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Resumo

Devido a ampla utilizacdo das tetraciclinas e sua facilidade em formar novos produtos sob condicGes
fisicas adversas, podendo estes apresentarem alguma toxidez, este trabalho teve como propdsito estudar
o comportamento fotofisico e fotodegradativo da molécula cloridrato de tetraciclina, expondo-a a
variacdes de pH (neutro, acido e basico) e a irradia¢do ultravioleta, assim como testar a capacidade deste
farmaco de ser encapsulado na cavidade da molécula de beta-ciclodextrina. Foi verificado que a presenca
de beta-ciclodextrina diminuiu a fotoestabilidade do farmaco, independente do pH analisado.

Palavras-chave: estruturas supramoleculares, betaciclodextrina, fotoestabilidade.

Abstract

Because of the widespread use of tetracycline and its ease to yield new products under adverse physical
conditions, which may provide certain toxicity, this work studied the photophysics and the
photodegradative behavior of tetracycline hydrochloride, exposed to changes in pH (neutral, alkaline or
acidic), ultraviolet radiation, as well as test the ability of this drug to be encapsulated in the beta-

cyclodextrin cavity. It was observed that beta-cyclodextrin lowered the molecule photostability,

independently of pH analised.

Key words: supramolecular structures, beta-cyclodextrin, photostability.

Introdugao

O desenvolvimento das tetraciclinas adveio de uma
triagem de amostras de solos colhidas em muitas partes
do mundo na pesquisa de microorganismos produtores
de antibidticos. O primeiro desses compostos a ser
descoberto foi a clortetraciclina e dois anos mais tarde
tornou-se disponivel a oxitetraciclina. Em seguida, com a
caracterizacdo da estrutura quimica dessas drogas
confirmaram-se suas semelhancas, fornecendo, desta
forma, base para a producdo de um terceiro membro
deste grupo, a tetraciclina (Goodman, 1987).

Segundo Pena e colaboradores (2000), a tetraciclina

(TC) é um antibidtico de largo espectro utilizado para fins

20

médicos e veterinarios, seja como fator de crescimento
em doses subterapéuticas ou em doses terapéuticas no
tratamento de doengas e infeccGes. Moreno-Cerezo e
colaboradores (2001) relatam que ambos os usos
resultaram no aumento da resisténcia bacteriana a este
farmaco.

Embora o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, que sejam mais eficazes para
determinadas infec¢cGes e menos téxicos, tenham
diminuido as indica¢des para sua utilizagdo, as
tetraciclinas ainda sdo amplamente utilizadas tanto em
formulag¢des para tratamento humano como na

farmacéutica veterinaria.
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Figura 1: Estrutura da tetraciclina
com seus respectivos valores de pKa's

A estrutura quimica das TCs (Figura 1)
caracteriza-se pelo esqueleto do octaidronaftaceno,
sistema formado de quatro anéis fundidos linearmente.
Sua estrutura apresenta até seis carbonos quirais no
sistema de anéis fundidos.

Segundo Jiao e colaboradores (2008), as TCs sdo
moléculas anfotéricas apresentando valores de pKa de
3,3;7,7; 9,7 e 12, conforme apresentado na Figura 1. As
moléculas de tetraciclinas existem nas formas neutra e
cationica em solugao de pH 4,0 e na forma aniénica em
solugcdaode pH9,0.

Segundo Korolkovas & Burckhalter (1988), muitas
tetraciclinas formam sais hidrossoliveis com acidos e
bases fortes. Os sais acidos formam-se por protonizacao
do grupo dimetilamino no atomo do carbono C-4 e sao
estaveis. Os sais bdsicos sao formados por reacao com
hidréxidos de calcio, sédio ou potassio, e sdo instaveis em
solugbesaquosas.

De acordo com Moreno-Cerezo e colaboradores
(2001), alguns produtos de degradacdo das tetraciclinas
podem aparecer quando o cloridrato de tetraciclina é

armazenado em condi¢des adversas, especialmente

guando expostas a luz, altas temperaturas e umidade.
Algumas dessas reacdes podem também realizar-se no
estdmago, devido ao pH dacido, com formacdo de
epimeros como o epianidrotetraciclina. Alguns produtos
de degradacdo formados pelas tetracilinas estdo
apresentados na Figura 2.

Segundo Pena e colaboradores (2000), estes
produtos de degradacdao formados sob condicdes
adversas sao inativos como antibidticos ou ainda podem
apresentar determinada toxidez. Assim, concentra¢des
destas impurezas em produtos farmacéuticos devem ser
estritamente controladas.

Para Fraceto e colaboradores (2007) uma
alternativa que se tem mostrado capaz de promover a
longa duracdo e conseqiientemente diminuicdo da
toxidade de farmacos é a liberagdao modificada destes,
através da formacdo de complexos de inclusao com
ciclodextrinas.

As ciclodextrinas (CD) (Figura 3) sdao produtos
ciclicos obtidos na hidrélise enzimatica do amido

efetuada poralguns microorganismos.

Figura 3: Estrutura geral das ciclodextrinas, onde R=H
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Figura 2: Produtos de degradacdo formados pela TC exposta a condigées adversas
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As trés ciclodextrinas naturais sdo denominadas
alfa, beta e gama, e sdo compostas respectivamente, por
seis, sete ou oito unidades de D-(+)-glicopiranose unidas
por ligagdes glicosidicas a-1,4. Estes compostos possuem
em sua estrutura grupos hidroxila primdrios e
secundarios orientados para o exterior possuindo assim
carater hidrofilico e uma cavidade interna hidrofdbica.
Esta cavidade permite as ciclodextrinas complexarem
moléculas que apresentarem dimensdes compativeis.

Sdo escassos os trabalhos na literatura que
reportem o encapsulamento de TC em beta-CD e seus
possiveis efeitos na sua fotoestabilidade. Sousa e
colaboradores (2008), utilizando a técnica de FTIR-ATR,
propuseram uma estequiometria de 2:1 para o complexo
de inclusdo beta-CD/TC. Chen e colaboradores (2008)
reportam que TC geram 'O, e H,0, em solugdo sob
irradiacao solar simulada em pH natural.

Dada a ampla utilizacdo das TCs e a sua facilidade
em formar novos produtos sob condi¢des fisicas
adversas, realizou-se um estudo fotofisico e
fotodegradativo da molécula cloridrato de tetraciclina
expondo a mesma a diversas varidveis e realizando-se um
acompanhamento espectrofotométrico de absorcao UV-
vis para verificacdo da degradacdao desta e verificar a
influéncia agente encapsulante beta-CD na
fotoestabilidade da TC em solucdao aquosa em diferentes

valores de pH.

Material e Métodos
2.1 Reagentes

Para realizacdo deste estudo foram utilizadas
amostras do medicamento genérico Cloridrato de
Tetraciclinaem capsula adquirido no comércio local.

Para o preparo das amostras utilizaram-se agua
destilada, solugGes tampdes de acido acético-acetato de
sodio (pH 3,5), fosfato de potéssio-hidréxido de sddio (pH
8,0) e beta-CD Aldrich 99,7%.

2.2 Preparo das solu¢g6es amostras
Para os estudos de encapsulamento foram
preparadas solu¢ées nos pHde 3,5,7,0e 8,0. Para cada pH

empregado foram preparadas 11 solugdes variando-se
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para cada uma delas a proporc¢do TC/beta-CD de 1:0 até
1:10. Para este procedimento foi preparada uma solucao-
mie de TC na concentracdo de 1,0 x 10° mol L™. Desta
foram retiradas onze aliquotas de 0,5 mL que foram
transferidas para 11 baldes volumétricos de 10 mL.
Nestes foram adicionados volumes crescentes, variando-
se de zero a 5 mL, de uma solucdo de beta-CD de mesma
concentragdo. O volume final foi completado com solugao
tampao no pHdesejado ou dgua destilada.

Para os experimentos de fotodegradacao foi
inicialmente preparada uma solu¢do-mae de TC 5,0 x 10°
mol L™. Os gases dissolvidos no meio foram extraidos em
banho ultrassoénico e a solu¢gdo mantida ao abrigo da luz.
Também foi preparada uma solugao de beta-CD em igual
concentragdo (5,0 x 10° mol L") que foi submetida ao
mesmo tratamento.

Para as solugdes submetidas a irradiacao foi
transferida uma aliquota de 1mL da solugao-mae de TC
para baldo volumétrico de 50 mL completando-se o
volume com agua destilada. O mesmo procedimento foi
utilizado para a preparagao das solugdes nos pH 3,5 e 8,0.

As solugdes contendo beta-CD foram preparadas
adicionando uma aliquota de 1 mL da solucao-mae de TC
e igual volume da solucdo de beta-CD, levando-se o
volume a 50 mL em baldo volumétrico com as solugdes-

tampdes anteriormente mencionadas.

2.3 Equipamentos

Os testes de estabilidade do medicamento foram
realizados colocando-se as solu¢gdes em uma cubeta de
guartzo e expondo-as a radiacdo ultravioleta, em um
fotorreator modelo Rayonet RPR100 (Southern New
England Ultraviolet Company) adaptado com 8 lampadas
com maximo de emissao naregido de 350 nm.

Foi acompanhada a variacdao espectral da
amostraemintervalos de 15 minutos pelo tempo mdaximo
de 210 minutos de irradiacdo. Os espectros de absorcao
foram obtidos em um espectrofotometro Shimadzu

uv1e01-PC.

Resultados e Discussao

Os espectros de absorvancia da TC em fung¢do da
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Figura 4 — Espectros de absor¢ao
da TC em solugao aquosa em
fungao da concentrag¢do de beta-CD

As Figuras 5A, 5B e 5C mostram os
perfis de degradacao do TC respectivamente
em nos meios neutro, acido e bésico.
Verifica-se claramente que a menor
fotoestabilidade ocorre na solucdao em pH
alcalino (Figura 5C). Observa-se também que
em meio acido (Figura 5B) ocorre o
aparecimento de uma nova banda em
aproximadamente 468 nm, a qual segundo
Moreno-Cerezo e colaboradores (2001) esta
associada a formac¢dao do composto

epianidrotetraciclina.
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Figuras 5A, 5B e 5C (de cima para baixo):
Espectro de degradacao da solugao de Cloridrato
de Tetraciclina sem adi¢ao da solugao de
beta-ciclodextrina em

(A) meio neutro (pH = 7,0),

(B) meio acido (pH =3,5) e

(C) meio alcalino (pH = 8,0)
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Os mesmos ensaios de
degradacdo foram realizados
submetendo-se as solugdes de
TC as mesmas condigdes
anteriores, porém com a
adicdo de beta-CD. Os
espectros do TC obtidos sdo
mostrados nas Figuras 6A, 6B e
6C. S3o observados os
mesmos comportamentos ja
descritos anteriormente para
0s experimentos realizados
sem beta-CD, ou seja,
surgimento de uma nova
banda em pH 4acido (Figura 6B)
e rdpida degradacdo em pH
alcalino (Figura 6C).

A simples inspecdo
visual dos espectros de
absor¢do ndao nos permite
afirmar que a presenga de
beta-CD tenha exercido
gualquer influéncia
significativa na estabilizacdo
dofarmaco frente airradiacdo.

Com objetivo de
acompanhar a cinética da
reacdo foram construidos
graficos de In(A,/A) vs. tempo
para os experimentos nos
meios neutro e acido. Para a
construcdo dos graficos foram
escolhidas as bandas em 358
nm em meio neutro e em 355

nmem meio acido.

Figuras 6A, 6B e 6C

(de cima para baixo):
Espectro de degradacao

da solugdo de TC apds adicdo
da solucdo de beta-CD em
(A) meio neutro (pH = 7,0),
(B) meio acido (pH=3,5) e
(C) meio alcalino (pH = 8,0)

RQI - 1° trimestre 2015



¢s/b-CD
Hc/ b-CD

-8E-06x2 + 0,004x + 0,0091
R?=0,9947

y =0,0021x - 0,0234
R?=0,9946

50

100 150 200

tempo (min)

Comparando-se os 0.6
experimentos realizados sob as
mesmas condi¢cdes de pH 0,5
observaram-se comportamentos

_— . . 0,4
distintos. Em meio neutro (Figura

~ -~ <
7A) a degradacao sem adicdo de F 03
beta-CD segue uma cinética de £
primeira ordem, enquanto que 0,2
com a adicdo de beta-CD este
~ . 0,1
comportamento ndao é mais
observado. A razdo A /A para 0
todos os tempos analisados 0
sempre foi maior para as
amostras contendo beta-CD. Isto 08
nos indica que estd ocorrendo ’
maior degradacdo do farmaco 0.7
nas amostras contendo este 0,6
aditivo.
0,5
Em solucdes acidas _

. , < 04
(Figura 7B), independente da <
presenca ou ndo de beta-CD os £ 03
experimentos ndo seguiram uma 02
cinética de primeira ordem.

N 0,1
Entretanto, a semelhancga do que
foi observado anteriormente em 0
0
meio neutro, a presenca de beta-
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Figuras 7A e 7B (de cima para baixo): Cinética das reacdes para as

fotodegradativo.

Apesar de comumente as ciclodextrinas serem
empregadas com o objetivo de aumentar a
fotoestabilidade de moléculas, no experimento realizado
foi observado exatamente o oposto.

Entretanto estes resultados ndo sdo tdo
surpreendentes. Jiménez e colaboradores (1997) em
experimentos com o naproxeno observaram o mesmo
comportamento. Kamiya & Nakamura (1995), em
experimentos de fotodegradacdo de pesticidas
organofosforados, relatam que para o parathion a
presenca de beta-CD inibiu a fotodegradacdo, mas que o
efeito inverso foi observado para o paraoxon. Os autores
justificam que neste ultimo caso estd ocorrendo inclusao

moderada o qual permite a proximidade suficiente do
RQI - 1° trimestre 2015

solugdes analisadas (A) solugdo neutra e (B) solugdo acida

sitio de reacdo do paraoxon (o atomo de fésforo do grupo
éster fosforico) com os grupos hidroxila da estrutura
toroidal da beta-CD.

Wang e colaboradores (2007), na fotodegradagao
do bis(4-hidroxifenil)etano, também observaram o efeito
do aumento da fotodegradacdo. Os autores justificam
este aumento na cinética de fotodegradacdo devido a
inclusdo parcial da molécula héspede na cavidade da
beta-CD. Desta forma existe uma proximidade entre as
hidroxilas secunddrias da beta-CD e a molécula héspede,
0s quais sob condicGes de irradiacdo podem ser
convertidos em radicais hidroxilas e, devido a
proximidade, reagirem com a molécula alvo. Este

mecanismo também pode estar ocorrendo nocasoda TC.
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CONCLUSAO

Neste estudo foi verificado que a degradacao do
TC ocorreu de forma gradativa em solugdes neutra e
acida, conforme o aumento do tempo de exposicao das
solu¢des a radiagcdo. Em pH dacido foi observado o
surgimento de uma nova banda mais deslocada para o
vermelho associada a formacdao da espécie
epianidrotetraciclina.

A maior degradacdo foi observada em meio
alcalino, no qual apds os primeiros 15 minutos de
irradiacao os espectros obtidos ndo mais apresentaram a
banda com maximo em 378nm observada no tempo zero,
comprovando a instabilidade dos sais basicos formados
em solu¢des aquosas conforme citado em literatura.

O estudo cinético da fotodegradagao das
solugdes em diferentes condicdes de pH mostrou que a
presenca de beta-CD diminui a fotoestabilidade do

farmaco.
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