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RESUMO

Introducdo: O Kaempferol (KPF) é um flavonoide com uma ampla gama de
propriedades farmacoldgicas que se mostra um candidato a farmaco promissor com
vistas a administracdo oral, a despeito de suas reduzidas solubilidade aquosa e
biodisponibilidade. Para o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas orais é
recomendavel realizar um estudo de pré-formulacéo para a obtencdo de um produto
final adequado. Neste sentido, o estudo de compatibilidade entre farmaco e
excipientes é de grande relevancia, assim como o0 uso de estratégias farmacéuticas a
fim de incrementar a hidrossolubilidade do KPF, como a complexacdo com
ciclodextrinas. Objetivo: Avaliar, pela primeira vez, a compatibilidade do KPF com
alguns dos excipientes mais utilizados em formas farmacéuticas solidas e avaliar o
aumento da dissolucdo do KPF através de sua complexacdo com ciclodextrina.
Materiais e Métodos: Para o estudo de compatibilidade foram utilizadas as técnicas
de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TGA), espectroscopia
de infravermelho por transformada de fourier (FTIR) com suporte de duas técnicas
multivariadas: analise hierarquica de agrupamento (HCA) e analise de componentes
principais (PCA), bem como ensaios quantitativos por HPLC apo0s testes de estresse
isotérmico (IST). Os estudos foram desenvolvidos com misturas binarias de
KPF:excipientes na proporgéo 1:1 (p/p). Diagramas de solubilidade foram preparados
a fim de avaliar a solubilidade aquosa do KPF com p-ciclodextrina (BCD) e
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) em diferentes tempos de analise e,
posteriormente, complexos com KPF/BCD e KPF/HPBCD foram preparados pela
técnica de liofilizacdo e caracterizados por métodos espectroscopicos, calorimétrico e
microscopico. Resultados e Discussdo: a partir dos resultados calorimétricos,
verificou-se interagcbes do KPF com todos os excipientes, com excecao da celulose
microcristalina. Por outro lado, nenhuma incompatibilidade foi observada quando FTIR
combinado com analise multivariada foi empregada. Da mesma forma, nenhuma
incompatibilidade foi confirmada apds andlise por IST. A andlise dos diagramas de
solubilidade do KPF com as ciclodextrinas revelou um aumento da concentracédo de
KPF solubilizada em meio aquoso, assim como a geracdo de solucbes
supersaturadas e o efeito parachute. Entretanto, os teores de KPF no complexo
sélidos foram reduzidos e a forma de complexacdo ndo pbéde ser completamente
elucidada. Conclusdes: Embora os resultados da analise térmica sugerissem
interacdo fisica do KPF e dos excipientes analisados, exceto pela celulose
microcristalina, isso ndo significa necessariamente uma incompatibilidade. Com base
nos resultados do FTIR e nos dados obtidos das analises de PCA, HCA e IST, foi
excluida a possibilidade de incompatibilidade KPF — excipientes, demonstrando a
importancia do uso combinado de técnicas neste tipo de investigacdo. As solucdes
supersaturadas geradas com as ciclodextrinas disponibilizaram altas concentracdes
de KPF solubilizadas em meio aquoso em pouco tempo de experimento, sugerindo a
necessidade de uma maior investigacdo com vistas a elucidar o mecanismo de
complexacdo o potencial das ciclodextrinas em aumentar a dissolugdo e
biodisponibilidade do KPF.

Palavras chaves: Kaempferol, compatibilidade, excipientes, analise multivariada,
ciclodextrina, solubilidade, supersaturacéo






ABSTRACT

Introduction: Kaempferol (KPF) is a flavonoid with a wide range of pharmacological
properties that is increasingly attractive as a drug candidate for oral administration
despite its reduced aqueous solubility and oral bioavailability. For the development of
solid oral pharmaceutical dosage forms it is necessary to carry out a preformulation
study to obtain a suitable final product. In this sense, the compatibility study between
drug and excipients is of great relevance, as well as the use of pharmaceutical
strategies in order to increase KPF aqueous solubilization, such as complexation with
cyclodextrins. Objective: To evaluate, for the first time, the compatibility of KPF with
some of the most used excipients in solid dosage forms and to evaluate the increase
of the aqueous solubility of KPF through the complexes with cyclodextrin. Materials
and Methods: For compatibility studies the following techniques were employed:
differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TGA), fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) supported by two multivariate techniques: hierarchical
grouping analysis (HCA) and principal component analysis (PCA), as well as
guantitative HPLC assays after isothermal stress tests (IST). The studies were
developed with binary KPF:excipients blends in the 1:1 (w/w) ratio. Solubility diagrams
were prepared in order to evaluate the solubility of KPF with 3-cyclodextrin (BCD) and
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) at different times, and later on complexes with
KPF/BCD and KPF/HPBCD were prepared by Iyophilization technique and
characterized by spectroscopic, calorimetric and microscopic methods. Results and
Discussion: according to the calorimetric results, interactions of the KPF with all the
excipients were verified, except with microcrystalline cellulose. On the other hand, no
incompatibility was observed when FTIR combined with multivariate analysis was
employed. Similarly, no incompatibility was confirmed after IST analysis. The solubility
diagrams of KPF with the cyclodextrins demonstrated an increase in the concentration
of KPF solubilized in agueous medium, as well as the generation of supersaturated
solutions and a parachute effect. However, KPF content in the freeze-dried powders
were low and the real mechanism by KPF complexation with CD was not clarified.
Conclusions: Although the results of the thermal analysis suggested physical
interaction of KPF and the excipients analyzed, except for microcrystalline cellulose,
this does not necessarily mean an incompatibility. Based on the results of the FTIR
and the data obtained from the analysis of PCA, HCA and IST, the possibility of KPF-
excipients incompatibility was excluded, demonstrating the importance of using
multiple techniques in this approach. The supersaturated solutions generated with the
cyclodextrins provided high concentrations of KPF solubilized in aqueous medium in
short time of experiment, suggesting that further studies are necessary to clarify both
the mechanism of KPF complexation and the potential of cyclodextrins to increase
KPF dissolution and bioavailability.

Keywords: Kaempferol, compatibility, excipients, multivariate analysis, cyclodextrin,
solubility, supersaturation
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INTRODUCAO







Flavonoides sdo um grupo de compostos polifendlicos, metabdlitos
secundéarios de plantas, que se distribuem amplamente no reino vegetal e séo
regularmente consumidos pelos seres humanos, pois sdo constituintes comuns de
frutas, legumes e chas (CALDERON-MONTANO et al., 2011) (RAJENDRAN et al.,
2014)(ZHANG et al., 2015).

O Kaempferol (KPF, 3,5,7-tri-hidroxi-2-(4hydroxyphenyl)-4H-1-benzopiran-4-
ona) é um composto flavonoide, de cor amarela, e que apresenta variadas
propriedades farmacologicas, entre elas, atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antifingica, antiapoptoética e neuroprotetora (ILK; SAGLAM,;
OZGEN, 2016; KIM; CHOI, 2013; ZHANG et al., 2015). Devido a essa gama de
atividades farmacoldgicas, esse composto vem se destacando, tornando seu uso
cada vez mais atrativo e procurado, o que permite entdo classifichA-lo como uma

molécula de interesse farmacéutico.

No entanto, o KPF apresenta uma biodisponibilidade oral relativamente baixa
devido a sua baixa solubilidade aquosa, o que limita sua aplicacdo na clinica (CHEN
et al., 2010; GUPTA et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Com isso, verifica-se que para
o desenvolvimento de uma formulacéo sélida contendo KPF deve-se aliar o uso de
adjuvantes ou estratégias farmacotécnicas que promovam o aumento da solubilidade

e de sua absorcéao oral.

A via oral, dentre as vias usadas para a administracao de farmacos, destaca-
se pelas suas vantagens como maior aceitacdo pelo paciente, seguranca,
possibilidade de apresentar efeito sistémico e baixo custo (AULTON, M. E., 2016).
Contudo, o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas orais exige cuidado e
envolve muitas etapas, dentre elas um estudo de pré-formulacdo. Este por sua vez
abrange um estudo de compatibilidade farmaco-excipiente para obtencdo de um
produto final adequado, jA que a incompatibilidade entre farmaco e excipientes pode
alterar a estabilidade e biodisponibilidade de farmacos, e assim, afetar a sua
seguranca e eficacia (WANG; JING, 2013). No entanto, algumas interacdes séo
planejadas com o objetivo de aumentar a solubilidade e/ou a biodisponibilidade do
ativo, como por exemplo, a complexacao farmaco-ciclodextrina ou a formulacdo de
dispersdes solidas (MONAJJEMZADEH et al., 2009).
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A utilizacéo de ciclodextrinas (CD), que séo oligossacarideos ciclicos obtidos a
partir da transglicolisacdo intramolecular do amido, apresenta-se como uma
alternativa para melhorar a solubilidade de moléculas como o Kaempferol. Isso
porque sua estrutura espacial cbnica com a orientacdo de grupos hidroxilicos para o
exterior conferem propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capazes de solubilizar-
se em meio aquoso e ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade
moléculas hidrofébicas (PINHO; GROOTVELD; HENRIQUES, 2014; CRINI, 2014;
SZEJTLI, 1998; DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007).

O uso de ciclodextrina como estratégia para aumentar a solubilidade do
kaempferol ja foi descrito na literatura, e diferentes métodos foram utilizados para
preparar e caracterizar seus complexos (BERGONZI et al., 2007; FORTEA,
GABALDON, 2010; PEREZ-ABRIL et al., 2017; YOU et al.,, 2018). Os autores
JULLIAN e colaboradores (2011) e MERCADER-ROS e colaboradores (2010) sdo os
anicos, até o presente momento, que relataram a investigacdo da complexacéo de
KPF isolado com CD. O primeiro avaliou a melhora da atividade antioxidante do KPF
apos inclusdo em complexos com as ciclodextrinas 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD) e 2,6-dimetil-B-ciclodextrina (DMBCD) e caracterizou os complexos apenas
pela técnica de RMN. J4 o segundo, utilizou as B-, G2-B-, and HP-B-ciclodextrinas, e
comparou os valores das constantes de complexacao pelos métodos enzimatico, de
solubilidade e fluorimétrico em pH 9,0. Entretanto, é importante ressaltar que, até o
presente momento, ainda ndo foram publicados trabalhos que aprofundassem a
caracterizacdo de complexos KPF:.CD fazendo uso de técnicas calorimétricas,
espectroscopicas e microscopicas. Também ndo foram realizados estudos visando ao

desenvolvimento de uma forma solida oral com esses complexos.

Tendo em vista o disposto acima, este trabalho teve como objetivos avaliar de
forma inédita a compatibilidade do KPF com excipientes e investigar o efeito de sua
complexacdo com as ciclodextrinas BCD e HPBCD com vistas a produgdo de uma

forma farmacéutica solida oral.
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Esta dissertacdo esta estruturada em trés capitulos como segue:

- O capitulo | trata da revisdo da literatura acerca do tema da dissertacéo,
sumarizando o0s principais aspectos tratados ao longo do trabalho, flavonoides,

kaempferol, ciclodextrinas, interacdo entre farmaco e excipientes;

- O capitulo Il apresenta um estudo de pré-formulacéo que avalia a compatibilidade do
kaempferol com alguns dos excipientes mais utilizados no desenvolvimento de formas

farmacéuticas soélidas;

- O capitulo 1l apresenta os resultados experimentais relativos a formacdo de
complexos kaempferol-ciclodextrinas, sua caracterizacdo, assim como a avaliacdo da

melhora da sua solubilidade aquosa apds a complexacao;









OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a compatibilidade entre kaempferol e excipientes e desenvolver complexos
entre o kaempferol e ciclodextrinas tendo como perspectiva o desenvolvimento de

formas farmacéuticas solidas orais com melhor perfil de absorcao.

Objetivos especificos

e Avaliar a compatibilidade entre kaempferol e excipientes selecionados, por
diferentes técnicas (calorimetria exploratéria diferencial, espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier aliada a andlises estatisticas

multivariadas e teste de estresse isotérmico).

e Avaliar o efeito da complexacdo do kaempferol com hidroxipropil-B-

ciclodextrina e B-ciclodextrina sobre sua solubilidade aquosa;

e Caracterizar os complexos obtidos em estado soélido quanto a suas
propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas de forma a elucidar a forma de
interacdo entre o kaempferol e as ciclodextrinas e as perspectivas de

incorporacdo em uma forma sélida oral.

27






Capitulo |
Revisao bibliografica







FLAVONOIDES

Compostos naturais e seus derivados quimicos tém representado fontes
inestimaveis de agentes terapéuticos consagrados assim como de novos agentes
terapéuticos. Um recente relatério da OMS (Organiza¢do Mundial da Saude) mostrou
que mais de 80 % da populacdo mundial faz uso de extratos vegetais totais ou
fitocompostos isolados para suas necessidades basicas de saude (CORINA et al.,
2017) e estes sao representados, na sua grande maioria, pela classe dos flavonoides.

Os flavonoides constituem um grupo de compostos polifendlicos produzidos
por diferentes espécies de plantas como metabdlitos secundarios. Estes possuem
baixo peso molecular, as cores podem variar do branco ao amarelo e estdo presentes
em uma grande variedade de frutas, vegetais, chas, cereais, vinhos, sucos e graos
(PARK, 2016; SANTOS et al., 2015).

Sua estrutura molecular é caracterizada por um anel heterociclico com um
substituinte fenil em C-2, que € denominado fenilbenzopirona ou difenilpropano, com
férmula molecular (C6-C3-C6)(FANG et al., 2017; PARK, 2016). Os flavonoides
normalmente sdo divididos em varias subclasses, de acordo com os substituintes no
anel fendlico (anel C) e a presenca ou nao de uma dupla ligacédo entre C2 e C3, e sdo
categorizados como antocianinas, flavononas, flavonois, flavonas, isoflavonas e
flavanois (flavan-3-ols) (FANG et al., 2017; PARK, 2016; VIDAK; ROZMAN; KOMEL,
2015). A Tabela 1 apresenta as classificacfes estruturais e as possiveis substituicoes
para cada tipo de subclasse.

As atividades biofarmacéuticas dos flavonoides dependem principalmente da
sua classe estrutural, grau de hidroxilacdo, além de outras substituicbes e
conjugacdes (IMRAN et al., 2018). Eles apresentam beneficios a saude devido a sua
variada gama de atividades biolégicas, tais como acdes anti-inflamatorias,
antioxidantes, antivirais e antitumorais (CHEN; CHEN, 2013; FANG et al.,, 2017;
SANTOS et al.,, 2015). IMRAN e colaboradores (2018) relata que os flavonoides
exibem atividade antioxidante e neutralizam os efeitos dos radicais livres devido a
presenca de grupos hidroxila. E descrito por PARK (2016) que os flavonoides também
contribuem para a protecdo contra raios UV.

Recentemente foram descritas descobertas epidemiologicas sugerindo que a

elevada ingestéo dietética de flavonoides pode estar inversamente associada ao risco
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de mortalidade (GODOS et al., 2018; IMRAN et al., 2018), assim como de diabetes
(LIU et al., 2014), doencas cardiovasculares (HOOPER et al., 2008), certos tipos de
cancer (GROSSO et al., 2017) e transtornos de humor depressivos (CHANG et al.,

2016; GODOS et al., 2018).

Tabela 1. Classificagdo estrutural e possiveis substituicées nas diferentes classes de

exemplos de derivados de flavonoides.

Classe Estrutura geral Flavonoide Possivel substituicdo
W R N :
" l'x' ] Apigenina 5,74 - OH
Antocianinas N Y
NG Cianidina 3,5,7,4' — OH, 3,5-OMe
] = . ]
F{:
i 57,4’ — OH
[ | Naringenina '
NN 3,5,7,3 4’ — OH
Flavononas ' Taxifolina e
‘\/\ﬂ/ Hesperidina 5,7,3'~OH, 4~ OMe, 7
0 P rutinoside
Iﬁf \| Kaempferol 3,5,7,4 — OH
"'\‘\./ O"‘» -~ \:Q),/
Flavonois L \l | Quercetina 3,5,7,3,4 — OH
~F N o .
I Miricetina 3,5,7,3,4',5 - OH
A« Crisina 57— OH
Flavona ‘/H\[ Rutina 5,7,3",4 — OH, 3 rutinoside
\A}"‘*I’" " Luteolina 5,7,3,4' - OH
g 0 | Genistina 5,4 — OH, 7-glicose
Isoflavonas Genisteina 5,74 - OH
O O Daidzeina 7.4’ - OH
0 O (+)Catequina 3,5,7,3,4— OH
(-)Epicatequina 3,5,7,3,4 - OH

Flavanois (flavan-
3-ols) O
OH

Adaptado de PINHO; GROOTVELD; HENRIQUES, 2014.

32



Os flavonoides apresentam diversos usos potenciais como medicamentos e
nutracéuticos (FANG et al., 2017; PARK, 2016; RAJENDRAN et al., 2014; TRIVEDI et
al., 2008). No entanto, sua baixa biodisponibilidade oral (~2 %) é um fator limitante
para sua aplicacdo na clinica. Esta biodisponibilidade oral insatisfatoria dos
flavonoides € devido a sua baixa solubilidade aquosa, que tem sido associada a
interacdes dos flavonoides em diversos estagios do processo de digestédo, absorcéo e
distribuicdo, sendo fortemente afetados por suas estruturas moleculares (FANG et al.,
2017).

A literatura traz relatos de que as estruturas moleculares desempenham
importante papel na absorgcéo dos flavonoides, incluindo a posi¢cao de substituicdo do
grupo hidroxila e alquila (TAMMELA et al., 2004), grupo fenil (MUKAI et al., 2013),
grupo metoxila (WALLE et al., 2007) e grupo glicosidico (HOLLMAN et al., 1999).

KAEMPFEROL

O flavonoide kaempferol (KPF, 3,5,7-tri-hidroxi-2-(4hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopiran-4-ona, Fig.1), de cor amarela, possui baixo peso molecular (286,24 g/mol)
e é amplamente distribuido no reino vegetal. Este composto € encontrado na dieta
humana principalmente em cebola, ch4, cenoura, brdcolis, feijao, tomate, morangos,
uvas entre outros (CALDERON-MONTANO et al., 2011; IMRAN et al., 2018).

Figura 1. Estrutura Quimica do Kaempferol

A molécula do kaempferol € composta por uma estrutura de difenilpropano
(C6-C3-C6), assim como os demais flavonoides. A sua sintese ocorre pela
condensacao de trés moléculas de malonil-CoA (C6) com uma molécula de 4-

cumaril-CoA (C3-C6). Esta reacdo é catalisada pela enzima chalcona sintase, que
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resulta na formacdo do flavonoide naringenina chalcona (C6-C3-C6), sendo este
transformado na flavonona naringenina, que catalisa o fechamento do anel C3 pela
enzima chalcona isomerase. O grupo hidroxila em C3 na naringenina € introduzido
pela enzima flavonona 3-dioxigenase para formar o dihidrokaempferol. Por fim, a
ligacdo dupla em C2-C3 no dihidrokaempferol é introduzida pela enzima flavonol
sintase produzindo, entdo, o kaempferol (Figura 2)(CALDERON-MONTANO et al.,
2011; WINKEL-SHIRLEY, 2001, 2002). Uma das explicacbes para este flavonoide
ser abundantemente distribuido no reino vegetal esta na grande frequéncia com que

séo encontradas as enzimas envolvidas na sua biossintese no vegetal.
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Figura 2. Rota biossintética do Kaempferol. (Figura elaborada no Software MarvinSketch®)
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O Kaempferol também pode se apresentar na forma glicosidica, e entre os
acucares normalmente utilizados para esta ligagdo podemos destacar a glicose,
ramnose, galactose e rutinose. Na natureza, sdo comumente encontrados glicosideos
do KPF como o kaempferol-3-O-glicosideo, também chamado de astragalina, pois
para que ocorra sua biossintese apenas mais uma enzima, que € bem difundida na
natureza, se faz necessaria, o flavonol-3-O-glicosiltransferase. Uma enorme
variedade de espécies de plantas ja foi identificada com a presenca do KPF ou KPF-
glicosidico (Calderon-Montano et al., 2011).

Na Tabela 2, estdo compiladas algumas espécies de plantas que contém o
KPF, assim como a familia botanica, o tipo de glicosideo, atividades farmacolégicas

descritas na literatura e a forma com que € encontrada na natureza.

36



Tabela 2. Espécies de plantas que contém kaempferol e/ou kaempferol na sua forma glicosidica.

Encontrado na

Atividades farmacolégicas

Familia Espécie Compostos Referéncia
natureza/nome
popular
Leguminosae Acacia nilotica Acécia egipcia Kaempferol & Antidiabéticos (RATHER; SHAHID-UL-ISLAM;
“Jurema do Egito” % Hipolipidémico MOHAMMAD, 2015)
& Antileishmaniais
. . L (RODRIGUEZ GALDON;
Alliaceae Allium cepa Cebolas Kaempferol & Antioxidante RODRIGUEZ RODRIGUEZ; DiAZ
ROMERO, 2008)
Asphodelaceae C (KEYHANIAN; STAHL-BISKUP,
P Aloe vera Aloe vera (suculenta) Kaempferol % Antioxidante 2007)
« Ingredientes funcionais
para alimentos
& Antidiabéticos (DELADINO et al., 2017)
“ . » & Antioxidante
Amaranthaceae Alternantheratenella Perpétua do campo Kaempferol o L
& Anti-inflamatorias
& Cardioprotetoras
& Quimiopreventivas
& Neuroprotetoras
% Analgésicas . .
Amaranthaceae Amaranthusspinosus “Bredo-branco” Kaempferol & Anti-inflamatérias (RIEIBL; BENzngD' HFAIEDH,
“Bredo-de-espinho” glicosideo & Antimalaricas
“Caruru-de-espinho” # Antidepressivas
& Antidiabéticas
# Antioxidantes
& Antioxidantes
_ S . Nabo Kaempferol # Cardioprotetoras (BENNETT et al., 2006)
Brassicaceae Buniasorientalis & Quimiopreventivas
Kaempferol # Imunoprotetoras
glicosideo
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Tabela 2. Cont.

Apiaceae

Centella asiatica

“centella”
“centella asiatica”

“gotu — kola”

Kaempferol

Kaempferol 3-O-
B-D-glicosideo

Neuroprotetor
Imunomodulador
Antidepressivo
Gastroprotetor
Cardioprotetor
Quimiopreventivas

Antimicrobiano
Anticicatrizante
Anti-inflamatério
Antidiabético
Antioxidante

(SABARAGAMUWA,; PERERA,;

FEDRIZZI, 2018)

Ebenaceae

Diospyroslotus

“data-ameixa”
persimomo
caqui

caqui lilas”

Kaempferol

EICSCOTEE I I T N TR T SR R TN I S R S R I I T

Antioxidante
Anti-inflamatério
Analgésico e antipirético
Anti-hipertensivo
Cardioprotetor
Antidiabético
Neuroprotetor
Citotoxicidade
Antimicrobiano
Antiprotozoario
Inseticida
Sedativo hipnético

(RAUF et al., 2017)

Myrtaceae

Eucalyptus spp

Eucalipto

Kaempferol

R R A

Antibacteriano
Antifingico
Analgésico

Anti-inflamatério
Antioxidante

(MAALOUL et al., 2019)
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Tabela 2. Cont.

Clusiaceae Hypericum perforatum |  Erva de S&o Jo&o’ Kaempferol # Antidepressivo
& Cardioprotetor (MA et al., 2019)
“Hipérico verdadeiro”
Oleaceae Oleaeuropaea Azeitona Kaempferol + Antioxidante (ROSSI et al., 2016)
Oliva
Oliveira
Kaempferol
& Antidiabético
Kaempfe'rol s * OsFec?protetor . (ABDELSALAM; SAMAK; ALSEMEH,
glucoside # Quimiopreventivas 2016)
Vitaceae Vitis vinifera Uva

Kaempferol 3
galactosideo

Kaempferol 3-

glucuronideo
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Assim, como pode ser observado na Tabela 2, o KPF é amplamente
distribuido no reino vegetal e apresenta uma diversificada gama de atividades
farmacoldgicas ja estudadas. Entre estas pode-se destacar as propriedades como
antioxidante, anti-inflamatoéria, quimiopreventiva e neuroprotetora, cardiovascular,
antidiabético e antimicrobiana.

Relatos na literatura descrevem que a presenca da ligagdo dupla em C2-
C3 em conjugacéo com o grupamento cetona em C4, juntamente com a presenca
de grupos hidroxilas em C3, C5 e C4’ sdo caracteristicas estruturais importantes
implicando na atividade antioxidante do KPF (ANG et al.,, 2006; RICE-EVANS;
RICE-EVANS, 2001).

ANG et al.,, 2006 avaliaram a atividade de diversos flavonoides e
descobriram que o KPF foi um dos que apresentou maior capacidade de eliminar
radicais hidroxila produzidos pela reagédo de Fenton, com um ICsy de 0,5 pM.
(ROSSI et al, 2016). OZYUREK; BEKTAS; GUC. (2009) ainda relatam a
capacidade do KPF, também, de inibir a atividades de enzimas que gerem
espécies reativas de oxigénio, como a enzima xantina oxidase.

Alguns trabalhos também descrevem sobre a potencial atividade anti-
inflamatéria do KPF. Esta atividade pode ser mediada por diversos mecanismos
de acdo. O aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatoérias, quimiocinas e
enzimas, como por exemplo, TNF-a, COX-2, iINOS, IL-1, IL-6 e IL-8 é devido a
ativacdo do fator nuclear kappa B (NF — KB) e diversos trabalhos mostraram que
o KPF inibe a atividade do NF — KB (IMRAN et al., 2011; KIM; LEE; KIM, 2010;
LIN et al., 2010; PARK et al., 2009). Outros autores também relatam que o KPF
pode inibir a expresséo de IL-1 e IL-8 (LEE et al., 2009) e a atividade do TNF-a
(RAO; FANG; TZENG, 2008).

Em relacdo a capacidade antineoplasica é demonstrado na literatura o
efeito anticancerigeno do KPF isolado contra varios tipos diferentes de neoplasias
malignas (IMRAN et al., 2011). NIESTROY e colaboradores (2011) relata que o
KPF inibe o crescimento in vitro de células cancerigenas de camundongos com
cancer de colo de utero. A capacidade antioxidante do KPF tem sido implicada na
prevencdo da carcinogénese, principalmente quando induzida por produtos
quimicos. Este potencial levou a numerosos estudos in vitro e in vivo que

forneceram ampla evidéncia de que o KPF pode prevenir a carcinogénese e inibir

40



a origem do tumor através de diferentes mecanismos moleculares (TRIVEDI et al.,
2008; IMRAN et al., 2011; NIESTROY et al., 2011; CHEN; CHEN, 2013; CORINA
et al., 2017).

O efeito citoprotetor do KPF também vem sendo estudado para doencas
como diabetes mellitus tipo Il (DM2), considerando que € uma das principais
causas de aparecimento e progressao do DM2 a perda de massa e funcéo das
células B, devido aos elevados niveis de acidos graxos livres (lipotoxicidade) e
glicose (glicotoxicidade) (BUTLER et al.,, 2003). Recentemente, VARSHNEY;
GUPTA; ROY. (2017) relataram a capacidade de protecdo contra a morte das
células B pancreaticas, induzida pelo &cido palmitico através da modulacédo da
autofagia via sinalizagdo AMPK/mTOR. Esses pesquisadores relatam que o KPF
promove um aumento na viabilidade celular e nas atividades de morte celular
apoptoética e melhora as expressbes da proteina LC3-1l, sugerindo que o KPF
exerce um papel citoprotetor contra lipotoxicidade pela ativagcdo da autofagia
atravées da via da AMPK / mTOR.

Uma avaliacdo do impacto benéfico do consumo dietético do KPF foi
elucidada por Y.LIU e J. ZHAN. (2014). A partir de uma meta-analise para
encontrar a relagdo entre o inicio do diabetes e o consumo de flavonoides, os
resultados mostraram uma relacéo inversa, em que quanto maior o consumo de
flavonoides, mais tardio era o inicio do diabetes (IMRAN et al., 2018; Y.LIU, J.
ZHAN, 2014).

Estudos referentes as atividades cardioprotetoras e antimicrobianas
também sdo descritas. SUCHAL e colaboradores (2017) indicam a eficacia do
KPF contra lesdo por isquemia e reperfusdo miocardica em ratos Winstar
diabéticos albinos machos. O KPF e seus derivados glicosidicos podem atuar de
forma sinérgica com antibidticos (como rifampicina, vancomicina, eritromicina e
clindamicina) contra bactérias resistentes (LIM; KIM; SEO, 2007; TSUKA et al.,
2008), sugerindo que o KPF possa ser usado em conjunto com esses farmacos
em casos de resisténcia. GARCIA-ARMESTO; ARRIAGA; RODRIGUEZ-FERN.
(2016) relatam a atividade antimicrobiana do KPF contra cepas de Helicobacter
pylori.

Tendo em vista esta variada gama de atividades farmacoldgicas
apresentada pelo KPF conforme relatado nos estudos acima, 0 seu uso tem se

tornado cada vez mais interessante, o que possibilita tratar o KPF como uma
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promissora molécula para o desenvolvimento de farmacos e/ou suplementos
alimentares. Inclusive, j& é possivel encontrar a venda no Brasil um extrato
padronizado de KPF com indicacdo para auxiliar no gerenciamento de peso e
diminuicdo de glicose na circulacdo sanguinea. O material informativo descreve
que o KPF ativa o horménio da tireoide, aumentando o consumo energético e
promovendo um aumento da sensibilidade a insulina, resultando na prevencao ao
diabetes e outras desordens metabolicas (FENIX, 2017).

Entretanto, o KPF apresenta baixa biodisponibilidade oral devido a alta
lipossolubilidade e baixa solubilidade, limitando sua aplicacédo na clinica (RJEIBI;
BEN SAAD; HFAIEDH, 2016; RODRIGUEZ GALDON; RODRIGUEZ
RODRIGUEZ; DIAZ ROMERO, 2008; TSUKA et al., 2008). O KPF é classificado
como classe Il pela Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), pois apresenta baixa
solubilidade e alta permeabilidade Como observado por LIM; KIM; SEO. (2007),
apos a administracdo de KPF em ratos, observou-se uma absorcdo de baixa a
moderada, com baixa biodisponibilidade relativa (~2 %), e com extenso
metabolismo de primeira passagem. O log P do KPF foi calculado em
aproximadamente 2,78 (YANG et al., 2014).

Desta forma, verifica-se que para o desenvolvimento de uma formulacao
contendo KPF, deve-se aliar o uso de adjuvantes ou estratégias farmacotécnicas

gue promovam o aumento da solubilidade aquosa e de sua absorc¢éo oral.

COMPATIBILIDADE FARMACO - EXCIPIENTE

Sabe-se que o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas exige
muito cuidado e envolve muitas etapas. Dentro do estudo de pré-formulagédo é
necessaria a realizacdo de um estudo de compatibilidade farmaco-excipiente para
obtencdo de um produto final adequado, ja que a incompatibilidade entre farmaco
e excipientes pode alterar a estabilidade e biodisponibilidade de medicamentos, e
assim, afetar a sua seguranca e eficacia (CHADHA; BHANDARI, 2014; WANG,;
JING, 2013).

Interacbes entre farmaco-excipiente em formas farmacéuticas podem

originar alteracbes na natureza quimica, fisica, solubilidade e resposta
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terapéutica. Assim, é de extrema importancia o estudo de interacdo entre farmaco
e excipientes no estado sdlido durante a formulacdo de novos medicamentos, ou
mesmo a reformulacdo de medicamentos ja existentes e seu armazenamento
(CHADHA; BHANDARI, 2014; LEDETI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016).

Essas interacbes do farmaco com excipientes ou outros ativos que
conduzem a alteracbes nas propriedades quimicas, fisicas e terapéuticas da
forma farmacéutica sdo denominadas incompatibilidades. No entanto, algumas
interacdes sdo planejadas com o objetivo de aumentar a solubilidade e/ou a
biodisponibilidade do ativo, por exemplo, a complexacao farmaco-ciclodextrina e a
inclusdo do farmaco em dispersdoes solidas (CHADHA; BHANDARI, 2014,
MONAJJEMZADEH et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016; SILVA et al., 2016)

Interacdo/incompatibilidade quimica envolve uma reacdo quimica direta
entre o excipiente e o principio ativo. Adicionalmente, vestigios de impurezas
presentes nos excipientes podem reagir com o farmaco ou outros excipientes
funcionais (CHADHA; BHANDARI, 2014; ILK; SAGLAM; OZGEN, 2016). A
existéncia de incompatibilidade quimica entre substancias ativas e com
excipientes podem se manifestar em efeitos indesejaveis que podem ser toxicos
(formacdo de produtos de degradacdo) ou resultar em comprometimento da
eficacia clinica (perda de poténcia) (CHADHA; BHANDARI, 2014; JOSHI; PATIL;
POKHARKAR, 2002; MONAJJEMZADEH et al., 2009). A compatibilidade entre os
componentes de uma formulacdo pode ser afetada por diferentes fatores,
mostrados na Figura 3.

O rastreamento das compatibilidades envolve a utilizacdo de misturas
fisicas de farmaco com um ou mais excipientes. A propor¢do de excipiente nas
misturas é usualmente elevada (farmaco: excipiente, 1:1, p/p) para maximizar a
proporcao de espécies excipiente/reagentes, aumentando assim a probabilidade
de incompatibilidade (MONAJJEMZADEH et al., 2009). As misturas fisicas podem
ser analisadas por varias técnicas termoanaliticas e espectroscopicas antes e
depois do equilibrio (CHADHA; BHANDARI, 2014; MONAJJEMZADEH et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2016; SILVA et al., 2016).
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Figura 3. Esquema descritivo dos fatores que afetam a compatibilidade farmaco

excipiente (adaptado de SCHMITT et al., 2001).
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A utilizacdo de métodos termoanaliticos como a calorimetria exploratoria
diferencial e termogravimetria sdo consideradas essenciais pela indastria
farmacéutica por serem de rastreio rapido e facil manuseio (OLIVEIRA et al.,
2016; ROUMELI; TSIAPRANTA, 2013; SILVA et al.,, 2016). Ainda, técnicas
espectroscopicas como espectroscopia no infravermelho e cromatografia liquida
de alta eficiéncia auxiliam e complementam a interpretacdo dos resultados. A
Tabela 3 mostra as técnicas utilizadas para a realizacdo deste trabalho, assim
como suas principais vantagens e desvantagens (CHADHA; BHANDARI, 2014;
MONAJJEMZADEH et al., 2009).
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Tabela 3. Técnicas de triagem de compatibilidade de excipientes, suas vantagens e desvantagens potenciais.

Técnica

Vantagens

Desvantagens

Comentéarios

Teste de estresse

% Longo tempo para realizagdo dos

isotérmico Y Permite a detecgéo e quantificagéo de experimentos (o farmaco e os excipientes sao %  Os resultados séo
impurezas durante a incompatibilidade submetidos a temperatura e umidade elevadas confiaveis
(IST) (aceleradas) para permitir que haja reacao
. suficiente entre eles)
(analise por HPLC) % Desenvolvimento de método de ensaio para
cada farmaco é necessario para a analise por
HPLC
% Método rapido % Os resultados de
% E necessaria uma pequena quantidade % Se as alteragGes térmicas forem muito pequenas incompatibilidade obtidos
Calorimetria de amostra esta técnica ndo é muito adequada devem ser confirmados
Exploratéria %  Facil detecgdo de interacdes fisicas % N&o aplicavel se o material de teste exibir utilizando-se outros
diferencial (DSC) como mudanca na forma polimorfica, propriedades que dificultem a interpretagéo dos métodos n3o térmicos
conversao da forma cristalina em dados
forma amorfa % Método destrutivo (a amostra é destruida durante a
andlise devido as elevadas temperaturas)
% Na&o é possivel resolver eventos térmicos
sobrepostos a mesma temperatura
% Na&o é possivel detectar as incompatibilidades que
ocorreram ap0s o armazenamento em longo prazo
Espectroscopia no % Deteccéo facil de incompatibilidade % Interferéncia da umidade ambiental % A aparéncia de bandas
infravermelho por devido a bandas Unicas/deslocamento extras devido & umidade
transformada de de pico. ambiental deve ser
Fourier (FTIR) % Informagdes quimicas espaciais com negligenciada
configuracdes de imagem
% Pequena guantidade de amostra é
necessaria
% Captacdo de dados relativamente
rapida
% Disponibilidade de bibliotecas

espectrais

Adaptado de RENU CHADHA; SWATI BHANDARI, 2014.
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COMPLEXOS COM CICLODEXTRINA

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos obtidos a partir da
transglicolisacdo intramolecular do amido compostas por unidades de D-
glucopiranose conectadas por ligacdes a (1—4), que originam estruturas ciclicas
tronco-conicas. As CDs obtidas com maior rendimento, conhecidas como naturais,
contém seis, sete e oito unidades de glicose, sendo denominadas de a-ciclodextrina
(aCD), B-ciclodextrina (BCD) e y-ciclodextrina (yCD), respectivamente (CRINI, 2014;
SZEJTLI, 1998).

A estrutura espacial cbnica e a orientacdo dos grupos hidroxilicos para o
exterior conferem a capacidade de solubilizar-se em meio aquoso e ao mesmo
tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofobicas. Portanto, eles
sdo capazes de formar complexos com moléculas pouco sollveis em agua (tais
como polifendis), melhorando a solubilidade das moléculas (PINHO; GROOTVELD;
HENRIQUES, 2014).

Apolar Cavity Secondary side

wu 80

Figura 4. Estrutura da aCD, BCD e yCD, respectivamente. Adaptado de CRINI, 2014
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A estrutura das ciclodextrinas apresenta dois grupos hidroxilicos, os
primarios, que se encontram na extremidade mais estreita e ligados ao carbono 6, e
0s secundarios se localizam na extremidade mais larga, ligados aos atomos de
carbono C2 e C3 (Figura 5). A presenca de grupos hidroxilicos nas extremidades
favorece a solubilidade das ciclodextrinas em agua. O interior da sua cavidade é
delineado pelos &atomos de hidrogénio H3 e H5 e pelas ligacdes de oxigénio
glicosidicas, e a disposi¢cdo dos pares de elétrons que estédo voltados para o interior
da cavidade que produzem um ambiente com carater extremamente hidrofébico. Ja
a disposicdo dos hidrogénios dos grupos hidroxilas H1, H2 e H4 voltados para o
exterior da cavidade torna a superficie externa hidrofilica (BREWSTER; LOFTSSON,
2007; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

Grupos hidroxilas secundarios .
* Cavidade hidrofdbica

s oH CH OH g
IJHQIH.__j_jl__’LﬂH_ H
al = PR ORI
S

b ) T superficie hidrofilica

Grupos hidrexilas primaries

Figura 5. Esquema da disposi¢ao das hidroxilas na estrutura da CD
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O uso farmacéutico das ciclodextrinas naturais (aCD, BCD e yCD) vem
sendo substituido pelos seus derivados semissintéticos, onde ocorre a substituicdo
dos grupos hidroxilicos por grupos funcionais, sendo classificadas em derivados
hidrofilicos, hidrofobicos, anfifilicos e derivados i6nicos, que oferecem maior
capacidade de inclusdo, solubilidade aquosa, estabilidade e menor toxicidade,
devido as alteracdes das suas propriedades fisico-quimicas originais (BREWSTER,;
LOFTSSON, 2007; DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007). Na Tabela 4 sdo
apresentadas algumas propriedades dos principais derivados de ciclodextrina de

interesse farmacéutico.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas de algumas ciclodextrinas de interesse
farmacéutico (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON,
2018)

MM Ssgua
Ciclodextrinas R (mg/mL)
(g/mol)

a- Ciclodextrina (aCD) -H 972,8 130
B- Ciclodextrina (BCD) -H 1135 18,5
2- hidroxipropil BCD (HPBCD) -CH,CHOHCH3 1460 >600
Sulfobutil-éter BCD (SBBCD) -(CH,)4SO3Na” 2163 >500
BCD aleatoriamente metilada (RMBCD) -CHjs 1312 >600
y- Ciclodextrina (yCD) -H 1297 249
2- hidroxipropil yCD (HPyCD) -CH,CHOHCH3 1576 >500

R = radical da substituicdo
MM = massa molecular (g/mol)
Sagua = Solubilidade em agua (mg/mL)

A utilizacdo de ciclodextrina (CD) apresenta-se como uma alternativa para
melhorar a solubilidade de farmacos jA que sua estrutura confere propriedades
fisico-quimicas Unicas, sendo capaz de solubilizar-se em meio aquoso e a0 mesmo
tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofobicas, como o
Kaempferol (PINHO; GROOTVELD; HENRIQUES, 2014).
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Existem poucos relatos na literatura do uso de ciclodextrina com Kaempferol
isolado, principalmente em relagdo ao aumento de solubilidade. Os autores Jullian e
colaboradores (2011) e Mercader-Ros e colaboradores (2010) sdo os Unicos, até o
presente momento, que relataram o uso do Kaempferol isolado com CD. O primeiro
avalia a melhora da atividade antioxidante do Kaempferol apds inclusdo em
complexos com as ciclodextrinas 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) e 2,6-
dimetil-B-ciclodextrina (DMBCD) e caracteriza os complexos apenas pela técnica de
RMN. Ja o segundo utiliza as B-, G2-3-, e HP-B-ciclodextrinas, e compara os valores
das constantes de complexacdo pelos métodos enzimatico, de solubilidade e
fluorimétrico em pH 9,0. Conclui que o melhor método para determinar o Kc é o
enzimatico, pela alta especificidade das enzimas, mas quando este método néo
pode ser aplicado, o estudo de solubilidade € um método potencial para calcular os
valores de Kc. No entanto, a HPBCD é a CD mais eficaz para complexar o KPF,

independentemente do método de calculo Kc utilizado.

Desta forma, mostra-se importante investigar de forma mais aprofundada a
complexacao do KPF com CDs a fim de compreender o impacto dessa estratégia no

aumento da solubilidade do KPF com vistas a produzir formas sélidas orais.
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Capitulo Il
Investigagdo da compatibilidade entre o Kaempferol e excipientes pelos métodos

térmicos, espectroscépicos e quimiométricos

Artigo a ser submetido a periédico de circulagdo internacional



O texto completo do capitulo 2, que no texto da dissertacdo defendida ocupa o
intervalo compreendido entre as paginas 61 — 86, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico. Neste capitulo
teve-se por objetivo avaliar, pela primeira vez, a compatibilidade do KPF com alguns
dos excipientes mais utilizados em formas farmacéuticas soélidas (amido, celulose
microcristalina, estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, lactose, lauril
sulfato de sédio e polivinilpirrolidona). A partir de misturas binarias 1:1 foram
realizadas analises térmicas por calorimetria exploratéria diferencial e
termogravimetria, andlises espectroscépicas por espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier com interpretacdo auxiliada por analises estatisticas
multivariadas por analise de componente principal e andlise hierarquica de clusters
e, por fim, teste de estresse isométrico. Os resultados obtidos a partir das analises
térmicas mostraram uma possivel ocorréncia de interacdo e/ou incompatibilidade
entre 0 KPF e os excipientes analisados, com excecéo da celulose microcristalina.
Por outro lado, quando analisados os resultados espectroscopicos, multivariados e
de estresse isotérmico essas interagcdes e/ou incompatibilidades ndo foram
confirmadas. Baseado nos resultados obtidos € plausivel sugerir a possibilidade do
desenvolvimento de uma forma farmacéutica sélida do KPF com os excipientes

estudados j& que as interacdes e/ou incompatibilidades foram descartadas.
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Capitulo Il

Complexacao do Kaempferol com ciclodextrinas e o efeito spring-parachute

Artigo a ser submetido a periodico de circulacao internacional



O texto completo do capitulo 3, que no texto da dissertacdo defendida ocupa o
intervalo compreendido entre as paginas 89 — 113, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico. Neste segundo
capitulo experimental teve-se por objetivo preparar complexos entre o kaempferol e
as ciclodextrinas BCD e HPBCD a fim de proporcionar um aumento na sua
hidrossolubilidade. Para uma avaliag&o inicial da solubilidade utilizou-se o diagrama
de solubilidade de fase (Higuchi-Connors) e, posteriormente, os complexos no
estado solido foram preparados pela técnica de liofilizacdo. Os resultados obtidos a
partir dos diagramas de solubilidade mostraram que quanto menor o de tempo de
complexacdo, maior a concentracdo de kaempferol solubilizado em meio aquoso,
sendo que a HPBCD solubilizou em torno de 4,7 vezes mais kaempferol que a BCD.
Observou-se também, a partir do diagrama de solubilidade, a ocorréncia de um
efeito de supersaturacdo, em que rapidamente uma elevada concentracdo de
kaempferol foi solubilizada e manteve-se neste estado de supersaturacdo por
aproximadamente 12 horas, sendo este efeito conhecido como “spring and
parachute”. Os complexos produzidos com HPBCD foram caracterizados por
técnicas calorimétricas, espectroscOpicas e, também, por microscopia, e

apresentaram razao estequiométrica 1:1 KPF:HPRCD.
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DISCUSSAO GERAL




Para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica solida se faz necessaria
a realizacdo de um estudo de pré-formulacdo com o objetivo de avaliar se a
molécula/farmaco é compativel com o0s excipientes farmacéuticos que serédo

utilizados.

As interacbes entre farmaco e excipientes farmacéuticos que provocam
alteracdes nas propriedades quimicas, fisicas e terapéuticas da forma farmacéutica,
sdao designadas como incompatibilidades (MONAJJEMZADEH et al., 2009;
PEREIRA et al., 2014). Durante a formulacdo ou o armazenamento podem ocorrer
interacfes que sdo normalmente classificadas como interacdes fisicas ou quimicas.
Na interacdo fisica ndo ocorre qualquer reacdo quimica, mas ha mudanca nos
parametros fisico-quimicos de ativos, como a taxa de dissolucdo, solubilidade,
cristalizacdo e biodisponibilidade (MONAJJEMZADEH et al., 2009; SOUZA et al.,
2013).

As interacfes quimicas que podem ocorrer entre 0 ativo e 0 excipiente podem
levar a degradacdo e formacdo de novos produtos de degradacdo ou impurezas.
Neste caso, existe uma incompatibilidade entre substancias (SOUZA et al., 2013). A
utilizacdo de técnicas calorimétricas, como DSC e/ou TGA tem sido proposta como
um método rapido para avaliar as interacdes fisico-quimicas entre os componentes
de uma formulacéo através da comparacao de curvas térmicas de substancias puras

com a curva obtida a partir de uma mistura fisica 1:1 (FULIAS et al., 2011).

Os resultados obtidos com as andlises calorimétricas mostraram modificacdes
nos termogramas das misturas binarias, sugerindo interacdes entre o KPF e os
excipientes analisados, exceto a celulose microcristalina. Acredita-se que estes
resultados possam ser atribuidos a situagbes como a alta temperatura atingida
durante o experimento de analise térmica, onde o excipiente pode ter fundido,
passando da sua forma solida para sua forma liquida, de alguma forma
influenciando positivamente na solubilidade do KPF que interferiu na leitura
adequada pelo equipamento. Outra interferéncia para um resultado assertivo pode

ter sido o tratamento da amostra.

WANG,; JING, 2013 relatam que na maioria dos casos por eles estudados, a
endoterma de fuséo do farmaco foi bem preservada, com pequenas alteracbes em

termos de ampliacdo ou reducédo de temperatura, mas que estas alteracbes podem
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ocorrer devido a quantidade de material utilizado na mistura do farmaco e excipiente,
0 que diminui a pureza de cada componente na mistura, afetando a forma do pico e

entalpia, e ndo necessariamente indicando uma potencial incompatibilidade.

No emprego da espectroscopia de infravermelho as bandas caracteristicas do
KPF foram preservados nas misturas, assim como na cromatografia liquida de alta
eficiéncia. As analises de PCA e HCA mostraram ter grande relevancia na
interpretacdo final dos dados, uma vez que reduzem a dimensionalidade dos dados
gerados pelo FTIR simplificando sua interpretacdo através de diagramas de

similaridade.

ApGs a verificagdo da compatibilidade com excipientes farmacéuticos, avaliou-
se 0 uso de estratégias tecnoldgicas objetivando aumentar a solubilidade aquosa do
KPF, assim como sua biodisponibilidade oral. Para isso, optou-se pelo uso de

ciclodextrinas através da formacéo de complexos entre estes compostos.

CD sao adjuvantes farmacéuticos utilizados, principalmente, para melhora de
biodisponibilidade de farmacos que apresentam baixa solubilidade, como farmacos
das classes biofarmacéuticas Il e IV (LOFTSSON; BREWSTER, 2012). Os dados em
relacdo a baixa solubilidade do KPF na literatura sdo bem definidos, assim como sua
biodisponibilidade, permitindo classifica-lo como classe Il, baixa solubilidade e alta
permeabilidade (CALDERON-MONTANO et al., 2011).

Foram conduzidos os experimentos de avaliacdo da solubilidade em
diferentes tempos de analise, a fim de observar o comportamento do KPF em cada
tempo com cada ciclodextrina, BCD e HPBCD (HIGUCHI, T; CONNORS, 1965;
MERCADER-ROS et al., 2010; PEREZ-ABRIL et al., 2017). Os resultados dos
diagramas de solubilidade com ambas ciclodextrinas, BCD e HPRCD, demonstraram
gue além de aumentar a concentracao de KPF solubilizado no meio aquoso, houve a

geracdo de uma solucdo supersaturada.

As ciclodextrinas, como HPBCD, sdo bem conhecidas pela sua capacidade de
solubilizacdo, pelo seu amplo uso em formulacbes para melhorar a
biodisponibilidade oral e pela sua capacidade de formar complexos de inclusédo com
uma grande variedade de farmacos hidrofobicos, aumentando assim a sua
solubilidade (LOFTSSON; BREWSTER, 2012).
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Desenvolver formulagdes que contenham compostos fracamente sollveis em
adgua ainda sdo um grande desafio pela sua baixa solubilidade intrinseca e méa
absorcao oral. Dentre as varias estratégias que podem ser exploradas para melhorar
a solubilidade e a absorcdo oral, o uso de formulacdes supersaturadas tem
demonstrado ser uma abordagem eficaz (BROUWERS; BREWSTER,;
AUGUSTIJNS, 2009; XU; DAI, 2013).

Altas concentracdes de farmacos no limen intestinal levam a um aumento na
absorcdo oral. Entretanto, como os farmacos em altas concentracdes sao
termodinamicamente instaveis, eles tendem a precipitar rapidamente antes de serem
absorvidos, resultando em uma biodisponibilidade comprometida. Desta forma, ao
planejar formulacdes supersaturadas, é essencial a manutencdo dos farmacos em
altas concentracdes, ou seja, em concentracbes supersaturadas, evitando a
precipitacdo antes da absorcdo (XU; DAI, 2013). Para obter esta manutencédo do
estado supersaturado, inibidores de precipitacdo tém sido amplamente explorados
para manter o farmaco no estado de supersaturacdo (WARREN et al., 2010). Os
inibidores de precipitacdo podem, por definicéo, inibir ou retardar a precipitagéo do
farmaco por um periodo de tempo, permitindo absorcéo suficiente para aumentar a

biodisponibilidade oral.

A supersaturacdo deve ser gerada e mantida para que os farmacos sejam
absorvidos no periodo de tempo desejado. O desempenho da formulacdo depende
de muitos fatores, incluindo as técnicas de processamento utilizadas, propriedades
fisico-quimicas do composto e tendéncia a formar e manter uma solugédo
supersaturada. O conceito de geracao e manutencdo de um estado supersaturado €

comumente descrito pela teoria “Spring and Parachute” (GUZMA et al., 2007).

“Spring” é a denominacdo para a geracdo de uma solugao
termodinamicamente instavel e supersaturada de um farmaco gerada, normalmente,
a partir de uma forma de energia mais alta do farmaco (“uma mola”). As formulagbes
que podem induzir a geragcdo de solucbes supersaturadas sdo normalmente
divididas em duas categorias: (1) solugcdo altamente concentrada e (2) formas
sélidas de alta energia e/ou rapida dissolu¢do devido & mudancas na morfologia,
granulometria e/ou molhabilidade (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009;

XU; DAI, 2013). “Parachute” ou “Paraquedas” é o efeito causado pelos inibidores de

118



precipitacdo, que atuam na inibicdo temporaria da precipitacdo do farmaco. E com o
uso desses inibidores de precipitacdo que se beneficia do estado supersaturado
para aumentar a absor¢éo de farmaco mantendo o mesmo em alta concentragdo por
um longo periodo de tempo (WARREN et al., 2010). Na figura 1 estéo representados

esquemas da teoria do efeito de “mola e paraquedas” (“spring” e “parachute”).
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Fig. 1 a) Esquema de um perfil de dissolu¢@o hipotético de um farmaco nos seus estados
cristalino e amorfo com rapido aumento da concentracdo acima da solubilidade de equilibrio da
respectiva forma cristalina (“mola”), e formagéo relativamente rapida de nlcleos de cristais,
precipitacdo e concentra¢gbes de farmaco revertendo de volta ao nivel de solubilidade cristalina. Para
o caso de “mola” e “paraquedas”, um inibidor de precipitacdo atrasa efetivamente a nucleacdo e o
crescimento de cristais e permite que o estado supersaturado prevalegca por mais tempo. Se a
cinética da cristalizacao for lenta em relagdo ao processo de dissolucdo, a concentracdo do farmaco
pode exceder a sua solubilidade amorfa e passar por uma separacado de fase liquido-liquido e
subsequente cristalizagdo. b) Representacdo esquematica do conceito de mola e paraquedas. (1) A
forma estavel cristalina tem baixa solubilidade. (2) Uma espécie metaestavel de vida curta (fase
amorfa) apresenta alta solubilidade, mas cai rapidamente para a baixa solubilidade da forma
cristalina. (3) As formas de farmaco altamente sollveis s&o mantidas por um tempo suficientemente
longo (geralmente horas) na zona metaestavel. Modificado de:(BAVISHI; BORKHATARIA, 2016;
LAITINEN et al., 2017).

Diversos exemplos de inibidores de precipitacdo séo relatados. Dentre eles
estdo os polimeros (HPMC, PVP), surfactantes (Polissorbato 20, Cremophor®) e as

ciclodextrinas, principalmente as derivadas HPBCD e SBEBCD.

Recentes publicacdes tém reportado a capacidade das ciclodextrinas de
estabilizar solu¢des supersaturadas de farmacos, além de melhorar a solubilidade
(IERVOLINO; RAGHAVAN; HADGRAFT, 2000; LOFTSSON; BREWSTER, 2012).
BREWSTER et al. (2008) confirmou que HPBCD e SBERCD tinham a capacidade de
estabilizar as solugbes supersaturadas de itraconazol, inibindo a nucleagéo e
retardando o crescimento dos cristais. Na presenca de HPBCD e SBEBCD o estado
supersaturado foi mantido por pelo menos 2 h, demonstrando claramente que as

ciclodextrinas atuaram como “mola” e “paraquedas”.
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Ainda ndo ha uma clara definicho de como estes sistemas funcionam.
Existem relatos na literatura de variadas hipdteses. LOFTSSON; VOGENSEN;
BREWSTER, 2007 sugerem cineticamente, podem interagir com o cristal em
crescimento via ligacdo de hidrogénio para sitios associados com o cristal. O
acumulo de ciclodextrina na camada de agua estagnada pode resultar em aumento
da viscosidade e resisténcia a difusdo. Além disso, as ciclodextrinas podem
aumentar a natureza coesiva da agua, o que pode afetar o tempo de inducédo e a
nucleacédo, levando a solucdes supersaturadas estabilizadas sem a precipitacédo do
farmaco. Aumentos similares de solubilidade e estabilizacdo de supersaturacéo,
inibicdo de precipitacdo, proporcionados pelo uso de HPBCD também foram

observados para uma formulacédo de Ricobendazole injetavel (WU et al., 2010).

Brewster et al., 2008 sugere que 0 mecanismo para a inibicdo da nucleacao e
crescimento de cristais observado no caso de polimeros farmacéuticos também
pode ser aplicado as ciclodextrinas hidrofilicas. Elas podem solubilizar o farmaco por
formacéo de complexos de inclusdo com possivel contribuigdo de mecanismos de
nao inclusdo. Isto aumenta o potencial quimico do farmaco em solucao, aumenta a
solubilidade de saturacdo aparente e diminui a extensdo da supersaturacao.
Entretanto, este efeito por si sé ndo parece ser capaz de explicar o efeito na solucéo
supersaturada formada com base na magnitude das mudancas medidas na

solubilidade aparente.

IERVOLINO; RAGHAVAN; HADGRAFT, 2000 sugeriram que a interacdo do
ibuprofeno com a HPBCD altera a zona metaestavel em funcdo da interacédo
farmaco-CD e solubilizacdo. As CDs também podem interagir com o cristal em
crescimento de uma maneira analoga ao HPMC com ligacdes de H a locais
associados ao crescimento de cristais, bem como o acumulo na camada de agua
estagnada resultando em aumento da resisténcia a difusdo secundaria a viscosidade
ou mesmo na capacidade da CD complexar monémeros de farmacos inibindo uma

eficiente transferéncia de massa na interface.

Por meio do diagrama de solubilidade é possivel observar que a ciclodextrina
em contato com o KPF gerou e manteve, por aproximadamente 12 horas, uma
solugdo em estado de supersaturagdo. Ou seja, atuou como “mola e paraquedas”.

Os resultados da caracterizacdo dos complexos foi inconclusiva, provavelmente
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devido ao baixo teor de KPF presente nos complexos solidos, de modo que néo foi
possivel aferir o modo como o KPF e a HPBCD estdo complexados ou interagindo
no meio liquido e no po obtido apds liofilizacao.

Estes resultados inéditos para o kaempferol e mesmo para outros flavonoides
que ja tiveram sua complexacdo com ciclodextrinas estudada (REFS) se mostraram
muito interessantes e deverao ser objeto de mais estudos na perspectiva de se obter

formas farmacéuticas solidas com maior biodisponibilidade para o KPF.
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CONCLUSOES GERAIS




U O KPF mostrou-se compativel com todos os excipientes utilizados, ap6s analise
conjunta dos resultados de todas as técnicas utilizadas, mostrando a importancia

da associac¢ao de técnicas em um estudo de pré-formulacéo;

% O KPF, pelo diagrama de solubilidade de fase apresentado para as duas CD foi do

tipo AL, no qual o aumento da concentracdo de CD aumenta a solubilidade do KPF;

L Um estado de supersaturacdo da solucdo aquosa de ciclodextrina com KPF foi
observado, proporcionando altas concentracdes de KPF disponiveis rapidamente e
mantidas por um longo periodo de tempo, aproximadamente 12 horas;

% A partir dos resultados do diagrama de solubilidade de fases observou-se o efeito
de “mola e paraquedas”, gerando e mantendo o estado supersaturado, ou seja,

mantendo altas concentragdes do KPF inibindo sua precipitagdo rapidamente;

U A caracterizacdo dos complexos obtidos ndo levou a resultados conclusivos sobre
a forma com que ocorre a interagdo do KPF e a ciclodextrina, ndo sendo possivel
afirmar a obtengéo de complexos de inclusdo, ndo inclusédo ou a ocorréncia de

ambos;

U O teor de KPF nos complexos em estado soélidos foi bastante reduzido e
compromete a utilizacdo desse material na producéo de formas soélidas derivadas,

tais como capsulas ou comprimidos.
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PERSPECTIVAS




Avaliar a complexacdo em meio liquido utilizando diferentes técnicas como
(Bandur et al., 2012).

Avaliar a utilizacdo de outros métodos de complexacdo ou de obtencdo do

complexo em estado solido e da manutencéo do efeito parachute para o KPF;

Avaliar a dissolucédo do KPF a partir dos complexos obtidos em estado sélido

em diferentes meios de dissolucéao;

Produzir e caracterizar comprimidos contendo o complexo KPF:CD

selecionado.
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