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RESUMO

Encapsulacdo e caracterizacdo do farmaco imunomodulador Imiquimod
em f-ciclodextrina

O Imiquimod ¢ um farmaco com propriedades imunomodulatorias,
disponivel na forma de creme para tratamento topico de certas patologias da pele
como carcinoma basocelular e ceratose actinica. O contato direto do medicamento
com a pele pode causar desconforto durante o tratamento. Uma das alternativas
para minimizar os efeitos adversos € a utilizacdo de sistemas carreadores que
evitam o contato direto do agente com a pele. A B-ciclodextrina foi empregada
como agente carreador neste estudo e o complexo de inclusdo obtido foi
caracterizado em solug¢do e no estado sdlido. As técnicas espectroscOpicas de
absorcado UV/Vis e ressonancia magnética nuclear foram utilizadas para
caracterizar o complexo de inclusdo em solucdo. Essas técnicas permitiram obter a
constante de equilibrio de associacdo (K.), a estequiometria do complexo formado
e evidéncias de sua geometria. A caracterizacdo do complexo no estado sélido foi
realizada por calorimetria diferencial de varredura, termogravimetria, difracao de
raios X e microscopia eletronica de varredura. Os resultados indicaram a presenca
de estrutura amorfa que pode ser atribuida a amorfizacdo dos componentes devido
a liofilizacdo do complexo e também a formagcdo do complexo de inclusdo. A
estrutura tridimensional do complexo obtida por modelagem molecular apresentou
concordincia com os resultados experimentais observados pela técnica de RMN 'H
ROESY 1D. Os valores baixos de K, e da efici€éncia de complexacao indicam fraca
interag¢do entre o Imiquimod e a B-ciclodextrina. Os resultados demonstram que a
B-ciclodextrina ndo é o sistema carreador mais adequado para aumentar a
solubilidade aquosa do Imiquimod.

Palavras-chave: Imiquimod, B-ciclodextrina, encapsulacdao, complexo de

inclusao.

XV



xvi



ABSTRACT

Preparation and characterization of Imiquimod/f-cyclodextrin inclusion
complex

Imiquimod, an immune response modifier, is used for topical treatment of
basal cell carcinoma and actinic keratosis. Local skin reactions can occur in the
treatment area. An alternative to minimize adverse events is to use drug delivery
systems which avoid drug skin contact. B-cyclodextrin was used as drug delivery
system in this study and the inclusion complex was characterized in solution and in
solid state. UV/Vis absorption spectroscopy and nuclear magnetic resonance were
employed to study the inclusion complex in solution. Those techniques allowed to
obtain the equilibrium constant (K.), the complex stoichiometry and insight on the
geometry. The inclusion complex characterization in solid state was performed by
differential scanning calorimetry, thermogravimetry, X-ray diffraction and
scanning electron microscopy. The results suggest the presence of amorphous
structure which can be attributed not only to components amorphization due to
lyophilization but also to complex formation. The complex tridimensional
geometry was obtained by molecular modeling and agrees with the experimental
results observed by NMR 'H ROESY 1D experiments. The low values of K. and
complex efficiency suggest weak interaction between Imiquimod and f-
cyclodextrin. In addition to those, the results showed that B-cyclodextrin is not the
most suitable drug delivery system to improve Imiquimod aqueous solubility.

Keywords: Imiquimod, B-cyclodextrin, complexation, inclusion complex
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1 - IMIQUIMOD

Imiquimod (IMQ), nome comercial Aldara, fabricado pela 3M
Pharmaceuticals, ¢ um farmaco modificador da resposta imune local, disponivel na
forma de creme para tratamento tOpico de certas patologias da pele, como
carcinoma basocelular, doenca de Bowen, carcinoma superficial de células
escamosas, melanomas malignos superficiais, ceratose actinica e verrugas externas
da regido genital e perianal (1). Também tem sido testado no tratamento de
molusco contagioso, neoplasia intra-epitelial vulvar e verrugas comuns resistentes a
tratamentos convencionais (2) e (3).

Entretanto, a morbidade e o desconforto no tratamento de algumas dessas
patologias podem ser severos. Cada grama de Aldara contém 50 mg de Imiquimod
em um creme Oleo em dgua (O/A) consistindo de acido 1soestedrico, dlcool cetilico,
alcool estearilico, petrolato branco, polisorbato 60, monoestearato de sorbitano,
glicerina, goma xantana, dgua, dlcool benzilico, metilparabeno e propil parabeno.
Tanto o ingrediente ativo quanto outros componentes (conservantes, acidulantes,
emulsificantes) podem causar reagOes adversas. Alcoodis graxos lineares de cadeia
longa como alcool cetilico e estearilico podem causar rea¢des cutineas locais
(dermatite de contato). Os parabenos, como metilparabeno (para-hidroxibenzoato
de metila) e propil parabeno (para-hidroxibenzoato de propila), quando usados em
concentragdes acima do limite de sensibilizacao (0,5-1,0%), podem causar reagdes
alérgicas retardadas (4). A frequéncia de aplicacdo e a duracdo do tratamento
dependem da patologia. Por exemplo, no caso de verrugas o creme deve ser
aplicado 3 vezes/semana, durante 8 a 16 semanas, devendo ser deixado em contato

com a lesao de 6 a 10 horas.



Estudos mostraram que o tratamento de lesdes de ceratose actinica com
Imiquimod 5% creme pode causar reacdes adversas. Lebwohl e colaboradores
reportaram em estudo comparativo entre o Imiquimod 5% creme e medicamento
semelhante (composi¢cao idéntica ao Imiquimod 5% creme com excecdo do
ingrediente ativo) que 17,7% dos 215 participantes apresentaram eritema Severo no
local da aplicagdo durante o tratamento com Imiquimod 5% creme. No grupo de
221 pacientes que foram tratados com medicamento semelhante 2,3% apresentaram
as mesmas reacoes adversas. Do grupo de 215 pacientes, 17 participantes nao
completaram o tratamento, sendo que no grupo de 221 participantes 13 pacientes
desistiram do tratamento (5). Em outro estudo realizado com um grupo menor,
13,76% dos pacientes apresentaram eritema de minimo a moderado (6).

Os efeitos adversos podem ser reduzidos ou mesmo minimizados pela
utilizacdo de novas formas de administracdo do farmaco, como por exemplo, a
encapsulacdo do mesmo em um veiculo carreador como B-ciclodextrina. Além
disso, uma formulacdo aquosa do Imiquimod que nio contenha alguns dos
componentes que possam causar reagoes adversas pode resultar em maior adesao
ao tratamento.

Imiquimod apresenta caracteristicas adequadas de polaridade e dimensao
para formar complexos de inclusdo com ciclodextrinas. E um firmaco hidrofébico,
com ponto de fusdo 297-299 °C, férmula molecular C,4H;¢N, e massa molar 240,3

g/mol. A férmula estrutural é mostrada na Figura 1.



e

Figura 1. Formula estrutural do Imiquimod {1-(2-metilpropil)-1H-

imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina}.

O farmaco € praticamente insolivel em dgua (0,60 pg/mL) e pouco soluvel
na maioria dos solventes organicos. A Tabela 1 apresenta a solubilidade do
Imiquimod em alguns solventes orgnicos. E uma base fraca, a constante de
ionizacdo do 4cido conjugado (pKa) € 7,3 (22 °C). Sendo uma base fraca, a
solubilidade do Imiquimod aumenta em meio 4acido, a medida que o farmaco ¢é
convertido na forma salina correspondente. Entretanto, mesmo em solucdo aquosa
extremamente dcida ndo € possivel solubilizar o Imiquimod e obter uma

concentracio de 5% do farmaco, a mesma da formulacdo comercial (7) e (8).



Tabela 1. Solubilidade do Imiquimod em alguns solventes

organicos. Adaptado de (7).

Solvente Solubilidade (mg/mL)
Acetona 0,12
Propilenoglicol 0,12

Etanol 0,24

PEG 400 monoisoestearato 0,33

Metanol 0,46
Cloroférmio 0,56

Acido isoestedrico 17

Em vista do exposto, o estudo sobre complexa¢do deste firmaco em agentes
encapsuladores que possibilitem aumento de sua solubilidade e reducdo de efeitos
adversos constitui alternativa promissora para obter formulacdes terap€uticas mais

eficientes € menos toxicas.

1.2 - CICLODEXTRINAS

Ciclodextrinas (CD) sdo oligossacarideos ciclicos formados por unidades de
glicopiranose unidas por ligagdes a-1,4. A temperatura ambiente, sio substancias
cristalinas, homogéneas e higroscopicas. Ciclodextrinas formadas por 6, 7 e 8
unidades de glicopiranose sao denominadas a, 3 e y-ciclodextrina, respectivamente.
Por razdes estéricas, ciclodextrinas contendo menos de 6 mondmeros ndo podem
ser formadas. Devido a conformacgdo da cadeia das unidades de glicopiranose as
ciclodextrinas tém a forma de cone truncado (9), (10) e (11). A Figura 2 apresenta a

férmula estrutural da B-ciclodextrina.
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Figura 2. (A) Foérmula estrutural da p-ciclodextrina; (B) Unidade de
glicopiranose. Item (B) adaptado de (12).

A disposicao espacial das unidades de glicopiranose deixa as hidroxilas
secunddrias (C2-OH e C3-OH, na borda maior da cavidade) e primdrias (C6-OH,
na borda menor da cavidade) em extremidades opostas (Figura 3), existindo apenas
ligacdes glicosidicas no interior da cavidade. Esta conformacao espacial resulta em
ambientes com polaridades quimicas diferentes em uma mesma molécula, sendo o
interior da cavidade predominantemente hidrofobico e as extremidades hidrofilicas
(9) e (13). A cavidade € delineada pelos dtomos de hidrogénio, H3 (préximo a
borda maior) e HS (préximo a borda menor), e pelas pontes de oxigénio
glicosidicas. Os pares de elétrons ndo-ligantes do oxigénio estdo direcionados para
o interior da cavidade, conferindo alta densidade eletronica resultando em um
ambiente com caracteristica de base de Lewis. A polaridade da cavidade tem sido
estimada como sendo similar a de uma solucdo aquosa etandlica (10). No entanto,
nao ha concordancia entre os valores reportados na literatura. Szejtli sugeriu o valor

de 32,8, dgua/etanol (20:80 v/v) (14). Os dtomos de hidrogénio H1, H2, H4 e H6



estdo voltados para a superficie externa da ciclodextrina. A diferenca de polaridade
entre o interior e o exterior da cavidade possibilita o uso das ciclodextrinas como
agentes encapsuladores de substancias hidrofébicas, pois estas ficam retidas na

cavidade, por meio de forcas de van der Waals (15).

A) (B)
grupos hidroxila secundarios

grupos hidroxila primarios

Figura 3. Estrutura da B-ciclodextrina indicando os grupos hidroxila e os

hidrogénios localizados no interior da cavidade. Item (B) adaptado de (14).

Ciclodextrinas naturais possuem 18 (aCD), 21 (BCD) e 24 (yCD) grupos
hidroxila, que podem ser quimicamente modificados, resultando na obtengdo de
derivados. Os grupos hidroxil C6-OH sdo mais reativos que os C3-OH. Entretanto,
a diferenca de reatividade ndo € grande, o que dificulta a obtencdo de derivados
com alto grau de pureza e com substitui¢cdo em posi¢des pré-determinadas (9).

A encapsulagdo de substancias em ciclodextrinas foi iniciada por volta da
década de 1970 ocorrendo, posteriormente, um crescimento exponencial de
publicacdes, passando de 10.000 no final do século 20. As ciclodextrinas se
tornaram os agentes de inclusdo mais utilizados em pesquisas nessa area. Os
motivos para o grande desenvolvimento na tecnologia de producdo e utilizacdo de

CDs na inddstria foram (16):



a) A producio de ciclodextrinas € feita enzimaticamente utilizando amido
(fonte renovavel de matéria-prima);

b) O aumento de produgdo diminuiu custos, expandindo a demanda para
varios setores como alimenticio, farmacéutico e cosmético;

¢) A inclusdo de compostos em ciclodextrinas altera varias propriedades
fisico-quimicas, como solubilidade, estabilidade e perfil de liberacao;

d) A toxicidade apresentada na administracdo parenteral e ocular pode ser
reduzida pelo emprego de seus derivados;

e) Pode ser usada nas rotas mais amigéaveis de administracdo de farmacos
(oral e topica), contribuindo para maior adesdo de pacientes a determinados
tratamentos;

f) Evita contato direto de farmacos com mucosas, reduzindo a intensidade,
numero e frequéncia de efeitos adversos;

g) Constitui importante veiculo para administracdo de farmacos diretamente
ao colon, pois ciclodextrinas ndo sdo afetadas pelo suco gastrico e intestinal e sdo
decompostas pela flora bacteriana existente nessa parte do trato intestinal.

Embora predominantemente apolar, a cavidade das ciclodextrinas esta
preenchida com moléculas de agua (9). Entretanto, quando as ciclodextrinas estdo
em meio aquoso € na presenga de moléculas apolares, a formacdao de complexo de
inclusdo entre estas moléculas e a ciclodextrina tende a ser termodinamicamente
favorecida. A entalpia liberada quando moléculas de dgua do interior da cavidade
sdo trocadas por molécula mais apolar, juntamente com a variagdo positiva de
entropia € a forca-motriz da encapsulacao (15) e (17).

A B-ciclodextrina (BCD) € bastante empregada na formacao de complexos de
inclusdo. Apesar da baixa solubilidade em agua (1,85 g/100 mL), sua utilizacio ¢
devida ao baixo custo, disponibilidade e tamanho da cavidade (6,0-6,5 A) que se
apresenta adequada para a maioria das moléculas de interesse farmacéutico (18) e

(19). A formacdo de complexo de inclusdo com moléculas hidrofébicas ocorre
9



através de interacOes nao-covalentes e altera as propriedades fisico-quimicas da
molécula héspede, como aumento da solubilidade, taxa de dissolucdo e da
biodisponibilidade (20).

A predicao da formacido do complexo de inclusdo € bastante empirica. No
entanto, Loftsson e Brewster observaram que quanto menor a solubilidade em meio
aquoso do farmaco, maior era o aumento da solubilidade relativa obtida pela
complexacdo com a ciclodextrina. Firmacos com solubilidade na ordem de pM
apresentam aumento maior da mesma do que farmacos com solubilidade maior
(21).

A solubilidade de farmacos pouco soliveis em dgua pode ser aumentada pela
utilizagdo simultanea da formacdo do complexo com ciclodextrina e de sais com
acidos organicos. Hidroxi-adcidos sdo bastante empregados para aumentar a
solubilidade de farmacos com solubilidade aquosa reduzida, sendo o acido citrico
utilizado com frequéncia. Os complexos resultantes sdo nomeados complexos

multicomponentes (22).

1.3 - ACIDO CITRICO

Acido citrico (AC) € um hidroxi-acido, com ponto de fusdao 153 °C, férmula
molecular C¢HgO7, massa molar 192,12 g/mol e constantes de ionizagdo 3,13

(pKay), 4,76 (pKa,) e 6,40 (pKa;) (23). Sua féormula estrutural est4 na Figura 4.

HO 0
o OH

H
0 LH 0

Figura 4. Férmula estrutural do acido citrico.
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Quando usado como agente acidificante, o dcido citrico solubiliza fairmacos
basicos formando sal e aumentando a solubilidade do ativo (23).

A formagao de complexo entre ciclodextrinas e farmacos com grupo amina é
favorecida na presenca de hidroxi-adcidos. Redenti e colaboradores observaram
algumas caracteristicas desses farmacos que sdao importantes para obtencdo do
complexo de inclusdo: (a) apresentarem solubilidade aquosa inferior a 0,1 mg/mL;
(b) ser observado aumento da solubilidade do farmaco na presenga do hidroxi-
acido; (c) o complexo CD-farmaco deve ser estavel; (d) o grupo amina do farmaco
deve apresentar cardter bdsico razoavel (pKa < 5,0) e estar em uma posi¢io
afastada da parte da molécula que € inserida na cavidade da ciclodextrina, de forma
que a carga ndo comprometa a formac¢ao do complexo de inclusao e que o hidroxi-
acido possa interagir com os grupos hidroxila da extremidade maior da
ciclodextrina (24).

A solubilidade da ciclodextrina também aumenta na presenca de hidroxi-
acidos. Este efeito tem sido associado a alteracdes na rede de ligacdes de
hidrogénio dos grupos hidroxila secundarios e/ou alteracoes das interagdes com as
moléculas de dgua (22) e (25).

A presenca simultinea de hidroxi-acido e de ciclodextrina apresenta efeito
sinérgico na solubilidade de farmacos pouco soluveis. A solubilidade do farmaco
na presenca desses componentes é maior que o efeito aditivo da presenca da
ciclodextrina e do hidroxi-acido observados separadamente (26). Mura e
colaboradores observaram que a presenca simultinea do hidroxi-dcido e da
ciclodextrina foi mais efetiva no aumento da solubilidade do Econazol quando
comparada a solubilidade do farmaco na presenca de apenas um desses agentes
27).

A formacgdo do complexo de inclusdo altera as propriedades fisico-quimicas
da molécula hdspede. Essas alteracoes podem ser monitoradas por metodologias

analiticas que permitem detectar essas variacdes e consequentemente obter
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evidéncias da formacdo do complexo de inclusdo. O complexo formado pode ser

caracterizado tanto em solucdo como no estado sélido (22).

1.4 - CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
EM SOLUCAO

1.4.1 - Espectroscopia de Absorcao UV/Vis

A abordagem mais utilizada para o estudo de complexos de inclusdo é o
método shake-flask proposto por Higuchi & Connors, sendo considerada a primeira
verificacdo de complexos de inclusdo em solu¢do. O estudo permite obter a
constante de equilibrio de associacdo (K.) e a estequiometria do complexo a partir
do diagrama de solubilidade.

O estudo de solubilidade de fase emprega quantidade em excesso da
molécula héspede com objetivo de manter o equilibrio termodindmico entre a
molécula hospede em solugdo e seu sdlido de forma a alcancar o0 maximo de sua
solubilidade. O perfil da solubilidade € construido analisando o efeito de
concentracdes crescentes de ciclodextrina na solubilidade aparente do farmaco
(22), (28) e (29). A Figura 5 apresenta os tipos de diagrama que podem ser obtidos

neste estudo.
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Concentraciao do farmaco

Concentracao da ciclodextrina

Figura 5. Representagdo grafica do perfil de solubilidade de fase dos tipos A
e B com seus subtipos (Ap, AL, Ax € Bs, By). Adaptado de (10).

Os diagramas de solubilidade de fase sao classificados em tipos A e B. Os do
tipo A correspondem a formacao de complexos soluveis e apresentam 0s subtipos
Ap, onde a solubilidade da molécula hospede aumenta linearmente com aumento da
concentracdo da CD, Ap com desvio positivo e Ay com desvio negativo. Os
diagramas lineares resultam da formac¢do de complexos de primeira ordem em
relacio a CD e de ordem 1 ou superior em relacdo a molécula hospede. Se a
inclinagdo da reta for inferior a 1, geralmente € assumida estequiometria 1:1, apesar
de ndo se excluir a presenca de complexos de ordem superior. Os diagramas do tipo
B correspondem a formagao de complexos com solubilidade limitada como no tipo
Bs ou insoluaveis como no tipo By (9) e (10).

A partir desse diagrama, a constante de equilibrio de associacdo (K.) é
calculada pela equacdo (1), onde a inclinagdo € o coeficiente angular da reta e S, €

o0 intercepto.
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inclinagao
K, = (1)

" [So (1—inclinagio)]

A constante de equilibrio de associacdo € um parametro importante na
avaliacdo das interacdes entre a ciclodextrina e a molécula hospede e a aplicacdo
pratica do complexo de inclusdo, onde valores baixos de K. indicam interagdo fraca
entre os componentes resultando em rdpida liberacdo da molécula hdospede. Por
outro lado, valores altos de K. indicam formacao de complexos bastante estaveis e
que podem levar a uma liberacao lenta ou incompleta da molécula hospede (22).

A andlise dos espectros de absor¢ao na regido do UV/Vis obtidos no estudo
de solubilidade de fase fornece evidéncias da formacdo do complexo de inclusio. A
alta densidade eletronica no interior da cavidade da ciclodextrina acarreta
mudancas nas propriedades espectrais da molécula encapsulada. Como a
ciclodextrina ndo absorve radiacdo UV/Vis, alteracdes no espectro da molécula
héspede, como deslocamento batocromico e alargamento da banda de absorcao,
sugerem interacao entre esta e a ciclodextrina (9) e (30).

A estequiometria do complexo de inclusdo pode ser confirmada pelo método
da variacdo continua ou método de Job. Este método é baseado na variacdo de
determinada propriedade fisico-quimica da molécula héspede que € monitorada em
funcdo da complexagdo. Técnicas espectroscopicas sensiveis a esta variacdo podem
ser usadas no estudo. Empregando a espectroscopia de absor¢cdo UV/Vis, a variacao
da concentracdo da molécula hospede, mantendo constante a soma das
concentracOes das espécies presentes na solucdo, faz com que a absorbancia passe
por um minimo ou um mdiximo. Este minimo ou médximo corresponde a
concentragdo mais alta do complexo, a fragcio molar em que ocorre indica a

estequiometria do complexo em solucdo (10).
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1.4.2 - Espectroscopia de Ressonincia Magnética

Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear tem se tornado o método
mais importante na caracterizacdo de complexos de inclusdo, pois fornece
informacdo detalhada das interagdes fisico-quimicas entre a ciclodextrina e a
molécula hospede e da geometria do complexo de inclusdo. Além disso, esta
técnica permite obter a populagdo da molécula hospede presente no complexo e a
constante de equilibrio de associacdo que pode ser comparada ao valor obtido por
outra técnica, possibilitando assim compreensdo do sistema supramolecular (31).

No experimento de RMN 'H, os deslocamentos quimicos () dos prétons da
molécula héspede e hospedeira sdo monitorados. As interacdes na formacgdo do
complexo de inclusdo alteram o microambiente dos prétons, devido aos efeitos de
protecdo ou desprotecdo, resulta em mudancas nesse parametro. Alteracdes
significativas no deslocamento quimico dos prétons localizados no interior da
cavidade da ciclodextrina, H3 e HS, e dos prétons da molécula hospede envolvidos
nas interacoes podem ser observadas. Os maiores valores de deslocamento quimico
indicam a parte da molécula héspede que estd inserida na cavidade da ciclodextrina
e em que extensao esta ocorre (29).

Evidéncias da geometria do complexo de inclusdo pelo experimento
Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY (RMN "H ROESY 1D) podem ser
obtidas. O método consiste na deteccdo do Nuclear Overhauser Effect (NOE). Este
efeito € um fendOmeno comum observado na espectroscopia de RMN e consiste na
transferéncia de polarizacdo de uma populacdo de spin para outra, sendo observado
entre protons que estdo proximos espacialmente a distancia menor que 5 A@B2e
(33). No experimento de RMN "H ROESY 1D sdo detectadas interacdes dipolares
entre os protons H3 e HS, localizados no interior da cavidade da ciclodextrina, e os

protons da parte da molécula hospede que estd inserida na cavidade. Dessa forma, o
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experimento de RMN 'H ROESY 1D fornece evidéncias da formacio do complexo
de inclusdo e da orientacdo da molécula do farmaco no interior desta cavidade (34).

A técnica Diffusion Ordered SpectroscopY (DOSY), baseada na medida do
coeficiente de difusdo das espécies presentes em solucao, é empregada no estudo de
complexos supramoleculares, onde os componentes apresentam coeficientes de
difusdo distintos. Medidas da difusdo permitem obter evidéncias da formagao do
complexo, pois na presenga do agente complexante o coeficiente de difusdo da
molécula hdéspede tende a diminuir como resultado da formac¢do do respectivo
complexo. A partir do coeficiente de difusd@o, a constante de equilibrio de

associacdo e a populacao de complexo podem ser obtidas (33) e (35).

1.5 - CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
NO ESTADO SOLIDO

1.5.1 — Analise Térmica

Os métodos de analise térmica, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
andlise termogravimétrica (TGA), sdo ferramentas analiticas bastante empregadas
na investigacao de complexos de inclusdo no estado sélido e complementam os
resultados observados por outras técnicas.

A calorimetria diferencial de varredura € utilizada na investigacao do perfil
térmico dos componentes livres, da mistura fisica e do complexo de inclusdo.
Evidéncias da formacdo do complexo sdo obtidas pela comparacdo dos perfis
térmicos, podendo ser observadas alteracbes nos picos endotérmicos ou
exotérmicos e variagdes na entalpia dos componentes devido a formacdo do
complexo de inclusdo (36) e (37). A andlise termogravimétrica permite determinar

as perdas de massa relacionadas a eventos fisicos (mudanca de estado de agregacao

16



ou de estrutura cristalina) ou quimicos (decomposicdo, combustdo) dos

componentes (9).

1.5.2 — Difratometria de Raios X (DRX)

A difratometria de raios X € empregada na investigacdo da estrutura
cristalina dos complexos de inclusao devido a simplicidade e rapidez da técnica.
Como nos métodos de andlise térmica, a avaliagdo das alteracdes do padrdo de
difracdo de raios X dos componentes livres, da mistura fisica e do complexo € feita
por comparagdo. O padrdo de difracdo de raios X do complexo de inclusdo pode
apresentar reducdo na intensidade dos picos, desaparecimento de picos,
aparecimento de novos picos de difracdo ou a presenca de bandas de dispersao que
podem estar relacionadas a amorfizagdo da molécula hospede e também a formacao
do complexo de inclusdo (22) e (38).

A presenca de estrutura amorfa observada na formacdao do complexo depende
do método de preparo do complexo de inclusdo, sendo que a liofilizacdo
geralmente leva a obtencao de complexo amorfo (39). No entanto, o emprego desse
método também leva a amorfizacdo da molécula héspede. Assim, a técnica ndo
permite diferenciar se a auséncia de cristalinidade é devido a formacdo do
complexo de inclusdo ou uma mistura homogénea dos componentes no estado
amorfo (40). Além disso, o preparo da mistura fisica sem o devido cuidado, ou seja,
macerando os componentes da mesma também pode levar a amorfizacdo da
estrutura dos componentes. Portanto, a difratometria de raios X fornece resultados

complementares aos obtidos por outras técnicas (22).

17



1.5.3 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura é usada na observacdo dos aspectos

morfologicos dos componentes livres, da mistura fisica € do complexo de inclusao

(22).

1.6 - MODELAGEM MOLECULAR

Interacdes entre a ciclodextrina e a molécula hospede podem ser simuladas
mediante uso da Quimica Computacional. A modelagem molecular permite obter a
geometria tridimensional do complexo de inclus@do com energia minima. Métodos
semi-empiricos, que mesclam teoria com resultados experimentais, sdo usados na
constru¢ao da estrutura do complexo de inclusdo devido ao custo computacional
relativamente baixo quando comparado aos cdlculos ab-initio (41) e (42).

A geometria obtida pode ser confrontada com aquela sugerida pelos
experimentos de ressonancia magnética nuclear fornecendo melhor compreensio
das interacoes entre a ciclodextrina e a molécula hdspede e possibilitam

complementar e enriquecer o entendimento do sistema em estudo (43).
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CAPITULO II - OBJETIVOS

Este projeto de pesquisa teve como objetivo geral preparar o complexo de
inclusdo do farmaco imunomodulador Imiquimod em B-ciclodextrina, utilizando o
método da liofilizagcdo, visando, no futuro, a incorporacdo do mesmo em uma
forma farmacéutica constituindo um sistema alternativo a forma convencional para

aplicacao topica. Os objetivos especificos do projeto sdo:

(a) Caracterizar o complexo de inclusdo em solu¢do empregando as técnicas
espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear e espectroscopia de absorcio
UV/Vis, obtendo assim a constante de equilibrio de associacdo, a eficiéncia de
complex¢cao (E.C.), a estequiometria do complexo de inclusdo, a fracdo do

Imiquimod encapsulada e evidéncias da geometria do complexo de inclusio;

(b) Caracterizar o complexo de inclusdo no estado sélido utilizando anélises
térmicas (andlise termogravimétrica e calorimetria diferencial de varredura),
difratometria de raios X e microscopia eletronica de varredura. Obter evidéncias da
formacdo do complexo a partir de alteragdes observadas no perfil térmico, no

padrdo de difracdo de raios X e na estrutura cristalina do complexo formado;
(c) Obter a estrutura tridimensional do complexo de inclusao por modelagem

molecular. Comparar a geometria obtida pelo calculo tedrico com os resultados

experimentais.
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CAPITULO III
MATERIAIS E METODOS
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 — Reagentes

o Acetato de sédio anidro P.A., Synth, lote 170761;

o Acido acético glacial P.A. — A.C.S., Synth, lote 890635;

o Acido citrico anidro, Synth, lote 169270;

o Acido cloridrico, J.T. Baker, lote GOSC02;

o Alcool etilico 95% P.A. — A.C.S., Synth, lote 155147,

o PB-ciclodextrina, Cavamax W7 Pharma Betadex, ISP Technologies, lote
70P347;

o Carboximetilcelulose de s6dio, Ashland, lote 99482;

o Cloreto de sodio, Chemco, lote 012562;

o Fosfato de s6dio monobasico anidro P.A., Synth, lote 121966;

o Fosfato dissédico heptahidratado, Ecibra, lote 4844;

o Imiquimod, EMS Sigma Pharma, sem lote;

o Nicotinamida, Fluka BioChemika, lote 72340;

o Polietilenoglicol 400 (Kollisolv), Basf, lote 90967309TO0;

o Tris(hidroximetil) amino metano P.A., Vetec, lote 0805008;

o Uréia, CAQ, lote 98091621.

3.1.2 - Equipamentos

o Agitador de tubos Phoenix, modelo AP-22;

o Analisador termogravimétrico TA Instruments, modelo 2050;
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o Balanca analitica Marte, modelo AW?220;

o Balanca analitica Shimadzu, modelo AUY220;

o Calorimetro diferencial de varredura TA Instruments, modelo 2910;

o Difratdmetro Shimadzu (DRX-6000);

o Equipamento de desionizagao de dgua Milli-Q, modelo Académic A10;

o Espectrometro de ressoniancia magnética nuclear Bruker, modelo Avance

o Espectrofotdmetro UV/Vis Varian, modelo Cary 50 Probe;

o Liofilizador Liotop K105;

o Microscépio Eletronico de Varredura, modelo JSM-6360 LV;
o pHmetro Micronal, modelo B474;

o Unidade filtrante HV Millex 0,45 pm.

3.2 - METODOS

3.2.1 - Espectros de absorcao UV/Vis do Imiquimod em
diferentes pHs

O espectro de absorcdo do Imiquimod foi obtido em &4gua, em solugdo
tampao acetato pH 5,6, tampao fosfato pH 7,4 e tampao tris pH 9,0. Os tampdes
foram preparados na concentracdo 50 mM e forca 16nica 0,1 M. Solucido de
concentracao 1,0 mM de Imiquimod foi preparada em etanol e diluida em 2,0 mL
de agua ou solugcdo tampao e analisada no espectrofotdmetro UV/Vis a 25°C para
determinar os comprimentos de onda de absorcdo méaxima (A.x) € a influéncia do

pH no espectro de absor¢do do farmaco.
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3.2.2 - Determinacao do coeficiente de absortividade

molar (¢) do Imiquimod

O coeficiente de absortividade molar do Imiquimod foi determinado em
agua, solugdo tampao acetato pH 5,6, tampao fosfato pH 7,4, tampao tris pH 9,0 e
solucdo de acido citrico pH 3,0. Solu¢do de Imiquimod na concentragdo 3,0 mM
em etanol foi usada nas andlises. Os tampodes foram preparados como descrito no
item 3.2.1. As dilui¢Oes foram realizadas diretamente na cubeta, onde as seguintes
faixas de volume da solu¢do de Imiquimod foram empregadas: (a) 10-100 pL para
a solucdo aquosa; (b) 5-60 pl. para o tampao acetato pH 5,6; (¢) 10-60 uL para o
tampao fosfato pH 7,4; (d) 5-40 pL para o tampao tris pH 9,0; (e) 5,5-22 pLL para a
solucdo de acido citrico pH 3,0. A faixa de concentragdo do Imiquimod em cada
meio foi: (a) 0,0149-0,1430 mM para a solu¢do aquosa; (b) 0,0075-0,0874 mM
para o tampao acetato pH 5,6; (c) 0,0149-0,0874 mM para o tampao fosfato pH 7,4;
(d) 0,0075-0,0588 mM para o tampao tris pH 9,0; (e) 0,0082-0,0326 mM para a
solucdo de 4cido citrico pH 3,0. As medidas foram realizadas em duplicata e o

volume total na cubeta foi 2 mL.

3.2.3 - Avaliacao do efeito do tampao sobre a
solubilidade do Imiquimod na auséncia e na presenca de -

ciclodextrina

A solubilidade do Imiquimod foi avaliada em dgua e solu¢do tampao acetato
pH 5,6, tampao fosfato pH 7,4 e tampao tris pH 9,0 na presenca de quantidades
crescentes de B-ciclodextrina. O teste foi realizado para analisar a influéncia do pH
e da presenca de PB-ciclodextrina na solubilidade do Imiquimod, e também para

definir a faixa de concentracdo da B-ciclodextrina a ser empregada no estudo de

27



solubilidade de fase do Imiquimod. O experimento foi realizado seguindo o
procedimento descrito a seguir.

Quantidade em excesso de Imiquimod (10 mg) foi pesada em tubos de ensaio
de 20 mL. Uma solu¢do de B-ciclodextrina foi preparada na concentracdo de 12
mM e as devidas diluicdes foram realizadas diretamente nos tubos de ensaio
contendo Imiquimod para obter solucdo com B-ciclodextrina nas concentragdes 0
mM, 4 mM, 8 mM e 12 mM. O volume total de cada solucdo foi de 10 mL. Em
seguida, os tubos foram envolvidos em papel aluminio para protecdo contra a luz.

As solucdes foram deixadas em agitacdo por 24 h a 25 °C para atingir o
estado de equilibrio. Finalizada a agitacdo, 6 mL de cada soluc¢do foram filtrados
em filtro Millex 0,45 pm. Em seguida, cada amostra filtrada foi analisada no
espectrofotometro UV/Vis para determinar a absorbancia do Imiquimod nos
comprimentos de onda maximo (A,.x) em 226 e 244 nm. As solucdes foram
diluidas diretamente na cubeta, com excecdo das amostras em 4gua e solucao
tampao tris pH 9,0 que foram analisadas sem dilui¢do, sendo que o volume total na
cubeta foi 2 mL. Foi usada a diluicdo 150 pL: 1850 pL para a solu¢do em tampao
acetato pH 5,6 e 1000 pL:1000 pL, para a solucdo em tampao fosfato pH 7,4.

Devido a solubilidade limitada do Imiquimod nos meios em estudo, um
terceiro componente foi avaliado para aumentar a solubilidade aquosa do farmaco.

O método e os compostos testados sdo apresentados a seguir.

3.2.4 - Avaliacao da solubilidade do Imiquimod na

presenca de cossolventes

Um terceiro componente foi testado para aumentar a solubilidade aquosa do
Imiquimod na presenca de B-ciclodextrina. Os experimentos foram realizados na
razdo molar 1:1 (B-ciclodextrina:Imiquimod). Quantidade de 7,6 mg de Imiquimod

foi adicionada a um recipiente contendo 36 mg de B-ciclodextrina em 2 mL de dgua
28



deionizada. Os experimentos foram realizados empregando essas quantidades em
duas condicdes: (a) sem etanol e sem aquecimento; e (b) com etanol e aquecendo a
solucdo. E mencionada na descricio do experimento quando apenas uma das
condi¢Oes foi empregada ou alteracdo na condi¢do. A quantidade do terceiro
componente € indicada em cada experimento.

A nicotinamida e a uréia sdo empregadas como agentes hidrotropicos. Estes
possuem a capacidade de aumentar a solubilidade de compostos pouco soluveis em
agua, de forma que, a solubilidade do Imiquimod na presenca de B-ciclodextrina foi
avaliada em solucdo aquosa contendo 6 mg do agente hidrotrépico. Foi adicionado
a solucdo 0,5 mL de etanol e a solugdo foi aquecida a 45 °C por 30 minutos (44).

Em outro experimento, o efeito sinérgico do polietilenoglicol (PEG-400) e da
B-ciclodextrina na solubilidade do Imiquimod foi avaliado. A quantidade de 0,5 mL
de PEG-400 foi adicionada a solu¢do contendo Imiquimod e B-ciclodextrina. A
solucdo contendo 0,5 mL de etanol foi aquecida a 45 °C por 30 minutos (45). O
efeito combinado da presenca do polimero carboximetilcelulose de sédio (NaCMC)
e da B-ciclodextrina na solubilidade do farmaco também foi avaliado. A quantidade
de 5 mg do polimero foi testada, posteriormente 0,5 mL de etanol foi adicionado a
solucdo e esta foi aquecida a 45 °C por 30 minutos (46) e (47).

O Imiquimod sendo uma base fraca apresenta solubilidade maior em meio
acido (7), de forma que, a solubilidade do farmaco em solu¢do aquosa contendo -
ciclodextrina foi avaliada na presenca de solu¢do de acido citrico pH 3,0. Foi
empregada a razdo molar 1:1:1 (B-ciclodextrina:Imiquimod:acido citrico) no
experimento em um volume de 1,3 mL de 4gua e 3 mL de etanol. Este experimento
também foi realizado com a [-ciclodextrina na concentracio de 16 mM. O
experimento foi repetido sem adicdo de etanol. Ambos os experimentos foram
realizados sem aquecimento.

A solubilidade do Imiquimod foi avaliada também em solu¢do tampao citrato

pH 3,0 apenas na condi¢do (a). Outro experimento foi realizado em solucao de
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10,5 mL de 4lcool etilico 95% e acido cloridrico (razao 9,5:1), sem aquecimento
(48). Os resultados dos experimentos foram comparados aos resultados do
experimento em solucdo de acido citrico pH 3,0.

Apos a selecio do acido citrico como terceiro componente, estudo da
solubilidade do Imiquimod foi realizado em solu¢do de acido citrico pH 3,0 e

solucdo tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4.

3.2.5 - Estudo de solubilidade de fase do Imiquimod em
solucao de acido citrico pH 3,0, soluciao tampao acetato pH

5,6 e tampao fosfato pH 7,4

O estudo de solubilidade de fase € a primeira ferramenta a fornecer
evidéncias da formacdo do complexo em solucdo (49). A partir dos resultados
obtidos no primeiro teste de solubilidade e na avaliagdo do terceiro componente,
acido citrico, as solu¢des tampao acetato pH 5,6, tampao fosfato pH 7,4 e a solugdo
de 4acido citrico pH 3,0 foram selecionadas para avaliar a solubilidade do
Imiquimod na presenga de quantidades crescentes de [P-ciclodextrina. Neste
experimento, a concentragdo de PB-ciclodextrina variou de 0 mM a 16 mM, com
incremento de 2 mM entre cada concentracdo usada. No experimento com solucao
de acido citrico foi usada a razdo molar 1:1 (acido citrico:Imiquimod). As amostras
foram preparadas em duplicata, seguindo o procedimento descrito no primeiro
teste. Na leitura da absorbancia (A = 226 e 244 nm) foi utilizada a dilui¢dao 10
pul: 2000 pL para a solucdo de acido citrico pH 3,0, 100 uL: 1900 pL para a
solugdo tampao acetato pH 5,6 e 1000 puL.:1000 pL para a solu¢cdo tampao fosfato
pH 7.4. Os estudos de solubilidade de fase foram realizados empregando o método
previamente reportado por Higuchi & Connors (28). A curva analitica obtida

mediante anélise espectrofotométrica foi empregada no célculo da concentra¢ao do
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Imiquimod. Os valores de absorbancia foram convertidos em concentragdo
utilizando o coeficiente de absortividade molar calculado pela curva analitica. A
partir do grafico da concentracio do Imiquimod pela concentracio da -
ciclodextrina obteve-se o diagrama de solubilidade e a constante de equilibrio de
associagao foi calculada pela equagdo 1, onde a inclinagdo € o coeficiente angular

dareta e Sy € o intercepto.

inclinacgao
K. = (1)

T [So (1—inclinagio)]

O diagrama pode ser classificado como do tipo A ou B, onde A corresponde
a formacdo de complexos soluveis e B a formacido de complexos insoluveis. Os
complexos do tipo A sdo subdivididos em Ap, Ap € Ay € classificam os diagramas
como lineares, com desvio positivo e desvio negativo, respectivamente. Os
diagramas lineares resultam da formacdo de complexo de inclusdo de ordem 1 em

relacdo a ciclodextrina e de ordem 1 ou superior em relacdo a molécula hospede

(22).

3.2.6 — Determinacao da estequiometria do complexo

BCD:IMQ

A estequiometria do complexo BCD:IMQ foi confirmada pelo método da
variacdo continua ou método de Job, onde quantidades equimolares da solugdo de
Imiquimod e da solugdo de B-ciclodextrina foram solubilizadas e analisadas por
espectrometria de absor¢do UV/Vis nos comprimentos de onda de absorcao
maxima (Ap.,) em 226 e 244 nm, a 25 °C. Solu¢do de Imiquimod na concentragio
de 3,0 mM foi preparada em etanol, contendo a mesma razio molar de 4cido

citrico. O volume de 500 pL dessa solucdo foi diluido em &gua deionizada para
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obter 50 mL de uma solu¢do de Imiquimod na concentra¢do de 0,03 mM. Solugdo
de B-ciclodextrina na concentra¢iao de 0,03 mM foi preparada em dgua deionizada.
Os volumes de cada solu¢do foram calculados para se ter fracdes molares do
Imiquimod de 0 a 1,0. As leituras da absorbancia foram realizadas em duplicata. A
estequiometria do complexo BCD:IMQ foi obtida pelo gréfico de Job, onde no eixo
y foi plotada a diferenca da absorbancia entre a solu¢do contendo a mistura de [-
ciclodextrina e Imiquimod e a solucdo contendo apenas Imiquimod multiplicada
pela fracao molar do Imiquimod e no eixo x foi plotada a fragdo molar do farmaco.
A fracdo molar correspondente ao maximo da curva indica a estequiometria do

complexo de inclusio.

3.2.7 - [Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear

As amostras dos componentes individuais e do complexo BCD:IMQ foram
analisadas na concentragdo de 26 mM em D,0 ou DMSO-ds. As condi¢bes do
experimento de RMN de 'H foram: temperatura 25 °C, tempo de aquisi¢do 1, 992 s,
tempo de relaxacdo de 1,000 s e 64 repeticdes. Os espectros do 4cido citrico, da [-
ciclodextrina e do complexo de inclusdo foram referenciados pelo deslocamento
quimico da D,O (4,71 ppm) e o espectro do Imiquimod foi referenciado pelo
deslocamento quimico do DMSO-d¢ (2,50 ppm). Os espectros foram processados e
analisados no software TopSpin.

Os deslocamentos quimicos dos prétons do grupo imidazoquinolina do
Imiquimod foram atribuidos usando o experimento COrrelation SpectroscopY
(COSY). O espectro COSY foi obtido empregando a programacdo de pulso
cosygpqf, tempo de relaxacdo 1,0 s, 1024 pontos na dimensdo F2 e 256 pontos na
dimensdao F1, 2 transientes e 16 dummy scans. O espectro foi processado no

software TopSpin.
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A sequéncia de pulso selrogp.2 foi empregada nos experimentos de RMN 'H
ROESY 1D, realizados a 25 °C com os parametros de aquisicao TD 32k, tempo de
espera de reciclagem (d1) 5 s, tempo de mistura (p15) 400 ms e 512 repeti¢des. Os
espectros foram processados com alargamento de linha (Ib) 3,0 Hz no software
TopSpin.

Os experimentos DOSY foram realizados empregando a sequéncia de pulso
oneshot, onde foram ajustados os parametros: (a) tempo de difusdo A (d20), 60 ms,
(intervalo entre a aplicacdo dos pulsos de gradiente); (b) tempo de aplicagdo do
gradiente de campo & (p30), 1500 ps; (c) tempo de espera para recuperar gradiente
(d16), 200 us; (d) poténcia do gradiente de campo g, 10 e 80%, com 16 amplitudes
diferentes. Todos os experimentos foram realizados a 25 °C e com 16 repeti¢Oes.
Os espectros foram processados no software DOSY Toolbox (50).

Para os experimentos RMN 'H e RMN 'H ROESY 1D, o complexo
BCD:IMQ foi preparado na razdo molar 1:1:1 (B-ciclodextrina:acido
citrico:Imiquimod) conforme descrito a seguir. A quantidade de 500 mg de B-
ciclodextrina foi adicionada em béquer contendo 92 mL de dgua deionizada. Apds
solubilizar a B-ciclodextrina, a quantidade de 85 mg de 4cido citrico foi adicionada
a solucdo. Em seguida, 106 mg do Imiquimod foram adicionados e a solugao foi
submetida a agitacdo magnética por 15 minutos. A solucdo foi filtrada em filtro
Millex 0,45 pm. O filtrado foi liofilizado por 72 horas. O complexo liofilizado foi
solubilizado em D,0 para realizacdo das medidas. O complexo de inclusdo também
foi caracterizado no estado sdlido por andlise termogravimétrica e calorimetria
diferencial de varredura, difracdo de raios X e microscopia eletronica de varredura.

As amostras para o experimento DOSY foram preparadas em 1 mL de D,0.
Em tubos eppendorf contendo 5 mg de Imiquimod e 4 mg de &cido citrico (razdo
molar 1:1) foram adicionadas quantidades crescentes de [B-ciclodextrina. As
concentragdes de B-ciclodextrina usadas no experimento foram 0 mM, 4 mM, 8

mM, 12 mM e 16 mM. As solu¢des foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5
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minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de ressonancia de 5

mm de didmetro e levadas para andlise.

3.2.8 — Analises Térmicas

As curvas de TGA do 4cido citrico, do Imiquimod, da B-ciclodextrina, do
complexo BCD:IMQ, da mistura fisica B-ciclodextrina e Imiquimod e da mistura
fisica 4cido citrico, B-ciclodextrina e Imiquimod foram obtidas no intervalo de
temperatura 25-600 °C, a taxa de aquecimento 10 °C min™ e atmosfera inerte.

As curvas de DSC dos componentes individuais, do complexo BCD:IMQ e
das misturas fisicas foram obtidas usando quantidades entre 5-10 mg das amostras,
em panelas de aluminio, a uma taxa de aquecimento de 10 °C min"' e atmosfera
inerte. As curvas de DSC do Imiquimod, da B-ciclodextrina e da mistura fisica
Imiquimod e B-ciclodextrina foram obtidas no intervalo de temperatura 25-350 °C e
as curvas de DSC do 4cido citrico, do complexo BCD:IMQ e da mistura fisica 4cido
citrico, B-ciclodextrina e Imiquimod foi obtida no intervalo de temperatura 25-250
°C.

As misturas fisicas foram preparadas empregando razdo molar 1:1 (B-
ciclodextrina:Imiquimod) ou 1:1:1 (4cido citrico:B-ciclodextrina:Imiquimod)

misturando os componentes por 2 minutos.

3.2.9 — Difratometria de Raios X

O difratograma do Imiquimod, da B-ciclodextrina, do dcido citrico, do
complexo BCD:IMQ e da mistura fisica foi adquirido usando radia¢do de Cu-Ka

(1,5406 A), voltagem 40 kV, corrente 30 mA e 20 no intervalo 5-50°.
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3.2.10 — Microscopia Eletronica de Varredura

O d4cido citrico, a PB-ciclodextrina, o Imiquimod, a mistura fisica e o
complexo BCD:IMQ foram caracterizados por microscopia eletronica de varredura
(MEV). As amostras foram fixadas em suportes metélicos com fitas de carbono
dupla face. Em seguida, as amostras foram cobertas com uma fina camada de ouro

sob vacuo. As fotomicrografias foram obtidas com aumento de 100x a 1300x.

3.2.11 — Modelagem Molecular

Interacdes entre a P-ciclodextrina e o Imiquimod foram simuladas
computacionalmente empregando o método semi-empirico Parametric Method 3
(PM3) e o software de modelagem molecular General Atomic and Molecular
Electronic Structure System (GAMESS). A geometria molecular inicial do
Imiquimod foi criada no software Molden, a partir dos comprimentos e angulos de
ligacdo padrdo, sendo em seguida otimizada. A estrutura da B-ciclodextrina foi
obtida no DrugBank (DB03995) e sua geometria também foi otimizada. A
geometria do complexo BCD:IMQ foi obtida inserindo a estrutura otimizada do
Imiquimod ao longo do eixo que passa através do centro da cavidade da -
ciclodextrina. Os calculos foram realizados no vacuo e sem restri¢ao de geometria.
A orientacdo da inser¢do da molécula do Imiquimod no interior da cavidade da -
ciclodextrina teve como base os resultados do experimento RMN 'H ROESY 1D.
Os estudos foram realizados com o Imiquimod em sua forma neutra e também em

sua forma ionizada.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Espectros de absor¢cao UV/Vis do Imiquimod em
diferentes pHs

Os espectros de absor¢ao do Imiquimod em &4gua, tampdo acetato pH 5,6,
tampao fosfato pH 7,4 e tampao tris pH 9,0 apresentaram diferencas na intensidade.
A Figura 6 mostra os espectros de absor¢cao do Imiquimod (concentracdo de 0,0588
mM) em meios com acidez diferente, a 25 °C. Ele apresenta quatro bandas de
absor¢ao com maximos (A,.,) em 226, 244, 305 e 318 nm. Em estudo tedrico sobre
a estrutura eletrbnica do Imiquimod, Zhao e colaboradores verificaram que a
absorcdo em 244 nm € devida a presenca do grupo amina que contribui com o
sistema 7 conjugado (51).

Examinando os espectros pode-se observar que em 226 nm a absorbancia
maxima ocorre em tampao acetato pH 5,6. Em meio bésico, a intensidade da banda
diminui e o pico de absor¢ao maxima neste comprimento de onda desaparece em
tampao tris pH 9,0. Por outro lado, a absor¢cdo em 244 nm € observada em solugdo
tampao tris pH 9,0 e a intensidade da banda aumenta com o aumento do pH. A
variagdo da absorbancia nesses dois comprimentos de onda indica que o farmaco
ionizado contribui para o aumento da intensidade da mesma em 226 nm, sendo que
em tampao pH 5,6 98,04% do farmaco esta sob a forma ionizada. A intensidade do
pico em 244 nm aumenta em meio bésico, atingindo valor maximo em tampao tris
pH 9,0. Nessas condicdes 1,96% do farmaco esta sob a forma ionizada e 98,04%
estdo sob a forma neutra, de forma que se pode considerar que o farmaco neutro

contribui para o aumento da absorbéncia neste comprimento de onda.
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Figura 6. Espectros de absor¢dao na regido do UV/Vis do Imiquimod

(concentragao 0,0588 mM), a 25 °C.

Os comprimentos de onda 226 e 244 nm foram selecionados para quantificar
o Imiquimod em meio aquoso, com base nos espectros de absorcdo (Figura 6)
obtidos em 4gua, tampao acetato pH 5,6, tampao fosfato pH 7,4 e tampao tris pH
9,0, pois dependendo da acidez da solu¢@o a absorbincia maxima ocorre em 226
ou 244 nm.

No préximo item sdo apresentadas as curvas analiticas do Imiquimod das
solucdes em estudo, incluindo a curva analitica deste farmaco em solucao de 4cido
citrico pH 3,0, pois no desenvolvimento deste projeto foi verificado que o
Imiquimod apresenta solubilidade maior nessa solu¢do como sera descrito no item

4.4.
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4.2 — Determinacao do coeficiente de absortividade molar (g) do

Imiquimod

4.2.1 — Curva analitica do Imiquimod em solucao aquosa

O coeficiente de absortividade molar (¢) do Imiquimod em solu¢do aquosa
foi obtido em 226 e 244 nm, a 25 °C. As concentracdes do farmaco, as
absorbancias obtidas, seus valores médios, os coeficientes de absortividade molar e
as equacoes de retas estdo na Tabela 2. A curva analitica do Imiquimod relativa ao
comprimento de onda 226 nm estd na Figura 7. Os valores de A apresentados neste

item sdo a média (£ desvio padrdo).

Tabela 2. Concentracdes do Imiquimod em solugdo aquosa, valores da absorbancia
obtidos em 226 e 244 nm, seus valores médios, coeficientes de absortividade molar

e as respectivas equacoes de reta.

Amax (226 nm) Amax (244 nm)

[IMQ] | A A, A A, A, A
mM

0,0149 | 0,1070]0,0992 | 0,1031 (£ 0,0055) | 0,0785 | 0,0727 | 0,0756 (+ 0,0041)
0,0297 |0,2148 10,2153 | 0,2150 (£ 0,0003) | 0,1564 | 0,1587 | 0,1575 (x 0,0017)
0,0588 |0,47360,4872 | 0,4804 (£ 0,0096) | 0,3479 | 0,3585 | 0,3532 (+ 0,0075)
0,0874 |0,7208 | 0,7480 | 0,7344 (+ 0,0193) | 0,5319 | 0,5505 | 0,5412 (+0,0132)
0,1150 | 0,9151]0,9660 | 0,9406 (+ 0,0360) | 0,6765 | 0,7123 | 0,6944 (+ 0,0254)
0,1430 | 1,2346 | 1,2256 | 1,2301 (£ 0,0063) | 0,9266 | 0,9194 | 0,9230 (+ 0,0051)

£=892739M "' cm’ £=6.691,86 M "' cm™
y =-0,0500 + 8,9274 x y =-0,0386 + 6,6919 x
R?=0,9993 R =0,9990
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Figura 7. (A) Espectros de absorcdo na regido do UV/Vis do Imiquimod em
solucdo aquosa a 25 °C. (a) 0,0149 mM; (b) 0,0297 mM; (c) 0,0588 mM; (d)
0,0874 mM; (e) 0,1150 mM; (f) 0,1430 mM. (B) Curva analitica do Imiquimod em
A=226nm (n=2).

4.2.2 — Curva analitica do Imiquimod em tampao acetato

pH 5,6

O coeficiente de absortividade molar do Imiquimod em tampao acetato pH
5,6 também foi obtido nos comprimentos de onda 226 e 244 nm a 25 °C. A Tabela
3 contém as concentracdes do Imiquimod empregadas na obtencdo da curva
analitica, os valores das absorbancias, seus valores médios, os coeficientes de

absortividade molar e as respectivas equacoes de reta.
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Tabela 3. Concentracdes do Imiquimod em tampdo acetato pH 5,6, valores da
absorbancia em 226 e 244 nm, seus valores médios, coeficientes de absortividade

molar e as respectivas equacoes de reta.

Amax (226 nm) Amax (244 nm)

[IMQ] Ay A, A A A, A
mM

0,0075 | 0,0804 | 0,0444 | 0,0624 (£ 0,0255) | 0,0564 | 0,0560 | 0,0562 (+ 0,0003)
0,0149 |0,1872]0,2075 | 0,1974 (£ 0,0143) | 0,1096 | 0,1218 | 0,1157 (* 0,0086)
0,0297 |0,3518 | 0,3608 | 0,3563 (+ 0,0064) | 0,2402 | 0,2488 | 0,2445 (+ 0,0061)
0,0443 10,5208 | 0,5619 | 0,5413 (£ 0,0291) | 0,3729 | 0,3962 | 0,3846 (+ 0,0165)
0,0588 | 0,6912 10,6963 | 0,6937 (+ 0,0036) | 0,4924 | 0,5024 | 0,4974 (+ 0,0070)
0,0732 | 0,8712]0,8320 | 0,8516 (+ 0,0277) | 0,6347 | 0,6277 | 0,6312 (+ 0,0050)
0,0874 | 1,0488 | 1,0479 | 1,0484 (+ 0,0007) | 0,7743 | 0,7729 | 0,7736 (+ 0,0010)

£=12.10232 M cm £=8.967,63M " cm’
y =-0,0096 + 12,1023 x y =-0,0110 + 8,9676 x
R =0,9994 R? = 0,9999

A curva analitica do Imiquimod para o comprimento de onda 226 nm estd na

Figura 8.
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Figura

tampao acetato pH 5,6, a 25 °C. (a) 0,0075 mM; (b) 0,0149 mM; (c) 0,0297 mM;
(d) 0,0443 mM; (e) 0,0588 mM; (f) 0,0732 mM; (g) 0,0874 mM. (B) Curva
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8. (A) Espectros de absor¢cdao na regidao do UV/Vis do Imiquimod em

analitica do Imiquimod em A = 226 (n = 2).

4.2.3 — Curva analitica do Imiquimod em tampao fosfato

pH 7,4

A Tabela 4 mostra as concentragdes do Imiquimod empregadas na obtengao
da curva analitica, os valores das absorbancias, seus valores médios, os coeficientes

de absortividade molar e as equagdes de reta nos comprimentos de onda 226 e 244

nm a 25 °C.
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Tabela 4. Concentragdes do Imiquimod em tampao fosfato pH 7,4, valores da

absorbancia em 226 e 244 nm, seus valores médios, coeficientes de absortividade

molar e as respectivas equacoes de reta.

Amax (226 nm)

Amax (244 nm)

[IMQ]
mM

A

As

A

A

Ar

A

0,0149
0,0297
0,0443
0,0588
0,0732
0,0874

0,1479
0,3167
0,4874
0,6660
0,8225
0,9628

0,1689
0,3457
0,5122
0,6523
0,8326
1,0043

0,1584 ( 0,0148)
0,3312 (« 0,0205)
0,4998 (£ 0,0175)
0,6592 (+ 0,0097)
0,8276 (£ 0,0072)
0,9836 (£ 0,0294)

0,1655
0,3548
0,5523
0,7594
0,9458
1,1111

0,1875
0,3880
0,5776
0,7402
0,9557
1,1611

0,1765 (= 0,0156)
0,3714 (+ 0,0235)
0,5650 ( 0,0179)
0,7498 (+ 0,0135)
0,9508 (z 0,0070)
1,1361 (£ 0,0353)

e=11.47525M" cm™
y=-0,0117 + 11,4752 x
R*=0,9999

e=1331502M" ' cm!

y =-0,0246 + 13,3150 x
R?=0,9998

A curva analitica do Imiquimod em 226 nm esta na Figura 9.
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Figura 9. (A) Espectros de absorcdo na regido do UV/Vis do Imiquimod em
tampao fosfato pH 7,4, a 25 °C. (a) 0,0149 mM; (b) 0,0297 mM; (c) 0,0443 mM;
(d) 0,0588 mM; (e) 0,0732 mM; (f) 0,0874 mM. (B) Curva analitica do Imiquimod
em A =226 nm (n = 2).

4.2.4 — Curva analitica do Imiquimod em tampao tris pH

9,0

O coeficiente de absortividade molar do Imiquimod em solucdo aquosa foi
obtido em 244 nm, a 25 °C. As concentracdes do farmaco usadas, as absorbancias,
seus valores médios, o coeficiente de absortividade molar e a equacdo de reta estdo

na Tabela 5.
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Tabela 5. Concentragdes do Imiquimod em tampido tris pH 9,0, valores da
absorbancia em 244 nm, seus valores médios, o coeficiente de absortividade molar

e a equacao de reta.

Amax (244 nm)
[IMQ] A A, A
mM

0,0075 0,1385 0,1485 0,1435 (= 0,0070)
0,0149 0,2561 0,2580 0,2570 (£ 0,0014)
0,0297 0,5087 0,5315 0,5201 (= 0,0161)
0,0370 0,6354 0,6710 0,6532 (+ 0,0252)
0,0443 0,7762 0,7988 0,7875 (= 0,0160)
0,0516 0,9199 0,9291 0,9245 (+ 0,0065)
0,0588 1,0366 1,0580 1,0473 (£ 0,0151)

£=18.041,97 M cm™
y =-0,0110 + 18,0420 x
R? =0,9993

A curva analitica do Imiquimod em 244 nm est4 na Figura 10.
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Figura 10. (A) Espectros de absor¢do na regiao do UV/Vis do Imiquimod em
tampao tris pH 9,0, a 25 °C. (a) 0,0075 mM; (b) 0,0149 mM; (c) 0,0297 mM; (d)
0,0370 mM; (e) 0,0443 mM; (f) 0,0516 mM; (g) 0,0588 mM. (B) Curva analitica
do Imiquimod em A = 244 nm (n = 2).

4.2.5 — Curva analitica do Imiquimod em solucao de

acido citrico pH 3,0

O coeficiente de absortividade molar do Imiquimod em solu¢do de acido
citrico pH 3,0 foi obtido em 226 e 244 nm a 25 °C. A Tabela 6 apresenta as
concentracdes do Imiquimod empregadas na obten¢ao da curva analitica, os valores
das absorbancias obtidos, seus valores médios, os coeficientes de absortividade

molar e as respectivas equacoes de reta.
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Tabela 6. Concentragdes do Imiquimod em solugdo de 4cido citrico pH 3,0, valores

da absorbancia em 226 e 244 nm,

absortividade molar e as respectivas equacgdes de reta.

seus valores médios, coeficientes de

Amax (226 nm)

Amax (244 nm)

[IMQ]
mM

A

As

A

A

Ar

A

0,0082
0,0097
0,0149
0,0208
0,0266
0,0326

0,2232
0,2712
0,5215
0,7647
0,9932
1,2328

0,2165
0,2914
0,4787
0,7750
1,0619
1,3198

0,2199 (= 0,0048)
0,2813 (+ 0,0143)
0,5001 (z 0,0303)
0,7698 (+ 0,0073)
1,0276 (£ 0,0485)
1,2763 (£ 0,0615)

0,1671
0,2033
0,3829
0,5356
0,7123
0,8834

0,1647
0,2164
0,3470
0,5589
0,7577
0,9566

0,1659 ( 0,0017)
0,2101 (z 0,0096)
0,3649 (£ 0,0254)
0,5473 ( 0,0165)
0,7350 (£ 0,0321)
0,9200 (£ 0,0518)

e=43.740,19 M cm™
y = - 0,1405 + 43,7402 x
R*=0,9999

c=30.58442M" cm!

y = - 0,0859 + 30,5844 x
R?=0,9998

A curva analitica do Imiquimod em 226 nm estd mostrada na Figura 11.
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Figura 11. (A) Espectros de absor¢do na regiao do UV/Vis do Imiquimod em
solucdo de acido citrico pH 3,0, a 25 °C: (a) 0,0082 mM; (b) 0,0097 mM; (c)
0,0149 mM; (d) 0,0208 mM; (e) 0,0266 mM; (f) 0,0326 mM. (B) Curva analitica
do Imiquimod em A = 226 nm (n = 2).

Estudo da solubilidade do Imiquimod em diferentes condi¢des de pH foi
realizado por Chollet e colaboradores que observaram baixa solubilidade do
farmaco em solug¢do aquosa (0,60 pg/mL). Em pH maior que 5 o Imiquimod
apresenta perfil tipico de base fraca. Em meio acido, a solubilidade do Imiquimod
aumentou a medida que o farmaco foi sendo convertido em sua forma ionizada.
Entretanto, mesmo em solucido extremamente acida ndo foi possivel solubilizar o
Imiquimod em meio aquoso e obter concentracdo de 5% do farmaco (7). O perfil
pH dependente da solubilidade do Imiquimod foi examinado na presenca de
quantidades crescentes de [-ciclodextrina. Os resultados sdo apresentados no

proximo item.
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4.3 — Avaliacao do efeito do tampao sobre a solubilidade do

Imiquimod na auséncia e na presenca de B-ciclodextrina

A avaliacdo da solubilidade do Imiquimod em &gua, tampao acetato pH 5,6,

tampao fosfato pH 7,4 e tampao tris pH 9,0 na presenca de quantidades crescentes

de B-ciclodextrina mostrou diferenca na solubilidade. A Tabela 7 contém os valores

da absorbancia obtidos na auséncia e na presenca de B-ciclodextrina nos meios em

estudo.

Tabela 7. Valores da absorbancia em 226 e 244 nm na presenga de quantidades

crescentes de B-ciclodextrina.

A (Apax = 226 nm)

[BCD] | Soluciao | Tampao acetato | Tampao fosfato Tampao tris
mM aquosa pH 5,6 pH 7,4 pH 9,0
0 0,4717 0,5647 0,1292 -
4 0,6647 0,6812 0,1892 -
8 0,7235 0,7821 0,2151 -
12 0,7346 0,9350 0,2677 -
A (Mpax = 244 nm)
[BCD] | Soluciao | Tampao acetato | Tampao fosfato Tampao tris
mM aquosa pH 5,6 pH 74 pH 9,0
0 0,4438 0,3988 0,1497 0,2453
4 0,6553 0,4813 0,2061 0,2685
8 0,6639 0,5521 0,2362 0,2935
12 0,7539 0,6621 0,2969 0,3733
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A Tabela 8 reporta a solubilidade do Imiquimod a 25 °C na auséncia € na

presenca de B-ciclodextrina, em 226 e 244 nm.

Tabela 8. Solubilidade do Imiquimod a 25 °C em dgua, tampao acetato pH 5,6,

tampao fosfato pH 7,4 e tampdo tris 9,0 na auséncia e na presenca de -

ciclodextrina e incremento relativo (I.R.)" na solubilidade.

Amax (226 nm)
[FCD] mM 0 4 8 12
IMQ" | pCD:IMQ° | BCD:IMQ°¢ | pCD:IMQ° | L.R.?
mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL
Solucao aquosa 0,0127 0,0179 0,0195 0,0198 1,6
Tampao acetato pH 5,6 | 0,1495 0,1804 0,2071 0,2476 1,6
Tampao fosfato pH 7,4 | 0,0054 0,0079 0,0090 0,0112 2,1
Tampao tris pH 9,0 - - - - -
Amax (244 nm)
[FCD] mM 0 4 8 12
IMQ" | pCD:IMQ° | BCD:IMQ¢ | BCD:IMQ® | L.R.?
mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL
Solucao aquosa 0,0159 0,0235 0,0238 0,0271 1,7
Tampao acetato pH 5,6 | 0,1425 0,1720 0,1973 0,2366 1,7
Tampao fosfato pH 7,4 | 0,0054 0,0074 0,0085 0,0107 2,0
Tampao tris pH 9,0 0,0033 0,0036 0,0039 0,0049 1,5

“L.R. = razdo entre a solubilidade do Imiquimod na presenca de B-ciclodextrina 12

mM e a solubilidade do farmaco livre.

b IMQ = solubilidade do farmaco livre.

¢ BCD:IMQ = solubilidade do firmaco na presenga de B-ciclodextrina.
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Na auséncia de B-ciclodextrina o Imiquimod apresentou maior solubilidade
em tampao acetato pH 5,6. Por outro lado, a solubilidade do farmaco foi menor em
tampao fosfato pH 7,4 e tampao tris pH 9,0 quando comparada em tampao acetato
pH 5,6 e solucdo aquosa. Analisando os resultados para o comprimento de onda em
244 nm, a solubilidade do Imiquimod em tampao acetato pH 5,6 foi 9 vezes maior
que em solugdo aquosa. A solubilidade do farmaco em tampao acetato pH 5,6 foi
26 vezes maior se comparada a solubilidade em tampao fosfato pH 7,4 e 43 vezes
maior se comparada a solubilidade em tampao tris pH 9,0.

Na presenca de B-ciclodextrina a solubilidade do fairmaco também foi maior
em tampao acetato pH 5,6 e menor em tampao fosfato pH 7,4 e tampao tris pH 9,0
quando comparada a solubilidade em tampao acetato pH 5,6, seguindo a tendéncia
observada na auséncia de P-ciclodextrina. Avaliando o incremento relativo da
solubilidade do farmaco nesses solventes, as solu¢des tampao acetato pH 5,6 e
tampao fosfato pH 7,4 foram selecionadas para estudo mais detalhado da
solubilidade do Imiquimod na presenca de quantidades crescentes de J3-
ciclodextrina. Nessas duas solugdes, o farmaco apresentou maior incremento
relativo na solubilidade.

Entretanto, na preparacdo do complexo no estado sélido ndao foi possivel
obter quantidade suficiente do mesmo nesses dois meios que permitisse sua
caracterizacdo por ressonancia magnética nuclear. Os fatores limitantes na
obtencdo do complexo no estado sdlido foram o grande volume de etanol
necessario no preparo da solu¢do e o aquecimento a 70 °C por 30 minutos para
solubilizar o Imiquimod, o qual causava a degradacdo do farmaco. Assim, um
terceiro componente foi testado com objetivo de aumentar a solubilidade do

Imiquimod, reduzir o volume de etanol e a necessidade de aquecimento.
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4.4 — Avaliacao da solubilidade do Imiquimod na presenca de

cossolventes

A solubilidade do Imiquimod foi avaliada na presenca de um terceiro
componente € os experimentos foram realizados em solu¢do aquosa e na presenca
de B-ciclodextrina 16 mM.

No experimento com a nicotinamida o Imiquimod ndo solubilizou a 25 °C.
Foi adicionado etanol e a solucao foi aquecida a 45 °C durante 30 minutos, mas nao
foi observada a solubilizagdo completa do farmaco.

A solubilidade do Imiquimod foi examinada na presenca de uréia. O teste foi
realizado na auséncia e na presenca de etanol e ndo houve aumento significativo na
solubilidade do farmaco, mesmo quando a solu¢do foi aquecida a 45 °C por 30
minutos.

Empregando PEG 400 e NaCMC como terceiro componente, a solubilidade
do Imiquimod foi avaliada na presenca de cada composto, ndo sendo observada
solubiliza¢do completa em nenhuma solu¢do, com e sem etanol.

O Imiquimod ndo solubilizou em solucdo tampdo citrato pH 3,0. A
quantidade de 25 mg do Imiquimod foi solubilizada em solu¢do de alcool etilico
95% e éacido cloridrico. No entanto, o emprego de 4cido citrico como terceiro
componente apresentou os melhores resultados, sendo solubilizado completamente
o farmaco com emprego de etanol e sem aquecimento. Posteriormente, o complexo
de inclusd@o com é&cido citrico foi preparado sem etanol e quantidade suficiente do
complexo de inclusdao foi obtida, sendo possivel caracterizd-lo por ressonancia
magnética nuclear. Assim, o método de preparo do complexo de inclusdo sem
adi¢@o de etanol foi definido para obter o complexo BCD:IMQ.

Foi investigada a solubilidade do Imiquimod em solucdo aquosa, tendo como

terceiro componente o 4cido citrico e na presenga de quantidades crescentes de 3-
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ciclodextrina. Os resultados sdo apresentados no proximo item juntamente com 0S

resultados do estudo realizado em tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7.4.

4.5 — Estudo de solubilidade de fase do Imiquimod em solucao
de acido citrico pH 3,0, solucao tampao acetato pH 5,6 e tampao

fostato pH 7,4

A Figura 12 exibe os espectros de absor¢do do Imiquimod em solucdo de
acido citrico pH 3,0 a 25 °C na presenca de quantidades crescentes de [3-
ciclodextrina e a isoterma de solubilidade. A Tabela 9 apresenta as concentracdes
de B-ciclodextrina usadas neste estudo, os valores da absorbancia em 226 e 244 nm

e seus valores médios.

©
1

o
©
1

(A)

[Imiquimod] (mg/mL)
o
©
1

T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18
[beta-ciclodextrina] (mM)

Absorbéancia

A (nm)

Figura 12. (A) Espectros de absor¢do na regidao do UV/Vis do Imiquimod em
solucdo de acido citrico pH 3,0 na presenca de concentragdes crescentes de -
ciclodextrina, a 25 °C. (B) Isoterma de solubilidade do Imiquimod em A = 226 nm

(n=2).
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Tabela 9. Concentracdes de B-ciclodextrina usadas no estudo de solubilidade em

solucdo de acido citrico pH 3,0 a 25 °C, valores da absorbancia em 226 e 244 nm e

seus valores médios (desvio padrdo entre parénteses).

Amax (226 nm) Amax (244 nm)
[BCD] Ay A, A Ay A, A
mM
0 0,6166 | 0,6009 | 0,6088 (+0,0110) | 0,4372 | 0,4268 | 0,4320 (x 0,0074)
2 0,6635 10,6719 | 0,6677 (+0,0059) | 0,4692 | 0,4782 | 0,4737 (x 0,0066)
4 0,7345 { 0,7095 | 0,7220 (= 0,0177) | 0,5215 | 0,5038 | 0,5127 (£ 0,0125)
6 0,7806 | 0,7932 1 0,7869 (+ 0,0089) | 0,5546 | 0,5620 [ 0,5583 (+ 0,0052)
8 0,8702 [ 0,7574 | 0,8138 (= 0,0798) | 0,6194 | 0,5393 | 0,5794 (£ 0,0566)
10 0,9596 [ 0,9213 | 0,9404 (= 0,0270) | 0,6840 | 0,6559 | 0,6699 (£ 0,0199)
12 0,9854 10,9522 | 0,9688 (+ 0,0235) | 0,7008 | 0,6783 | 0,6896 (+ 0,0159)
14 0,9968 [ 0,9740 | 0,9854 (= 0,0162) | 0,7093 | 0,6964 | 0,7029 (£ 0,0091)
16 0,9726 | 1,0920 | 1,0323 (+ 0,0845) | 0,6935 | 0,7792 | 0,7364 (x 0,0606)

Os espectros de absor¢do do Imiquimod em tampao acetato pH 5,6 a 25 °C

na presenca de quantidades crescentes de [-ciclodextrina e a isoterma de

solubilidade do farmaco estdao na Figura 13. A Tabela 10 mostra as concentragdes

de B-ciclodextrina usadas no estudo de solubilidade, os valores da absorbancia em

226 e 244 nm e seus valores médios.
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Figura 13. (A) Espectros de absor¢cdo na regidao do UV/Vis do Imiquimod em
tampao acetato pH 5,6 na presenca de concentracdes crescentes de B-ciclodextrina,

a 25 °C. (B) Isoterma de solubilidade do Imiquimod em A = 226 nm (n = 2).
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Tabela 10. Concentracdes de B-ciclodextrina usadas no estudo de solubilidade em

tampao acetato pH 5,6 a 25 °C, valores da absorbancia em 226 e 244 nm e seus

valores médios (desvio padrdo entre parénteses).

Amax (226 nm) Amax (244 nm)
[BCD] Ay A, A Ay A, A
mM
0 0,3921 10,3796 | 0,3859 (+ 0,0088) | 0,2786 | 0,2709 | 0,2748 (x 0,0054)
2 0,4513 10,4456 | 0,4484 (+0,0041) | 0,3210 | 0,3173 | 0,3191 (x 0,0026)
4 0,4990 | 0,5020 | 0,5005 (= 0,0022) | 0,3581 | 0,3595 | 0,3588 (£ 0,0010)
6 0,5592 10,5526 | 0,5559 (+0,0047) | 0,4000 | 0,3946 | 0,3974 (+ 0,0038)
8 0,6101 [ 0,6025 | 0,6063 (+0,0054) | 0,4364 | 0,4298 | 0,4331 (£ 0,0047)
10 0,6645 | 0,6690 | 0,6668 (+0,0032) | 0,4744 10,4780 | 0,4762 (£ 0,0026)
12 0,7266 | 0,7400 | 0,7333 (+0,0095) | 0,5189 | 0,5266 | 0,5227 (+ 0,0054)
14 0,7843 [ 0,7915 | 0,7879 (= 0,0051) | 0,5599 | 0,5664 | 0,5632 (£ 0,0046)
16 0,844710,8632 | 0,8539 (+0,0131) | 0,6020 | 0,6169 | 0,6095 (+ 0,0105)
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A Figura 14 apresenta os espectros de absor¢do do Imiquimod em tampao
fosfato pH 7,4 a 25 °C na presencga de quantidades crescentes de B-ciclodextrina e a
isoterma de solubilidade. A Tabela 10 contém as concentragdes de B-ciclodextrina
usadas no estudo de solubilidade, os valores da absorbancia em 226 € 244 nm e

seus valores médios.

0,012 4
0,010 +

0,008

0,35
(A) 244 nm
0,006 —

0,30 +

[Imiquimod] (mg/mL)

Absorbancia

340

Figura 14. (A) Espectros de absor¢cdo na regidao do UV/Vis do Imiquimod em
tampao fosfato pH 7,4 na presenca de concentragdes crescentes de B-ciclodextrina,

a 25 °C. (B) Isoterma de solubilidade do Imiquimod em A = 226 nm (n = 2).
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Tabela 11. Concentracdes de B-ciclodextrina usadas no estudo de solubilidade em

tampao fosfato pH 7,4 a 25 °C, valores da absorbancia em 226 e 244 nm e seus

valores médios (desvio padrdo entre parénteses).

Amax (226 nm) Amax (244 nm)
[BCD] Ay A, A Ay A, A
mM
0 0,1011 10,1031 | 0,1021 (= 0,0014) | 0,1221 | 0,1298 | 0,1260 (x 0,0054)
2 0,121010,1370| 0,1290 (= 0,0113) | 0,1448 [ 0,1648 | 0,1548 (x0,0141)
4 0,1389 [ 0,1464 | 0,1426 (= 0,0053) | 0,1690 | 0,1767 | 0,1728 (£ 0,0054)
6 0,1636 |1 0,1631 | 0,1634 (+0,0004) | 0,1973 | 0,1946 | 0,1960 (x 0,0020)
8 0,1907 | 0,1876 | 0,1891 (+ 0,0022) | 0,2272 | 0,2262 | 0,2267 (£ 0,0007)
10 0,2027 | 0,2065 | 0,2046 (= 0,0027) | 0,2388 | 0,2482 | 0,2435 (£ 0,0066)
12 0,2267 10,2331 | 0,2299 (+ 0,0045) | 0,2664 | 0,2693 | 0,2679 (+ 0,0021)
14 0,2434 { 0,2581 | 0,2507 (= 0,0104) | 0,2858 | 0,2900 | 0,2879 (£ 0,0030)
16 0,2805 10,2766 | 0,2785 (= 0,0028) | 0,3261 | 0,3220 [ 0,3240 (+ 0,0029)

Analisando os espectros de absor¢ao do Imiquimod na regido do UV/Vis em

solucdo de 4cido citrico pH 3,0, tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4

(Figuras 12 a 14) pode-se observar que o aumento da concentragdo da [3-

ciclodextrina resultou no aumento a absorbancia sem deslocamento dos

comprimentos de onda 226 e 244 nm. Estas alteragcdes podem ser consideradas

como evidéncia de que o farmaco estd sendo transferido de um meio polar para a

cavidade apolar da p-ciclodextrina e resultam da perturbacdo da densidade

eletronica da molécula do farmaco devido a interagdo com a B-ciclodextrina, pela

exclusdo das moléculas de dgua da cavidade da B-ciclodextrina ou pelos dois

fatores combinados (22).
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A Figura 15 apresenta os espectros de absor¢cdo do Imiquimod em solucdo de
acido citrico pH 3,0, tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4 na auséncia e

na presenca de B-ciclodextrina 16 mM.

Solugido de acido citrico pH 3,0 (BCD ausente)

1,2 5
Tampao acetato pH 5,6 (BCD ausente)
226 nm
1.09 / \ Tampao fosfato pH 7,4 ((BCD ausente)
ya
A L o
0,8 !/ \ \ 244 nm Solugido de acido citrico pH 3,0 (BCD 16 mM)
o 1/ " /\
e m \ o \ - - - - Tampdo acetato pH 5,6 (3CD 16 mM)
«_g 0,6 -1 \ A
5 ] -7 A\
é’ Tampao fosfato pH 7,4 (BCD 16 mM)

0,4 -

0,2 H

Figura 15. Espectros de absor¢ao na regido do UV/Vis do Imiquimod em solucdo
de acido citrico pH 3,0, tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4 na auséncia

e na presenca de B-ciclodextrina 16 mM.

As intensidades dos picos de absor¢do em 226 e 244 nm foi maior em
solu¢do de é4cido citrico pH 3,0 tanto na auséncia quanto na presenca de [-
ciclodextrina 16 mM. Por outro lado, os menores valores de absorbancia foram
observados em tampao pH 7,4. Em solugdo de 4cido citrico pH 3,0 a absorbancia
aumentou 1,7 vezes na presenca de PB-ciclodextrina 16 mM e um aumento de 2,2
vezes foi observado em tampao pH 5,6.

O diagrama de solubilidade de fase do Imiquimod em solu¢do de &cido

citrico pH 3,0, tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4 (Figuras 16) mostra
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que a solubilidade do farmaco aumentou linearmente em func¢io da concentracdo da
B-ciclodextrina e no intervalo de concentragdo da [B-ciclodextrina estudado, o
diagrama de solubilidade pode ser classificado como do tipo Ay sugerindo que o

complexo formado tem estequiometria 1:1 (22).

1,2+

1,01
. Solucdo de 4cido citrico pH 3,0
0,81 . Tampao acetato pH 5,6

0,6- . Tampdo fosfato pH 7.4

0.4

052_’/‘//./‘

0,0 ) = R - = a

[Imiquimod] (mg/mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
[B-ciclodextrina] (miM)

Figura 16. Isotermas de solubilidade do Imiquimod, a 25 °C, A = 226 nm (n = 2).

Pode-se observar que a solubilidade do Imiquimod em solucdo de &cido
citrico pH 3,0 aumentou 4 vezes em relacdo a solubilidade em tampao acetato pH
5,6 e 156 vezes em relagdo a solubilidade em tampao fosfato pH 7.4. A
solubilidade de uma base fraca (como Imiquimod cujo pKa € 7,3) aumenta
exponencialmente com a diminuicao do pH abaixo do seu pKa (22).

A formagdo simultinea do complexo com a ciclodextrina e do sal é
empregada para melhorar a solubilidade de farmacos pouco soldveis (23) e (52). A

adicdo de hidroxidcidos, como o 4cido citrico, aumenta o efeito solubilizante da
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ciclodextrina sobre farmacos basicos como resultado da formacdo de sal e da
formacgdo do complexo (18). Os resultados do estudo de solubilidade sugerem que o
acido citrico e a B-ciclodextrina tem efeito sinérgico na solubilidade do Imiquimod
e demonstram que a solubilidade do complexo de inclusdao obtido é superior a do
complexo obtido apenas pelo ajuste do pH (53). Quando presentes em
concentragdes elevadas, os hidroxidcidos aumentam a solubilidade aquosa da B-
ciclodextrina e consequentemente aumentam a solubilidade da molécula hdspede.
O aumento na solubilidade da B-ciclodextrina pode ser associado as alteragdes nas
ligacdes de hidrogénio intramolecular envolvendo os grupos hidroxilas secundérios
da B-ciclodextrina e também as alteragdes das interagdes com as moléculas de dgua
circundantes (22).

A Tabela 12 reporta a solubilidade do Imiquimod em solucdo de 4cido citrico
pH 3,0, tampao acetato pH 5,6 e tampado fosfato pH 7,4 na presenca de

concentragdes crescentes de B-ciclodextrina.
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Tabela 12. Solubilidade do Imiquimod (desvio padrao entre parénteses) a 25 °C em

solucdo de 4cido citrico pH 3,0, tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4 na

presenca de concentragdes crescentes de -ciclodextrina.

Amax (226 nm) Amax (244 nm)
Solucao Acido Tampao | Tampao Acido Tampao | Tampao

citrico acetato fosfato citrico acetato fosfato

pH 3,0 pH 5,6 pH 7,4 pH 3,0 pH 5,6 pH 7,4

[BCD] | [IMQ] [IMQ] [IMQ] [IMQ] [IMQ] [IMQ]

mM mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

0 0,6689 0,1532 0,0043 0,6788 0,1473 0,0046
(£0,0121) | (£ 0,0035) | (£ 0,0001) | (£ 0,0116) | (x0,0029) | (= 0,0002)

2 0,7337 0,1781 0,0054 0,7444 0,1710 0,0056
(x0,0065) | (£ 0,0016) | (£ 0,0005) | (£ 0,0100) | (£ 0,0014) | (£ 0,0005)

4 0,7933 0,1988 0,0060 0,8056 0,1923 0,0062
(£0,0194) | (£ 0,0008) | (£ 0,0002) | (£ 0,0196) | (£ 0,0004) | (£ 0,0002)

6 0,8646 0,2208 0,0068 0,8774 0,2130 0,0071
(£ 0,0098) | (£ 0,0019) | (£ 0,0001) | (= 0,0082) | (x 0,0020) | (= 0,0001)

8 0,9040 0,2408 0,0079 0,9165 0,2321 0,0082
(£ 0,0456) | (£ 0,0021) | (£ 0,0001) | (£ 0,0471) | (£ 0,0025) | (£ 0,0001)

10 0,9774 0,2648 0,0086 0,9953 0,2552 0,0088
(£ 0,0267) | (£ 0,0013) | (£ 0,0001) | (= 0,0302) | (= 0,0014) | (= 0,0002)

12 1,0213 0,2912 0,0096 1,0378 0,2802 0,0097
(£ 0,0443) | (£ 0,0038) | (£ 0,0002) | (£ 0,0467) | (£ 0,0029) | (£ 0,0001)

14 1,0827 0,3129 0,0105 1,1045 0,3018 0,0104
(£ 0,0178) | (£0,0020) | (£ 0,0004) | (£ 0,0144) | (£ 0,0024) | (£ 0,0001)

16 1,1409 0,3391 0,0117 1,1406 0,3266 0,0117
(£ 0,0057) | (£0,0052) | (£ 0,0001) | (= 0,0050) | (x 0,0056) | (= 0,0001)
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A Tabela 13 contém os parametros do diagrama de solubilidade. Valores da
inclinacdo menores que 1 sugerem formacdo de complexo em solucdo com
estequiometria 1:1 (49). As constantes de equilibrio de associagdo (K.) foram
obtidas para os trés meios em estudo empregando a equacdo 1, onde Sy € o

intercepto e a inclinagdo € o coeficiente angular da reta.

Kc . inclinagao 1)

a [So (1—inclinagio)]

Tabela 13. Parametros do diagrama de solubilidade de fase do Imiquimod (desvio
padrdo entre parénteses) em solucdo de 4cido citrico pH 3,0, tampao acetato pH 5,6

e tampao fosfato pH 7,4 a 25°C.

Amax (226 nm)

Solucao Intercepto (Sy) Inclinacao R®

Acido citrico pH 3,0 0,6771 (= 0,0035) | 0,0291 (£ 0,0003) 0,9990

Tampao acetato pH 5,6 | 0,1538 (+0,0010) | 0,0112 (+0,0001) 0,9987

Tampao fosfato pH 7,4 | 0,0042 (+0,0001) | 0,0004 (+ 0,0001) 0,9956

Amax (244 nm)

Solucao Intercepto (Sy) Inclinac¢ao R’

Acido citrico pH 3,0 0,6884 (£ 0,0067) | 0,0292 (+0,0007) 0,9954

Tampao acetato pH 5,6 | 0,1470 (+0,0013) | 0,0111 (+0,0001) 0,9989

Tampao fosfato pH 7,4 | 0,0046 (+0,0001) | 0,0004 (+ 0,0001) 0,9956

A Tabela 14 apresenta a solubilidade do Imiquimod em solu¢cdo de acido
citrico pH 3,0, tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4 na auséncia e na
presenca de [B-ciclodextrina 16 mM, o incremento relativo na solubilidade do
farmaco, a constante de equilibrio de associacdo (Kc), e a eficiéncia de

complexacdo (E.C.) em 226 e 244 nm.
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Tabela 14. Solubilidade do Imiquimod a 25 °C em soluc¢ao de 4cido citrico pH 3,0,

tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4 na auséncia e na presenga de -

ciclodextrina 16 mM, incremento relativo (I.LR.)* na solubilidade do farmaco,

constante de equilibrio de associacio (K¢) e eficiéncia de complexacdo (E.C.)".

Desvio padrdo entre parénteses.

Solucéo IMQ° | IMQ:BCD! |[LR*| K. | E.C®
mg/mL mg/mL M’
Amax = 226 nm
Acido citrico 0,6689 1,1409 50,66
1,7 0,141
(£0,0121) | (£0,0057) (£1,13)
Tampao acetato pH 5,6 0,1532 0,3391 76,54
2,2 0,048
(£0,0035) | (£0,0052) (x1,11)
Tampao fosfato pH 7,4 0,0043 0,0117 109,13
2,7 0,002
(£0,0001) | (£0,0001) (£0,03)
Amax = 244 nm
Acido citrico 0,6788 1,1406 51,09
1,7 0,144
(£0,0116) | (£ 0,0050) (£1,10)
Tampao acetato pH 5,6 0,1473 0,3266 75,76
2,2 0,046
(£0,0029) | (£0,0056) (£0,96)
Tampao fosfato pH 7,4 0,0046 0,0117 90,01
2,5 0,002
(£0,0002) | (£0,0001) (£0,01)

“L.R. = razdo entre a solubilidade do Imiquimod na presenca de B-ciclodextrina e a

solubilidade do farmaco livre.

P E.C. = K¢Sy, onde Sp em M.

¢ IMQ = solubilidade do farmaco livre.

4 IMQ:BCD = solubilidade do firmaco na presenca de p-ciclodextrina.
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Analisando os resultados obtidos em 226 nm, em solu¢do de 4cido citrico pH
3,0, a solubilidade do fairmaco aumentou 1,7 vezes na presenca de B-ciclodextrina.
Aumento de 2,2 e 2,7 vezes na solubilidade do farmaco foi observado em tampao
acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4 respectivamente. O incremento menor na
solubilidade do Imiquimod em solucdo de 4cido citrico pH 3,0 na presencga de -
ciclodextrina 16 mM pode ser explicado pelo aumento da solubilidade do farmaco
livre, maior que nos outros meios.

Os valores da constante de equilibrio de associacdo (K¢) podem ser
analisados considerando a presenca do farmaco neutro e sua forma ionizada em
solucdo. O valor do pKa do Imiquimod reportado na literatura por Chollet e
colaboradores € 7,3 (7).

A Figura 17 € a representacdo esquemdtica do equilibrio de associacdo e
dissociacdo estabelecido na presenga de B-ciclodextrina admitindo estequiometria
1:1, onde B e BH" indica farmaco em sua forma ndo protonada e protonada,
respectivamente, CD ciclodextrina, B-CD o complexo formado com o farmaco ndo
protonado, BH™-CD o complexo formado com o fadrmaco protonado, K;.; constante
de equilibrio de associacdo do farmaco com B-ciclodextrina, K;.;” constante de
associacao do farmaco protonado, K, € o inverso da constante de dissociacdo do
farmaco e K, € o inverso da constante de dissociacdo do farmaco sob forma
complexada (10) e (22).

Segundo Zia e colaboradores a ionizacdo aumenta a solubilidade do farmaco,
sendo acompanhado por diminui¢do do valor da constante de associacdo com a
ciclodextrina. Esta reducdo muitas vezes € compensada pelo aumento da
solubilidade e consequentemente, a eficiéncia de complexacdo aumenta (54). Essa
tendéncia foi observada na formag¢ao do complexo BCD:IMQ. Em meio 4cido, o
Imiquimod € ionizado e sua afinidade pela cavidade da ciclodextrina diminui,
reduzindo o valor da constante de associagdo em solu¢do de 4cido citrico pH 3,0.

No entanto, a eficiéncia de complexacdo em solu¢do de &cido citrico pH 3,0
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aumentou se comparada aos valores obtidos em tampao acetato pH 5,6 e tampao
fosfato pH 7.4.

Ka

B+H +CD «— BH'+CD

TR

B-CD+H' " BH'-CD

Figura 17. Representacdo esquemadtica do equilibrio de associac@o e dissociacdo

entre o farmaco e a B-ciclodextrina. Adaptado de (10).

A solubilidade do Imiquimod em solucdo de é&cido citrico pH 3,0 foi
comparada a solubilidade em agua (item 4.3), sendo os valores obtidos em 226 nm
na auséncia e na presenca de P-ciclodextrina 12 mM. A solubilidade obtida em
dgua, dgua e B-ciclodextrina, solucdo de acido citrico pH 3,0 e solu¢do de 4cido
citrico pH 3,0 e PB-ciclodextrina foi 0,0127, 0,0198, 0,6788 e 1,0378 mg/mL
respectivamente. Em solu¢do de acido citrico pH 3,0, a solubilidade do Imiquimod
aumentou 53 vezes em relacdo a solubilidade em dgua e aumento da mesma ordem
de grandeza foi observado na presenga de B-ciclodextrina. Mura e colaboradores
verificaram efeito sinérgico devido a presenca do dcido citrico e da B-ciclodextrina
na solubilidade do Econazol e concluiram que os complexos obtidos na presenca de
hidroxidcidos sdo mais efetivos que os complexos binérios correspondentes (27). A
solubilidade do Imiquimod aumentou na presenca de 4cido citrico e J-
ciclodextrina, sendo o valor obtido maior que em solu¢do aquosa e B-ciclodextrina,
podendo-se considerar que o efeito sinérgico devido a presenca do &acido e da
ciclodextrina favoreceu a solubilidade do farmaco sendo, portanto, o complexo de

inclusao obtido na presenca do hidroxidcido mais efetivo que o complexo binério.
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4.6 — Determinacao da estequiometria do complexo CD:IMQ

A estequiometria do complexo BCD:IMQ foi determinada pelo método da
variacdo continua (método de Job), onde solu¢des com concentragdes equimolares
de B-ciclodextrina e Imiquimod, 0,03 mM, em solu¢do de 4cido citrico pH 3,0
foram analisadas por espectroscopia de absor¢do UV/Vis, a 25 °C. A Figura 18

mostra o grafico correspondente.

0,35 -
0,30 - - u
0,25 -
0,20 -

0,15 ]

AA * [IMQY/([IMQ]+[BCD])

0,10 4 -

0,05 -

0,00 ) l ) l ) l ) l ) l
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

[IMQY/([IMQ]+[BCD])

Figura 18. Grifico de Job para a formacao do complexo entre o Imiquimod e a [3-

ciclodextrina, a 25 °C, A = 226 nm (n = 2).
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A Tabela 15 reporta as fragdes molares de Imiquimod, os volumes e as
concentracoes das solucdes de Imiquimod e B-ciclodextrina empregadas nesta parte

do trabalho.

Tabela 15. Fragao molar do Imiquimod, volume e concentra¢do das solucdes de -

ciclodextrina e Imiquimod em solugdo de 4cido citrico pH 3,0.

R? Volume (fCD) Volume (IMQ) [BCD] [IMQ]

mL mL x10° M x 10°M
0,08 2,75 0,25 2,75 0,25
0,17 2,50 0,50 2,50 0,50
0,25 2,25 0,75 2,25 0,75
0,33 2,00 1,00 2,00 1,00
0,42 1,75 1,25 1,75 1,25
0,50 1,50 1,50 1,50 1,50
0,58 1,25 1,75 1,25 1,75
0,67 1,00 2,00 1,00 2,00
0,75 0,75 2,25 0,75 2,25
0,83 0,50 2,50 0,50 2,50
0,92 0,25 2,75 0,25 2,75
1,00 0,00 3,00 0,00 3,00

"R = [IMQI/([IMQ]+[BCD])

A Tabela 16 exibe os valores da absorbancia, seus valores médios e os
resultados de AA*R, onde AA € a diferenca da absorbancia do Imiquimod na
auséncia e na presenca de B-ciclodextrina e R € a fracdo molar do Imiquimod,

obtidos em 226 e 244 nm.
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Tabela 16. Fracio molar do Imiquimod, valores da absorbancia, seus valores

médios (desvio padrdo entre parénteses) e os resultados de AA*R para os

comprimentos de onda 226 e 244 nm.

Amax = 226 nm

Amax = 244 nm

Ay

Az

A

AA*R

Az

A

AA*R

0,08

0,0733

0,0792

0,0762
(£ 0,0042)

0,0969

0,0681

0,0739

0,0710
(£ 0,0041)

0,0686

0,17

0,1739

0,1837

0,1788
(+0,0069)

0,1768

0,1412

0,1488

0,1450
(+0,0054)

0,1249

0,25

0,2988

0,3025

0,3007
(+ 0,0026)

0,2347

0,2154

0,2187

0,2171
(* 0,0023)

0,1694

0,33

0,3889

0,3959

0,3924
(+0,0050)

0,2823

0,2934

0,2988

0,2961
(+0,0038)

0,1995

0,42

0,5025

0,5048

0,5036
(x0,0016)

0,3065

0,3747

0,3766

0,3757
(£ 0,0014)

0,2162

0,50

0,6200

0,6082

0,6141
(+ 0,0082)

0,3126

0,4568

0,4486

0,4527
(+ 0,0058)

0,2210

0,58

0,7118

0,7303

0,7210
(+0,0138)

0,3023

0,5221

0,5344

0,5283
(+0,0087)

0,2137

0,67

0,8334

0,8314

0,8324
(x0,0014)

0,2713

0,5931

0,5907

0,5919
(+0,0017)

0,2018

0,75

0,9458

0,9449

0,9453
(+ 0,0005)

0,2205

0,6870

0,6864

0,6867
(+ 0,0005)

0,1559

0,83

1,0397

1,0393

1,0404
(x 0,0003)

0,1501

0,7528

0,7525

0,7526
(x 0,0002)

0,1187

0,92

1,1367

1,1360

1,1368
(x0,0014)

0,0944

0,8202

0,8220

0,8211
(£ 0,0013)

0,0674
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O grafico de Job (Figura 18) mostra que o maximo foi atingido para a fragio
molar do Imiquimod, R = 0,5, indicando que a estequiometria do complexo

BCD:IMQ € 1:1.
4.7 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

4.7.1 — Ressonancia Magnética Nuclear de '"H (RMN 'H)

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de proton € usada para
investigar a intensidade da intera¢do entre a molécula hospede e o hospedeiro e
obter evidéncias da geometria do complexo de inclusdao em solu¢ao, observando o
deslocamento quimico dos prétons da ciclodextrina, principalmente os localizados
no seu interior (H3 e HS5) que sofrem desvio significativo para valores de campo
mais alto. Por outro lado, os protons localizados no exterior da ciclodextrina (H1,
H2, H4 e H6) apresentam pequeno desvio deste deslocamento. Na formacgdo do
complexo de inclusdo ocorre alteracdo no ambiente quimico dos protons que €
refletida na variac@o do deslocamento quimico para campo mais alto (22).

Os espectros de RMN 'H do 4cido citrico, do Imiquimod, da B-ciclodextrina
e do complexo BCD:IMQ estdo na Figura 19. A férmula estrutural do &cido citrico,
do Imiquimod e da B-ciclodextrina com a numerag¢ao para identificacdo dos prétons
no espectro de RMN 'H estd na Figura 20. Os hidrogénios do anel aromdtico do
Imiquimod foram atribuidos com base no resultado do experimento COSY. Os
espectros com suas ampliagdes, o mapa de contorno do experimento COSY e os
parametros de aquisicao estdo nos Anexos 01 a 05. Os hidrogénios da -
ciclodextrina foram atribuidos de acordo com dados da literatura (55). Os
deslocamentos quimicos observados no espectro do Imiquimod apresentam

concordancia com valores reportados na literatura (56).
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Acido citrico

Hi Hj

9 8 7 6 5 4 3 2 1 Pprm
Imiquimod

Hd Ha Hb Hh

Hf Hg

IR R L L D T I I
9 8 7 6 5 4 3 2 1 Ppm

Complexo pCD:IMQ

H2

Hd

He \ Hb Ha Hc
N /

ll Skl

Hi Hj Hg
w7 |

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

H6 / H5 p-ciclodextrina

H1
H2

——
~

~ Ha

9 8 7 6 5 4 3 2 1 Ppm

Figura 19. Espectros de RMN 'H a 400 MHz, 25 °C e concentra¢io 26 mM.
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Acido citrico Imiquimod p-ciclodextrina

Figura 20. Férmula estrutural do dcido citrico, do Imiquimod e da B-ciclodextrina
com a numeracdo para identificar os prétons no espectro de RMN 'H. Férmula

estrutural da B-ciclodextrina adaptada de (12).

Os valores dos deslocamentos quimicos dos protons sao reportados na Tabela
17. Analisando estes valores pode-se observar que os protons H3 e HS5 da B-
ciclodextrina apresentam as maiores variagcdes para campo mais alto e os protons
localizados na superficie externa da [-ciclodextrina apresentaram as menores
variagdes. Greatbanks e colaboradores observaram que quando Ao H3 > A6 HS a
molécula héspede estd parcialmente inserida na cavidade da ciclodextrina. Por
outro lado, quando Ad H3 < Ad HS5 a molécula estd mais inserida na cavidade da
ciclodextrina (57). Os prétons He, Hf e Hg do Imiquimod apresentaram maior

deslocamento quimico para campo mais alto.
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos RMN 'H da B-ciclodextrina, do Imiquimod e

do acido citrico em D,O e DMSO-dg, a 25 °C, 400 MHz.

B-ciclodextrina

H Em D,O (ppm) Com IMQ e AC (ppm) A (ppm)*
HI 5,0243 5,0152 - 0,0091
H3 3,9189 3,8740 - 0,0449
H6 3,8320 3,8256 - 0,0064
HS5 3,8075 3,7846 - 0,0229
H2 3,6042 3,6010 - 0,0032
H4 3,5376 3,5276 -0,0100
Imiquimod
'H | Em DMSO-ds;(ppm) | Com BCD e AC (ppm) A (ppm)*
He 8,1722 8,0959 -0,0763
Hd 8,0002 7,9917 - 0,0085
Ha 7,6144 17,6776 0,0632
Hb 7,4343 7,7443 0,3100
Hc 7,2640 7,6324 0,3684
NH, 6,5613 nd’ -
Hf 4,3994 4,3519 -0,0475
Hg 2,1768 2,1545 -0,0223
Hh 0,9194 0,9408 0,0214
Acido citrico

'H Em D,0 (ppm) Com IMQ e BCD (ppm) A(ppm)*
Hi 2,9878 2,8288 -0,1590
Hj 2,8094 2,7279 -0,0815

“A (ppm) = 6complexo - 6livre; ° nd = ndo detectado
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4.7.2 - Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY
(ROESY 1D)

Com objetivo de obter informac¢des mais detalhadas sobre a geometria do
complexo BCD:IMQ foram realizados experimentos de ROESY 1D. Esta técnica
fornece evidéncias da proximidade espacial entre prétons das espécies presentes,
mediante observacdo do efeito NOE entre os prétons e indica interacdo entre
nidcleos a uma distancia < 5 A (58).

Foram irradiados os prétons H3 e H5 da B-ciclodextrina, os prétons do grupo
imidazoquinolina e as metilas (Hh) do Imiquimod e as interacdes observadas sdo
apresentadas nas Figuras 21 a 23. Os espectros ROESY 1D e os parametros de
aquisi¢do estdo nos Anexos 06 a 14. Analisando o espectro ROESY 1D dos prétons
H3 da B-ciclodextrina (Figura 21 A) pode-se observar interagdo dos mesmos com 0s
protons He, Hd, Hc e as metilas (Hh) do Imiquimod. Por outro lado, o espectro
ROESY 1D dos prétons HS da B-ciclodextrina (Figura 21B) mostra a interagdo
desses protons com os préotons das metilas (Hh), mas ndo foi observada interacao
com os prétons do grupo imidazoquinolina (He, Hd, Hc, Hb e Ha) do Imiquimod.

Os resultados do experimento ROESY 1D indicaram interagdo entre o proton
He do Imiquimod e os prétons H3 localizado no interior da cavidade da -
ciclodextrina (Figura 21C). E interessante observar que apenas os prétons Hd e He
do grupo quinolina interagem com os prétons H3 da B-ciclodextrina (Figuras 22A e
B). Nao fo1 observada interacdo entre os protons Hb e Ha do grupo quinolina com
os prétons H3 e HS localizados no interior da cavidade da B-ciclodextrina (Figura
22C e 23A). O espectro ROESY 1D dos prétons Hh das metilas do Imiquimod
indicaram interacdo das mesmas com os protons H3 e HS do interior da cavidade

da B-ciclodextrina (Figura 23B).
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Figura 21. Espectro RMN 'H ROESY 1D do complexo BCD:IMQ (concentracio
26 mM), a 400 MHz, 25 °C . (A) pulso seletivo nos prétons H3 da B-ciclodextrina;

(B) pulso seletivo nos prétons HS5 da B-ciclodextrina; (C) pulso seletivo no préton
He do Imiquimod.
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Figura 22. Espectro RMN 'H ROESY 1D do complexo BCD:IMQ (concentracio

26 mM), a 400 MHz, 25 °C. (A) pulso seletivo no préton Hd do Imiquimod; (B)

pulso seletivo no préton Hc do Imiquimod; (C) pulso seletivo no préton Hb do

Imiquimod.

78



13 12 11 10 9 8 7 5 3 ppm
H3 H5
He Hh B
v - e o PRI, § S
Hf Hg w
I I I I I I I I I I
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
) ‘ A “M Hi Hj | C
I I I I I I I I I I
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 23. Espectro RMN 'H ROESY 1D do complexo BCD:IMQ (concentragio
26 mM), a 400 MHz, 25 °C. (A) pulso seletivo no proéton Ha do Imiquimod; (B)

pulso seletivo nos prétons Hh do Imiquimod; (C) pulso seletivo nos prétons Hi e Hj

do 4cido citrico.
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Os resultados do experimento ROESY 1D indicam que o Imiquimod penetra
a cavidade da B-ciclodextrina com o grupo isobutil voltado para a extremidade
menor da mesma, onde estdo localizados os prétons HS5. O grupo quinolina fica
voltado para a extremidade maior da B-ciclodextrina, onde os prétons Hd e Hc
interagem com os protons H3. A Figura 24 mostra a estrutura tridimensional do
complexo BCD:IMQ com base nos resultados dos experimentos de RMN 'H e
ROESY 1D. A estrutura tridimensional desse complexo com a visualizacdo das

duas extremidades da B-ciclodextrina estd nos Anexos 15 e 16.

Figura 24. Estrutura tridimensional do complexo BCD:IMQ. Os prétons da [-
ciclodextrina estdo indicados em vermelho e os do Imiquimod estdo indicados em

azul.

Os experimentos ROESY 1D forneceram também outro resultado bastante
relevante para compreender a dindmica de formac¢do do complexo BCD:IMQ. A
irradiacdo dos prétons do 4cido citrico, Hj e Hi, (Figura 23C) mostrou que esses
prétons ndo interagem com os protons H3 e HS localizados no interior da cavidade
da B-ciclodextrina, sugerindo que o 4cido citrico nao compete com o Imiquimod

por essa cavidade. No entanto, a variacdo dos deslocamentos quimicos dos protons
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Hj e Hi observada no experimento de RMN 'H (Tabela 17) indica haver interacio
entre esses protons e os do complexo. Entretanto, os resultados dos experimentos
ROESY 1D ndo possibilitaram determinar o tipo de interagdo entre os protons do

acido citrico e os prétons da B-ciclodextrina e do Imiquimod.

4.7.3 — Diffusion Ordered SpectroscopY (DOSY)

A técnica DOSY € bastante empregada no estudo da dinamica de complexos
de inclusdo. Ela tem como base a determinacdo dos coeficientes de difusdo da
molécula hospede, na auséncia e na presenca do agente complexante. Os
coeficientes de difusdo sdo usados para determinar a fracdo do soluto complexada e
a constante de equilibrio de associa¢do (K.) do complexo formado (59).

Os coeficientes de difusao dos compostos livres € na presenca de
concentracdes crescentes de [-ciclodextrina estdo na Tabela 18. O valor do
coeficiente de difusido € a média dos coeficientes obtidos no experimento DOSY. O
Imiquimod, o 4cido citrico, a B-ciclodextrina e a d4gua apresentam coeficientes de
difusdo distintos. Os valores dos coeficientes de difusdo observados sdo
condizentes com o tamanho das moléculas das espécies presentes, visto que o
coeficiente e as propriedades estruturais de uma molécula estdo relacionados
devido a dependéncia do mesmo com a geometria € o tamanho molecular (60). Os
resultados mostram que o coeficiente de difusdo do Imiquimod diminui
gradativamente a medida que a concentragao de B-ciclodextrina aumenta, apesar de
nado ser reduzido ao coeficiente de difusdo desta molécula. Foi observada apenas

pequena variagao no coeficiente de difusdo da B-ciclodextrina e da dgua.

81



Tabela 18. Concentragdes da P-ciclodextrina, coeficientes de difusao (D) do
Imiquimod (IMQ), do 4cido citrico (AC), da B-ciclodextrina (BCD), da 4gua (HOD)

e fracao do Imiquimod presente no complexo. Desvio padrdo entre parénteses.

[BCD] Dumo) Diac Digen) D xop) X(pCD: IMQ)
mM x 10" m*s™ %
0 5,342 6,132 - 23,851 -
*0027) | (+0,003)
4 4,879 6,113 2,864 23,391 18,69
(£0,052) (£0,014) (£ 0,020) (£0,01)
8 4,742 6,089 2,900 23,585 24,22
(£0,256) (£ 0,009) (=0,017) (£0,09)
12 4,656 5,921 2,855 23,282 27,59
(£0,034) (£0,010) (£0,015) (<0,01)
16 4,454 5,853 2,872 23,635 35,96
(£0062) | (*0,010) | (£0.016) (*0,02)
16 - - 2,856 23,573 -
(*0,015)

A reducgdo do valor do coeficiente de difusdo do Imiquimod na presenga de
B-ciclodextrina em rela¢do ao valor do coeficiente do farmaco livre demonstra que
os coeficientes de difusdo sdo sensiveis aos fenOmenos de associacdo € oS
resultados sugerem interacdo entre a B-ciclodextrina e Imiquimod. Da mesma
forma, pode-se considerar que o acido citrico interage com o complexo devido a
diminui¢do de seu coeficiente de difusdo. No entanto, como foi mencionado no
item 4.7.2 ndo foi possivel determinar o tipo de intera¢ao que estd ocorrendo.

O espectro DOSY do complexo BCD:IMQ em solugdo de 4cido citrico pH

3,0 estd na Figura 25. O espectro da B-ciclodextrina em 4gua deuterada e do
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Imiquimod em solucdo de 4cido citrico pH 3,0 sdo apresentados nos Anexos 17 e
18 respectivamente. O espectro DOSY mostra uma separacao bastante distinta dos

coeficientes de difusdao da B-ciclodextrina, do Imiquimod e do 4cido citrico.

F1 ) ) H
2.5 n =
; £ )
- 3.5p .
W
NE 4 I i
% } _
E 4.5m @ﬂ p "m
= 5k "
55k .
o} i .
s 7 6 5 4 3 2 i

0 (ppm) F2

Figura 25. Espectro DOSY ('H, 400 MHz, 25 °C) do complexo em solucio de
acido citrico em D,0. Projecao do coeficiente de difusdo (D) em F1 e projecao do

espectro de RMN 'H em F2.
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A fracdo do Imiquimod no complexo pode ser obtida a partir dos coeficientes
de difusdo das espécies na forma livre e complexada empregando as seguintes

equacaoes:

Dops—img = Ximq Dimo + Xgcp:mo Dgepime  (2)

Xmmo + Xgep:amg = 1 3)
substituindo a equacao (3) na equacgao (2) obtém-se a equacao (4)

Dobs—IMQ - Dobs—BCD
xIMQ = 4)
Dimo@ — Dobs—pcD

onde X € a fragdo molar do Imiquimod livre, Xgepamg € a fragdo do
Imiquimod no complexo, Dg,smmg 0 coeficiente de difusdo do Imiquimod na
presenga de B-ciclodextrina, Doyspep 0 coeficiente de difusdo da B-ciclodextrina e
Dimq 0 coeficiente de difusdo do Imiquimod livre. Considerando que a associagdo
entre uma molécula hdspede pequena e uma macromolécula na formacdo do
complexo de inclusdo provoca alteragdo desprezivel no coeficiente de difusido da
macromolécula assume-se que os coeficientes de difusdo do complexo BCD:IMQ e
da B-ciclodextrina no estado de equilibrio sdo praticamente iguais, Dpcp:vg = Dops-

scp (61). A fragdo molar do Imiquimod no complexo € indicada na Tabela 18.
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A constante de equilibrio de associacdo (K.) do complexo pode ser
determinada assumindo que a formacdo do complexo de inclusdo com
estequiometria 1:1 pode ser representada pelo equilibrio: (61)

Kc
BCD + IMQ —* BCD:IMQ

sendo o valor de K, obtido pela equagao:

_ 1Bcp:imQ]
¢ [Bep][IMQ]

(5)
onde [BCD:IMQ], [BCD] e [IMQ)] sdo as concentragdes molares do complexo
BCD:IMQ, da B-ciclodextrina e do Imiquimod respectivamente no equilibrio.

Portanto:

_ [BCD:IMQ]
([BcD]o - [BCD:IMQ]) x ([IMQ]o - [BCD:IMQ])

K. (6)

Onde [BCD], e [IMQ], sdo as concentragdes iniciais de B-ciclodextrina e

Imiquimod. Relacionando [BCD:IMQ] a [IMQ], tem-se a equagao 7
[BCD:IMQ] = (1~ x1q) [IMQ]g (7)
substituindo (7) em (6) obtém-se a equagao 8

K. = 1- XIMQ
ximq X ([BCD]o— [IMQ]o+ x1Mmq x [IMQ]g

(8)
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A constante K. do complexo BCD:IMQ obtida na presenca de B-ciclodextrina
16 mM foi:

K.=66,30+7,07 M

O valor relativamente pequeno de K. indica fraca interacdo entre o
Imiquimod e a PB-ciclodextrina. Resultado similar foi observado no estudo de
solubilidade de fase (item 4.5), onde o valor de K. em solucdo de 4cido citrico pH
3,0 foi 50,66 + 1,13 M. Os valores de K. obtidos mediante o diagrama de
solubilidade e por ressonincia magnética nuclear sao concordantes e sugerem que o
complexo € termodinamicamente pouco estavel.

Os resultados do experimento DOSY forneceram também evidéncias da
interacdo entre o 4cido citrico, o Imiquimod e a [-ciclodextrina. A Figura 26
ilustra o espectro de RMN 'H parcial do 4cido citrico, na auséncia e na presenca do
Imiquimod e da B-ciclodextrina. O espectro do dcido citrico na presenga do
farmaco apresenta variacdo bastante significativa no deslocamento quimico dos
protons para campo mais alto, sugerindo interagdo entre o 4cido citrico € o
Imiquimod. A presenga de B-ciclodextrina nas concentracdes de 4 a 12 mM causa
variagdo muito sutil no deslocamento quimico dos prétons do 4cido citrico. No
entanto, variacdo pronunciada, principalmente no deslocamento quimico do préton
Hi do 4cido citrico, é observada na presenca de B-ciclodextrina 16 mM. Kurkov e
Loftsson sugerem que as interagdes entre o hidroxidcido e o complexo de inclusio
envolvem formacdo de par i6nico entre o hidroxidcido e a molécula hospede e a
interacdo com a ciclodextrina através da formacado de ligacdes de hidrogénio com

os grupos hidroxilas localizados nas extremidades da ciclodextrina (25).
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Acido citrico + Imiquimod

Hi Hj + B-ciclodextrina 16 mM
i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i
3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 ppm
Acido citrico + Imiquimod
+ B-ciclodextrina 12 mM
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 ppnm
Acido citrico + Imiquimod
+ B-ciclodextrina 8 mM
T T T 7 T T T T T T T T T T
3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 ppm
Acido citrico + Imiquimod
+ B-ciclodextrina 4 mM
i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i i i T i i
3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 ppm
Acido citrico + Imiquimod
e Y
3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 ppm
Acido citrico
e e A
3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 ppm

Figura 26. Espectros de RMN 'H parcial do 4cido citrico livre e na presenca de
Imiquimod e B-ciclodextrina.
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4.8 — Analises Térmicas

Os métodos térmicos sao amplamente usados na caracterizacdo de
complexos de inclusio no estado solido. A andlise termogravimétrica (TGA)
fornece informacdo sobre a composicdo e a estabilidade térmica da amostra. O
grafico da primeira derivada (DTG) da curva de TGA permite obter a variacdo de
massa correspondente a um determinado evento fisico (mudanca de estado ou de
estrutura) ou quimico (decomposi¢ao, combustdo). A calorimetria diferencial de
varredura (DSC) permite identificar eventos endotérmicos ou exotérmicos que
promovem as variacOes de temperatura observadas durante o experimento, bem
como obter a variacdo de entalpia (AH) correspondente ao evento (9). Em conjunto,
ambos os métodos permitem obter evidéncias da formacdo do complexo de
inclusdo através da comparagdo das curvas de TGA e DSC dos componentes livres,

da mistura fisica e do complexo de inclusao.

4.8.1 — Analise Termogravimétrica

O é4cido citrico, o Imiquimod, a B-ciclodextrina, a mistura fisica Imiquimod +
B-ciclodextrina, a mistura fisica acido citrico + Imiquimod + B-ciclodextrina, e o
complexo foram caracterizados por andlise termogravimétrica. Os graficos de TGA
estdo na Figura 27 e os da derivada na Figura 28. A Tabela 19 apresenta o intervalo
de temperatura dos eventos observados e o percentual de massa perdida. Os
resultados da andlise termogravimétrica permitem verificar se o hospede sofre
mudancas antes da degradacdo térmica da ciclodextrina (250-300 °C). Esta
mudanca pode ser evaporagdo, decomposi¢do, oxidacdo, fusdo ou transicdo

polimoérfica (53).
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Figura 27. Curvas de TGA obtidas em atmosfera inerte, a taxa de aquecimento de

10 °C min™'.
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Figura 28. Graficos das derivadas das curvas de TGA.
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A curva de TGA do 4cido citrico mostra sua decomposicao no intervalo de
temperatura de 166-187 °C. A do Imiquimod indica que a decomposicdo do
farmaco ocorre entre 282 e 306 °C e ndo apresenta outras transicoes. Analisando a
curva de TGA da B-ciclodextrina, das misturas fisicas e do complexo BCD:IMQ
pode-se observar que durante o aquecimento ocorre perda gradual de moléculas de
agua, sendo que a curva de TGA das misturas fisicas pode ser considerada como
sobreposicdo das curvas dos componentes livres, apresentando perda de massa no
intervalo de temperatura que corresponde a cada componente. A auséncia de
degrau no termograma do complexo de inclusdo pode ser considerada como

evidéncia da formag¢do do complexo.

Tabela 19. Intervalo de temperatura (AT) e percentual de massa perdida (% m) do
acido citrico (AC), Imiquimod (IMQ), B-ciclodextrina (BCD), mistura fisica
Imiquimod + PB-ciclodextrina, mistura fisica 4cido citrico + Imiquimod + [-

ciclodextrina e complexo BCD:IMQ.

Mistura Fisica
Amostra AC IMQ BCD IMQ+ | AC+IMQ | Complexo
pCD +pCD | BCD:IMQ
AT; (°C) 56 -84 51-77 61 - 81 35-59
% m 13,62 11,30 9,67 6,83
AT, (°C) | 166 — 187 153 - 181
% m 89,41 7,37
AT; (°C) 282 - 306 238 —268 | 242 - 271
% m 98,48 16,01 12,61
ATy (°C) 317 -337 | 318 =338 | 316 —340 | 298 — 340
% m 77,04 65,29 55,90 78,56
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As curvas de DTG da mistura fisica IMQ+BCD, da mistura fisica AC+IMQ+
BCD e do complexo BCD:IMQ apresentam um pequeno pico entre 50 e 100 °C que
corresponde a perda de moléculas de dgua. Este pico € deslocado para temperatura
menor quando comparado ao pico observado na curva de DTG da BCD. As curvas
de DTG das misturas fisicas apresentam reducdo bastante significativa na
intensidade dos picos correspondentes ao 4cido citrico € ao Imiquimod. Na curva
de DTG do complexo, esses picos ndo sdo observados e reducido na intensidade do
pico correspondente a degradagdo da BCD também € observada. O inicio da
degradacdo térmica do complexo ocorre em temperatura maior quando comparada
ao inicio da degradacdo do Imiquimod livre, indicando que o farmaco apresenta
maior estabilidade térmica na presenca de B-ciclodextrina. O desaparecimento dos
picos correspondentes ao ponto de fusdo do 4cido citrico, do Imiquimod e a
diminuicdo do pico correspondente a degradagdo da B-ciclodextrina na curva de
DTG do complexo sugerem interagdo entre a B-ciclodextrina e o Imiquimod e

fornece evidéncias da formacao do complexo de inclusao.

4.8.2 — Calorimetria Diferencial de Varredura

A calorimetria diferencial de varredura € bastante empregada na andlise de
complexos de inclusio no estado sélido, em conjunto com a andlise
termogravimétrica e a difracdo de raios X. O 4cido citrico, o Imiquimod, a B-
ciclodextrina, a mistura fisica B-ciclodextrina + Imiquimod, a mistura fisica dcido
citrico + B-ciclodextrina + Imiquimod e o complexo BCD:IMQ também foram
caracterizados por calorimetria diferencial de varredura. As curvas de DSC dos

componentes livres, das misturas fisicas e do complexo BCD:IMQ estdo na Figura

29.
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Figura 29. Curvas de DSC obtidas em atmosfera inerte, a taxa de aquecimento de
10 °C min™.
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As curvas de DSC do é4cido citrico, da mistura fisica 4cido citrico + [-
ciclodextrina + Imiquimod e do complexo foram obtidas entre 25 e 250 °C. O
inicio da degradacdo do 4cido citrico foi observado a partir de 250 °C e o
experimento foi interrompido nesta temperatura. No caso da mistura fisica acido
citrico + B-ciclodextrina + Imiquimod, e do complexo foi observado aumento da
pressdo interna do recipiente da amostra e o experimento foi interrompido em 250
°C. As curvas de DSC da B-ciclodextrina, do Imiquimod e da mistura fisica [-
ciclodextrina + Imiquimod foram obtidas entre 25 e 350 °C.

A curva de DSC do 4cido citrico apresenta um pico endotérmico em 153,15
°C que corresponde ao ponto de fusdo do acido. Um pico endotérmico agudo em
297,71 °C € observado na curva de DSC do Imiquimod e corresponde ao ponto de
fusdo do farmaco. Na curva de DSC da B-ciclodextrina sdo observados dois picos
endotérmicos, sendo o primeiro em 165,75 °C e o segundo em 301,54 °C que
corresponde a perda de dgua e a degradacdo térmica da P-ciclodextrina,
respectivamente. A curva de DSC da mistura fisica B-ciclodextrina + Imiquimod
apresenta dois picos endotérmicos, sendo que o pico a 172,84 °C corresponde a
desidratacao da B-ciclodextrina e o pico a 290,09 °C corresponde a sobreposi¢ao do
ponto de fusdao do Imiquimod e a degradacdo térmica da B-ciclodextrina. Esta curva
consiste da sobreposicdo do perfil térmico da B-ciclodextrina e do Imiquimod sem
alteracdo significativa na temperatura de desidratagdao da B-ciclodextrina, do ponto
de fusdo do Imiquimod e da temperatura de degradagdo da B-ciclodextrina, exceto
por um deslocamento de 7 °C, para menor temperatura do ponto de fusdo do
Imiquimod e da temperatura de degradacdo da B-ciclodextrina que aparecem como
um Unico pico endotérmico, sugerindo pouca interagdo entre a BCD e IMQ.
Analisando a curva de DSC da mistura fisica acido citrico + B-ciclodextrina +
Imiquimod pode-se observar dois picos endotérmicos alargados a 72,77 e 183,37
°C que corresponde ao ponto de fusdao do 4cido citrico e a desidratacdao da -

ciclodextrina respectivamente. Houve reducdo significativa no tamanho do pico
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que corresponde ao ponto de fusdo do 4cido citrico e também foi observado
deslocamento do pico para menor temperatura. Nao foi possivel verificar se houve
alteracdo na temperatura de fusdo do Imiquimod, pois o experimento teve que ser
interrompido antes de atingir 350 °C. Na curva de DSC do complexo dois picos sdo
observados: o primeiro, endotérmico, a 54,67 °C que corresponde ao ponto de
fusdo do dcido citrico e outro, endotérmico, alargado, a 88,55 °C, indicando
presenca de estrutura amorfa. Entretanto, ndo € possivel confirmar a formagdo do
complexo, pois o experimento teve que ser interrompido antes de atingir a
temperatura de fusdo do Imiquimod de forma que alteracdo no pico endotérmico
que corresponde ao ponto de fusdo do farmaco nao pode ser observada. A Tabela

20 apresenta a faixa de temperatura e o fluxo de calor dos eventos observados nas

curvas de DSC.

Tabela 20. Intervalo de temperatura (AT) e fluxo de calor (J/g) para acido citrico
(AC), Imiquimod (IMQ), B-ciclodextrina (BCD), misturas fisicas e complexo
BCD:IMQ.

Mistura fisica
Amostra AC IMQ BCD IMQ+ | AC+IMQ | Complexo
BCD +pCD | pCD:IMQ

AT, (°C) [ 153 - 157 73 -104 55-63

J/g 314,3 45,95 3,2
AT, (°C) 166 —194 | 173 -197 | 183 -193 | 88— 158

J/g 512,1 2529 207.,4 221,8
AT; (°C) 298 — 300 | 301 — 309 | 290 — 294

J/g 314,2 45,48 52,28
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4.9 — Difratometria de raios X

A difratometria de raios X foi empregada para investigar a cristalinidade do
complexo de inclusdo via comparagdo dos difratogramas do complexo, dos
componentes livres e da mistura fisica dcido citrico + B-ciclodextrina + Imiquimod.
Os difratogramas (Figura 30) do dcido citrico, do Imiquimod e da B-ciclodextrina
apresentam picos intensos € finos indicando estrutura cristalina dos componentes
livres. O difratograma da mistura fisica mostra perda da cristalinidade com redugio
significativa da intensidade dos picos. A diminui¢ao da intensidade dos picos pode
ser atribuida a reducdo do tamanho de particula e a dispersdao dos componentes
cristalinos puros na mistura fisica (40). O difratograma do complexo mostra padrio
de difragdo completamente diferente daquele observado para os componentes livres
e sugere presenca de estrutura amorfa. A formacdo do complexo normalmente é
associada a amorfizacdo (reducdo da cristalinidade), mas a liofiliza¢cao também leva
a obtencdo do farmaco no estado amorfo. Para um farmaco cristalino com pouca
solubilidade aquosa, a formagdo do complexo estabiliza o fairmaco na fase amorfa,
sendo que o alto estado energético da fase amorfa geralmente leva a um aumento
significativo da solubilidade e consequentemente aumenta a biodisponibilidade do
farmaco (62) e (63). Os resultados obtidos por difratometria de raios X evidenciam
a formacao do complexo, mas nao sdo por si sO, conclusivos (22).

Os principais picos (20) observados nos difratogramas do 4cido citrico, do
Imiquimod, da B-ciclodextrina e da mistura fisica 4cido citrico + B-ciclodextrina +
Imiquimod estdo na Tabela 21. Observa-se que o difratograma da mistura fisica
apresenta picos que correspondem aos observados nos difratogramas dos
componentes livres. Os picos observados no difratograma do Imiquimod

apresentam concordancia com dados reportados na literatura (64).
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Figura 30. Difratogramas de raios X do 4cido citrico, do Imiquimod, da B-
ciclodextrina, da mistura fisica dcido citrico + B-ciclodextrina + Imiquimod, e do

complexo.
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Tabela 21. Principais picos (20) observados no difratograma do &cido citrico,

Imiquimod, B-ciclodextrina e mistura fisica 4cido citrico + PB-ciclodextrina +

Imiquimod.

Componente Principais Picos (20)

Acido citrico 14,2/18,2/19,52 /25,08 /26,14 /34,02 /43,32

Imiquimod 10,72 /11,22 /12,3 / 14,2/ 15,3/ 18,2/ 19,08 /
21,46 / 22,02 / 24,12 / 24,40 / 29,26 /
31,76

B-ciclodextrina 9,08 / 12,58 / 12,66 / 12,86 / 15,44 / 18,12 /
19,58 / 22,74 | 24,24 |/ 25,74 | 27,22 /
34,76

Mistura Fisica AC+BCD+IMQ |9,16/12,52 /12,78 / 15,36/ 18,26 / 19,04 / 19,7
/22,04/22,1/22,8/24,38/25,7/27,18/
33,98 /34,02

4.10 — Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura foi usada para analisar os aspectos
morfoldgicos microscopicos do complexo. Em conjunto com a difratometria de
raios X, a microscopia eletrOnica de varredura permite observar alteracdes na
morfologia do complexo de inclusdo e fornece evidéncias da existéncia de nova
fase solida (22). A Figura 31 ilustra as fotomicrografias do Imiquimod, do 4cido
citrico, da PB-ciclodextrina, da mistura fisica dcido citrico + Imiquimod + -

ciclodextrina e do complexo.
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Figura 31. Fotomicrografias de (A) Imiquimod; (B) Acido citrico; (C) B-
ciclodextrina; (D) Mistura fisica 4cido citrico + B-ciclodextrina + Imiquimod; (E) e

(F) Complexo BCD:IMQ. Aumento 100x a 1300x.
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Estas micrografias mostram que os cristais do Imiquimod (Figura 31A)
apresentam faces bem definidas e distribuicio de tamanho homogéneo. O
Imiquimod cristaliza no sistema ortorrombico, onde as moléculas estao unidas por
fortes ligacdes de hidrogénio entre o grupo amino e o anel imidazol, que
consequentemente contribuem para a alta estabilidade térmica do farmaco, cujo
ponto de fusdo € 297-299 °C (51) e (65). A Figura 31B mostra o cristal do acido
citrico cuja estrutura cristalina apresenta forma bastante irregular, enquanto que a
fotomicrografia 31C mostra os cristais da P-ciclodextrina cujas particulas
apresentam ampla distribuicdo de tamanho. A Figura 31D  apresenta a
fotomicrografia da mistura fisica. Observa-se auséncia de interacdo entre 0s
componentes pela presencga de cristais dos componentes individuais. Por outro lado,
uma alteracdo notdvel na estrutura cristalina do complexo BCD:IMQ ¢é observada
(Figuras 31E e F). Nota-se alteragdo na forma e tamanho dos cristais ndo sendo
possivel diferenciar os cristais do acido citrico, da B-ciclodextrina e do Imiquimod.
Observa-se também a formacao de agregados. No entanto, como foi mencionado no
item 4.9, esta nova forma soOlida pode ser tanto devido a amorfizacdo dos
componentes em virtude da formagdo do complexo como devido a sua liofilizacao.
Portanto, os resultados da microscopia eletronica de varredura em conjunto com os
resultados obtidos pelas outras técnicas podem ser considerados como evidéncias

da formag¢ao do complexo BCD:IMQ.

99



4.11 — Modelagem Molecular

Célculos quantum-mecanicos fornecem informagdes sobre as caracteristicas
estruturais dos complexos de inclusdo e a representacao da estrutura tridimensional
do complexo formado (66). O método semi-empirico PM3 foi empregado nos
célculos para otimizar a geometria do complexo. Os estudos foram realizados com
o Imiquimod em sua forma neutra e também na sua forma ionizada. A estrutura
inicial do complexo de inclusdo foi criada com base nos resultados dos
experimentos de RMN ROESY 'H 1D, os quais indicam que o firmaco penetra a
cavidade da B-ciclodextrina com o grupo isobutil voltado para extremidade menor
da mesma, sendo observada interacdo dos protons da metila com os prétons HS
localizados nesta extremidade, enquanto o anel benzénico esti voltado para a
extremidade maior da B-ciclodextrina, onde os prétons do anel aromdtico interagem
com os prétons H3. A otimizagdo da estrutura molecular do complexo reforca a
evidéncia experimental, sendo que a estrutura tridimensional do complexo obtida
pela modelagem molecular apresenta esta orientacdo. Foi observado que a estrutura
do complexo com o anel aromatico do Imiquimod voltado para a extremidade
menor da B-ciclodextrina ndo apresenta um minimo de energia, de modo que, os
célculos foram realizados considerando apenas a geometria sugerida pelos
resultados dos experimentos de RMN 'H ROESY 1D. A estrutura do complexo
mais favorecida energeticamente estd na Figura 32.

A energia de ligagdo do complexo (AEjego) foi calculada de acordo com a
equacgao (9), onde E(BCD:IMQ) corresponde a energia da geometria otimizada do
complexo, E(IMQ)jiye € E(BCD)jive correspondem as energias das geometrias

otimizadas dos componentes livres.

AEliga(;:;lo = E(BCD:IMQ) — [E(IMQ)iyre + E(BCD)ipre] )
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A energia de ligacdo do complexo com o farmaco na sua forma neutra foi —
0,085 kJ/mol e a do complexo com o farmaco na forma ionizada foi — 0,126
kJ/mol. Estes valores apontam fraca interacdo entre a [-ciclodextrina e o
Imiquimod e suportam os resultados experimentais, sugerindo que o Imiquimod
interage com a cavidade da B-ciclodextrina com os grupos metilas voltados para a
extremidade menor da mesma. Para identificacdo dos prétons da B-ciclodextrina e

do Imiquimod ver Anexos 15 e 16.

(B)

Figura 32. Estrutura tridimensional do complexo BCD:IMQ. (A) Visualizacdo da
extremidade maior da [-ciclodextrina; (B) Visualizagdo da lateral da p-

ciclodextrina.
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CAPITULO V - CONCLUSAO

Os resultados dessa dissertacdo demonstraram que o farmaco
imunomodulador Imiquimod forma complexos de inclusdo com B-ciclodextrina. O
complexo BCD:IMQ foi caracterizado em solucdo pelas técnicas espectroscopicas
que forneceram evidéncias da formag¢do do complexo de inclusdo. A técnica
ressonancia magnética nuclear € de fundamental importancia na caracterizagdo de
complexos de inclusdo, pois além de fornecer evidéncias da formacao do complexo
pela andlise dos deslocamentos quimicos, também permite obter informacdo sobre
a geometria e a fragdo de farmaco complexado.

As constantes de equilibrio de associacdo obtidas pelas duas técnicas indicam
fraca interagdo entre a B-ciclodextrina e o Imiquimod. Os valores de K. obtidos por
espectroscopia de absorcdo UV/Vis mostraram que o valor dessa constante em
solucdo de 4acido citrico pH 3,0 foi menor do que os valores observados para
tampao acetato pH 5,6 e tampao fosfato pH 7,4. Os resultados indicam que o valor
de K. diminui a medida que o grau de ionizacdo do fairmaco aumenta. No entanto,
aumento na eficiéncia de complexagao foi observado em solucdo de 4cido citrico
pH 3,0. Assim, a reducdo no valor da constante de equilibrio de associacdo foi
compensada pelo aumento da efici€ncia de complexagdo. Os valores obtidos para a
eficiéncia de complexacdo foram extremamente baixos apesar da solubilidade do
Imiquimod em d4cido citrico e na presenga de B-ciclodextrina ter aumentado 53
vezes em relacdo a solubilidade aquosa. Os valores baixos da eficiéncia de
complexacdo podem ser atribuidos a pouca solubilidade do farmaco tanto em
solucdo aquosa como na presencga de cossolventes.

Os resultados do estudo de solubilidade de fase indicaram que o complexo
formado tem estequiometria 1:1 (B-ciclodextrina:Imiquimod), sendo esta

estequiometria confirmada pelo método da variacdo continua.
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Os experimentos de RMN 'H ROESY 1D permitiram obter evidéncias da
formacdo do complexo através da andlise das interacdes entre os prétons da -
ciclodextrina e do Imiquimod. Os resultados sugerem que o firmaco penetra a
cavidade da B-ciclodextrina com o grupo isobutil voltado para a extremidade menor
da macromolécula. Os resultados dos experimentos DOSY possibilitaram obter a
fracdo de Imiquimod no complexo de inclusio e indicaram que a fra¢cao do farmaco
presente no complexo aumenta com aumento da concentragdo da B-ciclodextrina.
Os resultados dos experimentos DOSY mostraram também que o 4cido citrico
interage com o complexo BCD:IMQ, pois foi observada alteracao no deslocamento
quimico dos prétons do 4cido citrico, principalmente dos prétons Hi. No entanto,
nao foi possivel determinar o tipo de interacao.

O complexo também foi caracterizado no estado s6lido por termogravimetria
e calorimetria diferencial de varredura, difratometria de raios X e microscopia
eletronica de varredura. Os resultados da anélise térmica e da difracdo de raios X
indicaram a presenca de estrutura amorfa que pode ser resultado da liofilizacdo do
complexo e também da forma¢cdo do mesmo. As alteragdes no perfil t€rmico e no
padrdo de difracdo de raios X do complexo de inclusdo sdo bastante significativas
quando comparadas as dos componentes livres € podem ser consideradas como
evidéncias de sua formacdo. Os resultados obtidos por microscopia eletronica de
varredura mostraram uma alteracdo notavel na morfologia do complexo quando
comparada a morfologia dos componentes individuais. As trés técnicas permitiram
verificar alteracdes na estrutura cristalina e na morfologia do complexo, sendo que
essas alteracoes podem ser consideradas como indicativos de sua formagao.

Os resultados da modelagem molecular apresentaram concordancia com os
resultados observados experimentalmente. Os experimentos d¢ RMN 'H ROESY
1D indicaram que o Imiquimod penetra a cavidade da B-ciclodextrina com o grupo
isobutil voltado para a extremidade menor da mesma. A estrutura tridimensional

mais energeticamente estdvel obtida na modelagem molecular também apresenta
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esta orientagdo. Os célculos tedricos possibilitaram complementar e enriquecer a
compreensao dos dados experimentais.

Em conjunto, a caracterizacdo em solu¢do e a caracterizagdo no estado
s6lido mostraram que o Imiquimod forma complexo de inclusdo com a f3-
ciclodextrina. No entanto, os valores baixos da constante de equilibrio de
associacdo e da eficiencia de complexacdo indicam que a interacdo entre
Imiquimod e a B-ciclodextrina é fraca. Considerando as condi¢des empregadas no
estudo, os resultados indicam que a B-ciclodextrina ndo € o sistema carreador mais
adequado para aumentar a solubilidade aquosa do Imiquimod o que leva a novas

possibilidades de pesquisa para este farmaco.
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CAPITULO VI - PERSPECTIVAS

Este estudo permitiu avaliar a solubilidade aquosa do Imiquimod na presenga
de B-ciclodextrina e 4cido citrico. Os resultados dessa dissertacdo levam a novas
possibilidades de pesquisa com o farmaco. Como sugestdo para trabalhos futuros

pode-se considerar:

(a) Experimentos de RMN em solvente apolar, como por exemplo, DMSO-

de, para verificar a interagcao entre o 4cido citrico e o complexo de inclusio;

(b) Preparacdo do complexo BCD:IMQ na presenca de outro hidroxi-dcido
(4cido ascorbico, latico, malico ou tartarico) e avaliagdo da variacdo da razao molar

BCD:hidroxi-4cido na solubilidade do Imiquimod;

(c) Emprego da sulfobutil-éter B-ciclodextrina, derivado anidnico da [3-
ciclodextrina, que € mais solivel do que a ciclodextrina natural e forma complexo

mais estavel com moléculas 1onizadas;
(d) A incorporagdo do complexo BCD:IMQ em uma forma farmacéutica
(creme ou gel-creme) e posteriormente, a realizacdo de teste in vivo e estudo

comparativo com a formulagdo comercial;

(e) Uso de sistemas lipidicos, como por exemplo, nanoparticulas lipidicas

solidas ou nanoemulsdes, visto que o Imiquimod € mais solivel em meio oleoso.
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Anexo 1. Espectro de RMN 'H do Imiquimod (concentra¢io 26 mM).

1.0 ppm

Current Data Parameters

NAME abr051sgH3
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140405

Time 13.36

INS TRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zZgpr

TD 65536
SOLVENT DMSO

NS 64

DS 0

SWH 4409.171 Hz
FIDRES 0.067279 Hz
AQ 7.4317822 sec
RG 203

DW 113.400 usec
DE 7.00 usec
TE 300.2 K

D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 400.1813329 MHz
NUC1 1H

P1 7.74 usec
PLW1 12.00000000 W
PLW9 0.00002876 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1800080 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Anexo 2. Espectro de RMN 'H da B-ciclodextrina (concentragio 26 mM).

Current Data Parameters

NAME abr051sgH2
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140405

Time 12.34
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zZgpr

TD 65536
SOLVENT D20

NS 64

DS 0

SWH 4409.171 Hz
FIDRES 0.067279 Hz
AQ 7.4317822 sec
RG 71.8

DW 113.400 usec
DE 7.00 usec
TE 300.2 K

D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 400.1818857 MHz
NUC1 1H

Pl 8.05 usec
PLW1 12.00000000 W
PLW9 0.00003114 w

F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 400.1800010 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Anexo 3. Espectro de RMN 'H do complexo pCD:IMQ (concentragio 26 mM).

ppm
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BRUOKER
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Current Data Parameters

NAME abr05lsgH4
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140405

Time 14.38

INS TRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zZgpr

TD 65536
SOLVENT D20

NS 64

DS 0

SWH 4409.171 Hz
FIDRES 0.067279 Hz
AQ 7.4317822 sec
RG 80.6

DW 113.400 usec
DE 7.00 usec
TE 300.2 K

D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 400.1818856 MHz
NUC1 1H

P1 8.07 usec
PLW1 12.00000000 W
PLWY 0.00003123 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1800009 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Anexo 4. Mapa de contorno COSY do Imiquimod (concentragdo 26 mM).

Current Data Parameters

NAME out031lsgH3
EXPNO 4
PROCNO 1

F2 — Acguisition Parameters
Date_ 20131003
Time 13.38
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG cosygpqgf

TD 2048
SOLVENT DMSO

NS 2

Ds 16

SWH 4006.410 Hz
FIDRES 1.956255 Hz
AQ 0.2555904 sec
RG 203

DW 124.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
DO .00000300 sec

0

1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec

0.00020000 sec

0.00024960 sec

—======= CHANNEL f1 ========

SFO1 400.1818022 MHz
NUC1 1H

PO 8.40 usec
Pl 8.40 usec
PLW1 14.99699974 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAMI[1] SINE.100

GPZ1 10.00 %
P16 1000.00 usec
Fl — Acguisition parameters
TD 256

SFO1 400.1818 MHz
FIDRES 15.650040 Hz
SW 10.011 ppm
FnMODE QF

F2 — Processing parameters
ST 1024

SF 400.1800012 MHz
WDW SINE

SSB 0]

LB 0O Hz

GB 0]

PC 1.40
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Anexo 5. Ampliacao do mapa de contorno COSY do Imiquimod com as correlagdes homonucleares dos protons

do grupo imidazoquinolina.
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Current Data Parameters

NAME out031sgH3
EXPNO 4
PROCNO 1

F2 — Acguisition Parameters
Date__ 20131003

Time 13.38
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG cosygpgf

TD 2048
SOLVENT DMSO

NS 2

Ds 16

SWH 4006.410 Hz
FIDRES 1.956255 Hz
AQ 0.2555904 sec
RG 203

DW 124.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K

DO 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00024960 sec
======== CHANNEL fl ========
SFO1 400.1818022 MHz
NUC1 1H

PO 8.40 usec
Pl 8.40 usec
PLW1 14.99699974 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAMI[1] SINE.100

GPz1 10.00 %
Pl6 1000.00 usec
Fl — Acguisition parameters
TD 256

SFO1 400.1818 MHz
FIDRES 15.650040 Hz
SW 10.011 ppm
FnMODE QF

F2 — Processing parameters
ST 1024

SF 400.1800012 MH=z
WDW SINE

SSB [0}

LB O Hz

GB [0}

PC 1.40
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Current Data Parameters

NAME abr061lsgH4
EXPNO 8
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameter:
Date_ 20140406
Time 19.31
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.2

TD 32768
SOLVENT D20

NS 512

DS 4
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 90.5

DW 62.400 use
DE 7.00 usce
TE 300.2 K
D1 5.00000000 sec
D16 0.00020000 se
L4 1587
P15 400000.00 usce
TDO 1
ZGOPTNS

——==—=—— CHANNEL f1l ====

SFO1 400.1815570
NUC1 1H
Pl 8.11
P12 80000.00
P25 126.00
PLWO o w

PLW1 12.00000000
PLW27 0.19902000
SPNAM[2] Gausl_180r.1000
SPOAL2 0.500
SPOFFS2 0 Hz

SPW2 0.00000291

====== GRADIENT CHANNEL =

GPNAM[1] SMSQ10.100
GpPZz1 15.00
Pl6 1000.00

W
W

o

[
(0]

Anexo 6. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo BCD:IMQ (concentragio 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,

pulso seletivo nos prétons H3 da B-ciclodextrina.
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Current Data Parameters

NAME abr061lsgH4
EXPNO 9
PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramet
Date_ 20140406
Time 20.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.2
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 4
SWH 8012.820
FIDRES 0.244532
AQ 2.0447233
RG 90.5
DW 62.400
DE 7.00
TE 300.2
D1 5.00000000
D16 0.00020000
L4 1587
P15 400000.00
TDO 1
ZGOPTNS
======== CHANNEL fl ====
SFO1 400.1815175
NUC1 1H
Pl 8.11
P12 80000.00
P25 126.00
PLWO 0w
PLW1 12.00000000
PLW27 0.19902000
SPNAM[2] Gausl_180r.1000
SPOAL2 0.500
SPOFFS2 0 Hz
SPW2 0.00000291
GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 15.00
P16 1000.00

ers

Hz
Hz
sec

usec
usec

secC
sec

Anexo 7. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo PCD:IMQ (concentracio 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,

pulso seletivo nos prétons HS da B-ciclodextrina.
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Current Data Parameters

NAME abr051sgH4
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameter
Date_ 20140405
Time 19.26
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.2

TD 32768
SOLVENT D20

NS 512

DS 4
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447233 se
RG 80.6

DW 62.400 us
DE 7.00 us
TE 300.2 K
D1 5.00000000 se
D16 0.00020000 se
L4 1587
P15 400000.00 us
TDO 1
ZGOPTNS

======== CHANNEL fl ======
SFO1 400.1832407 MH
NUC1 1H

Pl 8.07 us
Pl2 80000.00 us
P25 126.00 us
PLWO 0w

PLW1 12.00000000 W
PLW27 0.19674000 W
SPNAM[2] Gausl_180r.1000
SPOAL2 0.500
SPOFFS2 0 Hz

SPW2 0.00000288 W
====== GRADIENT CHANNEL ==
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 15.00 %
Pl6 1000.00 us

Anexo 8. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo BCD:IMQ (concentracio 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,

pulso seletivo no proton He do Imiquimod.
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NAME junl4lsgHS5

EXPNO 6

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20140614

Time 15.37

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm PABBI 1H/

PULPROG selrogp.2

TD 32768

SOLVENT D20

NS 512

DS 4

SWH 4401.409 Hz

FIDRES 0.134320 Hz

AQ 3.7224448 sec

RG 90.5

DW 113.600 usec

DE 7.00 usec

TE 300.2 K

D1 5.00000000 sec

D16 0.00020000 sec

L4 1587

P15 400000.00 usec

TDO 1

ZGOPTNS

======== CHANNEL fl ========

SFO1 400.1832015 MHz

NUC1 1H

Pl 8.00 usec

Pl2 80000.00 usec

P25 126.00 usec

PLWO 0w

PLW1 12.00000000 wW

PLW27 0.19359000 w

SPNAM[2] Gausl_180r.1000

SPOALZ2 0.500

SPOFFEFS2 0 Hz

SPW2 0.00000284 w
GRADIENT CHANNEL =====

GPNAM[1] SMSQ10.100

GPZ1 15.00 %

Ple 1000.00 usec

Anexo 9. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo PCD:IMQ (concentracio 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,
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Current Data Parameters

NAME junl4lsgHS
EXPNO 9
PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramet
Date_ 20140614
Time 19.35
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.2
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 4
SWH 4401.409
FIDRES 0.134320
AQ 3.7224448
RG 90.5
DW 113.600
DE 7.00
TE 300.2
D1 5.00000000
D16 0.00020000
L4 1587
P15 400000.00
TDO 1
ZGOPTNS

—==——=== CHANNEL f1l ====

SFO1 400.1830445
NUC1 1H
Pl 8.00
pPl2 80000.00
P25 126.00
PLWO 0w

PLW1 12.00000000
PLW27 0.19359000
SPNAM[2] Gausl_180r.1000
SPOALZ2 0.500
SPOFFS2 0 Hz

SPW2 0.00000284
====== GRADIENT CHANNEL
GPNAMI[1] SMSQ10.100
GpPz1 15.00
Ple 1000.00

er:

Hz
Hz
sec

usce
usce

sec
sec

usce¢

i
W

o

c
%)

Anexo 10. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo PCD:IMQ (concentracio 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,

pulso seletivo no préton He do Imiquimod.
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Current Dbata Parameters

NAME junl4lsgH5
EXPNO 7
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20140614
Time 16.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.?2

TD 32768
SOLVENT D20

NS 512

DS 4
SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.134320 Hz
AQ 3.7224448 sec
RG 90.5

DW 113.600 use
DE 7.00 use
TE 300.2 K
D1 5.00000000 sec
D16 0.00020000 sec
L4 1587
P15 400000.00 wuse
TDO 1
ZGOPTNS

======== CHANNEL fl =======
SFO1 400.1830928 MH:z
NUC1 1H

Pl 8.00 use
P12 80000.00 use
P25 126.00 use
PLWO 0w

PLW1 12.00000000 W
PLW27 0.19359000 W
SPNAM[2] Gausl1l_180r.1000
SPOALZ2 0.500
SPOFFS2 0 Hz

SPW2 0.00000284 W
====== GRADIENT CHANNEL ===
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPz1 15.00 %
Plo 1000.00 use

Anexo 11. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo PCD:IMQ (concentracio 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,

pulso seletivo no préton Hb do Imiquimod.
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NAME junl41lsgHS5S
EXPNO 8
PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramet
Date__ 20140614
Time 18.16
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.?2
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 4
SWH 4401.409
FIDRES 0.134320
AQ 3.722444s8
RG 90.5
DW 113.600
DE 7.00
TE 300.2
D1 5.00000000
D16 0.00020000
L4 1587
P15 400000.00
TDO 1
ZGOPTNS

——====== CHANNEL f1 ====

SFO1 400.1830728
NUC1 1H
Pl 8.00
P12 80000.00
P25 126.00
PLWO 0w

PLW1 12.00000000
PLW27 0.19359000
SPNAM[2] Gausl_180r.1000
SPOAL2 0.500
SPOFFS2 0 Hz

SPW2 0.00000284
====== GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 15.00
Pl6 1000.00

er

==

o°

us

Anexo 12. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo BCD:IMQ (concentracio 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,

pulso seletivo no préton Ha do Imiquimod.
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NAME abr061sgH4
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140406
Time 21.41
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.2
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 4
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 90.5
DW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 300.2 K
D1 5.00000000 sec
D16 0.00020000 sec
L4 1587
P15 400000.00 usec
TDO 1
ZGOPTNS
======== CHANNEL fl ========
SFO1l 400.1803788 MHz
NUC1 1H
Pl 8.11 usec
Pl2 80000.00 usec
P25 126.00 usec
PLWO 0w
PLW1 12.00000000 W
PLW27 0.19902000 W
SPNAM[2] Gausl_180r.1000
SPOAL2 0.500
SPOFFS2 0 Hz
" SPW2 0.00000291 w
I e I e L B B B L A B LRI ELE EL L | GRADIENT CHANNEL
B ( GPNAM([1] SMSQ10.100
9 8 g 6 5 4 3 2 1 ppm GPz1 15.00 %
Pl6 1000.00 usec

Anexo 13. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo BCD:IMQ (concentracdo 26 mM), a 400 MHz, 25 °C,

pulso seletivo nos prétons Hh do Imiquimod.
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Current Data Parameters

Anexo 14. Espectro de RMN 'H ROESY 1D do complexo pCD:IMQ (concentragio 26 mM), a 400 MHz, 25

pulso seletivo nos prétons Hi e Hj do 4cido citrico.

NAME abr061sgH4
EXPNO 12
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140406
Time 23.52
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG selrogp.2
TD 32768
SOLVENT D20
NS 512
DS 4
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 90.5
DW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 300.2 K
D1 5.00000000 sec
D16 0.00020000 sec
L4 1587
P15 400000.00 usec
TDO 1
ZGOPTNS
======== CHANNEL fl ========
SFO1 400.1810875 MHz
NUC1 1H
Pl 8.11 usec
P12 80000.00 usec
P25 126.00 usec
PLWO 0w
PLW1 12.00000000 W
PLW27 0.19902000 W
SPNAM[2] Gausl1l_180r.1000
SPOAL2 0.500
SPOFFS2 0 Hz
SPW2 0.00000291 w
IR I B ISR I B B B A B B S T GRADIENT CHANNEL ====
GPNAM[1] SMSQ10.100
9 3 ' 6 o) ppm  GpPzl 15.00 %
Pl6 1000.00 usec



LET

Anexo 15. Estrutural tridimensional do complexo BCD:IMQ, onde os prétons da B-ciclodextrina estdao indicados

em vermelho e os prétons do Imiquimod estao indicados em azul. Visualiza¢do da extremidade maior da -ciclodextrina.
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Anexo 16. Estrutural tridimensional do complexo BCD:IMQ, onde os prétons da B-ciclodextrina estdo indicados
em vermelho e os préotons do Imiquimod estdo indicados em azul. Visualizacdo da extremidade menor da [-

ciclodextrina.
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Anexo 17. Espectro DOSY ('H, 400 MHz, 25 °C) da B-ciclodextrina em D,O. Projecdo do coeficiente de difusio
(D) em F1 e projecdo do espectro de RMN 'H em F2.
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Anexo 18. Espectro DOSY ('H, 400 MHz, 25 °C) do Imiquimod em solugdo de 4cido citrico pH 3,0 em D,O.
Projecdo do coeficiente de difusdo (D) em F1 e projecio do espectro de RMN 'H em F2.



