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RESUMO

As micelas sdo sistemas termodinamicamente estaveis, formadas apds
atingirem uma concentracdo minima de tensoativo na solucéo, que € chamada
de concentragdo micelar critica (CMC). Ja os tensoativos sdo substancias
anfifilicas, ou seja, possuem uma regido polar (cabeca) e outra apolar (cauda)
bem definidas na estrutura molecular, sendo o tween 80 o tensoativo escolhido
para este trabalho. A CMC deste tensoativo foi encontrada por meio da
espectroscopia no ultravioleta-visivel, por meio da absorbadncia de uma
molécula sonda que, neste trabalho, foi o ibuprofeno. O valor da CMC esta
entre 1.10% e 2.10* mM. As micelas apresentam um grande potencial na
solubilizacao de farmacos pouco soluveis em solugdo aquosa que estdo sendo
reutilizados para diversos fins, diferentes dos atuais, além de aproveitar drogas
que anteriormente foram abandonadas devido a sua falta de solubilidade, por
exemplo, no plasma sanguineo, com isso, conseguem aumentar a
biodisponibilidade dos mesmos no organismo, podendo funcionar como
nanoreservatorios de farmacos minimizando, desse modo, os efeitos colaterais
destes, além de ajudar no direcionamento correto em que essas drogas
deverao ser descarregadas. Diante de tal relevancia, este trabalho propde-se a
entender como e onde ocorre a interagao das micelas formadas por tween 80
com os farmacos, variando o pH e as concentragdes destes. Os farmacos
utilizados neste trabalho foram o carisoprodol, o ibuprofeno e o ibuprofeno
sédico, uma vez que apresentam caracteristicas distintas em relacdo a
distribuicdo de polaridade molecular. A técnica utilizada para realizar essas
analises foi a de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), por meio da
qual é possivel analisar mudancas de formas e tamanhos da ordem
nanométrica. A partir das observagdes experimentais, foi possivel dizer que
para ocorrer interagcdo mais efetiva entre as micelas e os farmacos é
necessario que estes tenham uma regido apolar bem definida e expressiva, em
termos de volume, em alguma regido da molécula, tendo em vista que o
carisoprodol ndo alterou as curvas de SAXS das micelas, quando estava
presente na solugdo. J4 o ibuprofeno e o ibuprofeno sodico conseguiram
causar mudancas significativas nas curvas de SAXS, seja em termos de
deslocamento para baixo ou alto angulo ou efeitos de interferéncias atrativas



ou repulsivas nas micelas. O modelamento das curvas de SAXS revelou as
geometrias adquiridas pelas micelas, que em pH 4 e pH 7 alternava-se entre
um nucleo e uma casca cilindrica com seg¢ao transversal eliptica ou circular a
depender do farmaco ou de sua concentragdo e em pH 9, a Unica secéo
transversal apresentada foi a geometria eliptica. O tamanho do cilindro interno
das micelas em pH 4 sem farmaco foi de 33,9 A, passando para 43,4 A com 30
mM de ibuprofeno e 53,7 A com 30 mM de ibuprofeno sédico. JAem pH 7 e 9
houve pouca alteragdo nesses comprimentos. Foi feito também um estudo
teérico para melhor compreender a interacdo micela-farmaco e, para isso,
foram obtidos as cargas atémicas, o raio apolar e polar, além da otimizacao
das estruturas das substancias utilizadas neste trabalho. O tween 80 foi
otimizado pelo método semi-empirico PM3 (Parametric Method Number 3), ao
passo que tanto o carisoprodol quanto o ibuprofeno foram otimizados pelo
método ab initio DFT (Teoria do Funcional de Densidade).

Palavras-chave: Tensoativo. Micela. Farmacos. SAXS. Interacéo.



ABSTRACT

Micelles are thermodynamically stable systems, formed after reaching a
minimum concentration of surfactant in the solution, and is called the critical
micellar concentration (CMC). The tensoactives are amphiphilic substances,
that is, they have a polar region (head) and another apolar (tail) well defined in
the molecular structure, being the tensoactive tween 80 chosen for this work.
The CMC of this surfactant was found by ultraviolet-visible spectroscopy,
through the absorption of a probe molecule that was ibuprofen at work. The
CMC value is between 1.10* and 2.10* mM. Micelles have a great potential in
the solubilization of poorly soluble drugs in aqueous solution that are being
reused for different purposes than the current ones, besides taking drugs that
have previously been abandoned due to their lack of solubility, for example in
blood plasma, with we can increase the bioavailability of the same in the body,
and can function as nanoreservatories of drugs thus minimizing the side effects
of these, and help in the correct direction in which these drugs are discharged.
Given this relevance, this work aims to understand how and where the
interaction of the tween-80 formed micelles with the drugs, varying the pH and
the concentrations of these. The drugs used in this study were carisoprodol,
ibuprofen and sodium ibuprofen, since they have different characteristics in
relation to the molecular polarity distribution. The technique used to perform
these analyzes was the low angle X-ray scattering (SAXS), through which it is
possible to analyze changes of shapes and sizes of the nanometric order. From
the experimental observations, it was possible to say that for more effective
interaction between the micelles and the drugs, it is necessary that they have a
well defined and expressive apolar region, in terms of volume, in some region of
the molecule, since the carisoprodol did not alter the SAXS curves of the
micelles when it was present in the solution. Ibuprofen and sodium ibuprofen
were able to cause significant changes in the SAXS curves, either in terms of
low or high angle displacement or effects of attractive or repulsive interferences
on the micelles. The modeling of the SAXS curves revealed the geometries
acquired by the micelles, which at pH 4 and pH 7 alternated between a core
and a cylindrical shell with an elliptical or circular cross-section depending on
the drug or its concentration and at pH 9, The only cross section presented was



elliptical geometry. The internal cylinder size of pH 4 micelles without drug was
33.9 A, increasing to 43.4 A with 30 mM ibuprofen and 53.7 A with 30 mM
ibuprofen sodium. At pH 7 and 9, there was little change in these lengths. A
theoretical study was also carried out to better understand the micelle-drug
interaction and, for this, the atomic charges, the polar and polar light, and the
optimization of the structures of the substances used in this work were
obtained. Tween 80 was optimized by the semi-empirical method PM3
(Parametric Method Number 3), while both carisoprodol and ibuprofen were
optimized by the ab initio DFT (Density Functional Theory) method.

Keywords: Surfactant. Micelle. Drugs. SAXS. Interaction.
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1. INTRODUCAO

Os tensoativos recebem este nome por possuirem a capacidade de reduzir
a tensao superficial da agua, sao moléculas anfifilicas devido a existéncia de
duas regides com polaridades distintas, na mesma estrutura, sendo uma regiao
polar e hidrofilica e outra regidao apolar e lipofilica [1]. Em solu¢do aquosa,
esses tensoativos podem agregar-se em estruturas chamadas micelas, cujo
interior desses agregados é lipofilico e a parte externa é hidrofilica. J& em
solucdo oleosa, agregam-se nas chamadas micelas reversas, nas quais a
regido polar estard direcionada para o seu interior e na camada externa a
regido lipofilica [2]. E gracas a essa versatilidade que as micelas sédo
amplamente utilizadas em varios ramos da industria como o alimenticio [3], o
farmacéutico [4], em Oleos para automoveis, sabdes [5], detergentes, emulsdes
[6], microemulsdes [7], nanocarregadores [8], entre outros.

Atualmente, existem varios farmacos que necessitam melhorar a
biodisponibilidade diante da baixa solubilidade em meio aquoso [9]. As micelas
podem auxiliar no aumento da solubilidade, melhorar a biodisponibilidade,
funcionar como nanocarregadores seletivos em determinados alvos e ainda,
como sistema de liberacao controlada de farmacos, minimizando os efeitos

colaterais indesejaveis [8, 10, 11].

Neste contexto, faz-se necessario compreender melhor como ocorre a
dindmica de formacgao e os mecanismos de interagdo entre os farmacos e as
micelas. A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) é uma
ferramenta muito Util de investigacdo estrutural destes sistemas, o que
possibilita a obtengcédo de informacdes sobre as propriedades fisicas tais como
tamanho (raio de giro, didametro maximo), forma e estrutura interna. Neste
trabalho, realizamos um estudo sistematico (variacao de pH e concentragcao de
farmaco) com o objetivo de entender os mecanismos de interacdo da micela
com farmacos. Para compreensdo do mecanismo de formacdo e interagéao
micelar, fizemos um estudo tedrico a partir da modelagem molecular do
tensoativo com o método semiempirico PM3 (Parametric Method Number 3) e
para os farmacos, utilizamos a teoria do funcional de densidade (DFT), para



determinar a configuracdo espacial das particulas, distancias intramoleculares
e os vetores dipolos das moléculas, que serédo descritas neste trabalho.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tensoativos

A formacado das micelas depende fortemente da concentragdo no meio, do
tamanho e da estrutura da molécula de tensoativo [12]. Existem varios
tensoativos com diferencas significativas em suas estruturas, porém ha um
principio basico em todos eles; a distincdo de polaridades intramoleculares
(Figura 1). Existem diversos tipos de tensoativos catibnicos, aniénicos e nao
ibnicos disponiveis comercialmente [13] que produzirdo micelas distintas e
ainda ha a possibilidade de misturarmos diferentes tensoativos para melhorar
alguma propriedade desejada como, por exemplo, a solubilizacdo de uma
determinada substancia em solugao [14].

A presenca de sais inorganicos e de pequenas moléculas como alcoois de
cadeia curta e acgucares foram relatados anteriormente como fatores que
podem também influenciar na formacao micelar [15, 16] como, por exemplo, o
trabalho [17] que realizou um estudo cinético das mudangas ocorridas pelas
micelas ao adicionar concentragdes diferentes de cloreto de sédio, no qual foi
verificado que em baixas concentracdes deste sal houve um alongamento das
micelas e a medida que a concentracao do sal crescia, as micelas ligavam-se

em uma estrutura extensa e estreita, semelhante a de uma minhoca.



Figura 1: Modelo de tensoativo, em que a elipse em azul representa a regiao
da cabeca polar e o hidrocarboneto a cauda apolar.

Cabega polar

Substancia anfifilica
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A cabeca polar pode conter um ou mais grupos funcionais que realizam
ligagbes intermoleculares dipolo-dipolo ou ligagbes de hidrogénio como
sulfatos, carboxilatos e amidas, por exemplo. E a cauda apolar apresentada é,
normalmente, constituida da funcao hidrocarboneto, que pode ser linear ou
ramificada, saturada ou insaturada.

O tensoativo utilizado neste trabalho foi o monooleato de sorbitano
etoxilado, conhecido também como Tween® 80, o qual é classificado como um
tensoativo nao iénico, possui uma cadeia apolar de 17 carbonos com uma
ligacdo dupla nesta regido e a transi¢cdo entre a regiao polar e apolar é feita por
meio de uma funcéo éster. A parte polar é basicamente constituida pela funcéo
éter e hidroxilas nas extremidades. Sua representacdo estrutural esta
representada na Figura 2.

Figura 2: Representacao molecular do tween 80, sendo a+n+t+y=20
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2.2, Tipos de tensoativos

Uma molécula de tensoativo (Surface Active Agent ou agente ativo em
uma superficie) pode ser classificada de acordo com a carga na molécula. O
tensoativo anidénico apresenta uma carga negativa na cabeca polar, e este tipo



de tensoativo é muito utilizado na producdo de detergentes, devido ao seu
baixo custo de produgcédo. Ha também tensoativo catibnico, que apresenta uma
carga positiva, a qual, normalmente, esta sobre o atomo de nitrogénio, este
ultimo tipo de tensoativo é utilizado como condicionadores para cabelo e como
agente anticorrosivo em aco [18]. Um terceiro tipo de tensoativo sao os
zwiteridnicos, que apresentam um dipolo interno, porém, séo eletricamente

neutos, e um quarto tipo sédo os tensoativos nao iénicos, como o tween 80.

2.3. Formacao de Micelas

O termo micela (do latim: pequeno agregado) foi utilizado inicialmente
por J.W. McBain, em 1913, que descreveu a formagao de agregados coloidais
por sabdes e detergentes. Hoje, ainda € usado para descrever outros
fenbmenos em biologia e quimica coloidal [19, 20].

As micelas sdo estruturas nanométricas formadas por agregados de
tensoativos em solucdo e podem apresentar diversas formas (elipsoidais,
cilindricas, esféricas, etc) e tamanhos [21]. Para formarem tais sistemas,
dependem diretamente de caracteristicas estruturais do tensoativo que deu
origem, tais como tamanho das regides polares e apolares e se apresentam
caracter idnico ou nao ibnico [19]. Estas micelas formam-se ap6s uma
determinada concentragdo minima de tensoativo, denominada concentracao
micelar critica (CMC) [24].

A CMC pode ser obtida por diversas técnicas como condutimetria,
viscosimetria, calorimetria e tensiometria [22,23], sendo que todos esses
dependem de alguma variagdo fisica direta da solu¢cdo. Neste trabalho,
utiizamos a técnica de absor¢cdo da radiacdo eletromagnética pelo
comprimento de onda na regiao do ultravioleta e visivel (UV-vis) por moléculas
sondas, a qual é considerada uma técnica de determinacao indireta, tendo em
vista que utiliza uma molécula sonda, que deve possuir caracteristicas como
baixa solubilidade em &gua (para que a concentracdo ndo seja elevada e
desvie da lei de Beer-Lambert) e absor¢cdo da radiacdo eletromagnética
(capacidade de realizar transicoes eletrénicas) no intervalo de 200 a 800 nm
[24] e sera descrito no item 3.2.



2.4. Micelas como Sistema de Solubilizacao de Farmacos

As micelas apresentam um grande potencial na solubilizagdo de
farmacos pouco soluveis em solucdo aquosa e, com isso, conseguem

aumentar a sua biodisponibilidade no organismo [9].

Nesse sentido, além dos tensoativos ja disponiveis no mercado,
podemos encontrar também copolimeros que sdo sintetizados com o objetivo
de funcionar como micelas, ou seja, com caracteristicas anfifilicas e que podem
funcionar como nanoreservatérios de farmacos [25], permitindo a diminuicao
dos efeitos colaterais devido a possibilidade de liberacao controlada dentro da
faixa terapéutica. Os farmacos nanocarregados tém, assim, a sua

biodisponibilidade ampliada e a dose torna-se mais eficaz [25,3].

Podemos citar como exemplo o trabalho de Cabral et al, que prepararam
agregados formados por copolimeros, em que o nucleo da micela era formado
por poliaminoacido de caracteristica apolar ligada ao polietileno glicol (casca), o
que confere uma barreira de acesso ao farmaco (localizado no nucleo da
micela) da acdo de macréfagos e da interacao de proteinas e células contidas
no plasma sanguineo e, assim, prolongar a sua permanéncia por mais tempo
[26].

2.5. Farmacos

Os farmacos utilizados neste trabalho, com o objetivo de investigar a
interacdo com as micelas, foram o ibuprofeno, o carisoprodol e o ibuprofeno
sédico.

O carisoprodol (N-isopropil-2-metil-2-propil-1,3-propanodioldicarbamato)
€ um farmaco utilizado como relaxante muscular de acao central [27, 28],
aplicado no tratamento dos espasmos musculares agudos associados a
desordem craniomandibular, lombalgia e ciatica [29]. Possui efeito antipirético e
anticolinérgico  (substdncias que inibbem a acdo da acetilcolina,
neurotransmissor), incluindo a sedagao, confusdo e perda de equilibrio [30]. A
solubilidade em agua do carisoprodol é de 0,3 mg/mL a 25 °C e aumenta para
1,4 mg/mL a 50 °C, ndo sendo alterado pelo suco gastrico intestinal. A partir da



Figura 4, podemos observar que ao longo de toda a estrutura da molécula de
carisoprodol é possivel ver grupos de carater polar como as fungdées amida e
éster e suas respectivas cargas parciais, ndo possuindo uma regido claramente
apolar, com excecao das ramificacoes metil e propil existentes no centro da

molécula.

Figura 4: Molécula de carisoprodol em sua configuragdo mais estavel (a
esquerda) e sua estrutura de ressonancia (a direita).

CH; o 0 5 0 CH,

" “‘Eﬁgj@o S%LQ /k "

+

0 CHy -« s N
CH, ’ 6|
H

Ir—=

CH, CH,

Ja o ibuprofeno (acido 2-(4-isobutilfenil) propanoico) € um farmaco que
se enquadra no grupo dos anti-inflamatérios nao esteroides e também
apresenta efeito analgésico e antipirético [31].

Em 2014, H. Endo et al [32] mostraram que a utilizacdo do ibuprofeno
com o quimioterdpico cisplatina potencializou a indu¢cdo da morte de células
cancerigenas do pulméo do tipo adenocarcinoma in vitro, tornando-0 um
promissor agente terapéutico, uma vez que permitiu a redugdo das doses de
cisplatina e a redugéo da resisténcia ao tratamento com este quimioterapico.

O ibuprofeno foi testado para reduzir os niveis de proteinas HSP 70
(“heat shock proteins”) que sao produzidas no organismo a partir de estimulos
como estresse ambiental (elevacdo de temperatura) [33]. A HSP 70 pode
apresentar um carater protetivo em células, entretanto, se estas forem
cancerosas, a proteina contribuira na formacao de tumores e dificultara a sua
destruicdo. Os testes com o ibuprofeno in vitro mostraram que tal substancia
reduziu os niveis dessas proteinas protetoras e possibilitou a potencializacao
dos efeitos da cisplatina contra o céancer de pulmdo, uma vez que a
combinacdo destes farmacos, em baixas concentragdes, provocou um
apoptose mitocondrial (via de morte celular induzida a partir da ativagado da
enzima caspase, que degrada o DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas).



Outro uso promissor do ibuprofeno é no combate as infecgbes fungicas,
em que foi testado contra o Cryptococus neoformans e o Cryptococcus gattii. O
ibuprofeno potencializou a capacidade das células imunitarias em fagocitar
células cryptocécicas, agindo em sinergia com os farmacos que ja sao
utilizados no tratamento: fluconazol e anfotericina B [34], mas que possuem
semivida plasmatica curta e apresentam efeitos colaterais com o uso
prolongado, tais como danos gastrointestinais e aumento do risco de acidente
vascular cerebral [31].

Quanto a solubilidade, o ibuprofeno € pouco soluvel em agua. Yazdanian
et al [35] relataram um valor de solubilidade de 11 mM (2,3 mg / mL) e 20 mM
em uma solugdo com tampao fosfato com pH 7,4, e pKa igual a 4,8. Desta
forma, a necessidade de criar um meio de aumentar a sua solubilidade em
agua, possibilitando aumentar a sua biodisponibilidade e, ao mesmo tempo,
promover uma liberagdo controlada com efeitos colaterais reduzidos torna-se
relevante.

Observa-se a partir da Figura 5 que o ibuprofeno possui uma regiao
polar, (em azul), relacionada a fungédo acido carboxilico e uma grande area
apolar (iniciando a partir do carbono a a carbonila), 0 que leva a uma baixa

solubilidade em agua.

Figura 5: O ibuprofeno em sua estrutura mais estavel (a esquerda) e a
estrutura de ressonéancia do ibuprofeno (a direita).
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O ibuprofeno sédico é uma forma nova e mais solluvel do ibuprofeno,
possuindo as mesmas caracteristicas farmacolédgicas estudadas até o presente
momento [36]. Apresenta um carater polar mais acentuado, classificando-se
como um sal organico (Figura 6).



Figura 6: Representacao do ibuprofeno sédico (a esquerda) e da sua estrutura
de ressonancia (a direita).
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2.6. Reutilizacao de drogas conhecidas para novos fins

A producéo de novas drogas € constituida de grandes desafios, seja em
parte devido ao proprio processo de sintese, que muitas vezes torna-se inviavel
devido ao aumento dos custos provenientes do baixo rendimento das reacoes,
seja pela toxidade da nova droga, considerando que altos niveis de toxidade ou
de efeitos colaterais favorecem o descarte e perdas de tempo e dinheiro. No
caso em que a nova droga consiga ser sintetizada a um custo relativamente
baixo e a toxidade seja aceitavel, deve o novo farmaco ser submetido a testes
de acdo sobre o alvo previamente pretendido. Ndo havendo resultado
satisfatorio, o novo farmaco corre o risco de ser abandonado e todos os
esforgos perdidos [37].

Nesse sentido, surgiu a ideia do “repurposing” (Figura 7), que nada mais
€ que a reutilizacdo de drogas que estavam descartadas devido ao seu
fracasso inicial em combater determinada enfermidade descrita em seus
projetos originais e a reutilizacdo de drogas que ja estdo disponiveis no
mercado com outros fins, como € o caso do ibuprofeno.

As grandes vantagens de reutilizar as drogas ja existentes sao:

a) possuir rotas sintéticas satisfatérias em termos de produtividade e,
consequentemente, de custos;

b) a existéncia de um estudo relativo a sua toxidade ou efeitos
colaterais; ou seja, a droga sera testada somente quanto ao seu uso para
determinado fim, o que reduz bastante os riscos de resultados negativos, além
do rapido desenvolvimento para a cura de varias doencas

c) reducgdo dos custos



Figura 7: Esquema de representacao da rota de sintese de novas drogas e da

sua reutilizagao para outros fins.
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3. Caracterizacao dos Sistemas Micelares
3.1. Espalhamento de raios X a Baixo Angulo (SAXS)

3.1.1. Fundamentos do SAXS

A investigacao da interacdo dos farmacos com as micelas foi realizada
por meio da técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), cujo
esquema € apresentado na Figura 8. As medidas foram realizadas no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), localizado em Campinas-SP.

Este produz ondas eletromagnéticas de comprimentos que vao do
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infravermelho até os raios X. S&o utilizados monocromadores para selecionar o
comprimento de onda desejado e colimadores, para a obtengdo do feixe de

radiacao eletromagnética o mais paralelo possivel. Vale ressaltar que todo o

sistema esta sobre vacuo.

Na analise feita por SAXS, podemos medir amostras tanto na fase

liquida quanto na sélida e o comprimento de onda utilizado varia de 1 a 2 A.

Figura 8: Esquema de representagdo da linha de SAXS. Fonte: Barbosa

(2008) [21].
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" Beam stopper
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Os elétrons sdo particulas muito sensiveis a campos elétricos e

magnéticos, ao serem expostos aos raios X (campo elétrico incidente), esses
-
elétrons sdo submetidos a uma forga (F):
- —_—
F = eEycos2nwt (1)
Em que e é a carga elétrica, E, € o campo elétrico e w é a frequéncia da

radiacao.
Como,

=3 =

=L = e cos2nwt (2)
m m

Q

Com a acgao desse campo, o elétron é acelerado e torna-se uma fonte
esférica de ondas eletromagnéticas de frequéncia equivalente a radiacao
originaria da perturbacao (espalhamento elastico). A amplitude da onda

secundaria (espalhada) por um elétron (A,) pode ser escrita da seguinte forma:
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eZ
Ae = 4TEGC2M 3)

Em que ¢, é a constante dielétrica do vacuo, c é a velocidade da luz, m é
massa do elétron e e é a sua carga. E importante ressaltar que a contribuicdo
da amplitude de espalhamento deve-se somente ao elétron, pois mesmo o
nucleo tendo carga (pode sofrer acdo de um campo eletromagnético), € muito
mais pesado e o seu sinal torna-se desprezivel, ja que a amplitude de
espalhamento é inversamente proporcional a massa, como comprovado por
meio da equacéo 3.

Diante da impossibilidade de determinar a posi¢cao exata do elétron pelo
principio da incerteza de Heisenberg, e do grande numero de elétrons que
possa existir nas moléculas ou em seus agregados, o conceito de densidade
(numero de elétrons por unidade de volume eletrénico) é adotado [38].

Para efeito de ilustracdo, a Figura 9 (A) representa uma particula néo
simétrica que possui dois centros de espalhamento (elétrons), os quais estéo
distantes por um comprimento r. Eles s&o atingidos por uma radiacéao

monocromatica e paralela e apresentam espalhamento elastico e coerente.

Figura 9: Representacdo do SAXS por um par de elétrons. Fonte: Neto (2008)
[39].

(A) (B)

Os feixes incidentes e espalhados sao, respectivamente, representados

por By e By na Figura 9 (B). E importante salientarmos que existe também uma
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diferenca de caminho 6ptico (A¢g), que pode ser representado como a soma AB
+ BC que gera uma diferenca de fase:
_ 2n(AB + BC)
a A

(4)

Sendo 1 o comprimento de onda da radiacao eletromagnética, a onda
secundaria (espalhada) que sera registrada € convenientemente utilizada como
nimero complexo e?. A amplitude de espalhamento pode ser apresentada da

seguinte forma:

A(G) = [Acp(PetdV (5)

Podemos ainda observar na Figura 9 que a diferenca de caminho esta
, IR , 2m :
somente relacionada com os vetores v e q e a fase ¢ € — vezes a diferenca

entre o caminho 6tico de referéncia e algum ponto arbitrario:
Ap = —7.q (6)

Por causa do grande numero de elétrons, a equacdo 6 pode ser

reescrita da seguinte maneira:

A@) = [ Aep(Pe~TadV (7)

Assim, a amplitude de espalhamento depende da densidade eletronica
p(r) em uma determinada regiéo delimitada por uma distancia 7 e dV para o

volume nessa mesma posicao.

Ainda na Figura 9 (B), podemos perceber que o vetor espalhamento (q)

é perpendicular a bissetriz entre 0 angulo incidente e o espalhado:

4msenf
q=—"7" (8)

Regides que possuem densidades eletrbnicas distintas seréao
importantes para a formacdo de um contraste como é o caso de sistemas

micelares.

Ap = Pparticula — Pmeio = CONtraste (9)
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E relevante destacar que se a densidade eletronica do solvente for igual
ou muito proxima a da particula a ser analisada, ndo havera distingao do feixe
espalhado e ndo sera possivel determinar tal estrutura da particula de interesse
[38].

O SAXS teve origem ap6s a difracdo de raios X, a qual surgiu
inicialmente devido as distancias entre os planos da amostra existentes na
estrutura cristalina e organizada (rede de difracdo) serem da mesma ordem de
grandeza dos raios X [40]. Com o passar do tempo, a técnica foi utilizada para
estruturas mais desorganizadas e com falhas (buracos) como € o caso de
alguns minerais e complexos moleculares como polimeros e proteinas, nas
quais ha aumento da distancia entre os centros de espalhamento e com um

relativo nivel de desorganizacao e inomogéneidade [40].

Para entender como essa mudanca foi possivel, inicialmente a equacgao

10 que representa a lei de Bragg deve ser observada:
nA=2dsen6 (10)

Na equacgdo 10, n é o nimero de fases que normalmente vale 1, A é o
comprimento de onda que € constante. Desse modo, quanto maior for a
distancia entre os centros espalhadores d, menor sera o angulo 6, conforme a
equacao 10. Para pequenos angulos é possivel medir distancias da ordem de 1
a 100 nm [40]. A escolha para o baixo angulo deve-se as diferencas de fases
que existem em angulos maiores, 0 que resultaria em maiores numeros de

interferéncias destrutivas. Portanto, o espalhamento maximo que pode ser

observado surgira quando 26 tender a zero [38].

O SAXS é, entdo, uma poderosa técnica nao destrutiva de andlise de
tamanho, forma, massa molecular e interacdo entre particulas que possuem
dimensdes de ordem coloidal (dezenas ou centenas de A) [38]. Em qualquer
processo de espalhamento, ocorre a existéncia de uma lei de reciprocidade,
que é dada pela relacao inversa entre o tamanho da particula e o angulo de
espalhamento, isto €, quanto maior for o diametro da particula, menor sera o

angulo espalhado [38] como mostra a Figura 10.
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No caso do SAXS, a lei de reciprocidade torna-se valida devido ao
espalhamento elastico, pois como a energia de um féton de raios X é muito
grande se comparada a ligacdo de um atomo, todos os elétrons comportam-se
como se fossem livres [39] e acabam procedendo como ja foi descrito no inicio
deste capitulo. No entanto, ha também a existéncia de muitos atomos pesados,
que podem absorver essa radiagdao para realizar transi¢cdes eletrénicas
podendo gerar a fluorescéncia de raios X, o que interfere na medida. Essa
técnica possui limites, porque se a particula espalhadora for muito grande, o
vetor espalhamento torna-se tdo pequeno que fica impossivel distingui-lo do
feixe transmitido. Ja se a particula for muito pequena, a intensidade do sinal da
onda espalhada torna-se bem reduzida, devido as interferéncias destrutivas
durante o percurso do caminho O6ptico até o detector, o que impossibilita o
registro dos fétons.

Figura 10: Lei de reciprocidade em que: A) pequenas distancias nos centros de
espalhamento produzem grandes valores de ¢, B) grandes distancias
produzem pequenos valores do vetor espalhamento e C) curvas geradas a
partir de particulas que possuem a mesma densidade eletrénica. Fonte: Neto
(2008) [39].

A) B)
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»
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Outro fato bastante importante sobre o SAXS é que se a
inomogeneidade de densidade eletrénica da particula for muito pequena em
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relagdo ao seu tamanho, pode-se considerar que a densidade eletrénica
interna sera uma constante, pois néo resultara diferenca nas curvas de SAXS.
Mas, se um aumento for observado na intensidade de espalhamento de uma
particula na regido de maiores angulos no grafico (menores distancias), é
possivel atribuir a formagéo de “buracos” no interior destas particulas.

A intensidade de espalhamento, I (§), que sera registrada no detector é

proporcional ao quadrado da amplitude de espalhamento A(q), segue:
1(g) < A(q).A(q) (11)
Em que A(q)* é o complexo conjugado de A(G). A transformada

inversa de Fourier de A(q) fornece o p(7), que é por natureza um valor real e

positivo, porém nao é possivel obter a fase. No entanto, podemos substituir a
equacao 7 na 11 [40] e obter:

1@ = [f dVidV,p()p(F5)e 10T (12)

Considerando um sistema diluido, tem-se que o espalhamento depende
somente da forma da particula, ou melhor, da média da forma das particulas
espalhadoras. Nesse sentido, a equacao 12 depende apenas dos pares de

distancias relativas da prépria particula, podendo usar ainda uma funcao de

autocorrelacéo, fazendo 7 = 7, — 7 constantes:

p(P) = p(F)p(r)dV (13)
Aplicando a consideracao 13 na equacao 12 obtem-se:
1(@) = [ dV p* (e (14)

Em um sistema bastante diluido, pode-se entender que a intensidade de
espalhamento s compete aos pares de distancias relativas da particula e do
produto entre as densidades. Nestes sistemas, tem-se apenas a presencga do

fator de forma da particula (P(g)). J& para um sistema concentrado das
particulas de interesse na solugéo, a intensidade observada se deve também a
um novo componente chamado de fator de estrutura S(G), o qual esta
relacionado as correlacdes entre as particulas do meio. Caso o sistema esteja
diluido, o valor de S(q) sera igual a 1 (elemento neutro da multiplicago).

Considerando um sistema isotrépico (em que ndo ha mudanca das
caracteristicas fisicas com a orientagdo da particula) e diluido, podemos
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substituir o fator de fase e ~'4" pelo valor médio em torno de 7 , equacéo de

Debye [38].

sy sen qr
(e717") = (15)
qr
A equacéao 14 pode ser reescrita da seguinte forma:
s ... Ssenqr
1@ = [ v ) = (16)

Podemos introduzir também a fungdo de correlagdo y(r), que esta
relacionada a média da flutuagdo de densidade eletrénica, distantes por um r
entre duas regides de densidade eletrdnica distinta, pois considerando que o
sistema é diluido e as distancias entre particulas sdo muito grandes, as
densidades tornam-se independentes e sdo substituidas pelo seu valor médio
(p). Nesse sentido, a fungdo de autocorrelagdo pode ser redefinida como
n = p —(p). Com base na equacao 13, temos:

() = (p(r) — {p))? = Vy(1) (17)

Podemos perceber que a existéncia de poros em uma particula
espalhadora, resulta em uma flutuacdo n negativa. Assim, integrando a

equacao 16 de 0 até oo e usando dr como variagédo de integracao, obtemos:

(0]

sen qr
I(q) = VJ Anridry(r) " (18)
; q
Usando q =0,
1(0) = Vfooo Anridry(r) (19)

Devido a impossibilidade da distincdo entre o feixe incidente e o
espalhado, utiliza-se uma extrapolacao da curva I(q), com o objetivo de obter o
namero de elétrons dentro da particula de volume V.

y(r) é obtido como a transformada inversa de Fourier da equacao 18:

(0]

1
Vy(r) = - q*dql(q)
0

sen qr
qr

(20)

Parar =0, tem-se:

Vy(r) =55y a’dql(q) = Vn? (21)
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A equacgéao 21 sugere que se a particula ficar intacta, mesmo durante a
alteracao de sua forma, o valor sempre permanecera constante e igual a Vn?,
chamado de invariante (Q).

Portanto, o espalhamento das particulas depende da densidade
numeérica das mesmas (n,), do fator de forma e este, do quadrado da

amplitude de espalhamento, do fator de estrutura e das condicoes

experimentais (k) [21], podendo ser simplificada na equagéao 22.
I(q) = kn,P(q)S(q) (22)

3.1.2. Dominios da funcao de espalhamento

Por meio da curva de SAXS, pode-se obter trés informacdes distintas,
cada uma em determinada regiao da curva [41], (Figura 11), sendo elas: a
regido de Guinier, em que se obtém o raio de giro (Rg) da particula (g = 0); a
regiao de Fourier, em que a distribuicdo de funcao dos pares eletrénicos pode
ser obtida com a transformada inversa e, com isso, obter a forma da particula
(regido central da curva) [42] e a regido de Porod, na obtencdo da relagcédo
superficie/volume e a superficie para particulas compactas [42].

Figura 11: Dominios da curva de espalhamento. Fonte: Boldon et al (2015)
[41].
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3.1.3. Raio de Giro

Uma das primeiras informagdes que podem ser extraidas diretamente da
curva de SAXS, como visto na Figura 11, € o Ry, definido como a distancia
média quadrada a partir do centro de gravidade. Porém, ao invés da massa,
temos os elétrons. Para o Rg, é necessério haver um sistema no qual as
particulas de interesse nao estejam interagindo entre si ou esta interagdo nao

seja tao significante, pois para a obtencdao do Rg é preciso realizar uma
extrapolagdo para ¢ — 0, em que serdo obtidos os valores de | (0) por meio

da lei de Guinier [40]. Esta lei tem validade para valores de qRg < 1:

4°RG
I(g—-0)=1(0)e s (23)
Aplicando o In de ambos os lados, temos:
2
inl(q) = In1(0) = -£.¢? (24)

Essa equacéao pode ser representada pela equagao do primeiro grau, em

R2
que o [nI(0) é o coeficiente linear e o —?g € o coeficiente angular.

O Rg também pode ser obtido a partir da funcdo de distribuicdo de
distancias [40]:

9 _ f(f)méxp(r)rzdr
R'g - Dmax
2 [y ma* p(rydr

(25)

3.1.4. Funcao de Distribuicao de Pares de Distancia p(r)

A partir da curva experimental é possivel obter o histograma de todas as
distancias dentro da particula, uma vez que esta funcao descreve o conjunto de
todas as distancias pareadas dentro de uma estrutura e pode ser obtido por
meio do grafico de p(r) em funcdo de r, como mostra a Figura 12 [38, 40].
Pode-se calcular a dimensao maxima da particula quando p(r) aproximar-se de
zero e também relacionar a assimetria da mesma, conforme a equacgao 26,
sendo que a funcdo p(r) pode ser obtida diretamente da curva experimental

pela transformada inversa de Fourier, por meio do programa Primus.

p(r) = (5) [y I(@)arsen(qr)dq (26)
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Figura 12: Todas as distancias contidas na particula (A) serao representadas
conforme a quantidade de cada distancia (B).

3.1.5. Funcao de Interferéncia S(q)

A partir da ideia de que existe uma relagcdo inversa entre o vetor
espalhamento q e a distancia entre regides espalhadoras, deduzimos que em
baixo valores de g as distancias entre particulas (neste caso, micelas) sao
observadas. Ressaltamos ainda que a intensidade é o quadrado da amplitude
de espalhamento. Assim, quanto maior for essa intensidade, mais particulas
estardo espalhando naquela distancia especifica.

Ao observarmos o grafico na Figura 13, notamos que quando as
particulas apresentarem um carater atrativo (linha vermelha), ocorrera um
aumento de intensidade em baixo q. Entretanto, quando as particulas em
analise sofrerem repulsdes (linha azul), ocorrera uma diminuicdo da
intensidade nesta regiao da curva. No inset do grafico encontram-se as funcoes

de interferéncia atrativa e repulsiva [21].
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Figura 13: Curva de SAXS de uma esfera (R = 30 A). Fonte: Barbosa (2008)
[21].
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Para valores de q superiores a 0,1 Al a funcéo de interferéncia nao tera
efeitos consideraveis, uma vez que essa regido sera dominada pela forma da

particula e ndo pela distancia entre elas.

3.1.6. Modelamento das curvas de SAXS

Existem varios programas gratuitos de analises de curvas produzidas a
partir do espalhamento a baixo angulo como o SasView, Genfit, SASfit, dentre
outros.

O programa utilizado neste trabalho foi o SASfit, devido a sua facil
interagdo com o usuario. A Figura 14 mostra a interface do SASfit.
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Figura 14: Interface do programa SASfit; A cuva em preto sdo os dados
experimentais e em vermelho os dados do modelamento. Na janela a esquerda
é possivel escolher o modelo (fator de forma) e manipula-lo, bem como, utilizar

o fator de estrutura.
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Este programa possui diversos modelos para que 0 usuario possa
escolher o que melhor adequa-se ao seu dado experimental e caso um Unico
modelo ndo seja suficiente, € possivel adicionar mais de um modelo em uma

mesma curva.

3.2. Espectrometria de Absorcao na Regiao do Ultravioleta e visivel

A determinacdo da concentracao micelar critica (CMC) por meio desse
método foi citada pela primeira vez por Ray et al. [43] em 2006, e consiste em
preparar solugbes saturadas com corpo de fundo que serdo filtradas
posteriormente apds a agitacdo com o tensoativo e, se possivel, com a mesma
massa da molécula sonda na solucdo. Em seguida, sdo utilizadas
concentragbes crescentes de tensoativo nas solugbes anteriormente
preparadas. Uma dessas solugdes, ainda sem a presenca do tensoativo,
servird de paradmetro para as demais medidas. Quando a absorbancia
aumenta, evidencia-se a formacdo das micelas, pois entende-se que o
aumento da absorbancia deve-se a solubilizagdo de mais moléculas sonda na
solucdo que, nesse caso, estd intimamente relacionado a solubilizacdo no
interior das micelas. Na Figura 15 estd representado o esquema de

determinacao da CMC. Esta ultima técnica é relativamente recente e tem se
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mostrado eficiente na determinacdo de qualquer CMC, seja de tensoativos
idnicos ou ndo iénicos.

Figura 15: (A) Representacdo da micela antes e depois da solubilizacdo da
molécula sonda em seu interior. (B) Espectros de absorbancia em funcao do
comprimento de onda, sendo que a curva em azul € o resultado da absorbancia
de uma solugéo saturada da molécula sonda sem a presenca do tensoativo, e
a curva em vermelho é a absorbancia ap6s a CMC. Fonte: adaptado de Fu et
al (2015) [24].
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A analise consiste na observagao das bandas de absorbancia que ocorrem
na molécula sonda. A medida que a concentragdo desta molécula na solucdo
aumenta, aumenta-se também a absorbéncia e, consequentemente, ha um
aumento nos picos. Portanto, a ideia é produzir uma solugao saturada de uma
determinada molécula que possua capacidade de realizar transi¢cdes
eletrdnicas na regido do UV-vis, sem a presenca do tensoativo e depois, na
presenca deste, aumentando a sua concentracdo de forma progressiva até que
ocorra um acréscimo da absorcdo. Esse aumento de absorcdo dos picos esta
relacionado a incorporacao (solubilizagdo) desta molécula sonda ao interior das
micelas (regido lipofilicas), portanto, € necessario que essa molécula de
exploracéo tenha algum carater apolar.
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3.3. Estudo Téorico Computacional

Para um melhor entendimento da interagdo observada experimentalmente,
realizamos um estudo tedrico de otimizagdo da estrutura dos farmacos e
tensoativos. Nas Uultimas décadas, houve um rdpido avanco na area
computacional, seja pela produgéo de processadores mais rapidos e eficientes,
seja pela capacidade de armazenamento de dados. Nesse sentido, surgiu uma
area da ciéncia que utiliza softwares licenciados ou de dominio publico e
baseiam-se na quimica quantica [44]. Os estudos teéricos estdo de acordo com
os dados experimentais e, nesse sentido, sdo capazes de ajudar a entender os
mecanismos de interacao fisico-quimico e conseguem também diminuir o custo
e o tempo em laboratério, pois podem haver simulagbes de interacdo entre
constituintes e alteragdes de ligantes nos farmacos, caso seja necessario [45].

Modelagem molecular, segundo a IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), é a investigacdo das estruturas e das propriedades
moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizacao
gréfica, visando fornecer uma representacdao tridimensional, sob um dado
conjunto de circunstancias [46]. Porém, a quimica tedrica ndo se baseia
apenas na mecanica quantica, varias informacgbes relacionadas a sistemas
moleculares podem ser obtidas a partir da utilizacéo das leis da fisica classica,
nos chamados métodos de mecanica molecular. Estes métodos nao utilizam
explicitamente os elétrons em uma determinada estrutura molecular, pois 0s
célculos sao realizados com base nas interagdes entre os nucleos [44]. As
interacdes eletrdnicas ficam implicitas em campos de forgca com os nucleos.
Sendo assim, ao fazer essa simplificagdo, os calculos tornam-se bem mais
rapidos, possibilitando que eles sejam utilizados em sistemas que contém um
numero muito grande de atomos. No entanto, esses céalculos possuem diversas
limitagbes, tornando-se n&o tao precisos.

Ja os métodos ab initio sdo os que possuem as melhores aproximagdes da
realidade e nado utilizam dados experimentais. Dentre estes métodos, existem
0s que tentam achar respostas aproximadas da equacado de Schréndinger,
baseados em fungbes de onda, e a teoria do funcional de densidade (DFT),
gue se baseia na densidade eletronica [47, 48].

Os métodos baseados na quimica quéantica utilizam a resolucdo da
equacao de Schrddinger, independente do tempo:
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Ey = Hy (26)
Sendo A um operador que corresponde a energia total do sistema, 1 é a
funcdo de onda e E, a energia total do sistema. Tomando como base uma
molécula qualquer, a fim de exemplificarmos, a equacao pode ser expandida
da seguinte forma:
A=Tn+Te+Vee+Vne+Vnn (27)

Os termos Tn e Te correspondem, respectivamente, a energia cinética
dos nucleos e a dos elétrons. Os demais termos do lado direito da equagéao
representam as energias potenciais coloumbianas entre os elétrons, entre os
nucleos e entre os elétrons e os nucleos.

A resolucao da equagéao 26 € bastante complexa e somente possui solugao
exata para atomos hidrogenoides, isto €, atomos que possuem somente um
préton e um elétron. Desse modo, ha a necessidade do uso de aproximacoes
para a resolucdo de problemas que exigem o calculo de sistemas
multieletronicos [44].

Uma das aproximacgdes utilizadas € a de Born-Oppenheimer [48], que se
utiliza da relacdo de massa existente entre os nucleos e os elétrons, sendo o
primeiro muito mais massivo do que os elétrons, devem os nucleos moverem-
se bem mais lentamente. Portanto, € uma boa aproximacdo escrever que os
nucleos estao fixos em determinadas regides do espaco e os elétrons movem-
se em um campo gerado por esses nucleos. Assim, a parcela que corresponde
a energia cinética dos nucleos pode ser desconsiderada e a repulsdo existente
entre os mesmos pode ser considerada como constante, pois por meio dessa
aproximacao, as distancias entre os nucleos permanecem inalteradas. A
equacao sera:

H =Te+Vee +Vcons

Em que Vcons = Vnn + Vne; devido as posi¢cdes nucleares fixas adotadas.
Apos adotar a aproximagdo de Born-Oppenheimer, é possivel simplificar o
problema e resolvé-lo com alguma metodologia conveniente, como a teoria de
Hartree-Fock ou do funcional da densidade.

A DFT surgiu em 1964, por meio dos dois teoremas de Hohenberg e Kohn

[49]. Mostrando que a partir da densidade eletrénica do estado fundamental é
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possivel calcular qualquer propriedade de um sistema e isso pode ser feito
para qualquer sistema de muitas particulas interagentes sob a influéncia de um
potencial externo Vex (7).

Célculos computacionais ab initio sdao complexos e extensos para
calcular sistemas moleculares com muitos &tomos (dependem de
computadores com 6tima memoria e processamento de dados), levando, na
maioria das vezes, a longos periodos de calculo. Para superar essas
dificuldades, surgem os chamados meétodos semi-empiricos. Estes, de um
modo geral, utilizam as teorias dos métodos ab initio dos orbitais moleculares.
Entretanto, muitos dos célculos de integrais complicadas sao evitados, ao fazer
uso de certos dados experimentais, tornando os métodos semi-empiricos
extremamente rapidos, se compararmos aos métodos ab initio [45]. No entanto,
os métodos semi-empiricos possuem diversas limitacoes inerentes a sua
natureza. Esclarecemos, dessa forma, que o método semi-empirico utilizado
neste trabalho foi o PMS3.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Entender a interacdo entre micelas obtidas pelo tensoativo tween 80 em
agua e farmacos (carisoprodol e ibuprofeno) utilizando a técnica de SAXS.

4.2.  Objetivos Especificos

1. Determinar a CMC do tween 80.

2. Comparar a absorbancia do ibuprofeno e do carisoprodol ao variar a
concentracao de tensoativo.

3. Otimizar a estrutura do carisoprodol e do ibuprofeno por meio do DFT e
do tensoativo tween 80 por meio do PM3, para obter os angulos de
ligacdo e as distancias interatébmicas.

4. Utilizar as técnicas de SAXS na interacdo de micelas com farmacos.
Variar o pH e a concentracéao dos farmacos.

6. Obter o Rg, p(r), dimensdes maximas das particulas e comparar as
forcas de atracdo e repulsdo das micelas com e sem os farmacos, ao
variar o pH.

7. Realizar o modelamento das curvas de SAXS.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. MATERIAL

Ibuprofeno, grau de pureza 98% (Sigma-Aldrich)

Ibuprofeno sédico
Carisoprodol, grau de pureza 98% (Sigma-Aldrich)

Tween 80 (Vetec)

5.2. Determinacao da Concentracao Micelar Critica por
Espectrofotometria de Absorcao na Regiao do UV-Visivel

Para a determinacdo da CMC dos sistemas micelares, utilizou-se um
espectrofotometro UV 1800 da Shimadzu, do Laboratério de Pesquisa em
Materiais Hibridos (LPMH) da UFS, Campus Professor Alberto Carvalho, em
ltabaiana-SE.

Os sistemas micelares com os farmacos foram preparados a partir de
0,0025 g de ibuprofeno em 10 mL de agua destilada e aproximadamente
0,0050g de carisoprodol em 10 mL de agua destilada. Em seguida,
acrescentamos concentragdes crescentes de tween 80 variando de 0 a 15.1072
mM. As solugdes resultantes foram agitadas por duas horas e, posteriormente,
filtradas para eliminar o corpo de fundo. Foi utilizada sempre como referéncia

as solucdes com agua e tensoativo para a retirada do branco.

5.3. Medidas de SAXS e analise computacional

Os sistemas micelares foram caracterizados por meio da técnica de
espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS), no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS) na estagdo de medida D11-A localizado na cidade de
Campinas-SP. A linha utilizada possui um monocromador de silicio com
comprimento de onda de 1,499 A com uma camara ionizante, um detector
vertical, e um analisador multicanal para registrar a intensidade de
espalhamento. O modelamento das curvas obtidas por SAXS foi feito com

auxilio do software sasview 3.0.
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Inicialmente, realizamos um estudo sistematico em funcdo da
quantidade de tween 80 em solucdo tampao de pH 4 (acido acético com
acetato de sodio). Foram estudadas as seguintes concentragdes: 1, 5, 10, 20,
30, 40 e 50 mM. Apés definida a concentracdo ideal do tensoativo (30 mM),
fizemos um estudo sistematico variando a concentragcdo de I|buprofeno,
lbuprofeno de sdédio e Carisoprodol, conforme apresentado na Tabela 1.
Solugbes sem farmacos foram preparadas e utilizadas como referéncia. Na
preparacao de solucdes a pH 7 utilizamos agua destilada e a pH 9 utilizamos

uma solucao tampao de amédnia com cloreto de amonio.

Tabela 1: Dados que foram variados para fazer medidas de SAXS.

H Tween 80 | Ibuprofeno | Ibuprofeno sédico | Carisoprodol
P (mM) (mM) (mM) (mM)
5 5 5
10 10 10
4
20 20 -
30 30 -
5 5
7 10 10 10
30
- 20 -
- 30 -
5 5
10 10 10
9
20 20 -
30 30 -

Para a analise computacional, optamos pelo software GAUSSIAN na
versao 03 [49]. Os calculos foram realizados no Laboratério do Departamento
de Fisica da Universidade Federal de Sergipe, Campus Prof. Alberto Carvalho,

[tabaiana-SE.
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6. Resultados e discussoes

6.1. Determinacao da concentracao micelar critica

A Figura 16 apresenta os espectros de absorbancia de ibuprofeno em
solugdo aquosa com quantidades crescentes de tween a pH 7. Todas as
solugdes possuem inicialmente a mesma massa de ibuprofeno.

A curva em vermelho representa a absorbancia do ibuprofeno em
solugcdo aquosa, sem a presenca do tensoativo. Ela esta sob as curvas com
concentragdes de tensoativo iguais a 2.10° e 1.10* mM. Esta sobreposicdo
evidencia que nessas concentragdes ainda ndo ha formacao de micelas, pois
nao ocorreu aumento na intensidade das bandas e, consequentemente, nédo
houve aumento da solubilizagcdo do farmaco na solucdo. Porém, entre as
concentracdes de 1.10* e 2.10* mM (valor da CMC) houve um aumento da
absorbancia, isto €, um aumento no numero de moléculas de ibuprofeno na
solucdo. Esse fato é atribuido a formacao das micelas (CMC), que passaram a
solubilizar o farmaco em sua estrutura. Este valor esta de acordo com o
encontrado por Fu et al [24].

A partir da CMC do tensoativo, houve um aumento progressivo da
solubilidade do ibuprofeno, pois quanto mais micelas (maior concentracao de
tensoativo), mais ibuprofeno dissolvido em seu interior. Desta maneira,
podemos utilizar os tensoativos para aumentar a solubilidade de farmacos e,
assim, melhorar a sua biodisponibilidade, além das micelas funcionarem como
nanocarregadores que podem diminuir os efeitos colaterais com a reducao da
dose do farmaco. Como o objetivo é determinar a CMC, nao foi necessario
utilizar o ibuprofeno sédico, diante da possibilidade de realizacdo por meio do
ibuprofeno.
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Figura 16: Espectro de absorbancia do ibuprofeno em fungédo do comprimento
de onda com aumento da concentragdo de Tween 80 em pH 7, partindo da
solugédo concentrada de ibuprofeno, sem a presenca do tensoativo (referéncia)
e aumento gradativo da concentragao do tensoativo.
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O carisoprodol, assim como o ibuprofeno, foi testado quanto a
absorbancia. A Figura 17 mostra a absorbancia do carisoprodol em solucéo
aquosa com e sem tween. Como podemos observar, a maior concentracao de
tween utilizada com o ibuprofeno (15.10% mM) nao favoreceu o aumento da
absorbancia. Estes resultados sugerem a baixa solubilizagdo do numero de
moléculas de carisoprodol na solugéo.
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Figura 17: Absorbancia do carisoprodol em fungdo do comprimento de onda,

variando somente a concentracao de tween 80.
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Ao analisarmos as estruturas de ambos os farmacos (Figuras 4 e 5),
verificamos que o carisoprodol possui grupos polares nas extremidades e a
regido hidrocarbonada tem apenas cinco atomos de carbonos no centro da
molécula. Ja o ibuprofeno possui uma regiao apolar bem expressiva com a

presenca do anel benzénico, tornando-o mais soluvel no interior das micelas.

6.2. Analise Computacional

A Figura 18 apresenta a imagem da molécula de tween 80 otimizada. O
método computacional utilizado para o tween 80 foi o PM3, tendo em vista que
esse tensoativo possui um numero relativamente grande de atomos, e seria

inviavel a sua realizagao por qualquer método ab initio.

Os resultados da andlise tedrica do tensoativo estdo descritos na Tabela
2. O carbono a-CH; esta ligado diretamente ao carbono que possui a carbonila
na estrutura do tween 80. Todos os atomos de carbono e de hidrogénio que
pertencem ao raio polar possuem cargas de caracter positivo evidenciando a
predominancia da regiao polar em relacdo a apolar em termos de tamanho.
Para que haja uma interagdo mais eficiente entre tensoativo-farmaco, é

essencial que o farmaco tenha uma relativa polaridade em alguma regido da
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molécula (aproximar-se da regido polar do tensoativo), pois as interacdes
dipolo-dipolo e/ou ligacdes de hidrogénio séo interacdes de maior distancia,
como por exemplo, entre moléculas. Ap6s a aproximacao destes, o farmaco
deve possuir uma regidao apolar bem definida, uma vez que, como observado
na Figura 18, a regido apolar desse tensoativo fica muito distante da superficie
da micela e, como as interagbes de dipolo-induzido sdo mais fracas, é
necessaria uma regiao apolar bem expressiva, para que haja interagcado entre

ambos.

Figura 18: Imagem da molécula de tween 80 otimizado pelo método PM3. Os
atomos de carbono estao representados pela cor cinza, os de hidrogénio na cor

branca, os atomos de oxigénio na cor vermelha e os de nitrogénio na cor azul

A Regi&o polar
- :
¢

Cauda apolar &



Tabela 2: Resultados da analise tedrica do tween 80.

Tween 80

Comprimento da cauda apolar (C4,) em A 19,8
Comprimento da cabeca polar (Cyo) em A 30,2
Largura da cabeca polar em A 9,8
Comprimento do tween 80 em A 53,87
Carga no a-CH, (e) -0,104
Carga no carbono da carbonila (e) +0,382
Carga média dos atomo de oxigénio da funcao éter -0,255
(e)

éngu|0 Calqui-Ccarbonila~Oligado a cadeia polar(o) 114,78
Angulo de torcdo para o raio apolar (°) 118,3

Além do tensoativo, a otimizagdo das estruturas moleculares do
ibuprofeno e do carisoprodol foi realizada pelo método do DFT. Este método &
mais preciso que o PM3 e possibilitou a realizacdo do calculo, gragas ao
reduzido numero de atomos contidos nestas moléculas. A molécula de

ibuprofeno € mostrada na Figura 19 e os dados, na Tabela 3.

Figura 19: Imagem da molécula de ibuprofeno otimizada com o método do

DFT

Todos os atomos de carbono, com excegcdao do carbono 12 (+0,63),
possuem cargas negativas e os atomos de hidrogénio possuem cargas
positivas, devido as suas respectivas eletronegatividades. Vale ressaltar que as
cargas sobre os atomos de carbono e hidrogénio da regido apolar sdo bem
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menores (dipolo-induzido) por isso, as interagées sdo de curtas distancias,

como mencionado anteriormente.

Tabela 3: Dados obtidos por meio do método DFT para o ibuprofeno.

Ibuprofeno
Comprimento apolar (C,) em A 8,08
Comprimento polar (Cyo) em A 1,94
Diametro em A 10,02
Carga no a-CH; (e) -0,471
Carga no carbono da carbonila (e) +0,922
Carga sobre o oxigénio da carbonila (e) -0,608
Carga sobre o0 oxigénio da hidroxila (e) -0,718

O carisoprodol é mostrado na Figura 20 e possui um comprimento apolar
correspondente a 3,55 A, tomando como referéncia a distancia do carbono 7 ao
17. Estes carbonos foram utilizados como parametro devido as suas
caracteristicas como pequenas cargas negativas e positivas em seus
respectivos atomos de carbono e hidrogénio (caracteristicas de ligacdes
intermoleculares do tipo dipolo-induzido). Podemos, entdo, notar a pouca
expressividade da cadeia apolar desse farmaco, o que dificulta a sua interacéo
com o interior das micelas. Esta dificuldade de interagdo pode ser comprovada
com as medidas de UV-vis e reafirmada pelos resultados de SAXS. Além
disso, exaltamos o fato de que n&o houve aumento de solubilidade do
carisoprodol com a adi¢cdo das micelas, o que corrobora com a ideia de que
para que um determinado farmaco possa interagir com maior eficacia com

alguma micela é necesséria a existéncia de uma regido apolar expressiva.
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Figura 20: Imagem da molécula de carisoprodol otimizada com o método do
DFT.

6.3. Analise das curvas de SAXS
6.3.1 Escolha da concentracao do tensoativo

Para a realizagdo das medidas de SAXS foi necessario determinar a
melhor concentracdo do tensoativo. A Figura 21 mostra as curvas de
espalhamento para solugées com quantidades crescentes de tween 80 a pH 4.
E possivel verificarmos o aumento da intensidade de espalhamento com a
concentracdo. Entretanto, em concentracbes menores que 20 mM (néo
apresentado), ndo observamos uma boa resolugdo nas curvas, pois nessas
regidbes ha uma reducdo da intensidade devido a menor concentracdo de
micelas em solucdo. Por meio da Figura 21 também podemos observar um
largo pico em torno de 0,12 A, que estd associado & formacgdo de micelas.
Devido a boa qualidade da curva na concentragcdo de 30 mM, esta foi utilizada
como concentracdo padrao para realizar as demais medidas.
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Figura 21: Curvas de espalhamento das micelas, formadas por tween 80 em
concentragdes crescentes no pH4.
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6.3.2. Influéncia da quantidade e da natureza dos farmacos

Inicialmente, percebemos a relagcdo entre a concentracao de ibuprofeno
e de ibuprofeno sédico em pH 4 e a alteragcdo no tamanho das micelas. O
carisoprodol ndo alterou a micela, uma vez que as curvas permaneceram
sobrepostas e sem alteracao, confirmando os resultados de espectroscopia por
UV-Vis e andlise computacional desta molécula. Dessa forma, a suas curvas
néo serdo mostradas aqui.

Parametros como o Raio de giro (Rg) foram obtidos através do programa
Primus, como descrito na Figura 22, em que sao selecionados os dados a
serem analisados e o programa faz uma extrapolacdo da reta a baixo angulo,
para determinar o lp e 0 Ry Existem o modo automatico e o0 manual, em que o
usuario seleciona os dados com os quais deseja trabalhar, respeitando qRg < 1
para ser valida a lei de Guinier.
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Figura 22: Interface do programa Primus na analise do raio de giro. No inset do

grafico esta representada a reta por meio do In(l) por 2.

T30 mM_pH 4_sem farmaco
[ ]

i i .
0.0010 N

OOOOB- 724

In()

0.0006 = 73

754
-

764

l(u.a.)

0.0004 =

0.0002 =

0.0000 =

g(nm)

A funcao de distribuicdo de pares de distancia também pode ser obtida por
meio do programa Primus. A Figura 23 mostra a interface, na qual € possivel
encontrar o diametro maximo da particula e obter a distancia de micelas

vizinhas.

Figura 23: Interface do programa Primus na determinagcdo da funcao p(r). No
lado esquerdo estdo os dados experimentais obtidos do SAXS e no lado direito
esta descrito a p(r) por r, em que o didmetro maximo real e aparente é

verificado no p(r) igual a zero.
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Dmax. aparente

Os dados de Rg e de diametro maximo dos sistemas micelares preparados
em pH 4 sdo apresentados na Tabela 4. A partir dos dados, podemos notar que
tanto os valores de Rg quanto o de didmetro maximo aumentaram devido a

insercao de moléculas de ibuprofeno e de ibuprofeno sédico nas micelas.

Nos sistemas formados por micelas sem farmacos, o valor do Rg foi de 35,4
A e o diametro maximo de 88 A. A medida que a concentragdo dos farmacos
aumenta na solugdo, ha um aumento destes valores, evidenciando que o0s

farmacos agregaram-se dentro da estrutura micelar (interagdo farmaco-

tensoativo), corroborando com a técnica de UV-vis.

Verificamos que na Figura 23 ha dois valores de didametro maximo, sendo o

didmetro maximo real, a maior distancia existente dentro da micela, e a

disténcia real aparente, que esté relacionada com a disténcia entre as micelas

(funcao de interferéncia) em solugdo. O valor obtido foi de 72 A.
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Tabela 4: Valores de Raio de giro e do didmetro maximo da particula
espalhadora em fungdo da concentragdo do farmaco, mantendo a

concentragéo do tensoativo constante em 30 mM e pH 4.

Ibuprofeno  Rg o ~Ibuprofeno  Rg
(mM) (A) sédico (A)
(mM)
0 35,4 88,0 0 35,4 88,0
5 37,6 93,2 5 37,6 93,0
pH 4 10 47,3 116,7 10 56,5 120,8*
20 53,1 120,0* 20 78 124,8*
30 56,9 121,4* 30 78,3 126,4*

Os dados com asterisco ndo puderam ser obtidos diretamente do
programa Primus, devido a forte funcdo de interferéncia a medida que
aumentamos a concentragdo de ambos os farmacos. Esses dados foram
obtidos com ajuda dos modelamentos das curvas com o programa SASfit.

A Figura 24 apresenta as curvas de intensidade de espalhamento em
fungcéo do vetor espalhamento para sistemas micelares preparados em fungao
da concentragdo dos diferentes farmacos a pH 4.

A partir da figura é possivel observarmos que com o aumento da
concentracao do ibuprofeno e do ibuprofeno sédico, a curva é deslocada para
menores valores de q, indicando que ha um aumento das distancias entre os
centros espalhadores (aumento da particula). Estes resultados estdo em
concordancia com os dados obtidos pelo programa Primus e o SASfit.

Ainda com relagao a Figura 24, podemos verificar que quanto maior a
concentracdo de farmaco a pH 4, mais atrativas tornam-se as micelas entre si,
pois ocorre um aumento crescente da intensidade a baixo angulo a medida que

sao incorporados os farmacos.
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Figura 24: Curvas de SAXS das micelas preparadas com concentracao de 30
mM de tween 80 a pH 4, variando a concentragéo de ibuprofeno e ibuprofeno

sodico.
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Utilizando como referéncia as concentragdes de 30 mM dos farmacos na
Tabela 4, verificamos que tanto o ibuprofeno quanto o ibuprofeno sédico
aumentaram o Rg. No caso do primeiro, o Rg foi aumentado em 60% e o
segundo em 121%.

Esses fatos podem ser muito bem entendidos com os dados das tabelas
5 e 6, que contém o modelamento das curvas. Nelas, percebemos um aumento

no alongamento interno das micelas, principalmente nas micelas em que ha
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interacdo com o ibuprofeno sbédico. O pH 4 pode ter contribuido para a
protonacdo dos grupos éteres contidos no tensoativo, bem como o oxigénio
com carga negativa ligado a carbonila no sal de ibuprofeno, tornando-os
efetivamente mais atraidos para a superficie da micela, ap6s a aproximacao da
cabeca da micela com o sal, agora protonado.

A regido apolar das moléculas de ibuprofeno foi atraida para o interior
do agregado de tensoativos. O que ocorre nesse caso € a interagdo dipolo-
induzido (interagdo de menor intensidade e, portanto, de mais curta distancia),
confirmando a ideia da importancia de uma regido de caracter apolar. Com
relagdo ao diametro maximo, o ibuprofeno teve um aumento de 40 %, enquanto
o ibuprofeno sédico teve um aumento de 43,6 %, ambos tendo como referéncia
as micelas sem farmacos. Verificamos, no que diz respeito ao diametro, que
ambos os farmacos apresentaram o mesmo aumento em relagdo a micela de
referéncia (antes da insergcéo dos farmacos). A pouca ou nenhuma alteragéo do
carisoprodol no Rg e no diametro maximo da micela indica que a interagao
micela-farmaco, neste caso, € apenas de no maximo de superficie (regiao
polar). Este farmaco, como ja4 mostrado na Figura 20, possui cauda apolar
muito curta na molécula, ou seja, uma estrutura incapaz de penetrar no interior
das micelas de tween 80.

Os dados dos modelamentos realizados por meio do software SASfit
estdo apresentados nas Tabelas a seguir. O modelo utilizado para a realizacao
do fit foi o de orientacdo cilindrica aleatéria na casca com elipse interna
(ellcylshell2), visivel na Figura 25.

Figura 25: Representacdo do modelo utilizado para modelamento das curvas
mostradas nas figuras 24 e 28. Sendo R e L, respectivamente, o raio e o

comprimento da regido apolar da micela; AR a espessura da casca polar e € é

a excentricidade da secao transversal.
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Os dados dos modelamentos das curvas em pH 4 estao representados

nas Tabelas 5 e 6 e que Eta_core e Eta_shell sdo, respectivamente,

comprimento da densidade de espalhamento do cilindro interno e externo.

Tabela 5: Modelamento das micelas formadas por tween 80 na concentracao

de 30 mM e em pH 4 com a adicao crescente de ibuprofeno.

Sistema/Forma | R: AR: L: Nsh Ne €
ellcylshell2 Raio | Espessura | Comprimento | (e/A3) | (e/A%)
louprofeno do dacasca | do cilindro
ndcleo | (A) (A)
(A)
0 15,2 25,4 33,9 0,35 0,20 0,65
5 20,5 18,5 45,2 0.37 0,22 0,62
10 16,0 23,9 42 0,35 0,18 0,54
20 17,2 23,8 40,1 0,35 0,17 0,51
30 14,7 25,5 43,4 0.35 0,17 0,52

Tabela 6: Modelamento das micelas formadas por tween 80 na concentragcéo

de 30 mM e em pH 4 com a adicao crescente de ibuprofeno sodico.

Sistema/Forma | R: AR: L: Nsh Ne 3
ellcylshell2 Raio Espessura | Comprimento | (e/A3%) | (e/A%)
Ibuprofeno do da casca | do cilindro
sddico (mM) | nucleo | (A) (A)
(A)
0 15,2 25,4 33,9 0,35 0,20 0,65
5 21,0 16,7 48,6 0.38 0,22 0,71
10 19,0 21,0 48,6 0,36 0,21 0,50
20 (cylshell2) ] 10,1 25,9 50,7 0,34 0,22 -
30 (cylshell2) |9 26,0 53,3 0,34 0,18 -

Sabendo que o SAXS é sensivel a diferenca de densidade eletrbnica,

podemos deduzir que o ponto A, na Figura 23, indica a maior distancia da

casca polar da micela. Com base nos dados dos modelamentos, podemos

representar o modelo e verificar com mais clareza o que ocorreu com as

micelas apds a insercdo dos farmacos. Observemos a Figura 26, em que

mostramos como ocorreu a alteracdo da micela.
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Figura 26: Representacdo das micelas, em que a é o tween 80 na
concentracdo de 30 mM sem a presenca de farmacos € b e ¢ sao,
respectivamente, as micelas com 30 mM de ibuprofeno e 30 mM de ibuprofeno
sodico.
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A insercao dos farmacos fez com que as micelas fossem alongadas e
ndo alargadas, ou seja, aumentaram o seu comprimento em um Unico eixo,
corroborando com a ideia de que tanto o ibuprofeno quanto o ibuprofeno sédico
solubilizam-se basicamente no interior dessas micelas e ndo somente na
casca, pois caso os farmacos tivessem predominantemente solubilizado na
casca, teria ocorrido um aumento do volume destas no sentido horizontal e nao
vertival, como mostra a figura 26, e isto ndo aconteceu. A micela funcionou
entdo como um nanoreservatério (mantendo o ibuprofeno e o ibuprofeno sédico
agregados no interior de sua estrutura) para estes farmacos em pH 4. Ainda
com relacdo a este pH, destacamos a leve reducdo da densidade eletrdnica do
nacleo mostrada nas Tabelas 5 e 6, em decorréncia do aumento no
comprimento da micela, uma vez que, a medida que os farmacos dissolviam-se
no interior desses agregados, estes forcavam os tensoativos que compdem a
micela a reorganizarem-se de modo que pudessem abranger uma maior area
de contato com o meio externo e isso levou a reducéao de densidade. Podemos
ainda perceber que ambos os farmacos produziram inicialmente aumento no

didmetro do ndcleo da micela, porém a medida que a concentracdo destes
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farmacos crescia, ocorria progressivas redugdes no raio interno, sendo este

efeito de redug&o mais pronunciado com o ibuprofeno sédico.

As concentracées de 20 e 30 mM de ibuprofeno sédico promoveram
alteracdo na forma da micela, passando para um cilindro interno (cylshell2).
Essa alteracao ocorreu devido ao aumento na concentragdo dessas moléculas
na interface polar-apolar da micela formada pelo tween 80, pois as moléculas
deste farmaco possui um dipolo interno e a atragdo entre essas moléculas

fizeram com que a elipse torna-se um cilindro.

Na presenca do pH 7, conforme mostramos na Figura 28, percebemos
que a interacdo das micelas com o ibuprofeno faz com que elas se tornem
muito mais atrativas entre si, tendo em vista que € possivel observarmos um
claro aumento de intensidade a baixo angulo. Entretanto, a interacdo das
micelas com o ibuprofeno sodico, neste pH, ocasionou uma forte repulsao entre
as micelas e isso prejudicou a obtencao do Rg, uma vez que a lei de Guinier é
valida para valores na regidao de qRg < 1. No que se refere ao tamanho das
micelas, € possivel verificarmos que houve um aumento no Rg destas com
ibuprofeno, passando de 36,4 para 44,9 A. Com relacdo ao seu diametro
méaximo, houve um aumento de 89,2 para 112,2 A. Vale ressaltar aqui que este
ultimo valor é referente a micela de tween 80 com apenas 10 mM de
ibuprofeno, tendo em vista que este apresentou problemas de solubilidade
nesse pH. O ibuprofeno sbédico, como visto na Figura 28, provocou uma
reducao do diametro maximo da micela, devido ao deslocamento das curvas de
SAXS para maiores angulos. A repulsdo entre as micelas na interagdo com o
ibuprofeno sédico e a atracdo, quando interagem com o ibuprofeno, ambos os
sistemas no pH 7, podem ser explicadas conforme o modelo de interacdo
farmaco-micela mostrado na Figura 27.
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Figura 27: Representacdo das micelas com ibuprofeno (a esquerda) e
ibuprofeno sodico (a direita), em pH 7. As elipses na cor azul representam a
cabeca polar do tensoativo (camada polar) e as tiras na cor amarela

representam a cauda apolar (meio hidrofobico).
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Inferimos, entdo, que tanto o ibuprofeno quanto o ibuprofeno sodico
estdo com os seus respectivos grupos polares na interface casca-nucleo das
micelas, ao passo que a regiao apolar desses farmacos esta voltada para o
interior hidrofébico, devido as respectivas ligagdes intermoleculares. Entretanto,
em pH neutro, observamos que o ibuprofeno sédico deixa a camada polar com
uma carga negativa (Figura 27 a direita) e isso € o que ocasiona 0 aumento
das repulsdes entre as micelas, quando estao interagindo com esse farmaco.
Ja o ibuprofeno, de acordo com a Tabela 3 (vista anteriormente), apresenta um
dipolo por meio do seu grupo funcional &cido carboxilico, tornando as micelas

gue possuem este farmaco mais atrativas entre si.
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Figura 28: Curvas de SAXS das micelas de tween 80 na concentragdo de 30

mM e pH 7, variando a concentragao de ibuprofeno e ibuprofeno soédico.
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Os dados das micelas com o ibuprofeno em pH 7 obtidos com os
modelamentos das curvas estdo apresentados na Tabela 7. Por meio desses
dados, entendemos que a intera¢cdo das micelas com o ibuprofeno provoca um
estreitamento no didmetro apolar, o cilindro paraninfico permanece na mesma
ordem de tamanho e como consequéncia, surge um aumento na densidade

eletrbnica da regiao apolar.
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Tabela 7: Modelamento das curvas de tween 80 na concentracdo de 30 mM e
em pH 7, interagindo com o ibuprofeno.

Sistema/Form | R: AR: L: Eta _cor | Eta_sh I3
a (ellcylshell2) | Raio | Espessur | Compriment | e (e/A3) |ell

Micela de do ada  |odocilindro (e/A?)

tween 80_pH [ ndcle |casca (A) | (A)

7 o (A)

Sem farmaco | 19,2 | 22,1 38,0 0,25 0,35 0,60
lbuprofeno 5 |[14,7 |25,4 38,0 0,26 0,35 0,67
mM

lbuprofeno 10 | 11,8 | 26,9 38,4 0,28 0,34 0,78
mM

As micelas de tween 80 que interagiram com o ibuprofeno sdédico
também tiveram o raio do ndcleo apolar e o cilindro interno reduzido apo6s a
insercao deste farmaco. Contudo, a espessura da casca polar sofreu um leve
aumento em seu tamanho a medida que se aumentava a concentracdo do
ibuprofeno sédico e como consequéncia, podemos notar que ocorreu uma
reducdo acentuada na densidade eletrénica desta regido. Essas reducdes
podem ser atribuidas a aproximacao dos grupos polares contidos na casca da
micela, em direcdo a interface nucleo-casca, que contera um dipolo
permanente (o carbono da carbonila com carga positiva e os atomos de
oxigénio ligados a este com cargas negativas), como pode ser visualizado por
meio da Figura 31.

Tabela 8: Modelamento das curvas de tween 80 na concentracdo de 30 mM e
em pH 7, interagindo com o ibuprofeno sodico.

Sistema/Forma | R: AR: L: Eta_core | Eta_shell | «
(cylshell2) Raio | Espessura | Comprimento | (e/A3) (e/R®)
Micela de do dacasca | do cilindro
tween 80_pH 7 [ nucleo | (A) (A)

(A)
Sem farmaco | 19,2 22,1 38,0 0,25 0,35 0,6
Ibuprofeno 11,8 27,4 30,0 0,17 0,35 -
sbédico 5 mM
Ibuprofeno 12,0 26,0 31,6 0,18 0,35 -
sbédico 10 mM
Ibuprofeno 12,0 25,1 30,5 0,18 0,35 -
sbédico 20 mM
Ibuprofeno 11,7 24,6 31,3 0,18 0,35 -
sbédico 30 mM
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Ainda com relagdo as andlises obtidas em pH 7, com a insercdo do
ibuprofeno sédico, podemos ver que a insercdo deste farmaco provocou
alteracao no fator de forma da micela, saindo de uma sec¢éao eliptica transversal
para um cilindro interno, como ocorreu no pH 4 nas concentragcdes de 20 e 30
mM deste mesmo farmaco.

Continuando com as analises, agora em pH 9, observamos um efeito
contrario em relacdo ao tamanho das micelas, se compararmos com 0 que
ocorreu em pH 4, isto é, a medida que aumentamos a concentracao de
ibuprofeno e de ibuprofeno sédico, verificamos uma pequena reducao no Rg e
no didmetro maximo das particulas (um deslocamento para maiores valores de
g) e aumento da repulsao entre as micelas (reducédo da intensidade a baixo q),

como mostrado na Figura 29 e na Tabela 9.
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Figura 29: Curvas de SAXS das micelas de tween 80 na concentracao de 30
mM e pH 9, variando a concentracao de ibuprofeno e ibuprofeno sédico.
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Ainda na tentativa de elucidar os mecanismos de interacdo, fizemos o
modelamento com o SASfit das curvas apresentadas na Figura 29 e os dados
estdo expostos nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 9: Observacado da reducéo do raio de giro e do didmetro maximo da
particula espalhadora, obtidos da curva de SAXS, na Figura 29, com o
aumento da concentracdo dos farmaco, mantendo a concentracdo do

tensoativo constante em 30 mM, porém, agora, em pH 9.

Farmaco Farmaco

Sem 35,2 91,1 Sem farmaco 35,2 91,1
farmaco

Ibuprofeno 36,0 89,9 Ibuprofeno sédico | 35,3 88,8
5mM 5 mM

pH9 T

Ibuprofeno 33,7 87,0 Ibuprofeno soédico 34,7 87,7
10 mM 10 mM

Ibuprofeno 33,3 86,0 Ibuprofeno sodico | 33,3 84,3
20 mM 20 mM

Ibuprofeno 32,9 83,1 Ibuprofeno sédico 33,1 82,5
30 mM 30 mM

Podemos deduzir, a luz dos dados contidos na Tabela 9 que, em pH 9, o
ibuprofeno sofreu a desprotonagdo da funcdo acido carboxilico e tornou-se
equivalente ao ibuprofeno sédico, uma vez que os valores encontrados para
ambos os farmacos sdo muito semelhantes. Além disso, os dois fizeram com
gue as micelas apresentassem aumento de repulsdo, como ja foi discutido por
meio da Figura 27, o qual se deve ao acumulo de cargas negativas na camada
polar das micelas.

Ao analisarmos ambas as Tabelas obtidas a partir do modelamento das
curvas de SAXS, podemos compreender que os valores da interacdo com
ibuprofeno e ibuprofeno sddico praticamente foram os mesmos, o que ratifica a
ideia da desprotonacdo do grupo acido carboxilico existente no ibuprofeno.
Outro fato interessante é que, tanto os valores do raio do nucleo quanto do
comprimento do cilindro interno, tiveram os seus valores reduzidos com a
insercdo de ambos os farmacos a medida que se aumentava a concentracao
destes, os valores foram reduzindo progressivamente.
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A espessura da casca ndo sofreu mudangas, indicando, assim, que os

farmacos concentraram-se na interface polar-apolar, comportando-se como um

cotensoativo.

Tabela 10: Modelamento das curvas de tween 80 na concentragao de 30 mM e

em pH 9, interagindo com o ibuprofeno.

Sistema/Forma | R: AR: L: Nsh Ne €
Micela de | Raio Espessura | Comprimento | (e/A3) | (e/A%)
tween 80_pH9 | 4, da casca | do cilindro (A)

nacleo | (A)

(A)
Sem 19,0 24,0 35,6 0,35 0,21 0,50
farmaco/forma
(ellcylshell2)
lbuprofeno  5117,0 24,8 34,7 0,35 0,20 0,54
mM
(ellcylshell2)
lbuprofeno 10| 16,5 24,5 34,5 0,35 0,21 0,55
mM
(ellcylshell2)
lbuprofeno 20| 16,3 24,8 33,7 0,35 0,20 0,55
mM
(ellcylshell2)
lbuprofeno 30| 13,7 23,9 33,1 0,35 0,19 0,69

mM
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Tabela 11: Modelamento das curvas de tween 80 na concentragdo de 30 mM e
em pH 9, interagindo com o ibuprofeno sodico.

Sistema/Form | R: AR: L: Eta _cor | Eta_sh I3
i/licela ge | Raio [ Espessur [ Compriment e (e/A3) |ell
tween 80_pH do a °da oodo cilindro (e/A3)
9 nucle | casca (A) | (A)

o (A)
Sem 19,0 |24,0 35,6 0,21 0,35 0,50
farmaco/forma
(ellcylshell2)
Ibuprofeno 17,4 | 24,0 36,3 0,20 0,35 0,52
sédico 5 mM
(cylshell2)
Ibuprofeno 146 | 25,7 33,3 0,19 0,35 0,65
sodico 10 mM
(ellcylshell2)
Ibuprofeno 13,4 |239 32,8 0,16 0,35 0,64
soédico 20 mM
(ellcylshell2)
Ibuprofeno 13,3 23,9 32,7 0,16 0,35 0,66
sodico 30 mM
(ellcylshell2)

As repulsdes ocorridas na interface polar-apolar fizeram com que
aumentasse o valor da excentricidade da micela, pois quando temos grupos
com cargas iguais e opostas muito proximas, prevalecem-se as interagdes de
repulsdo sobre as de atracdo. Consequentemente, a estrutura da elipse interna
contida nesse modelo sofreu um alongamento com o objetivo de reduzir os
efeitos das repulsées, reduzindo assim, a energia interna da micela
(prevaléncia das forgas repulsivas em curtas distancia).

Podemos notar por meio da Figura 30 um esquema de representacao

genérico do sistema micelar interagindo com os farmacos.
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Figura 30: Esquema de representacao genérico da micela formada por tween
80. O ponto a representa a interface polar-apolar da micela.
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Vale ressaltar neste momento que o valor teérico obtido com o método
semi-empirico PM3, na secéo 6.2., estda muito proximo do valor experimental
obtido pelo fit das curvas de SAXS, pois o valor te6rico do comprimento da
regido polar do tensoativo foi de 30,2 A e a espessura da casca obtida pelo
espalhamento de raios X a baixo angulo foi de 25,4 A, quando a micela ndo
tinha nenhum farmaco encapsulado e em pH 7, corroborando com a ideia de

que os valores tedricos obtidos naquela secao tem uma boa representatividade
dos dados experimentais.
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6.3.3. Influéncia do pH

Para facilitar o entendimento da discusséao realizada no item 6.3.2, a
Figura 25 apresenta a relacdo da modificagdo das micelas com a interagéo do
ibuprofeno sédico, ao variar o pH. E possivel compreendermos que no pH 4 as
micelas com ibuprofeno sodico apresentaram um caracter atrativo, se
compararmos com o pH 7 e 9, tendo em vista que nestes houve redugédo da
intensidade a baixo angulo. O tamanho das micelas ndo apresentou diferencas
tao significativas nos pH 7 e 9. Em pH 4, ocorreu um significativo deslocamento
da curva de SAXS para menores angulos, indicando um aumento no diametro

maximo, como ja mostrado anteriormente.

Figura 31: Curca de SAXS do tween 80 interagindo com concentracéo

constante de ibuprofeno, variando o pH.
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7. CONCLUSOES

A CMC do tween 80 foi obtida por meio da técnica de UV-vis, utilizando
o ibuprofeno como molécula sonda e seu valor est4d compreendido entre 1.10™
e 2.10* mM, o que est4 de acordo com a literatura. A unido das técnicas de
UV-vis e SAXS com o método do DFT para a constru¢do da molécula de
carisoprodol mostrou que este farmaco nao conseguiu solubilizar-se no interior
das micelas formadas por tween 80 e isso deve-se a pouca expressao da
caracteristica apolar existente na sua estrutura molécular.

Os métodos tedricos (PM3 e DFT) contribuiram bastante para a
elucidagéo da interacdo dos farmacos com as micelas, uma vez que pdde ser
determinado os comprimentos polares e apolares das moléculas desta
pesquisa, bem como o valor das cargas parciais contidos em cada atomo, além
das configuracdes espaciais de menor energia.

Por meio do SAXS, foi possivel entendermos como os farmacos
interagiam com as micelas, seja pelo aumento da concentracao destes no meio
ou pela variagdo do pH. Em pH 4, tanto o ibuprofeno quanto o ibuprofeno
sédico aumentaram o Rg, o diametro maximo das micelas e a sua atracao.
Entretanto, em pH 7, somente as micelas com ibuprofeno conseguiram
aumentar o Rg e a intensidade a baixo angulo. Ja em pH 9, tanto o ibuprofeno
quanto o ibuprofeno sédico apresentaram dados muito semelhantes,
evidenciando que ocorreu desprotonagao do grupo acido carboxilico presente
na molécula de ibuprofeno e isso gerou um acumulo de cargas negativas na
camada polar das micelas, ocasionando um aumento da repulsdo entre as
mesmas.

Fizemos o modelamento das curvas de SAXS por meio do software
SASfit através do qual verificamos que em pH 4 e 7 as micelas apresentaram-
se na forma de um cilindro interno (nucleo) com ou sem secao transversal
eliptica e externo (casca). Em pH 9, somente a forma da micela com segao
transversal eliptica p6de ser identificada, a mudanca da excentricidade pode
ser explicado em decorréncia das repulsées presentes na interface do nucleo-
casca, provenientes das cargas negativas sobre os atomos de oxigénio ligados
a carbonila e a carga positiva dos atomos de carbono desta carbonila (as

forcas repulsivas prevalecem em curtas distancias), pois para minimizar a
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energia do sistema, essas cargas tendem a se afastar gerando a elipse interna.
Ainda com relacdo as alteragbes sofridas na micela, podemos destacar o
aumento no comprimento do cilindro interno em pH 4, fato que evidencia com
clareza a inser¢cdo do ibuprofeno e o ibuprofeno sdédico no interior dessas
micelas, conforme a figura 30. A densidade eletrbnica do ndcleo neste pH
apresentou uma leve reducdo em decorréncia do alongamento sofrido pela
micela, principalmente na interagdo com o ibuprofeno sédico. Em pH 7,
percebemos que o ibuprofeno provocou uma redugéo no raio apolar do nucleo
e, com isso, um aumento na densidade eletrénica do nucleo. Contudo, neste
mesmo pH, o ibuprofeno sodico promoveu alteracdo em todas as
concentragdes, tendo em vista que, na tentativa de minimizar as repulsées na
interface ndcleo-casca, o sistema passou de uma elipse interna para um circulo
na secao transversal do nucleo.

O modelamento das curvas de SAXS em pH 9 revelou uma redugéo do
nucleo apolar da micela, acompanhada de um aumento da excentricidade da
secao transversal eliptica e, como consequéncia, uma reducao significativo da
densidade eletrdnica nessa regido. A casca da micela, por sua vez, nao sofreu

modificacoes.

8. PERSPECTIVAS DO TRABALHO

As metas futuras sao:

1. Utilizar o tensoativo tween 80 como sistema de encapsulamento do
ibuprofeno, do ibuprofeno sodico e da cisplatina. Caracterizar esses
sistemas com SAXS, em amostras diversas da apresentada neste
trabalho e testar a eficacia in vitro e in vivo contra o cancer de

pulmao.
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