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“Ninguém pode construir em teu lugar as pontes que precisaras passar, para
atravessar o rio da vida - ninguém, exceto tu, so tu.

Existem, por certo, atalhos sem numeros, e pontes, e semideuses que se
ofereceréo para levar-te além do rio; mas isso te custaria a tua propria pessoa; tu
te hipotecarias e te perderias.

Existe no mundo um unico caminho por onde so tu podes passar.

Onde leva? Néo perguntes, segue-o!”

F. Nietzsche



Vi



A todas as pessoas que me ajudaram, apoiaram e acreditaram no éxito deste

trabalho.

Vi



viii



Agradecimentos

O autor é muito grato a todas as pessoas que contribuiram das mais
diversas maneiras para a realizacao desta dissertagao, tenha sido ela no ambito
cientifico, através de criticas e opinides, quanto no pessoal, em que as grandes

amizades tornam nossas vidas muito mais satisfatorias.

Aos meus pais e familiares, pelo incentivo e constante apoio nas minhas

escolhas e decisoes.

Ao prof. Francisco Pessine, pela constante orientacdo, receptividade e,
principalmente, por acreditar no compromisso e determinagdo dos alunos no

laboratdrio.

Ao pessoal do laboratdrio: Milene, Adriana, Débora, Marcelo, Andreza, Ana
Claudia e Simone, com as quais cultivei grandes amizades e me proporcionaram

otimos momentos e alegrias.

Ao prof. Nelson H. Morgon, pela orientagdo e disposicdo em me ensinar a
trabalhar com calculos teodricos.

Um agradecimento especial para a mais nova doutora Adriana Calderini,
pelo valor inestimavel de nossa amizade, esta que comegou gragas a sua grande
disposicao em me auxiliar nos experimentos de RMN, estes por mim considerados

um dos mais importantes deste trabalho.

Ao CENAPAD-SP, por ceder sua infra-estrutura computacional para a

realizagao dos calculos teodricos.
Ao CNPq, pela bolsa de mestrado.

Ao IQ-UNICAMP, pelo apoio institucional, o qual considero uma das pecas

fundamentais para meu desenvolvimento como pesquisador.






CURRICULUM VITAE
Dados Pessoais
Nome: Guilherme Lionello Alexandrino RG: 43689550-X
Data de nascimento: 07/02/1986 Naturalidade: Itapolis-SP
Estado civil: Solteiro

Email: alexandrinogl@gmail.com

Formagao Académica
Bacharelado em Quimica Tecnoldgica (Margo/2004 — Julho/2009)

Instituicdo: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP Campinas (SP)

Experiéncia Profissional
Estagio em Pesquisa e Desenvolvimento (Fevereiro/2008 — Dezembro/2008)
Empresa: Elekeiroz S.A

Projeto: Desenvolvimento de metodologia experimental e de anélise quimica para
recuperacao in-situ de catalisador de hidroformilacdo de olefinas em escala
bancada

Atividades Académicas
e Iniciagao Cientifica (Julho/2005 — Dezembro/2007)

Projeto: Reatividade do catalisador Rh:BINAP na hidrogenagao assimétrica da
olefina 2-metil-2-pentenal

Orientadora: Prof. Dr? Regina Buffon (Departamento de Quimica Inorganica)

Instituicdo Financiadora: PIBIC/CNPq

Xi



e Trabalhos cientificos apresentados em congressos

1. ALEXANDRINO, G. L.; BUFFON, R.

Reatividade do catalisador Rh:BINAP na hidrogenacgao assimétrica da olefina a-
B-insaturada (apresentacéo de pdster)

312 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2008 — Aguas de
Linddia (SP)

2. ALEXANDRINO, G.L.; PESSINE, F.B. T.

Encapsulacado do farmaco Tiabendazol em [(-Ciclodextrina: caracterizacéo por
espectroscopia de fluorescéncia (apresentagao de pdster)

332 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2010 — Aguas de
Linddia (SP)

3. ALEXANDRINO, G.L.; PESSINE, F.B.T.

Encapsulacdo de Tiabendazol em  B-Ciclodextrina: caracterizagédo
espectroscopica e estudo teorico (apresentacéo de pdster)

2° Encontro sobre Estruturas Auto-Organizadas em Solucédo e Interfaces, 2010
— Sao Pedro (SP)

4. ALEXANDRINO, G.L.; PESSINE, F.B.T.

Encapsulation of Thiabendazole in  B-Ciclodextrin:  Spectroscopic
Characterization and Theoretical Study (apresentagao oral)

Segunda Escuela de Nanomedicinas, 2010 — La Plata (ARG)

5. ALEXANDRINO, G.L.; PESSINE, F.B.T.

Estudo sobre interagcdes entre o farmaco Thiabendazol e B-Ciclodextrina por
espectroscopias de fluorescéncia, RMN-"H e calculos tedricos (apresentacgéao de
pdster)

342 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2011 — Florianépolis
(SC)

Xii



RESUMO

ENCAPSULAGCAO, CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ESTUDO TEORICO
DO FARMACO TIABENDAZOL EM B-CICLODEXTRINA

Tiabendazol (TBZ) é um farmaco pouco soluvel em agua (66 pg/mL),
derivado do benzimidazol, com ampla aplicagao farmacoldgica, devido a suas
propriedades anti-helmintica, fungicida e bactericida. O aumento em sua
solubilidade pode ser atingido preparando complexos de inclusdo com
Ciclodextrinas (BCD), que sdo polissacarideos ciclicos de D-(+)-glicopiranose
unidas por meio de ligacbes glicosidicas a-1,4, cuja estrutura resulta em um
ambiente interno hidrofobico e uma superficie e extremidades hidrofilicas. Neste
trabalho, a preparagdo de complexos de inclusdo entre TBZ e BCD foi realizada
pelo método de co-precipitagdo, em duas metodologias que diferiram na etapa de
solubilizagdo do TBZ: empregando etanol ou meio acido com HCI em pH 2.2. Os
complexos preparados foram caracterizados no estado solido, através das
técnicas de espectroscopia de absorgcio no i.v., difratometria de raios-X e analise
termogravimétrica. Em solugdo, a estabilidade termodindmica do complexo de
inclusdo TBZ:BCD foi investigada em meios que simulam os fluidos gastrico e
intestinal humano, sem enzimas, determinando as constantes de equilibrio K nas
temperaturas 25 (150 + 31), 37 (85 = 32) e 45°C (83 + 23), e as fungbes
termodinamicas de formacédo AH° (-24 kJ/mol), AS® (-39 J/mol.K) e AG® (-12,5
kJ/mol), através de dados de espectroscopia de fluorescéncia. Além disso, a
estrutura supramolecular deste complexo em agua foi investigada por RMN, a
partir de espectros de dados de deslocamento quimico em espectros de 'H e do
experimento ROESY-1D, em que o ultimo sugere encapsulacdo do farmaco
através de seu grupo benzimidazol, além da determinagdo dos coeficientes de
difusdo e K (49 a 25°C) por DOSY, em D,0. Os dados experimentais sobre
estabilidade termodindmica e informacdes estruturais foram confrontados com
resultados obtidos de calculos tedricos de otimizagdo molecular e determinagao de
energias de conformacgdes e interagdes, realizados com os métodos quénticos
PM3 e DFT (vacuo) e PM6 (meio aquoso)
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ABSTRACT

ENCAPSULATION, PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERIZATION AND
THEORETICAL STUDY OF DRUG THIABENDAZOLE IN B-CICLODEXTRIN

Thiabendazole (TBZ) is a poorly water soluble drug derived from
benzimidazole with wide pharmacological, fungicide and bactericide applicability.
The enhancement of its water solubility can be achieved through formation of
inclusion complexes with beta-Cyclodextrin (B3CD), a cyclic polysaccharide from D-
(+)-glicopyranose units linked by a-1,4 chemical bonds, whose structure has a
hydrophobic cavity and a hydrophilic surface and extremities. This work involves
the preparation of inclusion complexes with TBZ and BCD by the co-precipitation
method, using two methodologies for the TBZ solubilization step: with ethanol or
HCI medium (pH 2.2). The inclusion complexes were characterized on solid state
by infrared spectroscopy, X-ray diffractometry and thermogravimetric analysis. The
thermodynamic stability of TBZ:BCD inclusion complex was investigated in human
simulated gastric and intestinal fluids but without the respective enzymes.
Equilibrium constants K at the temperatures of 25 (150 = 31), 37 (85 + 32) and
45°C (83 = 23), and the thermodynamic functions AH° (-24 kJd/mol), AS® (-39
J/mol.K) and AG° (-12,5 kJ/mol) were evaluated through fluorescence
spectroscopy. The supramolecular structure of this complex in aqueous solution
was extensively investigated by NMR spectroscopy, based on 'H chemical shift
and ROESY-1D experiments, with the latter one suggesting the drug interacts with
the CD through its benzimidazole group. NMR-based experiment DOSY was also
employed to get the diffusion coefficients and K (49 at 25°C), in D,O. Experimental
results on thermodynamic stability and structural information were compared with
theoretical calculations of TBZ:BCD molecular optimization and determination of
conformation and interaction energies of related structures. The calculations of the
isolated species, in vacuum, were performed by PM3 and DFT methods, while

PM6 method was employed for calculation simulating the aqueous media.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1) Tiabendazol

Tiabendazol [2-(4-tiazolil)-1H-benzimidazol], TBZ, é um farmaco derivado
do benzimidazol, com propriedades anti-helmintica, anti-fungica e bactericida. Este
farmaco possui amplo espectro de aplicagcdo, sendo empregado em
medicamentos para humanos e animais, em alimentos, como conservante de
vegetais frescos, junto com fungicidas na agricultura, entre outras (Tang et al,

2005). A férmula estrutural do TBZ é apresentada na Fig. 1.1.1.

Fig. 1.1.1. Estrutura quimica do Tiabendazol

A principal aplicagdo do TBZ em medicamentos explora sua propriedade
anti-helmintica, que além de combater o parasita ja na fase adulta, também
combate o desenvolvimento de seus ovos e larvas, diminuindo a eliminagao dos
mesmos nas fezes dos organismos infectados. Os principais parasitas suscetiveis
ao TBZ sédo (MINTEZOL, Merck & Co. Inc., 2003): Ascaris lumbricoides,
Strongyloides stercoralis, Necator americanus, Ancylostoma duodenale, Trichuris
trichiura, Ancylostoma braziliense, Toxocara canis, Toxocara cati e Enterobius

vermicularis.

Seu mecanismo de atuagcdo €& ainda completamente desconhecido;
contudo, a principal hipétese esta na inibicao da enzima fumarato-redutase que se

encontra na mitocdndria celular das células do parasita. A consequéncia desta



inibicdo é o bloqueio na formagao de microtubulos, prejudicando o metabolismo do

mesmo e, portanto, seu desenvolvimento.

Quando ingerido na forma de suspensado, TBZ €& rapidamente absorvido no
trato gastrointestinal, apresentando um pico de concentragdo no plasma
sanguineo de 1 a 2 h apds ingestdo. No organismo, sua meia vida é de
aproximadamente 70 min, apresentando transformacdo hepatica a 5-hidroxi-
tiabendazol. Apds 48 h, aproximadamente 90% do farmaco é eliminado na urina,
sob formas conjugadas a glucuronideos e sulfatos, e 5% nas fezes. Entretanto, a

maior parte do farmaco é eliminada ja nas primeiras 24 h.

TBZ apresenta baixa incidéncia de efeitos adversos, que em geral sdo leves
e transitérios. Os mais freqlentes sdo nausea, vOmito, diarréia, sonoléncia,
vertigem, cefaléia, anorexia e xerostomia. Em menor frequéncia, podem ocorrer
febre, exantema e eritema multiforme (incluindo sindrome de Stevens-Johnson).
Raras vezes sdo encontrados casos de zumbido, disturbios visuais, leucopenia,
angioedema, cristaluria e colestase intra-hepatica (MINTEZOL, Merck & Co. Inc.,
2003).

TBZ é uma base fraca (pKa 5,92 £ 0,12) e foi primeiramente sintetizado em
1961 por cientistas dos Laboratérios Merck, sendo a temperatura ambiente um
sélido branco e inodoro (Kappor, 1986). Embora muitos trabalhos na literatura
relatem que TBZ apresenta temperatura de fusdo entre 296 e 303°C, estudos
publicados sobre o comportamento térmico deste farmaco mostram que na
verdade ocorre uma pseudo-fusdo, ou seja, sua fusdo €& acompanhada de
decomposi¢cdo (Macedo e Nascimento, 2002). Sua forma cristalina apresenta
configuragao ortorrémbica, existindo 8 moléculas de TBZ por célula unitaria (Trus
e Marsh, 1973). Quanto a fotoestabilidade, TBZ é relatado como sendo uma
substancia relativamente estavel, apresentando pouca sensibilidade a radiacao
ultra-violeta. Quando ocorre fotodegradagao, os principais produtos formados s&o
benzimidazol, benzimidazol-2-carboxiamida, triazol-4-caboxiamida, tiazol-4-

ilamidina e metil tiazol-4-carboxilato (Kapoor, 1986).



Entretanto, um fator limitante para a eficiéncia deste farmaco é sua baixa
solubilidade em agua, reportada na literatura como 60,4 mg/L (3,0.10“mol/L) em
pH 7 (Lezcano et al, 2002), o que leva a comercializagdo deste farmaco em
medicamentos por meio de formulagdes topicas (pomadas) ou suspensdo em
meio aquoso. Embora pouco soluvel, quando em contato com o meio gastrico
acido, a formacao de seu sal hidrocloreto, resultado da protonacéo do sitio basico
da molécula, torna o farmaco muito mais soluvel, chegando a atingir solubilidade
de 3,88% (0,193 mol/L) em pH 2,2 (Kapoor, 1986). Assim, esta propriedade
quimica da molécula ira contribuir para sua rapida absor¢géo no organismo quando
administrado oralmente, o que contribui para a biodisponibilidade do farmaco no

organismo.

Contudo, para aplicacdo topica do TBZ ou mesmo quando se pretende
estudar seu comportamento em fluidos neutro ou basicos, como os existentes no
intestino humano (local onde os parasitas em geral se desenvolvem e/ou se
reproduzem), o estudo de metodologias para complexar este farmaco em agentes
encapsuladores mais soluveis constitui alternativa promissora para melhorar sua
biodisponibilidade nesses ambientes. Assim, abrem-se novas possibilidades de se
melhorar as formulagbes existentes ou até mesmo criar novas formulagdes que
possam resultar em rotas terapéuticas mais eficientes e menos téxicas aos seres

Vivos.

1.2) Ciclodextrinas

1.2.1) Propriedades estruturais e fisico-quimicas

Ciclodextrinas (CDs) constituem-se de polissacarideos ciclicos formados a
partir de unidades monoméricas de D-(+)-glicopiranose, ligadas por meio de
ligagbes (glicosidicas a-1,4. Elas foram descobertas em 1891 por Villiers;

entretanto, sua estrutura s6 foi elucidada em 1936 por Freudenberg e



colaboradores. CDs sao produzidas a partir da degradagao do amido, através de
processo enzimatico governado pela glucosiltransferase (CGT). Neste processo, a
quebra da cadeia de moléculas de amido é seguida da reac&o de formacéo a-1,4
sem a participacdo de moléculas de agua; assim, dextranas ciclicas serao obtidas
como produto de reacdo. As CDs mais comuns contém 5, 6 e 7 unidades
monomericas de glicopiranose, denominadas ao, B e vy ciclodextrinas,
respectivamente (Fig. 1.2.1), entretanto, CDs contendo nove (d8CD) e até mais
unidades de glicopiranose também podem ser obtidas. Por razdes estéricas, CDs
contendo menos que seis unidades monoméricas ndao podem ser formadas
(Szejtli, 1989).
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Fig. 1.2.1.1. Estruturas quimicas das CDs naturais.

A funcionalizacdo de grupos hidroxilicos das CDs leva a formagao de
derivados. Em geral, ela ocorre através de uma ligagdo a-1,6, resultando em
derivados como hidroxipropil-CD (HPBCD) ou derivados metilados, como
RAMEB (“Random Methylated [B-Ciclodextrin”) e DIMEB (“Dimethylated [-

Ciclodextrin”).

A disposigcdo espacial das unidades glicopiranose confere as CDs

geometria toroidal. As hidroxilas secundarias (C2-OH e C3-OH) e primarias (C6-



OH) das unidades (glicopiranosidicas encontram-se em extremidades
diametralmente opostas, existindo apenas as ligagbes a-1,4 no interior da
cavidade. Esta conformacdo espacial resulta em ambientes com polaridades
diferentes em uma mesma molécula. O interior da cavidade das CDs é dotado de
alta densidade eletronica e predominantemente apolar devido a existéncia de um
baixo momento de dipolo elétrico resultante. No entanto, a presenga dos grupos
hidroxilicos nas cavidades conferira a estas regides das moléculas carater polar.
Além disso, na borda maior, em que se encontram as hidroxilas secundarias das
unidades monomeéricas, as ligacbes de hidrogénio presentes entre as hidroxilas
em C2 e C3 conferem a esta regido especifica maior carater acido-base de Lewis
(Szejtli e Fromming, 1994; Szeijtli, 1998).

CDs sao solidos cristalinos a temperatura ambiente, apresentando as
formas de pratos hexagonais (aCD), paralelogramas monoclinicos (BCD) ou
prismas quadraticos (yCD). Além disso, elas podem se alinhar através das
configuragbes canal (cabega-cauda ou cabega-cabecga), escama de peixe
(“herringbone”) e tijolo (Fig. 1.2.1.2).
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Fig. 1.2.1.2A. Formas cristalinas de organizagcédo das CDs no estado sélido:

S

Canal (esquerda), Escama de peixe (Herringbone, meio) e Tijolo (direita).
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Fig. 1.2.1.2B. Disposi¢des cabega-cauda (esquerda) e cabecga-cabega

(direita) de CDs no estado solido.

Embora ndo sejam sodlidos bastante higroscépicos, CDs formam hidratos
estaveis, que podem conferir a elas diferentes estruturas cristalinas. Assim,
dependendo das condigdes de precipitacdo, aCD pode apresentar duas estruturas
cristalinas para o hidrato aCD+*6H,O e uma terceira para aCD.7.5H,0, todas
alinhadas sob a forma “herringbone”. BCD € precipitada na forma dos hidratos
BCD+*11H,O e BCD+12H,0, enquanto que yCD é obtida como yCD+13,3H,0.
Mesmo sendo predominantemente apolar, a cavidade das CDs também contém
moléculas de agua, em quantidade de acordo com suas respectivas dimensdes
(Szeijtli, 1989).

Embora estruturalmente semelhantes, CDs apresentam diferentes
solubilidades, principalmente em agua: aCD (145 g/L), BCD(18,5 g/L), yCD(232
g/L). Essa diferenca é atribuida a rigidez de suas respectivas estruturas
moleculares, ocasionada pelas ligacbes de hidrogénio existentes entre as
hidroxilas em C2 e C3. Em BCD, as ligagbes de hidrogénio entre as hidroxilas
secundarias sao completas dificultando sua solvatagdo pela agua. No entanto,
impedimentos estéricos e maior mobilidade conformacional fazem com que o
mesmo nao ocorra em aCD e yCD, respectivamente (ligagdes de hidrogénio entre

as hidroxilas s&o incompletas nestas moléculas), o que as tornam mais soluveis.



CDs possuem maior resisténcia frente a reagdes quimicas que os
respectivos polissacarideos lineares. Em reacdes de hidrolise acida, CDs podem
ser de 2 a 5 vezes mais estaveis que as correspondentes dextranas aciclicas.
Quanto a hidrdlise alcalina, a resisténcia das CDs é semelhante a da celulose
(Szejtli, 1989).

1.2.3) Metabolismo e toxicologia das CDs

Ao contrario das dextranas aciclicas, CDs apresentam grande resisténcia a
hidrolise enzimatica pela a-amilase, assim como ao meio acido do trato gastrico.
Ao serem ingeridas por humanos, CDs serdo muito pouco absorvidas sob a forma
intacta. Como humanos n&o possuem a enzima CTG-ase, responsavel pela
hidrélise das CDs, seu metabolismo ocorrera apenas no colon, pelas bactérias da
microflora que possuem esta enzima. Embora o metabolismo das CDs leve aos
mesmos produtos obtidos do metabolismo do amido (maltodextrinas acilicas,
maltose e glicose), como o amido é metabolizado no intestino delgado, sua
absorcao sera 1 — 2 h ap6s ingestao, enquanto que para as CDs, a absorgédo dos

produtos metabdlicos ocorrera apés 6 — 8 h.

A toxicidade das CDs depende da via de administracdo ao organismo. CDs
nao sao consideradas toxicas para aplicagao oral, o0 que as torna muito utilizadas
em formulagcdes farmacéuticas e alimenticias. Testes in-vivo com ratos e
cachorros mostram que CDs sao satisfatoriamente toleradas em até 3% (600
mg/kg/dia) da composi¢cao na dieta alimenticia, limite bem acima das quantidades

contidas em formulagdes para humanos (=25 mg/kg/dia).

Quando aplicadas via parenteral, em animais, CDs tém demonstrado
majoritariamente propriedades nefrotdxicas (alteragbes no sistema vascular,
desintegragdo celular e mineralizagdo amorfa) e hemoliticas. Quando

administradas intravenosamente a ratos, yCD apresentou a menor toxicidade



(LD50 maior que 2400 mg/kg), seguida da BCD (788 mg/kg) e aCD (419 mg/kg)
(Frank e Gray, 1976). Outras decorréncias também foram encontradas
separadamente de acordo com as vias de administracao parenteral empregadas,
mas que desapareceram apoés interrupcdo dos tratamentos: sonoléncia e
problemas de respiragao (apés administracdo subcutanea), alteragdes fisioldgicas
no figado (ap6s administracédo intraperitoneal), ulceragdo das pernas e necrose

glomerular (apdés administragao intramuscular) (Szejtli e Fromming, 1994).

1.3) Complexos de inclusao com CDs

1.3.1) Influéncia nas propriedades fisico-quimicas do ativo e

fendmenos sobre sua formagao

As caracteristicas estruturais, eletrénicas e fisico-quimicas tornam CDs
moléculas com grande potencial de aplicagdo como nanocarregadores. O carater
predominantemente hidrofébico de suas cavidades e suas superficies hidrofilicas,
permitem que as CDs possam interagir com moléculas hidrofébicas formando
estruturas supramoleculares (complexos de inclusdo) que permitirdo maior
solubilidade, em agua, do ativo hidrofébico. Além disso, quando determinado ativo
€ complexado em CDs, algumas propriedades, além da solubilidade, serdo
modificadas, cujas principais s&o (Szejtli, 2004):

e Decréscimo de sua reatividade com outras substancias presentes no
meio, tornando-se mais estaveis (com exceg¢do de ativos que apresentam
reatividade com as CDs)

e Diminuicdo da difusdo, sublimacdo e volatilizacdo, decorrentes da

formacéo do sistema macromolecular que € o complexo de incluséo



e Ativos liquidos ou gasosos tornam-se matrizes solidas com formagao do
complexo de inclusao, trazendo beneficios de manipulacdo e demais aplicagdes.

e Ativos hidrofébicos, na forma de complexos de inclusdo, podem ser
facilmente dispersados e dissolvidos em agua.

Este conjunto de novas caracteristicas que ativos adquirem quando na
forma de complexos de inclusdo com CDs, além das do préprio nanocarregador
(baixa toxicidade, facil producgéao, etc.) conferem grande aplicagdo das CDs nas
industrias farmacéutica e alimenticia, principalmente. Na primeira, farmacos
hidrofobicos s&o encapsulados com objetivos geralmente relacionados com o
aumento de suas respectivas solubilidades em agua e biodisponibilidade,
enquanto que na industria alimenticia, o uso de CDs concentra-se como

encapsuladores de aromas e fragrancias.

A formacgao de complexos de inclusdo com CDs envolve uma série de
fatores. O principal deles sdo as forgas intermoleculares de van der Waals de
atracéo entre o ativo e as CDs. Forgas predominantemente apolares governam as
interagcdes entre ativos hidrofébicos (ou a regido correspondente da molécula) e a
cavidade interna das CDs. Ativos dotados de grupos funcionais polares também
podem interagir com CDs através de suas extremidades hidrofilicas, neste caso

envolvendo for¢gas de maior carater polar.

Complexos de inclusdo com CDs em geral organizam-se sob
estequiometria molar ativo:CD 1:1. Os fatores principais limitantes para os arranjos
supramoleculares sdo as dimensdes moleculares do ativo e CD, esta que deve
possuir cavidade compativel com as dimensdes moleculares do ativo e a
influéncia de forgcas de repulsdo intermoleculares. Assim, complexos 2:1 e com
outras estequiometrias, ex: 3/2, 2/3, 1/3, sdo menos frequentes, enquanto que 1:2
sdo mais comuns para ativos de cadeia mais longa (Szejtli e Fromming, 1994).
Alguns exemplos de complexos de inclusdo com CDs podem ser visualizados na
Fig. 1.3.1.1.



Fig. 1.3.1.1. Estruturas quimicas de complexos ativo:CD 1:1 (El-Kemary et al,
1994) e 1:2 (Catena e Bright, 1989).

Embora interagbes intermoleculares governem a formacdo da grande
maioria dos complexos de inclusdo com CDs, a termodindmica deste processo é
mais complexa, pois podem atuar simultaneamente (Guo e Liu, 2002): interagdes
eletrostaticas (ativos idnicos), efeito hidrofébico, variacdo de tenséo
conformacional molecular, liberagdo de moléculas de agua da cavidade
hidrofobica das CDs e interagdes envolvendo transferéncia de cargas.

Como CDs sao moléculas neutras, interagdes eletrostaticas de natureza
ion-ion ndo ocorrem, a menos que se trate de derivados com CDs adequados.
Complexos com CDs formados puramente envolvendo interacdes eletrostaticas
sao pouco reportados na literatura, devido a sua fraca estabilidade. Embora essas
interagbes possuam maior intensidade que as forgas de van der Waals, ions
apresentam forte solvatagao pela agua, que acaba atuando como forte competidor
com as CDs. Assim, complexos com CDs envolvendo os ions ClIO4 e NO3 foram
caracterizados experimentalmente, mas o0 mesmo ndo ocorreu para os ions SO4*
e COs% (Suzuki et al, 1993).

O efeito hidrofébico consiste de um fenbmeno de natureza termodinamica
puramente entropica. Em sistemas com CDs, eles sado relacionados com as
mudangas de graus de liberdade das moléculas do solvente, em geral agua,
durante o processo de formacdo do complexo de inclusdo. Quando um
determinado ativo entra na cavidade da CD, as moléculas de agua que antes o

solvatavam tém aumento em seus graus de liberdade, aumentando a entropia do

10



sistema. Embora a este fenbmeno nao seja atribuido a possivel forga motriz de
formagao de complexos com CDs, sua ocorréncia € relacionada com o complicado
entendimento, do ponto de vista molecular, da influéncia do solvente na variagéao
de entropia no processo de formagdao dos complexos de inclusdo com CDs
(Connors, 1997; Rekharsky e Inoue, 1998).

A participagao do solvente na formacdo dos complexos com CDs também
ocorre durante a entrada do ativo na cavidade da CD, que expulsa moléculas de
solvente, em geral agua, que antes ali se encontravam. Neste processo, quanto
mais polar o solvente, mais negativa sera a entalpia associada a essa expulséo,
pois essas moléculas migrardo do meio apolar da cavidade das CDs (onde séo
menos estaveis) para o interior da solugdo, onde serdo mais estaveis. Embora
este processo seja entalpicamente favoravel, esta variagdo de energia nédo é
considerada forca motriz para a formacdo de complexos de inclusdo, pois a
variacdo da energia livre ndo é necessariamente negativa (Bergeron et al, 1977;
Connors, 1996).

A formacdo de complexos de inclusdo é um processo que usualmente
resulta em mudangas conformacionais nas estruturas moleculares do ativo e da
CD. Embora este fenbmeno nao seja considerado como possivel forga motriz de
reagao, CDs geralmente tém suas estruturas alteradas, tanto em solu¢gdo como no
estado sdlido, quando interagindo com um determinado ativo. Muitos autores
(Hirayama et al, 1988; Gelb e Schwartz, 1989 ; Lee at al, 1996) o atribuem ao
ajuste do sistema a uma nova situagdo de maior estabilidade termodinamica,
portanto, relevante para a compreensao do processo de formacdo desses

sistemas.

Outro fendbmeno menos frequiente que pode influenciar a formacado dos
complexos de inclusdo sdo as interagdes envolvendo transferéncia de cargas.
Essas interagdes ocorrem quando elétrons do HOMO de uma molécula s&o
transferidos para orbitais LUMO da outra. Esse tipo de interacdo envolvendo
complexos com CDs ja foi reportado na literatura, englobando ativos e grupos

substituintes em CDs (Rademacher e Czarnik, 1993; Hanaoka et al, 1989) e

11



também envolvendo o préprio esqueleto hidrofébico dessas macromoléculas (Guo
et al, 2001).

1.3.2) Métodos de preparacao e caracterizagao estrutural e fisico-

quimica

Os métodos de preparacido de complexos de inclusdo com CDs s&o simples
e basicamente compreendem a mistura do ativo e da CD, tanto por meio dos
constituintes previamente dissolvidos (método de co-precipitagdo), como com 0s

mesmos ainda no estado solido (métodos “kneading” e pasta).

O método mais eficiente de preparacdo de complexos de inclusdo com CDs
€ denominado co-precipitacdo. Neste método, o ativo e a CD sao primeiramente
dissolvidos separadamente, a CD geralmente em solugdo aquosa e o ativo com ou
sem a presenca de solvente orgéanico, dependendo de sua solubilidade em agua.
Apos dissolugado dos constituintes na proporgdo molar desejada, as solugdes sao
misturadas, sendo em seguida o solvente orgéanico, se assim houver, eliminado
por evaporagao. Apos esta etapa, geralmente é observada precipitagdo do
complexo de inclusdo correspondente, formando uma suspensao aquosa que em

seguida pode ser filtrada ou liofilizada para obter o complexo sélido seco.

Além deste método, complexos de inclusdo com CDs também podem ser
preparados em fase heterogénea. Embora o rendimento de formagédo do produto
seja inferior nesses métodos, em relagdo ao anterior, eles possuem a vantagem
de ndo utilizarem solventes organicos e também requererem menor quantidade de
agua, caracteristicas importantes para a aplicagdo industrial. Os principais
métodos de fase heterogénea empregados na preparagdo de complexos de

”

inclusdo s&o: “kneading”, “slurry” e por fusdo do ativo.

No método “kneading”, o ativo e a CD s&o macerados em um almofariz de

agata, com pequena quantidade de agua, de forma a se obter uma pasta. Como a
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estrutura cristalina dos hidratos com CDs sao energeticamente menos favoraveis
em relagcdo a estrutura ativo:CD, as moléculas de agua presentes na cavidade
interna das CDs vao sendo substituidas pelas moléculas do ativo. Além disso, a
estrutura amorfa dos complexos com CDs faz com que as moléculas de complexo
de inclusdo vao se separando do arranjo cristalino dos hidratos das CDs a medida
que a formagado do complexo vai ocorrendo. Assim, toda estrutura cristalina das
CDs rapidamente torna-se desorganizada e transformada na estrutura amorfa do
complexo de inclusdo. Finalmente, o excesso de agua é removido desta pasta por

aquecimento ou arraste de ar, resultando no complexo seco.

O método “slurry” é semelhante ao “kneading”; entretanto, maior quantidade
de agua é adicionada, formando uma suspensdo que é mantida sob agitacdo de
algumas horas até dias, dependendo da natureza do substrato.

O método de preparagao por fusdao do ativo € menos comum dentre os
demais e conforme a denominagcdo, o complexo de inclusdo é preparado
empregando o ativo fundido e CDs. Neste método, além da necessidade de se
empregar aquecimento para a fusao do ativo, 0 que nao se torna interessante para
ativos com altos pontos de fusdo, 0 mesmo ndo deve sofrer decomposi¢gdo com o
aquecimento. Além disso, a temperatura de fusdo do ativo ndo deve ultrapassar

180°C, temperatura inicial de degradacao das CDs.

Complexos de inclusdo com CDs podem ser caracterizados em solugao ou
no estado solido, através de diversas técnicas analiticas. No estado solido, as
principais técnicas empregadas s&o: espectroscopias no i.v. reflectancia e
ressonancia magnética nuclear no estado solido de 13C, analises térmicas
(principalmente TGA e DSC) e difragédo de raios-X (DRX).

Técnicas baseadas em analises térmicas e DRX apenas comprovam a
formacao do complexo de inclusdo e nao fornecem detalhes sobre como o ativo e
a CD estao molecularmente organizados. Este tipo de informagao pode ser obtido
com as demais técnicas espectroscopicas mencionadas, mas as dificuldades

inerentes a cada uma delas tornam dificeis estas caracterizagbes para grande
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parte dos complexos com CDs. Em ambas as técnicas, os complexos de inclusido
sdo caracterizados com base nos deslocamentos das bandas (i.v. e reflectancia)
ou picos (RMN-13C) correspondentes aos atomos do ativo e da CD que estdo
interagindo no sistema supramolecular. Assim, a regiao da molécula do ativo cujos
atomos apresentarem maior deslocamento espectral (juntamente com os atomos
presentes na cavidade das CDs), permitira que a estrutura mais estavel do
complexo de inclusdo no estado solido seja elucidada. Entretanto, tais alteragbes
espectrais geralmente sdo imperceptiveis no i.v. e no espectro de reflectancia, e a
resolucdo da RMN no estado sélido ainda constitui a principal barreira para o éxito

deste tipo de analise em complexos com CDs.

A caracterizacdo de complexos de inclusdo em solugcdo geralmente
compreende técnicas espectroscépicas ou potenciométricas Em espectroscopia,
as técnicas mais utilizadas sao absorcdo no uv-vis e fluorescéncia, devido as
mudancas no perfil das bandas de absorcdo e/ou emissdo do ativo, quando o
mesmo interage com a cavidade hidrofébica da CD, e RMN-"H ou °C, que fornece
informagdes estruturais sobre o sitio de interagcdo do ativo na cavidade da CD.
Como neste trabalho foram muito exploradas as técnicas de fluorescéncia e RMN-
'H, seus fundamentos serdo detalhados separadamente nos itens seguintes. Nas
técnicas potenciométricas, a caracterizagcdo dos complexos de inclusdo em
solugéo é realizada com base na variagdo na constante de dissociagado K, (ou em
fungéo de Kp) do ativo quando o mesmo interage com a CD (Szejtli, 1989; Szejtli e

Fromming, 1994).

1.4) Caracterizagao dos complexos de inclusao em solugao

1.4.1) Espectroscopia molecular de fluorescéncia

O fenbmeno de luminescéncia molecular consiste na emissao de fétons

resultantes de transi¢des eletrénicas entre orbitais moleculares do estado excitado
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(S4, Tq,) e do estado fundamental (Sp). A luminescéncia ocorre em moléculas
poliinsaturadas, sendo dividida em dois tipos: fluorescéncia e fosforescéncia. Na
fluorescéncia, a emissao de fotons decorre majoritariamente da transicdo S 2> Sy,
permitida por spin por envolver elétrons no estado singlete. Diferentemente, na
fosforescéncia, elétrons de S4 sofrem mudancga de spin, passando para o estado
triplete T4 (“cruzamento intersistemas”). Como a transi¢gdo T1 > Sy é proibida por
spin, esta transicdo € mais lenta e com emissao de fétons de menor energia
(maior comprimento de onda) em relagao a fluorescéncia. Além disso, o tempo de
duracdo dos fendmenos sera diferente: =10%s (fluorescéncia), segundos — min

(fosforescéncia) (Skoog, 2001).

Os fendbmenos de luminescéncia podem ser ilustrados no diagrama
simplificado de Jablonski (Fig. 1.4.1.1).

S: T
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-
<. by HE, Intersystem
1 \@;ﬁg
. - T,
Absorption ——
Fluorescence N cal
|' L
v, E R, 7|
Phusphureacence.+
2
1 4
sﬂ o | | o

Fig. 1.4.1.1. Diagrama de Jablonski.

Os estados eletrénicos apresentam varios niveis vibracionais, denominados
0, 1, 2, etc., permitindo amplo espectro de energias de absor¢do. As moléculas em
niveis excitados primeiramente sofrerdo conversao interna (processo né&o
radiativo), através de relaxacdo molecular entre niveis vibracionais, passando a
ocupar Sy em tempo da ordem de 107? s. Assim, a fluorescéncia ocorrera na

transicdo S1 2> Sp, ocupando, inicialmente, os niveis vibracionais de maior energia
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do estado fundamental, portanto, emitindo fétons de energias em geral menores
que os fotons envolvidos na absorg¢ao (excitagdo molecular). Assim como em S4, a
relaxagdo molecular também ocorre em Sy, restaurando a condig¢ao inicial de

energia da molécula.

Os estados excitados menos energéticos das moléculas dificiimente
resultam em grandes mudangas em suas geometrias, assim, os niveis de energia
vibracionais sdo igualmente espacados em relacdo aos niveis do estado
fundamental. Consequentemente, os espectros de fluorescéncia em geral
apresentam-se como uma imagem especular dos respectivos espectros de

absorcao.

Na fosforescéncia, as transicbes menos energéticas T1 > Sy resultardo em
bandas de emissdo em maiores comprimentos de onda. Moléculas dotadas de
atomos pesados, como bromo e iodo, sdo mais susceptiveis a fosforescéncia, pois
nesses atomos existe maior possibilidade de cruzamento intersistema (devido ao

acoplamento spin-orbita).

A emissdo de luminescéncia ocorre em um numero muito menor de
moléculas relativamente a absorcdo, pois a emissdo de fétons depende de uma
série de fatores, principalmente: natureza dos orbitais envolvidos, diferenca de
energia entre os niveis eletrénicos So e S¢ e interagbes intermoleculares com
solutos e/ou solventes. Fenbmenos de luminescéncia decorrentes de excitagcao
para orbitais 0* (ex: 0>0*, n>¢”¥) dificimente ocorrem, pois as energias desses
orbitais sdo suficientes para desestabilizar as ligagdes quimicas, resultando em
degradagao molecular. Portanto, em cromoforos organicos, apenas € observada
luminescéncia em moléculas insaturadas e, majoritariamente, poliinsaturadas, cuja
excitagdo aos orbitais ™ (n—>71*, T>1*) ndo causam tal desestabilizagdo. Em
determinadas moléculas nas quais ha superposi¢cao de niveis vibracionais entre os
niveis eletrbnicos Sy e S4, a relaxagdo molecular para o estado energético
fundamental podera ocorrer pelo processo de conversao interna, cuja natureza

nao radiativa do mesmo tornam as moléculas ndo luminescentes.
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A luminescéncia também pode ser suprimida através de interagcbes ou
colisdes intermoleculares envolvendo o cromoéforo no estado excitado. As colisdes
permitem maior transferéncia de energia cinética, enquanto que as interagdes
intermoleculares com solvente e/ou solutos (este ultimo, denominado supressor)
levam a sistemas moleculares organizados que facilitam a transferéncia da
energia na forma térmica. Assim, esses processos passam a concorrer
cineticamente com o0s processos luminescentes, podendo resultar na total

supressao da emissao do fluordforo.

As intensidades de emissdo de moléculas luminescentes sdo comparadas
através de seus respectivos rendimentos quanticos ¢, definido como a relacao
entre a energia absorvida na absorgdo molecular e a energia emitida por
fluorescéncia ou fosforescéncia. Assim, quanto mais intenso for o processo de
fluorescéncia/fosforescéncia frente aos demais processos de relaxacido nao

radiativos de determinado croméforo, mais préoximo de 1 sera ¢ (Lakowicz, 2006).

1.4.2) Aplicacao da espectroscopia de fluorescéncia em
solugao para estudo de propriedades termodinamicas

de complexos com CDs

Ativos que apresentam pouca fluorescéncia em &agua podem ter a
intensidade de emissdo aumentada significativamente quando na presenca de
solventes organicos mais apolares. Esta mudanga no ambiente quimico do
fluoréforo também ocorre quando o mesmo € inserido dentro da cavidade das CDs
no processo de formagdao de complexos de inclusdo, em que o ambiente
desidratado e predominantemente apolar que caracterizara o interior desta

cavidade resultara nas caracteristicas espectrais do ativo.

Em geral, a adicdo com CDs a solugdes aquosas contendo determinado

ativo fluorescente resultardo em aumento na intensidade de emissao conforme a
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quantidade com CD presente nesse meio, decorrente da mudanca de ambiente
quimico. No entanto, esse fenbmeno nao pode ser generalizado a todos os
fluorérofos. Quando determinado ativo apresenta estrutura molecular dotada de
atomos muito eletronegativos, que leva a interagbes de natureza polar com as
hidroxilas das extremidades das CDs, sua fluorescéncia pode, entdo, ser

suprimida (Scypinski e Drake, 1985).

O incremento/diminuigao na intensidade da banda espectral de absorgao ou
emissdo de um cromoforo, que se obtém em funcdo da quantidade com CD no
meio, pode ser utilizado como medida da caracterizacdo termodindmica do
processo de formagédo do complexo de inclusdo correspondente. A intensidade da
variagao espectral do cromoéforo é resultado de sua populagdo na solugdo como
complexo de inclusdo, formado de acordo com a equacédo do equilibrio quimico
(Eq. 1.4.2.1). Portanto, quanto maior o incremento com CD em relagdo a
quantidade de ativo, ou seja, fazendo [CD] >> [ativo], mais deslocada para o
produto estara a reagdo de formacdo de ativo:CD. Na espectroscopia de
fluorescéncia, considerando formacdo de complexo de inclusdo com
estequiometria 1:1, a intensidade de emissdo do ativo relaciona-se com Kj4
segundo as Eqs. 1.4.2.2.-1.4.2.4.

ativo + CD = ativo:CD Ki.1 = [ativo:CD] / ([ativo].[CD])  (1.4.2.2.)
I:ativo:CD = k-q)ativo:CD . K1:1- [CD] . [ativo] (1423)
Fatvo = K.Qativo . [ativo:CD] . (K11 . [CD])” (1.4.2.4.)

Nas Egs. 1.4.2.3 e 1.4.2.4, k € uma constante decorrente das configuragdes

instrumentais e e ¢ o rendimento quantico de cada espécie.
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A intensidade de fluorescéncia (F) medida nas solugdes de ativo:CD
correspondera as contribuicbes das emissbes do ativo nas formas livre e

complexada.

F = I:ativo + I:ativo:CD (1425)

As concentragdes do ativo e da CD nas formas livres e no complexo 1:1 sao
desconhecidas no equilibrio; no entanto, elas se relacionam na equacgao do
balanco de massa, em que as concentragdes iniciais das espécies sao conhecidas
(Egs. 1.4.2.6 € 1.4.2.7).

[ativo]roTraL = [ativo] + [ativo:CD] (1.4.2.6.)
[CDlroraL = [CD] + [ativo:CD] (1.4.2.7.)
[CDJrotaL = [CD], pois [CD] >> [ativo:CD] (1.4.2.8.)

Rearranjando as Egs. 1.4.2.5. — 1.4.2.8. nas Eqgs. 1.4.2.3. e 1.4.2.4., pode-
se estabelecer uma relagao linear entre a variacdo da fluorescéncia emitida pelo
ativo em fungéo da concentragdo com CD no meio e Ki.1 (Eq. 1.4.2.9.) (Castillo et
al, 2003). Esta equacédo é conhecida como equacao de Benesi — Hildebrand
adaptada a sistemas de complexos com CDs, em relagao aos pesquisadores que
a desenvolveram em 1949 estudando o equilibrio quimico de interacédo entre iodo
e hidrocarbonetos aromaticos a partir de medidas de absor¢do no uv-vis do

primeiro.
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(AF)' = (K1.1.(Fatvo:cd - Fativo).[CD])" + (Fativo:co - Fativo)” (1.4.2.9)

Nesta equacgao, AF é o incremento na emissao de fluorescéncia do ativo
nas solugcbes com CD correspondentes, em relacido a emissdo em solugao sem
CD (branco).

O modelo de Benesi-Hildebrand para complexos ativo:CD 1:2 é obtido de
forma analoga, resultando na equacao abaixo (Eq. 1.4.2.10):

(AF)' = (K1.1.(Fativo:cd - Fativo)-[CDIY)" + (Fativo:co - Fativo) " (1.4.2.10)

O modelo linear de Benesi — Hildebrand é muito empregado na literatura
para determinar constantes de associagdo de complexos de inclusdo, empregando
tanto medidas espectroscopicas de absor¢do como emissao, pois os valores de K
sdo facilmente obtidos por meio de regressao linear. No entanto, este modelo
apresenta maior significancia em (AF)" para solucdes menos concentradas com
CD, pois AF é menor (Catena e Bright, 1989).

Uma maneira de contornar essa limitacdo ao plotar (AF)'1, que ¢é
consequéncia da equacao linear de Benesi — Hildebrand, € a utilizacdo de
equacodes nao-lineares, obtidas das seguintes maneiras: rearranjando a respectiva
equacao linear, resultando na Eq. 1.4.2.11 (Aaron et al, 1998; Escandar, 1999), ou
deduzindo-se novas equacbes a partir das equacgdes basicas que descrevem
esses sistemas, Egs. 1.4.2.12 (Velasco et al, 1998; Aicart e Junquera, 1999) e
1.4.213 (Matei et al, 2007; Wiczk et al, 2001; Lezcano et al, 2002). Outra
vantagem da utilizacdo de modelos nao-lineares em complexos com CD é a

possibilidade de descrigdo termodinadmica de sistemas multi-componentes, ou
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seja, em que mais de um equilibrio de formagao simultaneo esteja envolvido
(Loukas, 1997; Velasco et al, 1998; Funasaki et al, 2000).

AF = (Fativo:CD - I:ativo)-K1:1-[CD] / (1 + K1;1.[CD]) (14211)
I:/Fativo = (1 + (¢ativo:CD/¢ativo)-K1:1-[CD]) / (1 + K1:1-[CD]) (14212)
F= (Fativo + Fativo:CD-K1:1-[CD])/(1+ K1;1.[CD]) (14213)

Nestas equagdes, F € a intensidade de fluorescéncia medida na [CD]
correspondente, Faivo € Fativo:cp S80 as intensidades de fluorescéncia do ativo sem
CD e quando o ativo encontra-se todo na forma de complexo de inclusao,
respectivamente. Os parametros inicialmente desconhecidos Faivo.cp (€9sS.
1.4.2.11 e 1.4.2.13), dativo.co/Pativo (Eq- 1.4.2.12) e K;.1 sdo obtidos por métodos de

iteragao contidos em algoritmos computacionais.

1.4.3) Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

1.4.3.1) Fundamentos da Ressonancia Magnética Nuclear

Nucleos dotados de spin possuem, intrinsicamente, um campo magnético
associado, resultando em um vetor momento de dipolo nuclear magnético L. Este

campo é gerado através da movimentagao das cargas positivas que constituem o

nucleo (Fig. 1.4.3.1), mas u sera diferente de zero apenas quando o numero
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atbmico e a massa atdmica deste nucleo forem impares (Lambert e Mazzola,
2003).

i
W = A
Charge moving Spinning spherical
in a circle nucleus

Fig. 1.4.3.1. Analogia entre uma carga se movendo em circulo e o
movimento nuclear (Lambert e Mazzola, 2003).

Este vetor, que pode ser interpretado qualitativamente como uma “barra
magnética microscopica”, é descrito através das leis da mecéanica quantica, e sua

magnitude é definida pela equacgéao abaixo (Eq. 1.4.3.1):

p=yhVI(I + 1) (1.4.3.1)

Nesta equacdo, h\/I(I + 1) é o autovalor do momento angular do nucleo

devido ao spin, em que: | € o numero de spin nuclear, h = (h/21), h é a constante

de Planck. O momento angular depende apenas do spin do nucleo,
consequentemente, € o mesmo para nucleos de mesmo spin. Entretanto, p
dependera da energia do nucleo, que é uma propriedade caracteristica de cada

nucleo. Assim, a proporcionalidade entre essas grandezas é estabelecida pela
constante magnetogirica y (Eq. 1.4.3.1), relacionando a diferenca entre os nucleos

por meio da intensidade de seus respectivos dipolos magnéticos associados.
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Quando um nucleo com p#0 é submetido a um campo magnético externo
Bo, por exemplo em um espectrémetro de RMN, aplicado sobre um eixo arbitrario
z, o vetor p tomara orientagdo alinhada ao vetor Bo. Ocorrera desdobramento dos

niveis de energia do nucleo, resultando em dois niveis (a e B) para nucleos de I =
2. O vetor resultante By x p orientar-se-a sob angulo de 54,73° em relagéo a By
em um movimento de precessao sobre o eixo z, sendo que a populacao de y no

nivel a (menor energia) sera maior que a de B (Fig. 1.4.3.2).

Fig. 1.4.3.2. Niveis de energias a e B ocupados por y na presenga de By

para nucleos com spin 1/2.

Este fendbmeno é conhecido como Efeito Zeeman e quanto maior a
intensidade de By, maior sera a diferenga entre os niveis de energia, aumentando
a populacdo em a. Com isso, quando se aplica a somatério de y em a e B, o
resultado € um vetor u resultante em a, que apresentara frequéncia de precessao

em z denominada frequéncia de Larmor (Eq. 1.4.3.2.)

Vo = (7/2m). | Bo | (1.4.3.2)
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Este vetor sera igual para todos os nucleos equivalentes em uma amostra,
resultando em um vetor macroscopico denominado Magnetizagdo (M), que sera a
soma de todos os vetores p resultantes microscépicos individuais. Como na
Eq.1.4.3.2 se observa que v, depende de y, a frequéncia de Larmor sera

caracteristica de cada nucleo (Neuhaus e Williamson, 1989).

Quando, além de Bg(z), uma amostra é submetida a outro campo B1(xy)
(gerado a partir de um pulso de RF no espectrometro de RMN), de energia
ressonante a frequéncia de Larmor deste nucleo, M deixara de precessar em z

devido ao produto vetorial M X B, passando a existir também as projecoes

transversais My e My, cujas intensidades serdo dependentes do tempo, ou seja, da

duragédo da aplicagado do campo B¢ sobre M (Fig. 1.4.3.3).

fi = 30° ape = 180°

Fig. 1.4.3.3. Precessao de M em func&o do tempo de aplicagdo do campo Bj.

Os espectrobmetros de RMN medem a frequéncia de Larmor das
componentes transversais de M através da aquisi¢cao do sinal elétrico induzido em
um receptor com a presenca de Myxy. O somatério dos sinais relativos as
frequéncias de Larmor de cada nucleo consistira o FID (free induced decay), que

se transformara no espectro de RMN apéds aplicagdo da Transformada de Fourier.
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1.4.3.2) O deslocamento quimico ()

A frequéncia de Larmor de um nucleo em ressonancia ndo dependera
apenas de Bp e y. A presenga dos elétrons se movimentando na vizinhanga
também cria um pequeno campo local By, cuja interagdo com By torna vy também
dependente do ambiente em que este nucleo se encontra. Assim, um nucleo
apresentara menor vgquando rodeado de grupos doadores de elétrons em

relagdo ao mesmo nucleo quando rodeado de grupos retiradores. A frequéncia de
Larmor passa entdo a ser descrita pela Eq. 1.4.3.3.

L = (7/2m).By(1-0) (1.4.3.3)

Nesta equacgdo, Bo(1-0) consiste na perturbagcdo de By em funcdo do

deslocamento eletrbnico, em que o geralmente é positivo. Assim, o deslocamento
quimico pode ser definido como a variagdo em v do nucleo em uma determinada

posicao na molécula em relagdo a este mesmo nucleo em uma molécula padrao.
Para RMN em solug¢do, o padrao adotado para o 'H é o Tetrametilsilano, TMS
(Lambert e Mazzola, 2003).

1.4.3.3) Relaxagdes Longitudinal (T,) e Transversal (T,)

Apoés a perturbacdo em M causada pelo pulso de RF, o restabelecimento do
equilibrio ocorre por dois processos: M retoma seu alinhamento com By (relaxagao
Longitudinal) e Mxy decai para zero (relaxagcdo Transversal). O primeiro processo
€ devido a mudanca na diferenca de populagao entre os niveis a e B que ocorre
com a aplicacdo do pulso de RF, em que parte da populagdo em [3 retorna ao nivel
fundamental q, liberando energia térmica para a rede. Fenémenos como emissdes

espontanea e estimulada de fétons sao irrelevantes ou ndo se aplicam nesse
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processo (Neuhaus e Williamson, 1989). Na relaxag¢ao transversal, ao contrario da
anterior, ndo ocorre dissipagao de energia térmica para rede. A diminuicdo de Mxy
ocorre devido a perda de fase das contribui¢des individuais de Mxy, que €
consequéncia das interagdes entre os momentos magnéticos individuais de spin
(Lambert e Mazzola, 2003). A relaxacéo longitudinal, é atribuida & denominacéo
relaxagao spin-rede, cujo tempo em que este processo ocorre € denominado T.
Para a relaxagao Transversal, € atribuida a denominagao relaxagao spin-spin e o0

tempo é denominado To,.

1.4.3.4) Relaxagao dipolar e o efeito Overhauser nuclear (NOE)

Quando dois nucleos H;, e Hs estdo especialmente proximos
(aproximadamente 4 A), seja em uma mesma molécula ou devido & atracdo
intermolecular, o campo local B, existente em Hp ira perturbar a ressonancia de
Hg, e vice-versa, causando acoplamento dipolo-dipolo. O movimento Browniano
dos nucleos causara alteragbes randémicas na intensidade e orientagdo de By,
resultando em um campo incoerente (em que as componentes possuem varias
frequéncias) no meio liquido. Embora o acoplamento escalar seja nulo (Jis = 0), o
acoplamento dipolar altera a relaxagdo spin-rede (T4) no ambiente de interagéo
entre os nucleos, constituindo a base da relaxagéo dipolar.

O acoplamento dipolo-dipolo causara nova configuragdo dos niveis de
energia de spins. Quando ela ocorre entre dois nucleos de mesma espécie
(homonuclear), existirdo quatro niveis de energia, organizados conforme a Fig.
1.4.3.4 (Neuhaus e Williamson, 1989).
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Fig. 1.4.3.4. Diagrama de niveis de energia em um sistema de dois spins
homonucleares. W sao as probabilidades de ocorréncia das respectivas
transicoes. Estados de spins estao escritos com o de | primeiro e o de S em

segundo.

O efeito NOE pode ser definido como a mudanca na fracdo da intensidade
de ressonancia de H, quando se satura Hs Devido a existéncia do acoplamento
dipolar entre essas espécies, ele estara intimamente relacionado com as
transicbes de populagdes entre os niveis de energia. Enquanto essas transigdes
nao podem ser induzidaas através de um pulso externo de RF, elas podem ocorrer
no processo de relaxacao dipolar, estabelecendo a relacdo do NOE com esse tipo

de relaxagéo.

A saturagao da ressonancia de Hs é obtida aplicando um pulso prolongado,
pouco intenso, em L(Hs). Quando Hs € saturado, ocorre equalizagado da populagéo

nos niveis de energia, aumentando a populagao nos niveis a3 € B e diminuindo
em aa e Ba. Nesta processo, ndo ha mudancga na intensidade da transicéo, pois
nao houve mudanca em suas respectivas populagdes em relagdo a situacdo de
equilibrio: (Naa — Npa) € (Nog — Ngg) permanecem constantes (Fig. 1.4.3.5 A e B).
Ap0ds aplicagao do pulso seletivo em Hsg, o restabelecimento do equilibrio ocorrera
via relaxagao dipolar, com as probabilidades de transicdo Wys € Wgis ou a Wy,
que nao causarao efeito NOE por serem isoladas de cada nucleo. Se ocorrer a
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transicado com probabilidade Wys, o retorno da populagao ao nivel fundamental aa
ocasionara aumento nas diferengas de populagdes (Naa — Nga) € (Nag — Npg), Fig.
1.4.3.5C, aumentando a intensidade da ressonédncia em H; (NOE positivo).
Analogamente, se no processo de relaxagcdo ocorrer a transicdo com
probabilidade Wgis @ mesma diferenga das populagdes diminuira a ressonancia
em H,, originando NOE negativo (Neuhaus e Williamson, 1989) (Fig. 1.4.3.5D).

-1/2pp

+1f4

T e
oo
™
S
:: 'E.

A +1/2 ad B +1/4
-1/4-0/4 -1/a+5 /4
/u\
-1/4-6/4 Wais +1/a+5/a -1/4+0/4 \05/ +1/4-0/4
+1/4 +8/4 +1/4 -0/4
C D

Fig. 1.4.3.5. Mudanca na populagao dos niveis de energias com as transigdes de
probabilidades Wy s e Wqs, causadoras de NOE, apds saturacido da ressonancia
de Hs.
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1.4.3.5) Experimento ROESY (Rotating frame Overhauser
Enhancement SpectroscopYY)

Este experimento foi idealizado por Bothner-By e colaboradores em 1984,
com objetivo de desenvolver uma nova metodologia para estudar o efeito NOE.
Este experimento pode ser realizado em uma ou duas dimensdes, sendo que em
1D ele foi primeiramente denominado CAMELSPIN (Cross-relaxation Apropriate
for Mini-molecules EmuLated by SPIN-locking). A principal diferenca deste
experimento com o tradicional NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY),

€ 0 emprego da condi¢ao de trava de spin (spin-lock condition) durante um tempo
definido T, denominado no espectrdmetro tempo de mistura. Assim, o rOe

(rotational Overhauser effect) ndo sera aumentado apenas em virtude das
interagcdes entre as componentes longitudinais da magnetizagdo dos nucleos, mas
também pelas componentes transversais. A principal vantagem deste experimento
€ que essas condigdes permitem que todas as moléculas se comportem em

regime de rOe positivo e a determinagdo deste efeito € melhorada mesmo para
moléculas cujo produto @.Tc (wé a frequéncia de Larmor e T € 0 tempo de

correlacgao rotacional) € pequeno (Neuhaus e Williamson, 1989), como ocorre nos
complexos com CDs (Schneider et al, 1998).

A sequéncia de pulsos do experimento ROESY em 2D esta mostrada na
Fig. 1.4.3.6 (Bax e Davis, 1985).

s

Fig. 1.4.3.6. Sequéncia de pulsos para o experimento ROESY-2D.
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O experimento em 1D inicia-se com aplicagdo de um pulso seletivo de 180°,

invertendo a fase de Hs. Em seguida, um pulso também seletivo de 90° intenso e
coerente € imediatamente aplicado por um tempo T, enquanto que no 2D este
pulso é aplicado depois de t; e ndo existe o pulso inicial de 180° (Fig. 1.8). Neste
periodo T, (tempo de mistura), as proje¢des dos vetores de magnetizagdo de Hs
permanecem, precessando no plano XY (trava de spin), em que ocorrera a
interacéo dipolar com H, e o rOe, de forma analoga aos fenébmenos descritos para
NOE. As fungbes de densidade espectrais que descrevem a interagdo no
experimento de ROESY serdo positivas para todos valores de 1, diferindo das

funcdes obtidas em NOESY.

1.4.3.6) O Experimento DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY)

A difusdo molecular em solugcédo é um fendmeno estritamente relacionado a
dindmica molecular de sistemas quimicos e bioldgicos. Seu estudo é empregado
utilizando RMN, devido a caracteristica nao invasiva da técnica. Embora a difuséo
molecular ndo esteja relacionada explicitamente com as interagdes e energias
localizadas dos spins, a relacdo desta propriedade com os fenémenos de
relaxagao longitudinal (T41) e transversal (T;) € mais facilmente interpretada. O
movimento Browniano causa perturbagbes nos campos magnéticos locais dos
nucleos, refletindo em seus respectivos T4 e T, (Price, 1997). Como a difusédo
molecular resulta do movimento browniano molecular translacional, os tempos de

relaxacdao podem ser correlacionados com esta propriedade.

Os estudos da difusdo molecular por RMN iniciaram-se com a descoberta

dos ecos de spin por Hahn em 1950. Neste experimento, a aplicacdo da
sequéncia de pulsos [90°-t-180°-t-(eco)-], resultara na perfeita refocalizagéo da
magnetizacdo dos nucleos (eco dos spins) somente se nao existir qualquer
variagdo no gradiente de campo magnético G empregado durante o tempo 2t.

Entretanto, a difusdo molecular ndo permite que G se mantenha totalmente
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homogéneo, diminuindo as amplitudes dos ecos no tempo 2t. A relagao entre as

amplitudes dos ecos de spin e o coeficiente de difusdo D é obtida com a equacao
1.4.3.4. (Souza e Laverde, 2002):

z:((ZOT)) _ exp[_ (%) _g ]/ZGZDT3] (1.4.3.4)

A desvantagem na equagao de Hahn é a dificil separagao das contribuicdes

referentes a relaxacgéo transversal (T2) e a difusdo molecular (D).

O efeito de D na atenuagao do eco pode ser separado do efeito de T, com

a sequéncia de pulsos de Carr e Purcell em 1954, 90°-t-[180°-1-(eco)-t-180°-1-

(eco)-],, Eq. 1.4.3.5.

% = exp[— (é) ] exp[— % ()/GT)ZDT] (1.4.3.5)

Mesmo com esta sequéncia e o melhoramento da amplitude do eco com o
experimento de Ecos de Spin Estimulado (STE), também discutido por Hahn em
seu trabalho em 1950, a utilizacdo de gradientes de campo magnético estatico (G)
resultava na necessidade de se utilizar elevados G para medir D pequenos, o que
provocava alargamento do eco e, consequentemente, diminuigdo da raz&o
sinal/ruido, aumentando a dificuldade de detecgao (Souza e Laverde, 2002). Estas
dificuldades foram superadas com o emprego de gradientes de campo magnético
pulsados (PFG), empregados em experimentos de ecos de spin (PFGSE)
(Johnson Jr, 1999) e ecos de spin estimulados (PFGSTE) (Stilbs, 1987; Woessner,
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1961, Tanner, 1970). Outras vantagens recorrentes da utilizacdo de PFG sao
(Parella, 1998): a) reducdo do numero de etapas de ciclos de fases para
supressado de artefatos indesejaveis; b) diminuicdo do tempo de aquisigdo dos
sinais; ¢) reducao dos ruidos nos experimentos em 2-D; d) melhor processamento
dos espectros; e) supressao eficiente de sinais indesejaveis, como os dos

solventes e relativos a acoplamentos heteronucleares.

As sequéncias de pulsos dos experimentos PFGSE e PFGSTE podem ser
visualizadas na Fig. 1.4.3.7 (Johnson Jr, 1999).

180,
[ |
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Fig. 1.4.3.7. Sequéncia de pulsos e comportamento das isocromatas nos
experimentos PFGSE (A) e PFGSTE (B).

Quando o gradiente de campo €é aplicado no campo magnético principal By,
0s spins nucleares, com suas respectivas frequéncias de Lamour, se distribuicao
em posi¢cdes dependentes do angulo de fase ¢(z) = -yB(z)d (isocromatas em
hélice, Fig. 1.4.3.7). A utilizacdo de PFG possibilita as seguintes vantagens (Souza
e Laverde, 2002): (a) separagao do efeito de atenuacédo do eco devido a difusdo

do efeito devido a relaxagéo transversal (T;), conduzindo-se o experimento a um
intervalo T fixo entre os pulsos de RF e variando-se a area de pulso do gradiente;

(b) o eco de spin € detectado em condi¢des de campo magnético homogéneo.

Em 1992, Morris e Jonhson desenvolveram uma técnica analitica baseada
em PFGSE que possibilitava a distingdo entre os constituintes de uma amostra por
meio dos coeficientes de difusdo molecular para cada deslocamento quimico. Esta
técnica foi denominada DOSY (Diffused Ordered SpectrocopY). No experimento
DOSY, o coeficiente de difusdo molecular D é obtido do decaimento da
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intensidade do sinal |, que é fungéo da area do gradiente de campo magnético q (q
=ygd) (Eq. 1.4.3.6).

I(q, v) = lAn(v). exp [—Dn (A — g) qZH (1.4.3.6)

Na equacgédo acima, An(v) € a intensidade dos sinais de RMN para g = 0, Dn
€ o coeficiente de difusdo do componente n e A € o tempo de monitoramento da
difusdo. O espectro DOSY possui duas dimensdes, na abcissa o deslocamento
quimico e na ordenada os respectivos Dn. Ele é obtido aplicando-se uma
transformada inversa de Laplace apds o processamento do sinal por transformada
de Fourier.

O experimento DOSY permite uma analise global da dindmica dos
constituintes em uma mistura, compreendendo desde pequenas moléculas a
agregados moleculares e complexos. Além disso, outras vantagens sao obtidas,
como detecgcdo de impurezas sem interferéncia, avaliacdo de espécies em
equilibrio e selecdo de uma determinada espécie para analises. A Baixa
sensibilidade da RMN, sobreposicao de sinais e coeficientes de difusdo muito
préximos prejudicam na qualidade dos espectros DOSY, dificultando a
interpretacdo dos resultados. O experimento DOSY também requer boa
estabilidade de sinal, que pode ser comprometida por fenbmenos como correntes
de vortice induzida na amostra, acoplamento entre a bobina de gradiente e o
campo magnético principal e disturbios do sistema de trava da frequéncia e do
campo. Assim, para tentar minimizar tais efeitos, varias sequéncias de pulsos
foram desenvolvidas, cada uma apresentando vantagens e desvantagens de
acordo com as caracteristicas dos constituintes da amostra. Os principais
exemplos de sequéncias de pulsos em DOSY sido (Souza e Laverde, 2002):
BPPSTE (Bipolar Pulser Pair STimulated Echo), BPPLED (Bipolar Pulser Pair
Longitudinal Eddy currents Decay), GCSTE (Gradient Compensated STimulated
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Echo) e GCSTESL (Gradient Compensated STimulated Echo Spin Lock) (Fig.
1.4.3.8)
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Fig. 1.4.3.8. Principais sequéncias de pulsos utilizadas em DOSY.

A aplicagdo de experimentos simples de PFGSE em complexos de
ciclodextrinas iniciou-se com Stilbs et al em 1983, e o primeiro estudo por DOSY
com Lin et al em 1995. A formagédo do complexo de inclusdo em solugdo contendo
um determinado ativo e CD pode ser evidenciada com diminui¢do no valor de seu
coeficiente de difusdo. Quanto maior a diferenga entre D na solugdo com CD em
relacdo a D obtido em solucdo sem CD, maior sera a fracdo deste ativo no
complexo de inclusdo. Assim, a porcentagem de encapsulagao de um ativo pode
ser obtida da Eq. 1.4.3.7 (Calderini, 2008).

P = (Dlivre - |:)compl.)I(DIivre - DCD-observ-) (1 437)
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Dive € 0 coeficiente de difusdo do ativo em solugdo sem CD, Dcomp. O
coeficiente de difusdo do ativo na presenca de CD e Dcp.opserv- O CO€ficiente de
difusdo da CD na auséncia do ativo, pois é empregada a aproximagao Dcp-opserv =

Dcp-iivre-

1.5) Caracterizagao dos complexos de inclusao no estado
sélido

1.5.1) Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (1V)

Infravermelho compreende uma vasta regido do espectro de radiagao
eletromagnética entre o visivel e microondas, numa faixa de frequéncias entre
14290 — 200 cm™. Esta regido engloba radiagdes com energias da mesma ordem
de grandeza da energias roto-vibracionais das moléculas, o que confere a esta
técnica espectroscopica ampla aplicagdo na caracterizacdo de compostos
organicos e inorganicos. Em Quimica Organica, a principal janela espectral de
interesse compreende o intervalo de frequéncias 4000 — 400 cm’, em que os
principais grupos organicos apresentam absor¢cdo de radiagdo. As regides de
14290 — 4000 cm™ e 400 — 200 cm™ sdo denominadas infravermelhos proximo e

distante, respectivamente.

Existem dois tipos de vibracbes moleculares: estiramentos e deformacgdes.
Estiramento corresponde ao movimento de vibragao realizado ao longo do préprio
eixo da ligacdo quimica, de forma que a distdncia entre os atomos oscile
periodicamente. Na deformacao, a oscilagdo ocorre entre os angulos de ligagéo
entre os atomos de um mesmo grupo ou entdo entre o grupo inteiro de forma

conjunta em relagdo a uma outra parte mais fixa da molécula.

Embora as frequéncias rotovibracionais de uma molécula sejam fung¢ao de

toda sua estrutura, alguns grupos orgénicos possuem certa faixa de absorgao de
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radiagcao i.v. que sao praticamente independentes do resto da molécula e de
importancia fundamental para caracterizar esse tipo de compostos. Alguns
exemplos das principais bandas de absor¢do de alguns grupos funcionais

organicos podem ser visualizados na Tabela 1.5.1.

Tabela 1.5.1. Faixa de frequéncia de absorgao no i.v. de alguns grupos funcionais
organicos.

Grupo Freqiiéncia (cm™)

OH 3200 — 3700 (est) ; 1000 — 1200 (def)
C=C 650 — 1000

C=C aromtico 1500 — 1700 (est) ; 650 — 900 (def)
C=0 1550 — 1900

C=N 2250 — 2350

NH 3250 — 3550

S=0 1000 — 1050

A formacao de complexos de inclusdo com CDs pode ser caracterizada por
espectroscopia de absor¢ao no i.v. apenas em alguns casos, portanto, esta é uma
técnica de caracterizagcdo menos abrangente em relagdo as demais. A causa disto
€ que as bandas de absor¢cdo das CDs e de muitos ativos raramente tém suas
intensidades e freqléncias de absorcido alteradas em fungdo da formacdo do
complexo de inclusao. Além disso, a pouca massa de ativo em relagdo a da CD no
complexo dificulta ainda mais a caracterizacdo. Complexos de inclusdo de ativos
que possuem grupos carbonilicos sdo mais facilmente caracterizados, como o
complexo envolvendo acido acetilsalicilico (Nakai et al, 1978; El-Gendy et al,
1986) e outros (Gil et al, 2004; Nacsa et al, 2009; Maestrelli et al, 2009).

Entretanto, complexos de inclusdo que ndo possuem o grupo carbonilico, também
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ja foram caracterizados e alguns exemplos podem ser consultados nas referéncias
Li e Xu, 2010; Tang et al, 2005; Viernstein et al, 1993.

1.5.2) Difratometria de raios-X (DRX)

A radiacdo X consiste de ondas eletromagnéticas de alta energia e
comprimentos de onda na ordem de picometros, portanto, da mesma magnitude
de distancias interatbmicas. Assim, esta técnica permite que as posicdoes e
distancias de ligagdes entre os atomos sejam determinadas, sendo importante na
elucidagao estrutural. A técnica é baseada na difracdo dos feixes de raios-X que
incidentes em uma amostra (Fig. 1.5.2.1), cujo angulo de difragdo depende do
comprimento de onda A do feixe incidente e da distancia interplanar dy (h, k, | sdo
os indices de Miller, relacionados a estrutura cristalina do sélido) através da

equacao de Bragg (Smart e Moore, 2005).

nA = 2.dng.sen(e) (1.5.2.1)
X-ray X-ray
source detector
A C
D H
I
fo B
dhkl E 9'9 G
'e ® ° * g . *

Fig. 1.5.2.1. Reflexdes de Bragg em planos espagados por dy.
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Em experimento de DRX, a radiacdo difratada é detectada em funcao do
angulo de incidéncia 2e, conforme mostra o esquema na Fig. 1.5.2.2 (Smart e
Moore, 2005).

Fig. 1.5.2.2. Diagrama de um difratbmetro de raios-X.

Embora a caracterizagdo estrutural através de DRX seja tarefa muito
complicada do ponto de vista de interpretacdo dos resultados experimentais, sua
aplicacdo a complexos com CDs é relativamente simples, pois € baseada apenas
em uma analise qualitativa do padrao de difracdo dos complexos de inclusdo em
relagao aos respectivos padroes dos constituintes puros. CDs naturais sdo solidos
cristalinos, apresentando padrao definido de difratograma, o mesmo acorrendo
para ativos solidos cristalinos. Entretanto, quando o complexo de inclusédo
ativo:CD se forma, sua estrutura no estado solido sera diferente da de seus
constituintes puros, sendo na maioria das vezes amorfa. Assim, esta técnica se
torna interessante na caracterizacdo de complexos com CDs, podendo ser

encontrados varios trabalhos nessa area (Giordano et al, 2001).
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1.5.3) Analise termogravimétrica (TGA)

TGA é um tipo de analise térmica em que se registra continuamente a
massa da amostra, que se encontra sob atmosfera controlada, em funcédo da
temperatura, que geralmente aumenta linearmente no tempo (Skoog, 2001).
Portanto, nesta técnica €& possivel, por exemplo, analisar quantitativamente
processos de desidratacdo e decomposicdo de amostras em fungdo da
temperatura, fenbmenos como pseudo-fusdo ou decomposi¢des oriundas de
reagdes quimicas com a atmosfera do forno do equipamento (redutora, oxidante

ou inerte).

Analises térmicas possuem grande aplicabilidade na caracterizagao de
complexos de inclusdo com CDs no estado solido. As principais técnicas
empregadas sdo DSC e TGA. Quando na formagédo dos complexos de inclusao,
as estruturas dos constituintes puros no estado sdélido sao substituidas pela nova
estrutura do complexo, alterando os perfis das transi¢cdes térmicas dos ativos e
das CDs, como fusdo e desidratacdo, por exemplo. A principal mudanca nas
transigdes térmicas do ativo ocorre na transicdo térmica relativa a sua fusdo, em
que no complexo essa transi¢cao deixara de existir. Nas CDs, com substituicdo das
moléculas de agua por moléculas de ativo no interior de sua cavidade, a transigao
referente a desidratacdo dessas moléculas deixara de existir na curva térmica do
complexo de inclusdo. Assim, as técnicas de analise térmica s&o importantes na
caracterizagao de complexos de inclusdo com CDs por fornecerem evidéncias

conclusivas da sua formagao (Giordano et al, 2001).

1.6) Calculos teéricos

1.6.1) Fundamentos da Quimica Quéntica, aplicagdes a sistemas
multieletrénicos e orbitais moleculares
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Mecénica Quantica descreve o comportamento fisico dos corpos no mundo
microscopico, portanto de particulas, onde as leis classicas de Newton ndo se
aplicam. Nessa dimensdo de tamanho, particulas podem também ser definidas
como ondas (dualidade particula — onda), cujas energias sdo quantizadas. A
posicao no espacgo e o0 momento linear dessas particulas se tornam propriedades
nao duplamente mensuraveis no tempo simultaneamente (Principio da Incerteza
de Heisenberg), portanto, sendo tratadas na particula sob forma de probabilidades
(McQuarrie e Simon, 1997).

O comportamento ondulatério das particulas em fungédo da posig¢ao (r), no
tempo (t), é descrito através de sua fungcéo de onda y(r, t). Aplicando o operador
Hamiltoniano H em wy(r, t) (Hy(r, t) = - ihdw/0(1)), a energia da fungcédo de onda é
determinada. Para uma particula no espaco tridimensional, esta equacado é

denominada Equacao de Schrodinger (Eq. 1.6.1.1) (Levine, 1991).

[

2m (1.6.1.1)

Nesta equacdo, h = h/(21T), m é a massa da particula e V(r, t) é sua
energia potencial e a energia cinética é expressa pelo operador -hZVZ/(2m) em
w(r, t).

A probabilidade de encontrar a particula no tempo t é obtida integrando a
funcao |y(r, t)|2, denominada fungao densidade de probabilidade, no espaco (Eq.

1.6.1.2). Quando se aplica a fungédo de onda dos elétrons dos atomos e moléculas,

lw(r, t)|* descrevera os respectivos orbitais atdmicos e moleculares.

b
Prlasxs<b) = fa lY|? dx (1.6.1.2)
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A equacgao de Schrodinger pode ser resolvida analiticamente apenas para o
atomo de hidrogénio ou ions dotados apenas de um elétron (He®, Li**, etc)
considerando—os como sistemas em que os elétrons se encontram ao redor de um
nucleo rigido (aproximacédo de Born-Oppenheimer). Para os demais atomos, a
equacao de Schrodinger ndo pode ser resolvida analiticamente, pois a
contribuicdo da energia potencial referente as repulsdes intereletrOnicas
(Vinterelet(r,t)) ndo pode ser determinada, pois Vinwerelet(r,t) associado a essa
interacdo depende das distancias entre os elétrons, grandeza esta que néo pode
ser determinada precisamente devido ao principio da incerteza. Assim, faz-se
necessario recorrer a métodos de aproximacado para resolver a equacdo de

Schrédinger quando aplicada a atomos multieletronicos.

A utilizacdo de métodos de aproximacdo para resolver a equacado de
Schrédinger compreende duas principais metodologias: Método Variacional e
Teoria das Perturbacgbes. No primeiro, quando se trata de atomos multieletrénicos,
o termo referente a Vinterelet(r,t) do Hamiltoniano é eliminado, sendo esta energia
compensada alterando y(r, t). Tal alteragdo pode compreender tanto a introdugao
de um parametro variacional numa fungdo de onda hidrogenibnica como a
substituicdo por uma nova funcao de onda. Na Teoria de Perturbagao, a principal
alteracdo ocorre no Hamiltoniano, aplicando-se o Hamiltoniano perturbado em

W(r, t) de forma a compensar Vinterelet(r,t).

No estudo de atomos multieletrdnicos, os dois métodos de aproximagao
podem ser empregados para resolver a equacédo de Schrodinger. O Método
Variacional € empregado definindo ¢ como produto de n fungbes de onda (Eq.
1.6.1.3), ndo necessariamente fungdes hidrogenidnicas, respectivas para cada
elétron, de forma a se obter a energia mais proxima possivel do sistema exato

(obtida experimentalmente). Esse limite € denominado Limite de Hartree-Fock.

W(rq, r2, ..., ) = &(r1). d(r2). ...... . d(ry) (1.6.1.3)
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Para obter o valor aproximado da contribuicado Vinereet(r,t) @ energia, a
Teoria da Perturbacdo € empregada de forma iterativa, ou seja, atribuindo valores
aleatdrios para as distancias interatdmicas e realizando-se calculos de energia por
ciclos até que se atinja resultado convergente. O Hamiltoniano perturbado utilizado
para calcular Vinerelet(r,t) € denominado Operador de Fock (F). Este esquema é
denominado Método do Campo Auto-Consistente e € empregado para diversos

tipos de fungdes de onda.

A Mecanica Quantica descreve a ligagao quimica através da Teoria do
Orbital Molecular (TOM). OMs séo fung¢des de onda obtidas das combinagdes
lineares dos orbitais atdbmicos (CLOA) (Eq. 1.6.1.4), de forma que os elétrons
envolvidos na ligagdo ocupardo esses orbitais de acordo com seus niveis de
energia. Os orbitais de menor energia sdao denominados ‘“ligantes”, pois
contribuirdo para a formagdo da ligagdo quimica, enquanto que os de maiores
energias serdo denominados ndo-ligantes (energia proxima a dos antigos orbitais
atbmicos) e antiligantes (energias maiores que as dos antigos orbitais atémicos,

portanto, orbitais que desestabilizam a molécula quando ocupados).

l.|Jm0| = CiPa * CoYp * C3Yc t ... £ CYN (1.6.1.4)

De acordo com a equacao acima, uma molécula formada por N atomos tera
N OMs, que serdao ocupados pelos elétrons das ligagdes quimicas de acordo com
o principio da exclusdo de Pauli. As energias de cada ymno S&0 obtidas da equagao
de Schrddinger, resultando no determinante da matriz abaixo, denominado
Determinante de Slater (Eq. 1.6.1.5)

H11—E.S11 -+ HIN —E.SIN
det . : =0 (1.6.1.5)

HI1N — E.SIN -+ HNN —E.SNN
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Na matriz, Hij e Sij sdo definidos pelas equacbes abaixo (Eq. 1.6.1.6 e
1.6.1.7):

Hij = Jy H.ydr (1.6.1.6)

]
—
€
€
Q.
=

Sij

(1.6.1.7)

Quanto maior numero de atomos da molécula e mais complexas suas
respectivas fungbes de onda, maior o tempo de calculo do determinante secular,
constituindo fator limitante de acordo com a capacidade de processamento
utilizada (McQuarrie e Simon, 1997).

1.6.2) Calculos tedéricos em nivel semiempirico e o método PM3

A otimizagdo molecular consiste na busca pela estrutura mais estavel (ou
seja, menor energia) de determinada molécula. Neste processo, as distancias e
angulos das ligagdes sao variados (a cada conformacéao atribui-se uma funcgao de
onda caracteristica) até que as respectivas energias atinjam o campo auto —
consistente. O tamanho da molécula, a natureza do caélculo (ab-initio ou
semiempirico) e a capacidade de processamento computacional determinardo o

tempo deste calculo.
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Métodos semiempiricos foram desenvolvidos para possibilitar calculos
quanticos de médias e grandes moléculas, em que a aplicagdo de métodos ab-
initio se torna restrita computacionalmente. A principal caracteristica da
metodologia semiempirica € o emprego de aproximagdes mais grosseiras no
sistema empregado, com objetivo de simplificar os calculos. Os métodos
semiempiricos mais simples foram desenvolvidos para moléculas orgéanicas
poliénicas planares, em que apenas os elétrons 1 sdo tratados explicitamente.
Assim, o Hamiltoniano empregado apresenta a seguinte composicao matematica
(Egs. 1.6.2.1 € 1.6.2.2):

- s 1
Ar = Y% An(i) + Z?Stl)zj>ir(ij) (1.6.2.1)
Ar(i) = —%Vi2 + V() (1.6.2.2)

Na Eqg. 1.6.2.2, V(i) € o potencial de repulsdo do elétron de valéncia em
1
r(ij)

relacdo ao nucleo e os demais elétrons internos, e Z”(") Xjsi

i=1 € o parametro de

repulsao inter-eletrbnica dos elétrons de valéncia.

A teoria mais simples € a do Método do Orbital Molecular do Elétron Livre

(FE MO), em que além das consideragdes feitas, o parametro de repulséo inter-

%) nao € levado em conta, portanto,

tratando a Wmolscua cOMo um somatoério de N fungdes de onda de cada elétron.

eletronica no Hamiltoniano (X1 Y.

Entretanto, o0 método semiempirico mais famoso empregado para este tipo de
sistema é o Método dos Orbitais Moleculares de Hiickel (HMO). Neste método,
desenvolvido em 1950, o parametro de repulsdo intereletronica € tratado como um

parametro médio implicito no Hamiltoniano e os orbitais T sdo definidos como
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CLOA, obtendo um determinante secular dos elétrons 1. Além disso, apenas sao
combinados atomos vizinhos, tornando mais simples a resolugdo deste
determinante. O tratamento explicito da repuls&o intereletrénica em Hrm surgiu em

1953 com o método de Pariser-Parr-Pople (PPP).

Ap6s o desenvolvimento dos métodos semiempiricos para polienos
organicos planares, surgiram métodos mais gerais, ou seja, aqueles que se
aplicam a todas as moléculas e tratam elétrons de valéncia o e . O método de
Huckel aplicado também em moléculas nao planares foi denominado Método de
Hiickel Estendido (Levine, 1991).

A generalizacdo do método PPP, envolvendo todas as moléculas e tratando
elétrons de valéncia o e 1 explicitamente, surgiu primeiramente com Pople, Santry
e Segal em 1965 com o método denominado CNDO (Complete Neglect of
Differencial Overlap). Neste método, emprega-se a aproximagdao ZDO (Zero
Differencial Overlap), em que as integrais envolvendo orbitais atémicos diferentes
sdo consideradas nulas (Morgon e Coutinho, 2007), para as integrais de repulsdo
entre trés ou mais atomos. Em um mesmo atomo ou entre 2 dtomos vizinhos, tais
integrais sdo consideradas usando orbitais de Slater do tipo s (s STOs). Melhorias
nesse método foram obtidas com o surgimento do método INDO (/ntermediate
Neglect of Differential Overlap) em 1967 por Pople, Beveridge e Dobosh, e
posteriormente com o método NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap),
também elaborado por Pople, Santry e Segal em 1965. Neste ultimo, apenas
integrais de repulséo entre orbitais atdmicos diferentes entre dois ou mais atomos
passaram a ser negligenciadas, portanto, tornando o método mais completo dos
trés. Esses métodos, embora permitam resultados satisfatérios de otimizacao
molecular, falham na estimativa de energias. Assim, Dewar e colaboradores em
1969 elaboraram um método de parametrizacdo baseado em INDO, voltado para
a boa determinagdo de propriedades quimicas, como: energia de ligagao,
momento de dipolo, calor de formacgao, etc, que foi denominado MINDO/1
(Modified Intermediate Neglect of Differential Overlap version 1) e duas versdes

posteriores. Em 1977, Dewar e Thiel desenvolveram um método de
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parametrizagcdo superior baseado em NDDO, que foi denominado MNDO

(Modified Neglect Diatomic Overlap).

Embora o método MNDO tenha possibilitado avangos significativos na
determinacdo de propriedades quimicas, ligacbes de hidrogénio e energias de
ativacdo ainda eram mal determinadas. Entdo, em 1985, Dewar, Stewart e
colaboradores desenvolveram o método AM1 (Austin Model 1), parametrizado par
varios atomos, através de modificagdes nos orbitais de valéncia e na fungdo de
repulsao da parte atdbmica interna. O método AM1 permitiu melhor descricdo das
propriedades mencionadas, sendo posteriormente superado pelo método PM3
(Parameterized Method 3), desenvolvido por J.J.P. Stewart, em 1989. A
superioridade do método PM3 frente ao AM1 esta no aprimoramento da
parametrizagcdo. No PM3, os parametros sao obtidos de forma a reproduzir os
dados experimentais, enquanto que no AM1 eles sao obtidos diretamente dos

dados experimentais ou introduzidos por intuicdo quimica (Levine, 1991).

A otimizagcdo dos parametros no PM3 é feita baseado em funcbes de
referéncia, que sao construidas considerando dados experimentais de geometria,
entalpia de formacdo, momento de dipolo e potencial de ionizagdo. A primeira &
obtida de dados experimentais de difracdo de raios-X no estado sélido, enquanto
que as demais de estudos em fase gasosa. No calculo das fungdes de referéncia,
inicialmente a geometria é otimizada, sendo as demais, que sdo dependentes da
mesma, obtidas posteriormente. As funcdes de referéncia para entalpia de
formacdo e momento de dipolo sdo obtidas dos respectivos campos auto —
consistentes, enquanto que funcdes de potencial de ionizacdo sdo obtidas de
resultados das energias dos orbitais moleculares. Os elementos ja parametrizados
em PM3 sao: H, C, Si, Ge, Sn, Pb, N, P, As, Sb, Bi, O, S, Se, Te, F, Cl, Br, I, Al,
Ga, In, Tl, Be, Mg, Zn, Cd e Hg (Stewart, 1989). Em 2007, o mesmo autor publicou
uma versao mais recente deste método, denominada PM6, melhorando a
parametrizagdo de alguns elementos e expandindo-a para até 70 elementos
(Stewart, 2007).
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Como os métodos PM3, AM1 e MNDO utilizam apenas fungdes de valéncia
para orbitais s e p, tais métodos ndo podem ser empregados para metais de
transicdo. Além disso, para elementos cuja contribuicdo dos orbitais d sdo
importantes na formagao de OMs (elementos a partir do segundo periodo da
tabela periddica), o desempenho desses métodos pode ser comprometido (Levine,
1991).

1.6.3) Métodos quanticos ab-initio e a Teoria do Funcional de
Densidade (DFT)

Métodos ab-initio (do latin, “do come¢o”) s&o desenvolvidos utilizando os
principios fundamentais em todas as etapas de realizacdo dos calculos. Nesta
metodologia, empregam-se Hamiltonianos corretos para determinagdo das
energias das fungbes de onda, diferentemente dos Hamiltonianos semiempiricos,
que sao modificados. Em calculos ab-initio Hartree — Fock SCF para sistemas
multieletronicos, a energia é determinada resolvendo-se o determinante de Slater,

empregando o Hamiltoniano completo definido pela Eq. 1.6.3.1(Levine, 1991).

1
r(ij)

iT 1 ) Z((X)

H = _EZiVI — 2iXa Fi() + Zi2j>i (1.6.3.1)
As fungbes de onda empregadas para descrever os elétrons dos atomos

nos calculos HF sao descritas em termos das funcdes de base. As fungdes podem

ser do tipo orbitais de Slater (STO), Gaussianas (GTFs), etc. Quanto mais termos

forem utilizados para descrevé-las, melhor qualidade terdo os calculos mas maior

0 recurso computacional necessario para o processamento.

A Teoria do Funcional de Densidade (DFT) é um método quantico utilizado

para descrever propriedades moleculares, como fungdo de onda e energia no
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estado fundamental, além de todas outras propriedades eletronicas de sistemas
multieletronicos, baseado unicamente na fungdo de densidade eletrénica po (X, v,
z). Esta teoria foi desenvolvida por Hohenberg e Kohn em 1964. Na DFT, os
parametros que constituem o Hamiltoniano sao todos obtidos de po (Levine, 1991)
(Eq. 1.6.3.2)

EolPal = TIpo] + VinelPol + V(ee)lPo] (1.6.3.2)
_ 1 . = _ Z(a)
T2 i=1VP° Vine) = _Z“ri(a)

— 1
Viee) = Ej2i>j;j

Na equagdo acima, V(ne) é denominado Potencial Externo, ou seja, o

potencial que cada elétron sente igualmente pelo nucleo, que pode ser obtido

analiticamente resolvendo a Eq. 1.6.3.3.

Voo = (Yol Xy v (ri)|po) = [ po(r).v(r).dr  (1.6.3.3)

Hohenberg e Kohn provaram que qualquer fungdo de densidade eletrdnica
aplicavel a sistemas multieletrébnicos nao poderia fornecer valores da energia
menores que o valor no estado fundamental (Eg), ou seja, E(p) = E(po). Entretanto,
o teorema de H-K ndo mostra como obter po, objetivo que foi alcangado por Kohn
e Shan em 1965. O método desenvolvido por esses pesquisadores permitem a
determinacado analitica de po, mas a resposta ndao pode ser considerada

totalmente correta devido a utilizagado de fungdes aproximadas na resolugao.
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O método de K-S para determinar po parte do pressuposto de um sistema
referencial que descreva o mesmo numero de elétrons do sistema real (pref = Po),
entretanto sem a energia de interagdo repulsiva inter-eletrbnica. Assim, o
Hamiltoniano deste sistema (A°) torna-se mais simples e sdo obtidas as
respectivas fungcdes de onda y, orbitais, compostas pela parte espacial ¢iKS(n) e
de spin (o;). Neste sistema referencial, prer possui solugdo exata, mas T € Veeres
sdo diferentes das respectivas energias no sistema real, em que nao é possivel
obter a solugédo exata dessas energias. A variagédo entre as energias cinética AT e
de repulséo intereletronica AV, entre esses sistemas (real e referencial) sdo
agrupadas em uma nova fungéo, cuja energia associada € denominada Energia

de Correlagédo — Troca Ex[po] (Eq. 1.6.3.4).

XC[po] (po) + AI7ee(po) (1.6.3.4)

Portanto, ao descrever a energia do sistema real (Ep) em fungéo do sistema

referencial pressuposto, obtém-se a Eq. 1.6.3.5.

Eo=J po(n)-v(n).dr + Tudpol + 5 [ [ dr1dr2 + Exlpo] (1:63.5)

p(r1)p(r2)
R —eES

eletrbnica considerando os elétrons distribuidos em um meio continuo de cargas

Nesta equagéao drldr2 é a energia de repulsdo inter-

com densidade p (p = pref = Po)- O primeiro pardmetro da equagao apresenta o
maior peso em E,, e pode ser obtido analiticamente. Mas a melhor solugéo para

Eo sera tal quanto melhor for a aproximagao empregada para determinar E,c.
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Varias sdo as aproximagdes empregadas em p para descrever Ey; e,
portanto, Ey e iniciaram-se considerando a fungao de densidade como um modelo
de gas de elétrons. As aproximacgdes LDA (Local Density Aproximation) e LSDA
(Local Density Spin Aproximation) tratam p como constantes na molécula,
enquanto funcionais hibridos e com gradientes de correcéo foram posteriormente
desenvolvidos para melhorar a qualidade do tratamento dos sistemas. Um
exemplo desses novos funcionais hibridos, que foi utilizado nesse projeto, € o
B3LYP/6-31G**, que consiste do funcional de troca (Ex) de Becke (B3) e o de
correlagcao (E;) de Lee-Yang-Parr (LYP), este ultimo formado por orbitais KS
expandidos até base 6-31G** (Levine, 1991).

1.6.4) Aplicagées de quimica quantica a complexos com CDs

A utilizacdo de quimica tedrica para estudos de complexos com CDs tem
sido uma ferramenta muito empregada nos ultimos vinte anos para auxiliar na
proposi¢ao de estruturas e na interpretacao das interagcdes intermoleculares dos
complexos de inclusdo. As aplicagdes nédo se restringem a métodos puramente
quanticos (HF, DFT, semiempiricos), abrigando também métodos baseados em
pura mecanica molecular (Tabushi e Mizutani, 1987; Alvira et al, 1997) e com base
em simulagdes, como Dindmica Molecular (Amarato et al e Goschl et al, 1996) e
Monte Carlo (Klein et al, e Marconi et al, 1995).

A escolha entre métodos quénticos ou classicos, este ultimo que em geral
governam os métodos baseados em simulagdes, depende do objetivo do estudo,
pois ambos apresentam vantagens e desvantagens. Ciclodextrinas sdo moléculas
grandes e complexas quanto as suas propriedades estruturais e eletrénicas, pois
possuem cavidade interna rica em densidade eletrbnica e milhares de
conformacgdes estruturais decorrentes dos angulos e diedros da molécula, Fig.
1.6.4.1 (Lipkowitz, 1998). Prabhakaran utilizou Dindmica Molecular para obter

2000 conférmeros de BCD, concluindo que a molécula apresenta grande
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flexibilidade estrutural. Os trabalhos de Koehler et al, também por DM, mostraram
flexibilidade conformacional da BCD em agua, resultando em mudangas de
simetria e nas ligagdes de hidrogénio, comparando-as com sua estrutura no
estado solido. Portanto, estudar as variedades conformacionais das CDs e seus
complexos de inclusao por métodos quanticos requer muito tempo computacional

0 que torna o processo inviavel.

glucose
E.)z (E]H mean plane
? = o@-:i;‘ 0
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Fig. 1.6.4.1. Angulos, diedros e planos existentes entre monémeros de a-D-glicose
nas CDs.

Entretanto, métodos quanticos possuem a vantagem de melhor descrever a
densidade eletrbnica e as ligagées quimicas, resultando em valores mais corretos
de momento de dipolo. Como esta propriedade € importante para a descrigcdo das
forcas intermoleculares de van der Waals, que em geral governam a formagao dos
complexos de inclusdo, a utilizagdo de quimica quantica (mesmo por métodos
semiempiricos) torna-se bastante vantajosa no estudo de interagbes dessa
natureza (Lipkowitz, 1998).

A otimizacdo molecular com CDs e complexos de inclusdo por métodos
quanticos € uma operagao muito trabalhosa do ponto de vista computacional,
devido ao grande numero de atomos envolvidos. Portanto, esta etapa tem sido
majoritariamente realizada através de métodos semiempiricos, pois eles

apresentam formas mais simplificadas de descrever os orbitais atdmicos e o
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Hamiltoniano. Devido a superioridade do método PM3 frente aos demais,
principalmente na descricdo das ligagdes de hidrogénios, sua aplicacédo é
majoritaria nos estudos tedricos de complexos de inclusdo com CDs. Uma série de
trabalhos tedricos de complexos de inclusdo com CDs com o método PM3 pode
ser consultada nas revisdes de Lipkowitz (1997) e, mais recentemente, Castro e
Barbiric (2006). Mas conforme ja mencionado por J.J.P. Stewart, criador do
método PM3, métodos semiempiricos em geral sdo boas ferramentas para
otimizagcao estrutural, mas falham na estimativa de suas energias (Lipkowitz,
1997). Assim, alguns trabalhos envolvendo complexos com CDs utilizam métodos
hibridos, que tratam parte do sistema de modo semiempirico e areas mais
especificas de interagdo com métodos ab-initio (HF e DFT), com objetivo de
também descrever as energias de forma satisfatéria (Yan et al, 2007; Huang et al,
2009; Holt, 2010).

Outra metodologia muito utilizada em quimica quantica para complexos
com CDs emprega calculos em nivel semiempirico para determinar a estrutura
mais estavel e, posteriormente, em nivel ab-initio, nesta estrutura otimizada, para
melhor estimar as energias das moléculas (single-point energy). Na literatura, s&o
encontrados calculos ab-initio no single point de estruturas ja previamente
otimizadas semiempiricamente utilizando métodos HF e DFT (Sousa et al, 2008;
Nascimento et al, 2007; Rafati et al, 2007)

53



54



CAPITULO Il - OBJETIVOS

2.1) Gerais

Preparagdo de complexos de inclusdo entre o farmaco Tiabendazol e B-
ciclodextrina, visando obter uma formulacdo que melhore caracteristicas do
farmaco como solubilidade, estabilidade quimica, biodisponibilidade, etc.
Caracterizacdo dos complexos no estado solido e estudo termodinamico e
estrutural dos mesmos em solugdo aquosa. Confrontar e discutir os dados

experimentais com resultados obtidos de calculos semi-empiricos e ab-initio.

2.2) Especificos

1. Preparacdo de complexos de inclusdo entre TBZ e BCD pelo método de
co-precipitacdo, explorando diferentes formas de solubilizagdo do
farmaco.

2. Caracterizagdo dos complexos em fase sélida, através de técnicas
espectroscopicas e de analise térmica.

3. Estudo termodinamico de formacdo do complexo de inclusdo em fase
aquosa, empregando diferentes condicbes de pH e temperatura, por
meio de dados de espectroscopia de emissao de fluorescéncia.

4. Caracterizagao estrutural do complexo em solugdo por espectroscopia de
RMN-"H.

5. Estudo tedrico de otimizacdo molecular do complexo de inclusdo e
determinacdo de energias associadas a sua formagédo, empregando
métodos quanticos semi-empiricos e ab-initio no vacuo e simulando o

meio aquoso.
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CAPITULO Il - PARTE EXPERIMENTAL

3.1) Materiais

TBZ (grau farmacéutico) foi cedido pela empresa EMS farmacéutica (Lote
M200242) e foi utilizado dentro do prazo de validade. BCD (99,5%) foi cedida pela
empresa ISP Technologies, Inc., Brasil. Etanol e acetonitrila, ambos de grau
HPLC, foram adquiridos da empresa Tedia — Brasil. Cloreto de sddio PA foi obtido
da empresa Chemco, dihidrogenofosfato de potassio PA da empresa Art Lab e
hidréxido de sédio PA da empresa Casas de Quimica Ind. e Com. Ltda. Acido
cloridrico concentrado (36,5 a 38%) foi obtido da empresa J. T. Baker. Oxido de
deutério (99.9% D) foi obtido de Cambridge Isotope Laboratories Inc. Toda agua
deionizada (18,2 mQ) utilizada nos experimentos foi obtida no equipamento Milli-

Q, modelo Academic A10, Millipore.

3.2) Preparacgao das solugoes utilizadas nos experimentos

de fluorescéncia.

Os experimentos em fase aquosa foram realizados em meios que simulam
fluidos gastrico e intestinal humano mas sem o emprego das enzimas constituintes
devido a possibilidade das mesmas atuarem como interferentes. As preparagdes
desses meios seguiram as respectivas metodologias encontradas na Farmacopéia

Americana e seréo descritas a seguir:

3.2.1) Preparagao do meio que simula fluido intestinal humano

Inicialmente, 3,4 g de KH2PO4 foram dissolvidos em 125 mL de agua
deionizada. Foram adicionados 40 mL de solugdo de NaOH 8,0 g/L, seguido de

mais 250mL de agua deionizada. Finalmente, o pH da solugao foi ajustado para
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6,80 £ 0,05 com solucdo de NaOH utilizada previamente, utilizando pHmetro
Micronal modelo B-474, calibrado com solugcdes tampao padrbes de pH 4,00 e
7,00, respectivamente. Em seguida, a solugdo foi transferida para baldo

volumétrico de 500 mL e completado o volume final com agua deionizada.

3.2.2) Preparagao do meio que simula o fluido gastrico

Em baldo volumétrico de 500 mL, foram adicionados 1,0 g de NaCl e 7,0

mL de HCI concentrado 37% m/m, completando o restante com agua deionizada.

3.3) Preparacao dos complexos de inclusao

O complexo foi preparado pelo método de co-precipitagdo, seguido de
liofiizagdo (Antoniadou-Vyza et al, 1997) utilizando liofilizador FTS System.
Basicamente, o método de co-precipitagdo consiste na mistura de solugdes do
ativo e da ciclodextrina, seguido de precipitagdo do complexo formado. Quando o
ativo € muito pouco soluvel em agua, o mesmo é previamente dissolvido em
solvente organico, geralmente alcool etilico devido a sua baixa toxicidade frente
aos demais e sua total miscibilidade com a solugdo aquosa com CD (Szejtli e
Fromming, 2004). Neste projeto, foram empregadas duas metodologias diferentes
para a preparacao, baseadas no diferente perfil de solubilidade deste farmaco em
funcdo do pH. Como TBZ apresenta pouca solubilidade em meio neutro, 66 pg/mL
(Wang et al, 2009), o preparo de solugdes aquosas neutras de TBZ para a sintese
do complexo por co-precipitagcao tornaria a metodologia inviavel. Entretanto, em
meio acido (pH 2,2), sua solubilidade passa a ser =3,7% (Merck Index, 1997),
devido a formagao do acido conjugado TBZ.HCI, tornando possivel a preparagao
do complexo neste meio. Em solugcdo neutra, a preparacdo do complexo de
inclusdo TBZ:BCD s6 pode ser realizada utilizando solvente organico miscivel em
agua. Assim, baseado nessas propriedades do TBZ, a preparagdo dos complexos

de inclusao seguiu os procedimentos:
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3.3.1) Preparagao em meio acido (pH 2,2)

A massa de 50,3 mg de TBZ (2,5.10* mol) foi dissolvida em béquer
contendo 20 mL de solucao de HCI pH 2,2 (2,5.10'4 mol de H*). Em outro béquer,
quantidade equimolar de BCD (320,5 mg) foi dissolvida em agua, atingindo
concentracdo de 12,5 mM, préxima da concentracido de BCD em que se pode
trabalhar sem ocorrer sua precipitacéo, ou seja, [BCD]imite 13 mM. Posteriormente,
as solugdes foram misturadas em baldo de fundo redondo e deixada sob agitagao
por 2 h. Entdo, a solugao final foi transferida para tubo tipo falcon, congelada em
nitrogénio liquido e liofilizada, levando 3 dias para se obter o complexo como um

solido fino e seco.

3.3.2) Preparagao em meio neutro utilizando etanol

Inicialmente, 50,3 mg de TBZ (2,5.10* mol) foram dissolvidos em 20 mL de
etanol P.A. Em outro béquer semelhante, a quantidade equimolar de BCD (320,5
mg) foi dissolvida em agua. As solugbes foram misturadas e deixadas sob
agitacéo por 2 h. Ent&o, o etanol foi removido desta solugéo, na forma de mistura
azeotropica %etanol:agua 95:5 (Moore, 1962), sob pressdo reduzida e
temperatura 60 °C, no rota evaporador Biichi modelo 461. O complexo foi
precipitado e a suspensao resultante ficou sob agitagdo durante =12 h. Na etapa
final, a suspensao foi transferida para tubo tipo falcon, congelada sob nitrogénio
liquido e liofilizada por 3 dias, obtendo o complexo TBZ:BCD como um sdélido fino

€ SecCo.
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3.4) Caracterizagdo do complexo de inclusao TBZ:CD em

fase aquosa por espectroscopia de fluorescéncia

3.4.1) Determinacao da constante de equilibrio do complexo de

inclusao

Inicialmente preparou-se solugbes de BCD, nos meios gastrico e intestinal
preparados anteriormente, em concentracbes de 0, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 7,0, 10,0 e
12,0 mM de CD. A estas solugdes, foram adicionados 10 uL de solucéo padréo de
TBZ ([TBZ] 1,0.10° mol/L em CH3CN) até volume final de 10,0 mL, resultando em
solugdes de TBZ 1,0.10° mollL.. Os espectros foram adquiridos no
espectrofluorimetro Varian — modelo Carry Eclipse, em temperaturas controladas
de 25, 37 e 45 °C, através de dispositivo Peltier acoplado ao equipamento. Foram
usados comprimento de onda de excitagdo 299 nm (fluido gastrico), 298 nm (fluido
intestinal), fenda de excitagdo 10,0 nm, fenda de emissdao 5,0 ou 10,0 nm e

velocidade de varredura 600 nm/min. O experimento foi feito em duplicata.

3.4.2) Determinagdo da estequiometria do complexo de inclusao
TBZ:BCD

A determinacdo da estequiometria do complexo TBZ:BCD foi feita pelo
método de Job, somente no meio intestinal. Inicialmente foram preparadas
solugdes separadas de TBZ e BCD, ambas de concentragao 1,0.10® mol/L. Entso,
estas solucdes foram misturadas para obter novas solugbes com fracbes molares
de TBZ 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 e 0,8. Os espectros dessas solucdes foram obtidos
no espectrofluorimetro Perkin Elmer, modelo LS-55, em cubeta de quartzo

termostatizada a 37+1 °C usando comprimento de onda de excitagdo 298 nm,
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fenda de excitagao 10,0 nm, fenda de emissao 10,0 nm e velocidade de varredura

600 nm/min. O experimento foi feito em duplicata.

3.4.3) Diagrama de solubilidade do complexo de inclusao
TBZ:BCD e determinagdo da constante de equilibrio segundo

modelo de Higuchi — Connors

O diagrama de solubilidade foi construido conforme metodologia
desenvolvida por Higuchi e Connors (Higuchi e Connors, 1986). Solugdes
supersaturadas de TBZ em diferentes concentragbes de BCD foram preparadas
adicionando 5,00 mg do farmaco em 9 tubos contendo 10mL das seguintes
solugdes de BCD: 0, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 7,0, 9,0, 11,0 e 12,0 mol/L. Essas solugdes
foram todas preparadas no fluido intestinal. Em seguida, os tubos foram deixados
sob agitacao dentro de estufa termostatizada a 37 °C por 24 h, até que o equilibrio
de solubilidade do TBZ fosse atingido. Entédo, os tubos foram retirados da estufa e
imeditamente transferidos para um banho previamente termostatizado a mesma
temperatura, garantindo a temperatura constante durante todo o restante do
procedimento. Com os tubos no banho, as respectivas solugcdes foram filtradas
utilizando seringa acoplada de unidade filtrante Millipore 0,22 um de didmetro de
poro médio, e entdo diluidas adequadamente para quantificar TBZ por
espectroscopia de fluorescéncia. Os espectros foram obtidos no
espectrofluorimetro Perkin Elmer, modelo LS-55, empregando comprimento de
onda de excitagao 298 nm, fenda de excitagcdo 5,0 nm, fenda de emissao 10,0 nm

e velocidade de varredura 600 nm/min.
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3.5) Caracterizagdao do complexo de inclusao TBZ:CD em

fases aquosa e organica por espectroscopia de RMN-'H

Os estudos de RMN em solugdo constituiram-se em trés experimentos:
caracterizagdo estrutural do TBZ, BCD e do complexo TBZ:BCD via RMN de 'H,
caracterizagdo da conformagdao do TBZ quando encapsulado no interior da
cavidade da BCD mediante a técnica de ROESY-1D (Rotating frame Overhauser
Enhancement SpectroscopY) e determinagcdo dos coeficientes de difusdo das
espécies TBZ, BCD e TBZ:BCD utilizando a técnica DOSY (Diffusion Ordered
SpectroscopY). Os experimentos foram realizados utilizando D,O e DMSO-d6
como solventes. As amostras foram preparadas dissolvendo 4,0 mg das
substancias em 600 pyL do solvente escolhido para o experimento, em tubo
Eppendorf, com auxilio de banho de ultrasom, sendo a solugdo posteriormente
transferida para tubo de RMN, com pipeta Pasteur. Os experimentos foram
realizados no espectrometro INOVA-500 MHz com sonda bbsw e os sinais foram

referenciados conforme a ressonéncia HOD (4,67 ppm).

3.5.1) Espectros de 'H das espécies TBZ, BCD e do complexo
TBZ:BCD

Os espectros de 'H foram obtidos nas mesmas condi¢des para ambos os
solventes (DO e DMSO-d6): temperatura 24,6 °C, tempo de relaxagao 1,000 s,
pulso 45°, tempo de aquisigao (at) 4,000 s, 32 repeti¢des.

3.5.2) Caracterizagao estrutural do complexo TBZ:BCD por
ROESY-1D
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O complexo foi dissolvido em D,O e a amostra preparada conforme descrito
anteriormente. No experimento, foi empregada a sequéncia de pulsos 180° sel.—
90° sel.—spinlock — FID. As condi¢des empregadas foram as mesmas para ambos
os solventes: temperatura 24,6 °C, tempo de relaxacao 1,0 s, pw90 9,25, tempo de
mistura 1,5 s, tempo de aquisicao 1,998 s, 1024 scans, tempo de espera de
reciclagem (d1) 6 s, alargamento de linha (Ib) 1,0 Hz e largura de varredura (sw) 4
kHz.

3.5.3) Determinacao do coeficiente de difusdo das espécies por
DOSY

O experimento foi realizado empregando sequéncia de pulso GCSTESL, 25
diferentes amplitudes de gradiente de pulsos em cada experimento, pulsos de 6,1
s,sw 10 kHz, at 3,3s,d16,0selb 0,2 Hz.

3.6) Caracterizagao dos complexos de inclusao no estado

solido

3.6.1) Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas de amostras de TBZ, TBZ.HCI,
BCD, misturas fisicas equimolares TBZ:BCD e TBZ.HCI:bCD e dos complexos de
inclusdo, utilizando o equipamento 2050 TGA V5.3C, em panelas de aluminio no
intervalo de temperatura 25-500 °C, velocidade de aquecimento 10 °C/min e
atmosfera de argénio 100 mL/min.
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3.6.2) Difratometria de raios X (DRX)

Os difratogramas foram adquiridos de amostras de TBZ, TBZ.HCI, BCD,
misturas fisicas equimolares TBZ:BCD e TBZ.HCI:BCD 1:1 e dos complexos de
inclusdo no equipamento Shimadzu 6000, radiagéo de Cu-Ka (1,5406 A) com 26
no intervalo 5-50°, operado com 40 kV e 30 mA.

3.6.3) Espectroscopia no IV

Os espectros no infravermelho foram obtidos no equipamento Bomem FTIR
modelo MB102, em pastilha de KBr, no intervalo de 400 — 4000 cm™, para
amostras de TBZ, TBZ.HCI, BCD, misturas fisicas equimolares TBZ:BCD e
TBZ.HCI:BCD 1:1 e dos complexos de inclusao.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) Determinagcdao das propriedades termodindmicas do
complexo de inclusdao TBZ:BCD por espectroscopia de
emissao de fluorescéncia

TBZ é um croméforo que apresenta absorcdo na regido do UV,
caracterizada por uma banda entre 250 e 330 nm, sendo observada emissao de
fluorescéncia, que consiste de uma banda semelhante, entre 320 e 450 nm (Fig.
4.1.1).

her(2980M) - 2E (360nm) | —— Absorgo
—— Fluorescéncia

T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450
A/ nm

Fig. 4.1.1. Espectros normalizados de absorgéo e fluorescéncia (Aex 298nm)
do TBZ em tamp&o KH,PO4/NaOH, pH 6,8.
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A caracterizacdo termodinamica do complexo de inclusdo TBZ:BCD foi
realizada através de medidas de fluorescéncia do farmaco, devido a maior
sensibilidade desta técnica em relagdo a espectrofotometria de absor¢ao (Skoog,
2001). Os perfis espectrais obtidos quando a mesma quantidade de TBZ ([TBZ] =
1,0.10® mol/L) foi adicionada a solu¢cdes de concentragdes crescentes de BCD,
preparadas nos meios que simulavam os fluidos gastrico (pH 1.2) e intestinal (pH

6,8), em 37 °C, podem ser visualizados na Fig. 4.1.2.
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Fig. 4.1.2. Espectros de fluorescéncia do TBZ em solug¢des de CD a 37 °C,

nos fluidos intestinal (A) e gastrico(B).

Os espectros da Fig. 4.1.2A apresentaram aumento das intensidades de
fluorescéncia do farmaco com incremento de BCD, discreto deslocamento no
comprimento de onda correspondente a maxima intensidade de emissao para
valores menores (blue shift) e inexisténcia de ponto isosbilstico (ponto de mesma
intensidade de emissdo para todos os espectros). Essas caracteristicas
constituem evidéncias de formagédo de complexo de inclusdo, cuja estequiometria
TBZ:BCD permanece constante por toda faixa de BCD empregada (Szejtli e
Fromming, 1994; Lezcano et al, 2002; Velasco et al, 1998).

Nos espectros de fluorescéncia do TBZ obtidos nas solu¢cdes de BCD em
pH 1,2 (Fig. 4.1.2B), a auséncia das caracteristicas mencionadas mostra que néo
ha evidéncia de formagédo de complexo de inclusdo neste meio. A literatura retrata
presenca do complexo TBZ:BCD em pH 2,5, justificando sua formagao através das
estruturas de ressonancia de TBZH" que favoreceriam sua interagcdo com a CD
(Tang et al, 2005). Assim, baseado na literatura, também seria esperado formagéo
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do complexo de inclusdo nesse meio, mas provavelmente esse processo nao

ocorre devido a maior influéncia de outros fatores, como forga idnica, tipo de

tampdo empregado, etc, ou até mesmo o aumento da interacdo do farmaco

protonado com o solvente, explicacdo que resulta em desacordo com os dados

reportados. Consequentemente, as interacbes de natureza polar entre TBZH" e

agua sado maiores que as interagdes hidrofébicas que levariam a formacéo do

complexo TBZH":BCD.

A formacgao do complexo de inclusdo TBZ:BCD no meio tamponado de pH

6,80 foi também estudada a 25 e 45 °C. As intensidades de maxima emissao

(360nm) dos espectros foram relacionadas com as constantes de equilibrio, nas

respectivas temperaturas, através do ajuste ndo linear dado pela Eq. 1.4.2.12.

(Fig. 4.1.3).

1.3 =

K11(25°C) = 150+31
K1.1(37°C) = B5x32

K1.1(45°C) = B3x23
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Nessa equacgao, Pmax € Qo S80 0s rendimentos quanticos de fluorescéncia
de TBZ encapsulado e na auséncia de BCD, respectivamente, |, e | sdo, nessa
ordem, a intensidade de fluorescéncia do TBZ na auséncia e presenga de

determinada concentracédo de BCD.

O ajuste dos dados experimentais com a Eq. 1.4.2.12 indica provavel
estequiometria 1:1 para o complexo de inclusdo TBZ:BCD nas trés temperaturas
citadas. De maneira geral, I/lo decresceu com aumento da temperatura nas
solugbes de mesma concentracdo de BCD, indicando que a populagdo do
complexo de inclusdo na solugao diminui com aquecimento, conforme se verifica
nos valores de Ki.1(25 °C) e K1.1(45 °C). Para os dados a 37 °C, o pior ajuste
obtido tornou o valor de K muito préximo ao de Ki.1(45 °C), embora os dados
experimentais mostrem maior populagdo do complexo a 37 °C para as solugdes
de [BCD] = 3 mM. Portanto, a pouca variagdo na ordenada entre 7?7?77 frase
confusadados cujo AT<15 °C dificulta a comparagdo entre os valores das
respectivas constantes K, tornando possivel a comparagao das constantes apenas

entre dados cuja variagao de T € maior, ou seja, K1.1(25 °C) e K4.1(45 °C).

A partir dos valores das constantes de equilibrio em funcdo de T, as
fungdes termodinamicas de formagao no estado padrao entalpia (AH®) e entropia
(AS°) sao determinadas com a equagao de van't Hoff, Eq. 4.1.1 (Moore, 1962).
Esta operacao resulta no emprego da aproximagao: as capacidades calorificas
das espécies sdo consideradas constantes no intervalo de temperatura
empregado (Connors, 1997). Além disso, os erros experimentais dos valores de K
(T) tornam-se cumulativos em AH° e AS° na regressao linear com a Eq. 4.1.1.

Com esta aproximacgao, pode-se estimar as grandezas termodinamicas.

InK = (AS°/R) - (AH°/RT) (4.1.1)
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Esta equacao foi aplicada aos valores médios de K1.1(25 °C) e Ky.4(45 °C),
pois se trataram das curvas relativas aos melhores resultados experimentais.
Devido aos valores de K serem muito proximos, considerando as respectivas
incertezas em seus valores, os valores das fungdes termodinamicas refletem uma
estimativa, pois a interpretacao destas funcdes é importante para compreender os
fendmenos quimicos envolvidos na formagdo do complexo de inclusdo (Tabela
4.1.1).

Tabela 4.1.1. Valores experimentais das fung¢des termodinamicas padrao
de formagao do complexo de inclusdo TBZ:BCD.
AH° (kd mol”) AS° (J K'mol™)  AG° (kJ mol™)
TBZ:BCD (pH 6,80) -24 -39 -12,4

O valor negativo de AsH° indica a reagao de formagado de TBZ:CD como
exotérmica, evidéncia também caracterizada na Fig. 4.1.3 pela diminuigdo dos
valores de Kj4 conforme aumenta T. Além disso, verifica-se diminuicdo na
entropia do sistema (A:S° < 0), situagdo condizente com a formagdo de uma
estrutura supramolecular mais organizada que é o complexo de inclusdo. No
entanto, deve-se ressaltar que a variacdo de entropia nos sistemas com CDs
ainda € um fendmeno nao totalmente compreendido, devido a sua dependéncia
com o solvente, o que torna o processo mais complexo (Liu e Guo, 2002; Connors,
1997). No entanto, o fator entalpico exerce maior peso em A{G°, deixando o
processo espontaneo (AG° < 0) nas condi¢gdes padrdo. Esta espontaneidade
também existe nas demais temperaturas estudadas, pois K:.1(37 °C) e K4.1(45 °C)
sdo maiores que 1.

A literatura ndo retrata a determinacdo dessas grandezas termodinamicas

nas condigdes experimentais de pH e forga ibnica empregadas neste projeto;
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entretanto, Lezcano et al (2002) e Bernad-Bernad et al (2008) reportam valores de

valores de K1.1(25 °C) e préximos aos obtidos nesta Dissertagao (Tabela 4.1.2).

Tabela 4.1.2. Valores das propriedades termodindmicas do complexo TBZ:3CD

reportados na literatura e obtidas neste trabalho.

Propriedades Lezcano et al (2002) | Bernad-Bernad et Este trabalho
termodinamicas al (2008)
K11 94,3+2,5 49+3 150 + 31
AH° (kd/mol) | e -34,36 + 0,03 -24
AS° (J/molK) | e -83,2+0,1 -39
AG° (kd/mol) | s -9,56 -12,4

4.2) Determinagdao da estequiometria do complexo de
inclusao TBZ:BCD em solugao: método de Job

A estequiometria dos complexos de inclusdo com CDs €& um dado
necessario para interpretacao desses sistemas supramoleculares. Além disso, a
determinacdo das propriedades termodindmicas dos complexos em solugao €
realizada baseando em equagdes de K deduzidas particularmente para cada
condigao estequiométrica ativo:CD. Embora o bom ajuste dessas equagdes sugira
as respectivas estequiometrias, ndo ha garantias de que as propriedades
termodinamicas determinadas estejam correlacionadas com o equilibrio quimico
real do sistema descrito, pois outras equacdes deste tipo as vezes podem ser

ajustadas

O método de Job, também conhecido como método do variacional continuo,
envolve experimentos que permitem determinar a estequiometria de complexos
moleculares baseando em alguma propriedade espectroscopica de um dos

constituintes deste sistema. Neste método, a resposta espectroscopica desta
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espécie associada a um agente complexante é investigada em diferentes fragbes
molares ativo:complexante, no equilibrio (Gil et al, 1990). Quando o método de
Job é empregado a complexos com CDs, as quantidades dos constituintes no
equilibrio, em funcdo da fracdo molar do ativo, se relacionam conforme as
equacgdes 4.2.1. e 4.2.2. (Loukas, 1997).

[ativo] = rM — [ativo:CD] (4.2.1)
[CD] = M(1-r) — n[ativo:CD] (4.2.2)
em que:

r = fragdo molar do ativo
M = [ativo]p + [CD]o

n = moléculas com CD complexadas em cada molécula de ativo

Rearranjando as equagdes 4.2.1 e 4.2.2, a maior populagdo de ativo:CD
(verificado através de medidas espectroscopicas) sera atingida em r = (n + 1),

correspondendo a estequiometria n mais estavel do complexo em solucéo.

Quando o método de Job foi empregado em solugdes de concentragao de
TBZ:BCD 1,0.10° mol L™, utilizando o incremento na emiss&o de fluorescéncia do
farmaco (AF) como paradmetro comparativo da populagdo de TBZ:BCD na solugao,
foi possivel verificar maior concentragdo do complexo de inclusdo (maior valor do
fator J) em r = 0,5, confirmando a estequiometria 1:1 (n = 1) para este sistema em

fluido intestinal humano (Fig. 4.2.1).
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Fig. 4.2.1. Grafico de Job para o complexo TBZ:BCD em meio que
simula fluido intestinal humano, pH 6,8 (T = 37°C).

A determinagao estequiométrica do complexo TBZ:BCD em agua néo esta
reportada na literatura até o presente momento. Nos trabalhos de Lezcano et al
(2002), Tang et al (2005) e Bernad-Bernad et al (2008), as conclusdes a respeito
da estequiometria 1:1 do complexo foram obtidas de forma indireta, ou seja,
baseadas em dados de isotermas de solubilidade e experimentos
espectroscopicos (absor¢cdo no UV-Vis e emissdo de fluorescéncia), que

ajustavam equagdes lineares e nao lineares considerando Ky.1.

4.3) Diagrama de solubilidade dos complexos de inclusao
TBZ:BCD

73



As propriedades dos complexos de inclusdo com CDs relacionadas a sua
estabilidade termodindmica e estequiometria podem ser obtidas de seus
diagramas de solubilidade. Este diagrama, desenvolvido por Higuchi e Connors
em 1965, é construido medindo o incremento da solubilidade de determinado
ativo, em geral pouco soluvel, quando o mesmo € adicionado a solugdes de
crescentes concentragdes de CD. Devido ao alto carater hidrofébico deste ativo, o
aumento de sua solubilidade em solugbées com CDs pode ser considerado como

resultado exclusivo da formagao de complexos de inclusido (Szeijtli, 1988).

Em solucido aquosa sem CD, a concentracado do ativo sera funcado apenas
de seu produto de solubilidade S, (Eq. 4.3.1), enquanto que na presenga de CD,
outros equilibrios passarao a co-existir (Eqs. 4.3.2 e 4.3.3).

n(ativo(aq)) + M(CD@q) = [n(ativo) : m(CD)]aq)
Kn:m = ([n(ativo):m(CDag))/[ativo]"(aq)[CD] " (aq) (4.3.2)

[n(ativo):m(CD)]s) = [n(ativo):m(CD)]aq)
S¢ = [n(ativo):m(CD)](aq) / 1 (4.3.3)

As Egs. 4.3.2 e 4.3.3 correspondem a complexos com CDs de
estequiometria geral (m e n = 1). Os diagramas de solubilidade de complexos de
inclusdo com CDs podem apresentar até cinco perfis diferentes, que sao funcao

da estequiometria e solubilidade dos complexos (Fig. 4.3.1).
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Fig. 4.3.1. Isotermas de solubilidade de complexos de inclusdo com CDs.

Quando determinado complexo de inclusdo possui estequiometria
constante em toda faixa de concentragao de CD, a solubilidade do ativo aumenta
linearmente, obtendo o diagrama denominado A.. Quando os complexos de
inclusdo passam a adotar estequiometrias mais complexas, ou entdo ocorrem
alteracdes nas interacdes do ativo com o meio, ambos para concentracdo com CD
mais elevadas, as isotermas se comportardo conforme Ap e Ay, respectivamente.
No caso de formacao de complexos de inclusdao cuja solubilidade do ativo atinja

um patamar as isotermas de solubilidade seréo do tipo B.

Em B;, a solubilidade do ativo ndo aumenta com formagao do complexo de
inclusdo, portanto, trata-se de um complexo menos soluvel que o ativo puro. Em
Bs, embora a solubilidade do complexo seja maior que a do ativo puro, esta atinge
um limite a partir de uma determinada concentragcdao de CD. Quando passa a
diminuir as solubilidades do complexo (Bs) e do atido puro (B;i), ou seja, apds o
patamar, o ativo deixa de estar supersaturado na solugcéo e a maior concentracao
de CD nessas solugdes desloca a reacido de associagao ativo:CD para o produto,

diminuindo a concentragao do ativo livre (Szejtli e Fromming, 1994)
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Para complexos de inclusdo com estequiometria 1:1 que apresentam
isoterma de solubilidade do tipo A_, a constante de equilibrio deste sistema pode
ser obtida dos coeficientes angulares e lineares da reta obtida experimentalmente.
Fazendo um balang¢o de massa do ativo e da CD no equilibrio, obtém-se as Egs.
4.3.4 ¢ 4.3.5.

[ativO]totar = [ativOlivre + [ativo:CD] = [ativO]iwe + Ky:1.[ativo].[CD]  (4.3.4)

[CD}rota = [CD] + [ativo:CD] = [CD] + Ki.1.[ativo].[CD] (4.3.5)

Neste experimento, como o ativo encontra-se supersaturado nas solucoes
com CD, [ativo]iwre pode ser considerada como Sy. Portanto, a inclinagdo da reta
(tan a) pode ser definida como o aumento da solubilidade do ativo em funcgéo da
concentragao de CD. A relagao entre tan a e Ky.1 € obtida a partir das Eqgs. 4.3.4 e
4.3.5, resultando nas Eqs. 4.3.7 e 4.3.8 (Szejtli, 1988).

tan a = ([ativOlretal — [atiVO]ivre) / [CDIrotal (4.3.6)
K1:1-[ativo]livre / (1 + K1:1[atiVO]|ivre) (437)
Ki4 = tana/ Sy. (1 —tana) (4.3.8)

A determinacdo das constantes de associacao nas partes nao lineares dos
diagramas Ap e Ay ndo pode ser realizada utilizando estas equagdes, devido a
existéncia de complexos de inclusdo com uma ou mais estequiometrias diferentes
nessas regidoes. Assim, outros equilibrios devem ser levados em conta para

proposi¢cao de modelos matematicos para esses sistemas.
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O diagrama de solubilidade do complexo TBZ:BCD apresentou o perfil A
(Fig. 4.3.2), indicando presenga de apenas uma espécie molecular com
estequiometria definida do complexo de incluséo.
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Fig. 4.3.2. Diagrama de solubilidade do complexo TBZ:BCD a 37 °C
(R?=0,98).

O diagrama obtido mostrou um incremento de aproximadamente 63% na
solubilidade do TBZ em solugdo de BCD 12,5 mM, e a reta ajustada forneceu
valores de coeficientes angular e linear de (9,6 + 0,4).10° e (1,53 + 0,04).10%,
respectivamente. O limite de solubilidade do complexo TBZ:BCD nao pbéde ser
atingido, pois n&o foi possivel preparar solugbes estaveis de BCD acima dessa
concentracdo. A constante de formacao do complexo de inclusao foi determinada

aplicando a Eq. 4.3.8 aos coeficientes obtidos do diagrama.

K1:1(37°C) = 63,1 % 3,1 (4.3.9)
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A baixa constante de formagao obtida do diagrama de solubilidade mostra
fraca interagdo entre os constituintes na forma de complexo de inclusdo. Esta
constante € denominada constante aparente de formacdo, pois ela é obtida a
partir de solugdes supersaturadas de ativo, ndo havendo garantias de que existam
apenas complexos 1:1 no sistema (Szejtli, 1988). A constante aparente K;.1 nessa
temperatura ndo € conhecida na literatura. Porém, este diagrama €& bastante
semelhante ao ja reportado na literatura a 25 °C (Lezcano et al, 2002). A boa
proximidade de seu valor (K1.1 = 92 + 4) com os valores de constante obtidos com
outros métodos também empregados nesta Dissertacéo reforcam a existéncia da

espécie predominante TBZ:BCD 1:1, contudo, termodinamicamente pouco estavel.

4.4) Caracterizagao do complexo de inclusdao TBZ:8CD por

espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

4.4.1) Espectros de 'H do TBZ, BCD e TBZ:BCD por RMN-'H em
DMSO-d6.

O espectro RMN de "H do complexo de inclusdo TBZ:3CD em DMSO-d6,
que consiste basicamente na sobreposi¢cao dos espectros do TBZ e da BCD, pode
ser visualizado na Fig. 4.4.1.1A. As atribuigdes dos sinais foram feitas com base
no espectro das respectivas substancias isoladas (Fig. 4.4.1.1 B e C). Os sinais
(em ppm) no espectro do TBZ sao atribuidos em (Tang et al, 2005): 87,216(Ha),
07,518-7,655(Hb), 08,444(Hc), 69,333(Hd), e ©12,948(He). Para a BCD, as
atribuicdes séo (Schneider et al, 1998): 63,307-3,331(H2), 83,449(H4), 63,576—
3,645(H3, H5 e H6), 064,348-4,449(OH6) e 04,836(H1), ©5,674(OH3) e
05,726(0OH2). Os sinais em 62,510 e 63,333ppm referem-se ao DMSO.
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Fig. 4.4.1.1A. Espectro de "H do complexo TBZ:3CD em DMSO-d6.
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Fig. 4.4.1.1C. Espectro de 'H da BCD em DMSO-d6.

4.4.2) Caracterizagdao da formagao do complexo de inclusao
TBZ:BCD pela variagdao de deslocamento quimico (Ad) em
D,O

Em complexos com CDs, a determinacdo da variagdao de deslocamento
quimico Ad (em geral estudados para 'He 13C) que ocorre na encapsulacao é
uma maneira de caracterizar a formagao do complexo de inclusdo em solucéo.
Quando um ativo (ou parte dele) é inserido na cavidade interna da CD, a mudanca
no ambiente quimico, que ocorre com 0s nucleos envolvidos nesse processo, ira
ocasionar na mudanga de seus respectivos 0, em relagdo aos mesmos obtidos
dos espectros do ativo e da CD isolados em solucédo. Nos espectros das CDs, a
formacado de complexo de incluséo é evidenciada pelo maior Ad nos 'H contidos
na cavidade interna da CD (Szeijtli e Fromming, 1994). Tais estudos iniciaram-se
com o trabalho de Wood et al, 1977 sobre Ad de compostos aromaticos em
solugbes com aCD. Além da analise estrutural dos complexos com CDs, a
determinacdo da constante de equilibrio do complexo a partir de medidas de Ad

também foi feita posteriormente baseada em modelos lineares (Mathur et al, 1963,
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Foster e Fyfe, 1965, Scott, 1956, Wachter e Fried, 1979) e nao lineares (Dodson et
al, 1971, Wilson, 1972), derivados de modelos aplicados para medidas
espectrofotométricas. As revisbes de Schneider et al (1998) e, principalmente,
Fielding (2000), reportam os trabalhos publicados posteriormente de estudos
sobre Ad em complexos com CDs. Para o complexo de inclusdo TBZ:CD, os

valores de Ad obtidos estido na Tabela 4.4.2.1.

Tabela 4.4.2.1. Variacao de deslocamento quimico & entre espécies puras

(Siivre) € NO complexo (dcompl), €M D20.

TBZ A8 (Scompl— Siivre) (PPM) BCD A8 (8compl — Biivre) (PPM)
Ha 0,015 H1 0,008
Hb 0,022 H2 0,006
Hc 0,05 H3 0,006
Hd 0,024 H4 0,007
H5 e H6 0,0005

Estes resultados mostram que nao ha correlagao de Ad entre os protons
das espécies, ndao havendo informacédo estrutural do complexo de inclusdo no
ambiente aquoso. As causas envolvidas para o insucesso deste experimento ja
foram discutidas na literatura (Fielding, 2000) e s&o atribuidas a duas
caracteristicas que podem existir nos complexos de inclusdo com CDs: baixa
solubilidade e fraca constante de formagao dos complexos. Tais caracteristicas
dificultam a existéncia de uma populacdo consideravel da espécie ativo:CD no
meio, impossibilitando conclusées sobre a estrutura do complexo via Ad. A
primeira caracteristica ndo se atribuiu ao complexo TBZ:BCD (devido ao seu perfil
AL no diagrama de solubilidade). Portanto, o baixo valor de K, determinado por

fluorescéncia, deve ter sido responsavel pela falta de resolucdo em Ad.
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4.4.3) Estrutura de TBZ:BCD em D,O0 por ROESY-1D (Rotating
frame Overhauser Enhancement SpectroscopY)

O experimento de ROESY-1D foi realizado na solugdo de TBZ:BCD. Os
sinais referentes aos hidrogénios do grupo benzimidazol Ha (67,302 ppm) e Hb
(67,637 ppm) e os hidrogénios do grupo tiazolil Hc (68,236 ppm) e Hd (89,076
ppm) foram pulsados individualmente, obtendo-se, em cada espectro, a respectiva
correlagdo de rOe com os 'H da BCD. Os espectros obtidos podem ser

visualizados estao nas Figs. 4.4.3.1 — 4.4.3.4.
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Fig. 4.4.3.1. Espectro 1 de ROESY-1D do complexo TBZ:3CD em D,0. Pulsos
em 67,302 ppm (Ha do TBZ).
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Fig. 4.4.3.2. Espectro 2 de ROESY-1D do complexo TBZ:3CD em D,0. Pulsos
em 67,637 ppm (Hb do TBZ).

Fig. 4.4.3.3. Espectro 3 de ROESY-1D do complexo TBZ:BCD em D,0. Pulsos
em 68,236ppm (Hc do TBZ).
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Fig. 4.4.3.4. Espectro 4 de ROESY-1D do complexo TBZ:3CD em D,0. Pulsos
em 9,076 ppm (Hd do TBZ).
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Neste experimento, foi verificado que os hidrogénios do grupo benzimidazol
do TBZ exerceram maior rOe com os protons H5 e H6 (83,776 — 3,822 ppm) da
BCD, com destaque para Ha (67,288 ppm). Entretanto, esses atomos também
apresentaram interagcdo, em menor intensidade, com os demais atomos de
hidrogénio da BCD, mostrando que a populacdo de TBZ na solugdo né&o
encapsulado também é expressiva. No grupo tiazolil, apenas foi detectada rOe de
Hd (69,053ppm) com H1 da BCD (64,960 — 4,967ppm).

O experimento demonstrou existéncia do complexo de inclusdo TBZ:BCD,
pois foram detectadas interagcdes do TBZ com H3 e H5 da BCD. Além disso, foi
possivel concluir que a encapsulagao do farmaco ocorre pelo grupo benzimidazol.
Como em D0 os sinais das hidroxilas da CD se acumulam com o do solvente
(64,670ppm), ndo é possivel verificar se a encapsulagéo ocorre preferencialmente
pela cavidade maior (OH2 e OH3) ou pela menor (OH6). Portanto, com base nos
resultados deste experimento, foram propostas as seguintes estruturas para o

complexo TBZ:BCD no meio aquoso (Fig. 4.4.3.5).

84



—.d.
INJ

T,

OH .

H2
1
H1
1
Ha | T
1 o7 |
[
ug o Ll
TR H 3|
7 o
s |
OH [
-~
b=l ¥ .\ N
! 1 ST TN N
! A\ 17 1~ 1l
Lo N7 1 i
XN s \ I I
TAIT N LAN I
' N N
:s ~
o | HLY
1
OH . |
~. Wl iRt
- o mno
HO S |
I
1A o
e ~~

Fig. 4.4.3.5. Estruturas propostas para o complexo TBZ:CD em agua com

base nos resultados do experimento ROESY-1D.

4.4.4) Coeficientes de difusao por DOSY (Diffusion Ordered
SpectroscopY)

Os espectros DOSY do TBZ e BCD, isolados € no complexo de inclusao
TBZ:BCD, em D,0O e a temperatura de 25°C, podem ser visualizados nas Figs.

4.4.41 — 4.4.4.3. Os valores dos coeficientes de difusdo sdo dados na ordenada,

em funcéo dos deslocamentos quimicos dos 'H das amostras (abscissa).
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Fig. 4.4.4.1. Espectro DOSY do TBZ em D,O.

Fig. 4.4.4.2. Espectro DOSY da BCD em D,0.
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Fig. 4.4.4.3. Espectro DOSY do complexo TBZ:CD em D,0.

Os coeficientes de difusdo médios do TBZ e BCD foram obtidos das médias

aritméticas dos coeficientes individuais das respectivas espécies (Tabela 4.4.4.1.)

Tabela 4.4.4.1. Coeficientes de Difusédo (D) das espécies TBZ e
BCD livres e no complexo de incluséo.

Amostra Composto  Coeficiente de Difusdo D (107" m?/s)

TBZ 46+0,7
TBZ
DO 16,8 £ 0,3
BCD 2,51+ 0,04
BCD
DO 15,6 £ 0,2
TBZ 42+0,6
TBZ:BCD BCD 2,24 + 0,02
D,O 16,8 + 0,4

Nesta tabela observa-se que Die € Dcompiex- N@0 foram estatisticamente
diferentes, devido as altas incertezas desses coeficientes, portanto, ndo ha

evidéncias concretas de formacao de complexo de inclusido a partir dos resultados
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deste experimento. Como as maiores incertezas ocorreram para valores de D
referente a protons do TBZ, a esses resultados foi atribuido a baixa quantidade do
farmaco tanto na amostra do mesmo puro, devido a sua baixa solubilidade em
agua, quanto na amostra do complexo, cuja quantidade de farmaco dissolvido
desta amostra ainda assim ndo pode ser muito aumentada. Entretanto, o menor
valor médio de Dc¢omplex. €M relagéo a Djire mostra que a menor difusdo na solugéo
com BCD se deve a formagdo do complexo de incluséo, cuja porcentagem de
encapsulacido foi determinada com a Eq. 1.4.3.7, utilizando apenas os valores

meédios dos respectivos coeficientes de difusao.

P = 18,4%

O pequeno valor de P obtido no experimento DOSY é coerente com a fraca
interacéo do sistema TBZ:BCD em solugao aquosa. Como P reflete as populag¢des
das espécies livres e do complexo de inclusdo, a constante de equilibrio K4. foi
calculada (Rymdén et al, 1983), pois a concentragao inicial de complexo era
conhecida quando foi preparada a amostra para fazer o experimento.

K1 1(DOSY) = 49

As altas incertezas nas medidas dos coeficientes de difusdo para o TBZ
tornam o valor de K1.1(DOSY) o menos preciso dentre os obtidos com as demais
técnicas espectroscopicas. Contudo, observa-se que os valores de K;.1 obtidos por
técnicas distintas sdo coerentes quanto a descricdo da baixa estabilidade do

complexo de inclusdo em solugao aquosa.
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4.5. Caracterizagao dos complexos de inclusdao no estado

solido

4.5.1. Influéncia do meio na preparagao do complexo de inclusao
entre TBZ e BCD

A caracterizacdo do complexo de inclusdao foi realizada para os solidos
obtidos com os dois métodos de preparacdo empregados: um em que o farmaco
foi dissolvido em solugdo de HCI pH 2,2 ([H'] = [TBZ]) e outro dissolvendo o
farmaco em etanol. Devido ao carater basico do TBZ, ocasionado pela presenca
do grupo benzimidazol, adiciona-lo a solugéo acida de igual concentragéo de H”,

forma o cloridrato (isso ndo é aduto)aduto TBZ.HCI (Eq. 4.5.1.).
TBZ(aq) + H'(aq) + Cl'(aq) = TBZ.HCl(aq) (4.5.1)

Como a espécie TBZH* é acido relativamente fraco (Ka = 2,29 x 107)
(Tang, et al, 2005), a equacédo (Eq. 4.5.2) do equilibrio de dissociacdo estara
pouco deslocada para a direita, existindo majoritariamente a espécie TBZ.HCIl em
solucao ([TBZ.HCI)/[TBZ] = 17/1).

TBZ.HCl(aq) = TBZ(aq) + H*(aq) + Cl'(aq) (4.5.2.)

Portanto, ao fazer a preparacdo do complexo em meio acido, devido a
formagao do cloridrato (ndo € aduto) TBZ.HCI na etapa de dissolugdo do TBZ, o
complexo de inclusdo que seria formado no final da co-precipitacdo teria a
composicao TBZ.HCI:BCD.

Como o etanol € um acido muito fraco, a dissolugdo do TBZ neste solvente
ndo implica na formacgéo significativa da espécie acida correspondente (TBZH"),

resultando no complexo de inclusdo TBZ:BCD neste procedimento.
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Os complexos de inclusdo obtidos das preparagbes segundo o0s
procedimentos cujas dissolugbes do TBZ foram realizadas em meio acido ou em
que foi utlizado etanol serdo designados TBZ.HCI:CD e TBZ:BCD,

respectivamente.

4.5.2. Caracterizacao dos complexos de inclusao por analise

termogravimétrica (TGA)

4.5.2.1) A curva de TGA e a fusao do TBZ

TBZ é comumente reportado na literatura como um sdlido cristalino que
apresenta fusdao em ~300 °C. Entretanto, o trabalho de Macedo e Nascimento
(2002) mostra que na verdade ocorre pseudo-fusao, ou seja, fusdo acompanhada
de decomposicdo. Esta decomposicdo depende das condicbes de aquecimento
empregada, A curva de TGA do farmaco (obtida sob aquecimento de 10 °C/min,
em atmosfera de argbnio), obtida de uma amostra do TBZ utilizada neste projeto

esta na Fig. 1.5.3.1.
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Fig. 4.5.2.1. Curva de TGA do TBZ, mostrando a fusdo/decomposi¢do do
farmaco no intervalo aproximado de 200 — 300 °C.

Além da decomposicao do TBZ, conforme se verifica com a perda de
massa do farmaco na curva de TGA, a auséncia de demais transicoes térmicas

mostra a alta pureza da amostra sendo, portanto, adequada a este projeto.

4.5.2.2) A curva de TGA e as transigoes térmicas da BCD

Como CDs sao cristalizadas de solugdes aquosas na forma de hidratos,
suas curvas de TGA apresentardo transicoes térmicas de desidratacdo de agua
(abaixo de 100 °C) e, no final, fusdo acompanhada de decomposigao, que inicia-
em =250 °C, esta ultima caracteristica da estrutura glicosidica (Szeijtli e
Fromming, 2004).
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A curva de TGA da BCD (obtida sob aquecimento de 10 °C/min, em
atmosfera de argbnio), obtida experimentalmente da amostra utilizada neste
projeto, pode ser visualizada na Fig. 1.5.3.2.
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Fig. 4.5.2.2. Curva de TGA da BCD, mostrando as transi¢des de

desidratagao (primeira) e fusdo/decomposi¢ao (segunda).

Na amostra de BCD utilizada, a curva de TGA mostra apenas as duas
transicoes esperadas para a CD: a desidratacido, que se inicia desde a
temperatura inicial da analise (25°C) até por volta de 96 °C e a fuséo
acompanhada de decomposi¢do, que ocorre majoritariamente no intervalo de 270
- 360 °C.
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4.5.2.3) A curva de TGA dos complexos de inclusao

Analises térmicas nao tém sido reportadas até o momento como técnicas
analiticas para caracterizar complexos de inclusdo entre TBZ e CDs. Neste
trabalho, os complexos entre TBZ e BCD obtidos via meio acido (TBZ.HCI:CD) e
com etanol (TBZ:BCD) foram caracterizados utilizando analise termogravimétrica
(TGA), com base na transicdo referente as fusdes/decomposicbes do TBZ e
TBZ.HCI. As curvas de TGA e derivadas para o complexo de inclusdo TBZ:3CD,
mistura fisica equimolar TBZ:BCD 1:1, e dos constituintes isolados estdo na Fig.
4.5.2.1 e as respectivas curvas relacionadas a caracterizacdo do complexo
TBZ.HCI:BCD estado na Fig. 4.5.2.2.
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Fig. 4.5.2.3. Curvas de TGA e derivadas do TBZ, BCD, mistura fisica
equimolar TBZ:BCD 1:1(MF) e do complexo de inclusdo TBZ:CD (LF).
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Fig. 4.5.2.4. Curvas de TGA e derivadas do TBZ.HCI, BCD, mistura fisica
equimolar TBZ.HCI:CD 1:1(MF) e do complexo de inclusdo TBZ.HCI:3CD

(LF)
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A curva de TGA do complexo TBZ.HCI:3CD (LF) apresentaou as mesmas
transigcdes térmicas existentes na MF (Fig. 4.5.2.2). Como a principal evidéncia de
formagdo de complexo de inclusdo ocorre majoritariamente com o
desaparecimento da transicdo térmica referente a mudanga de fase do ativo, os
resultados mostraram que a preparagao em meio acido, que resulta na formacao
do aduto TBZ.HCI, ndo produz o complexo. Assim, embora esta metodologia
tenha a vantagem de n&o empregar solvente orgénico na preparagado, ela
mostrou-se inadequada para obter o complexo de inclusdo. A auséncia de
interacdo entre TBZ em meio acido (TBZ.HCI) e BCD ja havia sido verificada nos

experimentos sobre caracterizacdo, em solugao, por fluorescéncia.

Nas curvas de TGA e derivada (Fig. 4.5.2.1.) foi observado
desaparecimento da transig¢ao referente a fusao/decomposicao do TBZ na amostra
correspondente ao complexo TBZ:BCD, preparado empregando meio neutro e
etanol. Além disso, a decomposi¢gao do farmaco € observada juntamente com a
decomposi¢cdo da BCD, conforme se verifica no deslocamento da banda (em
diregdo a menor temperatura) dessa transi¢ao na curva da derivada de LF. Assim,

essas evidéncias confirmam a obten¢cdo do complexo TBZ:BCD.

4.5.3. Caracterizagado dos complexos de inclusao por

espectroscopia no i.v.

A caracterizacdo do complexo de inclusdo TBZ:BCD no estado solido
através da espectroscopia de absor¢cao no i.v. esta reportada na literatura no
trabalho de Tang e colaboradores de 2005. Nesse trabalho, os autores sugerem
que a interagdo do TBZ com a cavidade interna da BCD ocorra pelo grupo
benzimidazol do farmaco, com base nas alteracbes verificadas nas bandas
referentes aos estiramentos deste grupo no espectro do complexo TBZ:3CD. Para
o atual trabalho, os espectros dos complexos de inclusdo preparados utilizando os

meios acido (TBZ.HCI:BCD) e neutro com etanol (TBZ:BCD), assim como os
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espectros dos constituintes isolados e das respectivas misturas fisicas
equimolares (TBZ:TBZ.HCI:CD 1:1), podem ser visualizados nas Figs. 4.5.3.1 e
4.5.3.2.
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Fig. 4.5.3.1. Espectros no |.V. do TBZ, BCD, mistura fisica TBZ:3CD
equimolar 1:1 (MF) e do complexo de inclusdo TBZ:BCD (LF).
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Fig. 4.5.3.2. Espectros no iv. de TBZ.HCI, BCD, mistura fisica
TBZ.HCI:BCD equimolar 1:1 (MF) e do complexo de inclusdo TBZ.HCI:3CD
(LF).

Em geral, os espectros dos complexos de inclusdo TBZ:BCD e
TBZ.HCI:BCD (LF) apresentaram bandas menos intensas em relagdo aos demais,
principalmente quando comparados com os das respectivas misturas fisicas (MF).
Nado foram observados deslocamentos nas bandas do TBZ relativo ao grupo
tiazolil em 1300 cm™ (estiramento esqueleto tiazolil) e do grupo benzimidazol em
1580 cm'(estiramento do esqueleto do anel benzénico), 1600 cm™ (estiramento

da ligacdo —C=C— do anel benzénico), 770 cm™ (deformacdo dos hidrogénios do
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anel benzénico), assim como ndo houve deslocamento das bandas de absor¢ao
para a BCD; 1000-1150 cm” (estiramentos assimétrico C-O-C e das ligagdes C-
C/C-0), 950 cm™ (estiramento ligacdo a-1,4) (Tang et al, 2005). Em TBZ:BCD, as
principais mudancgas espectrais estdo no perfil das bandas em 770 cm™ (LF), que
apresenta menor intensidade em relagado as bandas vizinhas, e na banda da BCD
em 1000-1150 cm™, cuja largura foi diminuida (LF). Estes resultados sugerem que
o TBZ possa estar encapsulado na BCD no estado solido através do grupo
benzimidazol, como descrito na literatura, mas as alteracbes espectrais do
complexo obtido foram menores do que retrata esta referéncia.

No espectro do TBZ.HCI:BCD, foi observado deslocamento da banda em
740 cm™ (MF) para 747 cm™'(LF), o que, com base nas atribuicdes para o TBZ,
deve corresponder a deformagdo dos hidrogénios do anel benzénico. As
alteragdes em LF das bandas da BCD ocorreram da mesma forma que no
espectro de TBZ:BCD. Como as curvas de TGA mostram inexisténcia de complexo
de inclusdo em TBZ.HCI:CD, conclui-se que as mudangas espectrais observadas
tanto em TBZ:3CD como em TBZ.HCI:BCD, por serem muito semelhantes, ndo

podem ser consideradas evidéncias de formacao de complexo de inclusao.

3.5.4) Caracterizagao dos complexos de inclusdao por

difratometria de raios-X

As caracteristicas cristalinas do TBZ, TBZ.HCI e BCD no estado sdélido
permitiram que a possivel formag¢ao de complexos de inclusao fosse caracterizada
por meio desta técnica. Os difratogramas dos complexos de inclusédo
TBZ.HCI:CD e TBZ:CD obtidos foram comparados aos das misturas fisicas
ativo:CD com os respectivos constituintes. A distingdo dos picos foi realizada com
base nos difratogramas dos constituintes isolados (Figs. 4.5.4.1 € 4.5.4.2).
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Fig. 4.4.3.1. Difratogramas de raios-X de TBZ, BCD, mistura fisica TBZ:CD
equimolar 1:1 (MF) e do complexo de inclusdo TBZ:3CD (LF).
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Fig. 4.5.4.2. Difratogramas de raios-X de TBZ.HCI, BCD, mistura fisica
TBZ.HCI:BCD equimolar 1:1 (MF) e do complexo de inclusédo TBZ.HCI:3CD
(LF).

Ambos os difratogramas LF indicam que as amostras sdo amorfas, sendo
mais evidente em TBZ:BCD. Assim, poder-se-ia confirmar a formagdo do
complexo de inclusdo por esta técnica em ambas preparagcbes nao fosse pela
influéncia do processo de liofilizagao utilizado na sintese dos complexos, que pode
causar amorfizagao parcial da estrutura cristalina das CDs. Entretanto, a formacao
do complexo de inclusdo em TBZ:BCD, ja verificada anteriormente por TGA,
também se confirmou por DRX, visto o carater amorfo dessa amostra que foi
superior ao da amostra de TBZ.HCI:.CD, em que se verifica quantidade muito
maior de picos indicativos de estrutura cristalina. Além disso, a presenca desses

pequenos picos, mesmo no complexo TBZ:BCD, que deveria apresentar padrao
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de difracdo de substancia totalmente amorfa, mostra que ainda existem resquicios

dos constituintes isolados, que ndo formaram complexo.

4.6) Estudo tedérico, do complexo TBZ:8CD, por métodos

quanticos

A estrutura molecular do complexo de inclusdao TBZ:BCD foi otimizada por
métodos semiempiricos, simulando dois meios diferentes. O método PM3 do
software Gaussian 2003 foi empregado para otimizagdo do complexo no vacuo,
enquanto que o método PM6 do software MOPAC 2007 foi empregado para
otimizagdo em ambiente aquoso. Inicialmente, tanto TBZ como BCD tiveram suas
estruturas otimizadas isoladamente pelos métodos empregados. As estruturas
iniciais dos compostos foram obtidas de banco de dados internacionais, sendo a
do TBZ obtida do DrugBank Database e a da BCD do Protein Database (arquivo
1DMB2.pdb). Os dados de distancias e angulos de ligagdes da bCD obtidos nesta
otimizagdo foram comparados com os dados experimentais no estado solido
(Tabela 4.6.1).

Tabela 4.6.1. Comprimento e angulos de ligagdo da BCD otimizada pelo
método PM3 e obtidos experimentalmente.

BCD BCD

A(PM3 - Crist.)
(Cristalina) (PM3)

Comprimento das Ligagées / A

C+-Co 1,519 1,551 0,032
Co-Cs 1,530 1,556 0,026
Cs-Cy 1,520 1,554 0,034
C4-Cs 1,529 1,554 0,025
Cs-Ce 1,523 1,547 0,024
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05-C1 1,398 1,414 0,016

C1-O 1,425 1,398 -0,027
C2-Oo 1,439 1,401 -0,038
C3-O3 1,443 1,416 -0,027

Angulos de Ligagio / graus

C1-C2-C3 109,94 109,74 -0,20
C2-C3-C4 109,18 109,27 0,09
C3-C4-Cs 111,06 110,89 -0,17
C4-Cs5-Cs 113,63 112,15 -1,48
0O6-C6-Cs 110,37 111,50 1,13
05-C4-C, 111,14 111,26 0,12
02-Co-Cs 110,93 111,38 0,45
03-C3-C4 110,04 107,01 -3,03

Angulos diedros / graus

C1-C2-C3-Cy -53,81 -54,28 -0,47
C2-C3-C4-Cs 55,11 55,34 0,23
C3-C4-C5-O5 -55,93 -53,91 2,02
C4-C5-05-C4 59,29 54,00 -5,29
Cs5-05-C1-C2 -60,10 -53,41 6,69
05-C1-C2-C3 56,02 52,71 -3,31
02-C,-C3-Cy 176,03 178,6 2,57
03-C3-C4-Cs 175,57 172,94 -2,63

Os dados desta Tabela mostram que a estrutura da BCD otimizada pelo
método PM3 apresenta similaridade satisfatéria com a estrutura obtida
experimentalmente, pois os valores de A(PM3 — Exp.) em geral foram menores em
relagdo a comparagdes dessa natureza ja reportada na literatura (Xing et al,
2009).
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A otimizacdo do complexo de inclusdo TBZ:BCD ocorreu conforme
metodologia estabelecida (Yahi et al, 2009; Liu et al, 2000; Xing et al, 2009;
Yousef et al, 2007). A estrutura otimizada da BCD foi posicionada no centro do
plano XY, enquanto que a do TBZ foi posicionada simetricamente sobre o eixo Z,
sendo a distancia desta molécula ao centro do plano XY (centro da BCD)
calculada tendo como referéncia o atomo de carbono do grupo tiazolil que se liga
ao grupo benzimidazol. Entdo, foram permitidas todas as maneiras de
movimentagdo da molécula de TBZ ao longo da cavidade da BCD, sendo a
estrutura do complexo otimizada e os valores de energia do sistema obtidos a

cada intervalo de 1A em Z, sem nenhuma restrigédo de simetria.

4.6.1) Otimizagao estrutural do complexo TBZ:CD, no vacuo,
pelo método PM3.

As energias do complexo de inclusédo, obtidas em fungdo da posigdo do
TBZ na BCD, estédo na Fig. 4.6.1.1.
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Fig. 4.6.1.1. Energias absolutas do complexo TBZ:BCD para todas as formas de

encapsulacado do farmaco e pontos de minimo de energia (A e B): TBZ entrando

pelo lado benzimidazol (primeiro) e pelo lado tiazolil (segundo).

Os pontos de minimo global em cada grafico forneceram as estruturas com
menor energia do complexo de inclusdo para cada orientagdo do farmaco dentro
da cavidade da BCD. Os resultados de otimizagcdo mostraram minimos globais
muito proximos para as duas orientagbes do TBZ (AE 1,57kJ/mol, em que E(A) <
E(B)). Em ambas as estruturas, a interagdo do farmaco com a cavidade interna da
BCD ocorre através de seu grupo benzimidazol, de forma semelhante as
estruturas propostas do experimento ROESY-1D. As estruturas A e B podem ser

visualizadas na Fig. 4.6.1.2.
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Fig. 4.6.1.2. Vistas lateral e frontal das estruturas quimicas A (primeira) e B

(segunda) mais estaveis do complexo TBZ:BCD obtidas pelo método PM3.

Como as estruturas A e B apresentaram valores de energia muito proximos,
nao é possivel atribuir a uma delas a provavel estrutura real deste complexo de
inclusdo. Portanto, os resultados de otimizagdo por PM3 mostram apenas que a

encapsulagao ocorre preferencialmente pelo grupo benzimidazol do TBZ, mas
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sem fornecer distingdo entre em qual das bordas da cavidade da BCD a

encapsulacio seria mais favorecida.

A estrutura mais estavel do complexo foi obtida recalculando suas
respectivas energias (single point energy) em nivel ab-initio, empregando DFT
com a base hibrida B3LYP/6-31G(d, p). Além das energias de formagao das
estruturas do complexo de inclusdo, foram exploradas variacbes nas energias
conformacionais e de interacdo das espécies. Os resultados obtidos por PM3 e
DFT estdo na Tabela 4.6.1.1.

Tabela 4.6.1.1. Energias obtidas das estruturas A e B do complexo
TBZ:BCD no vacuo, nos nivel semiempirico (PM3) e ab-initio (DFT).

Energias / kJ

y PM3 B3LYP/6-31G(d,p)
mo

TBZ ~358,70 - 2.488.312,68
BCD -6101,49 -11.224.578,00

TBZ:pCD (A/B) -5786,57/-5785,00 -13.712.831,05/-13.712.909,60

AE;(A/B) 673,61/675,19 59,64 / -18,91

AEwTBZ(A/B) e 24,58 | 25,69

AEg@BCD(A/B) =meeeee 10,84 /0,33
=7 VA - ) N — 24,21 [ -44,93

AEs = E(TBZ:BCD) — [E(TBZ)ivre + E(BCD)ivre]

AEgefX = E(X)compiexo = E(X)ivre

AEint = E(TBZ:BCD) - [E(TBZ)compiexo + E(BCD)complexol
AEs = AEqefX + AEint

Os valores de E(TBZ:BCD) obtidos por DFT mostram inversédo na

estabilidade dos complexos em relagdo aos valores obtidos por PM3, ou seja,
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E(B) torna-se menor que E(A). Além disso, a energia de formagao do complexo
(AEs) foi negativa em B (interacdo exotérmica), ao contrario do que mostram os
resultados por PM3. A analise da formagdo do complexo de inclusdo pdde ser
estendida com a interpretacdo dos dados de variagado de energia de deformagao
dos constituintes (AEqetX, X = TBZ ou BCD) e de interagdo TBZ:BCD (AEnt), ambas
obtidas apenas dos calculos por DFT. Em A, verifica-se AEqes positivo para TBZ e
BCD, mostrando que a mudanga de conformagao das moléculas na formacao do
complexo de inclusdo deixaram-nas mais instaveis em relacdo as mesmas livres.
Além disso, AEj,: > 0 implica que E(TBZ:BCD) é maior do que a soma das energias
das estruturas de TBZ e BCD isoladas, mas no complexo de inclusdo
[E(TBZ)complexo + E(BCD)complexo]- Assim, em A o valor positivo de AE; € resultado
tanto do aumento da energia oriunda de mudangas conformacionais como da
predominancia de interagcdes repulsivas entre os constituintes. Para B, n&o foi
verificada maior estabilizacdo das espécies com formacdo do complexo de
inclusdo (AEger > 0) e predominancia de interagbes atrativas na estrutura do
complexo (AEi < 0). A ocorréncia de interagdes predominantemente atrativas em
B teve influéncia da presenca de ligagbes de hidrogénio entre o nitrogénio mais
basico do TBZ e uma hidroxila primaria da BCD, ndo se verificando interacéo
desta magnitude na estrutura A. Como o aumento de AEgs em B nédo foi tdo

expressivo frente AE;n (exotérmico), AE;em desta estrutura foi negativo.

A grande discrepancia nos valores obtidos de AE; entre os métodos PM3 e
DFT é um exemplo da constatagao de Stewart, ja mencionada neste texto, sobre a
fraca energia de associagcdo entre molécula do ativo e CD nos complexos, obtida
por métodos semiempiricos. Entretanto, o método realizou boa otimizagcdo da
estrutura, visto a semelhanga das estruturas obtidas com as elucidadas via
ROESY-1D.
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4.6.2) Otimizagao estrutural do complexo TBZ:BCD, simulando

meio aquoso, pelo método PM6 e algoritmo COSMO.

A simulagcdo do ambiente aquoso em calculos quanticos semiempiricos
pode ser feita usando o algoritmo COSMO (COnductor like Screening MOdel) no
qual o meio é tratado como um continuo polarizavel com constante de
permitividade €. O soluto é mergulhado neste meio, formando uma superficie de
contato denominada superficie acessivel do solvente (SAS), que tera sua
distribuicdo de cargas de acordo com ¢ (Klamt e Schiirmann, 1993). Este
algoritmo foi desenvolvido para o software MOPAC, possibilitando a simulagao do
solvente também em calculos semiempiricos. Sua utilizacdo em complexos de
inclusdo com CDs ja é reportada na literatura (Yan et al, 2007; Song et al, 2008;
Zhang et al, 2008), permitindo o estudo da influéncia de solvente de uma forma

computacionalmente mais simples.

A otimizagdo do complexo TBZ:3CD simulando o ambiente aquoso com o
algoritmo COSMO foi realizada com a mesma metodologia empregada para
calculos da espécie no vacuo, com o método PM3. Os graficos de energias das
estruturas do complexo de inclusdo, em fungao da posicao e orientagao do TBZ na
BCD estao na Fig. 4.6.2.1.
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Fig. 4.6.2.1. Calor de formacado do complexo TBZ:3CD, em meio simulando
ambiente aquoso, para todas as formas de encapsulacdo do farmaco. Pontos
de minimo de energia A2 e B2 para as duas formas de encapsulagédo do TBZ.

Embora os perfis de energia sejam diferentes dos obtidos no calculo, por
PM3, considerando a espécie no vacuo, em agua também se observou
encapsulacdo do TBZ preferencialmente pelo grupo benzimidazol. Além disso,
esta néo ocorre de forma entalpicamente dirigida, pois AH(TBZ:BCD) > [AH(TBZ)
+ AH (BCD)] em ambas as estruturas, assim como nos resultados obtidos via
PM3. As estruturas correspondentes ao complexo de inclusdo mais estaveis, A2 e
B2, estdo na Fig. 4.6.2.2.
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Fig. 4.6.2.2. Vistas frontais das estruturas quimicas A2 (primeira) e B2
(segunda) mais estaveis do complexo TBZ:CD em &gua, obtidas com o
método PM6.
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O complexo B2 foi o que apresentou menor energia (AH(B) = 6,40 kJ mol™
e AH(A) = 7,04 kJ mol™), sendo sua estrutura semelhante & mais estavel
conseguida por DFT, considerando o complexo no vacuo. Novamente, foram
observados valores proximos de AH do complexo de inclusado, o que torna dificil a
distincdo de estabilidade no ambiente aquoso considerando apenas a entalpia de
formagao do complexo. A investigagao de variagdo de entropia € mais complicada
e nao foi realizada com o COSMO, por depender de fenbmenos relacionados com
o solvente, que ndo € considerado de forma explicita (conjunto de moléculas)
neste nivel de calculo. Assim, o estudo tedrico sobre estabilidade de complexos
com CD via variagdo da energia de Gibbs, se torna limitado. Entretanto, para o
complexo TBZ:BCD em &agua, a principal diferengca entre os resultados obtidos
tedrica (COSMO) e experimentalmente (espectroscopia de fluorescéncia) consistiu
na variacdo de entalpia do processo, que foi negativa no ultimo. Tanto os célculos
tedricos realizados simulando o vacuo como os simulando meio aquoso continuo
apresentaram estruturas do complexo TBZ:BCD condizentes com os resultados
obtidos do experimento ROESY-1D, revelando a importancia deste tipo de estudo
para complementar a pesquisa experimental e enriquecer a compreensao dos

fenbmenos envolvidos na formacgéao de complexos de inclusdo com CDs.

As entalpias de formacdo positivas das estruturas A2 e B2 foram
investigadas em termos das contribuicdes referentes a deformagdes das espécies
(AEq4er) € da natureza das interagdes envolvidas no complexo de inclusao (AEn),
também realizado para os calculos considerando as espécies no vacuo. Os

valores dessas energias estdo na Tabela 4.6.2.1.
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Tabela 4.6.2.1. Energias obtidas para as estruturas A2 e
B2 do complexo TBZ:BCD em agua.

Energias / kJ mol” PM6 + COSMO
TBZ 329,01
BCD -6888,10
TBZ:BCD (A2 / B2) -6552,84 / -6554,12
AH: (A2 / B2) 6,24 / 4,97
AHgefTBZ (A2 / B2) -0,79/-0,28
AHgeBCD (A2 / B2) 2,42 /-4,95
AHin (A2 / B2) 9,46 / 10,19

Ambas as estruturas otimizadas em &agua mostraram predominio de
interagdes repulsivas, resultando em AH;y; positivo. Embora tanto TBZ como 3CD
apresentem estruturas conformacionais de menor energia com a complexagao
(AHger < 0), a contribuicdo dessa energia nao foi suficiente para tornar o processo

de formagao deste complexo entalpicamente favoravel, ou seja, com AH¢ < 0.

Portanto, apenas os calculos ab-initio apresentaram concordancia com os
resultados experimentais, que classifica o processo de formacdo do complexo de
inclusdo como exotérmico. Ambos os métodos semiempiricos forneceram
estruturas com minimos de energia condizentes entre e si e com as estruturas
deduzidas dos experimenrtos com ROESY-1D. Ao analisar os valores de energia
obtidos nesse nivel de calculo, o método PM6 + COSMO apresentou melhor
qualidade, visto os resultados de entalpia de formagao obtidos nesse método
terem sido menos discrepantes do resultado experimental em relacdo aos

mesmos obtidos por PM3 no vacuo.
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CAPITULO V- CONCLUSOES

O complexo de inclusdo formado entre o farmaco TBZ e a BCD foi
investigado em fungcdo do meio de preparagdo e, consequentemente, das
espécies quimicas envolvidas (TBZ e TBZ.HCI). As técnicas de caracterizagao
empregadas, tanto em solugdo como no estado sdlido, forneceram uma série de

informacgdes sobre a formacgao e organizagcédo desse sistema.

A caracterizacdo mais completa do complexo de inclusdao TBZ:BCD foi
realizada com esse sistema em solugdo. Os resultados de espectroscopia de
fluorescéncia mostraram evidéncias qualitativas de formacdo desse sistema
supramolecular e, com emprego de modelos matematicos derivados da descrigao
quimica desses tipos de sistemas no equilibrio, o comportamento termodinamico
também foi estudado. Os experimentos de fluorescéncia também mostraram que
nao ocorre formacado de complexo de inclusdo em meio acido (TBZ.HCI:BCD), o
que foi confirmado posteriormente com a caracterizacdo em fase sdlida. Com a
espectroscopia de RMN-'H, as provaveis estruturas quimicas do complexo de
inclusdo em D,0 foram elucidadas a partir dos dados de ROESY-1D. Além disso,
no experimento DOSY, também foi possivel determinar o valor de constante de
formagdo do complexo de inclusdo préximo ao valor obtido dos dados de
fluorescéncia, o que contribuiu para a confiabilidade dos experimentos

empregados.

Na caracterizagdo do complexo em fase sélida, as técnicas empregadas
foram suficientes para confirmar o éxito da preparagao de TBZ:CD. Embora os
espectros de absorgdo no i.v. ndo tenham fornecidomas IV apenas fornece isso no
caso de haver ligagcdo covalente ou de hidrogénio o que ndo é o caso evidéncias
conclusivas quanto a formacdo desses sistemas, os dados de DRX e,
principalmente TGA, mostraram caracteristicas estruturais e fisico-quimicas
coerentes com o produto esperado da preparagdo, assim como foi possivel
verificar que esta mesma metodologia de preparagdo ndo pode ser empregada
para a obtencao de TBZ.HCI:CD.
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Com os calculos tedricos, foram obtidas estruturas otimizadas muito
semelhantes as estruturas propostas dos resultados experimentais, tanto para
calculos no vacuo como simulando o ambiente aquoso. As interacdes
intermoleculares que governam a formagdo do complexo de inclusdo foram
calculadas, assim como a influéncia das mudancas conformacionais de TBZ e
BCD neste processo e, consequentemente, na estabilidade final do sistema
supramolecular. Com isso, os resultados mostraram que a encapsulagado do TBZ
por meio da cavidade menor da BCD leva a estrutura mais estavel, mas como esta
afirmacdo é embasada em calculos realizados par sistema no vacuo, sua
extrapolagdo ao ambiente aquoso (experimental) apenas torna-se uma

proposicao.

Com a utilizagdo de varias técnicas experimentais, juntamente com os
estudos tedricos, o complexo de inclusdo TBZ:BCD foi extensivamente estudado e
caracterizado, restando como perspectivas futuras para este trabalho o
desenvolvimento de possiveis aplicacbes desse complexo como constituinte de
novas formulagdes farmacéuticas, através, por exemplo, de estudos de perfil de
dissolugao, atividade bioldgica e possiveis preparagdes de complexos com o TBZ

e outros tipos de ciclodextrinas.
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