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RESUMO

Este trabalho envolveu a preparacdo e caracterizagao de complexo de inclusdo entre
Trimetoprim (TMP), substancia utilizada no tratamento de infecgdes, em hidroxipropil-
y-ciclodextrina (HP-y-CD), objetivando o aumento da solubilidade aquosa do
convidado. A baixa solubilidade do TMP torna necessario o uso de altas dosagens,
causando diversos efeitos colaterais, que em testes futuros poderdao ser reduzidos pelo
aumento da solubilidade do mesmo. Determinaram-se, inicialmente, alguns parametros
fisico-quimicos do fairmaco e, posteriormente, preparou-se o complexo do mesmo em
HP-y-CD pelo método da suspensdo. A ocorréncia de inclusdo foi evidenciada através
do aumento da solubilidade do convidado em presenca de HP-y-CD, nos estudos do
diagrama de solubilidade de fases em diferentes temperaturas e pH. Obteve-se, ainda a
partir destes estudos, valores de 220,7 M a20°C e 144,7M ™" a 25°C e 55410 M para
pH 4,0; 2188 M para pH 7,0 e 123 M™' para pH 9,0 para a constante de associagdo do
complexo, demonstrando interagdes relativamente fortes. A estequiometria 1:1 para o
complexo foi sugerida tanto a partir do diagrama de solubilidades quanto pelo método
das variagdes continuas. Evidéncias adicionais da inclusdo foram propiciadas por
calorimetria diferencial de varredura (DSC), que sugeriu que o TMP ndo se encontra
como um soélido isolado. As andlises dos difratogramas obtidos mostraram perda do
padrao de ordenamento cristalino do TMP quando comparado ao difratograma do
complexo, o que pode também ter resultado do processo de liofilizagdo. A partir da
analise por espectroscopia infravermelho, observou-se a presenga de bandas de ambas
as espécies (hospedeiro e convidado) no espectro da amostra HP-y-CD/TMP coletada
por liofilizagdo. Contudo, diferencas observadas quanto a intensidades relativas e
mascaramento de bandas ndo evidenciam diretamente a formacdo do complexo, porém
ndo excluem tal possibilidade. De acordo com os resultados de espectroscopia de RMN
'H-'H bidimensional (ROESY), ficou evidenciada a inclusdo do TMP na cavidade da
HP-y-CD, mostrando adicionalmente que a entrada na cavidade se da através do grupo

trimetoxifenila.
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ABSTRACT

This work involved the preparation and characterization of an inclusion complex of
Trimethoprim (TMP) —a drug used in the treatment of infections— and hydroxypropyl-
gamma-cyclodextrin (HP-y-CD). Owing to the low aqueous solubility of this drug, high
dosages are required to provide a satisfactory therapeutic effect, although this also
brings severe side effects to some patients. Thus here we aimed to increase the TMP
aqueous solubility in order to potentially reduce the side effects by complexation in a
CD derivative. Prior to the inclusion study, some relevant physiochemical parameters of
the drug such as pKa, solubility in several pH values as well as absorption coefficient
were determined. The inclusion complex has been prepared by the suspension method
and collected by lyophilization. Primary evidence of the inclusion of TMP in HP-y-CD
was provided by the increase of the solubility in presence of HP -y - CD, from the
phase-solubility diagram obtained at different temperatures and pH values. The apparent
stability constants K ;.; for the complex formed at different temperatures and pH values
were found strongly depend on the conditions, being higher at low pH. A 1:1
stoichiometry was suggested for the complex both from the phase-solubility diagram
and from the continuous variation method Additional evidences of the inclusion were
provided by thermal analysis (DSC), which suggested that TMP is not present in the
sample as an isolated crystalline solid. The XRD analysis evidenced the loss of the TMP
crystalline character in the complex, which is commonly observed for CD complexes
but may be also a consequence of the lyophilization process. The presence of bands
characteristic of both species was observed in the infrared spectrum of the complex.
Although differences observed in the relative intensities cannot directly evidence
complex formation, they don’t exclude this possibility. Direct evidence of TMP
inclusion in the CD cavities were given from 'H-"H bidimensional ROESY spectrum,
which also showed that the inclusion mode involves penetration of the

trimethoxyphenyl group in HP-y-CD.



1. INTRODUCAO

1.1 Consideragoes gerais sobre o uso de sistemas carreadores de farmacos.

Os principios ativos dos medicamentos correspondem apenas a uma fracdo do
arsenal terapéutico existente e a disposi¢do da classe médica para o tratamento de
doencas. Teoricamente, os farmacos deveriam ser administrados especificamente apenas
nos locais onde sdo necessarios, na dosagem e no tempo correto. [1]

A ciéncia e a tecnologia envolvidas na obtengdo de novos farmacos, sejam
sintéticos ou de fontes naturais, para o tratamento de varias doengas, tiveram grande
desenvolvimento ¢ continuam em evolu¢ao. Porém, além dos custos cada vez maiores
relacionados ao desenvolvimento de farmacos, principalmente as rotas sintéticas, a sua
forma de administracdo aos pacientes tem sido mantida inalterada ao longo dos anos,
sendo pouco eficiente e produzindo, em muitos casos, efeitos colaterais indesejaveis e
danosos ao organismo. [1]

Em geral, todos os farmacos apresentam certo grau de toxicidade exigindo que a
quantidade a ser administrada seja minima, para ndo causar danos ainda maiores ao
organismo e, ao mesmo tempo, suficiente para atingir as células alvo, apds serem
absorvidos por outros tecidos ou orgaos, metabolizados, diluidos no sangue ou
excretados. [1]

Sendo assim, um dos objetivos basicos da quimica terapéutica ¢ enviar a
substancia medicinal especifica e eficientemente ao local da doenca ou disturbio.
Algumas vezes, isto pode ser alcancado pela administracdo do fArmaco em forma pura
ou livre mediante via oral (comprimidos, capsulas, emulsdes, suspensoes, solugdes,
etc.), nasal, ocular, retal, intramuscular, endovenosa, subcutanea, etc. Porém em muitos
casos, sua eficacia pode ser melhorada encapsulando-o em algum tipo de carreador. [2]

Teoricamente, este devera disponibilizar o farmaco em concentragao adequada,
no tempo correto € apenas no local onde ¢ necessario, reduzindo a quantidade a ser
administrada, sua perda, degradacdo e a ocorréncia de efeitos adversos. Deve ser
acrescentado a estes fatos que, do ponto de vista dos pacientes, ¢ mais conveniente, por
exemplo, dispor de um medicamento cuja posologia seja a menor possivel. Os sistemas
para liberacao sustentada/prolongada de farmacos oferecem varias vantagens em relagao

as maneiras convencionais de administragdo. Tendo em vista que a grande maioria dos



farmacos apresenta um intervalo estreito de concentracdo terapéutica, acima do qual ¢
toxico e abaixo do qual ¢ ineficaz, isto ¢ preocupante caso a dose que possibilita um
tratamento eficiente esteja proxima a dose toxica. Assim, o objetivo de um sistema
projetado para fazer a liberacdo sustentada/prolongada de farmacos ¢ manter sua
concentragdo entre esses dois niveis por um tempo longo, sendo administrado, se
possivel, em apenas uma dosagem. [2]

Por estas razdes, a encapsulacdo de farmacos em veiculos que possam atuar
como carreadores minimizando os efeitos colaterais ¢ de grande interesse cientifico,
medicinal e comercial. A escolha adequada do carreador oferece a possibilidade de
alterar sua biodistribui¢do nos tecidos doentes. O alcance desses alvos pode ser
facilitado pela associagdo do farmaco com carreadores especificos, abrindo caminho
para uma melhora qualitativa e quantitativa da quimica terapéutica. Ao lado de
lipossomas, micro/nanoesferas e micro/nanocapsulas, as ciclodextrinas (CDs)
constituem um dos tipos de carreadores importantes para a encapsulagdo e liberagao
sustentada de farmacos in vivo. [1]

A utilizagdo das CDs naturais e de seus derivados sintéticos vem sendo
extensivamente estudada visando a melhoraria das propriedades de alguns farmacos,
como solubilidade, estabilidade quimica e/ou biodisponibilidade. A intensificacdo da
atividade do farmaco, a transferéncia seletiva e a reducao dos efeitos colaterais tém sido
atribuidas a formacao de complexos de inclusdo entre as moléculas do fairmaco e as
moléculas de ciclodextrina. [1-3] Além disso, a combinacdo adequada da encapsulacdo
molecular em CDs naturais ou sinteticamente funcionalizadas, com outros sistemas
carreadores (como os lipossomas) constitui outra ferramenta eficaz no aperfeicoamento
desses sistemas. [1-2]

Sob o aspecto de produg¢do e comercializagdo, a complexacdo com CDs
possibilita, também, o desenvolvimento de formulagdes mais simples e o aumento do
tempo de validade do produto. Estes beneficios podem ser observados na quantidade

crescente de medicamentos cujas formulagdes sdo baseadas em CDs. [1-2]



1.2 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos de origem natural, também
conhecidas como cicloamilose ou cicloglucanos, formados por moléculas de D-glicose
unidas através de ligagdes glicosidicas a (1,4) (Figura 1) e obtidos pela degradacao
enzimatica do amido pelo microorganismo Bacillus macerans.

A enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGtase) catalisa varios tipos de
reagdes € normalmente produz uma mistura de CDs com numeros diferentes de
unidades de glicose, as mais comuns e importantes sendo as CDs que apresentam seis
(a-CD), sete (B-CD) e oito (y-CD) unidades formando os macrociclos demonstrados na

Figura 2.[4]
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Figura 1- Molécula da a-D-glucopiranose na conformacao cadeira com as posicoes

1 e 4 indicadas pelas setas.[4]
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Figura 2 - Estruturas:

a) a-ciclodextrina, b) p-ciclodextrina c) y-ciclodextrina.[4]



1.3 Historico

As Ciclodextrinas foram isoladas pela primeira vez por Villiers em 1891 como
produtos da degradacdo de amido por Bacillus macerans, cultivados em meio rico em
amilose. Todo o preparo, o isolamento, a caracterizacdo e a determinagdo das estruturas
dessas substancias foram realizadas por Schardinger (1903-1911), como
oligossacarideos ciclicos contendo um minimo de 6 ¢ um maximo de 12 unidades de
glicose (em conformacdo de cadeira) unidas via ligacdo a-1,4. Os compostos foram
chamados de “aglicares de Schardinger”.[5] Apo6s trés décadas sem avancos
significativos, Freudenberg e colaboradores as descreveram como compostos
macrociclicos constituidos de unidades glicopiranosideas conectadas através de ligacao
glicosidica a-(1,4).[5-6]

Em meados dos anos 50, French e Freudenberg ampliaram os conhecimentos a
respeito das CDs no que diz respeito a sua produ¢do enzimadtica, fracionamento e a
caracterizacdo de suas propriedades. [5, 6] Cramer, Saenger e outros enfatizaram os
estudos na formagao de complexos de inclusdo entre as CDs e moléculas hospedes. [5]

Na metade da década de 70, as ciclodextrinas naturais ja tinham sido
caracterizadas estrutural e quimicamente ¢ muitos complexos tinham sido estudados.
Devido a capacidade de complexagdo, ao baixo custo e as inumeras vantagens que as
CDs apresentam, houve um grande progresso no desenvolvimento de novas tecnologias

para sua produc¢ao e aplicagao.

1.4 Propriedades das Ciclodextrinas

As CDs sdo cristalinas, ndo-higroscopicas e apresentam estrutura relativamente
rigida em formato de rolha oca (figura 3). As unidades glicopiranosideas apresentam a
conformagdo C1, estando os grupos hidroxilas ligados aos dtomos de carbono C2 e C3
localizados ao redor da abertura maior e os grupos hidroxilas mais reativos (ligados aos
carbonos C6), ao redor da abertura menor e opostos aos grupos hidroxilas anteriormente
mencionados. A cavidade ¢ delineada pelos atomos de hidrogénio e pelas pontes de
oxigénio glicosidicas. Os pares de elétrons nao-ligantes do oxigénio estdo direcionados
para o interior da cavidade, produzindo alta densidade eletronica e resultando num

ambiente com caracteristica de base de Lewis. [4]
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Figura 3 — Representacio da a-ciclodextrina em forma de cone oco, truncado, com

os grupos hidroxilas localizados nas aberturas do cone. [1]

Bergeron [7] e Saenger [8] estudaram a possibilidade de formagao de pontes de
hidrogénio entre os grupos OH ligados aos atomos de carbono C2 e C3 e verificaram
que a liberdade conformacional do anel macrociclico € restrita contribuindo para a
rigidez do mesmo, seja no estado sélido, seja em solugdo. Este arranjo forca as ligagdes,
das quais participam os atomos de oxigénio, para o interior da cavidade, fazendo com
que esta apresente um ambiente hidrofobico, enquanto a superficie externa ¢ hidrofilica.

Os parametros dimensionais das cavidades das ciclodextrinas podem ser
observados na Figura 4 e os respectivos valores para a-CD, B-CD e y-CD estao listados

na Tabela 1.

d; — didmetro interno da extremidade mais
estreita do cone
d, — menor diametro interno

d; — didmetro interno da extremidade mais

— T —

larga do cone

h — altura do cone

Figura 4 - Representacio dos didmetros internos e altura dos cones das

Ciclodextrinas.[9]



Tabela I: Dimensoes das CDs. [9]

Solubilidade / (g/100mL)

jﬂﬂﬁﬂ
T
jﬂ-ﬂ-:

O tamanho da cavidade aumenta com o numero de unidades de glicose, porém a

altura permanece constante em 6,7-7,0 A. Apesar desta aparente tendéncia no aumento
de tamanho na série de a-CD, B-CD e y-CD, a solubilidade ndo segue esta tendéncia. A
B-CD ¢ consideravelmente menos soluvel em 4gua comparada com as outras CDs. Essa
baixa solubilidade provavelmente ¢ causada pela formacdo de ligagdes de hidrogénio
entre os grupos OH ligados aos atomos de carbono C2 e C3 levando a rigidez da
estrutura. Na molécula de o-CD, como uma unidade glicose estda numa posi¢ao
distorcida, somente 4 das 6 possiveis ligacdes de hidrogénio sdo estabelecidas. Por
outro lado, as unidades de glicose na molécula de y-CD nao sdo coplanares, a estrutura
da y-CD ¢ mais flexivel e, portanto, esta ¢ a mais soltvel das trés. [4]

O tamanho da cavidade constitui o fator determinante através do quais as CDs
sdo utilizadas para complexar outras moléculas. Se a espécie a ser investigada tiver
dimensdes maiores que as da cavidade, ela ndo consegue entrar completamente na
mesma e, se tiver dimensao muito pequena, ela acaba por passar pela cavidade sem ser
complexada. O hospede e o hospedeiro podem se associar sem quaisquer interagdes
especificas, sendo o processo determinado pela forma, isto ¢é, pela estrutura e pelo
tamanho da molécula convidada. A molécula de a-CD apresenta menor cavidade sendo,
em consequéncia, incapaz de acomodar moléculas grandes, ao contrario do que ocorre
com a B-CD e y-CD. A B-CD possui cavidade com tamanho adequado para conter uma

ou duas moléculas de um grande niimero de substancias com atividades farmacolégicas,



razdo pela qual ela ¢ uma das CDs mais utilizadas no processo de encapsulacdo de
farmacos.

As vantagens de utilizagdao das CDs para entrega de farmacos sao: [1]

a) aumenta a biodisponibilidade;

b) aumenta a solubilidade;

¢) aumenta a estabilidade através da encapsulagao;

d) aumenta a eficécia e indice terapéutico;

e) reduz a toxicidade;

f) diminui os efeitos colaterais e adversos;

g) melhora os efeitos farmacocinéticos.

Viérios fatores determinam o tipo e a natureza da CD necessaria para um
tratamento terapéutico especifico, ou seja, para cada farmaco ¢ possivel utilizar uma CD
mais adequada. Os fatores que auxiliam nessa escolha sao:

a) natureza quimica do farmaco;

b) tamanho da cavidade;

¢) solubilidade;

d) facilidade de preparacdo;

e) possibilidade de co-encapsulacao;

f) eficiéncia de encapsulagao.



1.5 Modificacoes Quimicas nas Estruturas das CDs

As ciclodextrinas naturais apresentam algumas limitacdes quer devido a sua
baixa solubilidade aquosa e em solventes organicos, quer devido a toxicidade que
apresentam quando utilizadas em preparagdes parenterais. As caracteristicas de inclusao
das ciclodextrinas naturais podem ser alteradas pela introdugdo de substituintes nas
hidroxilas disponiveis.[10]

O uso de derivados lipofilicos permite que moléculas hidrofilicas possam ser
incluidas na cavidade das ciclodextrinas a partir de solventes menos polares do que o
interior da cavidade.[11]

As modificagcdes quimicas de CDs geralmente sdo realizadas através da
substitui¢do dos grupos hidroxilas por outros grupos na face primaria e/ou na face
secundaria da CD ou da substitui¢do do atomo de hidrogénio dos grupos hidroxilas por
exemplo.[12-13] Devido a nucleoficidade dos grupos hidroxilas, as reacdes que se
processam nestes sitios ocorrem predominantemente por ataque eletrofilico. Se o
reagente eletrofilico formar um complexo com a CD, entdo a orientacdo do reagente
dentro do complexo ¢ um fator adicional na determinagdo da formagdo do produto. E
importante ressaltar que os solventes também influenciam na determinagdo da for¢a e da
orientagdo do complexo entre o reagente ¢ a CD.[14] Na Figura 5 pode se observar os
sitios de modificagdo mais freqiientes nas hidroxilas das ciclodextrinas, que sdo os
carbonos 2, 3 e 6 de cada unidade de glicose que compde as CDs. As modificagdes

partindo das CDs naturais originaram as chamadas CDs de segunda geragao.



HO—

Figura S - Sitios de modificacio mais freqiientes na y-ciclodextrina. [4]

As hidroxilas da posicao 2 sdao as mais acidas, aquelas na posi¢ao 3 sdo as mais
impedidas espacialmente e as hidroxilas na posi¢ao 6 sdo as mais susceptiveis ao ataque
por parte de reagentes eletrofilicos. [1] Neste contexto, vale destacar que dependendo da
reatividade do reagente eletrofilico, essa substituicdo pode ocorrer nas duas faces da
CD: um reagente muito reativo nao ird discriminar as hidroxilas, enquanto que aqueles
menos reativos somente atacardo as hidroxilas mais reativas.

A 2-hidroxipropil-gama-ciclodextrina — HP-y-CD (Figura 6) ¢ um derivado
hidroxialquilado da y-ciclodextrina, que equilibra a habilidade de encapsulamento com
uma elevada solubilidade em 4gua (> 500 mg.mL™"), provavelmente atribuida a sua
estrutura ndo-cristalina.[15] A 2-hidroxipropil-gama-ciclodextrina ¢ produzida
industrialmente e ¢ usada como agente complexante em formulagdes oftalmicas [16] e
em entrega de farmaco mediante via oral, aumentando a biodisponibilidade, a
solubilidade e diminuindo a toxicidade do farmaco.[16] Alguns dos produtos
farmacéuticos comercializados contendo em suas formulagdes 2-hidroxipropil-gama-
ciclodextrina sdo: diclofenaco sodico (Voltaren) e¢ o Tc-99 Teoboroxime

(CardioTec).[15]
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Figura 6: Estruturas da 2-hidroxipropil-gama-ciclodextrina (n=6 e
R=—CH,CHOHCH;. [15]

Os derivados hidroxialquilados de CD s3ao poderosos solubilizadores de
farmacos e ndo formam, nos rins, os precipitados de complexos cristalinos observados

quando as Cds naturais sdo utilizadas.[17]

1.6 Complexos de inclusio

As ligacdes intermoleculares em meio liquido podem ser divididas em varios
tipos, tais como: eletrostaticas, de inducdo e dispersdo. Liga¢des de hidrogénio, forcas
de Van der Waals e forcas de London sdo exemplos dessas ligagdes fracas. Essas
ligagdes sdo responsaveis pela interagdo das substancias resultando na formagao de
complexos de inclusdo.[18]

As CDs fazem parte de um grupo de substancias que formam os chamados
complexos de inclusao molecular, resultado da interagdo de moléculas (em sua grande
maioria pequenas) com a cavidade de um composto macrociclico. [20] Como
caracteristica principal, os complexos moleculares possuem o carater dindmico na sua
formacgao, ou seja, a entrada e a saida da molécula hospede da sua cavidade.[18] O fator

mais importante para a formagdo do complexo ¢ a compatibilidade geométrica, isto €, o
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tamanho e a geometria da molécula a ser incluida na CD devem ser adequados a
cavidade apolar, e, de acordo com a CD usada, a cavidade pode ser pequena ou grande
demais para a acomodacao da molécula hospede.

A constante de estabilidade ou associagdo (Ks) ¢ diretamente proporcional a
associacdo da molécula hospede no interior da CD. [4-21] Segundo Pitha [22], s6 os
complexos com Ks entre 200 ¢ 5000 M~ podem apresentar aplicagdes praticas, visto
que, complexos pouco estaveis liberam rapidamente a substancia hospede e os muito
estaveis liberam com dificuldade. Porém a relacdo de Ks com a capacidade de liberagdo
dos farmacos ndo ¢ tao estreita.

A polaridade da molécula deve ser adequada para que a complexagdo ocorra,
com inclusdo total ou parcial no interior da cavidade da CD. Para que a associacdo com
a CD seja predominante, a molécula deve estar em solugdo e deve possuir certo grau de

hidrofobicidade.[4-21]

1.7 Mecanismo de Complexacio.

A cavidade hidrofobica das CDs, quando em solugdo aquosa, estd preenchida
por moléculas de agua através de interacdo fraca e energeticamente desfavoravel
(interagdo polar-apolar) o que facilita a inclusao de moléculas menos polares que a agua
como mostrado no esquema abaixo (figura 7). Ao adicionar a esse meio uma espécie
menos polar que a agua (por exemplo um farmaco apolar), de modo geral, as interagdes
hidrofébicas irdo governar o sistema de complexagdo farmaco/CD, porém, a interagdo
hidrofobica ndo ¢ o tnico fendmeno a ocorrer. Contribuem ainda para a complexagao a
formacdo de interagdes de Van der Waals, interagdes dipolo-dipolo induzidas e forcas
de London, além da formacgdo de pontes de hidrogénio entre a CD e a molécula
hospede. [4] A presenga de agua ¢ crucial na formagdo dos complexos, pois a hidratacao
do complexo de CD ¢ energeticamente favoravel se comparado com a hidratagdo dos
componentes separados.

A identificagcdo das forcas que levam a formacdo dos complexos de inclusio
com ciclodextrinas ¢ fundamental na compreensdo do comportamento da complexagao.
Apesar dos inimeros esfor¢os para compreender a formagao de complexo, o processo
ainda ndo estd totalmente esclarecido. Sao sugeridas diversas forgas responsaveis pela

formacgao dos complexos. [6]
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A interagdo eletrostatica ocorre quando duas moléculas com carga oposta
interagem. Trés tipos de interagdes eletrostaticas sdo mencionados freqlientemente:
interacdes ion-ion, ion-dipolo e dipolo-dipolo. Como todas as CDs sdo basicamente
neutras, nenhuma interagdo ion-ion ou ion-dipolo ¢ envolvida durante a complexacao,
com exce¢do das CDs substituidas ou se o convidado possuir carga. [23] Porém, sabe-se
que a interagao dipolo-dipolo apresenta um papel importante na formacao de
complexos. Acidos benzdicos substituidos na posi¢do para aumentam a ligagio devido
a essa interagdo. [26]

As associacdes entre moléculas eletricamente neutras, conhecidas como for¢as
de Van der Waals, originam-se das interacdes eletrostaticas entre dipolos permanente
e/ou dipolos induzidos. As forcas de dispersao de London que resultam de uma
“flutuagao” rapida dos elétrons sdo extremamente fracas. Elas sdo significativas apenas
para grupos que se contatam. As interagdes por ligacdo de hidrogénio sio
predominantemente eletrostaticas e ocorrem entre grupos doadores fracos (D) e dtomos
aceptores (A) que possuam pelo menos um par de elétrons nao-compartilhados. Em
sistemas bioldgicos D e A podem ser atomos altamente eletronegativos como N e O e
raramente S. A grande diferenca com as for¢cas de van de Waals ¢ que as ligacdes de

hidrogénio sdo muito mais direcionais. [20]
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Figura 7 - Exemplo da inclusio de uma molécula de (p-xileno) na CD em meio

aquoso. [4]
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2. TECNICAS PARA PREPARAR COMPLEXOS DE INCLUSAO

Para obter os complexos de inclusdo com CDs sao utilizados varios métodos,
pois cada substincia a ser encapsulada tem suas caracteristicas, que devem ser
observadas para definir o método ideal. A preparagdo de complexos de inclusdo ¢
bastante simples. O procedimento mais comum ¢ agitar ou misturar a ciclodextrina
numa solu¢ao aquosa (fria ou quente, neutra, alcalina ou acida), contendo moléculas do
hospede. [4]

Os métodos mais utilizados para obter o complexo de inclusdo com CDs sdo: [1]

a) Co-precipitagdo — adiciona-se uma solucdo do convidado a uma solugdo
aquosa de CD. Se for preciso utilizar um solvente diferente da dgua para solubilizar o
convidado, deve-se escolher um solvente que seja miscivel com agua. A mistura ¢
agitada até o equilibrio e o complexo solido obtido por evaporacdo a vacuo ou
liofilizacao.

b) Suspensdo — o convidado sélido ¢ adicionado a uma solugdo aquosa de CD
formando uma suspensdo que ¢ agitada vigorosamente e filtrada. O complexo
solubilizado na solugdo obtida (filtrado) ¢ coletado também por evaporagdo a vacuo ou
liofilizacao.

c) Empastagem (Kneading) — assim como na suspensdo, o convidado sélido ¢
adicionado a uma mistura de CD com agua. Contudo ¢ utilizado apenas 0,5 parte de
agua por parte de CD. O complexo so6lido pode ser removido sob vacuo ou
aquecimento.

d) Moagem conjunta (Grinding) — mistura-se a CD e o convidado no estado
solido, os quais sao triturados vigorosamente por um determinado tempo na presenca de

uma pequena quantidade de dgua até que a mistura se torne po.

3. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS.

A caracterizagdo dos complexos de inclusdo de CDs pode ser realizada de
acordo o método utilizado na preparagao do complexo. Para complexos obtidos em fase
liquida, os métodos mais empregados sdo a espectroscopia na regiao do UV/Visivel, a

espectroscopia de RMN e a espectroscopia de fluorescéncia. Para complexos em fase
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solida a difracdo de Raios-X, a espectroscopia de infravermelho e a andlise

térmica.[21,28-29]

4. TECNICAS PARA DETECCAO DE COMPLEXOS DE INCLUSAO.

Vérios métodos tém sido usados para detectar a formagdo de complexos de
inclusdo. No estado solido, os compostos de inclusdo se comportam como espécies
estaveis, com estequiometria bem definida. Nestes casos, os métodos de detec¢do e
caracterizacdo mais comumente utilizados sdo a analise térmica, difracdo de raios-X,
espectroscopia infravermelho e ressonancia magnética nuclear. [30-32] O método de
analise através da difracdo de raios-X pode ser empregado para a deteccdo dos
compostos de inclusdo cristalinos, devido a que os padrdes de difragdo dos complexos
obtidos sdo claramente diferentes dos obtidos a partir dos componentes individuais. O
emprego desta técnica se baseia na comparacao dos difratogramas das substancias puras
e do complexo. [31-32]

A andlise térmica também ¢ utilizada no estudo destes compostos. [33] Em
alguns casos, nenhum pico de fusdo dos hospedes ¢ observado apds a formagdo dos
complexos, indicando a amorfizagdo do complexo. A auséncia de picos de fusdo
também pode indicar que o farmaco puro como s6lido ndo estd mais presente. Quanto a
decomposic¢do térmica dos compostos de inclusdo, observou-se que a decomposicao do
complexo ocorre acima da temperatura de decomposi¢do da molécula ndo complexada.
Este comportamento térmico de decomposicdo dos compostos de inclusdo em
ciclodextrina e o aumento da estabilidade do hospede quando complexado ¢ usado em
varias aplicagoes. [29-34]

A espectroscopia no infravermelho (IV) ¢ um método indispensével para a
caracterizacdo de compostos organicos, pois permite detectar grupos funcionais, cuja
presenca pode ser dificil através de outros métodos. Quando se forma o complexo,
pequenos deslocamentos das bandas das ciclodextrinas poderdo mascarar a do hdspede,
se este ultimo estiver presente em pequenas quantidades. No entanto, se o hdspede
apresentar grupos funcionais caracteristicos, como no caso do grupo carbonila, a banda
serd significativamente encoberta e algumas vezes pode ser deslocada apos

complexacdo por ciclodextrina.[32]
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A caracterizagdo de complexos em solu¢do se baseia na investigagdo da
interacao molecular entre a ciclodextrina e o hospede, na determinagdo da constante de
estabilidade e da estequiometria do complexo. Sao utilizadas as determinagdes
relacionadas com mudangas espectrais, como no caso da Ressondncia Magnética
Nuclear (RMN), espectroscopia por ultravioleta e fluorescéncia, além de estudos de
solubilidade e métodos cinéticos.[30-31-32] A espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) ¢ muito utilizada para a caracterizagao dos complexos de
inclusdo, através da observacdo das mudancas que ocorrem com os sinais de proton ('H)
ou de carbono (*°C) pertencentes a molécula da ciclodextrina ou ao hospede, ao estarem
complexados. [35]

As mudancas que ocorrem no espectro de UV, devido a formacao do complexo,
sao deslocamentos do maximo de absor¢do no UV, pelo efeito da formagdao do
complexo. Ja no espectro de fluorescéncia, a adigdo de ciclodextrina a uma solucdo

aquosa, provoca uma mudanca na intensidade da fluorescéncia. [31]
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5. TRIMETOPRIM

Trimetoprim (TMP: 5-[(3,4,5-trimetoxifenil)metil]-2,4-pirimidinodiamina) ¢
uma substincia cristalina, branca, inodora, com ponto de fusdo 199 — 203°C [36]
sofrendo decomposicio a 315°C, pouco soluvel em agua (1,35 mg.L™" a 25°C) e com
maior solubilidade em outros solventes etanol: 6,8 mg.L'l; metanol: 10,0 mg.L'l;
DMSO: 6,5 mg.L'l; acetonitrila: 5,5 mg.L'l. Sua férmula molecular é C;4H;3sN4O3
(massa molar = 290,32 g.mol™).

A Figura 8 mostra a férmula estrutural molecular dessa substancia:
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O

HoN N O—CHs

O

|
CHj

Figura 8 — Estrutura molecular plana do TMP [37]
5.1 Propriedades Farmacologicas

O TMP ¢ um antibidtico usado no tratamento de infec¢des. E um analogo do
acido folico e toma o seu lugar na enzima (dihidrofolato redutase) bacteriana que o
sintetiza. A diidrofolato redutase estd presente tanto nos mamiferos como nas bactérias;
entretanto, a afinidade do trimetoprim pela enzima bacteriana ¢ de aproximadamente 20
a 60 mil vezes maior do que pela dos mamiferos. Portanto o TMP ¢ um quimioterapico
bastante seguro. Como mencionado, o TMP ¢ um antagonista do &cido folico, inibindo a
sua formagdo pela bactéria. O acido folico € essencial para a replicagdo das bactérias, ja
que ¢ usado na duplicacio do DNA. Ele ndo mata as bactérias mas inibe a sua

multiplicagdo, permitindo ao sistema imune elimina-las facilmente. O TMP ¢ ativo
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contra a maioria dos patogenos bacterianos comuns, e também ¢ bacteriostatico. Ele &,
as vezes, usado em uma mistura com sulfametoxazol, em uma combina¢dao chamada de
co-trimoxazol. Como as sulfonamidas inibem a mesma via metabdlica bacteriana,
porém acima do local de a¢@o da diidrofolato redutase, elas podem potencializar a acao
do TMP. No Reino Unido, seu uso esta geralmente restrito ao tratamento da pneumonia

pelo Pneumocystis carinii, toxoplasmose e nocardiose. [36-37]

Uso de TMP ¢ contra-indicado durante a gravidez, especialmente no primeiro

trimestre, e para pessoas que sofrem de determinadas doengas sanguineas. [37]

A inclusao de TMP em a, B e y-CD foi descrita primeiramente por Emara e col.
[38] que verificaram que o valor da constante de estabilidade obedece a ordem y > 3 >
a. A caracteriza¢do mais detalhada do comportamento fisico-quimico e da estrutura do
complexo formado entre o TMP e a B-CD foi descrita posteriormente por Wu e col.[39]

e por Zhang e col. [40]

Finalmente, Jacobson e Pourmokhtar [41] estudaram o complexo de inclusdo do
TMP com 2 hidroxipropil-beta-ciclodextrina, com resultados promissores. Em virtude
disto e ao antecedente de que o uso de derivados da y—CD pode ser interessante,

propdem-se, neste trabalho, estudar o complexo do TMP com a HP-y-CD.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivos Gerais

O principal objetivo desta dissertagdo consistiu na preparacdo, caracterizagao

fisico-quimica do complexo de inclusdo do farmaco Trimetoprim (TMP) em 2

hidroxipropil-gama-ciclodextrina (HP-y-CD).

6.2 Objetivos Especificos

a) Estabelecer parametros fisico-quimicos do farmaco Trimetoprim (TMP).

b) Determinar a cinética de formacao do complexo HP-y-CD/TMP

c) Preparar, pelo método de suspensdo, complexo de inclusao de TMP em HP-y—
CD.
d) Estudar a variagao da solubilidade da molécula convidada em presenca de HP-y—

CD pela construgao dos diagramas de solubilidade de fases.

e) Calcular as constantes de estabilidade usando o diagrama de solubilidade de
fases.
f) Caracterizar as estruturas supramoleculares preparadas, através do uso de

técnicas fisico-quimicas;
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7. PARTE EXPERIMENTAL
7.1 Materiais

Utilizou-se o farmaco Trimetoprim 5-[(3.,4,5-trimetoxifenil)metil]-2,4-
pirimidinodiamina) (Sigma) 99,8% sendo sua massa molecular igual a 290,7 g.mol™.
Utilizou-se ainda 2-Hidroxipropil-gama-ciclodextrina (Sigma) 99,8% possuindo massa
molecular média de 1580 Dalton. As solu¢des foram preparadas com agua ultra pura
(Purificador Aquapur, Permution). Os sais aqui utilizados, sais acetato de sédio
trihidratado (VETEC) 99,0%, fosfato de sodio dibasico (ISOFAR) 98,0% e tetraborato
de sodio decahidratado (CROMOLINE) 99,5% foram todos PA.

7.2 Determinacao da solubilidade do TMP.

Utilizando massas conhecidas de TMP, foi determinada a solubilidade deste
farmaco em meio aquoso. Foram efetuadas sucessivas adi¢des de volumes fixos, até a
ndo visualizagdo de particulas de farmaco. Em seguida, os espectros de varredura de

absor¢ao no UV/Visivel foram obtidos na faixa de 220 a 400 nm.
7.3 Determinacio dos parimetros espectrocopicos (¢ e A max) do TMP.

Para a determinacdo do €, no comprimento de onda de méxima absorcao, foram
preparadas solu¢des de concentragdes distintas de TMP em 4gua, tampao acetato de
sodio (pH: 4,0) com concentragao variando entre 4,0 x 10° — 2,4 x 10 mol.L"! , fosfato
de sédio (pH: 7,0) com concentracdo entre 2,0 x 10 — 1,7 x 10® mol.L" e tampéo
borato de sodio (pH: 9,0) com concentragdo entre 2,2 x 10° — 1,4 x 107 mol.L". Os
valores de absorbancia no comprimento de onda maximo de absor¢@o nos respectivos

tampodes foram medidos. O ¢ foi obtido utilizando a Lei de Lambert- Beer:

ﬂ(x’) =¢.b.c equacio 1

O coeficiente de extincdo ou de absortividade molar (g), que caracteriza o
processo de absorcao, ¢ uma medida empirica da fracdo da luz absorvida pela molécula

e depende do comprimento de onda. A concentragdo (¢) ¢ medida em mol.L! ¢ o
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caminho da radiacdo na amostra (b) ¢ medido em cm, de modo que o coeficiente de

extingdo tem dimensdo L.mol'cm™.
7.4 Determinacao do valor de pK,.

O valor de pK, do TMP foi determinado por meio do ajuste da curva
experimental obtida através da medida de absorbancia em diferentes valores de pH. O
TMP foi preparado em tampao triplo: fosfato, borato e acetato de sédio (concentragado
total dos sais 30 mmol.L™"), na concentragdo de 8,0 x 10° mol.L"' de TMP. Em seguida
foram feitas titulacdes espectrofotométricas desta solucdo, variando-se o pH na faixa de
12,0 a 2,0, uma vez que o TMP ¢ mais soluvel em meio acido. No sentido de evitar o
efeito de dilui¢do dos farmacos, as concentragdes dos titulantes (HCI e NaOH) foram
elevadas. O valor de pKa foi obtido através de uma curva que melhor se ajustasse aos
dados experimentais, utilizando o grafico da absorbancia versus pH, através da equagao

(4).[42]

__A*t1opKa 4 goqoPH
10PKa + 10PH

equacio 2

Sendo:

A Leitura de absorbancia

A° Absorbancia do fAirmaco desprotonada
A" Absorbancia do farmaco protonada
pK, Constante de equilibrio de protonagdo

pH Potencial hidrogenidnico
7.5 Cinética de formagao do complexo HP-y-CD/TMP

Para a avaliagdo da cinética de formacao dos complexos foram realizados testes
para determinar o tempo necessario para que houvesse incorporacao da molécula de
TMP a cavidade da HP-y-CD. Misturou-se quantidades equimolares de solu¢ao de TMP
e HP-y-CD (3,0 x10™ mol. L'l) a 25°C. Posteriormente foram feitas leituras no

espectrofotometro de 10 em 10 minutos no comprimento de onda maximo da solucdo
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até que fosse atingido o equilibrio. Tal procedimento estd de acordo com estudos

descritos previamente na literatura.[17]

7.6 Estudo da solubilidade de fases — complexo: HP-y-CD/TMP

O estudo de solubilidade de fases, como descrito por Higuchi e Connors [18], foi
feito agitando-se 10 mL de solu¢des aquosas e de solucdes tampdo acetato de sodio
(pH: 4,0), fosfato de sodio (pH: 7,0) e borato de sodio (pH: 9,0) de HP-y-CD com
concentragoes crescentes (0; 2,0)(10'3 ; 4,0)(10'3 ; 6,0x10'3; 8,0x10'3; 10,0)(10'3 mol.L'l),
adicionando-se a essas solu¢des uma massa fixa do firmaco (em excesso de 5 vezes em
relacdo a quantidade de matéria de HP-y-CD na solucdo mais concentrada). As
suspensdes resultantes foram submetidas a agitagdo nas temperaturas de 20, 25 e 35 °C
no caso de solugdes aquosas e a temperatura ambiente para as solugdes tampao por 8 h,
sendo em seguida filtradas em membrana de 0,45 pum. As concentragdes de TMP foram
determinadas por espectroscopia de absor¢ao no UV-VIS. Para tanto, utilizou-se as
absortividades molares (g) e as solubilidades intrinsecas (S,) das moléculas estudadas a

varios pH, determinadas nos estudos espectroscopicos do presente estudo.

7.7 Determinacdo da estequiometria dos complexos (Método das Variacoes

Continuas)

Um método seguro para determinacao da estequiometria do complexo ¢ o
método das variagdes continuas (método de Job) [43] que se baseia na variagdo de
alguma propriedade diretamente dependente da formacao do complexo (intensidade de
fluorescéncia, deslocamento quimico de protons etc.), cujo valor maximo deve ser
obtido para a estequiometria 6tima. Para isto, solugdes equimolares, 1,0 x 10° mol/L, de
TMP e da HPyCD foram preparadas e, em seguida, misturou-se volumes variados das
duas solugdes: partiu-se de 2 mL de TMP + 8 mL HP-y-CD sendo que essa variagdo
ocorreu até a mistura de 8§ mL de TMP + 2 mL HP-y-CD, mantendo-se o volume total

constante, fazendo com que a soma das concentracdes das duas espécies também seja
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constante. A mesma série de diluigdes foi feita, nas mesmas condi¢des, para TMP e
agua destilada. Apos agitagao por 8 horas, efetuaram-se medidas de fluorescéncia das

solugdes com excitacao em 348 nm.

7.8 Caracterizaciao do complexo por espectroscopia na regido do Infravermelho

com Transformada de Fourie (FTIR)

Os espectros infravermelhos foram obtidos em um equipamento Perkin Elmer
Spectrum BX FT-IR System, com resolugdo de 4 cm’' na faixa de 4000-400 cm™, pela

técnica de pastilha de KBr e 256 acumulagdes.
7.9 Caracterizagdo por Analise Térmica

As andlises termogravimétricas (TG) foram realizadas em um equipamento TA
Instruments modelo 2960, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob fluxo de N, (100
mL/min), usando porta amostra de alumina. As curvas de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) foram obtidas em um equipamento TA Instruments modelo 2010, sob
fluxo de N, (100 mL/min), com taxa de aquecimento 10°C/minuto, utilizando-se porta-

amostras de aluminio.
7.10 Caracterizacio por Difratometria de raios-X

Os difratogramas de raios-X das amostras, na forma de pd, foram obtidos em um
difratdmetro Rigaku, com velocidade de varredura de 2°/minuto em 26, fonte Cu-xa

(1,5418 A) em 40 KV ¢ 40 mA.
7.11 Caracterizacio por Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN).

Espectros RMN 'H usando CD;0D como solvente ¢ TMS como padrdo, uni e bi-
dimensionais (ROESY — Rotating-Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy),
foram medidos em um instrumento Varian INOVA 500 MHz, neste ultimo caso com

2,0 s relaxation delay e 2,00 ms mixing time.
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8. RESULTADOS E DISCUSSOES
8.1 Determinacio dos parametros espectroscopicos do TMP.

Através das analises verificou-se que o TMP ¢é pouco soluvel em agua. A
solubilidade em agua utilizando o método proposto por Meylan e colaboradores [25]
aqui obtido ¢ de 135,33 mg.L™", 140,65 mg.L"' para o TMP em solugio tamponada pH
= 4,0, de 90,68 mg.L'1 em pH = 7,0 e de 89,32 mg.L'1 em pH = 9,0. Os espectros de
absorcdo Optica em solugdo aquosa e em solugdes tamponadas (pH = 4,0, 7,0 € 9,0) sdo

mostrados na Figura 9.

agua
3,0 5 ——pH 4,0
pH 7,0
——pH 9,0
2,5 -
2,0 -
)
(8]
c
S 1,54
[
o
[72]
o]
< 1,0 -
0,5 -
0,0 —
' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' )
200 220 240 260 280 300 320 340 360

Comprimento de onda (nm)

Figura 9 - Espectros de absorc¢ao optica do TMP em solu¢io aquosa a diferentes

valores de pH.

As caracteristicas observadas nos espectros de absorcdo das solugdes aquosas
sdo, também, identificadas nas solugdes organicas.
O Espectro do TMP, em solu¢do aquosa, apresenta uma banda de absor¢ao bem

definida e centrada em torno de 278 nm, em solu¢do tampao, 271 nm (pH = 4,0), 280



24

nm (pH = 7,0) e 287,5 nm (pH = 9,0). O deslocamento de aproximadamente 16,5 nm no
maximo de absor¢ao do TMP, quando se passa de um meio acido para um basico,
sugere que a banda em 271 nm (pH = 4,0) se deve a transi¢des do tipo m—7 . Outra
evidéncia que corrobora esta afirmativa ¢ o & encontrado para estes maximos de
absor¢ao em solucdes tampao, cujos valores sdo tipicos de coeficientes de absortividade
molar para transi¢des desse tipo [42] (tabela II).

Para as radiagdes monocromaticas, a absorbancia (4) ¢ diretamente proporcional
ao comprimento do caminho optico (b), a concentragao das espécies absorventes (¢) € a
constante de proporcionalidade (¢) denominada de absortividade molar (ver equacao 1),
Lei de Lambert-Beer.

Utilizando este principio, determinou-se o coeficiente de absortividade no
comprimento de onda de méxima absor¢do correspondente ao meio acido, neutro e
basico (Tabela II), seguida das curvas de calibragdo da dgua e dos tampoes (figuras 10,

11,12 ¢ 13).

Tabela II: Coeficiente de absortividade molar das solu¢oes de TMP em agua e nas

solucoes tampao pH 4,0, 7,0 e 9,0.

278
271
280

Agua 5142 + 13.1

pH 9,0 287,5 8848 £ 67,14
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Figura 10 - Curvas de calibracao do TMP obtidas através da espectroscopia de

absorcio. (%) agua A =278 nm e R =0,99975
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Figura 11 - Curva de calibracdo do TMP obtidas através da espectroscopia de

absorcao. (m) pH 4,0, A =271 nm e R = 0,99926
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Concentragdo TMP (mol L™)

Figura 12 - Curvas de calibracao do TMP obtidas através da espectroscopia de

absorc¢ao. pH 7,0, A =280 nm e R = 0,99916

Absorbancia

0,4

0,2

T T T T T T T T T T T
0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,00010 0,00012

Concentragcdo TMP (mol L'1)

Figura 13 - Curvas de calibracao do TMP obtidas através da espectroscopia de

absorcao. pH 9,0, A = 287,5 nm e R = 0,99976.
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8.2 Determinacio do pKa do TMP

A estrutura quimica de muitos farmacos envolve a participagdo de anéis
aromaticos e ou heteroaromaticos, responsaveis pelas propriedades de absor¢do oOptica e
fluorescéncia na regido do UV-Vis, as quais variam com o estado de protonagdo do
farmaco e o meio na qual se encontra. [44] A determinagdao do pKa ¢ de fundamental
importancia, pois a constante de ionizacdo de um farmaco ¢ capaz de expressar,
dependendo da sua natureza quimica ¢ do pH do meio, a contribuicdo percentual
relativa das espécies ionizadas e ndo-ionizadas e o comportamento farmacocinético das
substancias nos principais compartimentos biologicos com pH definidos (por exemplo,
mucosa gastrica, pH 1; mucosa intestinal, pH 5 e plasma, pH 7,4) pode ser avaliado
antes da administragao do farmaco. [26]

Tomando por base o fato de que a absorbancia do TMP se altera apos sua
protonacdo, a dependéncia do valor da absorbancia, em dado comprimento de onda, em
fun¢do do pH, foi utilizada para a determinacdo do pKa. A Figura 14 apresenta a
variacdo da absorbancia em fun¢do do pH para o TMP. Titulagdes efetuadas em 287,5

nm.

0,40 +
0,35 +
0,30 H

0,25

Absorbancia

0,20

pH

Figura 14 - Dependéncia da absorcio em 287,5 nm do TMP (4,5 x 10”

mol.L™") em funcio do pH.



28

Os dados experimentais foram tratados de acordo com a equacao de Henderson-

Hasselbach [26,42] para determinar o pKa. Considerando-se a expressao:
a
’pH — pka + EGQ ﬁ equacio 3a

Sendo a e (1- a) as fragdes molares do farmaco nas formas neutra e carregada,
respectivamente, a absorbancia total em um dado comprimento de onda da droga
submetida ao equilibrio acido-base, pode ser considerado como sendo a soma das

intensidades das espécies protonadas (A") e neutra (A°):

A= aA® + (1 — CI) A° equacdo 3b

Substituindo a equagdo b em a:

A-At
pH = pK{I + Iog (AU—A) equaciio 3¢

Esta equacdo pode ser submetida a um rearranjo e fornecer a expressao abaixo, a
qual pode ser utilizada para obter a melhor curva que se ajuste aos valores

experimentais:

_ AT10PKetgo10PH
o 1opKa+1QrH equacao 3d

Desta maneira o valor de pK, encontrado para o TMP foi de 7,496 + 0,0763.

Vale ressaltar que como hd mais de um tipo de atomo de nitrogénio, existe a
possibilidade de haver mais de um pKa com valores proximos. Em trabalhos anteriores
[45], calculos tedricos das energias de interagdo de um atomo H' com os diferentes

nitrogénios mostraram valores proximos, explicando a observacao de um tnico pKa.
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8.3 Cinética de formaciao do complexo HP-y-CD/TMP

A cinética de complexacdo do TMP em HP-y-CD foi estudada pelo
acompanhamento da variacdao no pico de absor¢ao em 278 nm da molécula de TMP em
funcdo do tempo, até que ndo se observasse variacdes (equilibrio). A curva de cinética
de complexacdo obtida para o TMP pode ser observada na Figura 16. Os valores de
absorbancia foram normalizados (AnNormalizada = Av/A,, onde A; = absorbancia em um
determinado tempo e A, = absorbancia no tempo zero). A andlise dos dados cinéticos
foi realizada a partir do ajuste obtido através da exponencial simples descrita na

equagao 4:

A=A4o+a(l- E‘_tﬂf) equacio 4

Onde A representa a absorbancia normalizada, Ao representa a absorbancia
inicial, t o tempo em horas, a ¢ coeficiente da equacgdo e k a constante cinética.

A partir da analise dos dados da Figura 15, observa-se que a cinética de
complexagdo do TMP com HP-y-CD apresenta-se de primeira ordem (ajuste
monoexponencial), ou seja, a complexacao depende principalmente da concentracdo de
uma das espécies, sendo o valor da constante cinética determinada de 30000 s ou 8,3h =
1,4 h. O valor da constante cinética foi importante para a realizagdo dos demais

experimentos, pois indicou em que momento o sistema atingiu o equilibrio.

Absorbancia (Normalizada)

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-5000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
tempo (s)

Figura 15 — Curva cinética de complexa¢iao HP-y-CD/TMP
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8.4 Calculo da constante de estabilidade do complexo HP-y-CD/TMP utilizando

isotermas de solubilidade.

De acordo com Higuchi e Connors [18], um diagrama de solubilidade ¢
construido colocando na ordenada a concentracao total molar do farmaco e na abscissa a
concentragdo total molar da CD. Estes diagramas de fase sdo classificados em dois

tipos, com algumas variagdes, como mostra a Figura 16. [18]

[Farmaco] I M

k 4

[Ciclodextrinal] { M

Figura 16 - Diagramas de solubilidade tipos A e B.[18]

Os diagramas do tipo A mostram aumento da solubilidade do firmaco com a
adi¢do da CD, indicando uma ou mais interagdes moleculares entre o firmaco e a CD.
Um aumento linear na solubilidade, representado pela linha AL, corresponde a
complexos com estequiometria 1:1. Uma curvatura positiva indicada por AP e associada
a formacdo de complexos com estequiometria maior que 1 em relagdo a CD, mas o
significado fisico da curva AN ainda ndo ¢ conhecido.

Se o complexo formado ¢ 1:1, sua constante de estabilidade (Ks ;.;) pode ser
calculada pela Equacgdo 4, onde m ¢ o coeficiente angular e a ¢ o intercepto da linha

com a ordenada:

[{1{1 —m}] equacio 5
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As curvas do tipo B s@o observadas quando sdo formados complexos insoluveis.
A curva BS inicialmente e semelhante a A; porém, quando o limite de solubilidade ¢
alcancado, a adigdo de mais CD resulta em precipitacio do complexo. A curva BI
corresponde a um complexo tdo insolivel que o aumento inicial na concentragdo do
farmaco ndo ¢ detectado. A tabela III apresenta os valores médios das concentragdes
utilizadas para a construcdo do diagrama de solubilidade para solugdo aquosa nas
temperaturas de 20, 25 e 35°C respectivamente ¢ em seguida (figuras 17, 18 ¢ 19) os

diagramas de solubilidade sao apresentados.

Tabela III: Valores médios das concentracdes utilizadas para construciao do

diagrama de solubilidade em meio aquoso.
[HP-y-CD]

(Ci£dp) (10" mol.L) | (C2£dp) (10" mol.L™") | (C3=dp) (10” mol.L™)
(10° mol.L™)

10 I 4,57 + 0,080 5,22+ 0,060 l 9,365 £ 0,047
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Figura 17 — Diagrama de solubilidade em agua obtidas através da espectroscopia

de absor¢io. (m) 20°C R =0,99661
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Figura 18 — Diagrama de solubilidade em agua obtidas através da

espectroscopia de absor¢io. (¢) 25°C R = 0,99843
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Figura 19 — Diagrama de solubilidade em agua obtidas através da espectroscopia

de absorcio. (A) 35 °C

Observou-se um aumento linear na solubilidade do TMP com o aumento da
concentragdo de HP-y-CD a 20 e 25 °C, indicando que houve formagio do complexo.
Porém a 35 °C verificou-se que a complexagdo entre TMP ¢ HP-y-CD apresenta uma
relagdo ndo-linear deixando de ser do Tipo A e passando a ser do Tipo B, ou seja, a
solubilidade do TMP deixa de aumentar a partir de [HP-y-CD] = 5x10~ mol.L™,
passando a decrescer. [19] Os valores de constante de estabilidade nas diferentes
temperaturas foram: 220,7 M a 20°C ¢ 144,7M™" a 25°C.

Realizou-se também o estudo de solubilidade em meio tamponado (pH 4,0; 7,0 e
9,0). A tabela IV apresenta os valores médios das concentragdes utilizadas para a
constru¢do do diagrama de solubilidade seguido dos respectivos diagramas de

solubilidade (figuras 20, 21 e 22).
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Tabela I'V: Valores médios das concentracées utilizadas para construcio do

diagrama de solubilidade em meio tamponado.

(Cs£dp) (10" mol.L™)

[HP-y-CD] | (Ci = dp) (10" mol.L") | (C,+dp) (10 mol.L ™)
(10° mol.L'™")

0 I 4,85+ 0,035 3,13 £0,067 3,08 +0,012
2 I 6,30 + 0,045 4,85 + 0,046 3,30 £ 0,032

4 I 8,63 £ 0,080 5,57+ 0,087 3,34 £ 0,054
6 I 10,4 + 0,023 6,20 = 0,043 3,43 +£0,034
8 I 12,3+ 0,043 6,87 £ 0,076 3,50 £0,043

10 I 14,4 + 0,065 6,32+ 0,032 3,53 +£0,067

0,0016 4

0,0014 <

0,0012 +

0,0010 H

[TMP].mol.L"

0,0008 +

0,0006 —

0,0004 ,

T T T T T T T T T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 _ 0,0008 0,0010
[HP-y-CD].mol.L’
Figura 20 — Diagramas de solubilidade em meio tamponado obtido através

da espectroscopia de absorcio. (m) pH 4,0, A =271 nm e R = 0,99883



35

0,0008

0,0007 [

0,0006

0,0005

[TMP].mol.L™

0,0004

0,0003

T T T T
0,0004 0,0006 0,0008 0,0010

[HP-y-CD].mol.L"

T T
0,0000 0,0002

Figura 21 — Diagramas de solubilidade em meio tamponado obtido através da

espectroscopia de absorcao. (o) pH 7,0, A =280 nm e R = 0,98409

0,000355

0,000350

0,000345 +

0,000340 +

0,000335 +

0,000330

[TMP].mol.L"

0,000325

0,000320

0,000315 +

A

0,000310 , . , . , . , . , . ,
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010

[HP-y-CD].mol.L"

Figura 22 — Diagramas de solubilidade em meio tamponado obtido através da

espectroscopia de absorcao. (A) pH 9,0, A =287,5 nm e R =0,99122.

Em meio tamponado (pH 4,0, 7,0 e 9,0) observou-se um aumento linear na
solubilidade do TMP em funcao das concentragdes crescentes de HP-y-CD, sugerindo

também que os complexos formados tém estequiometria de 1:1.
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Os valores de Ks obtidos para a interagdo entre TMP e HP-y-CD nos diferentes
pH foram: 55410 M™' para pH 4,0, valor este fora da faixa proposta por Pitha [22]; 2188
M para pH 7,0 e 123 M para pH 9,0. Aqui vale ressaltar o aumento dos valores da
constante de associagdo conforme o abaixamento do pH indicando uma forte associagao

em meio acido.
8.5 Estudos da Estequiometria do complexo (Método das variagdes continuas)

De acordo com o método das variagdes continuas [43], a estequiometria de
complexos pode ser determinada monitorando-se alguma propriedade relacionada
diretamente com a concentracdo do complexo, para uma série de misturas com
propor¢des variaveis entre as espécies formadoras do complexo. Em um grafico da
propriedade medida, em fungdo da fracdo molar de uma das espécies, a variacao
maxima da propriedade serd observada para a fragdo molar referente a estequiometria
do complexo. Para o TMP, o método das varia¢des continuas foi aplicado com base na
propriedade de emissao de fluorescéncia deste convidado.

A figura 23 mostra o grafico obtido aplicando o método das variagdes
continuas nas condigdes especificadas, para o sistema HP-y-CD/TMP (grafico de Job).
Verificou-se que o maximo de variagdo da intensidade de fluorescéncia encontra-se na
fragao molar 0,5, concluindo assim que a estequiometria de formac¢do do composto de
inclusao ¢ 1:1. Esta observagao esta em concordancia com o resultado obtido no estudo

de solubilidade de fases.
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0,7
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0,0

T T T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Fragcdo molar TMP

Figura 23 - Grafico obtido pelo método das variagoes continuas (JOB’S PLOT) do

complexo HP-y-CD)/TMP
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9.0 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO

9.1 Caracterizacio de complexos em solucao

As mudancgas que ocorrem no espectro de UV, devido a formacdo do complexo,
sdo geralmente deslocamentos batocromicos e/ou alargamento das bandas. A figura 24
mostra o deslocamento de 7,5 nm do méximo de absor¢do na regido do UV de duas
solucdes: uma contendo apenas TMP dissolvido em agua e outra solugdo contendo o
complexo HPyCD/TMP. Esse deslocamento pode ser explicado através da protegdo
parcial dos elétrons excitdveis e cromodforos presentes na cavidade da ciclodextrina. [31]

A adicdo de ciclodextrina a uma solugdo aquosa contendo farmaco,
freqiientemente vai resultar em uma melhora significativa do espectro de fluorescéncia.
Portanto, um aumento na intensidade da fluorescéncia ¢ freqiientemente observado para
as moléculas que sdo encapsuladas dentro da cavidade da ciclodextrina. [32] Fato este

verificado na figura 25.

—— TMP em agua
35— —— HPyCD/TMP

3,0

2,5

2,0

Absorbancia

1,5 1

1.0 1 284 nm

276,5 nm

N

0,5 -

0,0

e IS S e e e S S e AN R Ee e e w e
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Comprimento de onda (nm)

Figura 24 — Espectro de Absorc¢ao na regiio do UV para uma solucio de TMP em

agua (---) e para o complexo HP-y-CD/TMP em agua (---)
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— TMP em agua
—— HPyCD/TMP

0,8

0,7 4

0,6

0,5

0,4 -

Intensidade

0,3

0,2 +

0,14

0,0

T T T
350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

T
250 300

Figura 25 — Espectro de fluorescéncia para uma solucio de TMP em agua (---) e

para o complexo HP-y-CD/TMP em agua (---)

9.2 Espectroscopia de absorc¢ao no Infravermelho (IV)

Os espectros, na regido do infravermelho, de espécies moleculares tém origem
na absorcdo de energia causada por transigdes de um estado vibracional ou rotacional
para outro, pois as radiacdes nesta parte do espectro ndo tem energia suficiente para
causar transigoes eletronicas. [42]

Contudo, a caracterizacdo do complexo de inclusdo em ciclodextrinas por FTIR
tem suas limitagdes inerentes, visto que as bandas vibracionais das ciclodextrinas ndo
apresentam mudancas significativas quando sdao formados os complexos, pois a
encapsulacdo de moléculas na cavidade de CDs ¢ devida principalmente as forcas de
Van der Waals e interacdes hidrofobicas. Assim, como ndo ha formagao de verdadeiras
ligagdes quimicas entre as moléculas do hospede e do hospedeiro nestes complexos de
inclusdo, ndo devem ocorrer alteragdes significativas nesses espectros. [4]

Entretanto, dependendo do sistema, a comparacao cuidadosa dos espectros pode
fornecer evidéncias complementares de complexagdo. Ao contrario da estrutura

cristalina do convidado, que ¢ perdida na formagao do complexo de inclusdo, a estrutura
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molecular ¢ preservada de tal forma que as ligagdes quimicas podem ser detectadas nos
espectros infravermelhos.

As figuras 26, 27 e 28 apresentam os espectros infravermelhos do TMP, da HP-
v-CD e do complexo de inclusio HP-y-CD/TMP, cujas atribui¢des podem ser

observadas na Tabela V.

65 —
55
Q ]
8 50
E: 4
5 ]
3 45 -
£ ]
40 -
35 -
30 -
25 T T T T T T T 1
4000 3000 2000 1000 0
nimero de onda
Figura 26 - Espectro infravermelho do farmaco TMP
——HP-y-CD |
70 —
60 —
(]
T
1]
S 50 —
7]
c
g
£
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20 T T T T T T T T 1
4000 3000 2000 1000 0

niumero de onda

Figura 27 - Espectro infravermelho da HP-y-CD
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| —— HP-y-CD/TMP |
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60—-
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Intensidade
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35
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4000 3000 2000 1000 0
numero de onda

Figura 28 - Espectro infravermelho do complexo de inclusao HP-y-CD/TMP

liofilizado.

——TMP
——— HP—y-CD/TMP
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70
65
60
55 o

50
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Intensidade
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T T T T T T T T
4000 3000 2000 1000 0
nimero de onda

Figura 29 - Espectro infravermelho do TMP comparado com o espectro do

complexo de inclusao HP-y-CD/TMP liofilizado.
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Tabela V: Valores de numero de onda e atribui¢des de bandas nos espectros FTIR

para o sistema HP-y-CD /TMP.

TMP ‘ HP-y-CD

3472 e 3316: V eymsym(H-N-H) 3416: v (O-H)
de NHz

3128: v (C-H) de anel aromatico || 2966 e 2934: v (C-H)

1656-1400: v (C=C) de anel 1370: & (C-H) de CH;

aromatico

1340: 6 (C-H) de CH; 1342: acoplamento 6(C-C-H), 6(C-O-H),
o0(H-C-H)

1130-1100: 6(C-H) (no plano) de 1026: acoplamento v(C-C), 6(O-C-H),

anel aromatico 0(C-C-H), 8 (C-C-0)

798: 6(C-H) (fora do plano) de 948: vibragdes do esqueleto envolvendo

anel aromatico as ligacdes a-1,4

514: 3(C=C) (fora do plano) de 850: acoplamento 6(C-C-H), v(C-0), v(C-

anel aromatico C) de anel aromatico

v: estiramento; 6 = deformacao

O espectro do complexo de inclusdo HP-y-CD/TMP (figura 29) é praticamente
dominado por bandas de HP-y-CD, pois na maioria das regides as bandas da HPyCD
mascaram as do TMP. Resultado este também observado outros trabalhos [6]. Verifica-
se claramente o desaparecimento dos picos do TMP em 798 cm™, 1130 cm™ e 3126 cm
! marcadas pelas setas. Observa-se ainda a diminuicio da intensidade das bandas

indicando que hé intera¢des entre o farmaco e a CD.
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9.3 Analises Térmicas

Os métodos de analise térmica sdo muito utilizados na caracterizacao de
sistemas com mais de um componente, tais quais os complexos de inclusdo. A analise ¢
feita comparando-se os comportamentos térmicos dos componentes isolados e dos
possiveis complexos de inclusdo. As ciclodextrinas sdao caracterizadas como hidratos e
apresentam diferentes quantidades de moléculas de agua, dependendo do seu processo
de preparacao e das condicdes de estocagem. O comportamento das CDs ¢ similar,
apresentando algumas diferengas quanto a quantidade de moléculas de agua, perda de

massa a certas temperaturas e devido ao tipo de degradagdo termal.

9.3.1 Analise Termogravimétrica (TGA)

Na andlise termogravimétrica (TGA), a massa de uma amostra, sob atmosfera de
gas inerte € monitorada continuamente em funcao da temperatura ou do tempo a medida
que a temperatura da amostra aumenta (temperatura essa pré-programada), sendo
obtidas duas curvas (chamadas curvas de TGA) em fun¢do da temperatura: uma delas
relacionada ao percentual da massa (Massa %) e outra a derivada, com relacdo a
temperatura, do percentual da massa (Derivada da Massa %/°C). [6] Esta permite a
determinagdo precisa da temperatura em que ocorre determinada perda de massa da
amostra. A informagao obtida através da TGA ¢ mais limitada do que a obtida por
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), porque na TGA a variagdo de
temperatura deve ser suficientemente elevada para provocar alteracdo na massa da
amostra analisada. Portanto, os métodos termogravimétricos sao mais adequados ao
estudo de sistemas em que o aumento de temperatura acarreta alteracdo na massa do
sistema investigado, como ocorre nas reagdes de decomposicdo e de oxidagdo e em
processos fisicos como vaporizacao, sublimagao e desorc¢ao. [33]

A curva de TGA para o TMP (Figura 30) mostra que sua decomposicao se inicia

em ~ 194°C e termina em = 364°C.
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Figura 30: Curvas de TGA do TMP (---) Perda de Massa (%) versus Temperatura
(°C) e (---) Derivada da Massa (%/°C) versus Temperatura (°C).

A figura 31 mostra uma comparacao das curvas de TGA para o TMP, HP-y-CD
e o complexo, e a figura 32 apresenta a comparagdo das derivadas de perda de massa.
Verifica-se inicialmente uma notavel diferenca entre as curvas de massa e da derivada
de massa do TMP e da HP-y-CD. O pico mostrado na Figura 32 para a HP-y-CD ¢ um
pouco mais larga e ocorre em maiores temperaturas, indicando que com o aumento de
temperatura, a perda de massa ocorre em intervalos de temperatura maiores para a HP-
v-CD, quando comparada ao TMP.

Além disso, a HP-y-CD apresenta dois intervalos de temperatura nos quais
ocorre perda de massa, os quais sdo: o primeiro entre 44°C e 55°C, provavelmente
devido a perda de moléculas de dgua que interagem mais fracamente com os grupos
hidroxila na parte externa da molécula de CD; o segundo e o mais intenso, entre 282°C

¢ 400°C, correspondente a decomposi¢do da amostra.
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Figura 31: Curvas de TGA do TMP; HP-y-CD; Complexo HP-y-CD/TMP obtido

por liofilizacio (a) Massa (%) versus Temperatura (°C).
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Figura 32: Curvas de TGA do TMP; HP-y-CD; Complexo HP-y-CD/TMP

obtido por liofilizacio; Derivada da massa (%/°C) versus Temperatura (°C).
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9.3.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Foram obtidas as curvas calorimétricas de DSC para o TMP, HP-y-CD e para o
complexo obtido pelo método de Liofilizagao, a fim auxiliar a confirmacao da presenca
de um complexo entre este farmaco e a CD. A inclusdo do firmaco na cavidade das
CDs geralmente leva a perda de propriedades macroscopicas, como pontos de fusdo e de
ebulicdo. [33]

Assim, a auséncia do pico endotérmico correspondente a fusdo do farmaco
quando este ¢ misturado com a CD geralmente ¢ tomada como indicativo de formagao
de complexo. A analise geralmente ¢ limitada & comparagdo qualitativa das curvas de
DSC obtidas para as misturas fisicas e as dos complexos.

A curva de DSC obtida para o TMP estd na Figura 33, na qual se observa um

pico endotérmico em 200°C, correspondente a sua temperatura de fuséo.

TMP
0 —
—_ -2 -
G
B ]
S
© -4
&)
() 4
©
2
3 -6 7
L
-8 —
- o -
200°C
-10 : . : . : . : . :
50 100 150 200 250

temperatura °C

Figura 33: Curva de DSC do farmaco TMP.

As curvas de DSC da HP-y-CD e do complexo HP-y-CD/TMP estao nas figuras
34 e 35 respectivamente. A evaporagdo da agua contida na CD ocorre em duas
temperaturas 50 °C e 61°C, indicando que existem moléculas de dgua mais fracamente

ligadas (como agua de cristalizagdo). A curva de DSC para o complexo liofilizado
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mostra que pico de fusdo do TMP ndo ¢ mais observado, indicando que ocorreu
interagcdo entre o farmaco e a CD. Quando o fairmaco ¢ um soélido cristalino “puro”, a
fusdo corresponde a quebra das forgas que mantém o cristal coeso: forcas
intermoleculares farmaco-farmaco. No complexo, cada farmaco esta dentro de uma
cavidade CD. Neste caso as forgas sao totalmente diferentes das descritas anteriormente
e, ndo hd qualquer razdo para o rompimento das forcas farmaco-CD requererem a
mesma energia que no caso farmaco-farmaco. Por isso também ndo faz sentido esperar

o mesmo pico; quando ele ¢ observado, indica que a amostra de complexo estd

contaminada com cristais do fArmaco livre. Essa evidéncia ¢ mostrada na figura 36.
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Figura 34: Curva de DSC da HP-y-CD liofilizada.
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Figura 35: Curva de DSC do complexo HP-y-CD/TMP obtido por Liofilizac¢ao.
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Figura 36: Curvas de DSC do TMP e do complexo HP-y-CD/TMP obtido por

Liofilizacao.
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9.4 Difratometria de Raios-X

Informagdes complementares sobre a estrutura do complexo de inclusdo foram
obtidas por Difratometria de Raio-X das amostras na forma de p6. As Figuras 37, 38 e
39 apresentam os difratogramas de raios-X do TMP, da HP-y-CD e do complexo de
inclusao HP-y-CD/TMP liofilizado.

A formagdo de complexos de inclusdao geralmente resulta em mudancas bem
visiveis nos padrdes de difracdo de raios-X das ciclodextrinas e da molécula hospede,
como a amorfizagdo (reducdo do grau de cristalinidade) dos padrdes de difracdo, o
desaparecimento de picos caracteristicos das ciclodextrinas individuais e, em alguns
casos o aparecimento de novos picos. Essa técnica ¢ uma prova indireta da formacgao de
complexos. [4]

Foi feita a comparagdo entre os difratogramas do complexo liofilizado com os
difratogramas do farmaco e da ciclodextrina. A formagdo dos complexos de inclusdo
HP-y-CD/TMP pode ser confirmada por essa técnica e os difratogramas de Raios-X
estdo listados abaixo. Observa-se que o TMP (figura 37) apresenta estrutura mais
cristalina quando comparada a ciclodextrina e ao complexo. Os picos de difragdo da
HP-y-CD sao relativamente mais largos que os picos do TMP (figura 38). Para o
complexo (figura 39 e 40), verifica-se que os picos de difracdo do TMP desaparecem ou
ocorrem grandes reducdes da sua intensidade. Cabe aqui ressaltar que a liofilizagao
tende a gerar s6lidos ndo-cristalinos, pois nela congela-se a solugao e sublima-se o
solvente. Logo, o soluto (congelado nesta forma) ndo pode sofrer as difusdes e
reorientacdes necessarias a formacdo do cristal. Alguns picos que sdo observados se
devem ao soluto que precipita durante o resfriamento da solucao até seu congelamento,

uma vez que a solubilidade diminui com a diminui¢ao da temperatura.
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Figura 39: Difratogramas de Raios-X do complexo HP-y-CD/TMP obtido por
Liofilizacao.
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Figura 40: Difratogramas de Raios-X do TMP e do complexo de inclusao
HP-y-CD/TMP obtido por Liofilizacao.
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9.5 Espectroscopia RMN 'H

A espectroscopia RMN 'H foi utilizada para a caracterizagio do modo de
inclusdo, considerando-se que as medidas bidimensionais do tipo ROESY e/ou NOESY
sdo consideradas como evidéncias diretas da presenca de um complexo de inclusdo.
Inicialmente foram obtidos os espectros unidimensionais para a atribui¢do dos sinais das
espécies individuais. No espectro do TMP (figura 41) (obtido neste trabalho em
CDs;0D) temos sinais que estdo de acordo com a literatura (obtido em DMSO-d6),
mostrados abaixo do espectro.

Aroniva direetoTyt
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{C1HgH CHy G——CH, (F1
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Hiar (B1 0——CHg (E?
Assign. Shift (ppm)
3; T.52%
B 6.559
C *1 6.14
T *1 5.78
E 3.725
F 3.820
G 3.533

Figura 41: Espectro "H RMN unidimensinal do TMP. [42]
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Com relacdo ao espectro da HP-y-CD, os sinais podem ser atribuidos com
seguranga satisfatoria tomando-se como base o espectro da HP-B-CD, estudada mais
amplamente.[47] Os sinais observados sao referentes aos hidrogénios das unidades

glicopiranose, que formam a estrutura basica da ciclodextrina:

Para estes sinais, os valores de deslocamento obtidos neste trabalho (figura 42)
foram: H1: 5,182 ppm, H2: 3,484 ppm, H3: 3,866 ppm, H4: 3,574 ppm, H5: 3,785 ppm
e H5: 3,768 ppm, o que esta de acordo com dados prévios da literatura para a HPB-CD
[49].

Archive directory:
Bample dizactexzy:

3. TER
3.718
1.00%
0.937

o

Pules Sequence: apul
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3. BE6
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€T
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5.162
4. 66T
1.041

A )

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 zZ.5 Z.0 1.5 1.0 PPm

Figura 42: Espectro "H RMN unidimensinal do HP-y-CD

No espectro do complexo (figura 43), observam-se simultaneamente sinais do
hospedeiro e do convidado, mostrando que a amostra de complexo apresenta ambas as

espécies. Geralmente, deslocamentos dos sinais da ciclodextrina podem ser
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interpretados como causados por interagdes envolvidas na formacdo do complexo,
porém, no presente caso, sobreposicdes na regido de 3-4 ppm dificultam uma discussao

segura.

Archive divactory:
Bample diractory:

Pulsa Sequenca: sZpul

o N

8 7 5 5 4 3 2 1 -0 ppm

Figura 43: Espectro "H RMN unidimensinal do Complexo HP-y-CD/TMP

liofilizado

Para uma evidéncia direta e uma caracterizacdo mais detalhada do modo de
inclusdo do convidado na cavidade da ciclodextrina, os espectros bidimensionais do tipo
ROESY, que apresentam correlages do tipo 'H-'H, sio considerados mais adequados
[49]. Nestes, de um modo geral, pode-se identificar nucleos de hidrogénio situados a
uma distancia menor de 0,4 nm entre si, por meio dos sinais fora da diagonal. Deste
modo, caso haja picos cruzados no espectro do complexo entre hidrogénios do farmaco
e os hidrogénios do interior da cavidade da CD, podemos concluir que o foirmaco esta
incluido na cavidade, propondo inclusive qual grupamento se encontra encapsulado. Os
sinais mais relevantes para o estudo de processos de inclusdao sdao os de H3 e HS5 que,
pela conformacao da molécula, ficam orientados para o interior da cavidade. O espectro
ROESY do complexo mostra sinais fora da diagonal entre picos dos hidrogénios do anel
metoxi do TMP (em 6,532 ppm) e protons da ciclodextrina, como pode ser observado
na regido destacada na figura 44. Uma ampliacdo desta regido, figura 45, permite uma

analise mais detalhada.



55

7 6 5 4 3 2 1

F1 (ppm)

Figura 44: Espectro ROESY "H RMN do Complexo HP-y-CD/TMP

Podemos observar correlagdes dos protons da cavidade, tanto H3 (proximo a
borda secundaria, com abertura maior) quanto H5 (proximo a borda primaria, com
abertura menor), sendo mais aparentemente mais pronunciados para H3. Estas
observacdes sugerem a entrada do TMP na cavidade através de seu grupo metoxi pela
borda secundaria. Estas proposi¢des estdo sendo submetidas a confirmagdo por

modelagem molecular com métodos computacionais semiempiricos.



(ppm) |

b.40

T Ofb g

4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2

F1 (ppm)

Figura 45: Ampliacio da regidio demarcada na figura 44.
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10. CONCLUSOES

O estudo preliminar das caracteristicas do farmaco TMP mostrou de forma
enriquecedora que o mesmo apresenta uma baixa solubilidade em 4gua e um espectro de
absorc¢do Optica com uma banda centrada em torno de 275 nm (meio neutro e acido),
deslocada para 287,5 nm em meio basico;

Os coeficientes de absortividades molares estao centrados em valores tipicos das
transicdes de baixa energia do tipo m—mn*. Verificou-se também que o TMP possui um
unico valor de pK,;

O método de suspensdo foi eficiente para a preparacdo dos complexos de
inclusaio HP-y-CD/TMP com estequiometria 1:1 para o complexo e constantes de
estabilidade indicativas de interagdes relativamente fortes;

Através de encapsulamento com HP-y-CD, foi possivel aumentar a solubilidade
aquosa do TMP, sendo este aumento da solubilidade crescente em funcdo da
concentra¢do de HP-y-CD a temperaturas abaixo de 25°C;

Verificou-se ainda que o aumento da solubilidade do TMP foi crescente em
funcdo da concentragdo de HP-y-CD em meio tamponado, € que a constante de
associacao foi crescente com a diminui¢do do pH;

O grafico obtido aplicando o método das variacdes continuas (Job’s Plot)
demonstrou que a estequiometria do complexo HP-y-CD/TMP ¢ de 1:1;

Verificou-se mudangas no espectro de UV e no espectro Fluorimétrico,
indicando a formagao do complexo;

Na andlise por IV, observou-se a diminuicdo da intensidade das bandas do
complexo HP-y-CD/TMP indicando que h4 alguma intera¢do entre o hdspede e o
hospedeiro e verificou-se ainda que alguns picos oriundos do espectro do TMP sumiram
quando em comparacdo com o espectro do complexo, indicando mais uma vez a
interagdo das espécies;

De acordo com estudos do comportamento térmico, pode-se afirmar que o
farmaco na forma complexada em HP-y-CD apresentou maior estabilidade térmica do
que em suas formas cristalinas, além de um comportamento consistente com a formagao
de uma espécie quimica distinta;

As andlises dos difratogramas obtidas mostraram perda do padrio de

ordenamento do cristal de TMP quando comparado ao difratograma do complexo;
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Na espectroscopia de RMN, os resultados foram bem coerentes, os quais
demonstraram a inclusdo do TMP na cavidade da HP-y-CD;

Os resultados da caracterizacao do sistema HP-y-CD/TMP mostraram evidéncias
de inclusao na cavidade do hospedeiro;

A HP-y-CD pode ser utilizada para aumentar a solubilidade do farmaco TMP,

com o intuito de diminuir os efeitos adversos de sua administragao.
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