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RESUMO

Este trabalho envolveu a preparacdo de complexos de inclusdo entre
Pirimetamina (PIR) e Sulfadiazina (SDZ), substancias utilizadas no tratamento
padrao da toxoplasmose, em hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), objetivando o
aumento da solubilidade aquosa dos convidados. As baixas solubilidades tornam
necessarias altas dosagens, causando uma vasta gama de efeitos adversos, que em
testes futuros poderdo ser reduzidos pelo aumento da solubilidade. Os complexos
foram preparados pelo método da suspensdo. Para o complexo formado entre PIR e
HPBCD, a ocorréncia de inclusdo foi evidenciada através do aumento da solubilidade
do convidado em presenga de HPBCD, nos estudos do diagrama de solubilidade de
fases. Obteve-se, ainda a partir destes estudos, um valor de 1901 M™' para a constante
de associacdo do complexo, demonstrando interagdes relativamente fortes. A
estequiometria 1:1 para o complexo foi sugerida tanto a partir do diagrama de
solubilidades quanto pelo método das variagdes continuas. Evidéncias adicionais da
inclusdo foram propiciadas por calorimetria diferencial de varredura (DSC), que
sugeriu que a PIR ndo se encontra como um so6lido isolado, apesar de sua presenga
ter sido confirmada pela espectroscopia UV-vis. Medidas de DRX indicaram que a
complexacdo da Pirimetamina em HPBCD ndo alterou a estrutura nao-cristalina do
hospedeiro, formando-se um complexo de inclusdo nao-cristalino. Para o complexo
formado entre SDZ ¢ HPBCD, o aumento de solubilidade em presenca do hospedeiro
também evidenciou a ocorréncia de inclusdo, de acordo com o diagrama de
solubilidade de fases, que permitiu adicionalmente o calculo de uma constante de
associacio de 1879 M. Dados de DSC também sugeriram a forma¢do de uma nova
estrutura, pela auséncia do pico de fusdo da SZD, juntamente com a presenga de um
pico estreito, em uma temperatura distinta em relacdo aos materiais originais. Apesar
de comprovada a presenca de SDZ no complexo pelos espectros UV-vis ¢ FTIR, o
convidado nao alterou o desordenamento caracteristico da estrutura da HPBCD,
segundo dados de DRX. Modelagens moleculares das estruturas dos complexos por
métodos computacionais auxiliaram na compreensdo das interagdes hospedeiro-

convidado.

Palavras-chaves: ciclodextrinas, pirimetamina, sulfadiazina, complexos de inclusdo e toxoplasmose
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ABSTRACT

The preparation and characterization of inclusion complexes of pyrimethamine
(PYR) and sulfadiazine (SDZ) in hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) to
improve aqueous solubility of the guest molecules are described in this work. The
guests are used in the treatment of toxoplasmosis and reduction of side effects related
to the low solubility by cyclodextrin complexation will be tested in a future work.
The complexes have been prepared by the suspension method in aqueous medium.
Primary evidence of the inclusion of PYR in HPBCD was the increase in the water
solubility in the presence of the host, according to the phase-solubility diagram.
From these studies the value of the association constant of the species was 1901 M,
evidencing strong interactions. A 1:1 stoichiometry for the complex was suggested
both from the phase diagram and from the Job’s method. Additional evidences of
complexation were provided by DSC measurements, which indicated the absence of
isolated PYR particles despite the detection of this substance by UV-vis
spectroscopy. This observation means that the guest inclusion does not influence the
non-crystalline packing of the host, thus forming a non-crystalline complex. An
increase of SDZ solubility with increasing HPBCD concentrations was observed in
the phase-solubility studies, evidencing the formation of HPBCD/SDZ complex. This
study also allowed the calculation of the association constant, which yielded a value
of 1879 M™'. DSC measurements also suggested the formation of a new structure on
the basis of the absence of the SDZ melting peak, along with a new sharp
endothermic peak, absent in the curves of the original materials. Although UV-vis
and FTIR results pointed out the presence of SDZ in the complex, the inclusion of
this molecule did not induce crystallization of the complex, according do XRD
powder patterns. Molecular modelling of the structures of the complexes by
computational methods have been performed to a better understanding of the host-

guest interactions.

Keywords: cyclodextrins, pyrimethamine, sulfadiazine, inclusion compounds and toxoplamosis
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1 - PRELIMINAR

O desenvolvimento de novos fadrmacos ¢ um processo lento e dispendioso.
O credenciamento pelos 6rgdos governamentais pode levar anos e nem sempre o
sucesso ¢ garantido. Adicionalmente, os incentivos financeiros sdo destinados para
pesquisas de mercados mais rentaveis, como aqueles voltados para o céancer e a
AIDS, de forma que as doencas mais presentes em paises subdesenvolvidos, como a
toxoplasmose, ndo recebem incentivos comparaveis.

Considerando-se as dificuldades inerentes a pesquisa de novos farmacos,
uma alternativa vidvel ¢ a melhoria das formulacdes atualmente utilizadas. Isto pode
ser feito através da utilizacao de sistemas de transporte e liberagao de farmacos que,
além de otimizarem a acdo do farmaco, diminuem sensivelmente os efeitos adversos
decorrentes das administragdes convencionais.

O presente trabalho objetivou estudar estruturas supramoleculares, com
potencial de emprego como sistemas transportadores dos farmacos utilizados no

tratamento padrao da toxoplasmose.



1.2 - QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Durante muito tempo os quimicos tentaram entender a natureza do ponto
de vista molecular e, apesar do grande avango, o conhecimento adquirido até entdo
nao explicava varios fendmenos observados, principalmente, nos seres Vivos.
Buscando compreender os processos que ocorriam na natureza, Emil Fischer em
1894 propds que a interacdo de uma enzima com seu substrato ocorre de forma
analoga a uma chave com sua fechadura, estudo que lhe rendeu o Prémio Nobel em
1902. Tal abordagem ¢é a base do que se chama quimica supramolecular’.

A quimica supramolecular foi definida com muita clareza por Jean-Marie

Lehn, Prémio Nobel em 1997 e um dos criadores desta area, ao estabelecer que:

“A quimica supramolecular ¢ a quimica da ligacdo intermolecular,
relacionando-se a estrutura e fungdo das entidades formadas pela associagdo de duas
ou mais espécies quimicas”

Jean-Marie Lehn?

Portanto, a abordagem desta disciplina esta centrada na associagdo entre
espécies moleculares, visando a obtencdo de uma determinada propriedade ou
funcionalidade. Nesse sentido, estruturas supramoleculares tém sido projetadas com
objetivos especificos, tais como automontagem, reconhecimento molecular,
transformagdo, transporte e sinalizacdo. Adicionalmente, estas estruturas
supramoleculares podem ser concebidas de modo a terem um comportamento
“inteligente”, isto é, com capacidade de compreender e responder a sinais quimicos,

sendo portanto, capazes de executar fun¢des programadas’.



As espécies supramoleculares sao organizadas por meio de interagdes
intermoleculares, que podem ser estabelecidas através de interagdes eletrostaticas,
ligagdes de hidrogénio, forcas de empilhamento e forcas de dispersdo’. Nos
complexos supramoleculares do tipo hospedeiro(host)/convidado(guest), por
exemplo, o substrato estd acomodado dentro da cavidade do hospedeiro a fim de
maximizar o contato com sua superficie. Esse “encaixe complementar” ocorre em
“sitios” multiplos de interagdo. Embora a energia de interacdo em cada sitio seja
menor que aquela tipica de ligagdo covalente, o efeito somado resulta em uma forte
interagdo entre o hospedeiro e o convidado. Tal situagdo possibilita o contato sem
gerar fortes repulsdes nao-ligantes, portanto o requisito fundamental para a formagao
e reconhecimento molecular ¢ o principio da “complementaridade’™”.

No caso de moléculas hospedeiras soluveis em agua , a forga-motriz para
a complexa¢do de convidados neutros é proporcionada por um efeito sinérgico de
forcas intermoleculares, predominantemente pela remog¢ao do contato ou interagdo

entre o solvente (agua) e o convidado. Este € o caso dos aceptores naturais chamados

de ciclodextrinas’.



1.3 — CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) s3o oligossacarideos ciclicos de origem natural,
também conhecidos como cicloamilose ou cicloglucanos, formados por moléculas de
D-glicose unidas através de ligagdes glicosidicas a (1,4) (Figura 1) e obtidos pela
degradacdo enzimatica do amido pelo microorganismo Bacillus macerans. A enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (CGtase) catalisa varios tipos de reacdes e
normalmente produz uma mistura de CDs com ntimeros diferentes de unidades de
glicose, sendo as mais comuns e importantes as CDs que apresentam seis (a-CD), sete

(B-CD) e oito (y—CD) unidades formando os macrociclos demonstrados na Figura 2.°
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Figura 1- Molécula da a-D-glucopiranose na conformagao cadeira com as posi¢oes 1

¢ 4 indicadas pelas setas.
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Figura 2 — Estruturas das diferentes ciclodextrinas: a) a-CD b) B-CD c) y—CD



1.3.1 - Estrutura

As ciclodextrinas naturais ou canoOnicas sdo soOlidos cristalinos, ndo
higroscopicas, ndo redutoras e¢ soluveis em agua, cuja estrutura cristalografica foi
estabelecida por estudos de difracio de raios-x’.

Quanto a estrutura tridimensional, as CDs apresentam-se na forma de
“cones truncados” (Figura 3), em conseqiiéncia da conformacdo do *C, das unidades
glicopiranose e da falta de rotagdo livre ao redor das ligacdes glicosidicas. Na face
mais ampla situam-se hidroxilas secundarias —posi¢des C-2 ¢ C-3 e, na face oposta,
verifica-se a presenca de hidroxilas primérias em C-6 (Figura 3)°. A rotacdo livre das
hidroxilas primarias reduz o didmetro efetivo da cavidade na respectiva face,

enquanto o grupo de hidroxilas secundarias constitui uma cadeia relativamente

rigida, sem rotagdo’.

Figura 3 - Representagdo da estrutura tridimensional das ciclodextrinas, mostrando as
caracteristicas estruturais definidas pelo arranjo das unidades de glicose. (extraida da

referéncia 8).



A presencga de grupos hidroxilas nas extremidades favorece a solubilidade
das ciclodextrinas em agua. O interior da cavidade do cone apresenta um carater
hidrofébico, devido as ligagdes C-H nos carbonos 3 e 5 (Figura 3) e a ligagdo
glicosidica entre carbono e oxigénio. Portanto, em solug¢do, as cavidades se
comportam como sitios hidrofébicos em meio hidrofilico, podendo ser descritas

. . ~ . 1
como um “ambiente microheterogéneo” (Figura 4)'°.

5iTI0S
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siTIOS
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Figura 4 — Sitios hidrofobicos e hidrofilicos das ciclodextrinas. (Extraida da

referéncia 6).

Os parametros dimensionais das cavidades das ciclodextrinas podem ser
observados na Figura 5 e os respectivos valores para a-CD, B-CD e y—Cd estdo

listados na Tabela 1.

d; — didametro interno da extremidade
mais estreita do cone

d, — menor didmetro interno

d; — didmetro interno da extremidade
mais larga do cone

h — altura do cone

—

Figura 5 - Representagdo dos didmetros internos e altura dos cones das

Ciclodextrinas (Extraido da referéncia 10).



Tabela I: dimensoes das CDs (Extraida da referéncia 10)
CD di(A) d>(A) ds(A) h (A) V (mL) em 1 mol
a 5,6 4,2 8,8 7,8 104
B 6,8 5,6 10,8 7,8 157
Y 8,0 6,8 12,0 7,8 256

1.3.2 - Solubilidade

Como pode ser verificado na Tabela II, a solubilidade aquosa das CDs

naturais ¢ relativamente limitada, principalmente da B-CD, e a inclusdo de compostos

lipofilicos geralmente resulta em precipitagdo dos complexos sélidos, caso o limite

de solubilidade seja atingido.

Tabela. II: Solubilidade das CDs em 4gua -g/100 mL (Extraida da referéncia 11)

Temperatura a-CD B-CD v-CD
25°C 12,8 1,8 25,6
45°C 29,0 4,5 58,5
60°C 66,2 9,1 129,2




Como ja& mencionado, a presenca de hidroxilas favorece, em principio, a
solubilidade em agua, porém a formagdo de ligacdes de hidrogénio intramoleculares
impoe limitacdes. As ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas C-2 de uma D-
glicose com aquelas em C-3 da unidade vizinha restringem a liberdade
conformacional do anel e contribuem para a rigidez estrutural®. A B-CD é a
ciclodextrina menos solivel em agua, devido a rigidez causada por um cinturdo de
ligagdes de hidrogénio que envolve todo o macrociclo'?. Na a-CD h4 uma unidade de
D-glicose distorcida'® e somente quatro das seis ligagdes de hidrogénio possiveis sdo
estabelecidas, favorecendo a solubilidade em agua. A y-CD possui uma estrutura
mais flexivel, sendo a mais soltuvel das trés.’.

Apesar das vantagens, o uso pratico das ciclodextrinas naturais pode ser
restrito pela baixa solubilidade aquosa das mesmas, particularmente da B-CD. Para
solucionar tais problemas, os grupamentos hidroxilas da B-CD podem ser
substituidos por outros grupos com o objetivo de aumentar sua solubilidade, como

acontece nas CDs metiladas ou hidroxialquiladas'.

1.3.3 - Toxicidade

O perfil de seguranca das trés CDs mais utilizadas e de seus derivados

. 15,1
tem sido estudado recentemente!>'®.

Estes estudos demonstraram que, se
administradas oralmente, as CDs praticamente ndo apresentam toxicidade devido a
falta de absor¢do no trato gastrointestinal”. Contudo, estudos toxicoldgicos tém

demonstrado que a a-CD e a B-D ndo apresentam resultados satisfatorios quanto a

.. ~ 1
seguranca para administragio parenteral'’.



Merecem destaque os estudos referentes a administragdo subcutanea de [3-
CD, os quais evidenciaram que a administragdo em altas dose pode provocar efeitos
adversos, incluindo-se nefrotoxicidade'®. As modificagdes na estrutura da B-CD
podem diminuir os efeitos toxicos, como foi observado no caso da hidroxipropil-f3-
ciclodextrina (HPBCD). Neste contexto, os estudos de toxicidade foram realizados
por administra¢do oral ou intravenosa. Apds os testes em varias espécies de animais
e em humanos, verificou-se que a HPBCD ¢ bem tolerada pelo organismo humano e
¢ isenta de efeitos adversos, particularmente, quando a dose ¢ administrada por via
oral'®. Ha, contudo, evidéncias de que apds a administragio de HPBCD por via
parenteral, pode-se observar uma quantidade consideravel de colesterol e de ésteres
de colesterol nos rins. Nao obstante, tais quantidades sdo significativamente
inferiores aquelas observadas no caso de B-CD, o que aponta para uma menor
tendéncia do complexo com HPBCD a cristalizagdo, que lhe confere uma
nefrotoxicidade mais baixa em comparagdao com a 3-CD. Outro fator relevante é que
a HPBCD apresenta uma atividade hemolitica menos pronunciada, se comparada as

CDs naturais’.

1.3.4 - Formacao de complexos de inclusio

A caracteristica mais importante das CDs ¢ a sua habilidade de formar
complexos de inclusdo, por interagdes supramoleculares, em solu¢do e no estado
solido, com uma ampla variedade de compostos solidos, liquidos e gasosos .

Em um ambiente aquoso, as cavidades das CDs proporcionam um

microambiente favoravel a acomodacdo de substancias hidrofobicas. Um dos
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requisitos para a formagao do complexo ¢ o tamanho da molécula a ser encapsulada
na cavidade. Moléculas lipofilicas de tamanho adequado podem ser acomodadas
completa ou parcialmente na cavidade da CD, formando um complexo no qual a
relacdo hospedeiro/convidado ¢ geralmente 1:1. Vale destacar a possibilidade de
ocorréncia de complexos CD/convidado com outras estequiometrias tais como 2:1,
2:2 e 1:2, entre outras (Figura 6).

Assume-se, geralmente, que a principal forga-motriz para a formagao do
complexo em solugdo aquosa ¢ a liberagdo de moléculas de 4gua com entalpia alta,
originalmente presentes no interior da cavidade, que sdo deslocadas pelas moléculas
do convidado mais hidrofobico presentes na solugdo. A associa¢do supramolecular
com predominio de interagdes apolar-apolar diminui a tensdo do anel da CD,

. . . . A 1
resultando em um estado de energia mais baixo e, portanto, mais estavel®'’.
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Figura 6: Representacdo esquematica da formagao do complexo de inclusdo com CD
tendo como molécula convidada o p-xileno, os circulos pequenos representam as

moléculas de agua (Extraido da referéncia 6).

As propriedades das moléculas convidadas podem ser alteradas
drasticamente quando de sua inclusdo nas cavidades das CDs. Dentre as possiveis

mudancas, pode-se citar: aumento da solubilidade do convidado, aumento da
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estabilidade em relacdo a decomposi¢ao, controle de volatilidade, isolamento fisico
de misturas, modificagdes no aroma ou sabor de alimentos ¢ como carreadores de
farmacos' .

A formagao do complexo de inclusdo depende simultaneamente de fatores
dimensionais/estéricos e energéticos, pois além da necessidade de que a cavidade
tenha dimensdo apropriada para a acomodacdo da molécula convidada, todas as
interagdes entre cargas permanentes, dipolos e multipolos presentes no sistema
devem ser consideradas'®.

Neste contexto, ha quatro tipos de interagcdes energeticamente favoraveis
a formagdo de complexo de inclusio em ciclodextrinas, destacadas a seguir'':

e Liberagdo de moléculas de dgua polares a partir da cavidade apolar da CD no
processo de formacao do complexo;

e Aumento do nimero de ligagdes de hidrogénio formadas a medida que a agua
sai da cavidade hidrofobica e volta para o meio solvente;

e Forcas de dispersdo de London;

e Interagdes dipolo-dipolo;

e Relaxagdo da energia de tensdo no sistema do anel da CD.

Todas estas interacdes podem ser consideradas como relativamente
“fracas”, porém dao lugar a efeitos sinergisticos quando atuam em conjunto,
resultando na formagdo de complexos com estabilidade suficiente para garantir seu
isolamento. Por outro lado, tais forcas devem ser suficientemente fracas para liberar
as moléculas do convidado, sob condi¢des especificas'.

Para obter os complexos de inclusdo com CDs sdo utilizados varios

métodos, pois cada substancia a ser encapsulada tem suas caracteristicas que devem
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ser observadas para definir o método ideal. Os métodos mais utilizados para obter o
complexo de inclusdo com CDs sio'*?’:

a) Co-precipitacdo — adiciona-se uma solugdo do convidado em uma
solucdo aquosa de CD. Se for preciso utilizar um solvente diferente da agua para
solubilizar o convidado, deve-se escolher um solvente que seja soluvel na agua. A
mistura ¢ agitada até o equilibrio e o complexo s6lido obtido por evaporagao a vacuo
ou liofilizag3o.

b) Suspensdo — o convidado sélido ¢ adicionado a uma solucao aquosa de
CD formando uma suspensdo que ¢ agitada vigorosamente e filtrada. O complexo
solido ¢ obtido a partir da evaporagao a vacuo ou liofilizagdo do filtrado.

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

d) Moagem conjunta (Grinding) — mistura-se a CD e o convidado no
estado so6lido que sdo triturados vigorosamente por um determinado tempo na
presenga de uma pequena quantidade de dgua até que a mistura se torne po.

Em solu¢dao aquosa, os complexos dissociam-se, estabelecendo-se um
equilibrio entre as moléculas livres e ligadas na cavidade da CD. Este ¢ um processo
dinamico, no qual as moléculas do convidado se associam e dissociam
constantemente das moléculas hospedeiras. Tal equilibrio envolve um conjunto de
espécies CD/hospede com diferentes estequiometrias em propor¢des médias
variaveis, sendo que a espécie que apresentar maior tempo de existéncia é referida

. ~ 21
como o complexo de inclusdo™ .

13



A literatura tem relatado muitas técnicas de caracterizacdo do composto
de inclusdo com CD, contudo, de maneira geral, elas trazem evidéncias que, em
conjunto, podem confirmar o fenomeno de inclusdo. Dentre estas, pode-se destacar
RMN?*, DRX?*’, DSC **, TG*, espectroscopia de absor¢ao no UV-vis*.

A formagdo de complexos de inclusdo € o cerne das aplicagdes das CDs.
Farmacos pouco soltiveis em a’tgua25 , aroma526, pesticidasm, dentre outras espécies,
podem ser encapsulados por CDs, otimizando propriedades importantes ou
minimizando caracteristicas desagradaveis. O estudo das CDs e seus derivados
permite o surgimento de novas possibilidades, que podem ser usadas por uma ampla
variedade de industrias, favorecendo uma utilizagdo mais econdmica e eficaz das
substancias encapsuladas. Em outras situagdes, o complexo de inclusdo formado ¢
apenas um estado de transi¢cdo, como na utilizagdo de CDs na catalise de reagdes
organicas e em separagdes cromatograficas quirais. Neste contexto, ha, ainda,
estudos de CDs como modelos relativamente simples para a compreensao da acdo de
enzimas, o que auxilia o entendimento das forgas condutoras envolvidas nas
interacdes biologicas™.

Os complexos de inclusdo cristalizam em dois padroes de empacotamento
principais: “gaiola” e “canal”, conforme apresentado na Figura 7. No tipo gaiola, o
empacotamento ocorre de maneira cruzada (herringbone) ou lado a lado (brick),
sendo que no tipo canal as CD’s sdo dispostas de tal maneira que o alinhamento de
suas cavidades formem canais. Os compostos de inclusao de B-ciclodextrina com
convidados relativamente pequenos adotam geralmente a estrutura gaiola, da mesma
forma que ocorre com a B-ciclodextrina livre. Por outro lado, nos casos em que o
convidado apresenta dimensoes elevadas, o padrdo de cristalizagdo mais comum ¢ a

~ I3 ey . A+ 2
estrutura canal, com formacio de dimeros estabilizados por pontes de hidrogénio®-°.
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(a) (b) (c)

Figura 7: Padrdes de empacotamento: (a) canais; (b) gaiola herringbone (c) gaiola

brick.(Extraido da referéncia 30).

As ciclodextrinas apresentam muitas possibilidades ainda inexploradas.
Portanto, espera-se um grande avango nesta area, com um enorme nimero de novas
aplicagdes para o processo de formagao de compostos de inclusdo com CDs. Muitos
trabalhos sdo feitos objetivando novos métodos de sintese de CDs com grupos
funcionais diversos, aumentando ainda mais a gama de utilizacdo das CD e de seus

derivados.

1.3.5 — Modifica¢des Quimicas nas Estruturas das CDs

Geralmente, as modifica¢des estruturais nas CD’s tém como objetivo
diminuir a toxicidade e degradacdo, além de melhorar determinadas propriedades,
tais como a solubilidade, otimizando o seu desempenho nas mais diversas aplicagdes.
Contudo, a sintese seletiva de CDs oferece desafios importantes, devido a presenca
da cavidade hidrofobica e uma grande quantidade de grupos hidroxilas. Essas

modificagdes geralmente sdo realizadas através da substituicao dos grupos hidroxilas
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por outros grupos na face primaria e/ou na face secundaria da CD, da substitui¢dao do
atomo de hidrogénio dos grupos hidroxilas e ainda da eliminagdo dos atomos de
hidrogénio dos grupos —CH,OH para converté-los, por exemplo, a -COOH>'*,
Devido a nucleoficidade dos grupos hidroxilas, as reacdes que se
processam nestes sitios ocorrem predominantemente por ataque eletrofilico. Se o
reagente eletrofilico formar um complexo com a CD, entdo a orientagdo do reagente
dentro do complexo é um fator adicional na determinagio da formagio do produto. E
importante ressaltar que os solventes também influenciam na determinagao da forca e
da orientagdo do complexo entre o reagente e a CD''. Na Figura 8 pode se observar
os sitios de modificagdo mais freqiientes nas hidroxilas das ciclodextrinas, que sdo os
carbonos 2,3 ¢ 6 de cada unidade de glicose que compde as CDs. As modificagdes

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

GH,OH

%

HOCH,
HOCH; ”
CH,OH
HO
0
CH,OH © CH,OH

Figura 8 - Sitios de modificagdo mais freqiientes na -ciclodextrina (Extraida da

referéncia 19).
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As hidroxilas da posic¢ao 2 sdo as mais acidas, aquelas na posi¢ao 3 sao as
mais impedidas espacialmente e as hidroxilas na posi¢do 6 sdo as mais susceptiveis
ao ataque por parte de reagentes eletrofilicos. Neste contexto, vale destacar que
dependendo da reatividade do reagente eletrofilico, essa substitui¢do pode ocorrer
nas duas faces da CD: um reagente muito reativo ndo ird discriminar as hidroxilas,
enquanto que aqueles menos reativos somente atacarao as hidroxilas mais reativas.

Dentre as CDs de segunda geracdo modificadas em sua face primaria,
pode-se citar as metiladas DIMEB e TRIMEB (dimetil f-CD e trimetil B-CD),
conhecidas também por HEPTAKIS (2,6-di-o-metil) ¢ HEPTAKIS (2,3,6-tri-o-
metil), respectivamente®. A substitui¢do dos grupos hidroxilas por grupos metilicos
impede a formacdo de ligacdes de hidrogénio intramoleculares, o que torna a
estrutura molecular mais flexivel, originando alteragdes relacionadas com a
solubilidade e tornando as CDs metiladas mais soliveis em agua. A hidroxipropil-3-
ciclodextrina - HPBCD (Figura 9) é um derivado hidroxialquilado, modificado na
face primaria, da B-ciclodextrina, que equilibra a habilidade de encapsulamento com
uma elevada solubilidade em agua, provavelmente, atribuida a sua estrutura nado-
cristalina. Observa-se, contudo, uma situacdo oposta no caso da B-CD, que apresenta
uma estrutura cristalina rigida decorrente do elevado niimero de ligagdes hidrogénio
intramoleculares entre as hidroxilas secundérias: sua elevada energia reticular

. . , PSS 16
propicia uma solubilidade em 4gua inferior a das outras CDs .
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Figura 9: Estruturas da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

As CDs de segunda geracdo apresentam-se como uma mistura de
isomeros estruturais. Esta caracteristica ¢ inconveniente para determinadas
utilizagdes, ja que as CDs isoméricas ndo possuem a mesma capacidade de
reconhecimento frente a receptores bioldgicos no organismo. Intentando superar
estas limitagdes, desenvolveram-se novas estruturas supramoleculares, conhecidas
como CDs de terceira geracdo, das quais fazem parte os dimeros de CDs, CDs
dendriticas e CDs hiperramificadas®.

Em determinadas situag¢des, as constantes de associagdo entre as CDs
naturais e as moléculas organicas sdo tao fracas que impedem a utilizacao efetiva do
complexo. Tal limitagdo tem sido contornada por meio do uso de dimeros de CDs,
nos quais duas unidades CDs sdo conectadas por uma cadeia organica —o espagador—

com maior eficacia de associagdo devido a presenca de dois sitios de ligacdo em uma
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s0 molécula. De maneira geral, pode-se encarar a acao dos dimeros como decorrente
de um efeito quelante, uma vez que a associacdo de ligantes bidentados ¢ mais eficaz
em comparagio com ligantes monodentados™*.

Inumeros trabalhos tém sido publicados sobre sintese de dimeros e muitas
estruturas estio sendo estudadas: homodimeros (Figura 10a)’> e heterodimeros
(Figura 10b)*°. A ligacdo entre alcas (espacadores) e as CDs pode realizar-se, dentre
outros, através de 4tomos de oxigénio (Figura 10c)’’, enxofre (Figura 10a)* e

nitrogénio (Figura 10b)*, entre outros.

Figura 10 - Exemplos de dimeros de CDs com diferentes algas ou espacgadores:

referéncia 35 (a), referéncia 36 (b), referéncia 37 (c).

1.3.6 - Sistemas de Transporte e Liberacdo de Farmacos

O desenvolvimento de sistemas de transporte e liberagdo de farmacos tem
sido alvo de muitas pesquisas, com resultados obtidos, principalmente, na
manipulacdo molecular dos sistemas e de suas interagdes com os farmacos,
proporcionando vantagens no sentido de contornar limitagdes de propriedades fisico-
quimicas, farmacodinamicas e farmacocinéticas, além de reduzir a toxicidade local e
sistémica’®.
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Devido as propriedades das CDs, tais como suas caracteristicas
multifuncionais ¢ biodegradabilidade, as mesmas tém sido utilizadas como sistemas
transportadores de fAirmacos e proteinas, podendo inclusive servir como sistemas de
transporte com alvos definidos'

As CDs s3o capazes de formar complexos de inclusio com muitos
farmacos, com tamanho e forma apropriados, encapsulando total ou parcialmente as
moléculas hospedes *. A Figura 11 ilustra esquematicamente o equilibrio dinidmico

para 1:1 e 1:2 dos complexos farmaco/CD.

E T 0 __c
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complexo Farmaco-CD 1:1
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complexo Farmaco-CD 1:2

Figura 11: Ilustracdo esquematica da formagao do complexo farmaco/CD (Extraido

da referéncia 40).

Como ja foi visto anteriormente, a formagao dos complexos de inclusdo
pode se dar através do encapsulamento de toda molécula convidada ou apenas parte
dela. A Figura 12 apresenta modelos de como a a-CD, B-CD e y-CD podem formar
complexos de inclusdo com a prostaglandina E2, em virtude do tamanho da
cavidade, podendo-se verificar que o encapsulamento pode ocorrer em diversas

. x40
posicdes .
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Figura 12: Proposi¢des de modelos para inclusdo de complexos de prostaglandina E2

com a-CD, B-CD e y-CD (Extraido da referéncia 40)

A acdo e a toxicidade do complexo de inclusdo nas condigdes in vivo, o
comportamento do produto obtido e o perfil de dissolu¢do podem constituir fatores
limitantes para o uso de complexos de inclusio firmacos/CDs?'. Todavia, de modo
geral, os complexos de inclusdo com CDs abrem novas perspectivas a utilizagao dos
farmacos. Os principais objetivos a atingir com a utilizagao por via oral destes novos
sistemas incluem®’

e Aumento da solubilidade aquosa e melhoria da biodisponibilidade, através do
aumento da velocidade aparente e extensao da dissolucao;

e Melhoria das caracteristicas fisicas, para melhor homogeneizacdo e
compressao do farmaco sob a forma de comprimidos;

e Aumento da estabilidade ou do tempo de liberacdo, durante o transito
gastrintestinal, pela modificacdo do local e/ou do perfil da taxa de liberacao
do farmaco;

e _Modificagdo dos parametros farmacocinéticos, implicando a melhoria da
absor¢ao e aumento dos niveis sanguineos de farmacos pouco soluveis na
agua;

e Diminui¢do da irritacdo dos tecidos, dos efeitos colaterais e das reagdes

hemoliticas;
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e Mascaramento de odor e sabor desagradaveis;

e Reducdo de incompatibilidades entre firmacos, caso ao menos um deles
esteja complexado;

e Obtencao de solucdes aquosas estaveis de farmacos pouco soluveis em agua,

evitando, assim, o recurso a adi¢do de solventes organicos.

Vale destacar que uma das principais utilizagcdes farmacéuticas das
ciclodextrinas ¢ no aumento da solubilidade de farmacos insoliiveis ou pouco
soliveis em égua4l’42. A avaliagdo da alteracdo da solubilidade do farmaco apos
complexagdo pode ser efetuada segundo o método proposto por Higuchi e Connors™®,
para a construcdo do diagrama de solubilidade de fases. Este tipo de estudo consiste
na adi¢do de um excesso em massa (fixa) de farmaco a uma série de solucoes de
ciclodextrina, com concentracdes crescentes. A série de solugdes e um controle (dgua
+ farmaco) sdo agitados por 48 horas, seguindo-se de filtragdo e andlise por
espectroscopia no UV-vis, para a determinacdo quantitativa. O diagrama ¢ um
grafico das concentragdes do fArmaco em solucdo, determinadas experimentalmente,
versus as concentragdes de ciclodextrina utilizadas. A solubilidade aquosa da
substancia convidada aumenta ao ser encapsulada em CD, formando um equilibrio
dindmico entre o farmaco livre e o complexo de inclusdo. A constante Kc, que
governa o referido equilibrio, pode ser obtida através do diagrama de solubilidade,

juntamente com a natureza do complexo, Figura 13a e 13b*%,
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inclinagao

Kc =
So (1-inclinagao)

Concentragdo de droga/ mol L

Concentragao de ciclodextrina / mol L
(a)
(b)

Figura 13: Constante de equilibrio e diagrama de solubilidade de fases complexo

Farmaco-CD. (Extraida da referéncia 40).

Na Figura 13b pode-se observar os diversos comportamentos possiveis
para o diagrama de solubilidade de fases farmaco/CD. Um diagrama do tipo A
evidencia um complexo solivel, no qual a solubilidade do héspede pode aumentar
lincarmente em fungdo da concentragdo de CD (tipo Ar) ou apresentar desvios
negativos (An) ou positivos (Ap) de linearidade. Um diagrama do tipo B indica um
complexo com solubilidade limitada, podendo ser do tipo Bg (soluvel apenas a baixas
concentragdes de CD) ou do tipo By, indicativo de um complexo insoluvel. Para uma
estequiometria 1:1, a constante de associagdo do complexo ¢ calculada de acordo
com a equacao descrita na Figura 13a, utilizando a inclinagdo da reta e a solubilidade
intrinseca do farmaco (S,), que ¢ a solubilidade do fdrmaco na auséncia de
ciclodextrina ***.
Geralmente a B-CD produz curvas do tipo B, devido a sua baixa

solubilidade aquosa, enquanto as CDs quimicamente modificadas, incluindo a

HPBCD, usualmente produzem complexos soliveis originando curvas do tipo A. A
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estequiometria pode ser avaliada pelo ajuste de curvas, contudo os sistemas com
curvas do tipo Ay sdo dificeis de interpretar'’.

Pode-se utilizar o diagrama de solubilidade de fases para determinar a
estequiometria do complexo formado, contudo esta estequiometria pode ser avaliada
alternativamente utilizando-se o método das variagdes continuas (Job’s plot)***,
baseado na diferenca na absorbancia do convidado na auséncia e na presenga de
ciclodextrina®®. De forma breve, misturam-se solu¢des aquosas equimolares do
convidado e da ciclodextrina nas razdes volumétricas 9:1, 8:2, etc., mantendo-se o
volume total constante, o que faz com que a soma das concentragdes das duas
espécies também seja constante ((CONVIDADO]t + [CD]t = M)*"*® ¢ a razdo r
(r=[CD]J/{[CD]+[CONVIDADO]}) varie de 0,1 a 1,0. Na maioria dos trabalhos
descritos na literatura, 0 método das variagdes continuas tem sido feito por RMN 'H
ou espectroscopia de fluorescéncia e, s6 recentemente, estudos de estequiometria
utilizando dados de absorbancia no UV-vis tém sido descritos*®*.

A utilizagdo de CDs com o objetivo de aumentar a solubilidade e diminuir
efeitos adversos pode ser ilustrada pelo complexo Piroxicam-BCD (Brexin®). O
piroxicam ¢ um antiinflamatorio ndo esterdide largamente utilizado no tratamento de
estados inflamatdrios e dolorosos, porém causa sérios efeitos adversos, em especial
ao trato gastrintestinal. O complexo piroxicam-BCD ¢ altamente hidrossoluvel e
proporciona uma rapida absor¢do do farmaco, com incidéncia menor de efeitos ndo
desejados™. Em um trabalho mais recente, a inclusio de praziquantel, um
antiparasitario com amplo espectro de atuacdo, porém com baixa solubilidade, levou
a um aumento de 5 vezes na solubilidade aquosa. Conseqiientemente, verificou-se

uma melhoria importante na biodisponibilidade do farmaco, juntamente com

. . ~ . A . 1
potencializacdo do efeito terapéutico .
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Embora a existéncia de CDs e o seu uso na industria farmacéutica tenha
sido documentado ha décadas, foi apenas recentemente que a exploragdo em
aplicagcdes além de solubilizagdo e estabilizacdo de moléculas passou a ser descrito.
Um exemplo é o caso de sistemas supramoleculares de liberagdo dirigida de
farmacos (drug targeting). Vale mencionar um sistema formado por um complexo
contendo a substincia violaceina, que ¢ direcionado para as células tumorais de
forma seletiva por meio de nanoparticulas de ouro de 3 a 4 nm’”. A comercializa¢io
em larga escala e a funcionalizacdo de CDs tém sido intensivamente ampliadas,
sendo que os sistemas recentes encontram aplicagdes ndo usuais que brevemente

poderao ser disponibilizadas no mercado.
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1.4 TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose ¢ uma infec¢do causada por um protozoario, o
Toxoplasma gondii (Figura 14), que tem como hospedeiro definitivo os felinos,
sendo o gato doméstico o representante mais importante nas areas urbanas, € o

homem um hospedeiro intermediario.

=3, 000 1pm WD Bmm

Figura 14: Toxoplasma Gondii - Publicada em: Microscopy Research and

Technique (Autor: Rodrigo Cardoso Magno e Marcia Attias - Instituto de Biofisica U.F.R.J.)

A infecgdo se apresenta nas formas adquirida e congénita e ¢ uma das
doengas com indices de prevaléncia mais altos do mundo, principalmente em areas
de subdesenvolvimento. Apesar de usualmente assintomdtica, em pacientes
imunodepressivos, como aqueles submetidos a transplante de 6rgdos, em tratamento
por quimioterapia ou infectados pelo virus HIV, a encefalite toxoplasmatica ¢ a
manifestagdo mais comum e pode causar graves lesdes cerebrais e até mesmo a
morte. Em gestantes portadoras do parasita, os riscos de seqiielas na crianca variam
de acordo com a idade gestacional. Em todos os casos o tratamento tem que ser

rapidamente instituido a fim de se minimizar a extensdo afetada.”.
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O tratamento padrao para a toxoplasmose adquirida ¢ a combinagdo de
pirimetamina (5-(4-clorofenil)-6-etil-2,4-pirimediamina ) (Figura 15) e sulfadiazina
(4-amino-N-(2-pirimidinil) benzenosulfonamida) (Figura 16). Esses farmacos agem
inibindo a sintese de acido folico do protozoario, prejudicando a sintese enzimatica e
provocando erros na divisdo nuclear, o que impede a multiplicagdo do parasita®. A
atividade da combinagdo dos dois farmacos, dada sua atuacdo sinérgica contra o
Toxoplasma gondii, ¢ até oito vezes maior do que se os mesmos fossem utilizados

isoladamente.

Figura 15: Estruturas da pirimetamina

H,N

Figura 16: Estruturas da sulfadiazina
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Devido a baixa solubilidade aquosa destes farmacos, altas concentragcdes
sdo0 necessarias, o que compromete a eficdcia terapéutica da combinagdo em
imunodrepessivos € neonatos, ocasionando efeitos adversos severos: a sulfadiazina
pode causar sérias reagdes alérgicas, como erupgdes cutdneas, coceiras € nauseas,
enquanto a pirimetamina pode provocar uma neutropenia reversivel (depressdo

gradual da medula dssea) com conseqiiente diminuigdo de globulos sangiiineos >°.

Uma alternativa para esse problema ¢ aumentar a solubilidade da
pirimetamina ¢ sulfadiazina, pela utilizagdo de compostos de inclusdo com
ciclodextrinas como sistemas de transporte e liberagio'°. No entanto, na literatura
ndo existe referéncia a estudos sobre encapsulamento destes firmacos em CDs, mais
especificamente em HPBCD. Como a busca por novos medicamentos para a
toxoplasmose ¢ inexpressiva, a possibilidade de aumentar a solubilidade dos
medicamentos existentes, acarretando diminui¢do das doses com manutengdo de
eficacia torna o estudo de seus complexos em CDs favoravel aos pacientes,
principalmente os imunodepressivos e neonatos, diminuindo os efeitos adversos e a

letalidade oriunda da administra¢do do tratamento.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi preparar sistemas supramoleculares, pela
inclusdo das moléculas convidadas Pirimetamina (PIR) e Sulfadiazina (SDZ) em
Hidroxipropil-B-Ciclodextrina (HPBCD), caracterizando os complexos resultantes
quanto a estrutura, estabilidade e propriedades. As moléculas a serem encapsuladas
sdo farmacos utilizados no tratamento da toxoplasmose ¢ a HPBCD ja ¢ amplamente
utilizada em formulagdes farmacéuticas, de modo que as estruturas supramoleculares

poderdo apresentar um potencial de utiliza¢@o na liberagao controlada dos farmacos.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparar, pelo método de suspensdo, complexos de inclusdo de PIR e SDZ em
HPBCD.

e [Estudar a variagdo da solubilidade das moléculas convidadas em presenca de
HPBCD, pela construgdo dos diagramas de solubilidade de fases.

e Calcular as constantes de estabilidade usando o diagrama de solubilidade de
fases.

e (aracterizar as estruturas supramoleculares preparadas, através do uso de

técnicas fisico-quimicas;
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e Modelar as estruturas dos complexos resultantes.
e Estudar a estequiometria do complexo HPBCD/PIR utilizando o método das

variagoes continuas (método de Job)
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CAPITULO 111

METODOLOGIA

3.1 Materiais
Os reagentes utilizados foram:

e 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina, marca SIGMA, FW = 1540

¢ Pirimetamina (5-(4-clorofenil)-6-etil-2,4-pirimediamina ), marca
SIGMA, FW = 248,7.

e Sulfadiazina (4-amino-N-(2-pirimidinil) benzenosulfonamida), marca
SIGMA, FW = 250,28

As solugdes foram preparadas com agua ultra pura (Purificador Aquapur,

permution).

3.2 Preparacio dos complexos de inclusdo: HPBCD/PIR e HPBCD/SDZ

As moléculas a serem encapsuladas (PIR ou SDZ) foram adicionadas no
estado solido a solucdes aquosas de HPBCD na propor¢cdo molar de 1:1 e, em
seguida, as misturas foram agitadas magneticamente por 48 horas, a temperatura
ambiente e sob abrigo da luz. Apds o tempo de agitacdo, as suspensdes foram
centrifugadas e o sobrenadante foi filtrado sob pressdo reduzida em membrana 0,45
um. A fim de se coletar os compostos solubilizados no estado solido, o filtrado foi
evaporado, na temperatura de 45°C, em um rota-evaporador ou, alternativamente, por
liofilizagao.
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Prepararam-se também misturas fisicas dos farmacos com HPBCD na

propor¢ao molar na propor¢do 1:1, pela trituragdo em almofariz de agata.

3.3 Estudo da solubilidade de fases — complexos: HPBCD/PIR e HPBCD/SDZ.

Para ambas as moléculas convidadas, o estudo de solubilidade de fases foi
feito agitando-se 20 mL de solugdes aquosas de HPBCD de concentragdes crescentes
(0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 mM) com uma massa fixa do firmaco (em excesso de 5 vezes
em relagcdo ao numero de moles de HPBCD na solugdo mais concentrada). Em ambos
0s casos, as suspensOes resultantes foram submetidas a agitacdo a temperatura
ambiente por 48 h, sendo em seguida filtradas em membrana de 0,45 um. No caso
especifico da SDZ, realizou-se uma diluicdo das solugdes que foram agitadas,
utilizando-se 1 mL de cada solugdo e diluindo-se para 100 mL. As concentragdes de
PIR e SDZ foram determinadas por espectroscopia de absor¢do no UV-vis. Para
tanto, utilizaram-se as absortividades molares (€) e as solubilidades intrinsecas (S,)
das moléculas estudadas a varios pH’s, determinadas nos estudos espectroscopicos

prévios realizados por Lazaro e Almeida’’, conforme tabela Il ¢ IV.

Tabela III: Pardmetros espectroscopicos utilizados para constru¢do do diagrama de

solubilidade de fases (Extraido da referéncia 57).

Farmaco pH A nm ¢L mol” cm™
Pirimetamina 9,0 284 8.374 £ 75
Sulfadiazina 7,0 258 13.066 £ 211
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Tabela I'V: Solubilidades intrinsecas utilizadas (Extraido da referéncia 57).

Farmaco pH S, (mg/L)
Pirimetamina 9,0 30
Sulfadiazina 7,0 60

O experimento foi executado em triplicata e com os valores obtidos

construiu-se o diagrama de solubilidade de fases para os dois complexos.

3.4 Determinacido da estequiometria dos complexos (Método das Variacoes
Continuas)

Um meio seguro para determinagdo da estequiometria do complexo ¢ o
método das variagdes continuas (método de Job)***** que é baseado na variacdo de
alguma propriedade diretamente dependente da formagdao do complexo (intensidade
de fluorescéncia, deslocamento quimico de protons etc.), cujo valor maximo deve ser
obtido para a estequiometria 6tima. Para isto, solu¢des equimolares, 1,0 x 10 mol/L,
de PIR e da HPBCD foram preparadas e, em seguida, misturaram-se volumes
variados das duas solugcdes: 2 mL + 8 mL etc, mantendo-se o volume total constante,
fazendo com que a soma das concentragdes das duas espécies também seja constante.
A mesma série de diluicdes foi feita, nas mesmas condigdes, para PIR e agua
destilada. Apds agitagdo por 48 horas, efetuaram-se medidas de fluorescéncia das
solugdes com excitacado em 294 nm.

Vale comentar que, como a sulfadiazina ndo apresenta fluorescéncia e o
método das variagdes continuas ndo ¢ sensivel por absor¢do no UV-vis, tal estudo

nao foi realizado para este convidado.
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3.5. Simulac¢io computacional das estruturas dos complexos de inclusio

As geometrias de menor energia para os complexos de inclusdo de ambos os
convidados em HPBCD foram modeladas por Costa e col., em uma colaboracdo a este
trabalho. Para tanto, utilizaram-se os métodos AM1, PM3 ¢ MM3, implementados no

programa CACHE Worksystem 6.1 (Manual CACHE, 2003, Fujitsu Limited).

As geometrias modeladas nos diferentes métodos foram utilizadas, em seguida,
para a simulagdo dos espectros de absor¢do no UV-vis. Para isto, usou-se o método
INDO/S-CI implementado no programa ZINDO (ZINDO Manual, QTP, University of
Florida), que foi utilizado para calcular as for¢as dos osciladores e as energias de
transigdes. O espago da conFiguracao CI foi gradualmente acrescido até que nenhuma
mudanga significativa nas energias fosse notada. Em seguida, um ajuste por Lorenzianas
foi realizado para tragar o perfil dos espectros tedricos com as larguras das bandas. Para
isto, utilizaram-se as energias de transigdes singleto com as respectivas intensidades
relativas, obtidas da forga dos osciladores. Os perfis encontrados foram comparados com

0s espectros experimentais.

3.6 Caracterizacao dos complexos HPBCD/PIR e HPBCD/SDZ.
Os complexos sélidos coletados como descrito no item 3.2 foram caracterizados

pelas seguintes técnicas:

3.6.1 Espectroscopia de absor¢io no UV-Visivel: as medidas espectrofotométricas
foram realizadas na faixa de 200-400 nm com um aparelho UV-vis Perkin Elmer Lambda

45.
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3.6.2 Analise térmica: as analises termogravimétricas (TG) foram realizadas em um
equipamento da TA Instruments, modelo 2960, com taxa de aquecimento de 10 °C/min,
sob fluxo de N, (100 L/min), usando porta amostra de alumina. As curvas de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) foram obtidas em um equipamento da TA Instruments,
modelo 2010, sob fluxo de N, (100 mL/min), com taxa de aquecimento 10°C/minuto,

utilizando-se porta-amostras de aluminio.

3.6.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV): as amostras foram suspensas em
alcool iso-propilico por ultrassonicagdo, depositando-se as suspensdes sobre porta-
amostras de latdo e, apds a evaporag@o do solvente, uma fina pelicula de ouro foi também

depositada. As imagens de MEV foram obtidas em um equipamento Jeol JSM — 6360L.

3.6.4 Difratometria de raios-X: os difratogramas de raios-X das amostras, na forma de
po, foram obtidos em um difratdmetro Rigaku, com velocidade de varredura de 2°/minuto

em 20, fonte Cu-ko (1,5418 A) em 40 kV e 40 mA.

3.6.5 Espectroscopia infravermelho: os espectros infravermelhos foram obtidos em um
equipamento Perkin Elmer Spectrum BX FTIR System, com resolugio de 4 cm™ na faixa
de 4000-400 cm™, pela técnica de pastilha de KBr e 16 acumulagdes. Alternativamente,
para o sistema HPBCD/SDZ, obtiveram-se espectros a partir de pastilhas de KBr na regido

de 1570-1610 cm™ com 256 acumulagdes e resolugio de 2 cm’™.

3.6.6 Fluorescéncia: As medidas de emissdo de fluorescéncia foram realizadas em um

equipamento Perkin—Elmer LS 55 Luminescence Spectrometer.
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CAPITULO 1V

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados deste Trabalho,
iniciando-se pelos estudos de solubilidade de fases e caracterizacdo dos complexos
de inclusao do sistema HPBCD/PIR. Em seguida, sdo apresentados os resultados de
solubilidade de fases do sistema HPBCD/SDZ e a caracterizagdo do complexo de
inclusao deste sistema.

Os complexos de inclusdao foram obtidos utilizando o método da suspensao,
conforme descrito na metodologia, em temperatura ambiente e usando como solvente
apenas a agua. Estes parametros foram escolhidos por serem eficientes na
complexagdo deste sistema e por estarem dentro dos principios da Quimica e
Engenharia Verde. De acordo com estes principios, os métodos desenvolvidos devem
utilizar e gerar substancias com pouca ou nenhuma toxicidade a saide humana e ao
ambiente, alem optar por processos que ocorram a temperatura e pressdo ambientes,
reduzindo adicionalmente o consumo energético™.

Vale comentar que, com relagdo as amostras denominadas de complexos de
inclusdo, tratam-se de misturas contendo um excesso de HPBCD nado-complexada.
Este excesso ocorre pois apesar de se usar estequiometria 1:1 na preparacao, verifica-
se sempre a presenca de um residuo insoluvel de PIR, que ¢ separado por
centrifugacdo e filtracdo. No caso da ciclodextrina que permanece ndo-encapsulada
no meio, como esta ¢ solivel, sua purificagdo normalmente ndo € realizada neste tipo

de estudo, devido a grandes dificuldades mesmo por técnicas modernas de
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cromatografia. As misturas sdo utilizadas mesmo em formulagdes farmacéuticas,
dada a comprovada baixa toxicidade da HPBCD, observando-se todavia as

metodologias otimizadas para garantir a eficacia de cada sistema.

4.1 Complexo de inclusao HPBCD/PIR

4.1.1 Estudos de solubilidade de fases

A partir do estudo da variacdo da solubilidade da PIR em presenga de
diferentes concentragdes de HPBCD, construiu-se o diagrama de solubilidade de
fases, apresentado na Figura 17. Pode-se observar que a concentracdo do convidado
aumenta linearmente com o aumento da concentracdo de HPBCD, o que pode ser
interpretado como evidéncia direta de inclusdo. O perfil observado permite
classificar o diagrama de solubilidade como sendo do tipo Ay, conforme definido por
Higuchi e Connors®™, demonstrando, além da ocorréncia de encapsulamento, que o

complexo de inclusdo formado ¢ soltvel em dgua.
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Figura 17 - Diagrama de solubilidade de fases da PIR em solugdo aquosa, a

temperatura ambiente ( 25° C) e pH ~9, em fun¢ao das concentragdes de HPRCD;

Como apresentado na Introdugdo deste Trabalho, o diagrama de solubilidades
também permite uma estimativa da estequiometria e da estabilidade do complexo
formado. O ajuste da curva obtida a um modelo linear resultou em um valor de
inclinagdo inferior a um (0,18651), o que indica a formagdao de um complexo com
uma estequiometria 1:1'7**_ A constante da estabilidade do complexo de inclusdo
com a estequiometria sugerida (K;.;) foi calculada de acordo com a seguinte

equacao:

K.; =inclinagdo / [S,(1-inclinagdo)]
onde a “inclina¢do” corresponde ao valor obtido a partir do ajuste ao modelo linear e

S, ¢ a solubilidade intrinseca do convidado, ou seja, na auséncia da HPBCD. O valor
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utilizado para S, foi de 30 mg.L", obtido por Lazaro e Almeida®”™ a pH =9. A
constante de associagdo apresentou um valor de 1900,6 M (onde M: mol L™),
demonstrando uma forte interagdo entre a CD e o farmaco, pois sdo descritos na
literatura valores entre 50 a 2000 M para ciclodextrinas e derivados’.

Para as condigdes estudadas, pode-se afirmar que a solubilidade da PIR a pH
= 9 aumentou em mais de 50 %, evidenciando a formagdo de um complexo de
inclusdo mais solivel que o farmaco puro. Nos estudos prévios de Lazaro e
Almeida’’, a solubilidade da PIR, determinada através do método de dissolucio
direta em fungdo do pH, foi 160 mg.L" a pH = 4,0, 40 mg.L" a pH=7,0¢ 30 mg.L" a
pH = 9,0. No presente caso as solugdes do complexo HPBCD/PIR tiveram pH em
torno de 9,0, portanto numa faixa em que a solubilidade da PIR ¢ muito baixa. Pode-
se observar no grafico que, com concentragio de 5.10* M de HPBCD, a
concentracio da PIR ¢ de 47,6 mg.L"' (0,19128 mmol.L"). Finalmente, vale
comentar que, em geral, o perfil do diagrama de solubilidade de fases é a principal
evidéncia da formag¢do dos complexos de inclusdo, o que nem sempre ¢ evidenciado

tao diretamente pelos resultados de caracterizagao.

4.1.2 Espectroscopia na regido do UV-Vis.

Inicia-se neste ponto a apresentagdo dos resultados de caracterizagdo do
complexo de inclusao HPBCD/PIR coletado no estado so6lido. Na Figura 18 observa-
se o espectro de absor¢cdo no UV-vis de uma solugdo aquosa do sélido obtido por
liofilizacdo, apos a preparacdo do complexo de inclusio HPBCD/PIR. O espectro
apresenta uma banda em 280 nm, atribuida a PIR, que confirma sua presenga no

complexo de inclusao.
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Figura 18 - Espectro de absor¢cao UV-vis da pirimetamina (a), do HPBCD (b) e do

complexo HPBCD/PIR liofilizado (c¢).

4.1.3 Comportamento Térmico

A caracterizagdo do comportamento térmico do complexo HPBCD/PIR foi

feita pelas técnicas de DSC (Figura 19) e TG (Figura 20), sendo que a primeira
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destas Figura em trabalhos da area como uma das mais adequadas para evidenciar a
ocorréncia de inclusdo em ciclodextrinas .

As curvas de DSC de amostras de PIR, de HPBCD, da mistura fisica e do
complexo de inclusdo s3o apresentadas na Figura 19. Para a PIR (Figura 19a)
observa-se um pico endotérmico estreito em 242 °C, associado a fusdo do farmaco.
Esta temperatura esta de acordo com o ponto de fusdo descrito na literatura para este
composto®’. Por comparagio com a curva TG para este composto (Figura 201),
verifica-se que na mesma regido ocorre a perda de massa completa, sugerindo que o
composto funde com decomposicdo. A curva de DSC da HPBCD (Figura 19b)
mostra um evento endotérmico proximo a 100°C, que corresponde a liberagdo de
agua da HPBCD, além de um evento exotérmico alargado centrado em 300 °C,
associado a decomposicdo da HPBCD, em plena concordidncia com dados da
literatura® e com a curva TG (Figura 20b).

No DSC da mistura fisica (Figura 19¢) pode-se observar uma combinagao dos
eventos térmicos observados para ambas as substancias isoladas. No intervalo de
temperaturas onde ocorre a fusdo da PIR, observa-se um pico discreto indicando
ainda a presencga do farmaco isolado, mas pode-se sugerir pela diminui¢cao do pico
que pode ter ocorrido o encapsulamento no processo de trituragdo para obtengdo da
mistura fisica, fato este descrito na literatura para o complexo HPBCD/Meloxicam®.

O DSC do complexo de inclusdo da HPBCD /PIR exibe um pico endotérmico
proximo a 100°C, indicativo da liberagdo de moléculas de dgua. De forma
interessante, a fusdo da PIR ndo é observavel, sugerindo que ndo ha cristais isolados
de PIR. Quando encapsuladas, as moléculas de PIR nas cavidades da HPBCD
interagem apenas com o hospedeiro de forma relevante. Portanto, o comportamento

térmico do complexo de inclusdo ¢ distinto daquele verificado para os componentes
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isolados, o que ¢ tipico de sistemas supramoleculares e que indica a formagao de uma
nova espécie. Em suma, a evidéncia de encapsulamento esperada na analise da curva
de DSC de complexos de inclusdo em ciclodextrinas ¢ o desaparecimento do pico

endotérmico caracteristico da fusdao da molécula convidada.

a)
b
3
3 (©)
3 ENDO
2
:
(d

50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temperatura (°C)

Figura 19 - Curvas de DSC da PIR (a), da HPBCD (b), da mistura fisica HPBCD e

PIR (c) e do Complexo de inclusdo HPBCD/PIR liofilizado(d).

Os resultados obtidos concordam com os dados disponiveis na literatura, tais

como as curvas de DSC descritas para o complexo HPBCD/Colesterol®, que

exibiram para o colesterol puro o pico endotérmico em 152°C, correspondente ao
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ponto de fusdo, enquanto que a curva de DSC do complexo ndo apresenta picos
endotérmicos nessa regido, evidenciando a formagao do complexo de inclusao.

As curvas de TG e DTG estdo apresentadas na Figura 20. A curva TG da PIR
(Figura 20-Ia) mostra que esta substancia sofreu um processo de decomposi¢ao
térmica que iniciou em 190°C e finalizou em 300°C sem deixar residuos solidos,
provavelmente, em duas etapas, de acordo com a curva DTG, Figura 20-Ila. Na
curva TG da HPBCD pode-se observar na Figura 20-Ib que a decomposi¢do térmica
comeca na temperatura de 300 °C e em 500 °C decompode-se totalmente,
aparentemente por um mecanismo que envolve dois eventos simultaneos, além de
um evento final por volta de 470 °C (Figura 20-1Ib), o que estd de acordo com
estudos prévios™. Observando a curva de TG do complexo de inclusio HPBCD/PIR
liofilizado (Figura 20-Ic) vemos que a decomposi¢do inicia aproximadamente na
mesma faixa da HPBCD, contudo depois de 500°C a HPBCD se decompde totalmente
enquanto que o complexo passa por uma decomposicao lenta e gradual de um com

residuo de cerca de 5% em 600°C.
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Figura 20 - Curvas TG (I) e DTG (II) da PIR (a), da HPBCD (b) e do Complexo de

inclusao HPBCD/PIR liofilizado(c).

4.1.4 — Difratometria de Raios-X (DRX)

Informagdes complementares sobre a estrutura do complexo de inclusao
foram obtidas por Difratometria de Raio-X das amostras na forma de p6. A Figura 21
apresenta os difratogramas de raios-X da PIR solida (a), da mistura fisica HPBCD e
PIR (c), do complexo de inclusao HPBCD/PIR liofilizado (¢) e da HPBCD (d).

No difratograma da PIR (Figura 21la) observam-se picos de difragdo,

indicativos do ordenamento estrutural tipico de um s6lido cristalino. No difratograma
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da HPBCD (Figura 21b) verifica-se a presenca de um halo e auséncia de picos,
evidenciando seu carater ndo-cristalino. O difratograma da mistura fisica (Figura
21c) ¢ praticamente uma sobreposi¢cdo dos espectros das substancias isoladas,
indicando que neste caso nao houve forma¢ao de uma nova espécie, pelo menos que
pudesse ser detectada. Finalmente, no difratograma do complexo de inclusdo (Figura
21d) verifica-se apenas a presenca de um halo associado a auséncia de cristalinidade,
tipico da estrutura da HPBCD original, estando ausentes os picos referentes a cristais
da PIR isolada. Considerando que o espectro UV-vis desta amostra deixa claro a
presenga de PIR no complexo liofilizado, tal observagdo sugere que a inclusdo da
PIR nio altera o desordenamento estrutural caracteristico da HPBCD, confirmando as

observagdes realizadas a partir dos dados de DSC.
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Figura 21 - Difratogramas de raios-X: HPBCD (a), PIR (b) mistura fisica HPBCD e
PIR (c), complexo de inclusao HPBCD /PIR evaporado (d), complexo de inclusdo

HPBCD /PIR liofilizado (e).

Dados da literatura, bem como os obtidos no presente trabalho, confirmam
que quando se utiliza uma CD com estrutura nao-cristalina, o mesmo padrdo ¢
encontrado no complexo, em especial no caso de moléculas relativamente pequenas
como ¢ o caso dos farmacos estudados. Isto pode ser observado no artigo que estuda

o complexo de inclusio HPBCD/bacaleina® e na obtengdo de complexos com a
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hidroxietil-pB-ciclodextrina que também tem estrutura nao cristalina. Hé, todavia,
casos singulares em que se observa o contrario, como no caso de algumas
polipseudo-rotaxanas, nas quais convidados de cadeia longa atravessam o interior das
cavidades de varias ciclodextrinas, induzindo a cristalizagdo de estruturas

colunares®®.

4.1.5 — Espectrometria infravermelho com transformada de Fourier

A caracterizagdo do complexo de inclusdo em ciclodextrinas por FTIR tem
suas limitagdes inerentes. Em primeiro lugar, as ligagdes formadas no complexo sdo
ligacdes intermoleculares que ndo devem alterar de maneira consideravel o espectro.
Em segundo lugar, dado haver um excesso de HPBCD, a quantidade do convidado na
amostra do complexo ¢ inferior, de modo que a intensidade das bandas do convidado
seja diminuida por um tipo de efeito de “diluicdo”. Finalmente, na estrutura das
ciclodextrinas ha um elevado nimero de grupos altamente polares, tais como O-H ¢
C-O, cujas bandas apresentam intensidades intrinsecamente altas, tendendo a
mascarar bandas dos convidados. Entretanto, dependendo do sistema, a comparagao
cuidadosa dos espectros pode fornecer evidéncias de complexacdo. Ao contrario da
estrutura cristalina do convidado, que ¢ perdida na formagdo do complexo de
inclusdo, a estrutura molecular é preservada de tal forma que as ligagdes quimicas
podem ser detectadas nos espectros infravermelhos.

A Figura 22 apresenta os espectros infravermelhos da PIR (a), da HPBCD
(b) e do complexo de inclusio HPBCD/PIR (c), cujas atribui¢des podem ser

observadas na Tabela IV.
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Figura 22 - Espectros infravermelhos da PIR (a), HPBCD (b) e do complexo de

inclusao HPBCD/PIR liofilizado (c)

51



Tabela V: Valores de nimero de onda e atribui¢cdes de bandas nos espectros FTIR

para o sistema HPBCD /PIR.

PIR

HPBCD

3467 € 3310: V a5ymisym(H-N-H) de NH,

3410: v (O-H)

3149: v (C-H) de anel aromatico

2970 e 2930: v (C-H)

1913 ¢ 1793: bandas de combinagdo de

anéis p-dissubstituidos

1458: 6 (C-H) de CH, e CH;

1600-1400: v (C=C) de anel aromatico

1377: 8 (C-H) de CH;

1370: & (C-H) de CH;

1334: acoplamento d(C-C-H), 8(C-O-H),

S(H-C-H)

1250: v(C-N)

1261: acoplamento 6(O-C-H), 8(C-O-H),

3(C-C-H)

1100-980: &(C-H) (no plano) de anel

aromatico

1155 e 1080: acoplamento v(C-O), v(C-

C), 5(C-0-H)

706: &(C-H) (fora do plano) de anel

aromatico

1031: acoplamento v(C-C), 8(O-C-H),

8(C-C-H), 5 (C-C-0)

455: 8(C=C) (fora do plano) de anel

aromatico

948: vibracdes do esqueleto envolvendo

as ligacdes a-1,4

v : estiramento; 06 = deformacao

850: acoplamento o(C-C-H), v(C-0),

v(C-C) de anel aromatico

O espectro do complexo de inclusio HPBCD/PIR (Figura 22¢) ¢ praticamente

dominado por bandas de HPBCD, pois na maioria das regioes as bandas da HPBCD mascaram

as da PIR. Mais uma vez esse ¢ um resultado que pode ser observado em outros trabalhos, como
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o da obtencio do complexo HPBCD/colesterol™. Isto se deve a tendéncia inerente ao
mascaramento das bandas dos convidados por parte das absor¢des da HPBCD, ja destacada.
Este tipo de observagdo ¢ comum em espectros infravermelhos de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas. Todavia, a presenga de PIR no complexo de inclusio € confirmada pelas bandas

em 1570 cm'l, 1558 cm'l, 1278 cm € 810 cm'l, marcadas pelas setas.

4.1.6. Microscopia Eletronica de Varredura

Os complexos de inclusdo solidos, coletados por dois métodos diferentes (evaporacgdo do
solvente em evaporador rotativo e liofilizagdo), bem como os sdlidos de partida foram
caracterizados por microscopia eletronica de varredura (MEV), com o intuito de se comparar os
efeitos dos processos de secagem nas amostras de complexos de inclusdo. As imagens de MEV
sao apresentadas na Figura 23.

Nas micrografias da PIR original (Figura 23a,b), pode-se identificar particulas com
morfologia de blocos irregulares e, para a HPBCD, particulas com morfologia de placas
irregulares (Figura 23c,d).

As imagens MEV do complexo de inclusdo seco por evaporagao (Figura 23e.f)
permitem observar particulas com dois tipos distintos de morfologia: particulas semelhantes a
HPBCD original, além de particulas com bordas arredondadas e com sinais de coalescéncia
(“pescogos

Nas imagens da amostra submetida a liofilizagdo (Figura 23g,h), observa-se um aspecto
predominante de placas finas ¢ homogéneas, que sdo tipicas de solidos coletados por este
processo. Portanto, conforme o método de preparagio, os complexos de inclusdo apresentam
morfologias diferentes: o complexo de inclusdo evaporado mostrou uma estrutura mais
compacta ¢ dimensdes maiores € o complexo de inclusdo de liofilizado ¢ formado pela
agregacdo de particulas pequenas.
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Figura 23 — Imagens de microscopia eletronica de varredura: PIR (a) e (b) HPBCD
(c) e (d) complexo HPBCD/PIR evaporado (e¢) e (f) e complexo HPBCD/PIR

liofilizado (g) e (h).
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4.1.7 Estudos da Estequiometria do complexo (Método das varia¢des continuas)

De acordo com o método das variagdes continuas, a estequiometria de complexos
pode ser determinada monitorando-se alguma propriedade relacionada diretamente com a
concentragdo do complexo, para uma série de misturas com propor¢oes variaveis entre as
espécies formadoras do complexo. Em um grafico da propriedade medida, em fungdo da
fragdo molar de uma das espécies, a variagdo maxima da propriedade serd observada para a
fracio molar referente a estequiometria do complexo™**. Para a pirimetamina, o método das
variagdes continuas foi aplicado com base na propriedade de emissao de fluorescéncia deste
convidado.

A Figura 24 mostra o grafico obtido aplicando o método das variagdes continuas
nas condi¢Oes especificadas, para o sistema HPBCD/PIR (grafico de Job). Pode-se observar
que o maximo de variagdo da intensidade de fluorescéncia encontra-se na fragdo molar 0,5,
podendo-se concluir que a estequiometria de formacdo do composto de inclusdo ¢é 1:1. Esta

observagao esta em concordancia com o resultado obtido no estudo de solubilidade de fases.

. T . T .
0,3 0,4 05 0,6 0,7 0,8
Fracdo molar PIR

Figura 24 - Grafico obtido pelo método das variagdes continuas (JOB’S PLOT) do

complexo HPBCD/PIR.
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4.1.8. Modelagem Molecular

A modelagem das possiveis estruturas moleculares para o complexo
HPBCD/PIR foi efetuada utilizando-se os métodos AM1, MM3 e PM3. As estruturas
resultantes de cada método apresentaram variacdes nas distancias entre hospedeiro-
convidado dentro da cavidade, ou seja, no grau de entrada no anel. O método MM3
sugere uma maior entrada do anel, enquanto o AM1 ¢ o que sugere a menor entrada.
Uma vez, que ndo temos dados cristalograficos para comparagdo utilizamos a
simulagdo dos espectros de absor¢do UV-vis tedricos (no vacuo) de cada uma, para
definir o melhor método. Tal comparacdo pode ser observada na Figura 25

Pelo exame dos espectros na Figura 25, verifica que todos os espectros
calculados para as espécies no vacuo apresentam um deslocamento para o azul em
comparagdo com o espectro em solugdo. Todos os espectros calculados apresentaram
uma boa concordancia com o espectro experimental, no numero de bandas e nas
intensidades relativas. Apesar de o PM3 apresentar o maior deslocamento para o azul
¢ o método que apresenta o perfil mais proximo do experimental (Figura 25d),
sugere-se, entdo, que a estrutura mais provavel ¢ a obtida por PM3 (Figura 26).

Os calculos semi-empiricos (AM1, PM3) e MM3 sugerem que a orientagao
do cloro para dentro da estrutura ¢é preferivel. O MM3 (distancia de 28,2 nm) sugere
uma forte interacdo entre o cloro e uma hidroxila do isohidroxipropil, o PM3
(distancia de 32,8 nm) sugere uma ligagdo de hidrogénio fraca e o AM1 (distancia de
42,3 nm) sugere que nao hd nenhuma ligacdo de hidrogénio entre o cloro e uma

hidroxila do isohidroxipropil
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Figura 25 — Espectros UV-vis do complexo HPBCD/PIR esperimental (a), tedrico —

AM1 (b), tedrico — MM3 (c), tedrico — PM3

Figura 26 — Modelagem Molecular do complexo HPBCD/PIR calculado por PM3.
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4.2 Complexo de Inclusao HPBCD/SDZ

4.2.1 Estudos de solubilidade de fases

Através dos dados obtidos nos experimentos de solubilidade de fases,
construiu-se o diagrama apresentado na Figura 27, a partir do qual calculou-se a
constante de associagdo K. Vale comentar que os valores de pH’s das solucdes
variaram ligeiramente em torno de 7 (25 °C). A curva tem um comportamento linear
em funcdo das concentragdes de HPPCD testadas, sendo evidente o aumento da
concentragdo de SDZ em dgua com o crescente aumento da concentragdo de HPBCD,
sendo portanto do tipo A. De acordo com a literatura, este tipo de diagrama ¢

4 . . ~
D implicando na formagdo de complexos

caracteristico dos complexos de HPBC
mais soliveis em agua do que a SDZ pura. A exemplo do que foi observado para a
PIR, esta ¢ a evidéncia mais direta de formagao das estruturas supramoleculares.

O perfil da curva do diagrama de fases se aproxima mais do perfil Ay, como
pode ser observado na Figura 27, apesar de uma certa oscilagdo nos pontos para cima
e para baixo da curva. Este tipo de comportamento é relativamente comum e foi
verificado, por exemplo, no estudo do complexo de inclusio BCD/Permetrin® em
que os pontos apresentam ligeira oscilagdo em relagdo a reta obtida na regressdo
linear.

Considerando a estequiometria 1:1 e tendo em vista o valor da inclinagdo da
reta, obtida por ajuste ao modelo linear, ser 0,31051, portanto menor que 1, a

“constante de associa¢do” foi calculada segundo a equacgdo apresentada na Figura 5a.

Utilizando-se como S, (solubilidade intrinseca) o valor de 60 mg L', Tabela II,

58



obtendo-se um valor de 1879 M para a constante de associacio. Em comparagio
com o valor obtido para o complexo com PIR (1901 M), a constante de associag¢io
da SDZ demonstra que as intera¢des sao semelhantes. Esta observacao ¢ importante,
pois uma vez que o tratamento padrio para a toxoplasmose envolve uma ago
sinérgica das duas substancias, constantes com valores proximos indicam que a
liberagdo ocorre de maneira simultanea, fato que otimiza o tratamento. Pode ser
interessante em um trabalho futuro estudar-se a formula¢ao de misturas dos dois

complexos de inclusdo, para caracterizar melhor o possivel potencial sinérgico.

0,0095 -
0,0090
= il
S
N i
N 0,0085
%
d 4
c
(@]
© 05,0080
y =0,00769 + 0,31051x
1 R =0,94387
0,0075
T T T T T T T T T T T 1
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

Conc. HPBCD (mM)

Figura 27: Diagrama de solubilidade de fases da SDZ em solucdo aquosa, a

temperatura ambiente (25° C) e pH ~7, em funcao das concentracdes de HPBCD.
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4.2.2 Espectroscopia na regido do UV-Vis

Apos a preparacao dos complexos de inclusdo HPBCD/SDZ, amostras dos
mesmos foram coletadas no estado solido para caracterizagdo. Na Figura 28 observa-
se o espectro de absor¢do no UV-Vis do complexo de inclusio HPBCD/SDZ,
coletado por liofilizacdo, no qual se pode verificar a presenga das bandas
caracteristicas da sulfadiazina em solugdo aquosa a pH = 7, centradas em 241 ¢ 258
nm, confirmando a presenca da mesma no so6lido. Vale comentar que o mesmo foi

observado para o material coletado por meio de evaporador rotativo.
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Figura 28 - Espectro de absor¢ao UV-vis da sulfadiazina (a), do HPBCD (b) e do

complexo HPBCD/SDZ liofilizado (c).
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4.2.3 Comportamento térmico

Analogamente ao efetuado para o sistema HPBCD/PIR, as curvas de DSC e
TG foram obtidas para a caracterizagdo do comportamento térmico, sendo
apresentadas nas Figuras 29 e 30. A curva DSC da SDZ (Figura 29a) mostra um pico
estreito e simétrico no intervalo de temperatura de 256 a 262 °C, relativo a fusdo do
farmaco, provavelmente, concomitante com o inicio da decomposi¢do, por
comparagdo a curva TG. A curva DSC da HPBCD (Figura 29b) ja foi discutido
anteriormente nos resultados da PIR. A curva DSC da mistura fisica (Figura 29¢)
apresenta semelhangas com o perfil térmico da HPBCD, além do pico de fusdo
caracteristico da SDZ, indicando a presenca deste material como soélido isolado. A
curva de DSC do complexo HPBCD/SDZ revela um comportamento térmico
diferente do observado para os materiais originais, sendo que a evidéncia mais
importante do encapsulamento ¢ a auséncia do pico de fusdo do farmaco livre. Um
evento endotérmico adicional é observado a partir de 300 °C que pode estar
relacionado a um processo de fusdo, por ser estreito, com decomposi¢do, por
comparagdo com o inicio da perda de massa nas curvas TG. O interessante ¢ que a
HPBCD original ndo apresenta tal comportamento, decompondo sem fundir. Tal
observagao sugere que o complexo de inclusdo se comporta como um composto bem
definido, talvez em virtude das fortes interagdes sugeridas pelo valor da constante de

associagao.
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Figura 29: Curvas DSC da SDZ (a), da HPBCD (b), Complexo de inclusdo
HPBCD/SDZ liofilizado (c), Complexo de inclusao HPBCD/SDZ evaporado (d) da

Mistura fisica HPBCD e SDZ (e).

A partir das curvas TG, Figura 30, observa-se que a SDZ se decompde a
partir de 248 °C, através de duas etapas principais, apresentando cerca de 33,7 % de
residuo em 590 °C. No caso do complexo de inclusdo, verifica-se uma decomposi¢ao
a partir de 275 °C estendendo-se em um intervalo relativamente amplo, até cerca de
390 °C, aparentemente por meio de uma Unica etapa, mas pela curva DTG pode-se
sugerir que sejam duas etapas simultaneas. A principal diferenga em relacdo a curva
da HPBCD ¢ a auséncia do evento em 470 °C, apontando também o comportamento

como espécie distinta.
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Figura 30 - Curvas de TG (I) e DTG (II) da SDZ (a), da HPBCD (b) e do Complexo

de inclusao HPBCD/SDZ liofilizado(c).

4.2.4 — Difratometria de Raios-X

Na Figura 31 pode-se observar os difratogramas da SDZ (a), HPBCD (b), da
mistura fisica (c¢) e dos complexos evaporado e liofilizado. O difratograma da
HPBCD ja foi discutido e, no caso do difratograma da SDZ (Figura 31b), a presenca

de picos intensos e estreitos evidencia sua estrutura cristalina.
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Figura 31 - Difratogramas de raio-X: HPBCD (a), SDZ (b) mistura fisica HPBCD e
SDZ (c), complexo de inclusio HPBCD/SDZ evaporado (d), complexo de inclusdao

HPBCD/SDZ liofilizado (e).

No caso do difratograma da mistura fisica HPBCD/SDZ (Figura 31c), a

exemplo do outro sistema estudado, HPBCD/PIR, verifica-se que também se trata de
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uma mistura de HPBCD e SDZ. O complexo de inclusao HPBCD/SDZ, tanto
evaporado quanto liofilizado (Figura 31d e 3le) apresentam uma estrutura nao-
cristalina semelhante ao perfil da HPBCD, como ja discutido, sugerindo ocorréncia
de inclusdo, uma vez que a presenca de SDZ foi confirmada por espectroscopia UV-

Vis.

4.2.5 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier

Na Figura 32 podem ser observados os espectros infravermelhos da SDZ (a),
da HPBCD (b) e do complexo de inclusdo correspondente (c). O espectro da SDZ
apresenta um numero elevado de bandas bem definidas, das quais diversas
correspondem a modos vibracionais nao correlacionaveis, juntamente com outras que
podem ser atribuidas a freqliéncias caracteristicas dos grupos presentes da SDZ.
Estas ultimas, juntamente com as respectivas atribuicdes, estdo listadas na tabela V1.

Comparando-se o conjunto de espectros, observa-se que o espectro do
complexo de inclusdo é completamente dominado pelas bandas da HPBCD e,
diferentemente do que se observou no caso da PIR, nenhuma banda da SDZ foi
observada. Uma das razdes para isto € que, com exce¢ao das bandas em 1582 ¢ 1594
cm™, todas as bandas intensas do farmaco (marcadas com setas) e que tém maior
probabilidade de serem observadas no espectro do complexo, coincidem com fortes
absor¢des da HPBCD. Para uma avaliagdo mais cuidadosa, mediu-se o espectro do
complexo de inclusio na faixa de 1570-1610 cm™, com acumulagio de 256
espectros, a fim de minimizar a ocorréncia de ruidos. O espectro resultante ¢é

mostrado na Figura 33, podendo-se observar nas regides marcadas com asteristicos
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as bandas que sao caracteristicas da SDZ, o que confirma a presenga desta substancia

no complexo de inclusdo.

Tabela VI: Valores de numero de onda e atribui¢cdes de bandas nos espectros FTIR

para o sistema HPBCD /SDZ.

Numero de onda (cm™) Atribuicdo tentativa

3424, 3356 v (N-H) de NH;

3258 v (N-H) de NH

3102, 3076, 3040 v C-H) de anel aromatico e
heteroaromatico

1594, 1582, 1492, 1442 v (C=C, C=N) de anel aromatico e
heteroaromatico

1326, 1158 V assimétrico € V simétrico (S=0) de SO,

1094 v(C-N)

684 0(C-H) (anel) para fora do plano

v : estiramento; 6 = deformagao
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Figura 32 - Espectros infravermelhos da SDZ (a), HPBCD (b) e do complexo de

inclusao HPBCD/SDZ liofilizado(c)
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Figura 33 — Espectros infravermelhos onde (a): SDZ, (b): HPBCD e (c): complexo de
inclusao HPBCD/SDZ, obtidos com 256 acumulagdes, correspondentes a area em

destaque na Figura 32.

4.2.6. Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura para os materiais do
sistema HPBCD/SDZ s3ao mostradas na Figura 34. A morfologia caracteristica da
SDZ, Figura 34ab, ¢ semelhante a agulhas, sendo completamente distinta as do
complexo de inclusdao evaporado, Figura 34c,d. Para este ultimo, observa-se a

presenca de agregados de particulas irregulares, juntamente com particulas com a
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morfologia de placas também irregulares, tipicas da HPBCD, sugerindo sua presenca
em excesso. Por fim, a forma peculiar das particulas do complexo obtido por

liofilizagdo, placas finas e homogéneas, pode ser observada na Figura 34e,f.

Figura 34 — Microscopias (MEV) com ampliagdes: SDZ (a) e (b), complexo

HPBCD/SDZ evaporado (c) e (d) e complexo HPBCD/SDZ liofilizado (e) e (f).
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4.2.7. Modelagem Molecular

Os célculos para a modelagem molecular do composto de inclusdo
HPBCD/SDZ também foram feitos pelos métodos AM1, MM3 e PM3. As estruturas
resultantes se apresentaram ligeiramente diferentes quanto as distancias
hospedeiro/convidado no interior da cavidade, de forma que ainda serdo otimizadas
com mais detalhe. Novamente os espectros de absor¢do UV-vis associado a cada
estrutura no vacuo foram calculados, podendo-se observar a comparacdo dos mesmos
com o espectro experimental em solu¢do aquosa na Figura 35. Os espectros
calculados também se apresentam deslocados para o azul, provavelmente por ndo
considerarem as interacdes com o solvente. Neste caso, o espectro que reproduziu
mais adequadamente o perfil do espectro experimental foi, também, o da estrutura
calculada pelo PM3 (Figura 35d), tanto em relacdo ao nimero de bandas quanto ao
perfil de intensidades. Desta forma, sugere-se que a estrutura mais provavel seja a

obtida por PM3 (Figura 36).
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Figura 35 — Espectros UV-vis do complexo HPBCD/SDZ experimental (a), teorico -

AMI (b), teodrico - MM3 (c), teodrico - PM3(d).

Figura 36 — Modelagem Molecular do complexo HPBCD/SDZ calculado por PM3.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

A conclusdo geral deste trabalho ¢ que o método de suspensdo foi
eficiente para preparacdo dos dois complexos de inclusdo, HPBCD/PIR e
HPBCD/SDZ, e que através do encapsulamento foi possivel aumentar a solubilidade
aquosa da PIR e da SDZ, tendo como conseqiiéncia a reduc¢do de efeitos adversos

quando estes farmacos sdo administrados puros. Pode-se concluir também que:

v As constantes de associa¢do obtidas para os complexos dos complexos de

inclusao HPBCD/PIR e HPBCD/SDZ interacdes relativamente fortes.

v’ Pela andlise da inclinagdo e do perfil da curva obtida pelo método de
construcao de diagrama de fases pode se sugerir uma estequiometria 1:1 para

os dois complexos.

v' Para o complexo HPBCD/PIR considerando a curva obtida pelo método das
variagdes continuas (Job’s Plot) podemos concluir que a estequiometria deste
complexo ¢ de 1:1, confirmando o resultado obtido pelo método de

construcao do diagrama de fases.
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v" De acordo com estudos do comportamento térmico, pode-se afirmar que
ambas as moléculas na forma complexada em HPBCD apresentaram maior
estabilidade térmica do que em suas formas cristalinas, além de um
comportamento consistente com a formagao de uma espécie quimica distinta

(a espécie supramolecular);

v" Os resultados da caracterizagdo dos sistemas HPBCD/PIR ¢ HPBCD/SDZ

mostraram evidéncias de inclusdo na cavidade do hospedeiro.

Como trabalhos, futuros propde-se:

v' Complementagdio da caracterizagdo dos complexos de inclusio por

espectrometria de massas € RMN;

. ~ ’ c o~ ’ 1 :
v Aplica¢do do método das variagdes continuas com base em RMN'H ao sistema

HPBCD/SDZ;

v Estudo da cinética de libera¢do dos farmacos em formulagdes simples e mistas,

além de medidas de atividade bioldgica, em colaboracdo com outros grupos.
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