amostras BMBM, CDs (HPBCD e SBEBCD),
mistura fisicas (BMBM:HPBCD e BMBM:SBEBCD) e complexos binarios BMBM:HPBCD e
BMBM:SBEBCD), investigadas por DSC e TG/DTG, estéo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Dados termodindmicos obtidos a partir das curvas DSC e TG/DTG da BMBM, CDs (HPBCD e
SBEBCD), misturas fisicas (MF BMBM:CD) e complexos de inclusdo (CB BMBM:CD)

DSC TG < TG

Tpico°C  AH (J g'l) 100°C Tonset °C Am (%)
BMBM 85,82 46,06 0,16 27,22 99,79
CD
HPBCD 2,88 27,34/121,83 3,11/91,84
SBEBCD 5,33  28,55/148,64/316,19/446,75  7,88/22,14/26,81/14,28
MF BMBM:CD
BMBM:HPBCD 85,92 16,23 3,84  27,92/109,13/289,02/399,07 3,92/65,14/2,46

BMBM:SBEBCD 86,21 11,97 3,90 23,00/182,88/292,67/387,28  6,11/26,91/27,22/16,05

CB BMBM:CD

BMBM:HPBCD 86,98 10,54 1,33 31,05/140,37/360,78 5,10/16,95/72,69/5,88

BMBM:SBEBCD 85,79 5,33 3,49  25,94/138,37/309,27/377,53  7,04/332,33/17,71/12,47

;T)pico (temperatura do pico, °C), Tonset (temperatura inicial do pico, °C), AH (perda de massa em J/ig, mW/mg, %), Am (perda de massa,

As curvas DSC da BMBM, HPBCD, mistura fisica BMBM:HPBCD e complexo
binario BMBM:HPBCD estao apresentados na Figura 4 e as propriedades térmicas das
amostras apresentadas na Tabela 4. O termograma da BMBM apresentou um evento
endotérmico a 85,82 °C (AH = 46,06 J g*) relativo a sua fusdo, seguido de decomposicéo
a partir de 292,96 °C. A HPBCD apresentou evento endotérmico em aproximadamente
60,0 °C, relativo a desidratacdo, e acima desta temperatura, apresenta eventos
irregulares atribuidos a decomposicéo (Figura 4 e Tabela 4).

As curvas DSC da mistura fisica e do complexo de inclusdo binario apresentaram o
evento de fusdo caracteristico da BMBM, em, 85,95 °C e 85,95 °C, respectivamente,
indicando desta forma, a existéncia de BMBM livre. Os resultados observados estéo de
acordo com os achados de Scalia e colaboradores (1998).

Villaverde e colaboradores (2005) comentam que, de um modo geral, no processo
de complexacdo nem todas as moléculas de CDs formam complexos e o material obtido
pode ser constituido por uma mistura de complexo substancia:CD, molécula de
substancia e CDs livres, corroborando com dados obtidos no projeto.
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Figura 4. Curvas DSC da avobenzona (BMBM), ciclodextrina (HPBCD), misturas fisicas 1.1 (MF
BMBM:HPBCD) e sistemas binarios 1:1 (CB BMBM:HPBCD), obtidos sob atmosfera dindmica de nitrogénio
(200,0 mL min) e razdo de aquecimento de 10,0 °C min't e rampa de aquecimento de 40,0 — 600,0 °C

A Figura 5 apresenta as curvas TG/DTG para BMBM, HPBCD, mistura fisica 1:1
(p/p) BMBM:HPBCD e complexo binario BMBM:HPBCD. A curva TG/DTG da BMBM
apresentou decomposicdo em uma unica etapa da mesma forma que a HPBCD. Nas
curvas termogravimétricas da mistura fisica observa-se termodecomposi¢cdo em quatro
etapas: em 27,92 °C (Am = 3,92%), 109,13 °C (Am = 16,95%), 289,02 °C (Am = 72,69%) e
399,07 °C (Am = 5,88%); enquanto no complexo de inclusdo acontece em trés etapas:
25,26 °C (Am = 12,61%), 270,51 °C (Am = 79,43%) e 395,16 °C (Am = 7,91%).

62



HPBCD

——BvBM

( —— HPyCD
MFBVBMHPICD

‘ —— CBBMBMHPECD

PM BMBM:HPBCD

% Massa

DTG

T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
Temperatura ('C)

BC BMBM:HPBCD

% Massa

T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Temperatura (°C)

Figura 5. Curva TG/DTG da avobenzona (BMBM), ciclodextrinas (HPBCD), mistura fisica 1:1 (MF
BMBM:HPBCD) e complexo binario 1:1 (CB BMBM:HPBCD), obtidas sob atmosfera dindmica de Nz e razdo
de aquecimento 10,0 °C.mint com rampa de aquecimento entre 40,0 e 900,0 °C

As curvas DSC da BMBM, SBEBCD, mistura fisica BMBM:HPBCD 1:1 (p/p) e do
sistema binario BMBM:SBERCD obtido na razdo molar 1:1 sao apresentados na Figura 6.
A curva DSC da SBEBCD apresentou amplo evento em 68,0 °C, atribuido a
desidratacéo, seguido de s evento de decomposicdo em 277,0 °C. As curvas DSC das
misturas fisicas e dos complexos correspondem a sobreposi¢édo das substancias isoladas,
desta forma, a presenca do evento endotérmico do BMBM é observado, indicando a

presenca de substancia livre no meio.
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Figura 6. Curvas DSC da avobenzona (BMBM), ciclodextrina (SBEBCD), misturas fisicas 1:1 (MF
BMBM:SBEBCD) e sistemas binarios 1:1 (CB BMBM:SBERCD), obtidos sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (100,0 mL mint) e razdo de aquecimento de 10,0 °C min e rampa de aquecimento de 40,0 —
600,0 °C

A Figura 7 apresenta as curvas TG/DTG para BMBM, SBERCD, mistura fisica
BMBM:SBERCD e complexo binario BMBM:SBERCD.

A curva termogravimétrica da SBEBCD apresenta decomposi¢gdo em quatro
etapas. As curva TG/DTG da mistura fisica e do complexo BMBM:SBERCD,

apresentaram comportamento semelhante a somatoéria das substancias isoladas,

supondo a presenca de BMBM livre (Figura 7 e Tabela 4).
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Figura 7. Curva TG/DTG da avobenzona (BMBM), ciclodextrina (SBEBCD), mistura fisica 1:1 (MF
BMBM:SBERCD) e sistema binario 1:1 (CB BMBM:SBEBCD), obtidas sob atmosfera dindmica de N2z e razdo
de aguecimento 10,0 °C.mint com rampa de aquecimento entre 40,0 e 900,0 °C

Os difratogramas da BMBM, HPBCD, mistura fisica BMBM:HPBCD e sistema
binario BMBM:HPBCD sao apresentados na Figura 7. Os difratogramas da BMBM,
SBEBCD, mistura fisica (MF BMBM:SBEBCD) e complexo binario (CB BMBM:SBERCD)
estdo apresentados na Figura 8.

A BMBM apresentou reflexdes intensas em 10,63°; 17,31°; 19,54°; 20,29° e 21,68°
(20), caracteristicas das substancias. HPBCD e SBERCD apresentaram comportamento
padrdo de substancia amorfa. Reflexdes caracteristicas da BMBM foram observadas nas
misturas fisicas e nos complexos binarios, indicando a presenca da substancia livre no
meio. Scalia e colaboradores (2006 e 2002) observaram a presenca de reflexdes
caracteristicas da BMBM nas misturas fisicas 1:1 (p/p), entretanto os difratogramas dos

complexos BMBM:HPBCD 1:1 e 1:2 apresentaram-se amorfos.
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Figura 8. Difratogramas obtidos para a avobenzona (BMBM), mistura fisica (MF BMBM:HPBCD 1:1) e
complexo binario (CB BMBM:HPBCD 1:1) obtidos por liofilizagdo operando a 40,0 KV e 40,0 mA, com
velocidade de varredura de 2,0 ° min! (2 theta)
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Figura 9. Difratogramas obtidos para a avobenzona (BMBM), mistura fisica (MF BMBM:SBEBRCD 1:1) e
complexo binario (CB BMBM:SBEBCD 1:1) obtidos por liofilizacdo operando a 40 KV e 40 mA, com
velocidade de varredura de 2° min! (2 theta)

A eficacia fotoprotetora da BMBM frente a radiacdo UVA € comprovada e
estabelecida, contudo, apresenta fotoinstabilidade, que conduz a converséo fotoquimica
para a forma dicetdnica (protecao a radiagdo UVC) comprometendo, assim, sua eficiéncia
frente a radiacdo UVA (TROSSINI et al., 2015). A fotoestabilidade da BMBM, na auséncia
e presenca de CDs (HPBCD e SBERCD), foi monitorada no estado sdélido e em solugéo
etandlica (1,0 mg mL?) (Figura 10).

A porcentagem de BMBM remanescente nas amostras de BMBM, BMBM:HPBCD e
BMBM:SBEBCD, submetidas a fotodegradacao forcada por 168 horas, no estado solido,
foram 25,0; 32,0; e 40,0%, respectivamente; e em solucéo etandlica (1,0 mg mL™t) foram
12,0; 27,0; e 38,0%, respectivamente. Os resultados sugerem maior estabilidade da
BMBM no estado sélido do que em solugdo. Ambas as CDs aumentam a estabilidade
fotoquimica da BMBM de forma semelhante, quer em estado solido, ou em solugéo
(Figura 10).
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Figura 10. Degradacdo da avobenzona (BMBM) e dos complexos binarios BMBM:HPBCD e
BMBM:SBEBCD, em estado solido e em solu¢éo, apds radiacdo forcada (U)V por um periodo de até 168,0
horas

5 CONCLUSOES

As ciclodextrinas sdo capazes de aumentar a solubilidade da BMBM por meio da
formacdo de complexos de inclusdo solluveis. Os resultados das analises térmicas e
difrac@o de raios-x indicam a presenca de BMBM livre nos sistemas binarios formados. Os
resultados sugerem maior estabilidade da BMBM no estado solido do que em solugdo. A
formacdo de complexos BMBM:CD pode contribuir para aumentar a estabilidade de

preparacgdes fotoprotetoras.
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Capitulo IV

Obtencéao e caracterizacdo de complexos de inclusdo binérios de p-metoxicinamato
de octila (EHMC) e ciclodextrinas (HPBCD e SBEBCD)
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1 INTRODUCAO

A necessidade do uso de fotoprotetores € uma realidade irrefutavel, uma vez que a
exposicao da pele as radiacdes favorece a reducdo da concentracdo das substancias
antioxidantes enddgenas e a alteracdes nos lipidios das membranas celulares; inativacao
de sistemas enziméaticos; modificacdes de constituintes proteicos, carboidratos e DNA,
propiciando o desenvolvimento de determinadas patologias, como reac¢des inflamatdrias,
gueratose solar (SKLAR et al., 2013; NARAYAN, SALADI e FOX, 2010; MARROTI e
MEUNIER, 2008), carcinoma, melanoma, sensibilizacdo cutdnea (KAWAKAMI e
GASPAR, 2015; BALOGH et al.,, 2011; MELONI et al., 2010), reacdes fototoxicas e
fotoalérgicas além do fotoenvelhecimento (BABY, 2007; VELASCO et al., 2008; PERES et
al., 2018).

O p-metoxicinamato de octila (EHMC), também conhecido como octinoxate pela
nomenclatura International Non-proprietary Name (INN) (Figura 1), é um filtro solar
amplamente utilizado em vérios produtos fotoprotetores pelo seu amplo coeficiente de
extincdo em diversos solventes, aproximadamente 22000—-24000 L mol* cm, a 310nm.
Se exposto a radiacdo UV, apresenta fotoprotecdo diminuida, pelo processo de
isomerizacdo, gerando assim, sua forma cis, que por sua vez possui absorvidade
reduzida no UV quando comparado com sua forma trans. Poucas reacbes de
fotosensibilizacdo e/ou fotoalergénica foram registradas na literatura (PATTANAARGSON
e LIMPHONG, 2001; MAIER et al., 2001).

9 13 15

o CHs
14 16

11 CH,
12

Figura 1. Formula estrutural do p-metoxicinamato de octila (EHMC). Adaptado de PATTANAARGSON e
LIMPHONG, 2001.

O nivel de informacgbes disponiveis sobre os efeitos nocivos da radiagdo UV na
pele e problemas de fotoestabilidade, torna a busca por formulagbes fotoestaveis cada
vez maisnecessaria (KULLAVANIJAYA e LIM, 2005; NOHYNEK e SCHAEFER, 2001;
PETRAZZUOLI, 2000). A decomposi¢éo dos filtros pela luz pode gerar a diminuicdo da
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atividade e do poder de absor¢do dos raios UV, além de possibilitar a formacédo de
dermatites de contato, fototoxicas ou fotoalérgicas (KAWAKAMI et al., 2015; DAMIANI et
al., 2006).

Uma das estratégias para aumentar a eficacia de produtos cosméticos
fotoprotetores é a associacdo de filtros, conduzindo ao efeito sinérgico do desempenho,
bem como a fotoestabilidade (LHIAUBET-VALLET et al., 2010). Outra técnica que
também pode ser utilizada no intlito de aumentar a estabilidade térmica de filtros € a
formacédo de complexos de inclusédo (substancias filtrantes:CD), uma vez que a formacao
dos complexos é um arrajno dimensional entre a cavidade hospedeira (CD) e a molécula
héspede (Figura 2), capaz de alterar as caracteristicas quimicas da substancia héspede,
como proteger da luz a molécula fotoinstavel (CEREDA, 2003). Scalia e colaboradoes
(1998, 2002 e 2004) descrevem estudos de fotoestabilidade de filtros solares (EHMC e

BMBM) pela formagéo de complexos de inclusdo com CDs.

I . ;
CHs Z--}-X CH;

Figura 2. Formagédo do complexo de inclusdo. A: molécula da substancia hospede; B; ciclodextrina (CD); C:
cavidade da ciclodextrina; D: moléculas de agua; E: complex substancia héspede:CD. Fonte: MARTINS,
2008.

As CDs apresentam uma forma troco-conica devido a auséncia de rotacao livre das
ligacbes glicosidicas e da conformacdo em cadeia apresentadas pelas unidades de
glicose. Nesta estrutura peculiar, os grupos hidroxilicos secundarios encontram-se
localizados na extremidade mais larga, ligados aos atomos C-2 e C-3 das unidades de
glicose, enquanto os grupos hidroxilicos primarios localizam-se na extremidade oposta
mais estreita, ligados aos atomos C-6 das unidades de glicose (VEIGA et al., 1996;
VEIGA, PECORELLI e RIBEIRO, 2006). Com a formacdo dos complexos de inclusao
(substancia:CD) os sistemas tem demonstrado a capacidade em alterar caracteristicas
como estabilidade (LOFTSSON, FRIDRIKSDOTTIR, GUDMUNDSDOTTIR, 1996),
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solubilidade, velocidade de dissolugdao (PITHA, HARMAN e MICHEL, 1986),
biodisponibilidade (LIN et al., 1994), além de melhorar a estabilidade a agentes oxidantes
e a luz (LOFTSSON e BREWSTER, 2012). Além das naturais, existem as CDs
modificadas que podem ser obtidas pela substituicdo das hidroxilas por grupos metil, etila,
carboxietila, hidroxipropila, sulfobutila, ou ainda, por meio da polimerizagdo das CDs
(BREWSTER e LOFTSSON, 2007; SZEJTLI, 1998) como a HPBCD e SBERCD.

2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi obter e caracterizar complexos de inclusao

contendo p-metoxicinamato de octila e na presenca de CDs (HPBCD e SBEBCD).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

O p-metoxicinamato de octila (EHMC) (98,0 % de pureza) foi gentilmente cedido
pela empresa Basf (Sado Paulo, Brasil). HPBCD (2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina, Mw =
1.460) foi adquirida da empresa Aldrich Chemistry, enquanto SBERCD (Captisol®,
sulfobutileter-beta-ciclodextrina, Mw = 2.163) foi gentilmente cedida pela empresa Cydex
Pharmaceuticals. Foram utilizados etanol 96° GL, metanol grau UHPLC-Supergradient
(AppliChem Panreac ITW Companies, Germany) e a agua ultrapura Milli-Q® Integral
(Merck Millipore, Germany).

3.2 Métodos
3.2.1 Condi¢bes cromatograficas

Utilizou-se cromatdgrafo em fase liqguida Shimadzu® mod. Prominense Modular
HPLC composto por detector PAD (Photodiode Arry) SPD-20A UV, bomba LC-20AB,
sistema de desgaseificacdo DGU-20A, amostrador automatico SIL-20A/C, sistema de
aquecimento CTO-20AC, controlador CBM-20A e programa LC-Solution. As condi¢bes
cromatograficas empregadas foram: metanol:dgua 88:12 (v/v), pH 6,8-7,0 como fase
moével, fluxo de 0,8 mL min-t, volume de injecdo de 20,0 uyL em coluna cromatogréafica de
fase-reversa Kromasil® RP-C18 (100 A, 5,0 um, 250x4.6 mm) equilibrada a temperatura
ambiente e eluida sob condi¢des isocraticas em comprimento de onda 325 nm. A fase

movel foi previamente desgaseificada por filtracdo a vacuo (bomba de vacuo KNF® mod.
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N810.FT.18, 100 mbar) em membrana semipermeével de acetato de celulose 45,0 uym,
seguida de sonicacdo (Altsonic® Clean mod. 9L) por 15,0 minutos. O método para
guantificacdo do EHMC, na auséncia ou presenca de CDs, foi previamente validado e
apresentado no Capitulo I.

3.2.2 Obtencéao dos sistemas binarios EHMC:CD (HPBCD ou SBEBCD)

Quantidades equimolares de EHMC e CDs (HPBCD ou SBEBCD) foram pesadas,
dispersas em etanol e agua purificada, respectivamente, homogeneizadas em camara
incubadora com agitacdo orbital Solab® por 120,0 minutos e submetidas a secagem em
liofilizador Liotop® L108. Os sistemas binarios obtidos foram armazenados em dessecador
Marconi® MA 192.

3.2.3 Caracterizagao dos sistemas binarios EHMC:CD (HPBCD ou SBERCD)
3.2.3.1 Caracterizagao dos sistemas binarios “em solugao”
3.2.3.1.1 Ensaio de Solubilidade do p-metoxicinamato de octila (EHMC)

A solubilidade intrinseca da EHMC foi avaliada de acordo com o método descrito
por Higuchi e Connors (1965). Excesso de p-metoxicinamato de octila (=1,0 g) foi
adicionado a um volume fixo (10,0 mL) de agua purificada. As dispersdes obtidas foram
mantidas sob agitagdo em camara incubadora com agitagéo orbital Solab® mod. Shaker
SL 222, por 72 horas, a temperatura 37,0 = 5,0 °C, filtradas em filtro de membrana com
tamanho de poro de 0,45 pym, e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE). O ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.3.1.2 Ensaio de solubilidade de fases

O ensaio de solubilidade de fases foi realizado segundo método descrito por
Higuchi e Connor (1965). Excesso de EHMC foi adicionado a solu¢gbes aquosas contendo
concentracdes crescentes de SBEBCD ou HPBCD (2,0 a 80,0 mmoL L1). As suspensdes
obtidas foram mantidas sob agitacdo em camara incubadora com agitacéo orbital Solab®
mod. Shaker SL 222, por 72,0 horas, a temperatura de 37,0 £ 5,0 °C, filtradas em filtro de
membrana com tamanho de poro de 0,45 ym, e quantificadas por meio de cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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3.2.3.2 Caracterizacéo dos sistemas binarios “no estado sélido”
3.2.3.2.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Curvas DSC foram obtidas por meio de sistema de calorimetria exploratéria
diferencial Shimadzu® mod. DSC-60, em céapsula de aluminio selada, sob atmosfera
dinamica de nitrogénio (100,0 mL mint), razdo de aquecimento de 10,0 °C min, massa
de amostra entre 2,0 — 3,0 mg, e rampa de aquecimento de 40,0 — 600,0 °C. O
equipamento foi previamente calibrado com indio metalico 99,99% (Trsso = 156,4°C,
AHruszo = 28,5 J g1). As curvas obtidas foram tratadas usando o programa TA-60WS.

3.2.3.2.2 Analise Termogravimétrica (TG/DTG)

Curvas termogravimétricas foram obtidas em sistema de termogravimetria
diferencial Shimadzu® mod. DTG-60, em capsula de aluminio, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (100,0 mL mint), razdo de aquecimento de 10,0 °C min, massa de amostra de
40 — 6,0 mg, e rampa de aquecimento de 40,0 — 900,0 °C. O equipamento foi
previamente calibrado usando padrédo de oxalato de calcio monohidratado (ASTM 1582-

93). As curvas obtidas foram tratadas usando o programa TA-60WS.

3.2.3.2.3 Difracéo de Raios X de P6 (P-DRX)

Os difratogramas de raios-X de pé foram obtidos em difratdmetro Bruker® modelo
D8 ADVANCE, operando a 40 KV e 40 mA, com velocidade de varredura de 2° mint (20),
usando silicio (Si) policristalino como padrao.

3.2.3.3 Ensaio de Fotoestabilidade

O ensaio de fotoestabilidade da EHMC, e seus complexos de inclusao, foi realizado
no estado solido e em etanol 96°GL (1,0 mg mL?), empregando camara de
fotoestabildade Nova Etica (S&o Paulo, Brasil) mod. 424/CF, equipada com area de
exposicdo de 1380 cm? e fontes de luz conforme recomendacdes do ICH Q1B (2005)
opcéo 2: lampada florescente branca associada a lampada UV com distribuicdo espectral
entre 320 e 400 nm e emissdo maxima de energia entre 350 e 370 nm. As amostras
foram expostas a irradiacdo em diferentes intervalos de tempo (0,0; 1440,0; 4320,0; e
10080,0 segundos) a temperatura de 25,0 °C + 0,5. As amostras no estado sélido foram
organizadas em placas de Petri. As solucdes etandlicas (1,0 mg mL?) foram transferidas

para ampolas de vidro tipo 1, transparente, de 10,0 mL e, em seguida, hermeticamente
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fechadas. O teor de EHMC remanescente nas amostras foi quantificado por meio de por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A acdo das CDs sobre os parametros cromatograficos ja foram relatados por
alguns autores (GASPAR e MAIA CAMPOS, 2006; GAZPIO et al.; 2005; ROZOU e
ANTONIADOU-VYZA, 1998). No intuito de eliminar possiveis interferéncias na
quantificacdo do EHMC, curvas analiticas foram construidas para EHMC na presenca das
CDs (HPBCD e SBEBCD). A presenca das CDs (HPBCD e SBEBCD) nao interferem na
seletividade do método, como discutido no Capitulo 1.

O método de solubilidade de fases, € o método de escolha para verificacdo da
formacgéo de complexos de inclusdo. Por meio dos diagramas de solubilidade de fases &
possivel avaliar a estabilidade e a estequiometria dos complexos de inclusdo
(BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

A Figura 3 apresenta o diagrama de solubilidade de fases do EHMC na presenca
de concentracdes crescente (2,0 a 80,0 mM) das CDs (HPBCD e SBEBCD). A Tabela 1
apresenta os valores de solubilidade intrinseca (So), obtida a partir do método de agitacao
em frascos, e dados de solubilidade de intercepto (Sint), coeficiente angular e coeficiente
de determinacdo (R?), para o EHMC e para os sistemas binarios EHMC:SBEBCD e
EHMC:HPBCD, obtidos a partir da regresséo linear dos diagramas de solubilidade de

fases.
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Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases do p-metoxicinamato de octila (EHMC) na presenca de
concentragdes de HPBCD e SBERBCD (2,0 — 80,0 ug mL?)

Tabela 1. Valores de solubilidade intrinseca (So) do p-metoxicinamato de octila (EHMC) obtida a partir do
método de agitacdo em frascos e valores de solubilidade do intercepto (Sin), coeficiente angular e
coeficiente de determinacdo (R?) obtidos a partir dos diagramas de solubilidade de fases dos sistemas
binérios

Sistemas So(mMM/mg mL™?) Sint (MM) Coef. Angular R2
EHMC 0,0003/0,01
EHMC:HPBCD 0,00003 0,00002 0,99881
EHMC:SBERCD 0,0004 0,00004 0,99494

A solubilidade intrinseca obtida para EHMC foi 0,01 mg mL* (0,0003 mM). Os
diagramas de solubilidade de fases apresentaram aumento linear da solubilidade do
EHMC em funcao da concentracdo de CDs (HPBCD e SBEBCD), exibindo diagrama de
solubilidade do tipo AL

Os valores de coeficiente angular obtidos a partir da regressdo linear dos
diagramas de solubilidade de fases para os sistemas binarios apresentaram valores
inferiores a 1, assumindo estequiometria 1:1. A proporcéo estequiométrica 1:1 ocorre pela
associacdo de uma unica molécula hospede na cavidade de uma molécula de CD, sendo
este tipo de complexacdo mais relatada na literatura (CAPELLO et al., 2007; CAPELLO et
al., 2009; SATHIGARI et al., 2009; CIRRI et al., 2009; BRUN et al., 2006; DOIPHONE et
al., 2008).

A partir da formacdo dos complexos binarios de estequiometria 1:1, isto €, de

primeira ordem para as CDs (n=1) e também de ordem 1, relativo a EHMC (m=1), desta
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forma, tem-se a situacdo representada pelo equilibrio quimico (BREWSTER e
LOFTOSSON, 2007):

i EHMC + 0 0D = EHME, — CD,

sendo o valor de ke determinado a partir da equacéo de Higuchi e Connors (1965).

A constante de estabilidade aparente k. pode ser calculada de acordo com Higuchi
e Connors (1965), a partir de porcéo linear do diagrama de solubilidade, de acordo com a

Equacéao 1:

. coeficicite angular (Equacdo 1)
r = .
‘ 5o [1 — caeficiente ergular)

onde k¢ é a constante de estabilidade e Sy é a solubilidade intrinseca da molécula

hospede.

A eficiéencia de complexacédo (EC) é calculada a partir do coeficiente angular do
diagram de solubilidade de fases, de acordo com a Equac&o 2 (LOFTSSON, MASSON e
BREWSTER, 2004; LOFTSSON et al., 2004):

,_en] o coefictente angular  (Equacéo 2)
O [wn] YT T 1 = cocficiente angular

onde [F/CD] é a concentracdo do complex dissolvido, [CD] € a concentracdo de
ciclodextrina livre dissolvida e o coeficiente angular € obtido a partir do diagram de

solubilidade de fases.
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A EC é usada para calcular a razdo molar (RM) entre a substancia hospedeira e a
ciclodextrina (CD), empregando-se a Equacdo 3 descrita aa seguir (KURKOV e
LOFTSSON, 2013; LOFTSSON, MASSON e BREWSTER, 2004; LOFTSSON et al., 2004)

n - )
R =11+ Ej (Equacéo 3)

onde RM é a razdo molar e EC a eficiéncia de complexacéo.

Loftsson, Hreinsdéttir e Masson (2005) descrevem que para substancias com
solubilidade superior a 1,0 mM, os valores de solubilidade intrinseca (So) devem ser iguais
aos valores de solubilidade do intercepto (Sint) definido pela equagao da reta. No entanto,
para substancias com So inferior a 0,1 mM um desvio negativo da solubilidade intrinseca é
observado, causando erro, desta forma, nos calculos da constante de estabilidade (k¢) e
eficiéncia de complexacao (EC) foi utilizado valor de solubilidade de intercepto (Sint).

Loftsson, Hreinsdéttir e Masson (2005) propuseram o calculo da eficiéncia de
complexacdo (EC) considerando que o valor de kc pode variar segundo método de
determinacao. O calculo de EC é realizado a partir do coeficiente angular do diagrama de
solubilidade de fases, sendo o seu valor independente do valor de solubilidade, como
apresentado na Equacdo 2 (LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2005;
LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2007; LOFTSSON e DUCHENE, 2007). Por
meio do valor de EC foi possivel determinar a relacdo molécula hospede/hospedeira
obtida na complexacéo e o acréscimo de massa na molécula hospede.

A Tabela 2 apresenta os valores de constante de estabilidade (kc), eficiéncia de
complexacédo (EC), e razdo molar (RM) de complexacdo (EHMC:CD), calculadas a partir
dos diagramas de solubilidade de fases para CB EHMC:SBEBCD e CB EHMC:HPBCD.

Tabela 2. Valores de constante de estabilidade (kc), eficiéncia de complexagéo (EC) e razdo molar de
complexacdo (EHMC:CD) calculadas a partir dos diagramas de solubilidade de fases para os sistemas
binarios CB EHMC:SBERCD e CB EHMC:HPBCD

Sistemas ke (M) EC Razao Molar
CB EHMC:HPBCD 100,00 0,04 1:26
CB EHMC:SBEBCD 666,68 0,02 1:51
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Quanto maior o valor de k¢, mais favoravel a interacdo entre a substancia héspede
e a CD (WEN, LIU e ZHU, 2005). Pitha, Szente e Greenberg (1983) relatam que
complexos com constante de estabilidade (kc) compreendidos entre 200,0 e 5000,0 M
apresentam aplicacfes praticas, uma vez que complexos labeis podem levar a liberacéo
prematura e complexos muito estaveis retardar ou ndo liberar totalmente a molécula
hospede. Para Rama e colaboradores (2005), ke € um fator relevante na obtencdo de
complexos de inclusdo, dado que se o valor for elevado ndo ha liberacdo da molécula,
com consequente diminuicdo da fracdo livre da molécula hospede, considerando
adequadas, constantes de estabilidade entre 100,0 e 1000,0 M.

Os valores de ke sugerem a formacdo de complexos de inclusdo estaveis na
proporcao de uma molécula de EHMC para 26 moléculas de HPBCD e 51 moléculas de
SBEBCD (Tabela 2).

Diversos autores estudaram a complexacao do p-metoxicinamato de octila com CD
e verificaram a formacao de complexos de inclusdo (MOTA et al., 2009; AL-RAWASHDEH
et al., 2013; CHISVERT, PASCUAL-MARTI e SALVADOR, 2001; SCALIA et al., 2004;
SCALIA et al., 2006). Scalia e colaboradores (2002) estudaram a complexa¢cdo do EHMC
com as CDs naturais (yCD, PBCD, yCD) e a CD derivada (HPBCD), de elevada
solubilidade, observando melhor efeito de solubilizagdo do EHMC com a HPBRCD.

O complexo EHMC:SBEBCD apresentou maior incremento de solubilidade que os

sistemas binéarios obtidos com a HPBCD (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de solubilidade da p-metoxicinamato de octila (EHMC) e dos complexos binarios obtidos
por liofilizagdo (CB EHMC:HPBCD e CB EHMC:SBEBCD) em mg mL-1, mM e valores de incremento de
solubilidade (IS) obtido nos sistemas binarios

Solubilidade do p-metoxicinamato de octila IS
(mg mL1) (mM)
EHMC 0,01 0,00003
CB EHMC:HPBCD 0,11 0,0038 12,7x
CB EHMC:SBEBCD 0,06 0,0021 70,0x

Complexos de inclusdo sdo obtidos pela insercdo da molécula héspede na
cavidade hidrofoba da CD, ligando-se por meio das pontes de hidrogénio com grupos
hidroxilicos localizados na superficie externa do anel das CDs (BREWSTER e
LOFTSSON, 2007; LOFTSSON, HREINSDOTTIR e MASSON, 2005; LOFTSSON e
DUCHENE, 2007).
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Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € um dos métodos de escolha na area
farmacéutica com intuito de controle de matérias-primas e, ainda, em estudos de pré-
formulacdo e desenvolvimento de novas formulacdes (TROTTA, ZANETTI e CAMINO,
2000). Normalmente, uma mudanca ou desaparecimento do evento endotérmico
correspondente ao ponto de fusdo ou ponto de sublimagdo da molécula héspede pura é
um indicio da formacdo do complexo de inclusdo. O desaparecimento ou diminuicdo do
evento endotérmico da substancia hospede deve-se a inclusdo desta molécula ao interior
da cavidade da CD (GIORDANO et al., 2001; LOFTSSON e MASSON, 2001). Ja a
técnica TG/DTG é capaz de determinar as perdas de massa que se produzem nas
substancias analisadas quando submetidas ao aquecimento.

A Figura 4 ilustra as curvas DSC, TG/DTG e DTA do EHMC. A curva DSC do
EHMC apresentou evento endotérmico de fusdo em 226,74 °C (AH = 865,25 J g?)
correspondente a vaporizagdo do composto no estado liquido A curva TGA mostra
decomposicdo em uma Unica etapa em 144,23 °C, referente a volatilizacdo da amostra. A

curva DTA confirma os eventos térmicos observados na curva DSC (Tabela 4).

DTA DSC TGA DrTGA
uv mW mg mg/min
20.00f-
0.00}- 411500 4200
| 1 0.00
0.00 .00l
1 10.00
1-2.00
-20.00- -2.001
—— DSC
—— DTA
TG 1900 4400
3.00- —— DTG
-40.00-
1-6.00
400 1000
000 w000 40000 60000 80000
Temp [C]

Figura 4. Curva DSC do p-metoxicinamato de octila (EHMC) obtida sob atmosfera dindmica de nitrogénio
(100 mL min) e razao de aquecimento de 10,0 °C min' e rampa de aquecimento de 40,0 — 600,0 °C. Os
termogramas TG e DTG do EHMC obtidos sob atmosfera dindmica de Nz e razdo de aquecimento 10,0 °C
min-t com rampa de aquecimento entre 40,0 e 900,0 °C
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As propriedades térmicas das amostras EHMC, CDs (HPBCD e SBERBCD),
mistura fisicas (EHMC:HPBCD e EHMC:SBEBCD) e complexos binarios (EHMC:HPBCD e
EHMC:SBEBCD), investigadas por DSC e TG/DTG, sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Dados termodindmicos obtidos a partir das curvas DSC e TG/DTG do EHMC, CDs (HPBCD e
SBEBCD), misturas fisicas (MF EHMC:CD) e complexos de inclusédo (CB EHMC:CD)

DSC TG« TG

Tpico °C AH (J g} 100°C Tonset °C Am (%)
EHMC 226,74 865,25 0,15 26,43 101,41
CD
HPBCD 2,88 27,34/121,83 3,11/91,84
SBEBCD 5,33 28,55/148,64/316,19/446,75 7,88/22,14/26,81/14,28
MF EHMC:CD
EHMC:HPBCD 23266 14,58 2,76 27,80/175,38/281,15/328,00/398,01 4,67/17,9317,26/61,06/3,60
EHMC:SBEBCD 351  28,44/174,06/260,94/319,18/399,55 6,97/20,84/16,54/17,19/18,87
CB EHMC:CD
EHMC:HPBCD 2,61 26,73/116,78/226,95/390,95 2,72/11,20/79,1817,47
EHMC:SBEBCD 460  22,35/170,00/222,58/314,11/426,87 8,04/4,78/20,07/24,48/18,27

;T)pico (temperatura do pico, °C), Tonse: (temperatura inicial do pico, °C), AH (perda de massa em J/g, mW/mg, %), Am (perda de massa,

As curvas DSC do EHMC, HPBCD, da mistura fisica 1:1 (p/p) e do complexo de
inclusdo EHMC:HPBCD obtido na raz&do molar 1:1 (p/p) sao apresentados na Figura 5.

A curva DSC do HPBCD apresenta um evento térmico de desidratacdo em 60,0 °C,
referente a desidratacdo da substancia, seguido de eventos térmicos irregulares de
decomposicdo. A curva DSC da mistura fisica EHMC:HPBCD apresentou o evento
endotérmico caracteristico do EHMC em 191,73 °C, indicando a presenca de EHMC livre
no sistema. Na curva DSC do complexo de incluséo binario, o evento térmico relativo ao
EHMC foi suprimido, assumindo comportamento caracteristicas da CD, indicando
provavel interacdo entre o EHMC e a HPBCD, por meio da formacdo do complexo de

inclusao.
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Figura 5. Curvas DSC da p-metoxicinamato de octila (EHMC), ciclodextrina (HPBCD), misturas fisicas 1:1
(MF EHMC:HPBCD) e sistema binario 1:1 (CB EHMC:HPBCD), obtidos sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (100,0 mL min?) e razdo de aquecimento de 10,0 °C min! e rampa de aquecimento de 40,0 —
600,0 °C

Na Figura 6 estdo apresentadas as curvas TG/DTG do EHMC, HPBCD, mistura
fisica EHMC:HPBCD e sistema binario EHMC:HPBCD. O EHMC apresenta decomposicao
em uma Unica etapa (Am = 99,64 J g?1). A HPBCD apresenta decomposicdo em duas
etapas, a primeira, relativa a desidratacdo (27,34 °C, Am = 3,11 J g), e a segunda,
referente a decomposicdo do material (121,83 °C, Am= 91,84 J g!). Na curvas DSC da
mistura fisica ainda possivel identificar a presenca de EHMC livre, por meio evento
endotérmico da substancia hospede. Quanto ao complexo binario, o evento caracteristico
do EHMC foi suprimido, indicando a formacao do complexo de inclusdo entre EHMC e a
HPBCD (Figura 6 e Tabela 4).
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Figura 6. Curva TG/DTG da p-metoxicinamato de octila (EHMC), ciclodextrina (HPBCD), mistura fisica 1:1
(MF EHMC:HPBCD) e complexo binario 1:1 (CB EHMC:HPBCD), obtidas sob atmosfera dindmica de Nz e
razdo de aquecimento 10,0 °C min-t com rampa de aquecimento entre 40,0 e 900,0 °C

A curva TG/DTG do sistema binario EHMC:HPBCD mostrou elevagcdo da
temperatura de termodecomposi¢do do EHMC de 274,70 °C para 355,12 °C. Para Novak
e colaboradores (2006), um indicativo da formacdo de complexos de inclusdo é o
deslocamento do evento de decomposicdo térmica da substancia hospede para
temperatura mais elevada (Figura 6). Scalia e colaboradores (2002), avaliaram a
complexacdo do EHMC com yCD, BCD, yCD e HPBCD por meio de diversas técnicas,
dentre estas a andlise termogravimétrica (TG), indicando a formag&o de complexos entre
0 p-metoxicinamato de octla e a CD por meio do deslocamento dos eventos
termogravimeétricos do EHMC.

As curvas DSC do EHMC, SBERBCD, mistura fisica EHMC:SBEBRCD 1:1 (p/p) e do
complexo de inclusdo binario EHMC:SBEBCD obtidos na razdo molar 1:1 sao
apresentados na Figura 7.

A curva DSC da SBEBCD apresentou comportamento térmico estavel até a 140,0

°C, seguido de decomposicdo. A mistura fisica e 0s complexos apresentaram
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comportamento térmico semelhante, com supressdo do evento térmico de fusdo do

EHMC, sugerindo a formacéo do complexo de incluséo.

Fluxo de calor (mW)

EHMC

SBEBCD

MF EHMC:SBEBCD

CB EHMC:SBEBCD

-1 Endo

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Temperatura (°C)

Figura 7. Curvas DSC da p-metoxicinamato de octila (EHMC), ciclodextrina (SBERCD), misturas fisicas 1:1
(MF EHMC:SBEBCD) e sistemas binéarios 1:1 (CB EHMC:SBERCD), obtidos sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (100,0 mL min?) e razdo de aquecimento de 10,0 °C min! e rampa de aquecimento de 40,0 —

600,0 °C

A Figura 8 ilustra as curvas TG/DTG do EHMC, SBEBRCD, mistura fisica e

complexo de inclusdo binario.
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Figura 8. Curvas TG/DTG da p-metoxicinamato de octila (EHMC), ciclodextrina (SBEBCD), mistura fisica
1:1 (MF EHMC:SBERCD) e sistema binario 1:1 (CB EHMC:SBERCD), obtidas sob atmosfera dindmica de N2
e razdo de aquecimento 10,0 °C.min"t com rampa de aquecimento entre 40,0 e 900,0 °C

As perdas de massas das CDs (HPBCD e SBEBCD), em temperatura inferior a
100,0 °C, foram, 2,88 e 5,33%, respectivamente; para as misturas fisicas (RUT:HPBCD e
RUT:SBEBCD), foram 2,76 e 3,51%, respectivamente; para 0s sistemas binarios
(EHMC:HPBCD e EHMC:SBEBCD), 2,61 e 4,60%, respectivamente. As misturas fisicas e
0s sistemas binarios apresentaram reducdo da agua ligada no interior da cavidade da
CDs, sugerindo a substituicdo das moléculas de agua, e a interacdo da molécula hospede
com as CDs. Para Ammar e colaboradores (2006), na formacdo dos complexos de
inclusdo, as moléculas de agua presentes no interior da cavidade das CDs podem ser
substituidas pela molécula héspede ou por parte dela, reduzindo a quantidade de agua

nestas cavidades.
A difracéo de raios-X é um dos métodos mais Uteis na identificacdo e detecgcéo de

complexos de inclusdo com CD (LIU e ZHU, 2006).
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Na Figura 9 os difratogramas da EHMC, HPBCD, mistura fisica EHMC:HPBCD e
sistema binario sdo apresentados e a Figura 10, apresenta os difratogramas do EHMC,
SBEBCD, mistura fisica e complexo binario.

O EHMC é um liquido transparente, com comportamento amorfo nos ensaios de
difracdo de raios-X. As CDs (HPBCD e SBEBCD) apresentam comportamento amorfo,
logo, as misturas fisicas e sistemas binarios do EHMC com ambas CDs apresentaram
comportamento semelhante, ndo sendo possivel extrair informacdes a cerca da formacgéao

de complexos de incluséo (Figura 9 e 10).

/—\//‘\\‘\ HPBCD

EHMC

MF EHMC:HPBCD

CB EHMC:HPBCD

10 20 30 40 50 60
2 Theta

Figura 9. Difratogramas obtidos para a p-metoxicinamato de octila (EHMC), mistura fisica (MF
EHMC:HPBCD 1:1) e complexo binario (CB EHMC:HPBCD) obtidos por liofilizagdo operando a 40 KV e 40
mA, com velocidade de varredura de 2° min! (2 theta)
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Figura 10. Difratogramas obtidos para o p-metoxicinamato de octila (EHMC), mistura fisica (MF
EHMC:SBEBCD) e complexo binario (CB EHMC:SBEBCD) obtidos por liofilizagdo operando a 40 KV e 40
mA, com velocidade de varredura de 2° min! (2 theta)

A porcentagem de EHMC remanescente nas amostras de EHMC, EHMC:HPBCD e
EHMC:SBEBCD, submetidas a fotodegradacéo for¢cada por 168 horas, no estado solido,
foram 12,0; 58,0; e 56,0%, respectivamente; e em solucdo etandlica (1,0 mg mL™1) foram
3,0; 37,0; e 28,0% respectivamente. Os resultados sugerem maior estabilidade da EHMC
no estado solido do que em solugdo. Ambas as CDs aumentam a estabilidade
fotoquimica da EHMC de forma semelhante, que em estado sélido ou em solucao (Figura
11).

A diminui¢cdo na concentracdo detectada da molécula de EHMC pode ter sido em
consequéncia da isomerizacao, que € um dos principais cursos de fotodegradacdo da
molécula (PATTANAARGSON & LIMPHONG, 2001). A inclusdo do EHMC nas CDs,
podem favorecer o aumento da estabilidade fotoquimica das substancias, retardando
assim, a degradacdo (LOFTSSON & BREWSTER, 1996; LOFTSSON & BREWSTER,
2010).
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Figura 11. Degradacdo do p-metoxicinamato de octila (EHMC) e dos complexos binarios (CB
EHMC:HPBCD e CB EHMC:SBEBCD), no estado solido, apés radiagdo UV por um periodo de até 168,0
horas

5 CONCLUSOES

Os ensaios de solubilidade de fases demonstraram que as CDs (HPBCD e
SBEBCD) sao capazes de formarem complexos de inclusdo com o EHMC, e aumentarem
a solubilidade da substancia.

As curvas DSC e TG/DTG sugerem a formacédo de complexos de inclusdo entre
EHMC e as CDs (HPBCD e SBEBCD) os quais favorecem o aumento da estabilidade
fotoquimica da molécula de EHMC.

6 REFERENCIAS

AL-RAWASHDEH, N. A. F.; AL-SADEH, K. S.; AL-BITAR, M. B. Inclusion complexes of
sunscreen agents with [3-cyclodextrin: spectroscopic and molecular modeling studies.
Journal of Spectroscopy, v.2013, p.1-11, 2013.

AMMAR, H. O.; SALAMA, H. A.; GHORAB, M.; MAHMOUD, A. A. Formulation and
biological evaluation of glimepiride-cyclodextrin-polymer systems. International Journal
of Pharmaceutics, v.309, n.1-2, p.129-138, 2006.

BABY, A. R. Avaliacao in vitro da permeabilidade cutanea da rutina em emulsées
cosméticas. Sao Paulo, 2007. 144f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2007.

92



BALOGH, T. S.; VELASCO, M. V. R.; PEDRIALI, C. A.; KANEKO, T. M.; BABY, A. R.
Ultraviolet radiation protection: current available in photoprotection. Anais Brasileiros de
Dermatologia, v.86, n.4, 2011.

BREWSTER, M. E.; LOFTSSON, T. Cyclodextrins as pharmaceutical solubilizers.
Advanced Drug Delivery Reviews, v.59, n.7, p.645-666, 2007.

BRUN, H.; PAUL, M.; RAZZOUQ, N.; BINHAS, M.; GIBAUD, S.; ASTIER, A. Cyclodextrin
inclusion complexes of the central analgesic drug nefopam. Drug Development and
Industrial Pharmacy, v.32, n.10, p.1123-1134, 2006.

CAPELLO, B.; DI MAIO, C.; IERVOLINO, M.; MIRO, A. Combined effect of hydroxypropyl
methylcellulose and hydroxypropyl-p-cyclodextrin on physicochemical and dissolution
properties of celecoxib. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry,
v.59, n.3-4, p.237-244, 2007.

CAPELLO, B.; DI MAIO, C.; IERVOLINO, M.; MIRO, A.; CALIGNANO, A.
Etodolac/cyclodextrin  formulations: Physicochemical characterization and in vivo
pharmacological studies. Drug Development and Industrial Pharmacy, v. 35, n.7, p.877-
886, 2009.

CEREDA, M. P. Ciclodextrinas: caracteristicas e aplicagbes. In: CARGIL, F. (Ed).
Tecnologia usos e potencialidades de tuberosas amilaceas Latino Americanas, v.3, 2003.
Cixlodextrinas: carcateristicas e aplicagbes, p.475-498. (CULTURAS AMILACEAS
LATINO AMERICANAS).

CHISVERT, A.; PASCUAL-MARTI, M. C.; SALVADOR, A. Determination of the UV filters
worldwide authorise in sunscreens by hight-performance liquid chromatography. Use of
cyclodextrins as mobile phase modifier. Journal of Chromatography A, v.921, n.7-8,
p.207-215, 2001.

CIRRI, G.; RIGHI, M. F.; MAESTRELLI, F.; MURA, P.; VALLERI, M. Development of
glyburide fast-dissolving tablets based on the combined use of cyclodextrins and
polymers. Drug Development and Industrial Pharmacy, v.35, n.1, p.73-82, 2009.

DAMIANI, E.; ASTOLFI, P.; CIONNA, L.; IPPOLITI, F.; GRECI, L. Synthesis and
application of a novel sunscreen-antioxidant. Free Radical Research, v.40, n.5, p.485-
494, 2006.

DOIPHONE, D.; GAIKWAD, S.; PORE, Y.; KUCHEKAR, B.; LATE, S. Effect of B-
cyclodextrin complexation on physicochemical properties of zapelon. Journal of Inclusion
Phenomena and Macrocyclic Chemistry, v.62, n.1-2, p.43-50, 2008.

GASPAR, L. R.; MAIA CAMPOS, P. M. B. G. Evalution og the photostability of diferente

UV filter combinations in a sunscreen. International Journal of Pharmaceutics, v.307,
n.2, p.123-128, 2006.

93



GAZPIO, C.; SANCHEZ, M.; GARCIA-ZUBIRI, I. X.; VELAZ, |,; MARTINEZ-OHARRIZ, C.;
MARTIN, C.; ZORNOZA, A. HPLC and solubility study of the interaction between pindolol
and cyclodextrins. Journal of Pharmaceutical and Biolomedical Analysis, v.37, n.3,
p.487-492, 2005.

GIORDANO, F.; NOVAK, C.; MOYANO, J. R. Thermal analysis of cyclodextrins and their
inclusion compounds. Thermochimica Acta, v.380, n.2, p.123-151, 2001.

HIGUCHI, T.; CONNORS, A. K. Phase-solubility techniques. Advances in Analytical
Chemistry and Instrumentation, v.4, p.117-212, 1965.

KAWAKAMI, C. M.; GASPAR, L. R. Mangiferin and naringenin affect the photostability and
phototoxicity of sunscreen containing avobenzone. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, v.151, p.239-247, 2015.

KULLAVANIJAYA, P.; LIM, H. W. Photoprotection. Journal of the American Academy of
Dermatology, v.52, n.6, p.959-962, 2005.

KURKOQV, S. V.; LOFTSSON, T. Cyclodextrins. International Journal of Pharmaceutics,
v.453, n.1, p.167-180, 2013.

LHIAUBET-VALLET, V.; MARIN, M.; JIMENEZ, O.; GORCHS, O.; TRLLAS, C.;
MIRANDA, M.A. Filter-filter interaction. Photostabilization, triplet quenching and reactivity
with singlet oxygen. Photochemical & Photobiological Sciences, v.9, n.4, p.552-558,
2010.

LIN, S. Z.; WOUESSIDJEWE, D.; POELMAN, M.C.; DUCHENE, D. In vivo evaluation of
indomethacin / cyclodextrin complexes gastrointestinais tolerance and dermal anti-
inmmatory activity. International Journal of Pharmaceutics, v.106, n.1, p.63-67, 1994.

LIU, L.; ZHU, S. Preparation and characterization of inclusion complexes of prazosin
hydrochloride with B-cyclodextrin and hydroxypropyl-B-cyclodextrin. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.40, n.1, p.122-127, 2006.

LOFTSSON, T.; MASSON, M. Cyclodextrins in topical drug formulations: theory and
practice. International Journal of Pharmaceutics, v.28, n.1-2, p.15-30, 2001.

LOFTSSON, T.; MASSON, M.; BREWSTER, M. E. Self-Association of cyclodextrins and
cyclodextrin complexes. Journal of Pharmaceutical Sciences, v.93, n.5, p.1091-1099,
2004.

LOFTSSON, T. SIGURDSSON, H. H.; MASSON M.; SCHIPPER, N. Preparation of solid
drug/cyclodextrin complexes of acidic and basic drugs. Phamazie, v.59, n.1, p.25-29,
2004.

LOFTSSON, T.; DUCHENE, D. Cyclodextrins and their pharmaceutical applications.
International Journal of Pharmaceutics, v.329, n.1-2, p.1-11, 2007.

94



LOFTSSON, T.; FRIDRIKSDOTTIR, H.; GUDMUNDSDOTTIR, T. K. The effect of water-
soluble polymers on aqueous solubility of drugs. International Journal of
Pharmaceutics, v.127, n.2, p.293-296, 1996.

LOFTSSON, T.; BREWSTER, M. E. Cyclodextrins as functional excipients: methods to
enhance complexation efficiency. Journal of Pharmaceutical Sciences, v.101, n.9,
p.3019-3032, 2012.

LOFTSSON, T.; BREWSTER, M. E. Pharmaceutical applications of cyclodextrin. 1. Drug
solubilization and stabilization. Journal of Pharmaceutical Sciences, v.85, n.10, p.1017-
1025, 1996.

LOFTSSON, T.; BREWSTER, M. E. Pharmaceutical applications of cyclodextrin: basic
Science and product development. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v.62, n.11,
p.1607-1621, 2010.

LOFTSSON, T.; HREINSDOTTIR, D.; e MASSON, M. Effect of cyclodextrin solubilization
of drugs. International Journal of Pharmaceutics, v.302, n.1-2, p.18-28, 2005.

LOFTSSON, T.; HREINSDOTTIR, D.; MASSON, M. The complexation efficiency. Journal
of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry, v.57, n.1-4, p.545-552, 2007.

MAIER, H.; SCHAUBERGER, G.; BRUNNHOFER, K.; HONIGSMANN, H. Change of
ultraviolet absorbance of sunscreens by exposure to solarsimulated radiation. Journal of
Investigative Dermatology, v.117, n.2, p.256-262, 2001.

MARROTI, L.; MEUNIER, J.R. Skin DNA photodamage and its biological consequences.
Journal of the American Academy of Dermatology, v.58, n.5, s.2, p.139-148, 2008.

MARTINS, T.E.A. Obtencao e caracterizacdo de complexos ternarios de saquinauvir,
B-ciclodextrina e polivinilpirrolidona. 2008. 82f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2008.

MELONI, M.; FARINA, A.; SERVI, B. Molecular modifications of dermal and epidermal
biomarkers following UVA exposures on reconstructed full-thickness human skin.
Photochemical & Photobiological Sciences, v.9, n.4, p.439-447, 2010.

MOTA, A.C.V.; FREITAS, Z.M.F.; TODESCHINI, A.R.; CABRAL, L.M.; SANTOS, E.P.
Inclusdo do filtro solar p-metoxicinamato de octila em B-cyclodextrina e Avaliacdo da
purificacdo dos complexos de inclusdo por RMN H. Latin American Journal of
Pharmacy, v.28, n.1, p. 97-99, 2009.

NARAYAN, D.L.; SALADI, R.N. FOX, J.L. Ultraviolet radiation and skin cancer.
International Journal of Dermatology, v.49, n.9, p.978-986, 2010.

NOHYNEK, G.J.; SCHAEFER, H. Benefit and risk of organic ultraviolet filtrs. Regulatory
Toxicology and Pharmacology, v. 33, n.3, p.285-299, 2001.

NOVAK, C.; EHEN, Z.; FODOR, M.; JICSINSZKY, L.; ORGOVANYI, J. Application of
combined thermoanalytical techniques in the investigation of cyclodextrin inclusion
complexes. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, v. 84, n.3, p.693-701. 2006.

95



PATTANAARGSON, S.; LIMPHONG, P. Stability of octyl methoxycinnamate and
identification of its photo-degradation product. International Journal of Cosmetic
Science, v.23, n.3, p.153-160, 2001.

PERES, D. D.; SARRUF, F. D,; OLIVEIRA, C. A.; VELASCO, M. V. R.; BABY, A. R.
Ferulic acid photoprotective properties in association with UV filters: multifunctional
sunscreen with improved SPF and UVA-PF. Journal of Photochemistry &
Photobiology, B: Biology, v. 185, p.46-49, 2018.

PETRAZZUOLI, M. Advances in sunscreen. Current Problems in Dermatology Home,
v.12, n.6, p.287-290, 2000.

PITHA, J.; HARMAN, S. M. MICHEL, M. E. Hydrophilic cyclodextrins derivatives enable
effective oral administration of steroidal hormones. Journal of Pharmaceutical Sciences,
v.75, n.2, p.165-167, 1986.

PITHA, J.; SZENTE, L.; GREENBERG, J. Oly-L-methionine sulfoxide: A biologically inert
analogue of dimethyl sulfoxide with solubilizing potency. Journal of Pharmaceutical
Sciences, v.72, n.6, p.665-668, 1983.

RAMA, A. C. R.; VEIGA, F.; FIGUEIREDO, I. V.; SOUSA, A.; CARAMONA, M. Aspectos
biofarmacéuticos da formulagdo de medicamentos para neonatos. Fundamentos da
complexacdo de indometacina com hidroxipropil-B-ciclodextrina para tratamento oral do
fechamento do canal arterial. Brazilian Journal of Pharmaceutical Science, v.41, n.3,
p.281-299, 2005.

ROzZOU, S.; ANTONIADOU-VYZA, E. An improved HPLC method overcoming Beer’s law
derivations arising from supramolecular interactions in tolfenamic acid and cyclodextrin
complexes. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.18, n.4-5, p.899-
905,1998.

SATHIGARI, S.; CHADHA, G.; LEE, Y. H. P.; WRIGHT, N.; PARSONS, D. L.; RANGARI,
V. K.; FASINA, O.; BABU, R. J. Physicochemical characterization of efavirenz-cyclodextrin
inclusion complexes. American Association of Pharmaceutical Sciences, v.10, n.1,
p.81-87, 2009.

SCALIA, S.; MOLINARI, A.; CASOLARI, A.; MALDOTTI, A. Complexation of the
sunscreen agente, phenylbenzimidazole sulphonic acid with cyclodextrins: effect on
stability and photo-induced free radical formation. European Journal of Pharmaceutical
Sciences, n.22, n.4, p.241-249, 2004.

SCALIA, S.; VILLANI, S.; SCATTURIN, A.; VANDELLI, M.A.; FORNI, F. Complexation of
the sunscreen agente, butyl-methoxydibenzoylmethane, with  hydroxypropyl-3-
cyclodextrin. International Journal of Pharmaceutics, v.175, n.2, p.205-213, 1998.

SCALIA, S.; SIMEONI, S.; BARBIERI, A.; SOSTERO, S. Influence of hydroxypropyl-B-
cyclodextrin on photo-induced free radical production by the sunscreen agent, butyl-
methoxydibenzoylmethane. Journal of Pharmacy and Pharmacology, n.54, n.l11,
p.1553-1558, 2002.

96



SCALIA, S.; TURSILLI, R.; BIANCHI, A.; NOSTRO, P.L.; BOCCI, E.; RIDI, F.; BAGLIONI,
P. Incorporation of the sunscreen agente, octyl methoxycinnamate in a cellulosic fabric
grafted with B-cyclodextrin. International Journal of Pharmaceutics, v.308, n.1-2, p.155-
159, 2006.

SKLAR, L. R.; ALMUTAWA, F.; LIM, H. W.; HAMZAVI, |. Effects of ultraviolet radiation,
visible light, and infrared radiation on erythema and pigmentation: a review.
Photochemical & Photobiological Sciences, v.12, n.1, p.54-64, 2013.

SZEJTLI, J. Introduction and general overview of cyclodextrin chemistry. Chemical
Reviews, v.98, n.5, p.1743-1754, 1998.

TROTTA, F.; ZANETTI, M.; CAMINO, G. Thermal degradation of cyclodextrins. Polymer
Degradation and Stability, v.69, n.3, p. 373-379, 2000.

VEIGA, F.; TEIXEIRA-DIAS, J. J. C.; KEDZIEREWICZ, F.; MAINCENT, P. Inclusion
complexation of tolbutamide with B-cyclodextrin and hydroxypropyl-B-cyclodextrin.
International Journal of Pharmaceutics, v.129, n.1-2, p.63-71, 1996.

VEIGA, F.; PECORELLI, C.; RIBEIRO, L. As ciclodextrinas em Tecnologia
Farmacéuticas.l. Ed. Coimbra: MinervaCoimbra, 2006.

VELASCO, M.V.R.; BALOGH, T.S.; PEDRIALI, C.A.; SARRUF,F.D.; PINTO, C.A.S.O;;
KANEKO, T.M.; BABY, A.R. Associacdo da rutina com p-metoxicinamato de octila e
benzofenona-3: Avaliacdo in vivo da eficdcia fotoprotetora por espectrofotometri de
reflectancia. Latin American Journal of Pharmacy, v.27, n.1, p.23-27, 2008.

WEN, X.; LIU, Z.; ZHU, T. Mass spectrometry and molecular modeling studies on the

inclusion complexes between a, B-cyclodextrins and simvastatin. Chemical Physics
Letters, v.405, n.1-3, p.114-117, 2005.

97



