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Resumo:

No presente trabalho os sistemas supramoleculares estabilizados por
interacbes ndo-covalentes, formados pela associacdo da B-ciclodextrina com
um antidepressivo biciclico e outro triciclico, a Fluoxetina (FLU) e a Imipramina
(IMI) respectivamente, foram investigados por técnicas espectroscopicas (FT-
IR, FTIR-HATR e RMN), analise térmica (TG/DTG e DSC) e ainda por
calorimetria (ITC). A utilizacdo dessas diferentes técnicas de analise fisico-
quimica permitiu propor ndo sO a topologia dos complexos de inclusdo, mas
também definir a estequiometria desses complexos e 0s parametros
termodinamicos relativos ao processo de incluséo.

Os resultados obtidos pelas técnicas espectroscopicas (FT-IR, FTIR-
HATR e RMN), para o sistema supramolecular formado pela interacdo entre a
BCD e a Fluoxetina, indicaram a existéncia simultanea em solucdo de trés
formas do complexo de inclusdo. A primeira e a mais estavel seria aguela em
gue o anel aroméatico da FLU, o qual contém o grupo CF3 substituido, interage
com a cavidade da BCD. A outra possibilidade de inclusédo ocorre quando o
anel aromatico monosubstituido da molécula da FLU esta incluido na cavidade
da BCD. Além disso, o resultado obtido pelo experimento de Job sugeriu a
existéncia de um sistema supramolecular de razdo molar 2:1 BCD/FLU,
possivelmente, quando ambos anéis aromaticos da FLU estdo incluidos na
cavidade da BCD. Entretanto, os resultados de ITC indicaram o sistema 1:1
BCD/FLU como a espécie mais estavel em solucdo, fornecendo ainda os
parametros termodinamicos (AG® = -21,5 kJ.mol™, AH° = -17,2 kJ.mol™* e TAS®

= 4,3 kdJ.mol™). Essa diferenca entre as duas estequiometrias encontradas pelo
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experimento de Job e a titulagdo por ITC, provavelmente ocorreu porque as
propriedades fisico-quimicas utilizadas para investigar a interacdo entre as
espécies sao diferentes.

Para o composto de inclusdo BCD/IMI os resultados obtidos pelos
métodos espectroscopicos (FT-IR, FTIR-HATR e RMN) indicaram a interacéo
entre os anéis aromaticos da IMI com a parte interna e externa da BCD. Além
disso, quando a concentracdo de BCD aumenta na solucéo, a interacdo entre
as espécies se torna mais evidente. A curva de Job indicou a existéncia de
duas espécies em solucdo, uma quando a concentracado de BCD € menor (1:2
BCD/IMI) e outra quando a BCD esta mais concentrada (2:1 BCD/IMI);
entretanto o complexo mais estavel em solugdo é o 2:1 BCD/IMI. Os
experimentos de ITC possibilitaram definir os parametros termodinamicos da
reacdo de inclusdo (AG° = -21,9 kJ.mol™, AH° = -30,6 kJ.mol* e TAS® = -8,7
kJ.mol™Y), a constante de equilibrio e também a estequiometria do complexo, a

gual esta de acordo com os dados observados pelo experimento de Job.
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Abstract:

In this work the supramolecular systems stabilized by the non-covalent
interactions, formed by association of the B-cyclodextrin with a bicyclic and a
tricyclic antidepressant, Fluoxetine and Imipramine respectively, were
investigated by spectroscopies techniques (FT-IR, FTIR-HATR and NMR),
thermal analysis (TGA and DSC) and also by calorimetric technique (ITC). The
utilization of these physical-chemistry methods of analysis allowed to propose
not only the supramolecular structure of the inclusion complexes, but also to
define their thermodynamic parameters.

The results obtained by the spectroscopies techniques (FT-IR, FTIR-
HATR and NMR), to the BCD/FLU supramolecular complex, indicated three
possibilities of complex in solution simultaneously. The first possibility, and also
the most stable the inclusion compound, is that when the Fluoxetine aromatic
ring, in which the CF3; group is presented, interacts with the BCD cavity. The
other inclusion compound occurs when the Fluoxetine monosubstituted
aromatic ring is included into the BCD cavity. In addition, the Job’s plot
suggests, also the existence of a supramolecular complex in 2:1 BCD/FLU
molar ratio, possibly when probably; both aromatic rings of FLU are included in
the BCD cavity. However, the ITC results indicated the 1:1 BCD/FLU as the
most stable complex in solution, also providing the thermodynamic parameters
(AG® = -21.5 kJ.mol?, AH° = -17.2 kd.mol* e TAS® = 4.3 kJ.mol?). The
difference between these two stoichiometries found might be explained by the
different physical-chemistry probes used to investigate the interactions between

BCD and FLU.
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To the BCD/Imipramine inclusion compound, the spectroscopies methods
(FT-IR, FTIR-HATR and NMR) indicated the interaction between the both
Imipramine aromatic rings with all BCD hydrogens. In addition, when BCD
concentration increases in solution the interactions between the host and guest
molecules became more evident. The Job’s plot demonstrated the existence of
two possibilities of supramolecular complex; first when the BCD concentration is
lower than Imipramine (1:2 BCD/IMI), and other when the BCD concentration is
higher in solution (2:1 BCD/IMI). However, the 2:1 BCD/IMI complex is the most
stable. The ITC experiments make possible to determinate the thermodynamic
parameters (AG° = -21.9 kJ.mol™*, AH° = -30.6 kJ.mol™ e TAS® = -8.7 kJ.mol™?)
to the inclusion reaction, the equilibrium constant and also the complex
stoichiometry, which this last is in accordance with the results obtained by Job’s

experiments.
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1 — Introducgao:

1.1 — Quimica Supramolecular:

Embora por muito tempo a Quimica tenha sido empirica e descritiva
como uma ciéncia que trata das substancias da natureza, dos elementos que a
constituem, suas caracteristicas, propriedades e processos de obtencédo. Esta
atualmente tem tido um importante papel no estudo da matéria. Através de uma
analise mais refinada, a Quimica se tornou o estudo da composi¢cdo das
substancias pela associacdo de atomos com o intuito de formar estruturas
maiores, denominada moléculas, bem como a energia envolvida durante suas
transformacdes. Esta associacao entre atomos atraves de ligacdes covalentes
descreve de forma bem clara o conceito de Quimica Molecular, que esta
interessada ndo somente em descobrir, mas também em controlar a estrutura,
propriedade e ainda a transformacé&o de sistemas moleculares [1].

Com o objetivo de buscar um entendimento mais amplo e profundo
dessas reacbes quimicas que ocorrem principalmente noOsS processos
biolégicos, uma nova visdo, mais completa e profunda, da quimica €
fundamental. Desta forma a quimica deve ser vista ndo somente como uma
ciéncia de moléculas individuais formadas pela associacdo de atomos atraves
de ligacbes covalentes, como € definida de forma classica pela Quimica
Molecular, mas também como uma investigacdo de como estas moléculas se
agrupam e interagem, em pequenos agregados ou ainda formado por vastas
populacdes de alta massa molecular [2-4]. Esta é a definicdo dada a Quimica
Supramolecular, que tem como meta compreender e deter o controle das

interacBes ndo-covalentes que ocorrem nestes sistemas supramoleculares. Do
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mesmo modo em que ha na Quimica Molecular um campo para o estudo das
ligacbes covalentes, ha um campo da Quimica Supramolecular para o estudo
da quimica dos agregados moleculares e para a compreensdo das forcas
intermoleculares que estabilizam esses sistemas. Esta € a quimica que vai
“além da molécula” [5], cujo objetivo é definir as entidades supramoleculares,
determinar as propriedades e caracteristicas das supermoléculas, assim como
sdo bem definidas para as préprias moléculas na Quimica Molecular. A
Quimica Supramolecular € uma nova linha de pesquisa da quimica, mas que
esta se difundindo de forma rapida, devido a sua grande contribuicdo para
diversas areas do conhecimento como: quimica, fisica, biologia, materiais e
ainda bioquimica [1, 5, 6].

O termo Quimica Supramolecular foi proposto por Jean-Marie Lehn,
pesquisador agraciado com o Prémio Nobel em 1987 juntamente com Donald
J. Cram e Charles. J. Pedersen, em reconhecimento ao seu trabalho na area,
h& aproximadamente 50 anos atras. Outro termo que surgiu com a definicdo da
Quimica Supramolecular foi o das supermoléculas, que sao entidades
complexas e organizadas criadas a partir da interacdo de duas ou mais
espécies quimicas unidas através de forcas intermoleculares [2]. Estas
estruturas supermoleculares ou supramoleculares sdo resultado ndo somente
de forcas aditivas, mas também de interac6es cooperativas que podem incluir:
ligagbes de hidrogénio, interagBes hidrofébicas, interagbes dipolares e ainda
interacdes eletrostaticas [2, 3, 7, 8].

A quimica supramolecular pode ser dividida em trés partes:

1- a quimica associada ao reconhecimento molecular: na qual uma

molécula tem a capacidade de reconhecer outra molécula, para interagir de
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forma especifica através de interacbes do tipo ndo-covalente citadas
anteriormente.

2- a quimica dos sistemas hospede-hospedeiro: o estudo de
complexos que sao formados por duas ou mais moléculas unidas for forcas
nao-covalentes, formando uma sé estrutura, de modo geral estas moléculas
hospedes possuem um carater anfifilico.

3- a quimica dos agregados moleculares ou auto-agregados: onde
ocorre a associacdo de diversos sistemas supramoleculares independentes e
estes interagem entre si formando um novo complexo supramolecular de alta
massa molecular com propriedades especificas e diferentes dos sistemas
isolados.

Embora a Quimica Supramolecular tenha sido reconhecida como ciéncia
h& pouco tempo, o critério do reconhecimento molecular j& é definido e
conhecido ha mais tempo, desde 1894 [2, 3]. Este principio foi proposto por
Emil Fisher e foi baseado no mecanismo pelo qual uma enzima reconhece e
interage de forma particular com um substrato especifico, o0 que é comumente
chamado de principio chave-fechadura, caracterizado principalmente, pelas
enzimas e receptores. A existéncia de produtos naturais que sdo capazes de
reconhecer moléculas especificas ja € conhecida desde a década de 50, como
podem ser citados oligopeptideos como a valinomicina e as ciclodextrinas, que
séo oligossacarideos ciclicos [2, 4].

Desta forma, o numero de sistemas supramoleculares, naturais ou
sintéticos, existentes hoje € imenso, devido ndo somente a existéncia de uma
intensa pesquisa relacionada a estes materiais, mas também ao apelo

tecnologico que estes sistemas possuem, principalmente pelo destaque atual
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da nanotecnologia e ainda pela procura por matérias inteligentes. Dentre os
sistemas supramoleculares conhecidos, ou ainda moléculas capazes de formar

este tipo de complexos, alguns séo apresentados na Figura 1.1:

g, i
A - .
B
@:tct Z"‘"‘
- & - L.“ z’
C P
DNA Lipossoma Ciclodextrina

Figura 1.1: Exemplos de sistemas supramoleculares.

Devido ao fato desses sistemas supramoleculares serem estabilizados
por forcas intermoleculares relativamente fracas, quando comparadas com
ligacOes do tipo covalente presentes nos sistemas moleculares, a utilizacdo de
diversas técnicas fisico-quimicas de analise é de grande importancia para sua
caracterizacdo. Além da sutileza das interacdes entre as moléculas hdspede-
hospedeira que formam um sistema supramolecular, estes sistemas
geralmente possuem tamanho nanométrico, tornando um desafio ainda maior
sua elucidacao estrutural, tanto através de técnicas de analise no estado sélido
quanto para as técnicas em solugéo [9, 10].

Neste trabalho foram caracterizados o0s sistemas supramoleculares
formados pela B-ciclodextrina e dois antidepressivos, através de técnicas fisico-
quimicas de caracterizacao no estado solido e em solucdo. Esta caracterizacéo

teve como objetivo principal a elucidacdo da estrutura supramolecular formada
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por estes complexos de inclusédo e ainda avaliar os parametros termodinamicos

relacionados as reacdes de incluséo.

1.2 — Historico e Propriedades das Ciclodextrinas:

Em 1891 através da digestdo enzimatica (Bacillus amylobacter) do
amido as ciclodextrinas foram isoladas. As ciclodextrinas pertencem a classe
de oligossacarideos ciclicos e possuem caracteristicas muito semelhantes a
celulose [11]. Sua composicdo foi determinada (CgH1005)2.3H2.0 e 0 composto
denominado “celulosine”. Hoje se sabe que Villiers, o primeiro a obter esses
compostos, isolou a a- e B-ciclodextrina, em 1891. Somente em 1911,
Schardinger isolou também dois compostos cristalinos pela digestdo enzimatica
do amido de batata, em proporcdes diferentes, os quais foram identificados e
nomeados de o- e pB-dextrinas. Mas, em 1911, a o- e pB-dextrinas de
Schardinger foram denominadas de ciclodextrinas em sua homenagem, devido
a sua grande contribuicdo na area [11]. Durante o periodo de descoberta das
ciclodextrinas (1891 a meados de 1930) as trés principais ciclodextrinas
naturais foram obtidas através da hidrélise enzimética do amido, mas suas
massas moleculares, estruturas quimicas e a maioria de suas propriedades
fisico-quimicas ainda eram desconhecidas. Somente em 1938, as estruturas
das principais ciclodextrinas naturais (a-, -, € y-CD) foram determinadas e nos
anos seguintes seus pesos moleculares foram também determinados, por K.
Freudenberg e M. Meyer-Delius [8, 11, 12].

Desta forma, a estrutura das ciclodextrinas pode ser definida como

sendo oligossacarideos ciclicos constituidos por unidades glicosidicas, onde
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cada mondémero possui conformacéo na forma de cadeira e suas unidades séo

unidas por ligacdes do tipo a (1-4), Figuras 1.2 e 1.3 [8].
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Figura 1.2: Formula estrutural da B-ciclodextrina.

H4 OH 6
6 H,C

5H H 1
3HO OH 2

H3 @)
\

Figura 1.3: Férmula estrutural de uma unidade glicosidica em conformacéao de

cadeira.

Através do tratamento do amido com a amilase obtida a partir do Bacillus

macerans pode ser obtida uma mistura bruta de a-ciclodextrina (» 60%), -

ciclodextrina (= 20%), y-ciclodextrina (~ 20%) e ainda pequenas quantidades de

outras ciclodextrinas com mais de oito unidades glicosidicas. Entretanto essa

mistura é de dificil separacéo e purificacdo [11].
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Com o0 avanco tecnolégico que ocorreu nos anos 70, um grande
aprimoramento na obtencéo e purificacado das ciclodextrinas foi possivel. Essas
agora sao obtidas através da digestdo enzimatica do amido pela enzima
ciclodextrina glicosil transferase (CGTase). Esta enzima possui como
vantagens o fato de ser mais ativa e ainda especifica na producédo de aCD,
BCD e yCD do que as enzimas utilizadas anteriormente. Desta forma, essas
enzimas mais seletivas possibilitaram a utilizacdo das ciclodextrinas como
excipientes farmacéuticos, aditivos na industria alimenticia e ainda na inddstria
de cosméticos [8, 11, 12]. Outro fato de grande importancia € que uma drastica
reducdo no preco das ciclodextrinas foi possivel. Em 1970 a B-ciclodextrina
custava cerca de 2000,00 ddlares o kilo e hoje custa aproximadamente 5
dolares o kilo [11].

As ciclodextrinas naturais, comumente empregadas e com maior
interesse tecnoldgico sado: a-, B- e a y-ciclodextrina, com respectivamente 6, 7 e
8 unidades glicosidicas. No estado solido essas ciclodextrinas encontram-se
hidratadas, com uma média de 6, 11 e 17 moléculas de agua, respectivamente.
Estas moléculas de agua por sua vez podem estar localizadas tanto na
cavidade quanto estar presentes entre as moléculas de ciclodextrina [8, 12-16].

Além das ciclodextrinas obtidas naturalmente, podem ser preparadas
ciclodextrinas modificadas quimicamente através de diferentes rotas sintéticas,
com o objetivo de se dispor de moléculas com propriedades fisico-quimicas
diferentes, como por exemplo, para se atingir um valor de solubilidade
desejada [17]. De modo geral, as ciclodextrinas modificadas sdo obtidas
através da substituicdo dos hidrogénios das hidroxilas (OH6). A estratégia de

modificacdo depende do produto final que se almeja. Se o objetivo € uma
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ciclodextrina altamente sollvel para a aplicagcdo em formulacdes farmacéuticas,
a substituicdo nos grupos (OH6) por grupos sulfato poder feita obtendo-se a
solubilidade desejada. A Figura 1.4 apresenta alguns dos substituintes
existentes, como: etila, hidroxipropila e sulfobutila. Entretanto, a substituicdo
desses grupos nas ciclodextrinas pode levar a uma mistura de produtos néo
homogénea o que pode tornar o produto final mais caro, devido aos custos dos

processos de purificacéo [17].

H, H 0 _
——C —CH, HsC——C——CH;, CH;z |c_|;2 \\S/O
OH e \C e \C e \\
Ha H, o}
Etil Hidroxipropil Sulfobutila

Figura 1.4: Formula estrutural de alguns de substituintes em ciclodextrinas

modificadas.

As ligagOes glicosidicas (C1-03-C4), fazem com que as ciclodextrinas
possuam uma estrutura relativamente rigida, que ndo é perfeitamente
simétrica. A geometria das ciclodextrinas € comumente descrita como sendo a
de um cone truncado. Como consequéncia desta conformagé&o, as hidroxilas
primarias (OH6) estdo situadas na borda de menor diametro enquanto que as
hidroxilas secundarias (OH2 e OH3) estédo localizadas na borda superior, de
maior diametro do cone, Figura 1.5. Embora estas hidroxilas localizadas na
parte externa da CD estejam comprometidas efetuando ligacdes de hidrogénio,
as CDs possuem um alto poder de solvatacao, conferindo um carater hidrofilico
a regido externa da molécula. Na parte interior da CD estdo presentes o0s

hidrogénios (CH3 e CH5) e ainda os grupos (C1-O:-C4) [13]. No interior da
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cavidade, existem moléculas de agua que também podem formar ligacGes de
hidrogénio de alta energia com o grupo (C;-O;-C4). Estas ligacbes de
hidrogénio tém um carater energético mais alto do que as ligacdes de
hidrogénio convencionais presentes na solucdo, devido a tensdo sofrida no
anel. Estes aspectos contrarios a presenca das moléculas de agua no interior
das ciclodextrinas proporcionam a essa regido da molécula um carater

hidrofobico [8, 12, 13].

~38A OH2 OH 3
Ayl & > ‘
Y aCD 4,7 A
. YCD79A
L ;
CH,OH 6

Figura 1.5: Representagdo esquematica das estruturas da a-, -, € y-

ciclodextrina e suas dimensoes.

A diferengca de solubilidade entre as ciclodextrinas, aCD (145,0 g/L),
BCD (18,5 g/L) e yCD (232,0 g/L), pode ser explicada pela formacdo de
ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas secundarias, (OH2) e (OH3). A BCD
apresenta uma estrutura mais rigida devido a ligacdes de hidrogénio, formada
entre essas hidroxilas, conferindo a BCD menor solubilidade em agua quando
comparada a a- e a y-ciclodextrina. Na aCD, como uma unidade glicosidica

esta distorcida, as seis possiveis ligacdes de hidrogénio ndo ocorrem, logo

10
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somente quatro ligacfes de hidrogénio sdo observadas, favorecendo assim sua
solubilidade em agua. Ja para a yCD, ao fato de esta possuir uma cadeia mais
flexivel, atribui-se a sua maior solubilidade quando comparada com as
anteriores [8, 12, 13].

O tamanho da cavidade de cada ciclodextrina varia de acordo com o
namero de unidades de glicosideos que estas possuem. Na Tabela 1.1 e
Figura 1.5 sdo apresentados as dimensdes e a solubilidade das ciclodextrinas

mais comuns.

Tabela 1.1: Caracteristicas de algumas ciclodextrinas.

aCD BCD yCD
Numero de unidades glicosidicas 6 7 8
Massa molecular g mol™ 972 1135 1297
Solubilidade em &gua, a25°C g L™ 145,0 18,5 232,0
Diametro da cavidade /A 47-53 60-65 75-83
Altura /A 79+01 79+01 79+01
Diametro externo /A 146+04 154+04 175+04

Devido as caracteristicas das ciclodextrinas citadas acima, estas
possuem a capacidade de formar diferentes compostos supramoleculares
(compostos de inclusdo ou compostos de associacdo) com outras moléculas
hospedes através de interacdes intermoleculares [14, 18-22].

Deste modo, o sistema hospede (molécula incluida) — hospedeiro
(ciclodextrina) tem sido extensivamente pesquisado para diversas classes de
moléculas, tanto nas industrias téxtil, alimenticia e de cosméticos quanto na
farmacéutica [11, 20, 21, 23-26]. Mas sem duavida, uma das maiores areas de

interesse de pesquisa € a busca por sistemas de liberacdo sustentada de

11
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farmacos [18, 19, 22, 27, 28]. Sendo assim, a pesquisa por novas estratégias
de liberacdo modificada de farmacos é uma importante area de estudo, ja que,
algumas moléculas usadas em formulacdes farmacéuticas tradicionais ndo séo
tdo eficazes, devido sua a baixa solubilidade, forma inadequada de
administracéo e graves efeitos colaterais associados ao seu uso.

Desta forma, a utilizacdo de sistemas supramoleculares como hidrogéis,
micro e nanoesferas de polimeros biodegradaveis, lipossomas e também
complexos de inclusdo com ciclodextrinas (complexos héspede-hospedeiro),
sao estratégias alternativas de grande relevancia no desenvolvimento de novas
formulagBes farmacéuticas para liberacédo de farmacos [29-31].

As ciclodextrinas tém mostrado um importante papel como sistemas de
liberacdo sustentada de farmacos, devido a suas habilidades de alterar as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas de algumas moléculas através da
formacdo de compostos de inclusdo [32]. As ciclodextrinas séo capazes de
aumentar a solubilidade de farmacos pouco sollveis, aumentado assim sua
biodisponibilidade e consequentemente reduzindo os seus efeitos colaterais
[13, 18, 26]. Sdo ainda capazes de aumentar a estabilidade fisica e quimica do
substrato e ainda eliminar algumas propriedades indesejaveis dos farmacos
apos a inclusdo, como por exemplo, reducdo nos efeitos colaterais [11].

O processo de formacgéo de composto de inclusdo em solucdo ocorre, de
forma simplificada, primeiramente pela saida das moléculas de 4gua do interior
da cavidade e posteriormente pela inclusdo da molécula ou parte desta na
cavidade da ciclodextrina. Esse processo pode ser descrito pela Equagéo 1.1 e

1.2:

12
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2q
nS + mCD.gH,0O CD.S, + qH,0 Eq. 1.1

ou de forma simplificada:

Keq
nS + mCD CD.Sy, Eq. 1.2

sendo “S” a molécula hospede, “CD” a ciclodextrina, “CD,S,” 0 composto de
inclusdo formado. Os coeficientes estequiométricos da reacdo sao

representados por “n”, “m”, “q” e Keq @ constante de equilibrio, na qual pode se
levar em conta ou ndo as moléculas de agua envolvidas no processo [7].
A expressao para a constante de equilibrio pode ser representada pela

Equacédo 1.3 [33]:

_ [s.CD,]

W Eq. 1.3

mn

O valor da constante de equilibrio ndo pode ser obtido diretamente, ja
que esta depende da estequiometria do sistema formado; entretanto esta
ultima nem sempre é facilmente determinada. Esta dificuldade € devido ao fato
de as técnicas de caracterizacdo fisico-quimicas existentes e aplicadas a este
tipo de sistema com ciclodextrinas ndo serem sensiveis a distingdo entre as
espécies livres e as espécies incluidas, tanto em solu¢cdo quanto no estado
sélido [33]. Outro ponto que dever ser observado, com relagdo aos compostos
de inclusdo formados, € a possibilidade de existéncia de mais de um tipo de
equilibrio em solucéo, dificultando a determinacdo do valor da constante de

equilibrio [33-35].

13



Capitulo 1: Introducgéo

Existe ainda outro fator agravante, no que diz respeito as dificuldades de
caracterizacdo destes sistemas, que € a possibilidade de formacédo de auto-
agregados o que também dificulta a determinacdo da estequiometria do
sistema. Isso porque os modelos matematicos assumem que o0 complexo
hospede-hospedeiro hidratado formado € uma solucdo ideal nas quais estes
complexos sao individuais e independentes uns dos outros, ou seja, hao levam
em conta a formacédo dos agregados [33, 36, 37].

Em razdo dessas dificuldades inerentes a determinacdo da
estequiometria, da constante de equilibrio e dos parametros termodinamicos
(AG°, AH° e TASP) do processo de formacao destes sistemas, o estudo dessa
classe de compostos supramoleculares formados por ciclodextrinas requer a
utilizacdo de diversas técnicas fisico-quimicas de andlise de forma a se definir
a estrutura supramolecular formada. Logo o estudo desta classe de compostos
tem um apelo ndo s6 académico, mas também tecnoldgico.

Pela otica académica, o estudo dessa classe de sistemas controlados
por interacbes nao-covalentes e que possuem interessantes propriedades
fisico-quimicas, pode ajudar a compreender outros sistemas supramoleculares
ja descritos na literatura, que se baseiam em interac6es ndo-covalentes, como,
micelas de surfactantes, enzima-receptor e ainda biomembranas [38-40], além
da necessidade do aprimoramento e ainda o desenvolvimento de diversas
técnicas fisico-quimicas de analise.

Dentre essas técnicas podemos citar as espectroscopias, onde se
destacam a Ressonéancia Magnética Nuclear através dos experimentos de:
hidrogénio (*H), tempo de relaxacdo longitudinal (T.), Efeito Nuclear

Overhauser (NOE) e ainda experimentos de difusdo (DOSY) [41-44] e
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espectroscopia ha regido do infravermelho, tanto no estado solido quanto em
solucéo [45, 46]. Sao ainda de grande relevancia as técnicas de espalhamento
de luz: dinadmico e estatico e as microscopias que auxiliam na determinacao do
tamanho dos sistemas formados [9, 43]. E ainda necesséario mencionar
técnicas como a calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e a calorimetria
isotérmica de titulacéo (ITC). Esta ultima possibilita, algumas vezes, determinar
tanto a constante de equilibrio quanto os parametros termodinamicos da
reacao (AG°, AH® e TAS®) [47-49].

Do ponto de vista tecnolégico €é de grande importancia o
desenvolvimento de sistemas modificados de liberacdo de farmacos com
ciclodextrinas, 0os quais podem aumentar a biodisponibilidade dos principios
ativos, diminuindo a concentracdo do farmaco e consequentemente reduzindo
assim o custo do produto final [11]. Outro apelo industrial é associado a
reducdo da concentracdo do farmaco com uma conseqiente minimizacdo dos
efeitos colaterais que pode vir a ser observada, trazendo maior seguranca e

comodidade no uso do medicamento pelo paciente.

1.3 — Moléculas Hospede:

As moléculas escolhidas para a complexacdo com a [-ciclodextrina
foram, o Cloridrato de Imipramina e o Cloridrato de Fluoxetina, pertencentes a
duas classes distintas de antidepressivos.

Essas foram escolhidas pelo fato de ambas possuem a possibilidade de

formacédo de compostos de inclusdo com razdes molares de 1:1 ou superior a
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esta, uma vez que possuem dois anéis aromaticos disponiveis para interagir
efetivamente com a cavidade da BCD.

Estudos prévios reportados por Ali e colaboradores [35] serviram de
inspiracdo para o trabalho, uma vez que ja havia sido reportada a possibilidade
da formacdo do composto de inclusao entre a Fluoxetina e a B-ciclodextrina,
bem como a existéncia de um equilibrio entre mais de um tipo de complexo. De
modo a buscar um melhor entendimento sobre a topologia desses complexos e
ainda definir sua estequiometria a utilizacdo de técnicas como FTIR-HATR e
ITC foram utilizadas.

Outra motivacdo para a escolha dessas duas moléculas foi a
possibilidade do aumento da biodisponibilidade dos farmacos e com isso uma
reducdo na concentracdo dos mesmos, quando formulados farmaceuticamente.
Essa reducdo tera como consequéncia uma possivel diminuicdo nos efeitos

colaterais.

1.3.1 — Transtornos depressivos:

Os transtornos depressivos podem ser definidos como pequenas
alterag6es no humor. Esse tipo de transtorno é observado de forma semelhante
em adultos e criangas, embora até a década de 60 alguns psicanalistas
afirmassem que a depressao na infancia nao ocorresse. Hoje se sabe que os
transtornos depressivos podem ocorrer na infancia e adolescéncia, e que estes

sdo semelhantes aos transtornos observados nos individuos adultos [50].
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Dentre os transtornos depressivos mais comuns podem se destacar 0s
distarbios afetivos, aqueles relacionados ao humor, como a depressao unipolar
e o transtorno bipolar, este ultimo sendo o mais grave [51].

A depressdo unipolar, transtorno psiquiatrico mais comum entre 0s
adultos, é geralmente associado aos eventos estressantes do dia-a-dia e
acompanhado por sintomas de ansiedade e agitacdo. Este tipo de depresséo
engloba 75 % dos casos de depresséo unipolar. Outros pacientes, cerca de 25
% dos casos, podem apresentar quadros depressivos, chamados de depresséo
endogena, que ndo estdo relacionados a fatores externos. Entretanto, a
depressao bipolar, que geralmente é observada em individuos adultos, é
menos comum e resulta em estados mistos, com aspectos maniacos e
depressivos, oscilando por periodos curtos de tempo [51].

A principal teoria bioquimica que explica a depresséo € a hipotese das
monoaminas, proposta por Joseph J. Schildkraut em 1965, que afirma que a
depressdao € causada por uma deficiéncia funcional das monoaminas
transmissoras (noradrenalina e/ou 5-hidroxitriptamina) em certos sitios

especificos do cérebro, enquanto que a mania € um resultado do excesso

funcional destas monoaminas e pode ser ilustrada pela Figura 1.6 [51, 52].

Figura 1.6: Representacdo da Teoria das monoaminas.
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Esta teoria surgiu originalmente dos efeitos clinicos observados de
farmacos, antidepressivos triciclicos e inibidores de monoamina oxidase, que
causam alivio aos sintomas da depressdo. Esses farmacos possuem como
caracteristica manter por um maior periodo de tempo 0s neurotranmissores na
fenda sinaptica, impedindo sua recaptacdo [52]. Embora a teoria das
monoaminas seja insuficiente como uma explicacdo para a causa da
depressdo, a manipulacdo farmacoldgica da transmissdo monoaminérgica
permanece como a melhor explicacdo para entender as acdes dos farmacos
antidepressivos [51].

Dentre os farmacos antidepressivos existentes atualmente podemos

separa-los em algumas classes:

1. Inibidores da captagédo de monoaminas:

1.1 antidepressivos triciclicos (Imipramina e Amitriptilina): inibidores
nao-seletivos da captacdo de monoaminas, ou em alguns casos seletivos da
noradrenalina.

1.2 antidepressivos inibidores da captacdo de serotonina (Fluoxetina,
Fluvoxamina, Paroxetina e Sertralina): atuam por inibir a captacdo de
serotonina pelas termina¢cdes monoaminérgicas facilitando a transmissao.

1.3 outros inibidores que n&o se relacionam quimicamente aos triciclicos,
mas sim farmacologicamente (Maprotilina e Reboxetina).

2. Inibidores da monoamino oxidase (Fenelzina e Tranicipromina) nao séo

seletivos em relac&o aos subtipos A e B da monoamino oxidase.
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3. Antidepressivos variados: (Mianserina e Trazodona) sdo compostos com
efeitos bloqueadores ndo-seletivos de receptores e suas a¢des antidepressivas
ainda sdo pouco entendidas.

No presente trabalho foram selecionados dois antidepressivos de
subclasses diferentes, um antidepressivo triciclico e um biciclico, Imipramina e

Fluoxetina respectivamente.

1.3.2 — Antidepressivos Triciclicos:

Os farmacos triciclicos fazem parte de um grupo importante de
antidepressivos de primeira geracdo de uso clinico. Os antidepressivos
triciclicos (TCA) foram desenvolvidos em 1949 com a funcdo de antipsicoticos
e a partir da década de 50 foram utilizados como antidepressivos. Ainda hoje
os TCA sao utilizados no tratamento sintomatico da depresséo, crénica ou
profunda e para outras sindromes, como as observadas na fase depressiva do
transtorno bipolar. Estes também sdo empregados no tratamento de dores
neuropaticas de pacientes que ndo respondem aos opiacios, tanto para uso
clinico em adultos quanto em criangas [51].

Sua nomenclatura, triciclico, esta relacionada a presenca de trés anéis
aromaticos na férmula estrutural dos farmacos e sua estrutura esta
intimamente relacionada com a estrutura das fenotiazinas que séo utilizadas
como intermediario na sintese de farmacos antidepressivos [51]. Estes TCA
diferem das fenotiazinas principalmente pela substituicdo do enxofre e ainda

pela adicdo de mais um grupo CH; ao anel central.
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Como exemplos de antidepressivos triciclicos podem ser destacados:
Imipramina (Figura 1.7), Clomipramina, Doxepina e ainda Desipramina [53].

No inicio, a Imipramina ndo foi utilizada para o tratamento da
esquizofrenia, mas sua utilizacdo se mostrou eficaz na clinica de diversos tipos
de depressdo sendo ainda utilizada em criancas em casos de disturbios do
sono. A partir da Imipramina outros compostos antidepressivos como a

Clomipramina foram sintetizados [51].

9y H,C CH, 9y
c c
it \1 I i
HC\CH: / T c /CH
CH,
HZC/
H3C\HCI/LH2

CH;

Figura 1.7: Férmula estrutural do Cloridrato de Imipramina.

Contudo, os TCA, como a Imipramina, estdo longe de serem ideais no
tratamento de transtornos depressivos, uma vez que apresentam graves efeitos
colaterais associados ao seu uso, como retencdo urindria, taquicardia, visdo
turva e ainda boca seca. Em pacientes ndo-depressivos esta classe de
farmacos pode causar confusdo e uma reducdo na atividade motora. Em doses
altas este tipo de medicamento pode levar a morte, onde seus principais efeitos

sao sobre o sistema nervoso central e o coracdo [53, 54].
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1.3.3 — Antidepressivos Biciclicos:

Os farmacos biciclicos sdo aqueles que atuam de forma seletiva a
captacdo de algumas monoaminas, e sdo conhecidos como inibidores seletivos
da recaptagcdo de serotonina (SSRIs). O antidepressivo mais conhecido e se

nao, o mais utilizado nos dias atuais, é a Fluoxetina, Figura 1.8 [55, 56].

CHj
HCl HN

Figura 1.8: Férmula estrutural do Cloridrato de Fluoxetina.

Em muitos paises a Fluoxetina foi o primeiro SSRI que se tornou
disponivel para uso clinico e € usado para o tratamento da depressédo. Desde
sua aprovacdo, em 1988 [57, 58], este se tornou o0 antidepressivo mais
prescrito no mundo. Em marco de 1994, a Fluoxetina teve sua segunda
indicagao aprovada, para o tratamento de transtorno obsessivo compulsivo, e
em abril deste mesmo ano ela teve sua aprovagdo unanime também para o

tratamento de bulimia [55, 59]. A Fluoxetina, comercialmente conhecida como
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Prozac®, hoje é utilizada no tratamento de depressdo unipolar, transtorno
obsessivo compulsivo, bulimia, anorexia e ainda ataques de panico sendo
ainda empregada no tratamento de criangas depressivas [55, 60-62].

Este farmaco € um potente SSRI. Sua administragdo aumenta a fungéo
colinérgica e como consequéncia, 0s receptores de serotonina s&o
desestabilizados ap6s um longo periodo de sua utilizacdo [35]. A dose inicial
recomendada deste antidepressivo é de 20 mg/dia, embora adequada para
maioria dos pacientes, esta dose pode chegar, mas nao ultrapassar, 80 mg/dia
[56, 63].

Na década de 90, a Fluoxetina foi considerada (pelos psiquiatras da
época) um farmaco com efeitos colaterais aceitaveis, quando comparado com
0s antidepressivos triciclicos, mas os resultados combinados de muitos testes
ndo mostraram diferenca global em termos de aceitabilidade deste
medicamento pelos pacientes [64]. Hoje € conhecido que manifestacdes de
raiva, ansiedade e insbnia estdo associadas a sua administracdo e possivel
interacdo com a glandula pineal. Outros efeitos colaterais sdo também

reportados na literatura, como problemas gastrintestinais (ndusea e vémito) e

ainda uma reducéo na libido, em pacientes de ambos 0s sexos [65-67].

1.3.4 — Objetivos do trabalho:

O presente trabalho teve como objetivo preparar complexos
supramoleculares entre a p-ciclodextrina e os farmacos Cloridrato de
Imipramina e Cloridrato de Fluoxetina, pertencentes a classe dos

antidepressivos triciclicos e biciclicos respectivamente.
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Uma vez que esses antidepressivos (FLU e IMI) apresentam uma
grande quantidade de efeitos colaterais, associados a sua administracao por
via oral, devido talvez as altas doses administradas por dia, a escolha da j-
ciclodextrina, para a formulagédo farmacéutica teve como principal razao sua
aprovacdo como excipiente por via oral, tanto pelo Food and Drug
Administration (FDA) [57] quanto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) [68] e ainda seu baixo custo em relacdo a outras ciclodextrinas
também aprovadas para esse tipo formulagéo farmacéutica oral.

Depois de preparados, os compostos de inclusdo formados, BCD/IMI e
BCD/FLU, foram caracterizados por diversas técnicas fisico-quimicas de
analise, com o objetivo de determinar e compreender de forma mais profunda
tanto as estruturas supramoleculares e interacbes ocorrentes entre as
moléculas (hdéspede e hospedeira), como também o0s parametros
termodinamicos (AH°, AG° TAS?) relacionados a suas reacfes de complexacgao.

Outro ponto chave do trabalho foi buscar novas estratégias de estudo
em solucdo, através de técnicas modernas de espectroscopia (FTIR-HATR),
que permitissem avaliar de forma quantitativa ndo somente as interacées entre
as espécies, mas também inferir sobre a estrutura do complexo formado e sua
estequiometria.

Foram utilizadas ainda, técnicas modernas de RMN com o objetivo de
determinar a estrutura e dindmica dos farmacos livres e seus respectivos
complexos de inclusdo com a p-ciclodextrina, e a técnica de calorimetria
isotérmica de titulacdo com o intuito de determinar o0s parametros

termodinamicos das reacdes de complexacdo e ainda a estequiometria. Estes
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parametros para os dois sistemas supramoleculares estudados sao dados
inéditos na literatura.

Por ultimo, a utilizacdo de técnicas fisico-quimicas de analise no estado
sélido, com TG/DSC e FT-IR complementam e auxiliam na caracterizacado dos

complexos supramoleculares formados.

1.4 — Algumas Técnicas de Caracterizacdo Utilizadas:

Os topicos a seguir estdo destinados ha relatar um pouco sobre as
técnicas de Reflectancia Total Atenuada Horizontal, Ressonancia Magnética
Nuclear e Calorimetria Isotérmica de Titulacdo. As outras técnicas fisico-
quimicas de andlise no estado sélido, espectroscopia de absor¢édo na regido do
infravermelho (FT-IR) e andlise térmica (TG/DTG e DSC) nédo serdo descritas,
embora sejam de igual importancia para a caracterizacdo dos complexos de

inclusao.

1.4.1 — Reflectancia Total Atenuada Horizontal:

Com o grande crescimento de areas de pesquisa onde a agua € o
solvente mais importante para sistemas quimicos de interesse, como por
exemplo, adsorcdo de proteinas, analise da orientacdo de biomembranas,
investigacdo de reacdes enzimaticas, auto-organizacdo e ainda sistemas
hospede-hospedeiro, a descoberta de técnicas fisico-quimicas de analise
capazes de monitorar estas fracas interagdes intermoleculares destes sistemas

sao ainda um desafio [38-40].
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Desta forma, com o desenvolvimento da técnica Reflectancia Total
Atenuada Horizontal (FTIR-HATR) um acessério do FT-IR é possivel a
aquisicdo de espectros de alta resolucdo e qualidade a partir de solucdes
aguosas. Esta técnica espectroscopica esta baseada na captacdo da radiacéo
refletida pela interface da amostra, que pode ser solida ou liquida, e o prisma,
no qual parte desta radiacdo € absorvida pela amostra e posteriormente

refletida para o detector, como representado na Figura 1.9 [69, 70].

Radiacdo

Cela ZnSe

~—

Radiacao Detector

Figura 1.9: Representagcdo esquematica do processo de reflectancia

obtido no experimento de FTIR-HATR.

Esta técnica é considerada uma das mais simples e rapidas
espectroscopias de infravermelho in situ e como através dela é possivel de se
obter espectros de alta resolucéo em solucéo a diferentes concentragdes, logo
o FTIR-HATR torna-se uma excelente alternativa para analises em solugéo [71,
72]. O FTIR-HATR tem sido utilizado como método analitico na quantificagdo

de componentes em substratos diversos: etanol em cerveja e so6dio em
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surfactantes em detergentes e ainda avaliacdo de processo de fermentacéao.
Outra informacdo que pode ser obtida dos resultados de FTIR-HATR é
referente as interacdes moleculares em solucdo aquosa [73-75]. Mas embora
esta técnica espectroscopica de analise em solucédo, esteja sendo empregada
para diversos processos quimicos o estudo de sistemas supramoleculares do
tipo hospede-hospedeiro envolvendo ciclodextrinas ainda nao foi relatado na
literatura até entéo.

Desta forma esta técnica se torna uma nova sonda ndo somente com o
objetivo de verificar mudancas nos modos vibracionais dos complexos de
inclusdo formados com ciclodextrinas, mas também como ferramenta para
verificar e inferir sobre a estequiometria destes sistemas através de
experimentos de Job [34, 76]. Estes experimentos utilizam a variagdo de uma

propriedade fisica ou quimica do sistema em fun¢&o da fragdo molar dos seus

componentes para determinar a estequiometria do complexo formado.

1.4.2 — Ressonancia Magnética Nuclear:

A Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) é uma das técnicas analiticas
mais poderosas e versateis. Através da RMN é possivel conhecer a disposicao
espacial de grupos funcionais de moléculas ou ainda complexos, e estes dados
relacionados a dindmica molecular destes.

Devido a combinacdo de diversos experimentos modernos de
ressonancia desenvolvidos, a RMN tem sido amplamente utilizada no estudo
da Quimica Supramolecular, com o objetivo de avaliar as interacdes

intermoleculares que ocorrem, por exemplo, em sistemas do tipo hdspede-
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hospedeiro envolvendo ciclodextrinas. A utilizacdo de técnicas complementares
de analise através da RMN para estes sistemas possibilita fornecer evidéncias
da formacdo dos complexos de inclusdo através do estabelecimento das
constantes de formacdo e ainda das correlacbes espaciais. Logo a utilizacéo
da Ressonancia Magnética Nuclear esta diretamente associada a necessidade
de compreender os sitios de interacdo entre a molécula héspede e a
hospedeira [77].

Desta forma os experimentos de RMN de *H sdo de grande importancia
na caracterizacdo dos complexos supramoleculares através da analise da
variacao nos deslocamentos quimicos em funcéo da variacdo da concentracao
das espécies hdspede e hospedeira. As variacdes mais significativas de
deslocamento quimico sado referentes aos ndcleos que estdo interagindo de
forma efetiva e esta variacéo € resultado direto da complexagcédo das espécies
[43, 49, 77].

Outra forma de avaliar o processo de complexacdo € através das
medidas de tempo de relaxacéo longitudinal (T1). Desta forma o processo de
relaxagdo magnética nuclear esta relacionado ao restabelecimento do equilibrio
da magnetizacdo dos nudcleos que sofreram uma excitacdo mediante a
aplicacdo de energia, na regido da radiofreqiéncia, e este processo é
dependente das condi¢cdes das vizinhangas. Desta forma, mudancas nos
valores de T, podem dar indicios sobre a interacdo entre os sistemas hospede-
hospedeiro evidenciando o0s possiveis sitios de interacdo entre essas
moléculas uma vez que o0 processo de relaxacdo dos nucleos depende

diretamente dos movimentos nucleares afetados pela complexagéo [78].
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A técnica bidimensional, NOESY, que se baseia no Efeito Nuclear
Overhauser — NOE é muito indicada para a caracterizacdo de sistemas
supramoleculares envolvendo ciclodextrinas, uma vez que o efeito NOE néo se
propaga através das ligacbes quimicas, mas apenas através do espaco. Logo,
os experimentos de NOESY 'H/*H sdo capazes de revelar correlacdes
espaciais entre moléculas ou complexos em solugcdo cujos nucleos de
hidrogénio estejam interagindo no espaco a uma distancia de até 5 A. Desta
forma este tipo de experimento permite que sejam estabelecidos ndo somente
0s sitios de interacdo, para sistemas supramoleculares, entre a ciclodextrina e
a molécula héspede, mas também possibilita inferir sobre a estequiometria do

sistema e ainda sobre as forgas intermoleculares envolvidas [78].

1.4.3 — Calorimetria Isotérmica de Titulacéo:

Uma das técnicas mais poderosas para o estudo de complexacdo € a
Calorimetria Isotérmica de Titulagdo (ITC). Esta técnica permite obter, em um
anico experimento, parametros termodindmicos como AG°, AH® e TAS® para a
interacdo entre um ligante e seu receptor, sendo possivel ainda determinar a
estequiometria do sistema formado. Isso porque o ITC utiliza como sonda para
0s processos de complexacdo a medida direta do fluxo de calor envolvido na
reacdo. Uma vez que qualquer processo reacional envolve a quebra e
formacao de interagOes intermoleculares e que a estes fendmenos associa-se
uma variacéo no fluxo de calor, logo o ITC se torna uma importante ferramenta
para o estudo deste tipo de reacdo em solucdo. Esta técnica tem sido

amplamente utilizada para sistemas biolégicos que envolvem interacdes entre
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proteinas-ligantes, proteinas-acidos nucléicos e proteina-proteina; entretanto
tem sido ainda aplicada para sistemas supramoleculares, mais especificamente
para complexos de inclusdo com ciclodextrinas e para investigar a
complexacao entre éteres de coroa e metais [79].

Durante o processo de titulacdo por ITC, caso as espécies tituladas e
titulantes sejam passiveis de sofrerem interacdes, ocorrera uma variacao de
entalpia (AH®) uma vez que havera quebra e formacéo de interacfes entre as
espécies. Como a cela é isotérmica essa variagdo de energia ndo podera se
refletir como um aumento de temperatura no sistema. Sendo a presséo
constante, durante a titulagcdo, AH° sera equivalente a quantidade de calor

recebida ou fornecida, Equacao 1.4, pelo sistema, lembrando que o calorimetro

€ adiabatico, mas a cela onde ocorre a titulacéo é isotérmica [80].

H= (@j Eq. 1.4
d[x]),

Onde Qp é um parametro medido experimentalmente, porém este fluxo
de calor demora certo tempo, df, para entrar ou sair do sistema.

Logo:

dej t2
H=|—==| =|Fdt Eqg. 1.5
(d[X] p J |

Para sistemas que interagem segundo uma estequiometria fixa, ou seja,
nao tendem a formar agregados moleculares em solucéo, e ainda apresentam
valores relativamente altos para a constante de interacéo (K > 10°), o perfil da
curva de titulacdo calorimétrica tende a ser uma sigmoide, Figura 1.10 [79].

Esta curva pode ser dividida em duas regides:
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1- onde h& excesso de titulado e cada injecdo produzira uma variagcao de
entalpia diferente de zero.
2- onde ha excesso de titulante e ndo mais levara a uma variacao de

entalpia.

AH®,

AHO Qo

[ —
-

Razao Molar

S I .

Figura 1.10: Representacdo de uma titulacdo calorimétrica de variacao de

entalpia (AH°) por razdo molar (n).

Desta forma o modelo matematico que descreve a sigmodide para este
tipo de processo é a isoterma de Wiseman e através deste ajuste é possivel
determinar simultaneamente a entalpia (AH®), a estequiometria (n) e a
constante de equilibrio do sistema (K) [79]. Sendo assim através de utilizacdo
das Equacdes 1.6 e 1.7 da termodinamica é possivel de determinar AG° e

ainda o termo TAS® [80].

A, G =-RTInK Eq. 1.6

int

A G =A_H' -TA, S Eq. 1.7

int int int
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2 — Materiais e Métodos:

2.1 — Reagentes Utilizados:

Os reagentes utilizados para a preparacdo e caracterizacdo dos
possiveis dispositivos de liberacdo sustentada estdo listados abaixo, assim
como algumas de suas propriedades fisico-quimicas e procedéncia. Os dois
antidepressivos estudados foram cedidos, gentiimente, pelo Prof. Carlos
Eduardo de M. Jensen, professor do Centro Universidade Newton Paiva,
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Saude. A pureza destes reagentes foi
verificada usando experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear e medidas
de ponto de fusdo observado pelos experimentos de Calorimetria Diferencial

Exploratéria.

[-ciclodextrina:

Cadigo: BCD.

Nomenclatura IUPAC: ciclo-hepta-glucoamilose.
Formula molecular: C42H70035.11H,0.

Massa molecular média: 1135 gmol™[1].
Solubilidade em &gua a 25 °C: 15,9 mmolL™ [1].
Ponto de fuséo: 311,31 °C [2].

Caracteristica: solido branco semicristalino.
Fabricante: Xiamem Mchem Pharma LTD.

Lote: 20031210

Formula estrutural:
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Figura 2.1: Formula estrutural da p-ciclodextrina.

Cloridrato de Fluoxetina

Caodigo: FLU.

Nomenclatura IUPAC: N-metil-y-[4-(trifluorometil)fenoxilbenzenopropanamina
[3].

Formula estrutural: C17H18F3NO.HCI.

Massa molecular: 345,79 gmol™ [3].

Solubilidade em &gua a 25 °C: ~ 15,0 mgmL™ [3].
Ponto de fuséo padrédo: 158,0 °C [4].

Ponto de Fuséo experimental: 157 °C
Caracteristica: sélido branco cristalino.
Fornecedor: Phama Nostras.

Lote: 05101363 A

Foérmula estrutural:
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Figura 2.2: Férmula estrutural do Cloridrato de Fluoxetina.

Cloridrato de Imipramina

Cadigo: IMI.

Nomenclatura IUPAC: 5-[3-(dimetilamino)propil]-10,11-dihidro-5H-dibenzo[b,f]
azepina [3].

Formula estrutural: C19H24N2.HCI.

Massa molecular: 316,87 gmol™.

Solubilidade em &gua a 25 °C: ~ 50,0 mgmL™.
Ponto de fuséo padréo: 156,0 °C [5].

Ponto de Fuséo experimental: 157 °C.
Caracteristica: sélido branco cristalino.
Fornecedor: Galena

Lote: IH/015-12-2004

Foérmula estrutural:
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Figura 2.3: Férmula estrutural do Cloridrato de Imipramina.

Outros reagentes utilizados:
1- Agua Milli-Q®: Millipore, tipo 1.
2- Oxido de Deutério (D,0O): Cambridge Isotope Laboratories, Inc — 99,9 % de

pureza isotopica.

2.2 — Equipamentos:

e Espectrofotbmetro de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FT-IR), Perkin
Elmer Spectrum GX.

e Acessorio para Infravermelho, Reflectancia Total Atenuada Horizontal.

¢ Cela de Seleneto de Zinco (ZnSe), para FTIR-HATR.

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker Avance DRX-400,
operando a 400 MHz.

eTubos de quartzo de 0,8 polegadas de comprimento e 5 milimetros de

diametro externo, para RMN.
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e Equipamento de analise termogravimétrica Shimadzu TGA-50H/DSC-50.

e Cadinho de alumina.

e Equipamento de Calorimetria Exploratéria Diferencial 2920 TA Instruments.
e Cadinhos de aluminio.

e Liofilizador Savant MdulyoD — Freeze Dryer, Thermo Electron Corp.

e Microcalorimetro VP-ITC da Microcal.

2.3 — Descrigcdo dos Experimentos:

2.3.1 — Preparo dos Compostos de Incluséo:

Uma vez que as moléculas hdspedes, Imipramina e Fluoxetina,
estudadas no presente trabalho apresentam uma relativa solubilidade em agua,
aproximadamente 15 e 50 mgmL™, respectivamente [3], decidiu-se pelo
preparo dos compostos de inclusdo usando o método de liofilizacao [6, 7]. Este
método de preparo consiste na solubilizacdo da molécula héspede (Fluoxetina
ou Imipramina) e também da molécula hospedeira (BCD) em é&gua. Desta
forma, as solu¢des sdo unidas e mantidas sob agitacdo por um periodo de
tempo suficiente para que o sistema entre em equilibrio dindmico. Apés este
periodo de agitacdo a solucdo é imediatamente congelada em nitrogénio
liguido e submetida ao processo de liofilizacdo, até a obtencdo de um sélido
completamente seco [7].

Com o objetivo de comparagcdo com os complexos de incluséo, misturas
mecanicas foram preparadas e avaliadas através das técnicas de andlise no
estado soOlido TG/DTG, DSC e FT-IR. Essas misturas mecéanicas foram

preparadas pela mistura direta de Fluoxetina ou Imipramina com a f-
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ciclodextrina nas mesmas razdes molares dos compostos de incluséo, 1:1 e 2:1

BCD/molécula héspede.

2.3.2 — Anélise Térmica:
TG/DTG e DSC

Os experimentos de analise termogravimétrica (TG) foram conduzidos
com a utilizacdo de cadinhos de alumina sob atmosfera de N, com um fluxo
constante de 50 mL/min. Na Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foram
utilizados cadinho de aluminio, também sob um fluxo de N, constante de 50
mL/min. Para as duas técnicas de analise térmica empregadas foi utilizada uma
taxa de aquecimento, em cada experimento, de 10 °C por minuto. Foram
avaliados pelas técnicas de andlise térmica descritas acima os complexos de

inclusdo (1:1 e 2:1 BCD/FLU; 1:1 e 2:1 BCD/IMI), suas respectivas misturas

mecanicas e ainda os compostos livres (BCD, FLU e IMI).

2.3.3 — Espectroscopia de Absorcéo (FT-IR) e Reflectancia Atenuada
Horizontal (FTIR-HATR) na Regi&o do Infravermelho:
FT-IR

Os espectros dos complexos de inclusdo, misturas mecanicas e
compostos livres foram obtidos pelo espectrofotometro Perkin Elmer, modelo
Spectrum GX, em pastilhas de KBr com uma resolucdo de 4 cm™ e 32 scans
por amostra. Todos os espectros de absorcéo na regiao do infravermelho foram
obtidos na regido entre 4000 — 400 cm™. Os dados foram convertidos pelo
proprio programa do espectrofotdmetro (Spectrum) a arquivos do tipo ASC Il e

tratados posteriormente pelo programa OriginPro 7.0, OriginLab Corporation.
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FTIR-HATR

Os espectros de FTIR-HATR foram obtidos em espectrofotdmetro Perkin
Elmer, Spectrum GX, com o auxilio do acessorio para reflectancia atenuada
horizontal. Foi utilizada uma cela de Seleneto de Zinco (ZnSe), com o
equipamento operando com 4 cm™ de resolucdo e 128 scans. Os espectros
foram obtidos na regido entre 4000 — 600 cm™ embora devido a limitaces,
para as regides onde sdo observadas as bandas da agua, somente a regiao
entre 1600 a 800 cm™ foi utilizada. Essa limitagdo ocorre uma vez que as
bandas da agua sdo muito mais intensas do que aquelas observadas para as
deformacdes e estiramentos das moléculas (BCD, IMI e FLU).

Para avaliar as alteragbes nos modos vibracionais dos compostos de
incluséo, foi feita uma titulagéo de BCD com farmaco (FLU ou IMI). Desta forma
foi possivel identificar as modificacbes nos modos vibracionais a diferentes
raz6es molares do sistema BCD/farmaco. Com o objetivo de comprovar as
alteracbes observadas para os sistemas supramoleculares estudados em
solucéo por FTIR-HATR, titulacdes de solucédo aquosa do farmaco (FLU ou IMI)
em agua e de agua em solugdo de BCD foram realizadas como branco dos
experimentos de titulacao.

Para o sistema BCD/FLU a concentracdo da FLU variou de 2,7 mM a
15,0 mM e para a solucdo de BCD sua concentragdo variou de 12,0 mM a 6,0
mM, durante o processo de titulagdo. Todos os experimentos foram conduzidos
em triplicata, a uma temperatura de 25 + 1 °C e o porta amostra foi purgado
com N, antes de cada titulagdo para que o efeito da umidade do ar fosse

removido. Para o sistema BCD/IMI foram utilizadas as mesmas condigbes de

analise empregadas para o sistema BCD/FLU, assim como as mesmas
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concentracdes das solucdes. Todos os espectros obtidos foram subtraidos do
espectro da agua, com a finalidade de observar somente os modos vibracionais
das moléculas estudas em solucéo.

De modo a validar a técnica de FTIR-HATR para a caracterizacédo deste
tipo de sistema supramolecular, o sistema formado pelo farmaco Cloridrato de
Tetraciclina e B-ciclodextrina também foi testado através dessa metodologia [8].

Com o intuito de determinar a estequiometria dos sistemas
supramoleculares formados entre a CD e a FLU ou IMI, experimentos de Job
foram conduzidos através da técnica de FTIR-HATR em solucdo aquosa, ha
qual a concentracao inicial dos componentes BCD, FLU e IMI foi de 10,0 mM.
Para este experimento foram realizadas titulacdes onde a concentracdo de
cada um dos componentes do sistema (BCD/FLU ou BCD/IMI) variou em 0,5
mM, a cada ponto da titulacéo, até 9,5 mM. Entretanto a concentracéo final da
solucdo foi mantida em 10,0 mM, conforme esquematizado na Figura 2.4.

Todas as titulagbes foram realizadas em triplicata a temperatura de 25 + 1 °C.

Ponto i Fonto 1 Fonto 2 Fonto f
| —
[CD] = [0,0 mM] [CD] = [0,5 mM] [CD] =[1,0 mM] [CD] = [10,0 mM]

[farmaco] = [10,0 mM] [farmaco] = [8,5mM] [farmaco] = [9,0mM] [farmaco] = [0,0 mM]
Figura 2.4: Representacao esquematica das solugdes utilizadas no

experimento de Job.
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2.3.4 — Ressonancia Magnética Nuclear:
RMN

Os compostos de inclusdo preparados pelo método de liofilizacdo a
diferentes razdes molares: 0,5:1; 0,75:1; 1:1; 1,25:1; 1,5:1 e 2:1 BCD/farmaco
antidepressivo foram dissolvidos em D,O e utilizados para verificar o processo
de incluséo usando os deslocamentos quimicos de hidrogénio (*H), tempo de
relaxacao longitudinal (T;) e através do Efeito Nuclear Overhauser, através do
experimento de NOESY por Ressonancia Magnética Nuclear. Para a
caracterizacdo estrutural e determinacdo da pureza dos farmacos livres e da
BCD outros experimentos, unidimensionais e bidimensionais, foram realizados
como: *C, ®*C-DEPT 135, COSY 'H/*H, HSQC 'H/**C-DEPT-135 e HMBC
H/BC.

Os espectros de RMN foram obtidos a 27,0 °C em equipamento Bruker
DRX 400 — AVANCE operando a 400 MHz, em tubos de quartzo de 5 mm. Os
experimentos de 'H foram adquiridos com a técnica de supressdo de agua
residual (WATERGATE). Os dados de NOESY e T, foram adquiridos através
de experimentos padrbes da biblioteca do espectrdmetro com um tempo de
mistura de 500 ms. Em todos os experimentos de RMN, o deslocamento

qguimico da agua foi utilizado como referéncia, com um valor de 6= 4,70.

2.3.5 — Calorimetria Isotérmica de Titulacao:
ITC

As titulagBes calorimétricas, da BCD com os antidepressivos (Fluoxetina
e Imipramina) foram realizadas em duplicata no Microcalorimetro, da Microcal,

a 25 °C. Cada titulacdo consiste de 51 injecOes sucessivas com intervalos de
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300 s entre cada ponto. O primeiro ponto da titulacédo, 1 uL, foi descartado com
0 objetivo de eliminar efeitos de diluicdo do titulante na cela calorimétrica, logo
as 50 adicOes subsequentes de 5 uL e com um tempo de 2 s de injecao, foram
utilizadas para construir a curva de titulacao.

Para a titulacdo da Fluoxetina foi utilizada uma solucdo aquosa de 17,5
mM com um volume de 1,5 mL e a B-ciclodextrina, uma solucdo aquosa de 1
mM foi empregada como titulante. A concentracdo da BCD na cela
calorimétrica variou de 1 para 0,86 mM e a concentracdo da FLU variou de 0,0
para 2,9 mM, durante o processo de titulacéo.

Para o sistema BCD/IMI a concentracdo de IMI utilizada foi de 10 mM
com o volume, também de 1,5 mL e para a BCD, sua concentracao utilizada foi
de 0,5 mM. Durante o processo de titulagdo a concentragcdo dos componentes
variaram de 0,0 a 1,7 mM e de 1,0 a 0,44 mM para a Imipramina e para a j-
ciclodextrina, respectivamente.

Para os dois processos de complexacdo estudados os dados obtidos
foram tratados pelo software do préprio calorimetro (Microcal Oring 5.0 para
ITC) e das curvas obtidas, para cada uma das titulacdes, foram subtraidas de
suas respectivas curvas de diluigho em agua dos farmacos, que foram

realizadas como branco do processo [9-11].
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3 — Caracterizacdo do Sistema B-ciclodextrina/fluoxetina:

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para a
caracterizacao dos compostos de inclusdo formados pela interacdo entre a
BCD e a FLU, a diferentes razdes molares, e ainda a caracterizagéo fisico-
quimica dos compostos livres através das metodologias descritas no capitulo 2.
Foram utilizadas técnicas de analise térmica (TG/DTG e DSC),

espectroscopicas (FT-IR, FTIR-HATR e RMN) e ainda microcalorimetria (ITC).

3.1 — Analise térmica:

TG/DTG e DSC

A Figura 3.1 apresenta a curva termogravimétrica para a CD. De forma
geral seu perfil termoanalitico pode se dividir em trés regides: a 12 referente a
perda de agua, tanto das moléculas presentes no interior da cavidade quanto
as moléculas localizadas entre as moléculas de CD, em aproximadamente 80 a
130 °C; a 22 referente a um patamar de estabilidade térmica entre 140 a 290
°C; e a 32 regiao que se refere a sua termodecomposi¢cdao, a partir de
aproximadamente 300 °C [1]. Analisando a curva DSC para a BCD, Figura 3.2,
€ possivel observar tanto os eventos relacionados a perda das moléculas de
agua, a aproximadamente 65 °C, quanto a sua termodegradagao a 320 °C.
Alguns autores relatam a presencga de transi¢ées de fase entre 210 — 240 °C,
mas nem sempre estes fenbmenos sdo observados, dependendo da condi¢ao
que se realiza o experimento, e ndo ha um consenso sobre a natureza destas

transicoes [1].
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Figura 3.1: Curvas TG/DTG para a B-ciclodextrina, em atmosfera de N..
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Figura 3.2: Curva DSC para a p-ciclodextrina, em atmosfera de Na.
Para a Fluoxetina a curva termogravimétrica (TG) esta apresentada na
Figura 3.3, juntamente com a derivada (DTG). Na curva TG para a FLU,

nenhuma perda de massa € observada até, aproximadamente 190 °C, mas a
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partir desta temperatura a Fluoxetina comecga seu processo de decomposicao.
Outra perda de massa pode ser observada para temperaturas mais altas do
que 520 °C, levando a degradacdo completa da amostra. Os eventos
relacionados a fusido deste farmaco, a uma temperatura de 157 °C podem ser
observados em sua curva DSC, Figura 3.4. Este valor de fusdo esta de acordo
com o valor relatado na literatura para este antidepressivo, comprovando assim
a pureza da amostra [2]. A curva DSC para a FLU indica um perfil tipicamente
de uma substancia pura e cristalina, uma vez que somente um evento
endotérmico, bem definido, &€ observado [2]. Um evento exotérmico é

observado a temperatura de 241 °C referente a sua termodecomposicao [2].
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Figura 3.3: Curvas TG/DTG para a Fluoxetina, em atmosfera de N..
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Figura 3.4: Curva DSC para a Fluoxetina, em atmosfera de Na.

De modo a avaliar o processo de formacdo do complexo de inclusao
entre a BCD e a Fluoxetina, foram feitas as andlises termogravimétricas para os
compostos de inclusdo, na razdo de 1:1 e 2:1 BCD/FLU e ainda para as
respectivas misturas mecanicas.

Na Figura 3.5 estdo apresentadas as curvas TG para os compostos
livres (BCD e FLU) seu complexo na razao 1:1 e ainda sua respectiva mistura
mecanica. Pode ser verificado através da comparacado das curvas TG, que o
complexo BCD/FLU apresenta uma maior estabilidade térmica do que os
compostos livres a uma temperatura superior a 260 °C. A esta temperatura a
Fluoxetina ja sofreu uma perda de massa de aproximadamente 90 % e a

mistura mecanica do, BCD/FLU, cerca de 70 %; entretanto para o complexo
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BCD/FLU, somente uma perda de massa de 50 % € observada, indicando

assim a interagao entre as espécies no estado sadlido.
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Figura 3.5: Curvas TG para BCD, FLU, mistura mecénica 1:1 BCD/FLU e

composto de inclusdo 1:1 BCD/FLU, em atmosfera de Na.

Através da comparagéo entre a curva DSC do composto 1:1 BCD/FLU
com os compostos livres, Figura 3.6, fica clara a auséncia dos eventos, ja
descritos acima, relacionados a BCD e a FLU na curva DSC do complexo,
principalmente o ponto de fusao caracteristico do farmaco, a 157 °C. De modo
a verificar a eficacia do processo de liofilizacdo no preparo do complexo de
inclusdo as curvas DSC do Cl e da mistura mecanica foram comparadas e
pode-se observar que as duas ndo sao semelhantes e ainda que para a curva

DSC da mistura mecanica é observado o evento relacionado a fusdo da
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Fluoxetina, a 157 °C. Estas evidéncias experimentais auxiliam a afirmar que as

espécies sao capazes de interagir no estado sélido.

Cl 1:1 pCD/FLU

\

MM 1:1 pCD/FLU

DSC (mW)

T

FLU

BCD

\

' I v | ! I
0 100 200 300 400

Temperatura (°C)

Figura 3.6: Curvas DSC para BCD, FLU, mistura mecénica 1:1 BCD/FLU e

composto de inclusédo 1:1 BCD/FLU, em atmosfera de Na.

Para que pudesse ser avaliada a interagao entre as espécies quando a
razdo molar de p-ciclodextrina é duas vezes maior que a de Fluoxetina,
compostos na razdo de 2:1 BCD/FLU foram preparados. A seguir, na Figura

3.7, estdo apresentadas as curvas TG para este complexo e sua mistura
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mecanica, nesta mesma razdo molar. Da mesma forma que observado no
complexo 1:1, o composto de razdo molar 2:1, possui uma maior estabilidade
térmica, quando comparado com os compostos livres e também com sua
respectiva mistura mecanica. E possivel também verificar que a curva para o
complexo ndo € somente uma sobreposi¢cdo das curvas TG dos compostos

livres evidenciando a interagao entre as espécies.
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Figura 3.7: Curvas TG para BCD, FLU, mistura mecanica 2:1 BCD/FLU e

composto de inclusédo 2:1 BCD/FLU, em atmosfera de Na.

Na Figura 3.8 estdo apresentadas as curvas DSC para o sistema
supramolecular 2:1 BCD/FLU. Mais uma vez fica claro que o perfil da curva
DSC para o complexo ndo é simplesmente a sobreposicdo das curvas dos
compostos livres, indicando a interagéo entre estas moléculas no estado sélido.

Para a mistura mecanica ainda é observado o evento referente a fusdo do
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farmaco, em 157 °C, embora outra transicdo de fase seja observada em 215
°C, que ndo se refere aos compostos livres. Este fendmeno indica que a
interacdo entre as espécies é forte, mas que o processo de preparacdo do
complexo, pelo método de liofilizagado tem influéncia no perfil da curva DSC e

sobre a forma com que as espécies interagem.
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Figura 3.8: Curvas DSC para BCD, FLU, mistura mecénica 2:1 BCD/FLU e

composto de inclusédo 2:1 BCD/FLU, em atmosfera de Na.
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3.2 — Espectroscopia de Absorcédo (FT-IR) e Reflectancia Atenuada

Horizontal (FTIR-HATR) na Regi&o do Infravermelho:

FT-IR

Através da andlise do espectro de absorgdo na regido do infravermelho
para a p-ciclodextrina os seguintes modos vibracionais sao atribuidos segundo
a Figura 3.9: 3400 cm™ banda referente ao estiramento (OH), em 2930 cm’
estiramento (C-H), na regido entre 1400 a 1250 cm™ sdo observados alguns
modos referentes as deformacgdes (C-H) e um dos mais caracteristicos, se ndo
o mais, entre 1070 a 1030 cm™ o estiramento (C-O-C), referente & ligagdo o (1-

4) glicosidica [3, 4].

pCD

Transmitancia (%)

I d | . I 8 | e I 8 | e I J |
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Figura 3.9: Espectro de absorgao na regido do infravermelho para a 3-

ciclodextrina, em KBr na regido entre 4000 — 400 cm™.
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Para a molécula da Fluoxetina, em seu espectro de absor¢do na regiao
do infravermelho, Figura 3.10, alguns modos caracteristicos podem ser
destacados e estdo relacionados na Tabela 3.1. E importante mencionar que
através do perfil dos modos vibracionais de baixa frequéncia da Fluoxetina,
observados em seu espectro de infravermelho, pode-se dizer que esta possui
uma caracteristica de substancia cristalina uma vez que essas bandas, na

regido de 650 — 450 cm™, sdo bem definidas.
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Figura 3.10: Espectro de absorgao na regido do infravermelho para a

Fluoxetina, em KBr na regigo entre 4000 — 400 cm™.
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Tabela 3.1: Relagdo de alguns modos vibracionais referentes a molécula de
Fluoxetina, atribuidos através de seu espectro de absor¢do na regido do

infravermelho:

Regido (cm™) Possivel Atribuicéo
3435 v (N-H)
2960 v (C-H) sim*. e assim™**.
2452 v (RaN"Hy)
1615 e 1588 Sais de amonio
1517 — 1456 Vibragdes (C=C)
1332 e 1242 v (C-F)
1109 v (C-0O-C)
1041 v (C-N)

*sim. simétrico

**assim. assimétrico

Uma vez caracterizados os modos vibracionais mais importantes de
cada uma das moléculas livres, uma comparagao entre estes e os modos
vibracionais referentes ao complexo BCD/FLU pode auxiliar a determinar a
forma com que estas moléculas interagem e entéo inferir sobre a geometria do
complexo no estado solido. Desta forma, quando comparado o complexo, na
razao 1:1, com as moléculas livres fica evidente, através da Figura 3.11, uma
reducdo no numero de modos que o Cl apresenta quando comparado com a
FLU livre, indicando uma menor mobilidade da molécula, o que sugere que a
Fluoxetina esta interagindo com a PBCD de forma efetiva. As principais
mudangas, nos modos vibracionais da FLU, atribuidas a esta interagdo com a

BCD estao relacionadas as vibragdes (C=C) dos anéis aromaticos, entre 1517 a
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1456 cm™ e as deformacdes (C-F) em 1332 e 1242 cm™ que sofreram uma
drastica redugdo em sua intensidade e ainda, alguns modos na regido inferior a
900 cm™ referentes a deformagdes dos anéis aromaticos mono e
dissubstituidos. A regido entre 3100 a 2530 cm™ referente & molécula da
Fluoxetina também teve seu perfil significativamente modificado quando
comparado com o complexo. A esta regido estao relacionados os estiramentos
(C-H) simétrico e assimétrico e ainda estiramentos (N-H) de aminas
protonadas. Estas alteracdes nos modos vibracionais da FLU, correspondentes
a mais de uma regido da molécula, sugerem a possibilidade de que a
ciclodextrina esteja interagindo com mais de um sitio da FLU.

Além destas alteracbes nos modos vibracionais referentes a FLU, um
afilamento da regido do estiramento (OH) em 3400 cm™ e da regido de
estiramento (C-O-C) em 1070 cm™ da BCD foram observados para o composto
de inclusdo. Estes afilamentos estdo relacionados com a redugdo no numero
de ligacdes de hidrogénio apos a inclusao da molécula hospede e consequente

saida das moléculas de agua da cavidade da ciclodextrina [4, 5].
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Figura 3.11: Espectro de absorg¢ao na regido do infravermelho para a BCD,

FLU, mistura mecéanica 1:1 BCD/FLU e composto de inclusdo 1:1 BCD/FLU, em

KBr na regido entre 4000 — 400 cm™.

O espectro na regiao do infravermelho para o complexo de razdo molar
2:1 BCD/FLU, Figura 3.12, apresenta da mesma forma que o complexo 1:1,
uma redugado no numero de bandas referentes a molécula de FLU, que esta
relacionada com a reducdo na mobilidade desta ultima indicando sua interacao

efetiva com a BCD. Quando o espectro do complexo é comparado com 0s
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espectros dos compostos livres, pode-se observar a supressdo das bandas da
FLU entre 3130 a 2340 cm, referentes aos modos de estiramentos (C-H)
simétrico e assimétrico e estiramentos referentes a (N-H) de aminas
protonadas. Outras bandas da FLU que sofreram uma alteracdo em seu perfil
foram: deformagao de sais de aménio (1615 e 1588 cm™), vibragdes referentes
aos modos dos anéis aromaticos entre (1517 — 1456 cm™), os estiramentos C-
F em 1332 e 1242 cm™ e ainda diversos modos de baixa freqiiéncia. Mais uma
vez estas mudancgas, em diferentes modos da FLU quando complexada com
BCD, indicam a interagdo de mais de uma regido da molécula héspede com a
ciclodextrina. O fato do perfil do espectro de infravermelho das misturas
mecanicas se assemelhar com o perfil dos espectros dos complexos de
inclusdo pode ser explicado pelo modo de preparagao das pastilhas de KBr,

que pode forgar a interacdo entre as moléculas héspede-hospedeira.
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Figura 3.12: Espectro de absorgao na regido do infravermelho para a BCD,

FLU, mistura mecanica 2:1 BCD/FLU e composto de inclusdo 2:1 BCD/FLU, em

KBr na regigo entre 4000 — 400 cm™.

FTIR-HATR

Uma vez que o processo de preparacdao das pastilhas de KBr pode
forcar a formagdo do composto de inclusdo no estado sdlido, a técnica de
FTIR-HATR em solu¢do aquosa foi utilizada para caracterizar estes complexos.

Esta técnica de FTIR-HATR em solug¢do aquosa, ndo havia sido utilizada e,
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portanto ndo existiam registros na literatura, até entdo, para a caracterizagao
de sistemas supramoleculares com ciclodextrinas através desta metodologia [6,
7].

A Figura 3.13, apresenta o espectro na regidao do infravermelho por
reflectancia atenuada total horizontal para a BCD a diferentes concentragdes,
apos a subtragdo do espectro da agua pura, utilizado como referéncia. Foram
utilizadas diversas concentragbes de PBCD com a finalidade de verificar
possiveis mudangas nas bandas da ciclodextrina devido ao efeito da diluicao
de mesma, entretanto esse fato n&o foi verificado. Embora exista uma limitacéo
técnica na regido onde sédo observados os sinais da agua, ja mencionada no
Capitulo 2, esse fato ndo impediu a atribuicdo das bandas da BCD. Logo, para
atribuir as bandas da BCD a regido entre 1600 a 800 cm™ foi utilizada, ficando
evidentes os modos vibracionais referentes aos estiramentos (C-H) em 1156 e
1084 cm™ e o estiramento (C-O-C) em 1030 cm™. Estas bandas estdo de
acordo com aquelas observadas para a BCD no estado sélido em pastilhas de

KBr [3].
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Figura 3.13: Espectro de FTIR-HATR para a BCD em solu¢gdo aquosa na

regido entre 1600 a 800 cm™, apds subtracdo do espectro da agua.
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Figura 3.14: Espectro de FTIR-HATR para a FLU em solugédo aquosa na

regido entre 1600 a 800 cm™, apds subtracéo do espectro da agua.
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Para a FLU a mesma regiao do espectro da FTIR-HATR foi avaliada
também a diferentes concentragées e esta apresentada na Figura 3.14. Do
mesmo modo que ocorreu nos espectros de FTIR-HATR para a BCD, a FLU
também nao sofreu nenhuma modificagdo em seus modos vibracionais durante
o processo de diluicdo e as bandas observadas por FTIR-HATR, na regido
entre 1600 a 800 cm™ estdo de acordo com aquelas observadas e atribuidas
no estado solido.

Desta maneira, os compostos de inclusdo a diferentes concentracdes
foram preparados de modo a ser possivel a comparagao de seus espectros

com os espectros dos compostos livres. Estes espectros estdo apresentados

na Figura 3.15.
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Figura 3.15: Espectro de FTIR-HATR para o composto de inclusdo entre a
BCD e a FLU em solugdo aquosa na regido entre 1600 a 800 cm™’, apos

subtracao do espectro da agua.
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De modo a facilitar a comparacao entre os trés espectros, BCD, FLU e
seu composto de inclusdo a Figura 3.16 foi registrada, onde a concentragao da
BCD é igual a 8,0 mM, da FLU 11,6 mM e seu respectivo composto de
inclusdo, no qual a concentragédo da BCD é 8,0 mM e da FLU 11,6 mM. A
comparagao entre as intensidades dos modos vibracionais, feita entre os
espectros de reflectancia atenuada para os compostos livres e o complexo de
inclusdo, sé pode ser realizada uma vez que esta técnica espectroscopica de
FTIR-HATR é quantitativa.

Ao comparar o espectro da FLU com seu Cl pode ser observada uma
reducdo na intensidade dos modos referentes aos estiramentos (C=C) em
aproximadamente 1500 cm™, (C-F) em 1329 e 1245 cm™ e (C-O-C) em 1120
cm”, indicando uma interagdo entre a BCD e a FLU através dos anéis
aromaticos da molécula héspede. Além disso, uma redug¢ao na intensidade do
estiramento (C-O-C) da BCD em 1030 cm™ foi observada. Esta reducdo na
intensidade esta relacionada com a redugdo no numero de ligagcdes de
hidrogénio apos a saida das moléculas de agua da cavidade e a inclusdo da
molécula da Fluoxetina, do mesmo modo que no estado sdlido. Uma vez que
este sistema BCD/FLU se encontra em equilibrio em solugédo e as principais
mudancas nos modos vibracionais observados por FTIR-HATR foram para os
modos dos anéis aromaticos e também para o grupo CF3;, sugere-se uma
interacdo preferencial da BCD por este anel aromatico dissubstituido. E
importante lembrar que estas alteracbes nestes modos também foram
observadas no estado solido por FT-IR e que em solugdo um equilibrio entre
mais de uma espécie de complexo de inclusdo pode existir de forma

simultanea [8]. Logo, ndo pode ser descartada a possibilidade da formacao do
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complexo supramolecular através da inclusdo do anel aromatico

monosubstituido.

Transmitancia (%)

[oiclodextrina

Fluoxetina

Composto de Inclusdo

| ' | ! | ! | ! 1
1600 1400 1200 1000 800

Namero de onda (cm"1)
Figura 3.16: Espectro de FTIR-HATR para a BCD (8,0 mM), FLU (11,6 mM) e o
respectivo composto de inclusdo em solugdo aquosa na regido entre 1600 a

800 cm™', apds subtragao do espectro da agua.

Outra utilizacdo da técnica de FTIR-HATR foi para o experimento de
titulacdo pelo método de variacdo continua da concentracdo dos componentes,
molécula hdspede e hospedeira, mas mantendo constante a soma total das
concentracdées no sistema. Este experimento € conhecido também como
método de Job e possibilita, através da monitoragdo de algum parémetro fisico
ou quimico do sistema, determinar a estequiometria do complexo formado a

partir de uma curva de variagcao da propriedade monitorada por fragcdo molar do

sistema [9-12].
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Para o sistema BCD/FLU o parametro utilizado como sonda foi a
variagdo na intensidade da banda de estiramento (C-O-C) em
aproximadamente 1030 cm™ referente & ligagdo o (1-4) glicosidica da B-
ciclodextrina, uma vez que essa metodologia de espectroscopia por FTIR-
HATR permite analises quantitativas em solugdo. Para este sistema BCD/FLU a
curva de titulagédo é apresentada na Figura 3.17.

A concentragao inicial das solu¢gbes aquosas de BCD e FLU foi de 10,0
mM. Durante o processo de titulacdo a concentracdo de cada um dos
componentes variou de 0,5 mM a 9,5 mM (com incrementos de 0,5 mM),

entretanto a soma da concentracdo final dos componentes se manteve

constante e equivalente a 10,0 mM.

sistema 2:1 fCD/FLU

25  Curvade Job - /
2.0 sistema 1:1 BCD/FLU .~ s
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Figura 3.17: Curva de Job correspondente a variagao de intensidade referente

ao v (c-o-c)da BCD por FTIR-HATR para o sistema BCD/FLU.
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Através da analise da curva obtida para o sistema BCD/FLU pode ser
observado a existéncia de dois regimes distintos, um referente a regido de
sistemas do tipo 1:1 BCD/FLU localizado na regiao de fragdo molar préximo a
0,5. A outra regido esta localizada para o maximo da curva com fragdo molar
igual a 0,70, o que corresponde a sistemas do tipo 2:1 BCD/FLU. A observagao
desses dois patamares para o experimento de Job corresponde a existéncia de
mais de um tipo de complexo de inclusdo em equilibrio em solugdo aquosa,
possibilidade ja relatada através da analise da modificagdo dos diversos modos
vibracionais observados por infravermelho. Entretanto, estes fatores néao
impedem que uma estrutura supramolecular seja mais estavel do que outra em
solugcdo, uma vez que o efeito de impedimento espacial, devido ao reduzido
tamanho da FLU em relagdo a BCD, pode impossibilitar o favorecimento da

estabilidade de complexos de razao 2:1 BCD/FLU.

3.3 — Ressonancia Magnética Nuclear:

RMN

Foram utilizados para a caracterizagdo dos materiais de partida, BCD e
FLU, diversas técnicas, uni- e bidimensionais, de RMN. O emprego destas
técnicas teve como objetivo a caracterizagdo estrutural das moléculas hospede
e hospedeira e ainda avaliar a pureza dessas moléculas.

Para a B-ciclodextrina o espectro de hidrogénio a 400 MHz, em D0,
esta apresentado na Figura 3.18. A escolha do D,O como solvente deve-se ao
fato de que a molécula hdospede, a hospedeira e seu respectivo composto de

inclusdo sao relativamente soluveis neste solvente. Os sinais observados para

75



Capitulo 3: Resultados e Discusséo: Sistema f-ciclodextrina/fluoxetina

a BCD estao de acordo com aqueles relatados na literatura [13] e as atribui¢cdes
e valores de deslocamento quimico estdo relacionados na Tabela 3.2. Os
hidrogénios ligados as hidroxilas n&o aparecem uma vez que estes hidrogénios

labeis sédo trocados pelo atomo de deutério do solvente.

Tabela 3.2: Valores de deslocamento quimico (8) para os hidrogénios da BCD,

a 400 MHz em D,O.

Hidrogénios H1 H2 H3 H4 H5 H6
d/ppm 5,03 3,61 3,93 3,55 3,84 3,81
N - ST e

R R RRRAL AN NN N EE RN NN SR AR NN Ry LN NN SRR e LA NN RN RS RRRRRTERIE TR TRIRFT [T T T T T T RN LT LT T T T T Ta T TS T TP T T T8 AT T T T P T T T N R 7

51 50 4.9 48 47 4.6 4.5 44 43 42 4.1 4.0 39
(oprm)

Figura 3.18: Espectro de RMN de 'H da BCD a 400 MHz em D-O.

Para a molécula de Fluoxetina foram utilizadas as técnicas de 'H, COSY
'H/'H, *C e ainda HSQC "H/"*C para elucidagao estrutural e determinagéo de

sua pureza. Em todos os experimentos o D,O foi utilizado como solvente.
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Conforme mencionado anteriormente, devido a utilizacdo deste solvente, os
hidrogénios referentes ao grupo amino nao aparecem, uma vez que estes sao
trocados com o atomo de deutério do D,0.

O espectro de RMN de 'H, a 400 MHz, para a Fluoxetina esta
apresentado na Figura 3.19 na qual € possivel verificar que a integral de cada
sinal corresponde ao numero de hidrogénios total da molécula. As atribui¢cdes
dos sinais dos hidrogénios para a Fluoxetina encontram-se apresentadas na
Tabela 3.3. Para uma melhor visualizacdo dos sinais de hidrogénio da FLU
foram montadas expansdes de seu espectro de hidrogénio, que foi dividido em

duas regides, Figura 3.20 e 3.21.
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Figura 3.19: Espectro de RMN de 'H da Fluoxetina a 400 MHz em D-0.
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Tabela 3.3: Valores de deslocamento quimico (8) para os hidrogénios da

Fluoxetina, a 400 MHz em D->O.

Hidrogénios a b C d Anel A j,m kil

o/ppm 2,68 3,19 2,31 5,49 7,25-7,36 6,96 7,43
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Figura 3.20: Expanséao do espectro de RMN de 'H da Fluoxetina para a regiao

de Sentre 2,10 a 3,40.
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Figura 3.21: Expans&o do espectro de RMN de 'H da Fluoxetina para a regido

de dentre 5,50 a 7,50.

Os experimentos bidimensionais de COSY 'H/'H auxiliaram na
atribuicdo dos sinais de hidrogénio, através das correlacbes escalares

observadas no mapa de contorno COSY, Figura 3.22.
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Figura 3.22: Mapa de contorno COSY 'H/'H a 400 MHz, em D-O.

A atribuigdo dos sinais de carbono para a Fluoxetina foi baseada nos
experimentos de '°C, cujo espectro esta apresentado na Figura 3.23, e tiveram
como auxilio para sua atribuicdo o experimento bidimensional HSQC, Figura
3.24, que permitiu determinar a posi¢do dos carbonos diretamente ligados a

hidrogénios, simplificando a atribuigdo do espectro de *C.
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Figura 3.23: Espectro de RMN de "*C para a Fluoxetina a 400 MHz em D,0.
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Figura 3.24: Mapa de contorno HSQC "H/**C para a Fluoxetina a 400 MHz em

D20.
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Com o intuito de avaliar a formacdo do complexo de inclusdo entre a
Fluoxetina e a B-ciclodextrina e prever uma geometria complexos a diferentes
razdes molares (0,5:1 até 2:1 BCD/FLU), foram preparados. Esses complexos
de inclusdo foram analisados através dos experimentos de 'H e Ty e para os
compostos de inclusao preparados na razdo molar de 1:1 e 2:1 BCD/FLU foram
realizados também os experimentos bidimensional NOESY "H/'H.

Comparando os espectros de 'H dos complexos a diferentes razées
molares (0,5:1; 0,75:1; 1:1; 1,25:1; 1,5:1 e ainda 2:1) com o espectro da
Fluoxetina livre, Figura 3.25a, na regido referente aos hidrogénios dos anéis
aromaticos, fica evidente uma variacdo no deslocamento quimico para estes
hidrogénios [8]. Para os hidrogénios Hj e Hn (8 = 6,96), referentes ao anel
aromatico B, ocorre a perda de sua equivaléncia na presengca da BCD,
principalmente para complexos com maior concentracédo de ciclodextrina. Para
os hidrogénios Hy e H,, também presentes no anel aromatico B, ocorre um
deslocamento quimico para regides de frequéncia mais baixas, de 7,43 para a
FLU livre para 7,31 quando o complexo tem razdo de 2:1 BCD/FLU. Esta
variagdo no deslocamento quimico para estes hidrogénios € uma forte
evidéncia de que esta regido da FLU, anel aromatico B, esta interagindo de
forma efetiva com a cavidade da BCD. Na Tabela 3.4 sdo apresentados os
valores de deslocamento quimico para a Fluoxetina livre e seus compostos de
inclusdo nas razbdes 1:1 e 2:1 BCD/FLU, bem como a variagdo de
deslocamento quimico para os hidrogénios da FLU livre e complexada com

BCD.
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Tabela 3.4: Valores de deslocamento quimico para os hidrogénios da FLU,

composto de inclusédo 1:1 e 2:1 BCD/FLU, a 400 MHz em D,0.

Hidrogénios d FLU d1C 11 A8?1C 1:1 3 1C 2:1 AS° IC 2:1

a 2,68 2,72 -0,04 2,68 0,0

b 3,19 3,24 -0,05 3,23 -0,04

c 2,31 2,42 -0,11 2,41 -0,10

d 5,49 5,52 -0,03 5,47 0,02

Anel A 7,32 7,41 -0,09 7,37 -0,05

j,m 6,96 7,04 -0,08 7,00 -0,04

K, | 7,43 7,38 0,05 7,31 0,12

aA5=SFLU - §1:1 BCD/FLU
®A5=6FLU - §2:1 SCD/FLU

Uma outra mudanca no perfil do espectro de hidrogénio da FLU é
observada para os hidrogénios do outro anel aromatico, o anel A. Ocorre neste
caso, a coalescéncia destes hidrogénios o que permite afirmar que uma
interacao entre esta parte da molécula héspede e a cavidade da BCD, também
deve existir. Estas diferentes modificacbes no perfil do espectro de hidrogénio
da FLU em presenca de BCD ajudam a corroborar a existéncia de um equilibrio
entre mais de uma espécie em solugao. Essa hipotese ja foi verificada através
dos experimentos de FTIR-HATR, nos quais diferentes modos vibracionais da
molécula de FLU sofreram alteracbes na presenca de ciclodextrina. Esse
resultado também foi sugerido pelo experimento de Job, no qual a presenga de
mais de um tipo de complexo pode ser observado, sistemas 1:1 e 2:1
BCD/FLU. Contudo, como as principais variagdes no deslocamento quimico

sdo observadas para os hidrogénios do anel aromatico que contém o grupo
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CF3; como substituinte, este fato indica uma preferéncia da cavidade da
ciclodextrina por esta regido da molécula héspede.

Verifica-se ainda, a coalescéncia dos hidrogénios internos da BCD, H3 e
H5 (6 = 3,82 — 3,96) em todos os complexos supramoleculares nas diferentes
razdes molares, Figura 3.25b. Vale a pena enfatizar que uma grande variagao
nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios externos H2 e H4 (6 = 3,51 —
3,65) também foi observada quando comparados com os sinais da CD livre.

A confirmac3o da troca de posigdo, no espectro de RMN de 'H para os
hidrogénios externos H2 e H4 da BCD, se deu através da verificagdo do
deslocamento quimico de seus respectivos carbonos através dos experimentos
de HSQC, Figura 3.26, uma vez que os nucleos de carbono n&o sofrem uma
alteragdo significativa de deslocamento apdés a complexagdo com a
ciclodextrina. Os valores de deslocamento quimico para esses carbonos, C2 e
C4, estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura [13]. Estas
mudangas, nos sinais da BCD, sdo outras evidéncias de que a interagédo entre

as espécies BCD e FLU ocorre em solugao [8].
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Figura 3.25: Expansao do espectro de RMN de 'H, a 400 MHz em D,0 a) FLU
e os Cls para as razdes molares de 0.5:1, 0.75:1, 1:1, 1.25:1, 1.5:1 e 2:1
BCD/FLU em 6=6.80 — 7.50 e b) BCD e os Cls para as razées molares de

0.5:1,0.75:1, 1:1, 1.25:1, 1.5:1 e 2:1 BCD/FLU em 6= 3.10 — 3.90.
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Figura 3.26: Expans&o do mapa de contorno HSQC para o complexo de

inclusdo 1:1 BCD/FLU a 400 MHz em D-0.

Estas modificacbes observadas nos espectros dos complexos de
inclusao, para os hidrogénios da FLU e da BCD, s&o causadas pela mudanca
na densidade eletrbnica dos grupos funcionais envolvidos no processo de
complexacdo que consequentemente, altera o momento magnético nuclear
resultante sobre estes nucleos, refletindo no espectro como variagdo no
deslocamento quimico e na alteragdao do perfil do sinal [13, 14]. Estes
fendmenos tém sido relatados na literatura e geralmente sdo observados para
grupos com alta densidade eletrbnica presentes na molécula héspede, que séo
capazes de causar ou sofrer perturbacdes significativas para serem detectadas
por RMN, servindo como sonda para a analise do composto de incluséo [15].

Os experimentos de tempo de relaxagdo longitudinal (T4) foram

conduzidos com o objetivo de avaliar a mobilidade dos hidrogénios da
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Fluoxetina na auséncia e na presenca de BCD. Na Tabela 3.5 estdo
apresentados os valores de T4 para os hidrogénios da FLU livre, seus
complexos de inclusdo nas razées 1:1 e 2:1 BCD/FLU e ainda a variagao de T
para o sistema livre e complexado. Para moléculas orgéanicas o processo de
relaxacédo ocorre principalmente pelo mecanismo de relaxacao dipolar e desta
forma, os valores de T1 estdo diretamente relacionados com o coeficiente de
difusdo rotacional. Assim, para o sistema supramolecular BCD/FLU uma
gradual redugdo no valor de T4, principalmente para os hidrogénios do anel
aromatico B, € observada. Este efeito se torna mais acentuado quando a
concentragdo de BCD aumenta, para o sistema 2:1 BCD/FLU. Esta maior
reducdo na mobilidade dos hidrogénios do anel B esta de acordo com os
resultados obtidos tanto para os experimentos de RMN de 'H quanto para os
experimentos de FTIR-HATR, indicando uma redugao na mobilidade destes
hidrogénios da Fluoxetina, apés a complexagdgo com a pCD e
consequentemente, sua inclusdao na cavidade desta. Para Hx e H, na raz&o
molar de 1:1 BCD/FLU n&o foi possivel determinar o valor de tempo de
relaxagao, uma vez que estes sinais de hidrogénios se encontram sobrepostos

com os sinais do hidrogénio do anel aromatico A.
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Tabela 3.5: Valores de T para a FLU, composto de inclusédo 1:1 e 2:1

BCD/FLU e a variagado de T1 (AT¢) para cada sistema.

Hidrogénio Ti/s (FLU) T4/sIC 1:1 ATq/s? T4/s IC 2:1 AT4/s?
a 1,28 £0,01 1,14 +£0,01 0,14 1,02 £ 0,01 0,26
b 0,62+0,01 0,50+ 0,01 0,12 0,40 + 0,01 0,22
c 0,47 +0,01 0,38 +0,01 0,09 0,33 + 0,01 0,14
d 0,79+0,01 0,55+0,01 0,24 0,51 £ 0,01 0,28
jm 1,30+ 0,01 0,81 +0,01 0,49 0,71 + 0,01 0,59
k1 1,48 £ 0,01 0,87 + 0,01 0,61

qINT/s =T+/s FLU - T+/s IC 1:1
bAT4/s =T+/s FLU - T4/s IC 1:1

—sobreposicao de sinais

Com o objetivo de confirmar as correlagdes a curtas distancias (menores
do que 5 A) entre os hidrogénios da Fluoxetina e os hidrogénios da BCD, os
experimentos de NOESY 'H/'H foram conduzidos, uma vez que o Efeito
Nuclear Overhauser € uma das medidas de RMN mais importantes para a
confirmacé&o da interagdo hospede-hospedeiro, além de sugerir a geometria do
complexo de inclusdo formado em solugéo [10, 16-18]. Logo, foram utilizados
os sistemas 1:1 e 2:1 BCD/FLU para a avaliagdo das interagbes entre as
espécies e os mapas de contorno NOESY 'H/'H para estes sistemas estdo
apresentados nas Figuras 3.27a e 3.27b. Desta forma, correlagdes a curtas
distancias entre todos os hidrogénios aromaticos da Fluoxetina, anéis A e B da
regido entre 6 6,95 a 6 7,44, com os hidrogénios internos (H3, H5 e H6, regido

de 6 3,59 to 6 3,75) e também com os hidrogénios externos (H2 e H4 regido de
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6 3,44 to 6 3,76) da molécula de BCD foram observados através da analise dos
mapas de contorno para todos os sistemas nas diferentes razdes molares
estudadas.

Estas correlagcbes, observadas com mais de um sitio da molécula
hospede, indicam mais uma vez que um equilibrio rapido pode ocorrer em
solucao. Estes equilibrios podem ocorrer entre as espécies quando:

1. uma molécula de BCD interage com o anel aromatico A da Fluoxetina [8]

2. uma molécula de BCD interage com o anel aromatico B da Fluoxetina [8]

3. duas moléculas de BCD interagem de forma simultdnea com os dois anéis
aromaticos da Fluoxetina.

Devido ao grande tamanho da BCD relativo a estrutura da FLU, a
terceira possibilidade de complexo, 2:1 BCD/FLU onde os dois anéis
aromaticos se encontrem completamente incluidos na cavidade da BCD, seria
estericamente improvavel de ocorrer. Entretanto, conforme verificado a partir
do experimento de Job, sistemas 2:1 BCD/FLU existem em solugédo, mas este
tipo de complexo provavelmente nao apresenta ambos os anéis aromaticos
incluidos de forma profunda na cavidade da BCD.

As outras técnicas fisico-quimicas de analise, FT-IR, FTIR-HATR e ainda
RMN utilizadas na caracterizacdo deste complexo supramolecular formado
entre a BCD e a FLU, sugerem fortemente que o composto de inclus&o formado
€ aquele através da interagao entre a cavidade da BCD com o anel aromatico B
da FLU. Entretanto, é importante lembrar que sistemas supramoleculares de
alta massa molecular podem ocorrer em solugéo, o que explicaria as diferentes

correlagdes dipolares observadas nos mapas de contorno NOESY 'H/'H [10].
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Figuras 3.27: a) mapa de contorno 2D NOESY "H/'H a 400 MHz em D,O para
o sistema 1:1 BCD/FLU e b) mapa de contorno 2D NOESY a 400 MHz em D,O

para o sistema 2:1 BCD/FLU.

A maior estabilidade da inclusdo pelo anel B foi confirmada através de
calculos tedricos realizados no Laboratério de Quimica Computacional e
Modelagem Molecular, do Departamento de Quimica da UFMG, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Wagner B. de Almeida e com a colaboragao da
doutoranda Juliana F. Lopes e estes resultados se encontram apresentados na

referéncia [7] e ndo serao discutidos no corpo desta dissertagao.

3.4 — Calorimetria Isotérmica de Titulac&o:

ITC

Na Figura 3.28a estdo apresentadas as curvas de titulagdo calorimétrica
para a Fluoxetina em agua e em solugéo de B-ciclodextrina e na Figura 3.28b a

subtracido da curva do processo de diluicao da FLU pela sua curva de titulagédo
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com a BCD. O procedimento de subtragédo das curvas tem como objetivo excluir
os efeitos de diluicdo do titulante no solvente, explicitando apenas as

interagdes entre a titulante (FLU) e o titulado (BCD).
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Figura 3.28: Curvas de titulagado calorimétrica: a) Fluoxetina (17,5 mM) em
agua e da Fluoxetina (17,5 mM) em BCD (1,0 mM) b) curva final ap6s
subtragao e seu ajuste nao linear.

Através da analise da curva de diluigdo da Fluoxetina em agua é
verificada uma variagao de entalpia préxima de zero. Outro dado obtido a partir
da curva de diluigdo da FLU em agua é que esta ndo tende a se agregar em
solugcdo, uma vez que o processo de diluicdo ndo apresentou variacdo de
entalpia. Essa variagcédo de entalpia, para o processo de diluicdo da FLU, seria
esperada uma vez que durante a titulacdo as moléculas do titulante sao

necessariamente afastadas umas das outras levando a alteragdes nas
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interacdes entre soluto-soluto, soluto-solvente e ainda solvente-solvente, que
nao sao observadas para este sistema.

Para a curva de titulagcdo da FLU em BCD foi possivel ajustar uma curva
de perfil sigmdide, que permitiu obter o coeficiente estequiométrico da reacgéo,
aproximadamente (0,82), correspondendo a um complexo de estequiometria
1:1 BCD/FLU. O fato da técnica de ITC n&o ter fornecido valores de
estequiometria para este sistema supramolecular na razido molar de 2:1
BCD/FLU, como observado pela curva de Job, pode ser explicado pela
diferengca no monitoramento dos diferentes fendmenos fisico-quimicos do
sistema. Entretanto, a técnica de calorimetria isotérmica de titulacdo € mais
sensivel a variagdes de entalpia do sistema do que a técnica de FTIR-HATR é
para variagcdes na intensidade de transmitancia. Desta forma, € possivel inferir
que sistemas do tipo 1:1 BCD/FLU sejam mais estaveis em solugdo do que
sistemas 2:1, uma vez que nao foram observadas outras inflexdes na curva de
titulagdo calorimétrica, além do valor de N = 0,82. Contudo, isso nao significa
que sistemas do tipo 2:1 ndo ocorram em solucdo e que ndo possam estar em
equilibrio com sistemas 1:1 BCD/FLU.

Além disso, através do ajuste nao linear, obtido pelo proprio programa,
Microcal Origin 5.0, foi possivel estimar a constante de formagao do complexo
BCD/FLU e seu valor esta apresentado na Tabela 3.6. Este perfil de curva para
o sistema BCD/FLU demonstra a existéncia de uma forte interagcdo entre as
espéecies, quando comparado a outros sistemas com ciclodextrinas descritos na
literatura [19, 20]. Essa forte interagdo é confirmada pela constante de
equilibrio estimada, K = 6921 + 316 e pode ser atribuida ao pequeno tamanho

da molécula hospede, a Fluoxetina, e ainda a possiveis interacdes
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eletrostaticas entre esta ultima e a B-ciclodextrina. De posse do valor da
variagdo de entalpia do processo obtido experimentalmente e com a utilizagao
de equacgdes classicas da termodinamica [21] foi possivel determinar ainda os

termos AG° e TAS®, também apresentados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Pardmetros termodindmicos obtidos através do experimento de

calorimetria isotérmica de titulagao para o sistema BCD/FLU.

N K AG/kJ.mol AH/kJ.mol” TAS/kJ.mol™

0,82 6921 £+ 316 -21,5 -17,2 4,3

O processo de formacdao do complexo de inclusdo formado pelas
moléculas de BCD e FLU se mostrou espontaneo, com uma variagcdo de
energia de AG® = -21,5 kJ.mol™.

O termo entalpico esta relacionado com a quebra e formacao de
interacdbes, mais ou menos estaveis, que descrevem processos de
complexacao entre as moléculas héspedes e hospedeiras. Para a complexacao
entre a BCD e a FLU um processo exotérmico (AH° = -17,2 kJ.mol™) &
observado e, a este fendmeno, pode ser atribuido a saida das moléculas de
agua do interior da cavidade e ainda a existéncia de interagbes cooperativas
entre as moléculas hospede e hospedeira, como o efeito hidrofébico e
interacdes eletrostaticas. A contribuicdo entrépica (TAS® = 4,3 kJ.mol™”) pode
ser atribuida a dessolvatacdo das moléculas hospedes durante a complexacao
que foi possivel pelo reduzido tamanho da FLU e ainda a possibilidade da
existéncia de mais de um tipo de complexo de inclusdo em equilibrio,

aumentando o numero de espécies existentes em solucao.

93



Capitulo 3: Resultados e Discusséo: Sistema f-ciclodextrina/fluoxetina

3.5 — Referéncias:

1. Giordano, F., C. Novak, and J.R. Moyano, Thermal analysis of
cyclodextrins and their inclusion compounds. Thermochimica Acta, 2001.
380(2): p. 123-151.

2. Silva, M.A.S., et al., Thermoanalytical Study of Fluoxetine Hydrochloride.
Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 2007. 87(5): p. 463-467.

3. Egyed, O., Spectroscopic studies on [beta]-cyclodextrin. Vibrational
Spectroscopy, 1990. 1(2): p. 225-227.

4. Denadai, AM.L., et al., A Supramolecular Complex between Proteinases
and B-Cyclodextrin that Preserves Enzymatic Activity. Biodrugs, 2006.
20(5): p. 283-291.

5. Brito, H.F., et al., Spectroscopic study of the inclusion compound of b-
cyclodextrin  and  Tris(dibenzoylmethane)europium(lll)  dihydrate.
Spectrochimica Acta Part A, 1999. 55(12): p. 2403-2410.

6. De Sousa, F.B., et al., Study of inclusion compound in solution involving
Tetracycline and b-cyclodextrin by FTIR-ATR. Vibrational Spectroscopy.
2008. 46(1): p. 57-62.

7. De Sousa, F.B., et al., Supramolecular complex of fluoxetine with b-
cyclodextrin: an experimental and theoretical study. International Journal
of Pharmaceutics. aceito.

8. Ali, S.M., et al., Complexation of fluoxetine hydrochloride with [beta]-
cyclodextrin. A proton magnetic resonance study in aqueous solution.

Farmaco, 2005. 60(5): p. 445-449.

94



Capitulo 3: Resultados e Discusséo: Sistema f-ciclodextrina/fluoxetina

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Liu, Y., et al., Secondary assembly of bile salts mediated by [beta]-
cyclodextrin-terbium(lll) complex. Bioorganic & Medicinal Chemistry,
2006. 14(19): p. 6615-6620.

Denadai, AM.L., et al.,, Supramolecular Self-Assembly of [beta]-
Cyclodextrin:  An Effective Carrier of the Anti-microbial Agent
Chlorhexidine. Carbohydrate Research. 2007. 342(15): p. 2286-2296.
Jullian, C., et al., Studies of inclusion complexes of natural and modified
cyclodextrin with (+)catechin by NMR and molecular modeling.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2007. 15(9): p. 3217-3224.
Hazekamp, A. and R. Verpoorte, Structure elucidation of the
tetrahydrocannabinol complex with randomly methylated [beta]-
cyclodextrin. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2006. 29(5):
p. 340-347.

Schneider, H.J., et al., NMR Studies of Cyclodextrins and Cyclodextrin
Complexes. Chem. Rev., 1998. 98(5): p. 1755-1786.

Denadai, AM.L., et al., Self-assembly Characterization of the (-
Cyclodextrin and Hydrochlorothiazide System: NMR, Phase Solubility,
ITC and QELS. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic
Chemistry, 2006. 55(1-2): p. 41-49.

Loftsson, T., et al, Cyclodextrin complexation of NSAIDSSs:
physicochemical characteristics. European Journal of Pharmaceutical
Sciences, 1993. 1(2): p. 95-101.

Dupuy, N., et al., '"H NMR study of inclusion compounds of phenylurea
derivatives in [beta]-cyclodextrin. Spectrochimica Acta Part A: Molecular

and Biomolecular Spectroscopy, 2005. 61(6): p. 1051-1057.

95



Capitulo 3: Resultados e Discusséo: Sistema f-ciclodextrina/fluoxetina

17.  Xiliang, G., et al., Study on inclusion interaction of piroxicam with [beta]-
cyclodextrin derivatives. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 2003. 59(14): p. 3379-3386.

18. Duan, M.S., et al., Cyclodextrin solubilization of the antibacterial agents
triclosan and triclocarban: Formation of aggregates and higher-order
complexes. International Journal of Pharmaceutics, 2005. 297(1-2): p.
213-222.

19. Rekharsky, M.V. and Y. Inoue, Complexation Thermodynamics of
Cyclodextrins. Chem. Rev., 1998. 98(5): p. 1875-1918.

20.  Turnbull, W.B. and A.H. Daranas, On the value of c: Can low affinity
systems be studied by isothermal titration calorimetry? Journal of the
American Chemical Society, 2003. 125(48): p. 14859-14866.

21. Klotz, I.LM. and R.M. Rosenberg, Chemical Thermodynamics. 6 ed.

2000: John Wiley & Sons Inc.

96



Capitulo 4: Resultados e Discusséo: Sistema [-ciclodextrina/imipramina

CAPITULO 4
Resultados e Discussao:

Sistema B-ciclodextrina/imipramina
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4 — Caracterizacado do Sistema p-ciclodextrina/imipramina:

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para a
caracterizacdo dos dispositivos de liberacdo sustentada, formados pela
interagcdo entre a BCD e a IMI, a diferentes razbes molares, e ainda a
caracterizacdo fisico-quimica da Imipramina pura através das metodologias
previamente descritas no capitulo 2. Uma vez que os resultados para a p-
ciclodextrina livre j4 foram apresentados no Capitulo 3, estes dados ndo seréao
reapresentados no presente Capitulo. Foram utilizadas técnicas de analise
térmica (TG/DTG e DSC), espectroscépicas (FT-IR, FTIR-HATR e RMN) e

ainda a microcalorimetria (ITC).

4.1 — Anéalise térmica:

TG/DTG e DSC

Na Figura 4.1 esta apresentada a curva termogravimétrica (TG) e sua
respectiva derivada (DTG) para o Cloridrato de Imipramina. Através desta
curva TG é possivel verificar que a IMI apresenta uma pequena quantidade de
moléculas de agua de hidratacdo, que representam apenas 3 % do total de
perda de massa da molécula. Analisando essa curva TG é possivel verificar
ainda que a partir da temperatura de 55 até 190 °C, aproximadamente, nenhum
evento relacionado a sua termodecomposicdo é verificado. Entretanto, a partir
dessa temperatura de 190 °C, dois eventos relacionados a perda de massa da
amostra sao observados. O primeiro inicia-se a 190 e estende-se até 332 °C,

sendo equivalente a 91 % da perda de massa total da amostra e o outro evento
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inicia-se a partir de 335 °C correspondendo a decomposicdo completa do
material. Esses dois eventos, observados e relacionados a termodecomposicao

da Imipramina, estdo de acordo com os dados relatados na literatura [1].
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Figura 4.1: Curvas TG/DTG para a Imipramina, em atmosfera de N,.

De modo a avaliar os eventos relacionados as transicoes de fase e
confirmar a pureza da IMI, o experimento de Calorimetria Diferencial
Exploratéria foi conduzido e sua respectiva curva DSC, estad apresentada na
Figura 4.2. E possivel verificar através da analise da curva DSC para a
molécula de Imipramina, o evento endotérmico relacionado a fusdo do material
a 157 °C [1]. S&o observados ainda dois fendbmenos endotérmicos, um em
aproximadamente 50 °C e outro em 262 °C, referentes a saida das moléculas
de &agua de hidratacdo e a termodecomposicdo da Imipramina,

respectivamente.
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Figura 4.2: Curva DSC para a Imipramina, em atmosfera de N..

Com o objetivo de avaliar a interacdo entre as espécies, BCD e IMI, no
estado solido, foram conduzidos os experimentos de analise térmica TG e DSC
para os complexos e suas respectivas misturas mecanicas, nas razdes molares
de 1:1 e 2:1 BCD/IMI.

As curvas TG para o composto na razédo 1:1 BCD/IMI, sua respectiva
mistura mecanica e para os compostos livres (BCD e IMI) sdo apresentadas na
Figura 4.3. Comparando essas curvas pode ser observada uma maior
estabilidade térmica para o composto 1:1 BCD/IMI e sua mistura mecanica,
quando comparados com a BCD e a IMI livres. Embora o perfil da curva TG
para o complexo se assemelhe bastante ao de sua mistura mecanica, para o

complexo pode ser observada uma menor perda de massa a temperaturas
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inferiores a 100 °C. Para a mistura mecanica o processo de decomposicao
inicia-se a temperatura de 225 °C enquanto que para o Cl este fendbmeno
inicia-se a 240 °C, corroborando a maior estabilidade térmica do ClI, frente a
sua mistura mecanica. A partir da temperatura de 240 °C, o perfil da curva de
termodecomposicéo € semelhante para os dois materiais (Cl e MM), levando a

formacéo de um produto de 20 % de massa a temperatura final de 650 °C.
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Figura 4.3: Curvas TG para BCD, IMI, mistura mecénica 1:1 BCD/IMI e

composto de inclusédo 1:1 BCD/IMI, em atmosfera de Na.

Avaliando as curvas DSC, Figura 4.4, para 0s compostos citados
anteriormente, BCD, IMI, MM 1:1 BCD/IMI e CI 1:1 BCD/IMI, pode ser notada a
auséncia do evento relacionado a fusao da IMI, para a mistura mecanica e para

0 composto BCD/IMI. Este fato € mais um indicativo da interacdo entre as
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espécies, sugerindo ainda que a interacdo entre essas moléculas seja
relativamente forte, uma vez que o perfil das duas curvas DSC é semelhante.
Este fato também foi observado quando comparadas as curvas TG para esse
mesmo sistema. Para a MM uma transicdo de fase, a temperatura de

aproximadamente 80 °C foi observada e esta relacionada a perda de massa

referente as moléculas de agua de hidratacéo presentes na BCD e na IMI.
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Figura 4.4: Curvas DSC para CD, IMI, mistura mecénica 1:1 CD/IMI e

composto de incluséo 1:1 BCD/IMI, em atmosfera de N..
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Com o intuito de avaliar a estabilidade térmica dos complexos de
inclusdo com uma maior concentracdo de BCD, complexos de razdo molar 2:1
BCD/IMI foram preparados. A escolha desta outra estequiometria (2:1 BCD/IMI)
deve-se ao fato da estrutura da molécula da Imipramina permitir a formacéo
efetiva deste tipo de complexo supramolecular. Para esse sistema 2:1, as
curvas TG para o complexo e sua MM estéo apresentadas na Figura 4.5.

Diferentemente do que foi observado no sistema 1:1, para o sistema
supramolecular 2:1 BCD/IMI, fica evidente uma maior estabilidade térmica do
complexo de inclusdo a temperaturas mais altas, ndo s6 quando comparado
aos compostos livres, mas também quando comparado com sua mistura
mecanica. Desta forma o complexo de inclusao tende a levar a formagéao de um
produto de aproximadamente 15 % da massa total, enquanto que a MM, BCD e
IMI se decompdem completamente. O fato do complexo de inclusdo ser mais
estavel termicamente € um indicativo da maior estabilidade de complexos a
razdes molares mais altas 2:1, uma vez que a IMI possui, efetivamente, dois
anéis aromaticos praticamente equivalentes para a interacdo com a cavidade
da BCD. Para faixas de temperatura mais baixas, inferiores a 100 °C, o
comportamento do Cl é muito semelhante ao da BCD livre, o que pode ser

explicado pela alta concentracéo de BCD presente neste complexo.
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Figura 4.5: Curvas TG para BCD, IMI, mistura mecénica 2:1 BCD/IMI e

composto de incluséo 2:1 BCD/IMI, em atmosfera de N..

Entretanto, da mesma forma como observado para 0 sistema
supramolecular 1:1, no complexo 2:1 BCD/IMI, tanto a curva DSC do CI quanto
de sua mistura mecéanica nao apresentaram o evento relacionado a fusdo da
Imipramina a temperatura de 157 °C, Figura 4.6. Além disso, o perfil dessas
duas curvas DSC se mostrou semelhante aquele observado para o sistema 1:1
BCD/IMI, indicando que ha interacdo entre as espécies tanto para o sistema do

tipo 1:1 quanto 2:1 BCD/IMI.
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Figura 4.6: Curvas DSC para BCD, IMI, mistura mecanica 2:1 BCD/IMI e

composto de incluséo 2:1 BCD/IMI, em atmosfera de N..

4.2 — Espectroscopia de Absorcao (FT-IR) e Reflectancia Atenuada
Horizontal (FTIR-HATR) na Regi&o do Infravermelho:

FT-IR

De modo a caracterizar os modos vibracionais referentes a molécula de
Imipramina livre, seu espectro de absor¢do na regido do infravermelho foi
obtido em pastilha de KBr, e este espectro encontra-se apresentado na Figura

4.7.
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Figura 4.7: Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho para a

Imipramina, em KBr na regido entre 4000 — 400 cm™.

Analisando o espectro de infravermelho para a molécula de Imipramina
podem ser notadas caracteristicas de uma substancia cristalina, uma vez que
suas bandas, na regido entre 650 a 450 cm™, apresentam-se bem definidas. A

atribuicdo de alguns dos principais modos vibracionais para a molécula de IMI

encontra-se descrita na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Relacdo de alguns modos vibracionais referentes a molécula de
Imipramina, atribuidos através de seu espectro de absorcdo na regidao do

infravermelho:

Regigo (cm™) Provavel Atribuicédo
3439 v (N-H)
v (C-H) sim*. e assim**,
2924
v (C-N)
2644 v (N-H)
2470 v (N-H)
1591 Vibracdes (C=C)
d (N-H)
1485
d (C-H)
1443 v (C=C)
1225 v (C-N)
769 e 744 3 (C-H)

*sim. simétrico

**assim. assimétrico

Uma vez caracterizadas as principais bandas de absor¢cédo na regiao do
infravermelho para a molécula de Imipramina livre, a comparacédo qualitativa
entre esse espectro de FT-IR e o espectro da BCD com os aqueles referentes
aos compostos de inclusdo 1:1 e 2:1 BCD/IMI e de suas misturas mecéanicas, é
imprescindivel para sugerir uma possivel estrutura para o complexo de incluséo
formado.

Desta forma, na Figura 4.8 estdo apresentados o0s espectros de

infravermelho para o sistema 1:1 BCD/IMI e ainda para a molécula hospede
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(IMI) e hospedeira (BCD). Observa-se, através da simples comparagao entre o
espectro da IMI e o espectro do CI, uma redugdo no nimero de bandas deste
altimo. Desta maneira, pode-se dizer que o espectro do complexo de inclusao
ndo € simplesmente a sobreposicdo dos espectros dos compostos livres,
sugerindo a interacdo efetiva entre as espécies. As principais altera¢des, nos
modos vibracionais observadas no espectro de FT-IR para o Cl, ocorreram nas
regides de: 2924 cm™ referentes aos estiramentos (C-H) simétricos e
assimétricos e aos estiramentos (C-N) de aminas terciarias protonadas, 2785 —
2295 cm™ referente aos estiramentos (N-H) de aminas protonadas, 1530 —
1200 cm™, aproximadamente, referente a alguns modos vibracionais de
deformacgédo e estiramento dos anéis arométicos (C-H) e (C=C) e por ultimo os
modos em 769 e 744 cm?t também referente & anéis aromaticos
dissubstituidos, com quatro &tomos de hidrogénio adjacentes.

Além disso, um afilamento na regido referente aos estiramentos (O-H) e
(C-O-C) da BCD também foram observados, uma vez que estes modos
vibracionais sdo comparados com o espectro da BCD livre. Este fenbmeno é
atribuido a reducdo no numero de ligacbes de hidrogénio apds a saida das
moléculas de agua do interior da cavidade que sao substituidas pela inclusao
da molécula héspede [2]. Todas estas modificacBes nos modos vibracionais do
complexo de inclusdo indicam uma interagcdo entre a Imipramina e a BCD,
principalmente através dos anéis aroméaticos, que nao descartam algum tipo de
interacdo puramente eletrostatica entre o grupo amino carregado, pertencente
a regido alifatica da molécula, com as regifes de alta densidade eletronica da
BCD, como por exemplo, as hidroxilas primarias e secundarias da parte externa

do cone.
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Cl 1:1 pCD/IMI
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Figura 4.8: Espectro de absorcao na regido do infravermelho para a BCD, IMI,

mistura mecanica 1:1 BCD/IMI e composto de inclusdo 1:1 BCD/IMI, em KBr na

regido entre 4000 — 400 cm™.

Com a finalidade de monitorar a variacdo nos modos vibracionais para
este sistema supramolecular formado entre a CD e a IMI a razdo molar de 2:1
BCD/IMI, este composto de inclusédo foi preparado e seu espectro de

infravermelho obtido em pastilha de KBr, assim como o espectro de sua

mistura mecanica, Figura 4.9.
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Figura 4.9: Espectro de absorcéo na regido do infravermelho para a BCD, IMI,

mistura mecanica 2:1 BCD/IMI e composto de inclusdo 2:1 BCD/IMI, em KBr na

regido entre 4000 — 400 cm™.

Da mesma forma como observado para o sistema 1:1, no sistema 2:1
BCD/IMI, uma redugdo no numero de estiramentos e deformacbes para o
composto de inclusdo foi verificado. Este fenbmeno indica uma menor
mobilidade das estruturas moleculares da BCD e IMI livres, quando
comparadas com essas moléculas apdés o processo de complexacéo,

sugerindo assim uma interacao efetiva entre as espécies no estado solido.
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Analisando o espectro de infravermelho para o composto de inclusédo, as
principais regides que sofreram modificacbes nos modos vibracionais foram:
2924 cm™ referentes a estiramentos (C-H) simétricos e assimétricos e a
estiramentos (C-N) de aminas terciarias, 2785 — 2295 cm™ referente aos
estiramentos (N-H) de aminas protonadas, entre 1500 e 1200 cm™ referente
aos modos dos estiramentos e deformacfes dos anéis aromaticos, bem como
as duas deformacdes (C-H) em 769 e 744 cm™, referente a anéis
dissubstituidos, que foram praticamente suprimidas do espectro de
infravermelho. Essa supressdo das bandas de infravermelho da IMI apos a
complexacdo com a BCD sugere uma forte interacdo entre as espécies no
estado sélido.

Além das observacgfes ja mencionadas para as bandas de infravermelho
da IMI no complexo de razdo molar 2:1 BCD/IMI, modificacbes como o
afilamento dos estiramentos (O-H) e (C-O-C) referente a BCD foram
observadas para o Cl e estas alteracfes estdo relacionadas com a saida das
moléculas de agua do interior da cavidade da BCD para a inclusdo dos anéis
aromaticos da Imipramina [2, 3].

De forma contraria ao ocorrido para os complexos de inclusdo com a
Fluoxetina, para os dois sistemas supramoleculares formados entre a BCD e a
IMI e analisados por infravermelho, as misturas mecéanicas ndo apresentaram
espectros com perfil semelhante aos dos compostos de inclusdo. Estes
resultados sugerem a eficacia do processo de preparacdo dos complexos,

através do método de liofilizacao.
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FTIR-HATR

Embora os espectros de infravermelho das misturas mecanicas para 0s
dois sistemas 1:1 e 2:1BCD/IMI ndo tenham se assemelhado com seus
respectivos espectros de FT-IR dos complexos de inclusdo, a andlise dos
modos vibracionais destes compostos de inclusdo também foi conduzida em
solucdo aquosa através da técnica de FTIR-HATR.

Para a Imipramina livre os espectros de reflectancia atenuada, a
diferentes concentracdes, se encontram apresentados na Figura 4.10. De
forma equivalente ao observado para a BCD livre e também para a FLU
(Capitulo 3), os espectros de FTIR-HATR para a IMI ndo apresentaram
mudancas de deslocamento de suas bandas e de perfil, durante o processo de
diluicdo para a regido entre 1600 a 800 cm™. Os modos vibracionais
observados no espectro de FTIR-HATR para a IMI livre, na regido de 1600 e

800 cm™, foram destacados na Figura 4.10.
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Figura 4.10: Espectro de FTIR-HATR para a IMI em solugdo aquosa na regiao

entre 1600 a 800 cm™, ap6s subtracéo do espectro da agua.

Da mesma forma que para o sistema supramolecular BCD/FLU, os
espectros de FTIR-HATR para a IMI e seus complexos de inclusdo encontram-
se subtraidos do espectro da agua pura, usado como branco.

Uma vez caracterizado o espectro de FTIR-HATR para a Imipramina
livre, os espectros de reflectancia atenuada em solucdo aquosa para 0s
compostos de inclusédo, a diferentes razées molares entre a IMI e a BCD, foram
obtidos e estdo apresentados na Figura 4.11. De forma a facilitar a comparacéo
entre os espectros de FTIR-HATR para a BCD, IMI e seu complexo de incluséo,
a Figura 4.12 foi criada, onde a concentracdo das espécies € de: fCD 6,5 mM,
IMI 16,5 mM e seu respectivo complexo de inclusdo, no qual a concentragao da
BCD é de 6,5 mM e de IMI 16,5 mM. A comparacdo quantitativa entre as

intensidades para os modos vibracionais observados nessa regido do espectro,
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s6 pode ser feita uma fez que o composto de inclusdo apresenta a mesma

concentracdo dos compostos livres.

V(N-H) e (C=C) IMI
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Numero de onda (cm'1)
Figura 4.11: Espectro de FTIR-HATR para o composto de inclusdo entre a
BCD e a IMI em solucdo aquosa na regido entre 1600 a 800 cm™, apds

subtracdo do espectro da agua.
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Figura 4.12: Espectro de FTIR-HATR para a CD (6,5 mM), IMI (16,5 mM) e o

respectivo composto de inclusdo em solugéo aquosa na regiao entre 1600 a

800 cm™, apds subtracdo do espectro da agua.

Comparando esses trés espectros de reflectancia atenuada (BCD, IMI e
Cl), pode ser observada uma reducdo na intensidade dos modos referentes
aos estiramentos (N-H) e (C=C) em aproximadamente 1500 cm™, referente a
molécula de Imipramina. Além disso, da mesma forma como observado para o
sistema supramolecular formado entre a Fluoxetina e a CD, uma significativa
reducéo na intensidade do estiramento (C-O-C) referente & BCD, em 1030 cm™
foi verificada.

Essas reducdes de intensidade, tanto dos sinais da IMI quanto da BCD,
indicam que estas espécies estdo interagindo em solugdo principalmente

através dos anéis aromaticos da IMI e a cavidade da BCD. A caracterizacdo da
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complexacdo através da intensidade dos sinais sO pode ser feita através da
técnica de FTIR-HATR em solucéo, uma vez que esta analise é quantitativa. E
da mesma forma que no estado sdlido, a reducédo na intensidade dos modos
vibracionais esta relacionada com a menor mobilidade das moléculas apés a
complexacdo com a ciclodextrina. Além disso, para o estiramento (C-O-C) da
BCD, a reducdo em intensidade é explicada pela reducdo no numero de
ligacbes de hidrogénio ap0s a saida das moléculas de &4gua do interior da
cavidade, com conseqlente inclusdo da molécula hospede através dos anéis
aromaticos [2].

A técnica de FTIR-HATR em solucdo aquosa foi utilizada também para
0s experimentos de Job, ou método da variagdo continua da concentracdo dos
componentes, que permite determinar a estequiometria do sistema
supramolecular formado através do monitoramento da variacdo de alguma
propriedade fisica ou quimica de um dos componentes do sistema [4, 5]. Da
mesma forma como para o sistema BCD/FLU, no sistema BCD/IMI o parametro
utilizado como sonda para investigar o processo de complexacao e construir a
curva de Job, foi o estiramento (C-O-C) da p-ciclodextrina em
aproximadamente 1030 cm™. As concentra¢des iniciais dos compostos puros
utiizadas na titulacdo foram de 10,0 mM, e a concentracdo de cada
componente variou de 0,5 mM a 9,5 mM (com incrementos de 0,5 mM),
mantendo a concentracgéo final da solugcdo em 10,0 mM.

A curva de Job para a para o sistema supramolecular BCD/IMI, bem
como o ajuste linear que indica as inflexdes da curva estdo apresentados na

Figura 4.13.
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Figura 4.13: Curva de Job correspondente a variacdo de intensidade referente

ao v c-o-c) da BCD por FTIR-HATR para o sistema BCD/IMI.

Pode-se sugerir através da curva de Job para o complexo
supramolecular BCD/IMI, que este apresenta pelo menos dois sistemas com
estequiometrias distintas que coexistem em solugcdo. Um primeiro sistema no
qual a fracdo molar € equivalente a 0,35 corresponde a sistemas do tipo 1:2
BCD/IMI. A existéncia dessa espécie em solucéo é razoavel, uma vez que ha
predominancia de moléculas de Imipramina em solucdo. O outro ponto de
inflexdo da curva, e também ponto de maximo, esta localizado na regido de
fracdo molar equivalente a 0,70 correspondendo a sistemas do tipo 2:1
BCD/IMI. A existéncia deste tipo de complexo € bastante favoravel uma vez
gue a molécula de Imipramina é praticamente simétrica, logo os dois anéis

bY

aromaticos existentes na IMI sdo suscetiveis a inclusdo na cavidade da B-
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ciclodextrina. Além disso, a concentracdo de BCD nesse ponto da titulacdo é
bem superior a de IMI.

Desta forma, conclui-se que ha a possibilidade de existir em solugéo
equilibrios multiplos formados entre a BCD e a IMI. Um desses sistemas ocorre
quando ha excesso de IMI, favorecendo sistemas do tipo 1:2 BCD/IMI e quando
h4 excesso de BCD, complexos do tipo 2:1 BCD/IMlI ocorrem
preferencialmente. Isso indica que a predominancia de uma das espécies em
solucéo pode favorecer um ou outro complexo, conforme sugerido na Figura
4.14. O fato de ocorrem inflexdes na curva de Job indica que as espécies

interagem efetivamente em solucéo aquosa.

/c c/ \\c
IR
L NN
Hzc/ )
H. c\n/cr-::
“ 1.2pconm o 2:1 BCD/IMI

Figura 4.14: Representacdo esquematica dos possiveis sistemas que

coexistem em solucdo formados entre a BCD e a IMI.

4.3 — Ressonancia Magnética Nuclear:

RMN

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi utilizada com a
finalidade de caracterizar estruturalmente a molécula de Imipramina, bem como

determinar sua pureza. Com esse intuito, técnicas unidimensionais como: *H,
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13C e DEPT-135 e ainda técnicas bidimensionais, COSY 'H/*H, HSQC
'H/DEPT-135, HMBC 'H/™*C e NOESY 'H/*H foram utilizadas. O carater
complementar destas técnicas de RMN possibilitou a caracterizacdo ndo soé
dos hidrogénios da molécula, mas também de seus carbonos.

Na Figura 4.15 pode ser observado através do espectro de *H de RMN
que a soma de todas as integrais dos hidrogénios é equivalente ao numero de
hidrogénios da molécula, indicando assim a pureza do material utilizado na
preparacdo dos complexos de inclusdo. A pureza da Imipramina ja havia sido
constatada, também, através de sua curva DSC, que apresentou o evento

caracteristico a fusdo a temperatura de 157 °C.

6 Hie cH,
N
/ = 5 o \
HC \ /J; CH 1
\\ / CJ\ / © J{
HC \‘*c / N \c //CH
H H
: CH. -
Hzc/
H.;.C\ /CH2
m
CH,
L L3 s
o o | o =+ w ey a =)
L o - e o o
LA L | LI L L A L L DL L B B L LA L | T T L L L | T T L
72 88 8.4 60 58 52 48 44 40 368 32 28 24 20

{ippim)

Figura 4.15: Espectro de RMN de *H da Imipramina a 400 MHz em DO.
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A atribuicdo dos respectivos hidrogénios, para a molécula de
Imipramina, pode ser observada através das Figuras 4.16 e 4.17, onde sao
apresentadas duas expansées do espectro de RMN de *H em D,O para esta
molécula. Os valores de deslocamento quimico, para cada hidrogénio da

molécula de Imipramina, estdo relatados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Valores de deslocamento quimico (0) para os hidrogénios da

Imipramina, a 400 MHz em D,0.

H 1  2/22 3/3 66 17 8 9 10 11/11

5(ppm) 6,92 7,12 7,03 7,06 299 3,64 177 2,87 256

eeg I5¥Rey ¥ SPREXTRIT
234 gaRELE 8 RTINS
[T NN sV T e T T T
6 o, ¢
H H
VA N 11/11
1 HC' \ '// CH 1 l
| [ 7
;Hc\c/ \T/ \\c;;m-q 2
H H
: CH; 3 N
H:C/
HiC. CH.
\N/
CH;
8
10
| N 9
T T T T T T T T T T T T T T T T r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8

(ppm)

Figura 4.16: Expanséo do espectro de RMN de *H da Imipramina para a regido

de dentre 1,70 a 3,80.
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Figura 4.17: Expansdo do espectro de RMN de 'H da Imipramina para a regido

de Sentre 6,60 a 7,20.

A atribuicdo completa dos hidrogénios para a molécula de Imipramina so
foi possivel com o auxilio dos experimentos bidimensionais como HSQC
'H/DEPT-135 e HMBC 'H/*C [6] que permitem avaliar correlacdes
heteronucleares e ainda com a utilizacdo dos experimentos COSY *H/*H e
NOESY 'H/*H, que permitem verificar correlacdes escalares e dipolares
respectivamente [6]. Esta atribuicdo para os hidrogénios corrige aquela ja
apresentada na literatura [7], na qual a incoeréncia é observada para 0s
deslocamentos quimicos dos anéis aromaticos.

Desta forma, através dos experimentos de COSY *H/*H, Figura 4.18, foi
possivel verificar correlacdes escalares entre os hidrogénios da regido alifatica

da molécula, como: correlacdes entre H9/H10 e H9/H8. Para os hidrogénios
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H11/H11' (-CH3) e também para os hidrogénios H7/H7' (-CH,) nenhuma

correlacéo escalar foi observada como esperado.

1111
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GI.DO 5.00 4.00 3.00 2.00
Figura 4.18: Expansdo do mapa de contorno COSY *H/*H para a Imipramina a

400 MHz, em D,O.

De modo a verificar as possiveis correlacdes dipolares para a molécula
de IMI, experimentos de NOESY foram realizados, Figura 4.19. Através de seu
mapa de contorno NOESY *H/*H é possivel observar correlacées entre a regido
alifatica da molécula com sua parte aromatica, evidenciando o deslocamento
qguimico dos hidrogénios pertencentes aos carbonos, H8, H9 e H10 (-CH,).
Tendo em vista que as respectivas intensidades das manchas de correlagéo
dipolar estdo relacionadas com a proximidade espacial dos hidrogénios [6],

este fato pode sugerir as atribuicées dos hidrogénios H8, H9 e H10.
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Figura 4.19: Expansdo do mapa de contorno NOESY *H/*H para a Imipramina

a 400 MHz, em D,O.

Analisando o espectro de *C-DEPT-135, Figura 4.20, foi possivel
determinar a posicdo do carbono C11/11’. Sendo assim, a partir do mapa de
contorno HSQC 'H/**C-DEPT 135, Figura 4.21, os valores de deslocamento
quimico para os hidrogénios H11/11’ puderam ser determinados através das

correlacBes heteronucleares presentes.
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Figura 4.20: RMN de *C-DEPT 135 para a Imipramina a 400 MHz em D-0.
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Figura 4.21: Expansé&o do mapa de contorno HSQC *H/**C-DEPT 135 para a

Imipramina a 400 MHz em D,0.
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O experimento decisivo para determinar o deslocamento quimico, tanto
dos hidrogénios alifaticos H8, H9 e H10 (-CH,;) quanto dos hidrogénios
aromaticos (-CH), foi o HMBC *H/*3C, Figuras 4.22 e 4.23.

A partir da expansdo do mapa de contorno HMBC *H/**C, Figura 4.22,
podem ser observadas correlacdes heteronucleares (H-C) a longa distancia
entre os hidrogénios: H1 e os carbonos C3 e C5, H2 com os carbonos C6 e C4,
entre os hidrogénios H6/6’ com os carbonos C2 e C4 e por ultimo, correlacdes

entre os hidrogénios H3/3' com C1 e C5.

HE/B Y Hasa
H2 H1
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oy 6 H.C: c;: 6
Cha _—— r120 /5;\\\(/ }\C_/E\
6 ‘HC\\ \C-‘ CJ," /CH
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) — b g
1128 : _CH; ?
8 E— B — e r . r_:C//
[ ] HiC CH
G = ~,
r136 ‘
£
r144
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O S —e— S

om 740 70 720 100 700 aso | aeo | 470
Figura 4.22: Expansé&o do mapa de contorno HMBC *H/*3C para a Imipramina

a 400 MHz em D,0O.

Na expansao apresentada na Figura 4.23, nenhuma correlacdo entre o
hidrogénio atribuido H10 é observada com carbonos da regido aromatica,

confirmando assim sua atribuicdo. Para confirmar o deslocamento quimico dos
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hidrogénios H7/7’ foram observadas correlacdes entre estes hidrogénios e os
carbonos aromaticos C4/4’,C5/5" e C6/6’. Para o hidrogénio H8 foi observada

uma unica correlacdo com carbonos da regido aromatica, com o C4.

/ \ | H10
V4 S ) C/C\ H7/7
He \ } // N H8 {ppm)
\ e e / T N "
dnc\//// \N/\;’/an
g F r112
° CH, & ’ I
g H:C/ ;
ai ° = 120
H, C\N/CH_ i ® - r
oy 8 (128
P2 E—
o i
136
144
O =
152
T T ) T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
(ppm) 7.2 6.4 5.6 48 40 32 2.4

Figura 4.23: Expansdo do mapa de contorno HMBC *H/**C para a Imipramina

a 400 MHz em D,O.

Com a utilizacdo de todos os experimentos de RMN foi possivel fazer
uma atribuicdo completa dos hidrogénios da molécula de Imipramina, como
apresentado na Tabela 4.2, corrigindo aquela ja descrita na literatura [7].

Além disso, foi possivel fazer também a atribuicdo completa dos
carbonos da molécula e a assinalacdo de seus valores de deslocamento, 0s

quais se encontram apresentados no préprio espectro de RMN de **C, Figura

4.24.
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Figura 4.24: Espectro de RMN de **C para a Imipramina a 400 MHz em

D.0O.

Uma vez realizada a atribuicAo completa dos sinais de RMN de
hidrogénio e carbono para a molécula de Imipramina, a preparacdo e
caracterizacdo estrutural, por RMN dos complexos de inclusdo 1:1 e 2:1
BCD/IMI foi executada.

Para os sistemas supramoleculares BCD/IMI 1:1 e 2:1, as principais
mudancas nos sinais de RMN de 'H ocorreram na regido referente aos
hidrogénios aromaticos, Figura 4.25a e 4.25b. Entretanto, ndo foi verificada
uma variacdo de deslocamento gradativa para esses hidrogénios aromaticos,
durante o processo de titulacdo conduzida por RMN, do mesmo modo como foi

observado para o sistema BCD/FLU (Capitulo 3).
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Figura 4.25: Espectro de RMN de *H a 400 MHz em D,0: a) Cl 1:1 BCD/IMI e

b) CI 2:1 BCD/IMI.

Na Figura 4.26 é apresentada a regido aromatica do espectro de RMN
de *H para a Imipramina livre e complexada com BCD, nas razées molares de
1:1 e 2:1 BCD/IMI. Analisando as expansdes dos espectros de RMN de 'H é
possivel verificar um afilamento das linhas espectrais de ressonancia para
todos os hidrogénios arométicos da Imipramina na presenca de BCD. Isso
sugere que o antidepressivo triciclico complexado com BCD apresenta uma
menor mobilidade de seus hidrogénios em solucdo [8]. Além disso, uma

variacdo no deslocamento quimico, para esses hidrogénios da regiao
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aromatica é observada, sugerindo sua interacdo com a cavidade da pB-
ciclodextrina. Todas essas modifica¢cdes nas linhas espectrais de ressonancia
para os compostos de incluséo estdo relacionadas as mudancgas de densidade
eletrbnica desta regido da molécula de Imipramina, indicando esta regido da
molécula do antidepressivo como sitio preferencial para a incluséo na cavidade
da BCD [9-11].

Uma vez que o numero de sinais de ressonancia, para esta regido da
molécula, ndo foi alterado, embora tenha ocorrido uma sobreposicdo desses
sinais, pode-se dizer que a equivaléncia desses hidrogénios nao foi modificada,
indicando uma interacdo da ciclodextrina com ambos anéis aromaticos da
Imipramina. Este resultado estd de acordo com aquele obtido através do
experimento de Job, conduzidos por FTIR-HATR, onde sistemas do tipo 2:1
BCD/IMI foram observados quando a concentracdo de ciclodextrina na solucao

€ superior a concentracéo de Imipramina.
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Figura 4.26: Expansdo do espectro de RMN de *H, a 400 MHz em DO para a

IMI, Cl 1:1 BCD/IMI e CI 2:1 BCD/IMI na regiéo de 6 = 6,60 — 7,50.

De modo a comparar quantitativamente as variacdes de deslocamento
quimico observadas para todos os hidrogénios da IMI em presenca de BCD,
nas razdes molares de 1:1 e 2:1 BCD/IMI, a Tabela 4.3 foi criada, na qual as Ao
sao apresentadas.

Analisando as variacdes de deslocamento quimico (Ad) apresentadas na

Tabela 4.3, é verifica uma maior variacdo no deslocamento quimico para 0s
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hidrogénios alifaticos do que para os aromaticos, independente da raz&o molar
do sistema. Esta constatacdo pode ser explicada pela possivel interacdo entre
a parte alifatica da molécula de IMI com a ciclodextrina. Entretanto um
afilamento das linhas de ressonéncia para esses hidrogénios alifaticos nao foi
observado no espectro de RMN de 'H para os compostos de inclusdo e sim,
um alargamento dessas linhas espectrais foi verificado. Este alargamento de
sinais de ressonéncia esta relacionado com a maior mobilidade da cadeia
alifatica, o que é esperado uma vez que ligacdes simples, do tipo sp®, possuem

rotacdes mais livres do que os anéis aromaticos.

Tabela 4.3: Valores de deslocamento quimico para os hidrogénios da IMI,

composto de incluséo 1:1 e 2:1 BCD/IMI, a 400 MHz em D,0.

Hidrogénios o IMI dIC 11 AP IC 1:1 dIC 2:1 ASPIC 2:1
1/1° 6,92 7,03 -0,11 7,04 -0,12
22’ 7,12 7,19 -0,07 7,19 -0,07
3/3 7,04 7,16 -0,12 7,14 -0,10
6/6’ 7,06 7,16 -0,10 7,14 -0,08
s 2,99 3,23 -0,24 3,25 -0,26

8 3,64 3,97 -0,30 4,00 -0,36
9 1,78 2,06 -0,28 2,08 -0,30
10 2,88 3,15 -0,27 3,17 -0,29
11/11 2,56 2,75 -0,19 2,77 -0,21

AA5=S5IMI - 51:1 SCD/IMI
®A5=5IMI - 5 2:1 SCD/IMI

Com a finalidade de verificar esta mobilidade apresentada pelos
hidrogénios da molécula de Imipramina, tanto na presenca de BCD quando em

sua auséncia, os experimentos de tempo de relaxacdo longitudinal foram

131



Capitulo 4: Resultados e Discusséo: Sistema [-ciclodextrina/imipramina

conduzidos, para a IMI e os sistemas supramoleculares 1:1 e 2:1 BCD/IMI. Os
valores de T, assim como as AT; para cada sistema estdo apresentados na

Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Valores de T; para a IMI, composto de inclusédo 1:1 e 2:1 BCD/IMI

e a variacdo de T; (AT;) para cada sistema.

Hidrogénios Ti/s IMI TisIC 1:1 AT4/s? TisIC 2:1 AT4/sP
1/1 1,76
2/2' 1,67 1,03 0,64 1,09 0,58
3/3
6/6’
s 0,62 0,38 0,24 0,38 0,24
8 0,37 0,23 0,14 0,24 0,13
9 0,50 0,33 0,17 0,32 0,18
10 0,64 0,41 0,23 0,40 0,24
11/11 0,91 0,68 0,23 0,76 0,15

AAT/s =T4/s IMI - T4/s IC 1:1
bAT/s =T4/s IMI - T+/s IC 2:1

--- sobreposicdo dos sinais

Os dados obtidos para os experimentos de T; evidenciam uma maior
reducdo do tempo de relaxacédo para os hidrogénios H2/2' pertencentes aos
anéis aromaticos, para os dois sistemas 1:1 e 2:1 BCD/IMI investigados. A
sobreposicdo dos sinais de hidrogénio H1/1’, H3/3' e H6/6’, presentes nos
anéis aromaticos, inviabiliza suas medidas de T;. Entretanto, para os demais
hidrogénios da molécula de Imipramina, a medida de T; foi possivel.

Analisando a Tabela 4.4 € observada uma menor variacdo de T; para 0s

demais hidrogénios da IMI, na presenca de BCD, do que aquela verificada para
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os hidrogénios H2/2’. Essa reducdo no tempo de relaxacdo evidencia, mais
uma vez, a preferéncia da ciclodextrina pela regido aromatica da molécula de
Imipramina. Essas observacgdes referentes a menor mobilidade aos hidrogénios
aromaticos H2/2', corrobora os dados visualizados através do espectro de *H
para o composto de inclusdo, onde um afilamento dos sinais de ressonancia,
no espectro de 'H para esses hidrogénios, foi observado.

Além disso, a reducdo menos expressiva de T, observada para os
hidrogénios alifaticos, indica que essa regido da molécula possui maior
mobilidade do que a aromatica e por isso um afilamento dos sinais de
ressonancia para esses hidrogénios ndo é observado no espectro de 'H.
Entretanto os dados de T; indicam que essa regido da molécula de IMI também
é perturbada pela presenca da ciclodextrina em solucéo.

Para confirmar as interacdes intermoleculares que ocorrem entre a
Imipramina e a pB-ciclodextrina em solucéo, a utilizagao da técnica de NOESY é
imprescindivel, e foi aplicada para os sistemas nas razées molares de 1:1 e 2:1
BCD/IMI utilizando o D,O como solvente.

Para o sistema supramolecular 1:1 BCD/IMI, Figura 4.27, foram
observadas manchas de correlacéo dipolar a curta distancia (inferiores a 5 A)
entre os hidrogénios dos anéis aromaticos da IMI (H1/1’, H2/2’, H3/3’ e H6/6’
= 6,90 a 7,30) com os hidrogénios da regiao externa da CD (H2 e H4 & = 3,30
a 3,50) e também com os hidrogénios na cavidade da BCD (H3, H5 e H6 & =
3,50 a 3,70). Essas multiplas correlacdes dipolares observadas sugerem que
um sistema de alta massa molecular pode se formar e também que complexos
do tipo 2:1 BCD/IMI podem ser favoraveis em solucdo. Além disso, como

correlacdes a curta distancia entre os hidrogénios da BCD e os hidrogénios
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H7/7° da IMI ndo foram observadas, isso indica que a inclusdo dos anéis
aromaticos da IMI na cavidade da BCD néo deve ser tdo profunda. Este fato
pode ser realmente provavel, uma vez que a estrutura dos trés anéis da
Imipramina ndo é plana, devido a presenca dos carbonos C7 e C7’, que

possuem hibridacéo do tipo sp* [7].
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Figura 4.27: Expansdo do mapa de contorno 2D NOESY *H/*H a 400 MHz em

D,0 para o sistema 1:1 CD/IMI.

De forma a avaliar as correlacdes dipolares entre a BCD e a IMI, através
do efeito NOE para sistemas com maior concentragéo de BCD, o complexo de
inclusédo na razado molar 2:1 BCD/IMI foi utilizado e seu respectivo mapa de

contorno 2D NOESY 'H/*H esta apresentado a seguir na Figura 4.28. As
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correlacbes observadas para este sistema supramolecular 2:1 BCD/IMI foram
semelhantes aquelas observadas para o sistema de razdo molar 1:1.
Entretanto as manchas de correlacdes dipolares observadas entre 0s
hidrogénios arométicos da IMI e os hidrogénios internos e externos para a BCD
apresentaram uma maior intensidade (volume). Uma vez que as intensidades
das manchas de correlacdo indicam uma maior proximidade, logo uma maior
interacdo entre as espécies ocorre em solucao [6]. Isso sugere que 0sS aneéis
aromaticos da IMI possam estar mais profundamente incluidos na cavidade da
BCD. Ou ainda, que devido a maior concentracdo de BCD presente em
solucdo, os hidrogénios de ambos os anéis aromaticos estariam efetivamente
interagindo de forma simultanea com a BCD, favorecendo assim a intensidade

das manchas de correla¢cdes dipolares observadas no mapa de contorno.
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Figura 4.28: Expanséo do mapa de contorno 2D NOESY *H/*H a 400 MHz em

D,0 para o sistema 2:1 CD/IMI.
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4.4 — Calorimetria Isotérmica de Titulac&o:

ITC

Na Figura 4.29a estdo apresentadas as curvas de titulagdo calorimétrica
para a Imipramina em agua e em solugéo de B-ciclodextrina e na Figura 4.29b
esta apresentada a subtracédo da curva do processo de diluicdo da IMI pela sua
curva de titulacdo com a BCD. Da mesma forma como procedido para o
sistema BCD/FLU, a subtracdo das curvas tem como objetivo excluir os efeitos
de diluicdo do titulante (Imipramina) no solvente, explicitando assim, apenas as
interacOes entre a molécula de IMI e a BCD.

Para a curva de diluicdo da IMI em agua (Figura 4.28a) foi observada
uma variacdo de entalpia proxima de zero, indicando que essa molécula nédo
tende a se associar em solugéo, para a faixa de concentragdo utilizada na
titulacdo. Essa variacdo de entalpia seria esperada uma vez que durante 0s
processos de diluicdo, necessariamente as moléculas do titulante seriam
afastadas umas das outras, levando a uma modificacdo na forma de interacéo
entre os sistemas soluto-soluto, soluto-solvente e ainda solvente-solvente, fato
este que nao foi observado para o sistema da Imipramina.

Através da curva de titulacdo entre a Imipramina e a ciclodextrina, um
perfil de curva sigmdide pdde ser ajustado, permitindo assim determinar um
ponto de inflexdo na curva, que representa a estequiometria do sistema
supramolecular formado [12]. Para o complexo BCD/IMI uma estequiometria de
N = 0,73 foi obtida através do ajuste nédo linear da curva de titulacdo [13, 14].
Este valor de N sugere que sistemas de alta massa molecular poderiam ser

observados em solugéo, ou ainda, mais de um tipo de complexo poderia existir
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em solucdo simultaneamente. Este valor de estequiometria pode explicar a
estequiometria obtida em solucdo através do experimento de Job, conduzido
por FTIR-HATR, na qual pelo menos duas formas do complexo de inclusao
foram observadas em solucéo, quando a concentracdo de BCD varia no meio

reacional, explicando o valor néo inteiro obtido por ITC (N = 0,73).
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Figura 4.29: Curvas de titulacao calorimétrica: a) Imipramina (10,0 mM) em
agua e da Imipramina (10,0 mM) em BCD (0,5 mM) b) curva final apos

subtracdo e seu ajuste nao linear.

Através do ajuste nédo linear da curva de titulacao [12, 13] para o sistema

BCD/IMI foi possivel obter a constante de equilibrio global (K), e ainda as
variacfes: de energia de Gibbs (AG°), de entalpia (AH®) e o termo entropico

(TAS®) para a reagdo de complexagéo. Estes parametros termodinamicos se
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encontram apresentados na Tabela 4.5 e sdo de extrema importancia para
conhecer de modo mais completo a termodinamica de formacédo do sistema

supramolecular obtido pela interacdo ndo-covalente entre a BCD e a IMI.

Tabela 4.5: Parametros termodinamicos obtidos através do experimento de

calorimetria isotérmica de titulacao para o sistema BCD/IMI.

N K AG/kJ.mol™ AH/kJ.mol* TAS/kJ.mol™

0,73 6832 + 138 -21,9 -30,6 -8,7

O valor da constante de equilibrio encontrado para o sistema
supramolecular BCD/IMI indica que uma forte interacdo entre as espécies
ocorre em solucdo (K = 6832 + 138). Esse valor da constante de equilibrio
global para o sistema € alto quando comparado com outros sistemas
envolvendo ciclodextrinas [3, 8, 9], entretanto € bem proximo do valor obtido
para o sistema BCD/FLU. Essa alta constante de formac&o do complexo pode
ser explicada pela possibilidade das interacdes entre ambos 0s anéis
aromaticos da IMI, que ndo apresentam impedimento espacial para interagir
com a cavidade hidrofébica da BCD. Essas intera¢des seriam ainda mais
efetivas quando a concentracdo de BCD € maior e, isso foi comprovado ndo sé
pelos resultados de RMN obtidos através da comparacdo dos mapas de
contorno NOESY *H/*H, mas também pelo experimento de Job que apresentou
0 maximo de sua curva de titulacdo para sistemas na qual a concentracdo de
BCD é superior a de IMI.

O processo de formacdo do composto de inclusdo entre as moléculas

héspede e hospedeira (IMI e BCD) é espontaneo, (AG = -21,9 kJ.mol™). Para
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esse sistema (BCD/IMI) a formacdo do complexo de inclusdo apresentou ainda
um carater exotérmico (AH = -30,6 kJ.mol™) e este fendbmeno estéa relacionado
com a interrupcao das interacdes entre o soluto e o solvente e a formacdes de
novas interacdes intermoleculares favoraveis a formacao do sistema BCD/IMI,
como o efeito hidrofébico e a interagcéo eletrostética.

A reducdo no termo entrépico (TAS = -8,7 kJ.mol™) esta relacionada a
diminuicAo no numero de espécies em solucdo, mesmo que exista um
equilibrio entre mais de um tipo de complexo ocorra. Neste caso € importante
lembrar que um desses complexos de inclusédo, o de razdo molar 2:1 BCD/IMI,
ocorre de forma preferencial em solugcdo, conforme observado pelo

experimento de Job conduzido através do FTIR-HATR.
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5 - Conclusoes:

Os resultados obtidos neste estudo para a caracterizagao estrutural e
termodinamica formaram um conjunto de informacdes imprescindiveis para a
determinacdo da topologia e das interagdes intermoleculares envolvidas no
processo de formacéo dos dois sistemas, BCD/FLU e BCD/IMI.

As técnicas de analise térmica (TG e DSC), para os dois sistemas
supramoleculares, evidenciaram uma maior estabilidade térmica para os
compostos de inclusdo, BCD/FLU e BCD/IMI, do que para as moléculas livres.

A espectroscopia FT-IR evidenciou supressfes de alguns modos
vibracionais para os dois farmacos quando estes se encontravam complexados
com a BCD. Para os dois sistemas, BCD/FLU e BCD/IMI, as alteragbes nos
modos vibracionais observadas nos espectros de FT-IR indicaram uma
interacéo preferencial da BCD com a regido aromatica dos antidepressivos.

O presente trabalho definiu ainda a utilizacdo da técnica de FTIR-HATR
em solugcdo aquosa, como uma nova sonda para estudar 0s processos de
complexacao entre CDs e farmacos, até entdo ndo descrita na literatura. Assim
foi possivel avaliar de forma quantitativa as modificacbes observadas nos
modos vibracionais das moléculas do sistema. Esses resultados obtidos por
FTIR-HATR evidenciaram uma reduc¢ao na intensidade do estiramento (C-O-C)
da BCD, que é equivalente ao afilamento observado por FT-IR. Além disso,
foram observadas alteracdes nas bandas referentes aos anéis aromaticos dos
dois farmacos, confirmando as intera¢cées constatadas por FT-IR.

A técnica em solucdo de FTIR-HATR permitiu ainda que fossem

conduzidos os experimentos de Job, o que possibilitou determinar a

143



Capitulo 5: Conclusdes

estequiometria dos complexos em solucéo. Para os dois sistemas foi verificada
a possibilidade de mais de um tipo de complexo coexistir em solucao.

Os experimentos de RMN de 'H permitiram verificar variacdes de
deslocamento quimico dos hidrogénios da BCD e dos antidepressivos que séo
0s sitios de interacdo entre as moléculas. Os resultados de T;, para o0s
complexos BCD/FLU e BCD/IMI, indicaram uma redugdo na mobilidade
principalmente para os hidrogénios presentes nos anéis aromaticos, 0s quais
sao os principais sitios de interacdo com a BCD. Além disso, 0os experimentos
NOESY permitiram verificar manchas de correlacdo dipolar entre os anéis
arométicos da FLU e da IMI com os hidrogénios internos e externos da BCD.

Para os dois sistemas estudados, o processo de complexacdo se
mostrou espontaneo e entalpicamente favoravel. Para o complexo formado
com a FLU, a estequiometria de 1:1 foi encontrada e para o sistema BCD/IMI, a
estequiometria de 0,75 foi verificada pela curva de titulagcdo, o que indica a
formag&o de mais de uma espécie em solugéo.

Espera-se que esses complexos supramoleculares, preparados, através
da associacdo da BCD com FLU e IMI sejam eficazes como dispositivos de
liberacdo sustentada em futuras formulacdes farmacéuticas, demonstrando a
eficacia das ciclodextrinas para esse tipo de formulacdo farmacéutica. Além
disso, a utilizacdo desses dispositivos em testes bioldgicos podera favorecer a
reducdo na dose administrada por via oral, com uma consequente minimizacao

dos diversos efeitos colaterais que esses farmacos apresentam.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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