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RESUMO 

 

Ciclodextrinas são um grupo de oligossacarídeos cíclicos, os quais têm sido 

reconhecidos como excipientes farmacêuticos de grande utilidade. Apresentam uma cavidade 

central hidrofóbica, cuja estrutura permite formar complexos de inclusão estáveis. Neste 

trabalho, foram utilizados métodos de solubilidade e cinético para estudo do complexo de 

inclusão furoato de diloxanida/β-ciclodextrina, bem como as técnicas de RMN e de 

fluorescência. Estudos cinéticos e de solubilidade demonstraram estequiometria 1:1 para o 

complexo FD/β-CD. Os estudos de complexação dos antibióticos, fusidato de sódio e 

helvolato de potássio, bem como dos compostos 1-propanosulfonato de 3-[(3-

colamidopropil)dimetilamônio] (CHAPS) e seu hidroxi-derivado (CHAPSO) com as β- e γ-

CD foram feitos por técnicas de RMN de 1H e 13C (mono e bidimensionais). Estes hóspedes 

com estruturas esteroidais em comum, formaram complexos 1:1 com a γ-CD. Na presença de 

β-CD, fusidato de sódio e helvolato de potássio formaram complexos 1:1 e 1:2, enquanto que 

com CHAPS ou CHAPSO ocorreu formação de dois complexos 1:1 distintos em solução. 

Ambos os antibióticos fusidato de sódio e helvolato de potássio, comportaram-se como 

hóspedes monotópicos e ditópicos quando complexados com γ- e β-CD, respectivamente. 

CHAPS e CHAPSO na presença de γ- e β-CD, demonstraram comportamentos diferenciados 

de intercâmbio do hóspede em relação à escala de tempo de RMN. Assim, com a γ-CD 

verificou-se um intercâmbio rápido enquanto que com a β-CD foi lento. Foram apresentados e 

analisados os espectros ROESY, os quais permitiram definir as interações existentes entre as 

moléculas hóspedes e as ciclodextrinas. No caso dos quatro compostos esteroidais, as 

constantes de equilíbrio foram discutidas em termos das estruturas propostas para os 

complexos. Foram revisados os espectros de RMN do fusidato de sódio e apresentados os 

assinalamentos completos do helvolato de potássio, CHAPS e CHAPSO, através dos 

espectros de RMN de 1H e 13C. 
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ABSTRACT 
 

Cyclodextrins are a group of cyclic oligosaccharides which have recently been 

recognized as useful pharmaceutical excipients. They present an hydrophobic central cavity 

whose structure allows the formation of stable inclusion complex. In this work, solubility and 

kinetic methods, as well NMR and fluorescence techniques were used for studying the 

inclusion complex of diloxanide furoate / β-cyclodextrin. Kinetics and solubilities studies 

showed stoichiometry 1:1 for the FD/β-CD complex. The complexation studies of two steroid 

antibiotics, sodium fusidate and potassium helvolate, as well as the compounds 3-[(3-

cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulphonate (CHAPS) and its hydroxy 

derivative (CHAPSO) by  β- and γ-CD  were by 13C and 1H NMR techniques (mono and 

bidimensional). These guests with steroid structures in common, formed 1:1 complexes by  γ-

CD. In the presence of  β-CD, sodium fusidate and potassium helvolate formed 1:1 and 1:2 

complexes, while with CHAPS and CHAPSO were through two distinct 1:1 complexes in 

solution. Both the antibiotics, sodium fusidate and potassium helvolate, behaved as monotopic 

and ditopic guests when they complexed by γ- and β-CD, respectively. CHAPS and CHAPSO 

showed different behaviors of interchange guest in relation to NMR time scale to both γ- and 

β-CD. Therefore, with γ-CD a fast interchange was observed while by β-CD it was slow. The 

ROESY spectra were also presented and analysed, which permited to define the interactions 

between the guests and cyclodextrins. The obtained equilibrium constants were discussed in 

terms of the proposed structures for the complexes to the four steroid compounds. NMR 

spectra of sodium fusidate were revised, and a full assignment of the 1H and 13C NMR spectra 

was presented for potassium helvolate, CHAPS and CHAPSO. 

 



 

 

 

 

1 - INTRODUÇÃO 
 

A procura por novos excipientes e tecnologias, tem levado a indústria farmacêutica e a 

comunidade científica à pesquisa por novas formulações que resultem em preparações mais 

estáveis e melhoras terapêuticas. As ciclodextrinas na forma de complexos de inclusão têm 

sido um dos principais recursos empregados dentro da área farmacêutica nestes últimos anos. 

Sua conformação espacial em forma de cone, com características hidrofílicas em sua parte 

externa e cavidade interna relativamente apolar, permite a formação de complexos de inclusão 

com várias moléculas. Na área farmacêutica, o encapsulamento molecular de princípios ativos 

é sem dúvida a aplicação das ciclodextrinas que mais tem sido explorada. Muitos trabalhos 

têm demonstrado as diversas aplicações em termos de modificação das características físico-

químicas intrínsecas das moléculas “hóspedes”, no que se refere à solubilidade, estabilidade, 

biodisponibilidade, proteção contra a oxidação, redução, racemização, isomerização, 

polimerização, hidrólise e/ou decomposição do princípio ativo, assim como conversão de 

substâncias líquidas em microcristalinas, redução das irritações gastrointestinais ou oculares e 

outros efeitos secundários, além da prevenção a uma decomposição enzimática.1- 4  

Apesar da importância da utilização das ciclodextrinas em tecnologia farmacêutica, é 

escasso o conhecimento das vantagens quanto à utilização destes complexos moleculares. É 

normal observar dentro da classe médica, o desconhecimento das melhorias nas propriedades 

físico-químicas destes complexos, como é o caso dos antiinflamatórios não esteroidais, 

Brexin® e Cicladol® (complexos de piroxicam com β-ciclodextrina), comparados ao 

princípio ativo piroxicam (Feldene®). Inúmeros trabalhos demonstram os benefícios na 

complexação do piroxicam por β-ciclodextrina, podendo-se citar melhora da 

hidrosolubilidade, biodisponibilidade e redução dos efeitos irritantes sobre a mucosa 

gastrointestinal.5-11 

Dentro deste contexto, cabe ressaltar que os princípios ativos indicados como objetos 

de análise desta tese de doutorado, apresentam características peculiares que os colocam como 
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sistemas apropriados ao estudo de complexação em ciclodextrinas, em concordância aos 

objetivos deste trabalho. Entre estas, destacam-se: 

i) Os problemas de solubilidade e instabilidade em água apresentados  pelo furoato de 

diloxanida, o que limita a possibilidade do alcance deste no fluido intestinal e provável 

eliminação do local onde deveria exercer seu efeito terapêutico. 12, 13 

ii) Efeitos secundários apresentados pelo ácido fusídico, relacionados com transtornos 

do trato gastrointestinal. 14 

iii) Efeitos tóxicos apresentados pelo ácido helvólico no retardamento do crescimento 

de gramíneas,15 assim como a ação inibitória do epitélio ciliar respiratório humano.16 

iv) Os sais biliares triidroxílicos e dihidroxílicos ao serem complexados por β-CD, 

comportam-se como hóspedes monotópicos e ditópicos, respectivamente.17 Esta característica 

tem sido utilizada para demonstrar a formação de conglomerados supramoleculares.18-21  Estes 

estudos sugerem a busca por novos hóspedes ditópicos, a fim de obter-se complexos com a β-

CD mais estáveis que com os sais biliares. Os possíveis efeitos estéricos oriundos da presença 

da primeira molécula de β-CD devem ser minimizados para que favoreça a complexação por 

parte da segunda β-CD. Estes fatores estéricos impostos pela estrutura espacial de ambas as 

moléculas de ciclodextrina contribuem negativamente na formação destes complexos. A 

prevenção a estes efeitos estéricos definidos por Connors et al. 22, 23 através de parâmetros de 

cooperação, podem ser obtidos através da utilização de hóspedes esteróides, cujos anéis C e D 

apresentem um baixo grau de inclusão e os anéis A e B (segunda posição da complexação), 

estejam suficientemente livres para serem complexados pela segunda ciclodextrina. Esta 

condição pode ser alcançada com os esteróides ácidos fusídico e helvólico, cujas cadeias 

laterais rígidas e hidrofóbicas, permitem o livre acesso à complexação por parte da segunda 

molécula de ciclodextrina. Do mesmo modo, é aplicável às moléculas CHAPS e CHAPSO, 

por possuírem cadeias laterais alongadas em relação aos sais biliares. Cabe enfatizar que a 

cooperatividade é um processo de relevância nas interações moleculares fármaco-proteína, o 

que justificaria o uso destes sistemas como modelos para os processos de reconhecimento 

molecular.24  
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v) As características estruturais apresentadas pelos quatro esteróides e cujas estruturas 

estão apresentadas no item 1.2 p.25 (ácidos fusídico e helvólico, CHAPS e CHAPSO), 

permitem classificá-los como ótimos sistemas para realização de uma análise global dos 

deslocamentos químicos dos sinais de RMN de 1H e 13C. Sabe-se que a RMN é uma técnica 

instrumental bastante utilizada para a determinação da estrutura, estequiometria e constante de 

equilíbrio de formação dos complexos de inclusão. No entanto, as publicações existentes 

mostram uma série de deficiências relacionadas à análise dos dados experimentais. Nestes 

casos, a análise fica centrada unicamente em um único sinal (próton ou carbono) ou quando 

em mais de um é feita de maneira independente, o que conduz muitas vezes a valores 

inconsistentes. Em se tratando de estequiometrias múltiplas, como no caso de hóspedes 

ditópicos, a análise individual não permite a determinação de mais de uma constante de 

equilíbrio envolvida em um único processo de complexação. 

O presente trabalho vem contribuir com o estudo dos complexos de inclusão de 

substâncias de interesse em ciclodextrinas, através da análise destes quanto à estequiometria, 

estrutura e constante de formação de equilíbrio, utilizando as técnicas de RMN de 1H e 13C 

(mono e bidimensionais), bem como através de métodos cinético e de solubilidade.  

 

1.1 - Ciclodextrinas 

1.1.1 - Estrutura 

As ciclodextrinas são um grupo de moléculas naturais cíclicas constituídas por 

unidades de glicopiranose unidas por ligações α (1,4). Estes oligossacarídeos são obtidos por 

degradação enzimática do amido sob ação da enzima glicosiltransferase (CGT amilase do 

Bacillus macerans), que produz uma reação intramolecular sem a participação de uma 

molécula de água. Foram descobertas em 1891 por Villiers e os primeiros detalhes de sua 

preparação foram descritos por Schardinger em 1903. 25 

As ciclodextrinas naturais são macromoléculas contendo um número de unidades de 

glicose compreendidas entre 6 e 8, denominando-se respectivamente, α-, β- e γ-CD (Figura 

1.1). A Figura 1.2 apresenta a representação esquemática das ciclodextrinas mais usuais.  
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Figura 1.1 - Ciclodextrinas naturais 

 
 

Figura 1.2 - Representação esquemática das ciclodextrinas. 

 

Mediante difração de raios X, se determinou que as ciclodextrinas possuem uma 

estrutura cônica truncada (Figura 1.3). 

 
Figura 1.3 - Estrutura e dimensões das ciclodextrinas. 
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As unidades de glicopiranose estão unidas em conformação α 1-4 glicosídica, estando 

todos os grupos –OH secundários situados na parte mais larga, enquanto que os grupos –OH 

primários na parte mais estreita (Figura 1.4). O interior da cavidade está constituído por 

hidrogênios H3, H5 e H6 e oxigênios glicosídicos. Os pares de elétrons não-ligantes destes 

oxigênios pertencentes a ligação glicosídica, se encontram orientados em direção ao interior 

da cavidade, o que origina uma alta densidade eletrônica, deixando a molécula com 

características de base de Lewis. 

 

Figura 1.4 - Estrutura funcional da β–ciclodextrina 

 

Os grupos hidroxilas secundários OH(2) e OH(3) estão em posição equatorial, porém 

com o OH(2) apontando para o interior e o OH(3) para o exterior da cavidade, bem como a 

hidroxila primária OH(6). Isto faz com que exista o dobro de grupos OH voltados para fora do 

que para dentro da cavidade, o que leva a um momento dipolar da molécula relativamente 

grande.26  Devido à distribuição dos grupos funcionais que formam a ciclodextrina, a parte 

externa adquire caráter hidrofílico e a interna hidrófoba ou de natureza apolar. O grupo 

OH(C2) de uma unidade de glicopiranose pode formar pontes de hidrogênio com o –OH(C3) 

da unidade adjacente. No caso da β-ciclodextrina, estas ligações formam um cinturão 

secundário completo, o que lhe confere uma estrutura bastante rígida. Esta é uma possível 

explicação da menor solubilidade da β-ciclodextrina com relação as restantes. No caso da α-

ciclodextrina, o cinturão formado a partir das ligações de pontes de hidrogênio não é 

completo, pois uma das moléculas das unidades de glicopiranose está em uma posição 

distorcida, de maneira que, somente quatro das seis possíveis uniões através de pontes de 

hidrogênio podem ser estabelecidas. No caso da γ-ciclodextrina, esta possui uma estrutura não 

coplanar, o que a torna mais flexível e portanto a mais solúvel das três. 26 
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1.1.2 - Complexos de inclusão 

Devido a sua cavidade hidrofóbica, na qual substratos podem ser “aprisionados” para 

formarem complexos de inclusão, as ciclodextrinas podem hospedar distintos compostos, cuja 

estequiometria mais usual é 1:1. A química do fenômeno de inclusão molecular demonstra um 

sistema de complexidade estrutural dentro da química supramolecular, onde a  ciclodextrina é 

o hospedeiro (em inglês, “host”) e o substrato é o hóspede (em inglês, “guest”), os quais se 

mantém juntos principalmente através de forças de Van der Waals, interações hidrofóbicas e 

pontes de hidrogênio.26, 27 A formação do complexo de inclusão facilita em alguns casos, a 

solubilização de substâncias pouco solúveis e em outros, precipita algum componente em 

solução ou suspensão. No primeiro caso tem-se como exemplo a solubilização do 

naproxeno,28 já a formação do complexo colesterol-β-CD, 29 conduz à uma precipitação em 

solução aquosa, característica que tem sido utilizada para extração do colesterol em alimentos. 

Esta característica peculiar de formação de complexos de inclusão estáveis, tem levado a 

diversas aplicações, como por exemplo na indústria de alimentos, farmacêutica, cosmética, 

biotecnologia, química analítica, agricultura e tecnologia ambiental. 26, 30, 31  Em solução, a 

molécula hóspede vai estar localizada, inteira ou parcialmente, dentro da cavidade da 

ciclodextrina, estando o complexo solvatado ou rodeado por moléculas do solvente, 

geralmente a água. No estado cristalino, a molécula hóspede pode estar localizada, não 

somente dentro da cavidade da ciclodextrina, mas também nos espaços intersticiais formados 

pela rede cristalina do complexo. As moléculas incluídas normalmente ficam orientadas de 

modo que se alcance o máximo contato entre a parte hidrofóbica da molécula hóspede e a 

cavidade da ciclodextrina de natureza apolar. 26  

Quando em uma solução aquosa de ciclodextrina se adiciona um composto menos 

polar que a água, tendo ambos forma e dimensão compatíveis, as moléculas de água que 

preenchem a cavidade da ciclodextrina, estando em um estado energeticamente menos 

favorável, são substituídas pela nova molécula. A cavidade central da ciclodextrina vai atuar 

então como uma molécula “hospedeira”, podendo alojar uma molécula “hóspede” total ou 

parcialmente, caso haja compatibilidade para formar o complexo de inclusão. 26 
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As ciclodextrinas formam complexos de inclusão com substâncias que possuem 

tamanho, polaridade e forma geométrica compatíveis com a dimensão de sua cavidade. 

Alternativas para a formação de complexos com moléculas significativamente maiores que 

sua cavidade, poderão ser através de uma interação parcial do hóspede ou mediante a 

formação de complexos ciclodextrina-hóspede de estequiometria diferente de 1:1. Conforme 

Figura 1.5, os complexos de inclusão são classificados em: 32 

 
Figura 1.5 - Principais tipos de complexos de inclusão 

 

• Completa: quando a molécula hóspede é de tamanho pequeno e entra totalmente na 

cavidade da ciclodextrina (Figura 1.5 a). 

• Parcial: quando a molécula somente entra parcialmente na cavidade da ciclodextrina 

(Figura 1.5 c). 

• Axial: quando a molécula hóspede é de tamanho longo e estreito e se estende através do 

eixo mediano da ciclodextrina (Figura 1.5 b). 

• Tipo “sandwich”: quando a molécula hóspede é muito grande e necessita de duas 

moléculas de ciclodextrina para formar o complexo (Figura 1.5 d). 

• Complexos de estequiometria superior: são exemplificados pela inclusão 1: 2, onde duas 

moléculas hóspede interagem com uma ciclodextrina (Figura 1.5 e) ou duas moléculas 

hóspedes para duas  ciclodextrinas (Figura 1.5 f). 

 

Outros compostos formam complexos de ordem superior, podendo-se mencionar: 

rotaxanos e polirrotaxanos, 33 catenanos, 34 estruturas tubulares, 35 éteres coroas,36 polímeros 

supramoleculares de inclusão, 19, 20  dendrímeros, etc. 18, 37 
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1.1.3 - Aplicações das ciclodextrinas na área farmacêutica 

Nos últimos anos têm havido um grande interesse na melhoria da qualidade das 

formulações farmacêuticas. A pesquisa de formulações que melhorem a eficácia de novos 

princípios ativos, assim como de alguns fármacos já conhecidos, têm levado à aplicação de 

complexos de inclusão em ciclodextrinas. A razão para o crescimento do número de 

publicações e patentes dentro da área farmacêutica também se deve ao custo bastante baixo na 

obtenção das α-, β- e γ-ciclodextrinas. O tamanho favorável do diâmetro interno da cavidade 

das ciclodextrinas permite a formação de complexos de inclusão com a maioria dos fármacos, 

cuja melhoria das suas propriedades físico-químicas 26, 31, 38 estão expressas pelas seguintes 

vantagens:  

• compostos líquidos transformados em formas cristalinas sólidas 

• eliminação de incompatibilidades entre o princípio ativo e os outros constituintes da 

formulação 

• estabilidade química e/ou física 

• aumento da velocidade de dissolução e biodisponibilidade 

• melhora da solubilidade de fármacos pouco solúveis 

• redução dos efeitos secundários 

• eliminação de maus odores e sabores 

• redução da volatilidade de certos princípios ativos 
 

Algumas das aplicações mais freqüentes na área farmacêutica são apresentados na 

Tabela 1.1. 
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Tabela 1.1 - Exemplos de alguns fármacos em forma de complexos de inclusão. 

Propriedade Princípio ativo ciclodextrina referências 

Aumento da solubilidade 

Gliclazide 

Glibornuride 

Albendazol  

 Mebendazol 

β-CD 

α, β e γ-CD 

α, β e γ-CD e HP-β-CD 

α, β e γ-CD e HP-β-CD 

39 

40 

41 

42 

Melhora da 

biodisponibilidade 

Naproxeno 

Ketoprofeno 

β-CD 

β-CD 

HP-β-CD 

43 

44 

Diminuição de efeitos 

secundários 

Piroxicam 

Naproxeno 

Pilocarpina 

β-CD 

β-CD 

HP-β-CD 

DM-β-CD 

45 

46 

47 

Inibição da degradação 

Melfalano e carmustina 

Prostaciclina 

Indometacina 

Doxorubicina 

 

Aspirina 

SBE-β-CD e HP-β-CD 

α, β e γ-CD 

β-CD, HP-β-CD e γ-CD 

HP-β-CD, HP-γ-CD e γCD 

HP-β-CD 

48 

49 

50 

51 

 

52 

Aumento da degradação 

Espironolactona 

Antibióticos β lactâmicos 

β- , γ-CD e derivados 

 DM-βCD, HP-βCD e HP-

γCD 

53 

54 

 

As ciclodextrinas podem ser administradas a seres humanos ou animais, fazendo parte 

de medicamentos ou alimentos, seja na forma livre ou como complexos de inclusão. Se a 

ciclodextrina é administrada por via oral, fazendo parte do complexo, ocorre sua dissociação 

no trato gastrointestinal, sendo processos separados, a absorção da molécula hóspede e da 

ciclodextrina. Estas por sua vez, são degradadas a açúcares absorvíveis no cólon intestinal 

pela microflora, e finalmente excretadas como dióxido de carbono e água. 31 

 

Biodisponibilidade 

O termo biodisponibilidade é definido através do grau e da velocidade de absorção de 

um fármaco a partir de sua forma farmacêutica para dentro da circulação sangüínea. De 

acordo com esta definição, a absorção de um fármaco administrado através da via intravenosa 
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é rápida e completa. No entanto, por razões de conveniência e estabilidade, muitos fármacos 

são administrados por via oral, e portanto o grau e a velocidade de absorção não são 

precisamente conhecidos. 55 

Há vários fatores físico-químicos que podem afetar a biodisponibilidade total de um 

fármaco. Entre eles, cita-se a solubilidade, estabilidade, tamanho da partícula, pKa, pH e 

coeficiente de partição. 55 

Quando um fármaco é administrado por via oral em uma forma farmacêutica sólida, é 

indispensável que ocorra sua solubilização nos fluidos biológicos, como passo inicial a etapa 

de absorção. Se a velocidade de dissolução (kd) é bastante alta, com relação a velocidade de 

absorção (ka), não se recomenda o uso de complexos de inclusão, já que a biodisponibilidade 

deste princípio ativo não será limitada pelo processo de dissolução. No entanto, um grande 

número de fármacos apresentam baixa biodisponibilidade, precisamente por apresentarem 

problemas de solubilidade (kd << ka) e, nestes casos justifica-se a utilização destes 

complexos.31, 55, 56 

Uma vez que o complexo de inclusão se encontra no fluido biológico, antes de haver 

absorção para a corrente sangüínea, deve sofrer um processo de dissociação, considerando 

que somente o fármaco livre é capaz de atravessar as membranas biológicas. Portanto, a 

absorção vai depender tanto da velocidade de dissolucão (kd), como da dissociação do 

complexo formado, determinado pela constante de estabilidade (Kc). O complexo dissolvido 

vai estar em equilíbrio com as formas dissociadas, ciclodextrina e fármaco não complexados. 

O esquema 1.1, se refere ao processo de absorção para os complexos de inclusão no trato 

gastrointestinal.31, 55 
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[CD-fármaco]sólido [CD-fármaco]dissolvido

CD+ fármacoabsorção

kd

Kc

ka

 

Esquema 1.1 - Processo de absorção do complexo no trato gastrointestinal. 

 
Portanto, é esperada uma rápida absorção do fármaco, se o valor da constante de 

estabilidade do complexo for baixa. Com complexos muito estáveis, ou valores da constante 

de estabilidade ou formação do complexo muito elevados, a concentração do fármaco livre 

absorvido é baixa e, nestes casos esta é a etapa limitante de velocidade. 31 

A velocidade de absorção de fármacos pode assim ser acelerada ou diminuída através 

da avaliação prévia do valor da constante de equilíbrio do complexo. Complexos com baixos 

valores da constante de estabilidade (inferiores a 200 M-1), conduzem a uma liberação rápida 

e prematura do princípio ativo, podendo ocasionar sua precipitação no fluido biológico, o que 

irá diminuir sua absorção. Por outro lado, se os valores da constante são superiores a 5000M-1 

ou existe uma concentração excessiva de ciclodextrina, o equilíbrio vai ser deslocado em 

direção a formação do complexo de inclusão, diminuindo assim a liberação da forma livre do 

fármaco e conseqüentemente sua absorção. 26,  31 

 

Solubilidade 

Em geral, supõe-se que a formação de complexos de inclusão em ciclodextrinas, leva 

ao aumento da solubilidade e da velocidade de dissolução de princípios ativos lipofílicos, o 

que pode refletir em um aumento de sua biodisponibilidade ou em diminuição de seus efeitos 

secundários. 2, 43, 46, 47 

Geralmente, a solubilidade de um fármaco aumenta com a quantidade de ciclodextrina 

adicionada. O aumento da solubilidade parece estar relacionado com a solubilidade intrínseca 
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do hóspede, bem como com a habilidade de inclusão da molécula hospedeira em água, onde 

estes fatores estarão refletindo na magnitude da constante de estabilidade do complexo. 55  

Ahn et al., estudaram a influência que haveria sobre a velocidade de dissolução do 

fármaco antiinflamatório não esteroidal ketoprofeno, após formação de complexos de inclusão 

na presença de algumas ciclodextrinas. Foi observado que o perfil de dissolução deste 

fármaco foi consideravelmente favorável na presença tanto de β-CD bem como de HP-β-CD, 

o que reflete de forma positiva em sua biodisponibilidade. 44 

Gliclazida, fármaco alternativo utilizado no tratamento de diabetes mellitus, é 

caracterizado por sua baixa solubilidade nos fluidos gástricos e, portanto baixa velocidade de 

dissolução e biodisponibilidade. A formação do complexo gliclazida–β-CD, foi avaliada 

através de estudos de RMN de 1H e 13C e de solubilidade. Os autores mostraram a formação 

do complexo, com uma constante de estabilidade de 1094 M-1 e estequiometria 1:2. 39 

Torres Labandeira et al., através de estudos de solubilidade e 1H-RMN na 

complexação de glibornurida com α, β e γ-CD, mostraram que a solubilidade deste fármaco 

melhora significativamente na presença de ciclodextrinas. 40 

Díaz et al., estudaram a complexação e a solubilidade de albendazol e mebendazol, 

devido a baixa solubilidade destes fármacos no trato gastrointestinal. Estudos de solubilidade 

mostraram que as ciclodextrinas aumentam a solubilidade do mebendazol no fluido intestinal 

simulado. 42 Estudos de velocidade de dissolução do albendazol, mostraram uma melhora em 

presença de diferentes ciclodextrinas. 41 

 

Estabilidade 

Princípios ativos quando presentes em solução aquosa, estão sujeitos muitas vezes, à 

reações de degradação, os quais são levados a uma diminuição de atividade terapêutica ou 

mesmo formação de produtos de degradação indesejáveis e prejudiciais à saúde. Quando 

fazem parte de um complexo de inclusão, poderão estar protegidos das situações de 

degradação ou inestabilidade. Do ponto de vista da área farmacêutica, os fármacos devem 

permanecer suficientemente estáveis, não somente durante a estocagem, mas também nos 
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fluidos biológicos, já que nas reações que resultam em produtos farmacologicamente inativos 

ou menos ativos, terão sua efetividade terapêutica reduzida. 31, 55 

O aumento da temperatura tem influência direta na estabilidade física de muitas 

formas farmacêuticas tais como soluções, emulsões, suspensões e supositórios. Estas 

alterações incluem desde modificações reológicas, o que vai interferir significativamente na 

viscosidade, assim como desestabilização de sistemas emulsionados. Favorece também a 

evaporação de solventes voláteis, contribuindo assim para uma provável recristalização. 57 

Foram observados que certos fármacos, ao formarem complexos de inclusão com 

ciclodextrinas, aumentam sua estabilidade com relação a temperatura, reduzindo-se assim 

perdas em sua forma farmacêutica, ocasionadas por uma sublimação ou volatilização. 58  

Geralmente, não são observados os processos de fusão, evaporação, sublimação ou 

decomposição do princípio ativo, até que se produza a decomposição da ciclodextrina (250-

300oC). 31 

O processo de oxidação de uma substância cristalina, frente ao oxigênio atmosférico, é 

em geral bastante lento e poderá ser acelerada se for aumentada sua superfície de contato. Por 

outro lado, a formação de complexos de inclusão, permite estabilizar alguns compostos 

insaturados, tais como os ácidos graxos, aldeídos e vitaminas lipossolúveis. Este resultado é 

de extrema importância para as indústrias de alimentos e cosmética, permitindo a 

estabilização de substâncias bastante utilizadas nesta área. 31 

A decomposição fotoquímica é decorrente da absorção de luz ou energia radiante pela 

molécula do fármaco fotossensível. Parece claro que, esse tipo de alteração depende da 

facilidade com que a luz se propaga no meio no qual está contido o fármaco. Formas 

farmacêuticas tais como soluções, xaropes e elixires são mais susceptíveis às alterações que as 

suspensões, emulsões, pós e comprimidos. 57 

A felodipina, fármaco antihipertensivo, apresenta problemas de baixa solubilidade e 

decomposição fotoquímica. Através de estudos de estabilidade, as ciclodextrinas foram 

utilizadas para melhorar suas propriedades físico-químicas. 59 

A digoxina, um dos potentes glicosídeos cardíacos, é susceptível a hidrólise em meio 

ácido e, como resultado, sua eficiência terapêutica bem como sua biodisponibilidade oral 
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podem ser diminuídas. No decorrer da degradação da digoxina, a prevenção ao aparecimento 

da digoxigenina, pode ser clinicamente importante, porque a cardioatividade da digoxigenina 

é aproximadamente 1/10 da digoxina. Na presença de ciclodextrinas, a hidrólise ácida da 

digoxina é evitada na ordem que vai de β- > γ- > α-ciclodextrina, onde a β-CD inibe a 

conversão do digoxídeo a digoxigenina quase completamente. 60 

  

Efeitos secundários 

Quando o princípio ativo está incluído dentro da cavidade da ciclodextrina, se reduz a 

possibilidade de seu contato direto com os componentes biológicos e desta maneira os efeitos 

secundários. 

Um dos grupos terapêuticos mais amplamente estudados é o dos antiinflamatórios não 

esteroidais, devido a sua potente ação ulcerogênica. Esta ação desfavorável tem sido 

amenizada através da formação de complexos de inclusão em ciclodextrinas, como no caso do 

naproxeno em β-CD. 46 

As ciclodextrinas também protegem os eritrócitos das mudanças morfológicas 

ocorridas com subseqüente hemólise, induzidas por vários fármacos perturbadores de 

membrana. Esta redução vai depender da quantidade de fármaco que se encontra na forma 

livre e, portanto, dependerá da magnitude da constante de estabilidade do complexo. 

Exemplos são os complexos de clorpromazina e ácido flufenâmico, onde a inibição da 

hemólise se produz na seguinte ordem β- > γ- > α-ciclodextrina. Neste caso, a ação protetora 

das ciclodextrinas é devida à menor disponibilidade de união do fármaco com as membranas 

dos eritrócitos. 55 

A pilocarpina é usado topicamente para controle da pressão intraocular elevada, 

associada ao glaucoma, porém sua biodisponibilidade ocular é baixa devido a perda rápida da 

área precorneal. Apesar da existência de um pró-fármaco (diéster do ácido pilocárpico) que 

apresenta melhor absorção ocular com prolongada duração de ação, foram observados 

problemas de fortes irritações oculares, impedindo assim seu uso clínico. Com o uso de 

derivados de ciclodextrina, como a 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina e sulfobutil-β-
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ciclodextrina, observou-se um decréscimo da irritação oftálmica deste pró-fármaco, com 

nenhum decréscimo na sua ação terapêutica. 61 

Montassier et al., efetuaram estudos com a tretinoína, substância usada no tratamento 

da acne, com características de forte poder de irritação cutânea, elevada instabilidade na 

presença de oxigênio, luz e calor, assim como baixa solubilidade em água. A fim de melhorar 

suas características, os autores propuseram a formação de complexos de inclusão em 

ciclodextrinas (β-CD, hidroxi-propil-β-CD e dimetil-β-CD). 62 

 

Toxicidade 

Nos últimos anos têm sido realizados numerosos estudos com o objetivo de avaliar a 

toxicidade das ciclodextrinas, observando-se que a doses consideráveis, podem interagir com 

compostos endógenos, tais como os ácidos biliares, fosfolipídeos de membranas e colesterol, 

o que depende em grande parte, do tamanho da cavidade da molécula. 63, 64 

Considerando que os efeitos aos danos celulares, são uma conseqüência da 

complexação da ciclodextrina com componentes da parede celular, tais como colesterol e 

fosfolipídeos, foi verificado que a β-CD e particularmente seus derivados mais hidrofóbicos, 

como a dimetil-β-CD, são consideradas as mais tóxicas. No entanto, a dimetil-β-CD apresenta 

alta capacidade de solubilização, o que leva a sua utilização em baixas dosagens, por exemplo 

em gotas nasais, cuja toxicidade desaparece. A γ-CD, cuja toxicidade é bastante baixa, pode 

ser usada através das vias parenteral e oral em altas dosagens, embora muitos de seus 

complexos com fármacos apresentem uma solubilidade limitada. A hidroxipropil-β-CD (HP-

β-CD), por sua vez, é bastante solúvel e apresenta boa capacidade de solubilização, porém a 

solubilização e transporte do colesterol para o interior do rim, poderá gerar sérias 

conseqüências, em tratamentos por longos períodos de tempo. 65 
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1.1.4 - Métodos de obtenção de complexos de Inclusão. 

Para a grande maioria dos substratos, as técnicas de complexação utilizadas são 

procedimentos simples e a escolha do método experimental, depende fundamentalmente das 

características do substrato que se está trabalhando e, se é preparado em escala laboratorial ou 

industrial. 

Na bibliografia são descritos diversos métodos de preparação dos complexos de 

inclusão, entre os que se pode destacar: 26, 66 

Complexos em Solução: Um método bastante freqüente é através da dissolução de 

ambos, hóspede e ciclodextrina em um solvente comum, à temperatura ambiente ou através 

do aquecimento, com agitação durante um tempo suficiente para garantia do estado de 

equilíbrio, geralmente de 24 a 48 horas. Para obtenção do complexo, se faz então a remoção 

do solvente mediante evaporação, liofilização, refrigeração ou spray-drying. A presença de 

água é absolutamente necessária, pura ou em um sistema contendo solvente orgânico, onde 

este será utilizado para solubilização da molécula hóspede. São usados como cosolventes, 

álcoois de cadeia curta como metanol, etanol, isopropanol ou em certos casos, a acetona.  

Complexos em Suspensão: Neste caso, as ciclodextrinas não necessitam estar 

completamente dissolvidas, agitando o hóspede em uma suspensão aquosa de ciclodextrina, o 

complexo é formado em um intervalo de 2 a 24 horas em temperatura ambiente. Este 

procedimento é considerado o mais recomendado para processos em grande escala e tem sido 

utilizado para complexação de óleos essenciais, terpenos, aromas e fragâncias lipofílicas. Um 

exemplo é a fendilina, óleo viscoso de baixa solubilidade em água. Pode formar um complexo 

2:1 β-ciclodextrina/fendilina, por adição de 30g desta base oleosa, dissolvidos em 100mL de 

etanol em uma suspensão de 300g de β-ciclodextrina em 100 mL de água, com uma agitação 

vigorosa no intervalo de 12 horas, onde se obtém o produto através de filtração e secagem a 

uma temperatura de 40oC. 

Complexos por maceração: Consiste em misturar quantidades estequiométricas do 

substrato e ciclodextrina, com adição de uma pequena quantidade de água ou solução 

hidroalcoólica. A mistura é então macerada até que se evapore a fase líquida, formando-se 

uma pasta que irá ser submetida a uma secagem até a eliminação total do solvente. 
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Coprecipitação: Consiste na adição de um excesso de substância ativa a uma solução 

saturada de ciclodextrina. Em alguns casos, este simples procedimento pode levar à formação 

do complexo de inclusão, porém freqüentemente recorre-se a métodos adicionais como 

agitação, ultrasom ou aquecimento da solução para precipitação do produto final. 

Liofilização: Consiste no método em solução, onde se submete ao processo de 

liofilização, a solução na qual substrato e ciclodextrina encontram-se em concentrações 

estequiométricas. Pode-se empregar algum solvente, com a finalidade de obter ambas as 

substâncias totalmente dissolvidas. As condições nas quais se procede a liofilização, vai 

influir de forma determinante nas características do produto final. Assim, por exemplo, a 

velocidade de congelamento prévia à liofilização, condiciona a estrutura do complexo. Um 

rápido congelamento na presença de nitrogênio líquido, geralmente favorece a formação de 

produtos amorfos, enquanto que um congelamento mais lento leva a produtos cristalinos. 

 

1.1.5 - Complexação de Esteróides 

A interação entre esteróides, entre os quais os hormônios, 67, 68   colesterol, 29,  69- 75   

sais biliares 20, 76 e ciclodextrinas, tornou-se um assunto de grande interesse, devido a diversas 

razões: 

i) por um lado, a grande importância dos esteróides e por outro, a crescente utilização 

das ciclodextrinas em tecnologia farmacêutica. Foram demonstrados em estudos “in vivo”, os 

efeitos sobre o metabolismo dos sais biliares em animais submetidos a dietas especiais 

contendo quantidades variadas de ciclodextrinas. 77, 78  Em seus estudos, Nakanishi et al. 79 

demonstraram que as interações entre sais biliares e a β-CD influíram na absorção do fármaco 

sulfametiazol administrado por via oral em forma de complexos de inclusão.  

ii) têm sido utilizadas colunas cromatográficas com ciclodextrinas para separação de 

epímeros de esteróides, cuja solução não pode ser conseguida mediante colunas tradicionais.80 

A adição de ciclodextrinas à fase móvel, também promove uma melhora da separação 81, 82 e a 

combinação de ciclodextrinas/esteróides (principalmente os sais biliares) está sendo utilizada 

em procedimentos cromatográficos e eletroforéticos para separação quiral. 83, 84, 85 Por outro 

lado, métodos cromatográficos estão sendo utilizados para determinação das constantes de 

associação e estequiometria de hormônios esteroidais com ciclodextrinas. 86- 90  
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iii) devido às características de bioadaptabilidade, os esteróides com ciclodextrinas 

podem ser administrados através de várias vias.61, 91 Assim, derivados de ciclodextrinas 

permitem a administração oral de esteróides 92 e promovem melhora de sua 

biodisponibilidade.93 As ciclodextrinas também reduzem os efeitos secundários dos 

esteróides94  e aumentam sua liberação.95, 96, 97 No caso de nebulizadores 98 e formulações 

sublinguais 99 tem sido sugerido como alternativa de tratamento aos esteróides, o uso na forma 

de complexos de inclusão.  

iv) as ciclodextrinas podem ser utilizadas para extração do colesterol de monocamadas 

de eritrócitos humanos. 100, 101 Por outro lado, o complexo ciclodextrina-colesterol tem sido 

proposto como padrão primário para a análise química.72 

v) a interação esteróide/ciclodextrina tem sido utilizada como modelo para os 

processos de reconhecimento celular por parte das interações esteróide–proteína. 24  

vi) finalmente, o colato e o desoxicolato de sódio ao serem complexados por β-CD, 

comportam-se como hóspedes monotópicos e ditópicos, respectivamente. Esta diferença é 

originária da distinta polaridade existente entre os sais biliares tri- e dihidroxílicas. Esta 

característica tem sido utilizada para demonstrar a formação de conglomerados (oligômeros e 

polímeros) supramoleculares. 18-21  

Por sua importância para o presente trabalho, cabe aqui mostrar as estruturas do colato 

(NaC) e desoxicolato de sódio (NaDC), as quais poderão servir como modelos aos demais sais 

biliares. Na Figura 1.6, observa-se o colato de sódio/β-CD com estequiometria 1:1, e o 

desoxicolato de sódio/β-CD com 1:2. 17  

Alguns dos hóspedes, objetos de estudo da presente tese de doutorado (em particular, 

fusidato de sódio, helvolato de potássio, CHAPS e CHAPSO, cujas propriedades estão 

descritas no item 1.2), possuem dupla característica. Por um lado, seu núcleo fundamental 

constituído pelo sistema estrutural tetracíclico do perhidrociclopentanofenantreno, comum a 

todos os esteróides. Por outro, em solução aquosa comportam-se como agentes tensoativos 

(exceção ao helvolato de potássio), formando agregados conhecidos comumente por micelas. 

Sendo os sais biliares, a família de compostos mais próxima aos sistemas estudados neste 

trabalho de tese e sobre o qual existe maior informação na bibliografia científica a respeito de 
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complexos de inclusão em ciclodextrinas, cabe aqui apresentar uma revisão das características 

físico-químicas destes compostos esteroidais. 

 
 

Figura 1.6 - Estrutura dos complexos 1:1 NaC/β-CD  e 1:2  NaDC/β-CD. 

 

Os ácidos biliares são produtos finais do metabolismo do colesterol e seus sais sódicos 

são amplamente solúveis em água. Nos mamíferos, os sais biliares possuem um hidrogênio 

em configuração 5β, resultado da configuração cis apresentada pelos anéis A e B. Os grupos 

funcionais substituintes no núcleo esteroidal ficam quase que exclusivamente limitados aos 

grupos hidroxilas e a um ácido carboxílico terminal presente no final da cadeia lateral 

isopentanóica. Possuem ainda, grupos metila nas posições C-10 e C13. Do mesmo modo, 

estão presentes grupos hidroxila na posição C-3 (proveniente do colesterol) e outro grupo 

hidroxila em C-7. Usualmente, está presente um terceiro grupo hidroxila, podendo encontrar-

se na posição C-12 ou C-6. A partir do fígado, os ácidos biliares são excretados no intestino 

delgado, onde durante o processo digestivo, irão solubilizar os ácidos graxos provenientes da 

dieta. Os ácidos biliares são praticamente reabsorvidos a partir do intestino delgado, onde 
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através da circulação enterohepática e sob ação de bactérias intestinais são biotransformados. 

Exemplos típicos dos ácidos biliares são o ácido cólico e seu derivado 7-desoxi e o ácido 

desoxicólico, os quais estão presentes em muitas espécies de mamíferos. 102   

Os ácidos biliares conjugados com os aminoácidos glicina e taurina são mais solúveis 

ao pH do intestino delgado, resistentes à precipitação por íons Ca2+ e impermeáveis à 

membrana. Estas propriedades permitem que os ácidos biliares conjugados estejam presentes 

em elevadas concentrações na secreção biliar e no trato intestinal. 

Os ácidos biliares são estruturas anfifílicas planas, possuindo uma parte hidrófoba 

(face β, sem a presença de grupos hidroxila) e parte hidrófila (face α, contendo os grupos 

hidroxila) (Figura 1.7). 103 Em água se associam para formar multímeros acima de uma 

concentração denominada de “concentração micelar crítica” (cmc). 104 Alguns autores 

consideram que a ligação de hidrogênio está envolvida na formação destes agregados 105, as 

quais segundo outros autores, são as responsáveis pela estrutura helicoidal.106 A ligação de 

hidrogênio também estaria participando da formação da estrutura cristalina dos ácidos 

biliares.107, 108 Na formação destas ligações de hidrogênio participam os grupos hidroxilas 

pertencentes ao esqueleto esteroidal e o grupo carboxílico da cadeia lateral. Tais grupos 

podem atuar como agentes doadores e/ou receptores da ligação de hidrogênio.108 

Dependendo do número de grupos hidroxila, os sais biliares são classificados em: 

• sais biliares trihidroxílicas: exemplo mais característico é o colato de sódio, que 

apresenta seus três grupos –OH nas posições 3α, 7α e 12α. 

• sais biliares dihidroxílicas: tem-se como exemplo o desoxicolato de sódio, cujos 

grupos -OH se encontram nas posições 3α e 12α. 

• sais biliares monohidroxilados: o litocolato de sódio é o mais abundante, apresentando 

o grupo –OH na posição 3α. 

 

São pequenas as mudanças que ocorrem nas dimensões moleculares dos diferentes sais 

biliares com a presença de um, dois ou três grupos hidroxilas,  constituindo assim uma família 

de moléculas de forma e tamanho praticamente idênticas. No entanto, estas pequenas 

diferenças são refletidas na polaridade da molécula e expressas pelo balanço hidrófilo-lipófilo 

(BHL) existente entre as faces α e β. Assim, a existência de vários grupos polares na face α 
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vai refletir numa maior diferença de polaridade com relação à β. Portanto, o BHL dos sais 

biliares trihidroxílicos é maior que o dos dihidroxílicos e estes por sua vez,  maior que o dos 

sais biliares monohidroxílicos. A amidação do grupo carboxílico com aminoácidos como 

glicina ou taurina também contribui com a polaridade, e assim os tauroderivados são mais 

hidrofílicos que os glicoderivados, os quais por sua vez são mais que os sais originais. 109  
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Figura 1.7 - Estrutura anfifílica dos ácidos biliares. 

 

Os sais biliares são moléculas que por sua estrutura anfifílica apresentam um 

comportamento de auto-associação, formando agregados em solução aquosa. É interessante 

conhecer este comportamento a fim de predizer em que condições experimentais se 

encontram, se sob a forma de íons livres (monômeros) ou de agregados. Este fato é importante 

nos processos de complexação dos sais biliares por ciclodextrinas, pois se tornam 

simplificados quando predominam os monômeros em solução. Deste modo, os sais biliares se 

comportam como tensoativos, com tendência a permanecer na superfície do solvente 

(interface água-ar), a fim de reduzir as interações desfavoráveis existentes entre a parte 

hidrofóbica destas moléculas e as da água. Ao mesmo tempo, permitem que as fortes 

interações existentes entre as moléculas de água da superfície sejam substituídas em parte, por 
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interações sal biliar-água de natureza mais débil, diminuindo assim a tensão superficial do 

solvente. Esta propriedade foi utilizada nos estudos dos processos de inclusão em 

ciclodextrinas. 17 A formação de micelas em uma solução de sais biliares será espontânea 

sempre que sua concentração estiver acima de um valor mínimo de concentração que se 

denomina de cmc (concentração micelar crítica) e a temperatura do sistema seja superior a um 

determinado valor denominado de cmt (temperatura micelar crítica). Outros estudos 

relacionados à agregação de sais biliares estão sendo apresentados no Anexo A. 

 

1.1.6 - Caracterização dos complexos de inclusão 

Não é garantido, que um pó obtido da mistura da ciclodextrina e algum substrato em 

solução, ou suspensão, ou como pasta, seja um verdadeiro complexo de inclusão. Muitos 

compostos não podem ser complexados, outros formam complexos de inclusão em solução, 

mas não no estado sólido. O produto sólido final pode ser uma mistura de hóspede e 

hospedeiro, hóspede não complexado e ciclodextrina hidratada.  

Vários métodos têm sido usados para detectar a formação de complexos de inclusão. 

No estado sólido, os compostos de inclusão se comportam como espécies estáveis, com 

estequiometria bem definida. Nestes casos, os métodos de detecção e caracterização mais 

comumente utilizados são a análise térmica, difração de raios-X, espectroscopia infra-

vermelho e ressonância magnética nuclear. 1, 26, 31  

O método de análise através da difração de raios-X, pode ser empregado para a 

detecção dos compostos de inclusão, devido a que os padrões de difração dos complexos 

obtidos são claramente diferentes dos obtidos a partir dos componentes individuais. O 

emprego desta técnica se baseia na comparação dos difratogramas das substâncias puras e do 

complexo. 26, 31  

A calorimetria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG) são métodos térmicos, que 

permitem observar claramente a existência de um complexo de inclusão. Quando uma 

molécula se encontra dentro da cavidade da ciclodextrina, as modificações ocasionadas pela 

variação da temperatura (fusão, sublimação, degradação e inclusive mudanças de transição 
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polimórfica), desaparecem ou não são observadas, até que se produza a degradação da 

ciclodextrina (250–300oC). 31 

A espectroscopia infravermelho (IV), é um método indispensável para a caracterização 

de compostos orgânicos, pois permite detectar grupos funcionais, cuja presença pode ser 

difícil através de outros métodos. Quando se forma o complexo, pequenos deslocamentos das 

bandas das ciclodextrinas poderão mascarar a do hóspede, se este último estiver presente em 

pequenas quantidades. No entanto, se o hóspede apresentar grupos funcionais característicos, 

como no caso do grupo carbonila, a banda será significativamente encoberta e deslocada após 

complexação por ciclodextrina. 31  

A caracterização de complexos em solução, se baseia na investigação da interação 

molecular entre a ciclodextrina e hóspede, determinação da constante de estabilidade e 

estequiometria do complexo. São utilizadas as determinações relacionadas com mudanças 

espectrais, como no caso da Ressonância Magnética Nuclear (RMN), espectroscopia por 

ultravioleta e fluorescência, além de estudos de solubilidade e métodos cinéticos. 1, 26, 31 A 

espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN), é muito utilizada para a 

caracterização dos complexos de inclusão, através da observação das mudanças que ocorrem 

com os sinais de próton (1H) ou de carbono (13C) pertencentes na molécula da ciclodextrina 

ou no hóspede, ao estarem complexados. 110  

As mudanças que ocorrem no espectro de UV, devido a formação do complexo, são 

geralmente deslocamentos batocrômicos e/ou alargamento das bandas. O deslocamento do 

máximo de absorção no UV, pelo efeito da formação do complexo pode ser explicado através 

da proteção parcial dos elétrons excitáveis e cromóforos presentes na cavidade da 

ciclodextrina. Quando a formação do complexo é manifestada através de mudanças 

significativas, com decréscimo da absorbância, ao variar a concentração de ciclodextrina e 

mantendo-se constante a concentração do hóspede, pode-se determinar o valor da constante de 

estabilidade com o uso da equação de Benesi-Hildebrand. 26, 110  

A fluorescência é provocada pela absorção de energia radiante e reemissão de parte 

desta energia sob a forma de luz. Na fluorescência, a absorção e a emissão ocorrem dentro de 

um intervalo de tempo curto, na ordem de 10-12 a 10-9 segundos. A fluorescência de um 

composto depende da estrutura molecular e na maioria das vezes está associada a sistemas π. 
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A adição de ciclodextrina a uma solução aquosa, freqüentemente vai resultar em uma melhora 

significativa do espectro de fluorescência. A mudança que ocorre com a adição de 

ciclodextrina, é semelhante à observada quando o fármaco é dissolvido em solventes menos 

polares, tais como dioxano e etanol, sugerindo assim que este foi transferido de um ambiente 

aquoso à cavidade apolar da ciclodextrina. Portanto, um aumento na intensidade da 

fluorescência é freqüentemente observado para as moléculas que são totalmente encapsuladas 

dentro da cavidade da ciclodextrina. 26  

As técnicas por diagrama ou isoterma de solubilidade, método cinético e RMN serão 

abordados com mais detalhes no item 3. 

 

1.1.7 - Equilíbrio de formação do complexo de inclusão e a constante de 

estabilidade 

Um complexo de inclusão em solução está sempre em equilíbrio termodinâmico com 

seus componentes livres, de acordo com a equação 1.1, 

mH + nCD                 CDnHm

Kmn

 (1.1) 
 
onde CD = ciclodextrina, H = hóspede (substrato) e CDnHm ou Cnm = complexo de inclusão. 

Este equilíbrio é descrito quantitativamente mediante a constante de estabilidade (Kmn 

ou Kc), definida de acordo com a equação 1.2,  

[ ]
[ ] [ ]nm

mn
mn CDH

HCDK =  (1.2) 

 
Em soluções diluídas, a estequiometria 1:1 prevalece, mas também são observadas 

estequiometrias 1:2, 2:1 ou 2:2, quando se tem concentrações mais elevadas ou hóspedes 

específicos. Por exemplo, pirenosulfonato de sódio forma complexos 1:1 de baixa estabilidade 

na presença de β-CD e 2:1 com γ-CD de elevada estabilidade em solução aquosa. 26, 31  

Os parâmetros são significativamente afetados pelas condições experimentais tais 

como diluição ou concentração, mudanças na temperatura, pH e polaridade do solvente. Se 

um terceiro componente é adicionado ao sistema, vai competir pela cavidade da ciclodextrina 

resultando em um decréscimo na concentração original do complexo. 111 No caso de hóspedes 
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ionizáveis, uma mudança do pH da solução, vai deslocar o equilíbrio em direção onde a forma 

não ionizada é predominantemente incluída na cavidade. Isto é devido a inclusão favorável do 

hóspede de natureza hidrofóbica, comparado com o de natureza hidrofílica. Assim, 

substâncias de caráter ácido são incluídas mais facilmente na cavidade da ciclodextrina em 

uma região ácida, enquanto que se dissociam em uma região alcalina. A força iônica também 

exerce seu efeito na formação do complexo, porque o efeito hidrofóbico tem um papel 

importante no processo de interação. 55, 111  

Considerando que a formação do complexo é usualmente um processo exotérmico, a 

dissociação será facilitada pela elevação da temperatura. 111  

O requisito para a complexação, é que o grupo hidrofóbico da molécula a ser incluída 

se ajuste total ou parcialmente na cavidade da ciclodextrina. No caso do complexo 

prostaglandina (PG)-ciclodextrina (CD), a α-CD devido a sua cavidade menor, inclui 

preferencialmente a cadeia alifática da molécula da prostaglandina, enquanto que a β-CD 

acomoda melhor o anel de 5 membros pertencente a estrutura. Por sua vez, a maior cavidade 

da γ-CD, é capaz de incluir a molécula da prostaglandina, de tal forma que, toda a estrutura 

incorpora-se na cavidade. 111  

Portanto, uma vez conhecidos os parâmetros tais como constante de estabilidade, 

estequiometria e parâmetros termodinâmicos, o comportamento do sistema é 

quantitativamente reproduzível, desde que o processo de complexação envolva o equilíbrio 

nas mesmas condições. 55 

 

1.2 - Substâncias de interesse para estudo dos complexos de inclusão 

 

1.2.1 - Furoato de diloxanida 

O furoato de diloxanida (Furamida, FD), quimicamente é o 2-furoato de 4-(N-

metildicloroacetamida) de fenila (Figura 1.8). No estado sólido é um pó branco, inodoro e 

com um ponto de fusão entre 114-116o C. É ligeiramente solúvel em água, etanol (1g/100mL) 

e clorofórmio (1g/2,5 mL). É fotossensível e deve ser protegido da luz. Seu efeito adverso 
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mais comum durante o tratamento é a flatulência, podendo ocorrer ocasionalmente vômitos, 

prurido e urticária. 112, 113  

É um amebicida da luz intestinal com atividade principalmente no intestino delgado e 

utilizado no tratamento da amebíase cística assintomática caracterizada pela presença de E. 

histolítica. Em pacientes com amebíase invasiva, faz-se necessário sua administração 

associado à amebicidas  tissulares tais como o metronidazol e tinidazol. 112  
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Figura 1.8 - Estrutura do furoato de diloxanida 

 

Considerando a importância apresentada pelo coeficiente de partição lipídeo/água e a 

união dos fármacos aos lipídeos do sangue, Sengupta et al. determinaram o coeficiente de 

partição n-octanol/água (logP) para o furoato de diloxanida (FD), hidrocloreto de emetina 

(HE) e metronidazol (MZ) e desenvolveram um método que permitiu esclarecer o mecanismo 

de ação do furoato de diloxanida. Estes autores consideraram que o elevado valor do 

coeficiente de partição do furoato de diloxanida limita a molécula a permanecer na luz 

intestinal. Sua união aos fosfolipídeos da membrana dos oocistos provoca a desintegração de 

sua matriz lipídica, com conseqüente ruptura e morte do microorganismo. 114   

O elevado valor do coeficiente de partição, assim como a pouca solubilidade em água, 

permite explicar a aplicação do furoato de diloxanida na terapêutica da amebíase intestinal 

aguda e a limitada ação na forma crônica ou invasiva desta enfermidade. 114, 115  O fármaco 

uma vez dissolvido no trato gastrointestinal, é susceptível à hidrólise formando a diloxanida, 

cuja efetividade é menor que sua forma éster, já que possui uma lipossolubilidade moderada.13  

Nieto Reyes demonstrou em seus estudos biofarmacêuticos, que o FD apresenta 

melhora da velocidade de dissolução e de solubilidade na presença de β-CD em soluções 

contendo suco gastrointestinal simulado (pH 1,2 e 6,8). Em estudos de estabilidade “in situ”, 

verificou que a constante de velocidade de degradação do furoato de diloxanida foi 
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significativamente menor, demonstrando uma maior estabilidade do fármaco quando 

complexado.12 Nos estudos “in vivo”, foi demonstrado que com o uso do complexo de 

inclusão FD/β-CD, ocorreu uma diminuição significativa na intensidade da infecção em ratos 

neonatos com oocistos de Cryptosporidium parvum. 12, 116   

Os problemas de solubilidade e instabilidade em água apresentado pelo furoato de 

diloxanida, limita a possibilidade do alcance deste no fluido intestinal, assim como uma 

provável eliminação do local onde deveria exercer seu efeito terapêutico. Portanto, a β-CD 

estaria protegendo o composto da ação das esterases presentes na porção do trato 

gastrointestinal.  

 

1.2.2 - Fusidato de sódio 

O ácido fusídico (ácido 3α, 11α- dihidroxi-16β-acetoxifusida-17(20)-[16-21-cis], 

24-dien-21-óico (Figura 1.9) apresenta estrutura esteroidal e pertence ao grupo de antibióticos 

fusidanos. 103 Apresenta baixa solubilidade em água, em contraste com seu sal de sódio que é 

bastante solúvel. Relacionado estruturalmente ao ácido helvólico, inibe a síntese de proteínas, 

tanto em células procarióticas como em eucarióticas. 117, 118  

Foi isolado a partir de culturas de Fusidium coccineum e sua atividade antimicrobiana 

está indicada para a maioria dos patógenos mais comuns existentes na pele, incluindo 

Staphylococcus aureus, contra o qual é um dos antibióticos mais potentes. 119   
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Figura 1.9 - Estrutura do fusidato de sódio 

 
Quimicamente pertence ao grupo de triterpenos tetracíclicos e como esteróide da 

família dos fusidanos, representam uma classe de compostos anfifílicos solúveis, os quais 

apresentam similaridade estrutural com os sais biliares. 120 Uma comparação da estrutura do 

fusidato com o colato de sódio (NaC) por exemplo, mostra a semelhança estrutural, porém 
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com uma estereoquímica diferente. A Figura 1.10 mostra a analogia existente entre o fusidato 

(Fus) e o colato de sódio (NaC), em termos de fórmula estrutural (a e b), modelo espacial (c e 

d), e representação das moléculas numa interface ar-água ou óleo-água (e e f). Há que se 

destacar, que suas propriedades em solução aquosa são comparáveis aos dos sais biliares. È o 

caso da propriedade de solubilização das soluções de fusidato de sódio com lecitina e 

monoleína como micelas mistas, comparadas à capacidade de solubilização dos sais biliares 

para estes mesmos lipídios. 121, 122   
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Figura 1.10 - Íons fusidato e colato: a (Fus) e b (NaC), fórmulas estruturais; 
c (Fus) e d (NaC), modelos espaciais com posição dos grupos polares na cor 
vermelha; e (Fus) e f (NaC), interface ar-água ou óleo-água. (Carey, 1971). 

 

Entre os efeitos do fusidato de sódio, cabe mencionar: i) potencializador de 

absorção, em que o taurodihidrofusidato de sódio mostra-se eficaz e seguro na 

potencialização da absorção intranasal da insulina; 123  ii) ação bacteriostática, com atividade 

dirigida aos Staphylococcus e algumas espécies anaeróbicas gram-negativas. Mostra atividade 

“in vitro” contra Neisseria sp e Bordetella pertussis; 124  iii) dermatologia, sendo indicada 

para a maioria dos patógenos mais comuns da pele, incluindo Staphylococcus aureus. É 

utilizado no tratamento de infecções da pele, como nos casos de impetigo, foliculite, 

furunculoses e abcessos. É recomendável como alternativa de tratamento para a acne tipo 

“fulminans”, caracterizada por lesões inflamatórias e dolorosas. Seu elevado grau de 
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penetração similar ao dos esteróides, garante uma alta concentração do fármaco no local da 

infecção; 125 iv) propriedades imunossupressoras similares às ciclosporinas, sendo de 

grande utilidade em pacientes com enfermidade de “Crohn” , cujo tratamento convencional 

não é efetivo; 126 v) outras ações, como no tratamento da colite causada por Clostridium 

difficili e infecções estafilocócicas em pacientes portadores de fibrose cística. 127  

Normalmente o ácido fusídico é bem tolerado e apresenta poucos efeitos secundários 

graves. Em estudos mais recentes com pequenos grupos de pacientes, foram verificados que 

os principais estavam relacionados com transtornos do trato gastrointestinal, diarréia e dor de 

cabeça. Casos relacionados com hepatoxicidade foram publicados a partir de 1972. Raramente 

são verificados efeitos secundários relacionados com granulocitopenia, trombocitopenia e 

espasmos venosos. 14 

 

1.2.3 - Helvolato de potássio 

O ácido helvólico (ácido 6α, 16β-diacetoxifusida-1-en-3,7-diona-17(20)-[16,21-

cis],24-dien-21-óico) (Figura 1.11), apresenta uma estrutura semelhante ao ácido fusídico. 

Pertence também ao grupo dos fusidanos. Em sua forma ácida é ligeiramente solúvel em 

água, metanol e etanol, sendo mais solúvel em clorofórmio, acetato de etila, acetona e 

piridina. Apresenta absorção máxima em etanol em 231nm (log ε = 4,24) sendo ε a 

absortividade molar. 128 Como faz parte do grupo dos fusidanos, apresentará propriedades de 

agregação similares às moléculas pertencentes a este grupo como o fusidato de sódio e 

também a dos sais biliares. 
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Figura 1.11 - Estrutura do helvolato de potássio. 
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É produzido a partir do Aspergillus fumigatus e de cultivo de Cephalosporium 

caerulens. 129 Okuda et al.130 estudaram a estrutura do ácido helvólico a partir de ensaios 

químicos e espectroscópicos, propondo o mesmo esqueleto que o do ácido fusídico. 

Produzido de forma aeróbia em cultivos de Acrocylindrium oryzae,131  foi possível a 

introdução de funções oxigenadas no esqueleto dos fusidanos.  

O helvolato de potássio pertence também ao grupo dos triterpenos tetracíclicos, o que 

confere similaridade estrutural com os sais biliares, da mesma forma que o fusidato de sódio. 

No caso do helvolato de potássio (Figura 1.12), não se tem tanta diferença de polaridade entre 

as duas regiões, devido à existência em solução de diferentes epímeros nas posições 6 e 16, já 

que os ésteres podem estar tanto na face α como na β, enquanto que os grupos cetona e ácido 

sempre se encontram na face α da molécula. 

α

β
α

β

 
Figura 1.12 - Modelos espaciais da molécula de helvolato de potássio com todos os grupos 

polares direcionados à face α 

 

Trata-se de um metabólito microbiano com atividade antibiótica contra as bactérias 

gram-positivas, o qual inibe a síntese de proteínas nas células procarióticas. 118 Vários 

experimentos demonstraram que o ácido helvólico é um novo inibidor de acidificação de 

lisossomas e endossomas, sendo o primeiro composto esteroideo com esta ação. Esta 

atividade pode explicar sua habilidade em inibir o metabolismo do colesterol LDL oxidado 

em células do macrófago J774. Portanto, este ácido pode ser uma ferramenta útil para a busca 

de mecanismos bioquímicos do colesterol e outros metabolismos celulares. 117   

Estudos demonstraram os efeitos tóxicos apresentados pelo ácido helvólico na 

semeadura de gramíneas com retardamento no crescimento, 15  bem como ação inibitória do 

epitélio ciliar respiratório humano. 16  
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A aplicação do ácido helvólico na área dermatológica foi mencionada por Freeman, 132 

onde faz referência a atividade desta substância contra patógenos mais comuns da pele 

(Staphylococcus e Bacillus anthracis). Também são citadas atividades nas infecções oculares 

e de ouvido produzidas pelo patógeno Proteus vulgaris e nas infecções produzidas pela 

Escherichia coli presentes no trato urinário.  

 

1.2.4 - CHAPS e CHAPSO 

CHAPS (1-propanosulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilamônio]) e CHAPSO 

(29-hidroxi derivado) (Figura 1.13), são derivados zwiteriônicos dos sais biliares. São 

compostos cuja estrutura lhes confere ação detergente comparável aos sais biliares devido a 

mesma topologia hidrófoba/hidrofílica. Estes surfactantes têm sido amplamente utilizados em 

estudos biológicos, como no caso da solubilização e reconstituição de proteínas em 

membranas. 133- 135  

CHAPS foi designado em princípios dos anos oitenta, para a purificação de proteínas 

de membrana. 134  Na cromatografia tem sido utilizado como agente eluente para melhorar a 

seletividade ou mesmo evitar a adsorção nos materiais de coluna. 136, 137  A micelização do 

CHAPS talvez seja a característica do tensoativo mais estudada, em que a cmc tem sido 

avaliada através de diferentes técnicas e em amplo intervalo de condições experimentais. 138- 
144  
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Figura 1.13 - Estrutura do CHAPS (R=H) e CHAPSO (R=OH). 
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Estudos realizados com relação a algumas das características fisico-químicas destas 

substâncias, envolvendo propriedades de adsorção e formação de micelas são de importância 

considerável quando se refere à ação dos fármacos, uma vez que os requisitos estruturais para 

a atividade superficial e formação de micelas são, muitas vezes, similares àqueles 

relacionados com a interação de um determinado princípio ativo com seus sítios receptores, 

proteínas séricas ou mesmo componentes da própria membrana. 145  

CHAPS e CHAPSO, assim como os esteróides da família dos antibióticos fusidanos, 

ácidos fusídico e helvólico, representam uma classe de substâncias solúveis anfifílicas, os 

quais são estruturalmente análogos aos sais biliares, biodetergentes presentes nos vertebrados. 
120  

A similaridade estrutural destes compostos com sais biliares, sugerem um merecedor 

trabalho de pesquisa como modelos para uma ação detergente, nos casos de síndrome de 

deficiência de sais biliares e possível reposição. 146- 148  

 



 

 

 

 

2 - JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS 
 

Considerando as justificativas apresentadas para estudo de complexos de inclusão, 

entre as quais: 

1) Os problemas de solubilidade e instabilidade em água apresentados pelo furoato de 

diloxanida. 

2) Efeitos secundários apresentados pelo ácido fusídico relacionados com transtornos 

do trato gastrointestinal. 

3) Efeitos tóxicos apresentados pelo ácido helvólico no retardamento do crescimento 

de gramíneas, assim como ação inibitória do epitélio ciliar respiratório humano.  

4) Características estruturais apresentadas pelos quatro esteróides, os quais permitem 

classificá-los como ótimos sistemas para realização de uma análise global dos 

deslocamentos químicos dos sinais de RMN de 1H e 13C. 

5) Busca por novos hóspedes ditópicos a fim de obter-se complexos com β-CD mais 

estáveis que com os sais biliares. 

6) Estudo de novos sistemas esteróides/ciclodextrina, os quais sirvam de modelo para 

a resolução de sistemas complexos em que coexistem mais de uma estequiometria. 

 

Conduzem aos objetivos gerais deste trabalho: 

• Estudar o fenômeno de inclusão do furoato de diloxanida, através dos métodos cinético e 

de solubilidade, assim como através das técnicas de Ressonância Magnética Nuclear (1H e 
13C) e fluorescência. 

• Estudar o fenômeno de inclusão das substâncias com estruturas esteroidais: fusidato de 

sódio, helvolato de potássio, CHAPS e CHAPSO através da técnica de Ressonância 

Magnética Nuclear (1H e 13C). 
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A partir dos objetivos gerais, tem-se como objetivos específicos: 

• Estudar a reação de hidrólise do furoato de diloxanida (FD) em meio básico e na presença 

de β-ciclodextrina (β-CD) e β-ciclodextrina sulfatada.  

• Determinar a constante de associação ou estabilidade do complexo FD/β-CD através dos 

métodos cinético e de solubilidade. 

• Avaliar o fenômeno de inclusão do complexo FD/β-CD através das técnicas de 

Ressonância Magnética Nuclear (1H e 13C) e de fluorescência. 

• Caracterizar as estruturas de: fusidato de sódio, helvolato de potássio, CHAPS e CHAPSO 

através das técnicas de RMN monodimensionais (1H, 13C, DEPT) e bidimensionais 

(NOESY, ROESY, COSY 1H-1H e 1H-13C, J-resolvida. 

• Determinar a estequiometria dos complexos através das técnicas de RMN 

monodimensionais e do método das variações contínuas ou método de Job, para os 

complexos fusidato de sódio, helvolato de potássio, CHAPS e CHAPSO em β- e γ-CD.  

• Determinar as constantes de estabilidade ou formação dos complexos de inclusão: fusidato 

de sódio, helvolato de potássio, CHAPS e CHAPSO em β-CD e γ-CD, com os dados 

obtidos a partir das técnicas de RMN de 1H e 13C (mono e bidimensionais). 

• Elucidar a estrutura dos complexos de inclusão fusidato de sódio, helvolato de potássio, 

CHAPS e CHAPSO em β- e γ-CD, através da técnica de RMN bidimensional ROESY 1H-
1H.  

 



 

 

 

 

3 - MÉTODOS E TÉCNICAS EXPERIMENTAIS 
 

Entre as várias técnicas para determinar a constante de equilíbrio de formação do 

complexo, também denominada de constante de estabilidade, associação ou de formação, será 

dada ênfase neste item, aos métodos por diagrama ou isoterma de solubilidade, ressonância 

magnética nuclear (RMN) e método cinético. 

 

3.1 - Diagrama ou isoterma de solubilidade 

A maioria dos estudos relacionados com o cálculo da constante de formação, se baseia 

na determinação das mudanças que ocorrem na solubilidade do substrato quando na presença 

de diferentes concentrações de ciclodextrina. Mediante este procedimento, é possível 

determinar a formação do complexo de inclusão, tipo de complexo e calcular sua constante. 

Os diagramas de solubilidade foram propostos por Higuchi e Connors.149 É construído, 

representando graficamente a solubilidade da molécula hóspede (substrato), no eixo vertical, 

com relação à concentração da molécula hospedeira (ciclodextrina), no eixo horizontal 

(Figura 3.1). 

A solubilidade total aparente do substrato hóspede (St) aumenta linearmente devido a 

formação do complexo de inclusão solúvel. No entanto, no ponto A, a solubilidade do 

complexo alcança seu limite. A St da molécula hóspede é constante entre os pontos A e B, já 

que os três equilíbrios apresentados no esquema 3.1, se mantém inalterados nesta região. 

Depois do ponto B, uma vez que se consumiu todo o substrato sólido, com a adição de maior 

quantidade de ciclodextrina, ocorre diminuição da concentração do substrato não complexado 

em solução, por formação do complexo e precipitação concomitante de complexo insolúvel. 

Isto se traduz em uma diminuição da solubilidade até um valor constante que corresponde a 

solubilidade inerente do complexo de inclusão (Sc).  
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Figura 3.1 - Tipos de diagrama de solubilidade. 

 

Esquema 3.1 - Equilíbrios sólido-líquido para a formação de um complexo  de inclusão. 

 

Estes autores propuseram então, a existência de dois tipos de perfís (diagramas do tipo 

A e B), nos quais poderão haver certas modificações. 

• Tipo A: quando se forma um complexo de inclusão solúvel. 

• Tipo B: quando se forma um complexo com solubilidade definida. 

 

Diagramas do tipo A: estes indicam a formação de complexos solúveis a qualquer 

concentração de agente complexante, apresentando os distintos comportamentos: 

1. Tipo AL: mostra uma dependência linear da solubilidade total do substrato (St) com a 

concentração de ciclodextrina (CD), obtendo-se assim complexos de primeira ordem 

com relação a concentração de ciclodextrina. 

S + CD CD-S (solução)

S(sólido) CD-S (sólido)

K11
S + CD CD-S (solução)

S(sólido) CD-S (sólido)

K11
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2. Tipo AP: apresentam um desvio positivo da linearidade a concentrações elevadas de 

ciclodextrina e correspondem a formação de complexos de maior ordem molecular. 

3. Tipo AN: se distingue através de um desvio negativo da linearidade a concentrações 

elevadas de ciclodextrinas, é um dos sistemas que menos frequentemente são 

observados na prática e sua ocorrência pode ser explicada devido a interações 

complexas soluto-soluto e soluto-solvente. 

Diagramas do tipo B: indicam a formação de complexos de inclusão com 

solubilidade limitada e bem definida: 

1. Tipo BS: pode-se diferenciar nitidamente três fases, primeiramente um aumento linear 

da solubilidade, relacionado com a formação do complexo. Em uma segunda etapa, se 

observa um platô, que corresponde a máxima solubilidade e finaliza quando o 

substrato que se encontra no estado sólido é consumido. A fase descendente 

corresponde a diminuição de todo substrato não complexado em solução, por 

formação de complexo de inclusão insolúvel. 

2. Tipo Bi: é interpretado da mesma forma, com a diferença de que o complexo que se 

forma é tão insolúvel que o aumento inicial na solubilidade do substrato não é 

detectável. 

 

A partir dos diagramas de solubilidade, pode-se calcular a constante de estabilidade ou 

de formação do complexo de inclusão, tomando-se como critério a etapa inicial ascendente do 

gráfico. 

Supondo o caso mais simples e freqüente, que é a obtenção de compostos de inclusão 

com uma relação molar 1:1, pode-se propor o esquema 3.1.  

Considera-se S o substrato ou também denominado por H (hóspede), CD a 

ciclodextrina e CD–S ou C o complexo de inclusão. 

Fazendo-se o balanço de massas, tem-se as equações (3.1) e (3.2); 

[ ] [ ] [ ]CCDCD o +=  (3.1) 
 
[ ] [ ] [ ]CSS dis +=  (3.2) 
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e portanto, 

[ ]
[ ][ ]SCD

CK =11  (3.3) 

 
Analisando o comportamento linear da [S]dis, com relação a variação da [CD], nos 

diagramas de solubilidade, tem-se a equação (3.4); 

[ ] [ ]odis CDbaS +=  (3.4) 
 

onde a = So e So = concentração do substrato em água e b = inclinação da curva 

Substituindo a equação (3.2) na (3.4) e considerando a = So tem-se a equação (3.5): 

[ ] [ ] [ ]SCDbSC oo −+=  (3.5) 
 

Supondo que a [S] se mantém constante, devido ao excesso de substrato no estado 

sólido, então [S] = So  e obtém-se a equação (3.6): 

[ ] [ ]oCDbC =  (3.6) 
 

Substituindo (3.6), (3.1) e (3.5) em (3.3), finalmente obtém-se a equação (3.7): 

)1(11 bS
bK

o −
=  (3.7) 

 
So representa o limite de solubilidade do substrato e a inclinação é obtida da parte 

linear do gráfico. 

No caso de que os complexos de inclusão apresentam um diagrama com um perfil BS, 

a estequiometria do complexo pode ser calculada a partir do platô, mediante a resolução da 

equação (3.8): 

)(

TSmolar Razão
BA

A

CD
S

−

−
=  (3.8) 

 
onde, ST corresponde ao substrato total adicionado ao sistema, SA a quantidade de 

substrato em solução no ponto A e CD(A-B) a quantidade de ciclodextrina correspondente a 

região do platô. A estequiometria assim calculada pode ser comparada e confirmada com a 
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obtida através de outras técnicas, como espectroscopia UV-Vis, RMN de 1H e 13C e 

fluorescência. 26, 110  

 

3.2 - Ressonância Magnética Nuclear 

A espectroscopia de RMN é uma ferramenta instrumental bastante poderosa já que: i) 

mediante experimentos ROE, permite a detecção das interações espaciais existentes entre os 

prótons do hóspede e hospedeiro, levando à determinação da estrutura do complexo formado 

com suficiente precisão das regiões do hóspede e hospedeiro envolvidos no processo; ii) 

através da análise dos deslocamentos químicos dos sinais dos espectros monodimensionais de 
13C e 1H, permite determinar as constantes de associação e estequiometria dos complexos das 

ciclodextrinas com diferentes hóspedes; iii) através do assinalamento completo dos sinais de 
1H e 13C das moléculas hóspedes, permite determinar sua estrutura. Este assinalamento foi 

possível, graças à realização dos espectros monodimensionais de 1H, 13C, DEPT 45, 90 e 135, 

assim como espectros bidimensionais de correlações homonucleares 1H-1H COSY, 

heteronucleares 1H-13C e NOE. Tratando-se de experimentos de uso rotineiro e não tendo sido 

realizado nenhum tratamento específico dos dados, não serão abordados aspectos e 

fundamentos teóricos destes processos acima mencionados. 

Já no caso dos experimentos ROE, estes são considerados de relevância na 

determinação da estrutura do complexo, o que implica em uma maior reflexão destes 

espectros bidimensionais.  

 

3.2.1 - RMN na determinação da estrutura do complexo 

Efeito Nuclear de Overhauser (NOE)  

Baseia-se na relaxação nuclear via interação dipolar através do espaço de espécies 

homo (1H-1H) ou heteronucleares (1H-13C) na mesma ou em diferentes moléculas. Várias 

interações intra e intermoleculares são consideradas como sistemas de contribuição a estes 

mecanismos de relaxação, entre as quais as dipolares. Na relaxação dipolar, o regresso ao 

estado fundamental se dá através de interações dipolares entre núcleos que se encontram a 
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uma distância de até 4 Ao. Destas interações pode-se obter conclusões referentes à 

conformação de uma dada espécie ou entre diferentes moléculas. 150, 151 Experimentos NOE 

tornam-se impróprios para moléculas com massas moleculares intermédias (entre 1000 e 

3000). No caso dos complexos de inclusão em ciclodextrinas, com massa molecular situada 

na faixa de 1500-2000, recorre-se aos experimentos ROE como alternativa de elucidação 

estrutural. 152 

O experimento ROE permite a determinação das interações dos hidrogênios da 

ciclodextrina que se encontram em direção ao interior, com os do hóspede incluídos dentro da 

cavidade. A informação obtida a partir do espectro revela qual a estrutura do complexo 

formada. Na Figura 3.2, se pode observar uma secção de um espectro ROESY realizado para 

o complexo ácido 6-(p-toluidin) naftalen-2-sulfônico (TNS): β-CD em D2O. 153  
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Figura 3.2 - Espectro ROE do complexo ácido 6-(p-
toluidin) naftalen-2-sulfônico (TNS): β-CD em D2O. 

 
Em cada eixo é representado o espectro de RMN monodimensional do complexo. A 

partir da análise das interações intermoleculares entre os hidrogênios H-3, H-5 e H-6 da β-CD 

com os pertencentes aos grupos toluidino e naftalensulfonato do TNS (considerando a 

concentração do complexo 2:1 desprezível), se deduz que existem dois tipos diferentes de 

complexos 1:1. Um deles é formado pela inclusão do grupo toluidino no interior da 

ciclodextrina (interações dos hidrogênios H-3, H-5 e H-6 da β-CD com os P-10 ao P-14 do 

TNS), enquanto que o outro implica na complexação do grupo naftalensulfonato (interações 

dos H-3, H-5 e H-6 da β-CD com os P-1 ao P-8 do TNS). Das interações consideradas fortes 
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entre o H-3 com os hidrogênios P-5 e P-7 e P-10, P-11, P-13 e P-14, é possível concluir que a 

inclusão em ambos os casos, ocorre através da face secundária da ciclodextrina. O grupo 

naftalensulfonato se encontra totalmente complexado no interior da ciclodextrina (interações 

do H-6/P-1), com o grupo sulfonato estando na parte externa da cavidade, possivelmente 

formando pontes de hidrogênio com as hidroxilas primárias. Por outro lado, o grupo toluidino 

se encontra totalmente complexado no interior da ciclodextrina (interações fortes e médias do 

H-3 e H-5 com todos os hidrogênios do anel aromático e interação fraca do H-6 com o grupo 

metila). A partir destas interações, Alvarez Parrilla et al.,153 propuseram a estrutura 

representada na Figura 3.3 . 
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Figura 3.3 - Representação esquemática da formação dos complexos 1:1 e 2:1 para o sistema 

β-CD: TNS, deduzido a partir do experimento ROESY. 

 

3.2.2 - Aplicações da Ressonância Magnética Nuclear no estudo de Processos de 

Inclusão: estequiometria e constantes de associação. 

Considerando o processo de formação de um complexo de inclusão entre uma 

molécula hóspede (substrato) e n unidades de ciclodextrina; 

nCD+H Cn  (3.9) 

em que nC  é o complexo formado. O processo é caracterizado por uma constante de equilíbrio 

nK , representada pela equação (3.10): 

[ ]
[ ][ ]n

n
n CDH

C
K =  (3.10) 
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É possível encontrar uma relação entre a composição de equilíbrio descrita pelas 

equações (3.9) e (3.10) e o deslocamento químico de alguns dos núcleos atômicos da 

molécula da ciclodextrina ou do hóspede. 

Durante o processo de complexação, os átomos situados em direção ao interior da 

cavidade da ciclodextrina vão sofrer uma mudança considerável em torno de seu ambiente, 

causado basicamente pela saída de moléculas de água e entrada de uma molécula de caráter 

apolar. O mesmo vai suceder com os núcleos da molécula hóspede que vão ser incluídos no 

interior da ciclodextrina, passando de um meio polar (solução) para um de caráter apolar 

(cavidade da ciclodextrina). Portanto, os sinais de RMN tanto da ciclodextrina como da 

molécula hóspede, terão uma variação de deslocamento químico, por estarem envolvidos no 

processo de complexação. 154 

A variação de deslocamento químico dos diferentes núcleos nos espectros de RMN, é 

observada de forma distinta em função da velocidade com que ocorre o processo de 

complexação quando comparado com a escala de tempo de RMN. Assim, as possíveis 

situações observadas em RMN para o processo de complexação em ciclodextrina estão 

representadas na Figura 3.4: 154 
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Figura 3.4 - Sinais observados em RMN. 

(a) Sinal característico de um determinado núcleo de 
ciclodextrina  livre.  

(b) Sinal característico deste mesmo núcleo 
complexado.  

(c) Espectro observado sob regime de intercâmbio 
lento.  

(d) Espectro observado sob regime de intercâmbio 
rápido 

 

Se o processo está sob regime de intercâmbio rápido (caso d), o processo de entrada e 

saída da molécula hóspede é bastante rápida em comparação com a escala de tempo de RMN. 

Portanto, somente se detecta um único sinal, cuja posição é um ponto médio das espécies 

presentes, ciclodextrina livre e complexada.110  
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Assim, a posição de um sinal observada experimentalmente (δobs) será dada pela 

equação (3.11), 110  

        CCCDCDobs nff δδδ +=  (3.11) 
 
onde fCD e fC representam as frações de ciclodextrina livre e complexada e ambos os termos 

satisfazem a condição, 

1=+ CCD nff  (3.12) 
 
Não é frequente utilizar valores absolutos de deslocamento químico (δobs), mas a 

variação observada para a posição do sinal com relação a ciclodextrina livre (δCD). Assim, 

substituindo a equação (3.12) na (3.11) e reordenando, obtém-se como resultado a equação 

(3.13): 

        
[ ]

[ ] maxmax δδδ ∆=∆=∆
o

n
Cobs CD

Cn
nf  (3.13) 

 
considerando que 

CDobsobs δδδ −=∆  (3.14) 
 
e 

            CDC δδδ −=∆ max  (3.15) 
 

Da equação (3.13) se pode obter informações referentes à composição de equilíbrio do 

sistema. Ao aumentar a fração de ciclodextrina complexada obtém-se um aumento linear no 

valor do deslocamento químico observado. Quando a ciclodextrina estiver saturada, ∆δobs 

alcança seu valor máximo (Figura 3.5). 
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Figura 3.5 - Variação do deslocamento químico de um determinado 

núcleo da ciclodextrina em função da fração complexada 

 
 
Determinação da estequiometria do complexo de inclusão. Método de Job 
 
 

O método das variações contínuas ou método de Job 17, 155, 156  é válida para qualquer 

técnica experimental em que se mede uma magnitude diretamente proporcional a 

concentração do complexo formado. Se baseia no fato de que qualquer função que dependa 

diretamente da concentração do complexo, apresenta um máximo com relação a fração molar 

de um dos componentes que formam este complexo. Da posição de seu máximo pode-se obter 

o coeficiente estequiométrico. Do ponto de vista experimental, consiste em realizar uma série 

de experimentos em que se varia a relação molar de ciclodextrina e de hóspede, porém a 

quantidade total de moles é mantida constante (M), isto é, 

               [ ] [ ] MHCD oo =+  (3.16) 
 

A forma de satisfazer esta condição, é misturando diferentes volumes de duas soluções 

de concentrações idênticas (uma de ciclodextrina e outra de hóspede), mantendo-se constante 

o volume total de amostra. É recomendável que a relação entre os moles de cada um dos 

componentes varie de zero a um (0 a 1) com intervalos pequenos, onde se obterá os espectros 

de RMN de cada uma destas soluções, identificando em cada um a posição do sinal 

pertencente a um determinado núcleo da ciclodextrina ou hóspede. 155  

A partir da equação de equilíbrio geral de formação de complexos de inclusão entre m 

moléculas hóspede e n moléculas de ciclodextrina, conforme equação (1.2), onde Cn ou Cnm 

representa o complexo, e considerando que em RMN sob regime de intercâmbio rápido, existe 

uma relação entre o deslocamento químico observado para um determinado núcleo e a fração 
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de ciclodextrina complexada em solução conforme a equação (3.13), uma vez que se mantém 

constante a quantidade total de ciclodextrina e hóspede, multiplicam-se ambos os termos da 

equação (3.13) pela relação molar (RMCD) ou fração molar (XCD) de ciclodextrina (CD) 

( ( )HCDCDCD nnnX += ). Desta maneira, obtém-se as equações (3.17) e (3.18), onde são expressas 

as frações molares de ciclodextrina e hóspede no máximo, 

 

( ) [ ]
[ ] [ ] mn

n

n
mHCD

CDX CD +
=

+
=

+
=

1

1
maxmax

max
max  (3.17) 

 

( ) [ ]
[ ] [ ] mn

m

n
m

n
m

HCD
HX H +

=
+

=
+

=
1maxmax

max
max  (3.18) 

 
 

Desta forma, fica demonstrado que uma representação da função considerada (XCD. 

∆δobs) com relação a fração molar de ciclodextrina (XCD) ou de hóspede (XH) apresentará um 

máximo que é obtido pelas expressões (3.17) ou (3.18) respectivamente, de acordo com a 

Figura 3.6 e a Tabela 3.1.  
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Figura 3.6 - Representação de Job para um complexo 1:1 em função da fração 
molar de ciclodextrina ou de hóspede. 
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Assim, a partir de uma série de soluções em que se varia a fração molar dos 

componentes que formam o complexo de inclusão, pode-se obter a estequiometria do mesmo. 
155  

 

Tabela 3.1 - Posição do máximo de Job para alguns complexos de inclusão. 

complexo n m (XCD)max (XH)max 
CD1H1 1 1 0,5 0,5 
CD2H1 2 1 0,67 0,33 
CD1H2 1 2 0,33 0,67 
CD2H2 2 2 0,5 0,5 

 

Apesar da grande importância na determinação da estequiometria para estudos dos 

complexos de inclusão, o método de Job apresenta algumas limitações. Entre estas podem ser 

citadas: 

1. Não se obtém valores absolutos, mas uma relação n/m. Desta forma, complexos com 

estequiometria 1:1, 2:2, 3:3 (ou 1:2, 2:4, 3:6, etc) apresentam o máximo na mesma 

posição. 

2. Somente se estabelece a existência de um único tipo de complexo sem verificar a 

coexistência em solução de outros tipos. Por exemplo, para um sistema que apresenta 

estequiometria 1: 2, primeiro se formará um complexo 1:1 e posteriormente o 

complexo 1: 2 e sempre existirá uma fração de ambos em solução. 

3. O método vai perdendo sensibilidade à medida que aumenta a relação dos coeficientes 

estequiométricos, de tal forma que para relações n:m superiores a 1:3, torna-se difícil 

determinar com exatidão a posição do máximo da curva. 

4. Se a interação entre a ciclodextrina e a molécula hóspede apresenta uma constante de 

equilíbrio pequena (caráter fraco), a curva apresentará um máximo pouco definido. 

 

Determinação da constante de estabilidade do complexo. 

Os diferentes métodos utilizados para a determinação da constante de estabilidade, se 

baseiam na relação que existe entre a concentração do complexo no equilíbrio e a variação 

observada para o deslocamento químico dos núcleos da ciclodextrina ou do hóspede. 17, 20, 21, 
110, 157, 158, 159  
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Complexos de estequiometria 1:1 

A equação que descreve a posição do sinal observado em RMN para um determinado 

núcleo de ciclodextrina sob um regime de intercâmbio rápido em uma estequiometria do tipo 

1:1,  cujo equilíbrio é descrito na equação (3.19) é, 

                 CD+H C  (3.19) 
 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]( )⎟
⎟
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⎝

⎛ ∆
=∆ 00

2
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0

411
2

HCDHCD
K

HCD
KCD

máx
obs

δ
δ  (3.20) 

 
Para obter o valor da constante de associação, se realiza um ajuste não linear global 

em um programa “Origin 6.0”, considerando a concentração do hóspede e de ciclodextrina de 

cada experimento como variáveis independentes e os deslocamentos no espectro de 13C-RMN 

dos núcleos de cada série (∆δobs) como variáveis dependentes. A equação (3.20) é aplicada ao 

programa “Origin 6.0”, somando ao segundo termo um parâmetro ∆δoffset, que leva em 

consideração a determinação do valor de δCD. 

 

Complexos de estequiometria 1: 2 

No caso de que uma molécula hóspede seja complexada por duas unidades de 

ciclodextrina, deve-se estabelecer  dois processos de equilíbrio sucessivos, 

CD+H C11  (3.21) 
 
CD+C11 C12  (3.22) 
 

e as constantes de equilíbrio são fornecidas pelas expressões, 

[ ]
[ ][ ]CDH

C
K 11

11 =  (3.23) 

[ ]
[ ][ ]CDC

C
K

11

12
12 =  (3.24) 
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A ciclodextrina está presente em solução nas três diferentes espécies: sem complexar 

(CD), complexo de estequiometria 1:1 (C11) e complexo de estequiometria 1:2 (C12). Nestas 

condições e sob um regime de intercâmbio rápido, a posição que apresentará o sinal de um 

determinado núcleo da ciclodextrina em um espectro de RMN é fornecida pela equação 

(3.25); 

              
12121111

2 CCCCCDCDobs fff δδδδ ++=  (3.25) 
 
que pode ser transformada em, 

2max1max 1211
2 δδδ ∆+∆=∆ CCobs ff  (3.26) 

 
onde 

11Cf  e 
12Cf representam a fração de complexos 1:1 e 1:2 respectivamente e 1maxδ∆  e 2maxδ∆ , 

o deslocamento máximo que corresponde a cada um dos dois tipos de complexos. 

Para calcular as concentrações de equilíbrio, estabelece-se em primeiro lugar os 

correspondentes balanços de massa para as espécies presentes em solução, que combinadas 

com as equações (3.23) e (3.24), obtém-se uma equação de terceiro grau que relaciona as 

constantes de associação com a concentração de ciclodextrina, 

 

[ ] [ ] [ ]{ }[ ] [ ] [ ]{ }[ ] [ ] 0112 1111
2

121211
3

1211 =−+−++−+ ooooo CDCDCDKHKCDCDKHKKCDKK  
 
 (3.27) 
 

Através de um programa matemático realizado no Origin 6.0, é possível encontrar 

uma solução a esta equação de terceiro grau. Uma vez conhecida a concentração de equilíbrio 

de ciclodextrina livre, é possível conhecer também a dos complexos C11 e C12 e 

conseqüentemente as frações dos complexos 1:1 (
11Cf ) e 1:2 (

12Cf ), as quais serão utilizadas na 

equação (3.26). Com os resultados dos experimentos em que se varia a concentração de 

ciclodextrina e/ou hóspede, realizando-se um ajuste por mínimos quadrados não linear, 

obtém-se os valores otimizados de  11K  , 12K  , 1maxδ∆   e  2maxδ∆  para cada um dos núcleos da 

molécula de ciclodextrina. 160  
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3.3 - Método cinético 

Em estudos de estabilidade, onde devem ser investigados os efeitos da concentração 

de ciclodextrina na velocidade de degradação de uma determinada substância, deve-se 

procurar realizar estudos cinéticos. Neste caso, a constante de estabilidade ou de formação do 

complexo, poderá ser determinada através dos efeitos de estabilização ou desestabilização, 

exercida pela molécula de ciclodextrina sobre o substrato. 1, 2, 26, 110  

A habilidade em estabilizar alguns e desestabilizar outros, tem sido explicada através 

das diferenças ocorridas na formação da estrutura do complexo. Pode haver aumento da 

velocidade de degradação do substrato, se a parte lábil da molécula se localizar próxima aos 

grupos hidroxilas da molécula de ciclodextrina. Se o substrato interagir mais profundamente 

dentro da cavidade, a parte lábil da molécula poderá estar protegida e resultará em sua 

estabilização. 1, 2  

Portanto, as ciclodextrinas poderão diminuir, acelerar ou não exercer nenhum efeito 

sobre a reatividade de uma determinada reação, podendo exibir um comportamento cinético 

comparável às reações enzimáticas, isto é, através da formação complexo-substrato, inibição 

competitiva, saturação e interação estereoespecífica. 1, 2, 26, 27, 61  

Devido a cinética de saturação, a constante de velocidade de primeira ordem 

observada para a reação (kobs), vai se aproximar de um valor máximo (catálise) ou mínimo 

(inibição), com o aumento da concentração de ciclodextrina. 1, 2  

A constante de velocidade de primeira ordem para a degradação do substrato 

(hóspede) na presença de ciclodextrina (kc) e a constante de estabilidade ou de formação, 

podem ser determinadas através de métodos análogos a análise de Michaelis-Menten, 

utilizados na cinética enzimática. 161 Os estudos cinéticos são normalmente feitos com 

soluções diluídas, supondo-se formação de complexos 1:1. Considerando o Esquema 3.2:  
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CD + S CD-S
K11

Produtos de decomposição

ko kc

CD + S CD-S
K11

Produtos de decomposição

ko kc

 
 

Esquema 3.2 - Mecanismo cinético de hidrólise do furoato de 
diloxanida na presença e ausência de ciclodextrina (CD) 

 

Onde: [CD.S] é a concentração do complexo 1:1 formado na reação entre 

ciclodextrina (CD) e substrato (S); ko é a constante de velocidade para a reação não catalisada; 

kc é a constante de velocidade da reação em presença de CD; K11 é a constante de estabilidade 

ou formação do complexo formado entre CD e S, considerando estequiometria 1:1. 

No caso da constante de equilíbrio da equação (3.3), onde [CD.S] ou [C] é a 

concentração do complexo 1:1 e considerando, [CD]o >> [S]o, então [CDo] ≅ [CD]. O balanço 

de matéria exige que,  

[ ] [ ] [ ]CSS o +=  (3.28) 

 

Isolando [S] da equação de equilíbrio (3.3), tem-se: 

           [ ] [ ]
[ ]CDK
CS

11

=  (3.29) 

 
Substituindo (3.29) em (3.28) e isolando [C] obtém-se, 

           [ ] [ ] [ ]
[ ]CDK
CDSKC o

11

11

1+
=  (3.30) 

 
A constante de velocidade de primeira ordem observada na degradação do substrato 

(kobs) é considerada a média das constantes ko e kc, onde: 

           
[ ] [ ] [ ] [ ]CkSkSk
dt
Sd

cooobs
o +==  (3.31) 
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Isolando [S] e [C] das equações (3.28)-(3.30), e substituindo-as em (3.31) obtém-se, 

            [ ]
[ ]CDK

kCDKkk oc
obs

11

11

1+
+

=  (3.32) 

 
E finalmente, rearranjando e considerando o inverso, de acordo com o método de 

Lineweaver-Burk, 26 chega-se a equação (3.33): 

          ( ) [ ] cocoobso kkCDKkkkk −
+

−
=

−
111

11

 (3.33) 

 
 

Na equação (3.33), assume-se que a [CD] é a concentração total no meio reacional, 

isto é, a ciclodextrina livre e na forma de complexo. Para isto ser justificado, esta 

concentração deve ser ao menos dez vezes maior que a do substrato. O valor de ko é obtido 

quando nenhuma ciclodextrina está presente no meio reacional; kobs é determinado a três ou 

quatro concentrações de ciclodextrina e os valores de kc e K11 são calculados a partir da 

interseção e inclinação do gráfico ( )obso kk −/1  versus [ ]CD/1 , que fornece uma linha reta (se 

a suposição do complexo de estequiometria 1:1 estiver correta). A baixas concentrações, a 

maioria dos complexos substrato–ciclodextrina são de estequiometria 1:1. 1, 2, 31  

Alguns trabalhos sugerem o método cinético como o mais aplicável para avaliação do 

valor de K11, quando existem problemas de instabilidade química por parte do substrato 

(hóspede) e quando o valor de K11 não puder ser determinado de outra maneira. 1, 48, 53 No 

estudo do fármaco espironolactona, antagonista da aldosterona, a degradação foi devida ao 

uso da β- e γ-CD e alguns derivados, sugerindo uma atividade catalítica das ciclodextrinas. 

Neste trabalho foi estudada a complexação da espironolactona (SP) em ciclodextrinas e o 

efeito do pH na reação de deacetilação catalisada por β-ciclodextrina (β-CD), hidroxipropil-β-

ciclodextrina(HP-β-CD), sulfobutileter-β-ciclodextrina (SBE-β-CD), γ-ciclodextrina (γ-CD) e 

sulfobutileter-γ-ciclodextrina (SBE-γ-CD). Estes estudos foram realizados através de métodos 

cinéticos, diagrama de solubilidade e Ressonância Magnética Nuclear.53 No estudo da 

estabilidade química dos fármacos melfalano e carmustina, dois agentes antineoplásicos 

bastante instáveis, foi verificado uma diminuição da velocidade de hidrólise de ambos os 

fármacos na presença de concentrações crescentes das ciclodextrinas estudadas. Os dois 

agentes antineoplásicos, melfalano e carmustina, foram avaliados do ponto de vista de 
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estabilidade e solubilidade, com o uso de derivados de ciclodextrinas, sulfobutileter-β-

ciclodextrina e hidroxipropil-β-ciclodextrina. 48   

Loftsson et al., estudaram o efeito das ciclodextrinas na solubilidade e estabilidade dos 

fármacos acetato de medroxiprogesterona e megestrol em solução aquosa. Dos resultados 

cinéticos obtidos a partir do estudo da reação de degradação, foi constatado que em presença 

dos derivados, hidroxipropil-β-CD e metil β-CD, estes fármacos apresentavam uma melhora 

na sua estabilidade química.162 

Doxoribicina e daunorubicina, drogas antineoplásicas usadas na quimioterapia do 

câncer, são instáveis em solução aquosa, podendo sofrer hidrólise, com perda da estabilidade 

e atividade. Bekers et al., estudaram o comportamento destas substâncias com relação às 

ciclodextrinas α-, β- e γ-, observando que na região ácida, as velocidades de degradação de 

ambas as substâncias decresce na presença de γ-CD, enquanto que nenhum efeito foi 

observado em meio ácido e alcalino frente a α- e β-CD. Acima de pH 4, a degradação da 

daunorrubicina é acelerada através da γ-CD, enquanto que para a doxorrubicina este efeito é 

observado somente em soluções fortemente alcalinas.163 

A indometacina é um antiinflamatório não-esteroidal, com ação inibitória da 

biossíntese da prostaglandina (inibição da ciclooxigenase), e portanto com atividade 

analgésica, antipirética e antiinflamatória. É pouco solúvel em água e instável em solução 

aquosa. Esta substância foi estudada do ponto de vista da estabilidade, através do efeito da α-, 

β- e γ-ciclodextrinas, assim como os derivados hidroxipropil e hidroxietil-CD. Os autores 

verificaram que a velocidade de hidrólise de indometacina em solução alcalina é altamente 

suprimida por β- e γ-ciclodextrinas, enquanto que em α-ciclodextrina ocorre o oposto.50   

Prostaciclina (PGI2) é um potente agente terapêutico no tratamento da trombose e 

relaxamento da musculatura lisa vascular. Entretanto, este composto é hidrolisado facilmente 

em solução aquosa, com perda da atividade em poucos minutos. Na presença de 

ciclodextrinas, a velocidade de hidrólise da PGI2 diminuiu na ordem de β- > α -> γ-CD. Esta 

afirmação é consistente com a magnitude da constante de estabilidade do complexo 

determinado cineticamente, indicando que a relação entre as moléculas hóspede e hospedeiro 

é importante na mudança de velocidade. 49  
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No estudo da velocidade de hidrólise da benzocaína em solução aquosa, foi 

demonstrado que este fármaco interage com a β-CD para formar um complexo 1:1, levando a 

uma inibição de sua velocidade quando em meio alcalino. Similarmente, estudos da hidrólise 

de procaína, atropina, aspirina e fenilbutazona em solução aquosa, mostraram uma diminuição 

na velocidade na presença de β-CD. 164  

 



 

 

 

 

4 - PARTE EXPERIMENTAL 

 

O furoato de diloxanida (FD) foi de procedência do Lab. Knoll S.A., o ácido helvólico 

procedente da Sigma, fusidato de sódio do Laboratório Leo Pharmaceutical Products e 

CHAPS e CHAPSO da ICN Biomedicals Inc.  

As ciclodextrinas β- (doadas por Roquette, França) , γ- (Wacker, Alemanha) e β-CD 

sulfatada (Cerestar, USA) eram de pureza 98%, o que não exigiam nenhum processo prévio 

de purificação para eliminação de impurezas. No entanto, quando necessário, estas eram 

submetidas a um processo de dupla recristalização em água com posterior secagem em estufa 

(Gallenkamp) aumentando gradualmente a temperatura de 40-200oC, até peso constante. Os 

pesos moleculares das ciclodextrinas para a β-, γ- e β-CD sulfatada são de 1153 g.mol-1, 1297 

g.mol-1 e 2563 g.mol –1 , respectivamente . O grau de substituição para a β-CD sulfatada igual 

a 14.  

 

D2O (99%) foi fornecida por SDS, França. A acidez do meio foi ajustado quando 

necessário, com KOD 10-4 M (Aldrich, 40% em D2O). 

As medidas de RMN foram realizadas em um espectrômetro da BRÜKER modelo 

AMX 500, pertencente ao Centro de Ressonância Magnética Nuclear de Galícia do Campus 

de Santiago de Compostela da Universidade de Santiago de Compostela (Espanha), com uma 

freqüência de trabalho de 500 MHz para 1H e 125 MHz para 13C e um espectrômetro 

BRÜKER modelo AC 300, pertencente ao Serviço Geral de Apoio à Investigação Físico-

Química e Tecnologia de Alimentos do Campus de Lugo, pertencente à Universidade de 

Santiago de Compostela (Espanha), com uma freqüência de operação de 300 MHz para 1H e 

75 MHz para 13C. 

Para as medidas de fluorescência foi usado um equipamento da Edimburgh 

Instruments Modelo F900. 
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As medidas cinéticas foram realizadas em um espectrofotômetro UV-VIS Varian 

DMS-80, acoplado a um microcomputador IBM-XT. 

4.1 - Métodos de avaliação de formação do complexo furoato de 

diloxanida:β-CD 

 

Diagrama de Solubilidade 

Os diagramas de solubilidade foram elaborados segundo o método proposto por 

Higuchi e Connors. 149 

Em tubos apropriados para análise, foram adicionadas quantidades em excesso do 

fármaco, correspondente à 1,0 mM e soluções aquosas de β-CD nas concentrações entre 0,0 e 

22,0 mM. As amostras foram mantidas durante um período de 07 (sete) dias em agitação e 

temperatura de 37oC. Para cada uma das amostras foram feitas triplicatas. Após este período, 

procedeu-se a filtração do sobrenadante, utilizando-se membranas de filtro de acetato de 

celulose (Milipore), cujo diâmetro do poro era de 0,45 µm. Com o filtrado realizaram-se 

diluições 1/10, procurando manter a temperatura constante. A concentração de fármaco 

dissolvida foi determinada por espectrofotometria UV, no mesmo comprimento de onda na 

qual foi obtida a curva de calibração. 

 

Curva de Calibração 

Preparou-se uma solução aquosa do furoato de diloxanida com concentração de 

6,1x10-2mM. Foi mantida em agitação à 37oC por aproximadamente 24 horas. A partir desta 

solução e por diluição, foram preparadas soluções cujas concentrações estavam entre 6,1 e 

6,1x10-3 mM. As absorbâncias  foram medidas a 260 nm, que corresponde ao comprimento de 

onda máximo do furoato de diloxanida. Graficando os valores de absorbância versus 

concentração do FD, obtém-se a curva de calibração, sendo os parâmetros; Abs= - 0,0088 + 

18162 X, com um coeficiente de correlação r= 0,9999. 
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Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C 

Considerando que a solubilidade do fármaco é muito baixa em água, procurou-se 

realizar medidas em misturas de solventes como água/metanol e água/acetonitrila em 

diferentes proporções (20:80, 30:70, 40:60 e 50:50). 

No caso da técnica de 1H-RMN, prepararam-se separadamente duas soluções com 

misturas de solventes nas proporções de 50:50 metanol/água deuterados em iguais 

concentrações, isto é, 4mM de furoato de diloxanida (hóspede) e 4mM de β-CD. Estas foram 

mantidas em banho-maria e ultrasom por aproximadamente duas horas, para completa 

solubilização. 

No caso da técnica de 13C-RMN, prepararam-se soluções de β-CD 10mM em mistura 

de CH3CN: D2O 40:60 e de furoato de diloxanida (FD) e β-CD em iguais concentrações, 

sendo de 10mM na mistura CH3CN: D2O 40:60. 

 

Fluorescência 

Para evidenciar a formação do complexo furoato de diloxanida-β-CD, foram utilizados 

feixes de excitação e emissão de 3,0 e 5,0 mm respectivamente, com um λ máximo de 

excitação de 338 nm. A concentração de furoato de diloxanida foi de 3,0 x10-5 M (0,2% de 

etanol) e a de β-CD de 1,2 x10-2M.  

 

Estudo cinético 

As medidas cinéticas foram realizadas em um espectrofotômetro UV-VIS Varian 

DMS-80, acoplado a um microcomputador IBM-XT e a um banho termostatizado, calibrado a 

uma temperatura de 37oC.  

As determinações cinéticas foram realizadas em solução aquosa (0,4% de etanol), 

37oC, força iônica 0,5M (KCl), através do monitoramento da hidrólise do furoato de 

diloxanida (FD) (6,66x10-5M) a 260 nm. 
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4.2 - Avaliação de formação dos complexos helvolato de potássio, 

fusidato de sódio, CHAPS e CHAPSO em β- e γ- CD por RMN. 

 

Resolução dos espectros 

Foram feitos estudos de RMN monodimensionais de 13C, 1H, DEPT 45, 90 e 135, e 

bidimensionais 2D 1H-1H e 13C-1H, NOESY 1H-1H e ROESY 1H-1H. A referência externa 

utilizada foi o tetrametilsilano (TMS). 

As soluções dos ácidos fusídico e helvólico foram neutralizados com NaOD e KOD 

respectivamente, a fim de se obter o fusidato de sódio e helvolato de potássio totalmente 

ionizados e assim uma melhor solubilização destas substâncias na presença de β- e γ-CD. 

 Foram preparadas soluções de fusidato de sódio, helvolato de potássio, CHAPS e 

CHAPSO e das ciclodextrinas (β- e γ-CD) em uma concentração de 10 mM em D2O. A 

temperatura foi mantida em aproximadamente 25oC, o pH das soluções dos compostos 

CHAPS e CHAPSO em 5,0-6,0 (pH natural) e do helvolato de potássio e fusidato de sódio em 

pH 7,0-8,0.  

 

Estudos de Formação dos Complexos de Inclusão  

Foram preparadas soluções das amostras, fusidato de sódio, helvolato de potássio, 

CHAPS e CHAPSO e das ciclodextrinas (β- e γ-CD) nas mesmas condições que foram 

utilizadas para a caracterização dos espectros. 

Para determinação da estequiometria dos complexos através do método de Job, foram 

preparadas soluções diretamente em tubos de RMN, através da mistura de diferentes volumes, 

de ciclodextrina (β- ou γ-CD) e de hóspede (fusidato de sódio, helvolato de potássio, CHAPS 

ou CHAPSO), variando a relação molar (RM) de CD e hóspede de idênticas concentrações 

(10mM), e mantendo sempre o mesmo volume final, conforme Tabela 4.1. 
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Tabela 4.1 - Variáveis Utilizadas na Preparação das Soluções para o Estudo de Complexação por RMN. 

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

VH(mL) 0 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 

VCD (mL) 0,5 0,45 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 

RMH 
a 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 

RMCD 
b 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 

a RMH = relação molar de hóspede (H), bRMCD= relação molar de ciclodextrina (CD) 
 

  



 

 

 

5 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Neste item são apresentados resultados referentes ao estudo do complexo de inclusão 

do amebicida furoato de diloxanida em presença de β-CD, envolvendo estudos cinéticos, de 

solubilidade, técnicas de fluorescência e RMN de 1H e 13C. Também são apresentados estudos 

cinéticos referentes ao furoato de diloxanida em presença de β-CD sulfatada (β-CDSO3Na). 

Constam também resoluções dos espectros e estudos de complexação do fusidato de 

sódio e helvolato de potássio, CHAPS e CHAPSO em β- e γ-CD, através das técnicas de 

RMN de 1H e 13C mono (1H, 13C, DEPT) e bidimensionais (1H-1H, correlação 1H-13C, 

ROESY, NOESY) e método de Job.  

 

5.1 - Estudo do Complexo de Inclusão Furoato de diloxanida: β-CD. 

5.1.1 - Diagrama ou Isoterma de Solubilidade 

A maioria dos estudos relacionados com o cálculo da constante de formação, se baseia 

na determinação das mudanças de solubilidade do fármaco observadas na presença de 

diferentes concentrações de ciclodextrina. 

De acordo com a Tabela 5.1 e Figura 5.1, pode-se observar o diagrama de solubilidade 

do furoato de diloxanida em β-CD. Para as determinações analíticas se fez uso da reta de 

calibração, cujo coeficiente de absortividade molar de 18.162 serviu para a determinação das 

concentrações de fármaco dissolvidas em cada um dos tubos contendo diferentes 

concentrações de β-CD no diagrama de solubilidade. Estas concentrações são expressas pela 

“solubilidade FD, M” no referido diagrama. As medidas foram realizadas segundo a técnica 

de Higuchi e Connors 149 , pH 7,0, 37oC e agitação durante 7 dias.  

O furoato de diloxanida apresentou um perfil Bs, no qual existe um aumento linear da 

solubilidade relacionada com a formação do complexo com a ciclodextrina. Em uma segunda 

etapa, observou-se um platô que corresponde a máxima solubilidade e finalmente uma fase 
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descendente que corresponde à diminuição da concentração do furoato de diloxanida livre em 

solução, por formação de complexo de inclusão insolúvel. Neste caso, a constante de 

estabilidade obtida foi de 427,4 M-1 (r = 0,9959). Este valor foi coincidente com o obtido por 

Nieto Reyes. 12  

Tabela 5.1 - Dados de absorbância e diferentes concentrações de furoato de diloxanida (FD) e de β-CD para 
construção do diagrama de solubilidade; T= 37oC, pH 7,0, λ= 260 nm.  

Absorbância 260 nm 104x[FD]/M [β-CD]/M 
0,2411 1,327 0,0 
0,4791 2,638 0,0022 
0,6863 3,778 0,0044 
0,8565 4,716 0,0066 
1,1548 6,358 0,0088 
1,1300 6,222 0,011 
0,8823 4,858 0,0132 
0,7368 4,057 0,0154 
0,6249 3,441 0,0176 
0,5749 3,165 0,0198 
0,5041 2,776 0,022 

0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
0.0

1.0x10-4

2.0x10-4

3.0x10-4

4.0x10-4

5.0x10-4

6.0x10-4

7.0x10-4

so
lu

bi
lid
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e 

FD
, M

[β-CD], M

 
Figura 5.1 - Diagrama de solubilidade do furoato de diloxanida em β-CD com valor de Kc= 427,4 M-1; 

So=1,35x10-4; r=0,9959. 
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5.1.2 - Método Cinético 

Em estudos de estabilidade, onde devem ser investigados os efeitos da concentração 

de ciclodextrina na velocidade de degradação de uma determinada substância, deve-se realizar 

estudos cinéticos. Neste caso, a constante de estabilidade ou de formação do complexo, 

poderá ser determinada através dos efeitos de estabilização ou desestabilização exercida pela 

molécula de ciclodextrina sobre o fármaco. 1, 2, 26, 110  

Figura 5.2 mostra o perfil do logaritmo da constante de velocidade de primeira ordem 

(kobs) em função do pH, no estudo da hidrólise do furoato de diloxanida em água, β-CD e β-

CD sulfatada (β-CDSO3Na). Dados encontram-se na Tabela 5.2. O perfil de velocidade em 

função do pH para a reação de hidrólise do furoato de diloxanida (FD) indicam 

comportamentos diferenciados na ausência e presença da β-CD e β-CDSO3Na. A reação de 

hidrólise foi observada na faixa de pH básico enquanto que abaixo de 7,0 não foi constatada 

reação nas condições experimentais em estudo. Observa-se nesta região de pH básico, que a 

β-CD inibe a reação de hidrólise, enquanto que a β-CDSO3Na acelera. A inibição de 

velocidade no caso da β-CD, pode ser explicada pelo fato de que esta protege o substrato do 

ataque da água durante a reação. No perfil log kobs versus pH são mostradas linhas paralelas 

com inclinação próxima de 1,0, sugerindo assim uma catálise básica. 

Tabela 5.2 - Logarítmo da constante de velocidade de primeira ordem em função do pH para a reação de 
hidrólise do furoato de diloxanida (FD) em água, β-CD e β-CDSO3Na; [FD]= 6,66x10-5 M; λ= 260 nm; T= 37 

oC; µ= 0,5 M (KCl) 

pH log kobs 
 H2O β-CD β-CDSO3Na. 

7,0 -4,83 -- -- 

7,5 -- -4,74 -- 

8,0 -4,56 -4,52 -- 

8,5 -4,45 -- -4,23 

9,0 -4,4 -4,44 -3,8 

9,5 -4,0 -4,14 -3,3 

10,0 -3,5 -4,0 -2,8 

10,5 -3,0 -3,5 -2,3 

11,0 -2,5 -3,0 -1,8 
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Figura 5.2 - Logarítmo da constante de velocidade de primeira ordem em função do pH 
para a hidrólise do furoato de diloxanida em água, β-CD e β-CD sulfatada, à 37oC. 

 

Através do método cinético, observou-se que a β-CD inibiu a degradação do fármaco 

furoato de diloxanida em pH básico, sendo que a pH 10,75 ocorreu uma diminuição na 

velocidade de hidrólise com o aumento da concentração de β-CD. Neste caso, observou-se 

inibição da reação, com um perfil de cinética de saturação, característico de reações 

enzimáticas (Tabela 5.3 e Figura 5.3).  

Tabela 5.3 - Constantes de velocidade de primeira ordem em função da concentração de β-CD no estudo da 
reação de hidrólise do FD em pH 10,75 e 37oC. 

104x[β-CD]/M 104x kobs/s-1 

0 17,6 (ko) 

12,5 14,8 

25,0 12,5 

37,5 11,3 

50,0 10,8 

62,5 10,4 

87,5 9,99 
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Figura 5.3 - Variação da constante de velocidade de primeira ordem em função de 

concentrações crescentes de β-CD para a hidrólise do furoato de diloxanida (6,66x10- 

5M) em pH 10,75, µ= 0,5 M (KCl), λ= 260 nm e 37oC; ko = 1,76 x 10-3 s-1. 

 

Por outro lado, quando se observa a influência da β-CDSO3Na na reação de hidrólise, 

constata-se um efeito oposto ao da β-CD, isto é, ao aumentar a concentração de β-CDSO3Na, 

ocorre aumento de velocidade de reação de hidrólise. Neste caso, os grupos sulfatos ligados à 

ciclodextrina devem facilitar o ataque da água, através provavelmente de um mecanismo de 

catálise nucleofílica (Tabela 5.4 e Figura 5.4).  

Vários mecanismos de reações de hidrólise com diversos substratos, com 

envolvimento de estruturas de complexos de inclusão com a β-CDSO3Na tem sido descritos 

na literatura. 165-167 Em analogia a estes mecanismos, o Esquema 5.1 demonstra que na 

presença da β-CDSO3Na, a catálise nucleofílica pode ocorrer tanto pelos grupos sulfatos 

substituídos no O-2, como pelos grupos hidroxilas secundários auxiliados pelos sulfatos 

substituídos no O-3 da ciclodextrina, e que através de pontes de hidrogênio deixa o oxigênio 

O-2 mais nucleofílico. O grupo carbonila pertencente ao furoato de diloxanida está sendo 

representado nas proximidades da cavidade da ciclodextrina, a fim de demonstrar a interação 

dos grupos sulfatos da ciclodextrina com o carbono eletrofílico. Esta proposta é válida desde 

que o grau de substituição por grupos sulfatos é de 14, distribuídos nos oxigênios 2, 3 e 6. 168, 

169 
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Esquema 5.1 - Representação do mecanismo de catálise nucleofílica envolvendo o centro reativo do furoato de 
diloxanida e a β-CDSO3Na. 

 

Tabela 5.4 - Constantes de velocidade de primeira ordem em função da concentração de β-CD sulfatada no 
estudo da reação de hidrólise do FD em pH 10,0 e 37oC. 

 

104x[β-CD sulf.]/M 104x kobs/s-1 

0,0 3,16 (ko) 

10,0 4,94 

20,0 5,56 

34,0 6,74 

60,0 8,05 

80,0 9,64 

100,0 11,0 
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Figura 5.4 - Variação da constante de velocidade de primeira ordem em função de 
concentrações crescentes de β-CD sulfatada para a hidrólise do furoato de 

diloxanida (6,66x10-5 M) em pH 10,0, µ= 0,5 M (KCl), λ= 260 nm e 37oC; ko = 
3,16 x 10-4 s-1. 

 

Dados cinéticos demonstraram que a pH 7,0, após 07 dias e à 37oC (iguais condições 

experimentais para avaliação da constante de estabilidade do complexo pelo método de 

Higuchi,149 tem-se a hidrólise do furoato de diloxanida, conforme observado na Figura 5.5. 

Segundo o Esquema 5.2, a reação de hidrólise compete com a de complexação e altera 

portanto a solubilidade aparente do fármaco.  

 

 

FD sol FDdiss + CD Complexo
Kc

hidrólise

Produtos  

Esquema 5.2 - Reação de hidrólise do furoato de diloxanida (FD) versus complexação. 
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Figura 5.5 - Espectros de UV para a reação de hidrólise do furoato 
de diloxanida por 7 dias, a pH 7,0  e à 37oC.  

 

 

Nos estudos de ensaio de estabilidade “in vitro”, Nieto Reyes demonstrou a pH 9,0 um 

efeito catalisador da β-CD na hidrólise do furoato de diloxanida. Por outro lado, através de 

ensaios “in situ” com animais de laboratório, foi verificado por esta mesma autora que a 

constante de degradação do furoato de diloxanida que forma parte do complexo de inclusão 

FD/β-CD é significativamente menor comparado ao mesmo ensaio sem a presença da β-CD. 
12  Em nossos estudos, observou-se inibição da velocidade de hidrólise na região de pH básico 

na presença de β-CD, corroborando com os ensaios “in situ” realizados por Nieto Reyes. 

Portanto, a β-CD estaria protegendo o composto da ação das esterases presentes na porção do 

trato gastrointestinal. 

A constante de velocidade de primeira ordem para a hidrólise do furoato de diloxanida 

(FD) na presença de β-CD e a constante de estabilidade ou equilíbrio podem ser determinadas 

através de métodos análogos aos de Michaelis-Menten para a cinética enzimática, 161 de 

acordo com o apresentado no Esquema 3.2. A partir da equação 3.33 pode-se escrever a 

equação 5.1, cuja aplicação é demonstrada na Figura 5.6 e Tabela 5.5, já que graficando 

[ ] ( )obso kkCD −/  versus [ ]CD , 11K  e ck  poderão ser calculados a partir dos valores da 
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interseção e coeficiente angular, se a suposição do complexo 1:1 estiver de acordo com a 

formação de uma reta. 1, 2, 48  

 

[ ]
( )

[ ]
cocoobso kk

CD
Kkkkk

CD
−

+
−

=
− 11

1
 (5.1) 

 
 
 
 

Foram observadas relações lineares para a formação dos complexos FD/β-CD e FD/β-

CD sulfatada, confirmando a formação de complexo 1:1. O valor de 11K  foi de 517,0 e 116,8 

M-1 respectivamente para a β-CD e β-CD sulfatada. 

O maior valor da constante para a β-CD em relação a β-CD sulfatada, pode ser 

explicado pela maior interação da β-CD com o referido fármaco, onde provavelmente neste 

caso, ocorra uma maior proteção do grupo éster ao ataque da água, constatado através da 

inibição da reação de hidrólise. 

 

Tabela 5.5 - Perfil [β-CD]/(ko – kobs) vs [β-CD] para estudo da reação de hidrólise do furoato de diloxanida a pH 
10,75 e 37 o C. 

104x[β-CD]/M [β-CD]/(ko –kobs)/M.s 
0 -- 

12,5 4,46 

25,0 4,90 

37,5 5,95 

50,0 7,35 

62,5 8,68 

87,5 11,5 
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Figura 5.6 - Perfil de [β-CD]/(ko - kobs) versus [β-CD] para a hidrólise 
do furoato de diloxanida (6,66x10-5 M), pH= 10,75, µ= 0,5M (KCl), 

λ= 260nm à 37oC. 

 
O efeito do aumento na concentração de sais inorgânicos poderá ocasionar tanto 

aumento quanto diminuição da constante de estabilidade na formação do complexo. 26 A fim 

de avaliar a influência da força iônica (0,5M de KCl) no processo de formação do complexo 

FD/β-CD, realizou-se o estudo de complexação na ausência de KCl, mantendo-se as mesmas 

condições experimentais utilizadas em presença de KCl. Os estudos demonstraram então que 

o valor da constante de formação do complexo FD/β-CD na ausência de KCl foi de 509,0 M-1 

(r= 0,9861). 

No estudo do efeito da força iônica na velocidade de degradação do agente 

antineoplásico doxorrubicina, Brewster et al. verificaram que o aumento na velocidade estava 

relacionado com a formação de um estado de transição polar.51 Hirayama e Uekama170 

verificaram um aumento da velocidade com adição de certos câtions e ânions, no estudo da 

catálise de inclusão de ciclodextrinas na isomerização da prostaglandina A1. No caso de 

sistemas tais como KI, KClO3 e KBrO3, a velocidade de isomerização foi significativamente 

diminuída, indicando uma competição entre os sais e a molécula hóspede pela inclusão na 

ciclodextrina. 

A diferença no valor obtido para a constante de equilíbrio através do método cinético 

comparado ao de solubilidade, pode ser explicado considerando que no período de 07 dias, 

que foi o tempo utilizado neste último método, parte do furoato de diloxanida pode ter sido 
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hidrolisado, levando a consideráveis erros na determinação da constante de formação do 

complexo. Os produtos de hidrólise do furoato de diloxanida, ácido furóico e diloxanida, 

podem competir com o furoato de diloxanida pela complexação com a β-CD. Desta forma 

diminui a solubilidade aparente do furoato de diloxanida e o valor da constante de formação 

do complexo será menor quando determinado pelo método de solubilidade.  

Este fato também foi observado na determinação da constante de formação do 

complexo do fármaco antineoplásico melfalano com sulfobutil éter-β-CD ([SBE]7m-β-CD) e 

hidroxipropil-β-CD (HP-β-CD). Após 24 horas, houve a formação de dois produtos de 

degradação, hidroximelfalano e dihidroximelfalano, os quais competiam pela complexação 

com as ciclodextrinas, diminuindo a solubilidade aparente do melfalano. 48  
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5.1.3 - Fluorescência 

A adição de ciclodextrina a uma solução aquosa, normalmente resulta em melhora 

significativa no espectro de fluorescência. A mudança é semelhante àquela observada para 

compostos dissolvidos em solventes menos polares, tais como dioxano e etanol, sugerindo 

assim que o composto foi transferido de um ambiente aquoso à cavidade apolar da 

ciclodextrina.26 O aumento da intensidade de fluorescência produzida pelo processo de 

complexação em ciclodextrina, foi avaliado também qualitativamente no trabalho 

desenvolvido por Ma et al. 48 com os agentes antineoplásicos melfalano e carmustina. 

Porém, neste trabalho não foram observadas diferenças significativas nos espectros de 

excitação e emissão do furoato de diloxanida na presença e ausência da β-CD nas condições 

experimentais testadas. Postula-se que esta pequena diferença se deve à baixa solubilidade em 

água e pouca fluorescência do furoato de diloxanida (Figura 5.7). 
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Figura 5.7 - Espectros de Fluorescência do furoato de diloxanida (3,0x10-5M e 0,2% 
de etanol) e  β-CD (1,2x10-2M); λEx = 338 nm. 
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5.1.4 - Ressonância Magnética Nuclear 

A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN), também tem sido muito 

utilizada para a caracterização dos complexos de inclusão, através da observação das 

mudanças que ocorrem com os sinais de hidrogênio (1H) ou de carbono (13C) da molécula da 

ciclodextrina ou hóspede, ao estarem complexados. 110 Vários trabalhos 17, 20, 21, 171, 172 

reportaram o uso desta técnica, pois trata-se de uma ferramenta útil nos estudos de formação 

de complexos de inclusão. Este processo vai sempre ocorrer quando existir compatibilidade 

geométrica e de polaridade entre a ciclodextrina e a molécula hóspede. 26  

Através de experimentos preliminares (Figuras 5.8 e 5.9) e pelas estimativas teóricas 

de deslocamento de 1H e 13C (Programa ChemOffice 6,0), pode-se situar os hidrogênios e 

carbonos pertencentes à molécula de furoato de diloxanida dentro do intervalo de δ 

respectivamente de 2,5 a 8,0 ppm e de 30,0 a 155,0 ppm. No espectro de 1H (Figura 5.8), 

observam-se somente 6 (seis) sinais dentro do intervalo de δ de 6,2 a 8,0 ppm, com 

possibilidade de sobreposição do singlete (b) com o metanol utilizado como solvente. Os 

sinais correspondentes à β-CD somente são observados no espectro de 1H no intervalo de 3,0 

e 5,0 ppm (Figura 5.10). No espectro de 13C (Figura 5.9), onde deveriam ser observados 12 

(doze) sinais, apenas 7 (sete) são mostrados dentro do intervalo de δ de 40,0 a 132,0 ppm, 

estando os C2, C7, C8 e C12 deslocados do intervalo de deslocamento de 13C observado neste 

espectro. Também são mostrados os sinais correspondentes à molécula de β-CD dentro do 

intervalo de δ de 63,0 a 105,0 ppm.  

Com a técnica de Ressonância Magnética Nuclear de 1H (Figura 5.10) e 13C (Figura 

5.11), agora com variações nas proporções de furoato de diloxanida e de β-CD, não foram 

observadas mudanças significativas nos deslocamentos químicos e isto provavelmente se deve 

à baixa solubilidade do fármaco em água e a mistura de solventes utilizadas (água-metanol e 

água-acetonitrila) proporcionar um ambiente mais hidrofóbico que desfavorece a 

complexação. Portanto, esta técnica não foi suficientemente sensível para detectar a 

complexação nas condições experimentais testadas.  
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Figura 5.8 - Espectro de 1H do furoato de diloxanida e β-CD (4mM) em metanol/água, 

300MHz. 
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Figura 5.9 - Espectro de 13C do furoato de diloxanida e β-CD (10mM) em 

acetonitrila/água, 75MHz. 
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Figura 5.10 - Espectros de RMN de 1H, furoato de diloxanida (4mM) e β-ciclodextrina (4mM) em 

proporções 10:0, 8:2, 6:4, 4:6 e 2:8 em sistema CD3OD/D2O  (50:50), 300MHz. 

 



Resultados e discussão  

 

74

F
F

F F F

C
C C

C

C

C

S
β-CD pura
β-CD +Furoato

 

F F

F F F

C C C

C

C
C

C C C
C

C
C

S

S

Furoato de diloxanida: F
β-CD: C
solvente: S

 
Figura 5.11 - Espectros de RMN de 13C de β-CD/FD (10mM) em sistema CD3CN/D2O 

(40:60), 75MHz. 

 

 

5.2 - Resolução dos espectros por RMN de 1H e 13C 

 
Com o auxílio de programas computacionais “Brücker WINNMR 1D e 2D”, 

ChemOffice 6.0 e modelos espaciais, procedeu-se ao assinalamento dos sinais de RMN de 1H 

e de 13C, de acordo com a Figura 5.12. 
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Através do programa computacional “Brücker WINNMR 2D, foi possível realizar o 

assinalamento dos sinais de 1H e 13C, porém as representações nos espectros bidimensionais 

são apenas ilustrativas e não possibilitam a identificação dos sinais neste trabalho de tese. 
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Figura 5.12 -  Procedimento relativo ao assinalamento completo dos espectros de 

RMN. 

 

5.2.1 - Helvolato de potássio 

De acordo com Iwasaki et al., 173 a estrutura do ácido helvólico apresenta dois grupos 

cetona nos C3 e C7, três duplas ligações entre C1-C2, C17-C20 e C24-C25, dois grupos 

acetatos nos C6 e C16 e um carboxilato no C20. Há oito grupos metila (C18, C19, C26, C27, 

C30, C32, C34 e C36), cinco metilenos (C11, C12, C15, C22 e C23), nove metínicos (C1, C2, 

C4, C5, C6, C9, C13, C16 e C24) e onze carbonos quaternários (C3, C7, C8, C10, C14, C17, 

C20, C21, C25, C33 e C35). Os grupos acetatos em C6 e C16 são vicinais aos grupos cetona 

(C7) e vinílico (C17-C20), respectivamente. Portanto, estes dois átomos de carbono podem 

facilmente mudar suas configurações e originar uma mistura de quatro diastereoisômeros em 

solução. O símbolo “//” indica os sinais pertencentes aos diastereoisômeros relacionados. 
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Espectro monodimensional de 13C e DEPT 

Nos espectros DEPT (Figura 5.13) são observados diferentes átomos de carbono, 

permitindo identificar no espectro de 13C alguns dos carbonos quaternários, terciários, 

secundários e primários. Pode-se localizar os carbonos C7 e C3 correspondentes aos grupos 

cetona, na região do espectro mais deslocados à esquerda, entre δ 210-220 ppm. O C21 

correspondente ao grupo carboxilato em torno de δ 180-185 ppm e os quaternários 

pertencentes aos grupos acetato C6 e C16, com valores de δ entre 170-175 ppm.  
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Figura 5.13 -Espectros monodimensionais do helvolato de potássio 10mM: (a) 13C; (b) 

DEPT 135; (c) DEPT 45; (d) DEPT 90; soluções em D2O, 125 MHz. 

 

Espectro Monodimensional de 1H 

Pelas estimativas teóricas de deslocamento de 1H realizadas em um programa 

ChemOffice 6.0, pode-se situar a posição de alguns hidrogênios, como observado na Figura 

5.14. Os H(1) e H(2) com δ de 6,57 e 6,07 ppm, estão em campo baixo. Depois localizam-se 

os H(24), H(6) e H(16), cujos valores teóricos de deslocamento de 1H são 5,20, 4,68 e 4,64 

ppm respectivamente. Pela integração observa-se que a estes sinais lhes confere, da esquerda 

para a direita, os valores de integração de 1,0 (δ 7,46 ppm), 1,0 (δ 5,71 ppm), 1,0 (δ 5,42 

ppm), 1,0 (δ 5,07 ppm) e dois sinais a 4,95 e 3,86 ppm, cuja soma das integrações é igual a 
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1,0. Os dados obtidos a partir do Programa ChemOffice 6.0 servem de base na estimativa dos 

deslocamentos químicos dos sinais, devendo levar-se em consideração suas limitações. Ao 

analisar a estrutura da molécula de helvolato de potássio, verifica-se que ocorrem diferenças 

no número de sinais quando são comparados dados teóricos e experimentais, devendo-se neste 

caso à existência dos carbonos quirais C6 e C16 e diferentes diastereoisômeros em solução.  
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Figura 5.14 -Espectro de 1H-RMN do helvolato de potássio 10mM em D2O, 500MHz. 

 

Espectro Bidimensional de 1H-1H COSY 

Para proceder com o assinalamento, a molécula é dividida em cinco fragmentos, os 

quais são separados através dos átomos de carbono quaternário C3, C7, C10, C14, C17, C20 e 

C25. O primeiro fragmento é constituído por uma ligação dupla entre C1-C2 e os hidrogênios 

envolvidos devem aparecer a campo baixo com um único sinal relacionando-os entre si. 

Somente os sinais em δ 7,465 e 5,706 ppm no espectro 1H-1H COSY obedecem esta condição 

e portanto devem corresponder aos H(1) e H(2), respectivamente. Tal fato corrobora com a 

localização do H(1) mais à esquerda e H(2) à direita e, com uma significativa diferença de 

deslocamento químico devido à proximidade do H(2) com a carbonila e possibilidade de 

conjugação desta com a dupla α, β- insaturada. 
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O segundo fragmento é constituído pelos C4-C6 e C30. O grupo metila C(30)H3 

apresenta interação a três ligações com o H(4), com dois sinais idênticos a δ 2,908//2,838 ppm 

e integrando por 1,0. Os dois sinais correspondentes ao H(4) a δ 2,908// 2,838 ppm levam a 

dois sinais H(5) a δ 2,348// 2,187 ppm, os quais integram por 1,0 e interagem entre si (2,187 

com 2,908 e 2,348 com 2,838). Cada H(5) correlaciona com um dos dois sinais 

correspondentes ao H(6) a δ 4,958// 3,860 ppm, cujos sinais também integram por 1,0. O 

maior número de sinais que o esperado na molécula do helvolato, corroboram com a 

existência de diastereoisômeros em solução. Observa-se que quanto mais próximo do átomo 

de carbono quiral C6, maior é a diferença entre os dois valores de deslocamento dos 

diastereoisômeros relacionados, observados nos dois H(4) e H(5), cuja representação se faz 

através do símbolo “//”. Este acréscimo entre os dois valores de δ pode ser atribuída à 

diferença de ambiente eletrônico. 

Na faixa de δ 3–7 ppm, somente dois sinais permanecem sem identificação. Eles 

devem corresponder aos prótons vinílicos H(24) e aos H(16) vizinhos a dupla ligação C17-

C20. H(24) apresenta acoplamento a quatro ligações com as metilas em C26 e C27, como o 

que é demonstrado no espectro 1H-1H COSY com os sinais em δ 1,462 e 1,523 ppm 

respectivamente. O assinalamento foi feito a partir do experimento Roesy, no qual evidencia 

interações entre H(24) e H(27). Assim o sinal em δ 5,073 ppm corresponde ao H(24) e em 

5,416 ppm ao H(16). Espera-se para o H(16) interações com os H(15), uma vez que estão a 

três ligações. Embora somente dois sinais deveriam ser esperados, o espectro bidimensional 

claramente mostra na direção do H(16) três interações em distintos locais, localizando os 

H(15) a δ 1,559 e 1,486 ppm e outro sinal mais amplo, cujo centro localiza o outro H(15) a δ 

2,069 ppm. Isto sugere a existência de diastereoisômeros em solução devido à mudança de 

configuração no C16 e neste caso se esperaria quatro sinais. No entanto, a vizinhança do 

H(16), seja qual for sua orientação, não é suficientemente diferente para que os sinais estejam 

separados e assim menos sinais que o previsto são observados (δ 2,069 e 1,486//1,559 ppm, os 

quais correspondem aos H15α e 15β, respectivamente). O grupo metila C(18)H3 também é 

afetado pela mudança na configuração do C16 e os dois sinais com soma das integrações igual 

a 3,0 em δ 0,752// 0,698 ppm concordam com este fato. A existência de duas interações 

H(15)-H(15) observadas no espectro 1H-1H-COSY também confirma a presença de dois C16 

diastereoisômeros. 
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A identificação dos H(23) em δ 1,840 e 1,901//1,921 ppm e dos H(22) em δ 2,046 e 

2,405 ppm é feita diretamente, uma vez que o H(24) já foi assinalado. 

O ponto de partida do quinto fragmento se localiza na metila C(18)H3, a qual permite 

o assinalamento do H(13) em δ 2,444//2,459 ppm através de interação a quatro ligações. Este 

assinalamento permite identificar os H(12) em δ 1,582 e 2,169//2,186 ppm, H(11) em δ 

1,416//1,456 e 1,778//1,807 ppm e H(9) em δ 2,459//2,502 ppm. Observa-se que as mudanças 

na configuração nos C6 e C16 afetam claramente o ambiente eletrônico destes hidrogênios, 

porém com menos intensidade nos H(12).  

A Figura 5.15 mostra interações referentes aos fragmentos envolvendo C1-C2 na cor 

verde, C4-C6, C4-C30 na cor laranja e C24-23, C24-26 e 27 na cor azul. A Figura 5.16 

mostra interações referentes ao quinto fragmento na coloração laranja, da metila C(18)H3 

localizada em δ 0,752 e 0,698 ppm com os H(13), levando por sua vez aos H(12), H(11) e 

finalmente ao H(9). Observa-se também interação da metila C(18)H3 com os H(15) já 

identificados.  

Figura 5.15 -Espectro de 1H-1H COSY do helvolato de potássio 10mM em D2O.  
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Figura 5.16 -Espectro parcial de 1H-1H COSY do helvolato de potássio 10mM em D2O. 

 
Espectro bidimensional de correlação de deslocamentos heteronucleares 13C-1H 

(HMQC) 

No espectro de correlação 1H-13C, é possível identificar facilmente os grupos metila, 

os quais aparecem na tonalidade laranja na Figura 5.17. Estão sendo representados também 

alguns dos carbonos secundários na coloração azul tais como os C22, C23, C12 e C11. 

Observa-se que em ambos os espectros de 1H e 13C existem mais sinais correspondentes aos 

grupos –CH3 que na estrutura da molécula de helvolato. Além disso, alguns dos sinais não 

integram por três. Portanto, conclui-se que a amostra encontra-se contaminada por alguma 

impureza ou trata-se de uma mistura de diferentes diastereoisômeros de helvolato. Neste caso, 

o somatório das áreas correspondendo ao mesmo grupo metila de diferentes diastereoisômeros 

deveria integrar por três como sendo a mesma área do sinal proporcional a concentração do 

diastereoisômero. Exemplos são os sinais a δ 0,752 e 0,698 ppm referente a C(18)H3, 

confirmando a segunda possibilidade.  

Devido a existência de quatro diastereoisômeros, os dois grupos metila C(34)H3 e 

C(36)H3, vão produzir quatro sinais na faixa de δ 1,72-1,99 ppm no espectro de RMN-1H, os 

quais estarão integrando por 6,0.  
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Figura 5.17 -Espectro de correlação 1H-13C do Helvolato de potássio 10mM em D2O. 

 

 

Espectro Bidimensional ROESY 

A partir do experimento ROE é possível obter informações quanto a orientação do 

hidrogênio (α ou β) através das interações espaciais e interações intranucleares como as que 

ocorrem com o H(4) e a metila C(19)H3 em δ 1,307//1,301 ppm, metila C(19)H3 com o 

hidrogênio em δ 7,465 ppm, confirmando o sinal correspondente ao H(1), assim como a 

metila C(34)H3 em δ 1,849//1,992 ppm com os H(23) e H(15). 

De acordo com modelos espaciais e com base no programa computacional “Brücker 

WINNMR 2D, são verificadas algumas interações intramoleculares conforme Figura 5.18, em 

que exemplifica interação da metila C(30)H3 (posição α), com um dos epímeros H(6) que se 

encontra do mesmo lado e do mesmo modo, interação do H(6) com o H(5), confirmando a 

posição deste último na face α da molécula (representação em cor laranja). Portanto, o 

espectro Roesy corrobora com a observação já verificada no 1H-1H Cosy para ambos 

epímeros H(6) nas posições α e β. Pode-se também diferenciar as metilas C(26)H3 e C(27)H3 

através da interação 27-24, posicionando a metila C(27)H3 do mesmo lado do H(24), sendo 

representado em cor verde.  
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Figura 5.18 -Espectro ROESY do complexo helvolato de potássio- β-CD 

10mM, em D2O, 500MHz. 

 

 

Os assinalamentos dos carbonos quaternários foram obtidos a partir dos valores 

teóricos de deslocamento químico. Tabela 5.6 resume o assinalamento total da molécula do 

helvolato de potássio, com δ de hidrogênios e carbonos de moléculas diastereoisômeras, as 

quais são representadas através de dupla barra (//). 
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Tabela 5.6 -Deslocamentos químicos dos espectros de 1H e 13C do helvolato de potássio 10mM em D2O, pH 
7,5. 

Posição δ -1H (ppm) δ -13C (ppm) 
1 7,465 165,9 
2 5,706 129,3 
3 - 210,7 // 210,0 

4 β 2,908 // 2,838 43,1 // 42,9 
5 α 2,348 // 2,187 49,3 // 48,6 
6 α 
6 β 

4,958 // 
3,860 

77,4 // 
76,2 

7 - 220,7 // 216,3 
8 - 56,2 

9 β 2,502 // 2,459 44,5 
10 - 41,2 
11 
11 

1,807 // 1,778 
1,456 // 1,416 

26,5 // 26,3 

12 
12 

2,169 // 2,186 
1,582 

28,6 

13 α 2,444//2,459 50,5 
14 - 55,8 

15β 
15α 

1,559 // 1,486 
2,069 

43,6 // 43,4 

16 α 
16 β 

5,416 
 

77,3 // 76,2 
 

17 - 140,8 
18β 0,752 // 0,698 20,5 // 20,4 
19β 1,307//1,301 29,8 
20 - 138,0 
21 - 182,3 
22 
22 

2,405 
2,046 

31,8 
 

23 
23 

1,921 // 1,901 
1,840 

30,3 

24 5,073 126,8 
25 - 136,7 
26 1,462 20,0 
27 1,523 27,9 

30 α 1,007 14,9 // 14,5 
32α 0,961  20,9 
33 - 175,8 
34 1,992 // 1,849 23,2 
35 - 177,6  
36 1,836 // 1,723 23,5 

 
 

O assinalamento total da molécula de helvolato de potássio através da espectroscopia 

de RMN, confirma a estrutura proposta por Iwasaki et al.173 Em artigos anteriores, 174, 175 os 

autores propuseram uma mudança nos deslocamentos químicos dos grupos cetona e éster, os 

quais estariam localizados em C6 e C7, respectivamente. Se isto ocorresse, H(4) deveria 

somente interagir com H(5) e H(30) e o hidrogênio em C7 estaria rodeado por átomos de 

carbono quaternário.  
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5.2.2 -  Fusidato de sódio 

Os espectros do fusidato de sódio foram assinalados por Barber et al. 176 Realizou-se 

nova resolução dos espectros da molécula de fusidato de sódio, utilizando D2O como solvente 

e pH em torno de 7,0-8,0. O assinalamento dos sinais no presente trabalho leva a uma 

coincidência quase completa dos deslocamentos químicos (δ) observados tanto de 1H como de 
13C com exceção dos H(6β) e H(7α), intercambiados entre si. Pequenas variações nos valores 

de δ comparados ao trabalho desenvolvido por Barber et al., deve-se provavelmente à 

diferença nos pH’s em ambos os trabalhos, cujos valores usados foram de 9,3 (δ 1H e 13C) e 

7,1 (δ 1H e 1H-1H).  

 

Espectro monodimensional de 13C e DEPT 

O experimento monodimensional desacoplado de 13C (BB), unido aos DEPT 135, 

DEPT 90 e DEPT 45 (Figura 5.19), permite diferenciar entre carbonos primários, secundários, 

terciários e quaternários. 

Tendo em vista os deslocamentos químicos teóricos de 13C, pode-se assinalar alguns 

dos carbonos, como os 21 e 33, carbonos quaternários correspondentes aos grupos ácido e 

éster respectivamente, onde aparecem na região do espectro com deslocamentos entre 175-

180 ppm, devendo ser o do grupo ácido, aquele que aparece a maiores deslocamentos. 

Também há outro bem definido que é o 24, localizando-se a maiores deslocamentos entre os 

terciários, já que está unido a uma dupla ligação com δ em 125ppm. 

 

Espectro monodimensional de 1H 

No espectro monodimensional de 1H (Figura 5.20), pode-se assinalar alguns 

hidrogênios através da forma, integração e deslocamentos químicos dos sinais. Por exemplo, 

os correspondentes aos grupos metila que aparecem como singletes e integram por três. É o 

caso do 34 aparecendo a deslocamentos mais altos (δ 1,861 ppm) e 26 e 27 próximos a uma 
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dupla ligação e também a deslocamentos altos (δ 1,40-1,60 ppm). A metila 30 seria o dublete 

devido à proximidade do H(4), localizando-se a menores valores de deslocamento (δ 0.702 

ppm). Igualmente estarão bem diferenciados os H(24) e H(16), situando-se em valores de δ 

maiores que o resto dos hidrogênios no intervalo entre 5,0 e 5,5 ppm, devido à proximidade 

de uma dupla ligação e grupo éster, respectivamente. Os H(3) e H(11), por suas proximidades 

a grupos hidroxilas, vão estar localizados entre os H(24) e H(16) e os anteriores (entre 3,5 e 

4,5 ppm). 

21  33 2413 C

Dept 135

Dept 90

Dept 45

 

Figura 5.19 - Espectros monodimensionais do fusidato de sódio 10mM: (a) 13C; (b) DEPT 135; (c) 
DEPT 90; (d) DEPT 45, em D2O, 125 MHz. 
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Figura 5.20 - Espectro de 1H-RMN do fusidato de sódio 10mM, em D2O, 500 MHz. 

 

 

Espectro bidimensional 1H-1H COSY 

Mediante o espectro bidimensional de 1H-1H COSY (Figuras 5.21 e 5.22), pode-se 

avaliar as relações que se estabelecem entre os diferentes hidrogênios, observando-se os 

acoplamentos que se estabelecem com seus vizinhos, sendo geminais ou vicinais e em certos 

casos, acoplamentos a longa distância. 

 Para efeito de estudo, a estrutura da molécula pode ser dividida em quatro 

fragmentos, os quais são separados por átomos de carbono quaternário C8, C10, C14, C17 e 

C20. 
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Figura 5.21 - Espectro de 1H-1H COSY do fusidato de sódio 10mM, em D2O. 

 
 
 

Partindo-se do H(30) em δ 0,702 ppm (Figura 5.21), cujo sinal já havia sido assinalado 

através do espectro monodimensional, pode-se observar somente uma interação com outro 

hidrogênio, indicando o H(4) como vizinho em posição axial em δ 1,439 ppm. Este por sua 

vez, apresenta interação com o H(3) (δ 3,602 ppm) e H(5) (δ 1,832 ppm), estando o H(3) a 

maiores deslocamentos, já que antes havia sido observado tratar-se de um dos hidrogênios 

próximos a um dos grupos hidroxilas. Fixando-se por sua vez no H(3), observa-se que além 

da interação com o H(4), há outros dois vizinhos que são os H(2) em δ 1,509 e 1,722 ppm. 

Cada um por sua vez, interage com os H(1) em δ 1,336 e 1,848 ppm. A partir do H(5), 

seguindo a linha contínua vertical em δ 1,832 ppm, deveria ser demonstrado três interações, 

porém somente duas são observadas em δ 1,439 ppm (correspondendo ao H(4β) e em δ 0,97-

0,99 ppm. Este último sinal integra por dois no espectro de 1H e deveria corresponder aos 

H(6α) e H(6β). Correlações destes hidrogênios são demonstradas através de uma linha 

contínua horizontal com os sinais em δ 1,561 e 1,457 ppm (linhas verticais pontilhadas), os 

quais devem corresponder aos H(7β) e H(7α). Estas interações são visualizadas na Figura 
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5.22. O assinalamento das posições α e β foram feitas a partir dos experimentos Noesy, os 

quais evidenciam interações entre a metila C(18)H3 com o H(7) em δ 1,561 e o H(5) com o 

outro H(7) em δ 1,457 ppm. Partindo-se do H(11), observa-se em δ 4,195 ppm, interação com 

outros três sinais, correspondentes aos H(12) em δ 2,086 e 1,722 ppm e ao H(9) em δ 1,483 

ppm. Dos H(12) se chega ao H(13) em δ 2,708 ppm  (Figura 5.21). 

O terceiro fragmento é representado pelos C15-C16, cuja posição deste segundo 

carbono é feita a partir do experimento J-resolvida (HOM2DJ), no qual permite a 

identificação das posições do H(16) em δ 5,445 e H(24) em δ 5,072 ppm. Uma vez definida 

estas posições, é possível então identificar os H(15) em δ 1,972 e 1,107 ppm.  

No quarto fragmento, parte-se do H(24) já identificado, levando aos H(23) em δ 1,906 

e 1,874 ppm e aos H(22) em δ 2,340 e 2,047 ppm. Assim como ocorre na molécula de 

helvolato, o H(24) apresenta acoplamento a quatro ligações com as metilas em C26 e C27 em 

δ 1,471 e 1,527 ppm, respectivamente Estas interações são devido a presença de dupla 

ligação, fazendo com que estas metilas se localizem em distintas posições.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.22 - Espectro bidimensional COSY 1H-1H do fusidato de sódio 10mM, em D2O. 
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Para assinalamento das metilas restantes, as interações a mais de três ligações também 

foram avaliadas no espectro 1H-1H COSY. A metila C(18)H3 é assinalada a partir das 

interações H(15)-H(18) e H(13)-(18), localizando-a em δ 0,756 ppm. A metila C(19)H3 em δ 

0,827 ppm pela interação H(1)-(19) e a C(32)H3 em δ 1,147 ppm, a partir das interações H(7)-

(32) e H(9)-(32). 

 

Espectro bidimensional de correlação de deslocamentos heteronucleares 13C-1H 

No espectro de correlação 1H-13C (Figura 5.23), é possível identificar facilmente os 

grupos metila, os quais aparecem na tonalidade rosa. Estão sendo representados também 

alguns dos carbonos secundários em verde e terciários em laranja. Como exemplos, a metila 

C(30)H3 no espectro monodimensional de hidrogênio em δ 0,702 ppm, corresponde a um 

carbono primário, segundo os DEPT, com um deslocamento de 16.8 ppm. Da mesma forma, o 

H(4) em δ 1,439 ppm, relaciona-se com um sinal no espectro 13C em δ 37,9 ppm, 

correspondente a um carbono terciário. O C(2)H2 em δ 1,509 e 1,722 ppm no espectro de 1H, 

corresponde com o sinal em δ 22,2 ppm no espectro de 13C. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.23 - Espectro de correlação 13C-1H do fusidato de sódio 10mM, em D2O. 
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Espectro Bidimensional Homonuclear 1H-1H (2D) J - resolvida (HOM2DJ) 

Através da representação dos deslocamentos químicos em um dos eixos e as 

multiplicidades dos sinais (acoplamentos J) em outro, é possível discernir entre aqueles sinais 

que ainda apresentam alguma dúvida. É o caso dos hidrogênios situados nos carbonos 16 e 24 

(Figura 5.24).  

Se analisar a vizinhança do H(16), tem-se como vizinhos os dois hidrogênios do 

C(15). Conforme os ângulos, vai mostrar uma constante de acoplamento (J) diferente com 

cada um. Terá uma constante (J) grande, ao redor de 8Hz, com o hidrogênio no qual forma 

um ângulo aproximado de 20o e uma constante pequena, por volta de 2Hz, com o que forma 

um ângulo em torno de 90º. Segundo a estrutura do fusidato de sódio, o H(16) pode apresentar 

somente uma interação com os hidrogênios H(22), os quais situam-se na cadeia lateral, o que 

dá lugar a uma constante (J) de aproximadamente 1 Hz. O sinal do H(16) deverá ser o dublete 

que aparece em primeiro lugar, sendo na realidade um dublete de quadriplete que não aparece 

bem definido. Descarta-se então que o primeiro sinal do espectro monodimensional de 

hidrogênio corresponde ao H(24), como nos indica os deslocamentos teóricos de 13C e de 1H. 

Em uma mesma análise em relação à vizinhança do H(24), observa-se que vai interacionar 

com os H(23), com uma constante de acoplamento (J) entre 8-6 Hz, e com os hidrogênios do 

carbono 22 com um J em torno de 2Hz e outro ao redor de 1Hz. Portanto, pode-se concluir 

que o sinal que aparece em primeiro lugar, a um δ de 5,445 ppm corresponde ao H(16) e o 

que aparece em δ 5,072 ppm ao H(24). 
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Figura 5.24 - Espectro J-resolvida do fusidato de sódio 10mM, em D2O. 

 

 

Espectro bidimensional NOESY 1H-1H 

Este experimento permite o estudo das interações espaciais por proximidade entre os 

distintos hidrogênios de uma dada molécula. Pode-se diferenciar entre os hidrogênios α e β da 

molécula de fusidato de sódio, por exemplo para a metila C(18β)H3 com 7(β) em δ 1,561 ppm 

e o H(5α) com 7(α) em δ 1,457 ppm (Figura 5. 25). 
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Figura 5.25 - Espectro Noesy 1H-1H do fusidato de sódio 10mM, em D2O. 

 

 

A partir dos experimentos de RMN monodimensionais de 1H, 13C e DEPT e 

bidimensionais 1H-1H COSY, de correlação 13C-1H, Noesy1H-1H e J-resolvida e segundo 

estimativas teóricas de deslocamento químico dos carbonos quaternários, pode-se realizar o 

assinalamento total da molécula de fusidato de sódio, sendo apresentados na Tabela 5.7. 
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Tabela 5.7 - Deslocamentos de 1H e 13C do Fusidato de sódio 10mM, em D2O. 

Posição δ 1H(ppm) δ 13C (ppm) 
1α 
1β 

1,848 
1,336 

31,2 

2α 
2β 

1,509 
1,722 

22,2 

3β 3,602 73,3 
4β 1,439 37,9 
5α 1,832 37,6 
6α 
6β 

0,988 
0,977 

32,8 

7α 
7β 

1,457 
1,561 

32,7 

8 ---- 40,6 
9β 1,483 50,5 
10 ---- 30,2 

11β 4,195 69,9 
12α 
12β 

2,086 
1,722 

36,8 

13α 2,708 43,7 
14 ---- 49,9 

15α 
15β 

1,972 
1,107 

40,1 

16β 5,445 77,1 
17 ---- 147,0 
18 0,756 18,4 
19 0,827 24,0 
20 --- 138,3 
21 --- 180,6 
22 2,340 

2,047 
30,6 

23 1,906 
1,874 

28,9 

24 5,072 125,4 
25 ----- 135,1 
26 1,471 18,5 
27 1,527 26,3 
30 0,702 16,8 
32 1,147 24,0 
33 ----- 176,1 
34 1,861 22,0 
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5.2.3 - CHAPS 

Tendo em vista as estimativas teóricas de 13C (Programa ChemOffice 6,0), pode-se 

assinalar alguns dos carbonos, como o C(24) pertencente ao grupo amida, com um valor de δ 

teórico de 174,7 ppm. Os terciários C(3), C(7) e C(12), que por estarem localizados próximos 

a grupos hidroxilas, apresentam valores de δ teóricos de 68,9, 71,9 e 82,0 ppm, 

respectivamente. Os secundários C(27) (δ 63,1) e C(28) (δ 64,0), e primários C(31) (δ 47,5) e 

C(32) (δ 47,5), pertencentes à cadeia lateral e próximos ao íon nitrônio, deslocando-os para 

campo baixo, por efeito de desblindagem eletrônica (Figura 5.26). 

2030405060708090100110120130140150160170180

2030405060708090100110120130140150160170180

2030405060708090100110120130140150160170180

2030405060708090100110120130140150160170180

(ppm)

24 3, 7 e 12 27 / 28

31 / 32

Dept 135

Dept 90

Dept 45

13C

 
Figura 5.26 - Espectros monodimensionais do CHAPS 10mM: (a) DEPT 135; (b) DEPT 90; (c) 

DEPT 45; (d) 13C, em D2O, 125 MHz. 

 

Espectro Monodimensional de 1H 

Pelas estimativas teóricas de deslocamentos químicos de 1H (Programa ChemOffice 

6.0), integração e acoplamentos, pode-se situar a posição de alguns hidrogênios, como o que 

se observa na Figura 5.27. Os H(3), H(7) e H(12) com δ teóricos de 3,21, 3,20 e 3,19 ppm 
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respectivamente, localizando-os mais à esquerda do espectro por influência de grupos 

hidroxilas, estando um destes separado e coincidindo com algum pertencente à cadeia lateral. 

Os hidrogênios H(25) (δ 3,20), H(27) (δ 3,24), H(28) (δ 3,24), H(30) (δ 3,41), assim como as 

metilas C(31)H3 (δ 3,30) e C(32)H3 (δ 3,30) pertencentes à cadeia lateral e próximos aos 

grupos amida, sulfato e nitrônio, vão estar deslocados em campo baixo. Pela integração dos 

sinais, o que está em torno de 3,3 ppm, permite pensar que é um dos hidrogênios próximos ao 

grupo hidroxila e coincide com algum pertencente à cadeia lateral. As metilas C(18)H3, 

C(19)H3 e C(21)H3 com δ teóricos de 1,16, 1,16 e 1,06 ppm respectivamente, com o dublete 

em torno de 0,80 ppm justifica os hidrogênios do C(21)CH3. 
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Figura 5.27 - Espectro de 1H do CHAPS 10mM em D2O, 500 MHz. 

 

Espectro Bidimensional 1H-1H COSY 

Para efeito de estudo, a molécula é dividida em cinco fragmentos, dos quais o primeiro 

corresponde à porção constituída pelos C(12), C(11) e C(9). No espectro bidimensional 1H-1H 

COSY (Figuras 5.28 e 5.29), observa-se que o H(12) em 3,855 ppm, apresenta apenas duas 

interações, os quais posicionam os H(11) em δ 1,383 e 1,415 ppm. Dos H(11) se vai ao H(9) 

com δ em 1,922 ppm. 
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A segunda porção corresponde aos C(6), C(7) e C(8), onde a partir do H(7) em δ 3,697 

ppm, vai posicionar os H(6) em δ 1,784 e 1,345 ppm e o H(8) em δ 1,408 ppm. Do H(6) se 

chega ao H(5) em δ 1,242 ppm.  

O ponto de partida do terceiro fragmento em δ 3,302 ppm é o H(3), que parece 

coincidir com sinais pertencentes à cadeia lateral e teoricamente deveria conter quatro 

interações, os correspondentes aos H(2) e H(4). Dos quatro sinais de interação na direção do 

H(3), um corresponde à cadeia lateral e os outros aos H(2) em δ 1,161 e 1,452 ppm e aos H(4) 

em δ 1,502 e 1,868 ppm. Dos H(2) se vai aos H(1) em δ 1,601 e 0,820 ppm e dos H(4) se 

chega ao H(5) em δ 1,242 ppm, já identificado.  

O quarto fragmento se origina do H(8) já assinalado em δ 1,408 ppm. No espectro 1H-
1H COSY (Figura 5.29) observa-se que da interação 8-14 com o H(14) em δ 1,625 ppm, se 

chega aos H(15) em δ 1,521 e 0,935 ppm. Destes é possível localizar os H(16) em δ 1,728 e 

1,073 ppm e o H(17) em δ 1,534 ppm. Das metilas com valores de estimativas teóricas de 1H 

à campo alto, estão as C(18)H3, C(19)H3 e C(21)H3 , onde esta última seria o dublete em δ 

0,802 ppm. Do 21 se vai ao H(20) em δ 1,219 ppm e aos H(22) e H(23) respectivamente 

situados em δ 1,188 e 1,552 e 2,012 e 2,138 ppm. Uma interação a quatro ligações na direção 

do C(18)H3 com o H(17), vai situar este último em δ 1,534 ppm, confirmando também a 

posição das metilas 18 (δ 0,516 ppm) e 19 (δ 0,719 ppm). 

Para definição da cadeia lateral, primeiramente se faz uma importante observação, que 

é o fato de que a cadeia apresenta uma certa rigidez até o grupo amida e a partir do C(25) gira 

livremente, fazendo com que os hidrogênios dos C(25), C(26), C(27), C(28), C(29) e C(30) se 

situem numa mesma região. Por comparação com a molécula CHAPSO, pode-se definir 

distintamente dois grupos: C(25), C(26) e C(27) e outro constituído pelos C(28), C(29) e 

C(30). Para definição dos CH2 28 ou 30 e 25 ou 27, uma análise das estimativas teóricas de 
13C, juntamente com os espectros de 1H-1H-COSY e correlação 1H-13C-, definem os δ dos 

CH2 em 3,0990 ppm H(25), 1,821 ppm H(26), 3,159 ppm H(27), 3,290 ppm H(28), 2,021 

ppm H(29) e 2,790 ppm H(30). As metilas C(31)H3 e C(32)H3 são representadas pelo singlete 

em δ 2,923 ppm, posição esta definida através das estimativas de 1H e integração. Os CH2 
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H(25), H(27), H(28) e H(30) pertencentes à cadeia lateral, assim como as metilas C(31)H3 e 

C(32)H3, são visualizados no espectro de correlação 1H-13C (Figura 5.30). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.28 - Espectro bidimensional de 1H-1H COSY do CHAPS 10mM, em D2O. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.29 - Espectro parcial bidimensional 1H-1H COSY do CHAPS 10mM, em D2O. 
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Espectro bidimensional de correlação de deslocamentos heteronucleares 13C-1H. 

Pode-se observar no espectro de correlação 1H-13C (Figura 5.30), se os sinais 

assinalados no espectro 1H-RMN, correspondem aos respectivos átomos de carbono, 

demonstrando assim tratar-se de carbono primário (CH3), secundário (CH2) ou terciário (CH), 

como o que está sendo demonstrado para os grupos CH C(3), C(7) e C(12) , os CH2 C(25), 

C(27), C(28) e C(30) e as metilas C(31)H3 e C(32)H3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.30 - Espectro de correlação 1H-13C do CHAPS 10 mM, em D2O. 

 
 

5.2.4 - CHAPSO 

 
Espectros monodimensionais de 13C , DEPT e 1H. 

A diferença entre as moléculas CHAPS e CHAPSO, é que esta última apresenta em 

sua estrutura, um grupo hidroxila no C(29) pertencente à cadeia lateral. Isto faz com que 

apareça um novo sinal em campo baixo. No experimento monodimensional de 13C e DEPT, o 
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C(29) vai estar localizado em δ 65,7 ppm. Nesta mesma região do espectro, aparecem os 

sinais referentes aos carbonos C(3), C(7) e C(12), cujos valores de δ são os mesmos em 

ambas moléculas, respectivamente em δ 74,6, 71,4 e 76,2 ppm. Os carbonos C(27) e C(28) 

também em campo baixo, apresentam alguma diferença nos valores de deslocamento químico, 

cujos δ são 66,4 e 70,1 ppm, respectivamente.  

O espectro monodimensional de 1H (Figura 5.31), mostra os H(3), H(7), H(12) e 

H(29) mais à esquerda do espectro, este último diferenciando-se dos outros devido à 

proximidade com o grupo hidroxila e outros grupos funcionais pertencentes à cadeia lateral, 

que o desloca para altos valores de deslocamento. Assim como na molécula CHAPS, os 

hidrogênios H(25), H(27), H(28) e H(30) e as metilas C(31)H3 e C(32)H3 pertencentes à 

cadeia lateral, também são levados em campo baixo. Porém, ocorrem certas variações no 

valor de δ, principalmente nos próximos ao grupo hidroxila C(29), como é o caso dos 

hidrogênios H(28) e H(30). Diferente do que ocorre no CHAPS, a molécula de CHAPSO 

mostra desdobramento dos sinais referentes aos C(28)CH2, situando-os em distintas posições. 

Como na estrutura CHAPS, as metilas com valores de estimativa de 1H em campo alto, são as 

metilas C(18)H3, C(19)H3 e C(21)H3, onde esta última seria o dublete em torno de 0,80 ppm. 
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Figura 5.31 - Espectro monodimensional de 1H do CHAPSO 10mM, em D2O, 500 MHz. 

 
Espectro Bidimensional 1H-1H COSY 

O espectro 1H-1H-COSY (Figura 5.32) referente à molécula CHAPSO, apresenta 

sinais falsos, devido ao aparecimento de muito ruído. Por comparação com o espectro 

CHAPS, é possível identificar aquelas que são as verdadeiras interações, como o que se 

observa com os sinais referentes aos hidrogênios H(3), H(7), H(12) e H(29). 
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Na direção do H(12) em δ 3,865 ppm, identifica-se um sinal de interação significativo 

que poderá levar aos H(11), em δ 1,413 e 1,403 ppm, que por sua vez leva ao H(9) em δ 1,919 

ppm. A interação H(11)-(9) coincide com a H(8)-(9), levando ao H(8) em δ 1,422 ppm. 

O H(7) em δ 3,706 ppm, vai apresentar interação com os H(6) em δ 1,347 e 1,799 ppm 

e com o H(8), já identificado.  

Aqui também ocorre sobreposição do H(3) com os hidrogênios pertencentes aos CH2 

da cadeia lateral. Em sua direção em δ 3,309 ppm, observam-se sinais de interação com os 

H(2) em δ 1,161 e 1,447 e com os H(4) em 1,864 e 1,503 ppm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.32 - Espectro bidimensional 1H-1H COSY do CHAPSO 10mM, em D2O. 

 
A hidroxila no C29 na molécula CHAPSO, permite diferenciar dois grupos distintos: 

C(25), C(26) e C(27) e outro, constituído pelos C(28), C(29) e C(30). O novo sinal em campo 

baixo, que vai corresponder ao hidrogênio do C29(OH), vai apresentar interação com o 

segundo grupo. Por comparação, pode-se então definir perfeitamente a posição dos 
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hidrogênios pertencentes aos carbonos 29 (δ 4,473 ppm) e 26 (δ 1,854 ppm), os quais serão os 

pontos intermédios para cada um destes grupos (Figura 5.32). 

Devido à proximidade do grupo –OH no C(29), os CH2 C(25), C(27), C(28) e C(30) 

pertencentes à cadeia lateral, apresentam certa diferença nos valores de deslocamento químico 

quando comparados à molécula CHAPS, situando-se respectivamente em δ 3,103 H(25), δ 

3,261H(27), δ 3,457 e 3,340 H(28) e δ 2,963 H(30) ppm. No caso dos H(28), o 

desdobramento em distintos sinais, se deve a maior proximidade com o grupo –OH, 

diferenciando-se da molécula CHAPS. 

Entre 3,4 e 3,5 ppm e entre 0,9 e 1,0 ppm (Figura 5.32), têm-se sinais correspondentes 

a uma impureza de etanol, cujas integrações de 0,4 e 1,0 correspondem a um quadruplete 

(CH2) e a um triplete (CH3) desta molécula. As estimativas de 1H confirmam as zonas de 

aparecimento destes sinais correspondentes ao CH2 e CH3 do etanol. 

 

Espectro bidimensional de correlação de deslocamentos heteronucleares 13C-1H 

No espectro de correlação 1H-13C (Figura 5.33), procura-se identificar e confirmar os 

carbonos, os quais estão sendo representados alguns dos primários em azul, secundários em 

verde e terciários em rosa. Como exemplos, o C(15)H2 no espectro monodimensional de 

hidrogênio em δ 0,950 e 1,515 ppm, corresponde a um carbono secundário, segundo os 

DEPT, com um deslocamento de 25,9 ppm. Da mesma forma, o C(16)H2 em δ 1,731 e 1,080 

ppm, relaciona-se com um sinal no espectro 13C em δ 30,3 ppm. O CH(20) em δ 1,213 ppm 

no espectro de 1H, corresponde com o sinal em δ 38,0 ppm no espectro de 13C. Assim, os 

CH(14) e CH(17) respectivamente em δ 1,619 e 1,533 ppm no espectro de 1H, correspondem 

com os sinais em δ 44,6 e 49,4 ppm respectivamente, no espectro de 13C. 
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Figura 5.33 - Espectro de correlação 13C-1H do CHAPSO 10mM, em D2O. 

 

O assinalamento dos carbonos quaternários foram obtidos a partir dos δ teóricos. A 

Tabela 5.8 traz os valores dos deslocamentos químicos dos compostos CHAPS e CHAPSO 

com os experimentos de RMN mono (1H, 13C e DEPT) e bidimensionais (1H-1H-COSY e de 

correlação 1H-13C). 
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Tabela 5.8 - Deslocamentos de 1H e 13C do CHAPS e CHAPSO 10mM, em D2O, pH 5-6. 

CHAPS CHAPSO 
Localização 

1H 13C 1H 13C 
1α 
1β 

1,601 
0,820 37,8 1,608 

0,832 37,7 

2α 
2β 

1,161 
1,452 32,3 1,161 

1,447 34,7 

3β 3,302 74,6 3,309 74,6 
4α 
4β 

1,868 
1,502 41,4 1,864 

1,503 41,4 

5β 1,242 44,1 1,250 44,0 
6α 
6β 

1,345 
1,784 36,9 1,347 

1,799 36,8 

7β 3,697 71,3 3,706 71,4 
8β 1,408 42,2 1,422 42,1 
9α 1,922 29,4 1,919 29,4 
10 --- 37,4 --- 37,3 
11 
11 

1,383 
1,415 30,7 1,403 

1,413 30,7 

12β 3,855 76,1 3,865 76,2 
13 --- 49,1 --- 49,1 

14α 1,625 44,6 1,619 44,6 
15α 
15β 

0,935 
1,521 25,9 0,950 

1,515 25,9 

16α 
16β 

1,728 
1,073 30,3 1,731 

1,080 30,3 

17α 1,534 49,3 1,533 49,4 
18 0,516 15,1 0,525 15,0 
19 0,719 25,0 0,727 25,0 
20 1,219 38,1 1,213 38,0 
21 0,802 19,7 0,806 19,7 
22 
22 

1,188 
1,552 34,7 1,178 

1,554 32,3 

23 
23 

2,012 
2,138 35,6 2,020 

2,137 35,6 

24 --- 180,8 --- 180,8 
25 3,099 39,0 3,103 39,0 
26 1,821 25,3 1,854 25,4 
27 3,159 64,9 3,261 66,4 

28 3,290 65,3 3,457 
3,340 70,1 

29 2,021 21,2 4,473 65,7 
30 2,790 50,2 2,963 58,2 
31 
32 

2,923 
 53,8 3,020 

3,006 
55,1 
54,9 

 

 

5.2.5 - Espectros de RMN de β- e γ-CD 

É importante conhecer-se os deslocamentos químicos nos espectros de RMN de 1H e 
13C, tanto do hóspede (fusidato de sódio, helvolato de potássio, CHAPS ou CHAPSO) quanto 
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das ciclodextrinas (β- e γ-CD), para poder estudar a partir destes, os deslocamentos que 

sofrem uma e a outra molécula envolvidas no processo de complexação. 

A forma do espectro da β- e γ-CD são iguais, uma vez que são constituídas por 

unidades de glicopiranose, com diferença apenas nas integrações, reflexo do número de 

unidades constituintes.  

Para o assinalamento dos hidrogênios da ciclodextrina, faz-se uso do programa “Chem 

Office 6,0”, conforme estimativas teóricas dos deslocamentos químicos e forma dos sinais. De 

acordo com a Figura 5.34, observado para o caso da β-CD em presença de helvolato de 

potássio, o sinal que aparece em torno de δ 4,86 corresponde ao HCD1 , o qual se apresenta 

como um dublete. 

O HCD2 em torno de δ 3,43 e em posição axial, apresenta uma constante de 

acoplamento com o HCD1 em posição equatorial, diferente da constante de acoplamento com o 

HCD3 em posição axial. Portanto, o que se espera para este sinal é um duplo dublete, o qual 

integra por 1. 

O HCD3 por volta de δ 3,73 e em posição axial, possui dois vizinhos (HCD4 e HCD2), 

ambos em posição axial, portanto as constantes de acoplamento são aproximadamente iguais e 

o sinal deveria aparecer como um triplete. 

O HCD4 próximo de δ 3,47 e em posição axial, possui dois vizinhos na mesma situação 

(HCD3 e HCD5), portanto o sinal também se manifesta como um triplete, e que integra por 1. O 

HCD3 e HCD4 deveriam ambos apresentar-se como triplete, porém segundo estimativa teórica, o 

que está situado a valores mais baixos de deslocamento supõe-se tratar-se do HCD4. 

O HCD5 em torno de δ 3,55 e em posição axial, possui três vizinhos, sendo dois deles 

os HCD6 e o outro seria o HCD4. Sendo distintas as constantes de acoplamento J3H5-H6 e J3H5-

H4, o sinal esperado seria um duplo dublete.  

O HCD6 em torno de 3,67 apresenta somente um vizinho e estes integram por 2. Este 

sinal se encontra sobreposto com o sinal correspondente ao HCD3, cujo conjunto integra por 3. 
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Figura 5.34 - Espectro de 1H-RMN da β-CD em solução (10mM), D2O, 

300 MHz, com supressão do solvente. 

 

O espectro de RMN de 13C é bastante simples, correspondendo aos seis átomos de 

carbono da unidade de glicose da ciclodextrina em singletes bem definidos, conforme 

estimativas teóricas dos deslocamentos químicos e de acordo com os assinalamentos dos 

átomos de carbono apresentados na Figura 5.35. 
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Figura 5.35 - Espectro de 13C da β-CD em D2O, 75 MHz. 
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5.3 - Estudo dos Complexos de Inclusão por RMN 

 

A espectroscopia por RMN é considerada uma técnica de relevância nos estudos de 

complexação, por fornecer informações com relação a composição e estrutura, assim como 

parâmetros que caracterizam o processo de complexação. 

A caracterização das interações hóspede-hospedeiro, através da determinação da 

estequiometria e da constante de formação do complexo, utiliza técnicas de RMN como uma 

das mais comuns. Consiste na análise dos deslocamentos químicos dos átomos de carbono 

(13C) ou hidrogênio (1H) pertencentes à molécula hóspede e ciclodextrina, em misturas de 

diferentes proporções [hóspede]/[CD]. As principais desvantagens no uso destas técnicas, se 

baseiam no pequeno número de amostras em cada experimento (fornecendo habitualmente 

menos de dez valores correspondentes a cada núcleo, carbono ou hidrogênio), necessidade de 

boa resolução devido aos valores de deslocamento químico observados muito próximos 

durante o processo de complexação e é aplicada somente a hóspedes com alta solubilidade. 

Muitos autores têm conduzido à uma análise individual dos deslocamentos químicos 

de cada um dos núcleos, levando freqüentemente a valores inconsistentes das constantes de 

formação dos complexos. Deste modo, esta metodologia pode não ser efetiva no caso de 

misturas com estequiometrias 1:1 e 1:2. Geralmente a análise de apenas um núcleo, não 

permite a determinação de duas ou mais constantes de associação envolvidas em um único 

processo de complexação. 

Para minimizar alguns destes problemas, faz-se uso da análise global dos dados a qual 

permite a obtenção de um único valor da constante de equilíbrio, através do estudo do 

conjunto de dados de todos os núcleos. 160  Esta análise pode ser realizada em um “software” 

comercial como “Origin 6.0”. A análise global de dados é especialmente relevante no caso de 

estequiometrias de maior ordem (1:2 ou mais), devido ao grande número de parâmetros e 

interdependências matemáticas. 
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5.3.1 - Complexos Fusidato de Sódio e Helvolato de Potássio : γ-CD 

 

Uma grande variedade de substâncias pertencentes ao grupo dos  surfactantes podem 

formar micelas quando em solução aquosa. Os antibióticos esteroidais, ácidos fusídico e 

helvólico, contendo estruturas anfifílicas semelhantes aos sais biliares, também possuem a 

propriedade de formar agregados micelares. Durante os estudos de complexação, é necessário 

garantir que não ocorra formação de micelas, caso contrário ocorrerão possíveis interferências 

na determinação da constante de formação do complexo. Para se evitar estas interferências, 

deve-se utilizar a concentração do esteróide abaixo da concentração micelar crítica (cmc). 21  

Também é vantajoso trabalhar com excesso de concentração de um dos reagentes, o que não é 

possível neste caso. Por um lado, tem-se o limite de concentração do esteróide e por outro, a 

máxima concentração em solução de ciclodextrina, que também é limitada devido a 

solubilidade, sendo particularmente importante no caso da β-CD. 

Estas restrições sugerem que o método da variação contínua 156 é o mais apropriado 

para estudo destes sistemas, cuja concentração total é igual a soma das concentrações das duas 

espécies presentes em solução (item 3). 

 

Determinação da Estequiometria e da constante de equilíbrio do complexo de 

inclusão 

Para a determinação da estequiometria dos complexos de inclusão formados entre a 

ciclodextrina (γ-CD) e o hóspede (fusidato ou helvolato), foi utilizado o método de Job. 

Experimentalmente, de uma série de 10 (dez) soluções, com variação da relação molar 

de ciclodextrina e hóspede (fusidato ou helvolato) no intervalo de 0 (zero) a 1 (um), e a partir 

dos espectros de RMN obtém-se a posição do sinal pertencente a um determinado núcleo de 

ciclodextrina.  
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Figura 5.36 - Curva de Job obtida com os deslocamentos químicos dos carbonos da γ-CD para o 

complexo (a) helvolato:γ-CD e (b) fusidato:γ-CD; [helvolato/fusidato]o= [γ-CD]o= 10mM); 75 MHz. 

 

A Figura 5.36a mostra a curva de Job para os seis carbonos de uma unidade de glicose 

de γ-CD para o complexo helvolato:γ-CD. Os pontos representam os valores experimentais e 

as linhas são o resultado do cálculo referente aos teóricos deste tipo de representação, 

considerando o valor obtido a partir das constantes de associação e demais parâmetros. O 

máximo da curva é observado em um valor de 0,5, o que sugere a formação de complexo de 

estequiometria 1:1 (helvolato:γ-CD). 

No caso do fusidato de sódio, a representação de Job é feita com apenas cinco dos seis 

átomos de carbono de uma unidade de glicose da ciclodextrina, devido a pouca variação dos 

deslocamentos químicos do C2. A Figura 5.36b demonstra a curva de Job para o complexo 

fusidato:γ-CD. Neste caso, o máximo da curva também é observado em 0,5, o que sugere a 

formação de complexo de estequiometria 1:1 (Fusidato:γ-CD). 

Os valores das constantes de equilíbrio de formação dos complexos helvolato:γ-CD e 

fusidato:γ-CD foram calculados em um programa “Origin versão 6,0”, utilizando a equação 

3.20 (item 3), através de um ajuste global por mínimos quadrados não linear para os átomos 

de carbono e estabelecendo a condição de um valor de 11K  constante em todas as séries e 

diferentes valores de maxδ∆  para cada átomo de carbono.  

A Figura 5.37, mostra a variação dos deslocamentos químicos observados ( obsδ∆ ) dos 

átomos de carbono da γ-CD, em função da concentração inicial de helvolato de potássio 

([helvolato K]o). Os pontos representam os dados experimentais e as linhas são o resultado do 
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ajuste da equação (3.20). Para avaliação do ajuste teórico foi representado na parte inferior 

deste mesmo gráfico (Figura 5.37), uma análise dos erros residuais (diferença entre os valores 

de ∆δ experimentais e teóricos) para cada átomo de carbono, podendo demonstrar desvios 

sistemáticos ou erros aleatórios, dependendo do número de dados disponíveis, parâmetros de 

correlação e intervalos de confiança. Deduz-se então que o modelo proposto para a formação 

de um complexo 1:1 é considerado satisfatório, cujo valor obtido para a constante de 

associação do complexo helvolato de potássio: γ-CD é : Khelvolato:γ-CD = (22 ± 9)×103 L.mol-1. 
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Figura 5.37 - ∆δobs para diferentes átomos de carbono da γ-CD 

complexada com helvolato de potássio. [helvolato]o= [γ-CD]o= 10mM. 

 

A fim de comprovar a validade do modelo anterior, foram feitos cálculos supondo-se 

simultaneamente a existência de estequiometrias 1:1 e 1:2. Nesta última suposição, apesar de 

apresentar menores erros residuais, o valor da constante de K12 (≈0,1×103 L mol-1) indicou 

que somente haveria formação de uma pequena fração de complexo 1:2. 

De forma semelhante ao helvolato de potássio, foram realizados estudos de 

complexação por γ-CD com o fusidato de sódio. A Figura 5.38 mostra a variação dos 

deslocamentos químicos observados ( obsδ∆ ) dos átomos de carbono da γ-CD, em função da 

concentração inicial de fusidato de sódio ([fusidato]o). Os dados experimentais foram 

analisados conforme o que foi mostrado para o helvolato de potássio e de acordo com a 

equação 3.20 (item 3). Neste caso, o valor de 11K resultante é:  Kfusidato:γ-CD = (60 ± 24)×103 

L.mol-1. 
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Figura 5.38 - ∆δobs para diferentes átomos de carbono da γ-CD 
complexada com fusidato sódico . [fusidato]o= [γ-CD]o= 10mM. 

 

Estes valores estão entre as mais altas constantes de equilíbrio encontradas para 

complexos de inclusão de esteróides em ciclodextrinas do tipo 1:1. Estes valores são quase 

uma ordem de magnitude maior que para os sais biliares, refletindo a formação de complexos 

mais estáveis. 21  

A Tabela 5.9 apresenta os valores de maxδ∆  para os átomos de carbono da γ-CD 

resultantes da complexação de ambos os esteróides. Estes são relativamente altos e indicam 

uma forte interação hóspede - ciclodextrina, o que poderia justificar os elevados valores 

obtidos para as constantes de equilíbrio. 
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Tabela 5.9 - Valores de maxδ∆ obtidos para os átomos de carbono da γ-CD na complexação com fusidato de 
sódio e helvolato de potássio. 

maxδ∆ /ppm  Átomo de C 
γ-CD fusidato de sódio helvolato de potássio 

C1 0.857 ± 0.008 0.78 ± 0.01 

C2 0.193 ± 0.008 0.59 ± 0.01 

C3 0.572 ± 0.008 0.26 ± 0.01 

C4 0.343 ± 0.008 0.14 ± 0.01 

C5 -0.406 ± 0.008 0.24 ± 0.01 

C6  -0.31 ± 0.01 

 

Determinação da estrutura do complexo 

As estruturas dos complexos podem ser deduzidas a partir dos espectros ROESY, 

conforme será demonstrado para o complexo helvolato: γ-CD (Figura 5.39). A Tabela 5.10 

mostra as interações intermoleculares observadas entre os respectivos hóspedes (fusidato ou 

helvolato) e a molécula hospedeira (γ-CD). A partir das observações obtidas dos experimentos 

ROE, é possível fazer algumas  considerações: 

i)  nenhum dos átomos de hidrogênio dos carbonos C1 a C7, localizados nos anéis 

esteroidais A e B, assim como o grupo metila C(30)H3 localizado no C4 do anel A, 

apresentam interações com os átomos de hidrogênio da γ-CD. 

ii)  as principais interações do H6 pertencente à γ-CD, são com os dos grupos metila 

C(26)H3 e C(27)H3 localizados na cadeia lateral, com os dos grupos metila C(32)H3, 

C(34)H3 e C(18)H3 e com os hidrogênios H11. No caso do ácido helvólico, os 

hidrogênios da metila C(19)H3 também mostram uma fraca interação. A maior parte 

destes átomos de hidrogênio está localizada na parte central do esqueleto esteroidal. 

iii)  H3 é sempre observado como um dos átomos de interação da γ-CD. As interações do 

H3 com os hidrogênios dos grupos metila pertencentes á cadeia lateral são 

particularmente fortes. 

iv)  não são observadas interações intramoleculares entre a cadeia lateral e os núcleos 

esteroidais. 
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v)  presume-se que os esteróides incorporam-se na cavidade da γ-CD através da cadeia 

lateral, assim como ocorre com os sais biliares. 21 Porém, ao alcançar a região central, 

a ciclodextrina se afasta através da mesma região, observação procedente pela 

ausência de interação com os hidrogênios pertencentes ao anel A do esqueleto 

esteroidal. 

vi)  a ausência de interação com os hidrogênios H22 e H23 se deve ao diâmetro da 

cavidade da γ-CD, que não possibilita desenvolver um efeito de blindagem suficiente. 

No entanto, algumas destas interações são observadas com a β-CD, devido ao menor 

diâmetro interno da cavidade da ciclodextrina. 

 
Tabela 5.10 - Experimento ROE com as interações entre os hidrogênios (Pn) do helvolato ou fusidato e os 

hidrogênios (Hn) das ciclodextrinas β- ou γ-CD.  

γ-CD β-CD 
Fusidato Helvolato Fusidato Helvolato 

Localização C-atomo 

H-3 H-5 H-6 H-3 H-5 H-6 H-3 H-5 H-6 H-3 H-5 H-6 
P1 F F   
P 2 m F  m f f 
P 3 F   
P 4 F F   Anel A 

P 30 F F  m   
P 6  m   Anel B P 7 

 

f   
Anéis B/C P 9 

 

f      
Anel C P 11 F F m m m f m   
Anéis C/D P 13 m   m   

P15 m m   Anel D P16 m   m   
 

Anéis C/D P 18 F F F F F f m f  

 

Anéis A/B P 19 F m  F m f F f  m f  
P 22   m   
P 23 m    F f  m   
P 24 m f   m  F   m m  
P 26 F m m F f F F F m F F F 

Cadeia 
lateral 

P 27 F m m F f F F F m F F F 
Anéis B/C P 32 F F m F F m F f  m f  

P 34 F f f  F  F F f f f  Ester 
P 36    f   

Representação: Interações fracas (f), médias (m), fortes (F) e ausência de interações 
(em branco). 
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Das interações observadas no espectro ROESY (Figura 5.39), define-se a forma do 

complexo de inclusão helvolato:γ-CD , baseado nos hidrogênios H3, H5 e H6 da γ-CD 

situados em direção à cavidade interior da ciclodextrina, com os hidrogênios da molécula de 

helvolato de potássio. 

A partir dos dados analisados, propõe-se modelos espaciais teóricos para o complexo 

(helvolato)1 :(γ-CD)1 , com vistas laterais (a) e (b) e frontais (c) e (d), conforme Figura 5.40.   

 

( pp m )
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Figura 5.39 - Espectro ROESY referente ao complexo de inclusão helvolato: γ-CD em D2O 

10mM, 500 MHz. 
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(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 

Figura 5.40 - Modelos espaciais teóricos do complexo (helvolato)1 : (γ-
CD)1, com vistas laterais (a) e (b) e frontais (c) e (d). 

 
 

5.3.2 -   Complexos Fusidato de Sódio e Helvolato de Potássio : β-CD 

Os sais biliares formam complexos 1:1 com a γ-CD, enquanto que com a β-CD 

formam complexos de estequiometria 1:1 e 1:2. Portanto, estes esteróides comportam-se 

como hóspedes monotópicos e ditópicos respectivamente, se forem trihidroxílicos (por 

exemplo, colato de sódio) ou dihidroxílicos (no caso, desoxicolato de sódio). 20, 21 Com base 

nas estruturas do helvolato e fusidato e demonstrações experimentais, espera-se um 

comportamento similar aos sais biliares. 

 

Determinação da Estequiometria do complexo de inclusão 

Para a determinação da estequiometria dos complexos de inclusão formados entre a β-

CD e o hóspede (fusidato ou helvolato), também foi utilizado o método de Job. A posição do 

máximo das curvas com valores maiores que 0.5 (Figura 5.41), sugere para ambos os 
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complexos helvolato:β-CD e fusidato:β-CD a existência de estequiometria 1:2, porém não 

descarta a existência de dois diferentes complexos 1:1. Neste caso, poderia existir duas 

constantes diferentes K11 e K12 , na qual K11 poderia representar a soma das constantes de 

associação destes complexos 1:1. De fato, a posição do máximo das curvas não  alcança o 

valor de 0.67, o qual seria indicativo da existência de um único tipo de complexo 1:2 em 

solução. Estes resultados sugerem a formação de uma mistura em solução dos complexos 1:1 

e 1:2. 
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Figura 5.41 - Curva de Job para os cinco carbonos de uma unidade de glicose de β-CD para o 
complexo (a) helvolato: β-CD e (b) fusidato: β-CD. [helvolato/fusidato]o= [β-CD]o= 10mM, 75 MHz. 

 

Determinação da constante de equilíbrio de formação do complexo 

Nos dois casos, tanto para o complexo helvolato:β-CD quanto para o fusidato:β-CD, 

tem-se a formação de complexo com estequiometria 1:2 juntamente com 1:1, como mostra a 

curva de Job representada na Figura 5.41. A equação que descreve a existência destes três 

tipos de complexos em solução, foram deduzidas no item 3 (3.27), cuja resolução implica em 

uma equação de terceiro grau para a obtenção das constantes K11 e  K12. 160  Foram realizadas 

análises globais não lineares para os deslocamentos químicos destes compostos com a β-CD 

em um programa Origin 6.0.  

Helvolato : β-CD indica claramente uma mistura de estequiometrias 1:1 e 1:2. A 

Figura 5.42 mostra os dados experimentais (símbolos) e o ajuste global não linear (linhas) 

referente a equação 3.27. As Figuras 5.42 mostram a variação dos deslocamentos químicos 
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observados (∆δobs) dos átomos de carbono da β-CD frente a concentração inicial do helvolato 

de potássio ([helvolato]o). Os valores das constantes obtidas são: 

K11 (helv.:β-CD) = (2,42 ± 0,87)×103 L mol-1 

K 12 (helv.:β-CD) = (0,06 ± 0,09)×103 L mol-1 

O mesmo processo foi utilizado para o fusidato de sódio com a β-CD. A Figura 5.43 

mostra a variação dos deslocamentos químicos observados (∆δobs) dos átomos de carbono da 

β-CD em função da concentração inicial do fusidato de sódio ([fusidato]o). Os pontos 

representam os dados experimentais e as linhas são o resultado do ajuste teórico baseando-se 

na equação 3.27 para complexos de estequiometria 1:2. Uma análise global não linear de 

todos os átomos de carbono, assumindo a formação de complexo 1:1 (Figura 5.43a), produz 

resíduos com desvios sistemáticos significativos. Para a mesma análise, também admitindo a 

formação de complexo 1:2, obtém-se um ajuste perfeito com os resíduos distribuídos 

aleatoriamente (Figura 5.43b). 

A fim de aumentar o número de núcleos analisados a partir da mesma amostra 

fusidato:β-CD, foram considerados simultaneamente os deslocamentos químicos de 1H-RMN 

dos H3 e H5 juntamente com os átomos de carbono C1, C3, C4 e C5 da β-CD. A formação de 

ambos os complexos 1:1 e 1:2 estão de acordo com o gráfico de Job com o máximo entre Xβ-

CD= 0,5 (1:1) e Xβ-CD=0,67 (1:2). O valor das constantes  K11 e K 12  são: 

K 11 (fusid.:β-CD) = (0,74 ± 0,13)×103 L mol-1 

K 12 (fusid.:β-CD) = (0,210 ± 0,075)×103 L mol-1 
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Figura 5.42 - ∆δobs para diferentes átomos de carbono da β-CD complexada com helvolato de potássio; (a) 
ajuste para complexo 1:1, (b) ajuste para complexo 1:2 
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Figura 5.43 - ∆δobs para diferentes átomos de carbono da β-CD complexada com fusidato de sódio; (a) ajuste 
para complexo 1:1, (b) ajuste para complexo 1: 2. 

 
 

Comentários importantes podem ser feitos para K11. Os valores mais baixos de 

∆δmax,C11 para os complexos formados entre fusidato (ou helvolato) e a β-CD, comparados 

com a γ-CD, sugere a existência de uma estreita relação entre os valores de K 11 e ∆δmax. Este 

fato se deve à mudança de ambiente eletrônico, devido à interação hóspede–hospedeiro 

ocorrida no processo de complexação com a γ-CD, levando a valores de K11 mais elevados. 

De forma análoga, esta avaliação também pode ser feita para os complexos formados entre 

fusidato (ou helvolato) e a β-CD, comparados com os sais biliares, evidenciando valores de 
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∆δmax mais baixos para àqueles complexos. Isto pode ser explicado através da análise das 

estruturas propostas a partir dos experimentos ROE. Nos sais biliares tem-se a cadeia lateral 

como uma parte da estrutura molecular facilmente flexível. Porém, no caso do helvolato e 

fusidato, tem-se esta parte da cadeia lateral como a mais rígida, devido a dupla ligação 

carbono-carbono. Portanto, a cadeia lateral dos sais biliares pode adquirir uma conformação 

dobrada dentro da cavidade da β-CD, permitindo que os anéis C (parcialmente) e D 

(totalmente) sejam incluídos dentro da cavidade. 20 Esta observação corrobora com o maior e 

significativo número de interações entre o esqueleto esteroidal e a cadeia lateral nos sais 

biliares com a cavidade da ciclodextrina, comparado aos dois antibióticos, levando a valores 

mais elevados de K11 para os complexos formados com os sais biliares. 21 Presume-se que a 

menor inclusão dos dois antibióticos esteroidais, fusidato e helvolato, para dentro da cavidade 

da β-CD comparados aos sais biliares, é provavelmente devido a existência do substituinte 

acetoxi no C16. 

Comentários similares também são aplicáveis a K12. Os valores de ∆δmax,C12 para os 

complexos de sais biliares são quase duas vezes maior que com fusidato e helvolato e a 

segunda β-CD, mostrando um maior número de interações no espectro ROESY com os anéis 

A e B no complexo fusidato que no helvolato. Assim, os valores de K12 segue a seguinte 

ordem, sais biliares > fusidato > helvolato. A partir dos valores da constante de equilíbrio 

conclui-se que tanto o fusidato quanto o helvolato são considerados maus hóspedes ditópicos 

para a β-CD comparados aos sais biliares diidroxílicos, 20 e portanto irão conduzir a 

conglomerados supramoleculares mais fracos quando complexados por dímeros de β-CD.19, 20  

 

Determinação da estrutura do complexo 

A Tabela 5.10 apresenta as interações intermoleculares observadas entre os 

respectivos hóspedes (fusidato ou helvolato) e a molécula hospedeira (β-CD). A partir das 

observações obtidas dos experimentos ROE, obtém-se algumas considerações: 

i)  é possível observar ausência de interação com os hidrogênios da região central da 

estrutura molecular (anéis C e D) 
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ii)  são verificadas interações correspondentes a dois grupos localizados em distintas 

posições do núcleo esteroidal, àqueles correspondentes à região da cadeia lateral e os 

correspondentes aos anéis A e B. Esta análise sugere que duas moléculas de β-CD estão 

envolvidas no processo de complexação em diferentes regiões. Isto poderia 

corresponder à existência de dois complexos 1:1 diferentes ou formação de complexo 

1:2, no qual duas moléculas de β-CD estariam simultaneamente complexando uma 

molécula hóspede. 

iii)  praticamente não foi observada interação entre os hidrogênios dos anéis C e D do 

fusidato e helvolato  

iv)  nenhuma interação foi observada no espectro ROESY entre a cadeia lateral e o 

esqueleto esteroidal dos respectivos antibióticos, sugerindo uma cadeia lateral rígida 

(não dobrada), diferente do que ocorre nos sais biliares 

v)  interações importantes foram observadas entre a cadeia lateral rígida destes antibióticos 

e a primeira molécula de β-CD no complexo 1:2   

vi)  através do espectro ROESY, foi demonstrado que a segunda molécula de β-CD mostra 

um maior número de interações com os anéis A e B no fusidato que no helvolato 

vii)  para a γ-CD, H3 sempre aparece como um dos átomos de interação da β-CD, porém há 

uma notável ausência de interações com os hidrogênios H5 e H6. Isto sugere que os 

esteróides incorporam a cavidade da β-CD através de sua borda secundária, como 

ocorre com os sais biliares e a γ-CD. 20, 21  

 

A partir das considerações anteriores, deduz-se a estrutura dos complexos formados 

entre os dois antibióticos, fusidato e helvolato, na presença de γ- e β-CD, e estes estão 

representados esquematicamente na Figura 5.44. 
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Figura 5.44 - Estruturas esquemáticas para os complexos formados entre (a) fusidato de sódio e γ-CD; (b) 
helvolato de potássio e γ-CD; (c) helvolato de potássio e β-CD; e (d) fusidato de sódio e β-CD. 

 

 

5.3.3 - Complexos CHAPS e CHAPSO: γ-CD 

Como já havia sido comentado anteriormente, CHAPS e CHAPSO são compostos 

com estruturas anfifílicas semelhantes aos sais biliares, e também possuem a propriedade de 

formar agregados micelares. Devido as mesmas restrições mencionadas para o estudo dos 

complexos de inclusão dos antibióticos esteroidais, ácidos fusídico e helvólico,  também é 

utilizado nestes experimentos o método da variação contínua (Job), como o mais apropriado 

para estudo destes sistemas. 

Determinação da Estequiometria do complexo de inclusão 

A Figura 5.45 mostra a curva de Job para os carbonos de uma unidade de glicose de γ-

CD para o complexo CHAPS: γ-CD e CHAPSO: γ-CD. Os pontos representam os valores 

experimentais e as linhas são o resultado do ajuste matemático destes dados, para obter o 

valor da constante de equilíbrio de formação do complexo. 



Resultados e discussão  

 

121

O máximo da curva é observado em 0,5, o que sugere a formação de complexo de 

estequiometria 1:1 para os dois complexos CHAPS:γ-CD e CHAPSO:γ-CD, sendo da mesma 

estequiometria que os antibióticos estudados anteriormente e os sais biliares. 20, 21  
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Figura 5.45 - Curva de Job obtida com os deslocamentos químicos dos carbonos da γ-CD para o 
complexo (a) CHAPS:γ-CD e (b) CHAPSO:γ-CD. ([CHAPS]=[CHAPSO]=[γ-CD]=10mM; 75 MHz.  

 
 

Determinação da constante de equilíbrio de formação do complexo 

Os valores das constantes de equilíbrio de formação dos complexos (CHAPS)1:(γ-

CD)1 e (CHAPSO)1:(γ-CD)1 também foram calculados através do programa “Origin 6.0”, 

utilizando a equação (3.20), através de um ajuste global por mínimos quadrados não linear 

para os átomos de carbono e estabelecendo a condição de um valor de K11 constante em todas 

as séries e diferentes valores de ∆δmax para cada série de átomos de carbono.  

A Figura 5.46 mostra a variação dos deslocamentos químicos observados (∆δobs) dos 

átomos de carbono da γ-CD em função da concentração inicial de (a) CHAPS e (b) CHAPSO 

([CHAPS]o e [CHAPSO]o). Os dados experimentais são representados por pontos e as linhas, 

o resultado do ajuste da equação (3.20) como complexo de estequiometria 1:1. 



Resultados e discussão  

 

122

0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010

-0.02

0.00

0.02

 

 

er
ro

r r
es

id
ua

l

[CHAPS]/M

-0.2

-0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

 1C
 4C
 3C
 2C
 5C
 6C

 

∆
δ ob

s/p
pm

 

 

 
(a) 

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

-0,01

0,00

0,01

 

 

er
ro

 re
si

du
al

[CHAPSO]/M

-0,2

-0,1

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8
 1C
 4C
 3C
 2C
 5C
 6C

 

 

∆
δ ob

s/p
pm

 

 
(b) 

Figura 5.46 - ∆δobs para diferentes átomos de carbono da γ-CD complexada com (a) CHAPS e (b) 
CHAPSO. 

 

De acordo com a avaliação do ajuste teórico representado pela análise de erros 

residuais para cada átomo de carbono e análise global dos dados segundo modelo proposto 

para formação de complexos 1:1, é possível assumir ajustes satisfatórios para a estequiometria 

1:1, com os seguintes valores da constante de equilíbrio: 

KCHAPS:γ-CD=(3,6 ± 0,4)×103 L. mol-1 

KCHAPSO:γ-CD=(2,8 ± 0,2)×103 L. mol-1 

Pode-se observar que os valores das constantes de equilíbrio são de mesma ordem de 

magnitude que os obtidos para os sais biliares. 21 Este fato sugere que o esqueleto esteroidal 

incorpora-se no interior da cavidade da ciclodextrina, já que esta é a parte comum da estrutura 

destes hóspedes. Esta suposição será confirmada através de estudos ROE. 

A Tabela 5.11 mostra os valores obtidos para ∆δmax. para os carbonos da γ-CD. 

Destaca-se o erro pouco significativo nestes parâmetros, resultado de um bom ajuste dos 

dados experimentais ao modelo proposto (complexo 1:1). 
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Tabela 5.11 - Valores de ∆δmax obtidos para os átomos de carbono da γ-CD após complexação com CHAPS e 
CHAPSO. 

Carbonos 
CHAPS 

∆δmax/ppm 
CHAPSO 
∆δmax/ppm 

C1 0.7440±0.0095 0.7642±0.0075 
C2 0.0389±0.0076 0.0498±0.0058 
C3 0.1616±0.0077 0.1767±0.0059 
C4 0.7683±0.0096 0.7870±0.0076 
C5 0.2842±0.0079 0.2937±0.0060 
C6 -0.1564±0.0077 -0.1473±0.0058 

 

Determinação da estrutura do complexo 

Como nos casos anteriores, foram realizados espectros ROESY para determinação da 

estrutura do complexo, os quais são demonstrados nas Figuras 5.47 para o CHAPS e 5.48 para 

o CHAPSO. A análise segue a mesma sistemática já comentada para o fusidato de sódio e 

helvolato de potássio, o que torna desnecessária uma discussão mais detalhada, limitando-se à 

descrição das interações observadas (ver Tabela 5.12) e respectivas estruturas propostas 

(Figuras 5.49 para o CHAPS e 5.50 para o CHAPSO): 

i)  As interações do H3 com os hidrogênios da cadeia lateral e os anéis C e D são 

particularmente fortes 

ii)  Os hidrogênios da cadeia lateral somente interagem com os hidrogênios bastante 

próximos e não com os dos anéis da própria estrutura 

iii)  Praticamente não foi observada interação dos hidrogênios da γ-CD com os do anel A. 

Assim, presume-se que os esteróides entram na cavidade da γ-CD através da cadeia 

lateral, assim como ocorre com os sais biliares, indo até o anel B e se afastam através da 

mesma região. Esta observação está justificada pela quase inexistência de interação com 

os hidrogênios pertencentes ao anel A do esqueleto esteroidal. 

iv)  Os sinais pertencentes aos H(25) quando livres, tanto para o CHAPS quanto CHAPSO, 

aparecem com um único deslocamento químico, porém ocorre desdobramento devido 

ao fenômeno de complexação com a γ-CD, o que parece indicar uma certa rigidez da 

cadeia lateral. 
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Figura 5.47 - Espectro ROESY do complexo CHAPS:γ-CD, em D2O, 500MHz. 

 

(ppm) 4.8 4.0 3.2 2.4 1.6 0.8

4.8

4.0

3.2

2.4

1.6

0.8

(ppm)

 
Figura 5.48 - Espectro ROESY do complexo CHAPSO:γ-CD, em D2O, 500 MHz. 



Resultados e discussão  

 

125

Tabela 5.12 - Interações observadas no ROESY (soluções 10 mM de γ-CD e 10mM de CHAPS ou CHAPSO, 
em D2O, pH natural ) entre hidrogênios (Pn) do CHAPS ou CHAPSO e hidrogênios (Hn) da γ-CD.  

γ-CD 

CHAPS CHAPSO 

Localização Átomo de 
C 

H-3 H-5 H-6 H-3 H-5 H-6 

P-1 
P-2 
P-3 

Anel A 

P-4 
Anel A/B P-5 

  

P-6 m   F   Anel B 
P-7 
P-8 

 
Anel B/C 

P-9 m   

 

P-11 F   F   Anel C 
P-12 m F  F F F 
P-13  Anel C/D 
P-14 F   

 

P-15 F F m F  m 
P-16 F   m   

Anel D 

P-17 F F  F   
Anel C/D P-18 F F F m F F 
Anel A/B P-19 F F F F   

P-20 f    
P-21   F F 
P-22 f   F m  
P-23 m   f   
P-24   
P-25 f  f f   
P-26 F   F   
P-27   m  
P-28 m f  m m m 
P-29 m   m m  
P-30 F F F m f m 
P-31 F F F m F m 

Cadeia 
lateral 

P-32 F F F m F m 
Representação:  interações fracas (f), médias (m), fortes (F) e ausência de interações (em 

branco). 
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Figura 5.49 - Representação espacial do complexo CHAPS:γ-CD. 
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Figura 5.50 - Representação espacial do complexo CHAPSO:γ-CD. 

 
 

5.3.4 - Complexos CHAPS e CHAPSO: β-CD 

No caso das substâncias CHAPS e CHAPSO, os estudos dos complexos de inclusão 

na presença de γ- e β-CD, demonstraram comportamentos diferenciados de intercâmbio do 

hóspede em relação à escala de tempo de RMN. Assim com a β-CD, como será visto a seguir, 

foi verificado um processo de intercâmbio lento da molécula hóspede (CHAPS ou CHAPSO), 

enquanto que com a γ-CD o intercâmbio é rápido. Portanto, antes de iniciar-se o estudo 

detalhado destes sistemas, é importante mencionar que : 

• O sistema está sob regime de intercâmbio rápido, se o processo de entrada e saída da 

molécula hóspede for bastante rápido em comparação com a escala de tempo de RMN. 
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Neste caso, somente se detecta um único sinal, cuja posição será o ponto médio das 

espécies presentes em solução (ciclodextrina livre e complexada). 154  

• Por outro lado, o sistema está sob regime de intercâmbio lento, se o processo de entrada e 

saída da molécula hóspede for bastante lento em comparação com a escala de tempo de 

RMN. Aqui, a detecção do sinal é mais rápida que a entrada e saída do hóspede do interior 

da ciclodextrina. Neste caso, detecta-se no espectro de RMN dois estados bem 

diferenciados da ciclodextrina (livre e complexada). A intensidade relativa de ambos os 

sinais será proporcional à fração de cada uma das espécies presentes em equilíbrio. 154  

 

Determinação da Estequiometria do complexo de inclusão 

Análises preliminares de espectros de 13C correspondentes a uma série de Job para 

determinação da estequiometria do complexo CHAPS ou CHAPSO e β-CD, mostraram 

alterações de alguns sinais pertencentes à molécula de β-CD. A Figura 5.51 mostra 

nitidamente desdobramento dos sinais correspondentes aos carbonos C1, C3 e C4 

pertencentes à molécula de β-CD e não tão claramente por estarem bastante próximos, os C2 

e C5 da β-CD. 

Observa-se na Figura 5.51 um decréscimo gradual na intensidade dos sinais 

correspondentes à β-CD livre em solução à medida que diminui sua concentração e aumenta a 

de CHAPS ou CHAPSO. Ao contrário, observa-se um aumento gradual dos sinais dos 

carbonos da β-CD complexada com o esteróide na mesma sequência de concentrações. 

Portanto, o aparecimento de dois sinais para um mesmo carbono na série de Job, é indicativo 

de um processo de complexação por intercâmbio lento. 

O aparecimento de dois sinais para um mesmo carbono na série de Job, deve-se a um 

intercâmbio lento na complexação. Como já foi mencionado, o intercâmbio lento se refere ao 

processo global de entrada e saída do hóspede do interior da molécula hospedeira ocorrer 

mais lentamente que os tempos de medida de RMN de 13C. No caso de um processo rápido, a 

observação seria feita através do aparecimento de um único sinal deslocando-se da posição 

referente à β-CD livre até a posição da β-CD complexada.  
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Deve-se eliminar também a possibilidade de que a duplicação de sinais seja resultado 

do efeito da micelização tanto do CHAPS como do CHAPSO. Para isto, foram realizados 

espectros de 1H (Figura 5.52) em diferentes concentrações dentro do intervalo de 2-10 mM de 

CHAPS ou CHAPSO em D2O (sem a presença de β-CD). Foi observado que o 

desdobramento dos sinais não é devido ao processo de auto-associação destas moléculas. Os 

espectros da Figura 5.52 mostram portanto, que não existe nenhum desdobramento dos sinais, 

como observado na presença de β-CD.  

A Tabela 5.13 também demonstra através dos resultados, que não existem mudanças 

significativas dentro do intervalo das concentrações de 2-10mM dos compostos esteroidais.  

Esta análise foi baseada na relação entre as áreas dos sinais das metilas 18 e 19 com as 

situadas na cadeia lateral nas posições 31 e 32 (CHAPS), assim como nas áreas dos sinais das 

metilas 18 e 19 com relação ao 12 (CHAPSO). Estas considerações permitem descartar que o 

desdobramento seja devido à formação de auto-agregação (micelas) do CHAPS ou CHAPSO. 

 

Tabela 5.13 - Relação entre as áreas dos sinais das metilas nas posições 18 e 19 com a área dos hidrogênios 
situados na cadeia lateral do CHAPS (31 e 32) e CHAPSO (próton 12). 

Área relativa 
CHAPS CHAPSO 

Concentração 
mM 

A18/A31-32 A19/A31-32 A18/A12 A19/A12 
10 0.4836 0.4152 3.0702 3.0858 
5 0.4984 0.4105 3.0030 2.7914 
2 0.4963 0.4088 2.8559 2.7749 
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Figura 5.51 - Espectros de 13C com diferentes concentrações de (a) CHAPS ou (b) CHAPSO e β-CD, na 
seguinte ordem: 10 mM β-CD e 0 mM CHAPS, 7 mM β-CD e 3 mM CHAPS, 5 mM β-CD e 5 mM CHAPS, 1 

mM β-CD e 9 mM CHAPS; soluções em D2O, pH natural (5,0-6,0), 75MHz. 
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Figura 5.52 - Espectros de 1H com diferentes concentrações de (a) CHAPS e (b) CHAPSO com concentrações 

nos espectros em ordem decrescente de 10mM, 5 mM e 2 mM; soluções em D2O, pH natural (5,0-6,0), 300MHz. 

 

No caso dos esteróides fusidato e helvolato, o parâmetro experimental utilizado para 

determinação da estequiometria e cálculo da constante de formação do complexo foi o 

deslocamento químico dos sinais de 13C, cuja propriedade é proporcional à concentração tanto 

de β-CD como de hóspede livres e complexados. Para os compostos CHAPS e CHAPSO na 

presença de β-CD, os espectros de 1H foram outra alternativa no estudo dos complexos, em 

que a área dos sinais seria a propriedade a ser considerada no caso de um intercâmbio lento. 
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O passo seguinte consistiu em selecionar os hidrogênios, os quais são convenientes de 

serem avaliados através de suas áreas. Neste caso, para esta análise, deve-se levar em 

consideração alguns requisitos tais como: i) que os sinais correspondentes ao mesmo 

hidrogênio (da molécula associada com a β-CD e livre) apareçam suficientemente separadas 

no espectro; ii) que estes sinais não apareçam com o mesmo deslocamento químico que o 

sinal de outro hidrogênio da mesma molécula; iii) tendo em solução dois compostos, que a 

análise leve em consideração a não sobreposição com sinais dos hidrogênios da outra 

molécula.  

Para ilustrar esta problemática, a Figura 5.53 mostra como exemplo, os espectros do 

CHAPS e a β-CD puros. A análise fornece uma idéia bastante clara dos sinais que podem ser 

descartados e os que devem ser considerados. É o caso do sinal do P-7 pertencente à molécula 

do CHAPS, que não pode ser utilizado em estudos quantitativos, por encontrar-se sobreposto 

aos sinais referentes aos H-3, H-6 e H-5 da β-CD. 

0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.43.63.84.04.24.44.64.85.0

(ppm)  
Figura 5.53 - Espectros de 1H sobrepostos de CHAPS 10 mM (vermelho) em solução, com a β-

CD 10 mM (preto) (soluções em D2O, pH natural; 500 MHz). 

 



Resultados e discussão  

 

133

Finalmente, a Figura 5.54 ilustra os sinais do hóspede que estão suficientemente 

separados entre si para serem analisados como independentes. Deduz-se então, que os únicos 

hidrogênios possíveis de análise para determinação da estequiometria e da constante de 

formação do complexo, são os dos carbonos 18, 19, 21, 25 e 12 do CHAPS e o 5 complexado 

da β-CD. Para o CHAPSO, o hidrogênio 25 (complexado) não poderá ser analisado, uma vez 

que aparece com o mesmo valor de deslocamento químico que os sinais correspondentes às 

metilas 31 e 32. 

0.60.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.43.63.8

(ppm)  
Figura 5.54 - Espectros de 1H com diferentes concentrações de CHAPS e β-CD: azul escuro: 1 mM β-
CD e 9 mM CHAPS; azul claro: 3 mM β-CD e 7 mM CHAPS, verde: 5 mM β-CD e 5 mM CHAPS; 
vermelho: 8 mM β-CD e 2 mM CHAPS. Soluções em D2O, pH 5-6 (natural da solução), 500 MHz. 

 

A Figura 5.55 mostra claramente o desdobramento dos sinais referentes aos 

hidrogênios P-18, P-19 e P-21 e deslocamento químico dos H-6. Observa-se um decréscimo 

gradual dos sinais de CHAPS quando está livre em solução à medida que diminui a sua 

concentração e aumenta a de β-CD até seu completo desaparecimento. Por outro lado, 

observa-se um aumento gradual dos sinais do CHAPS quando se encontra complexado com a 

β-CD na mesma seqüência de concentrações. Ver também a Figura 5.56. 
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Figura 5.55 - Espectros de 1H com diferentes concentrações de CHAPS 1mM e β-CD 9mM (vermelho), CHAPS 
5 mM e β-CD 5 mM (verde), CHAPS 7 mM e β-CD 3 mM (azul claro) e CHAPS 10 mM (azul escuro). 

Soluções em D2O, pH natural (5,0-6,0), 500 MHz. Os símbolos “L” indicam hidrogênios da substância livre e 
“C” complexada. 
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Figura 5.56 - Espectros de 1H parciais sobrepostos de CHAPS 2 mM e β-CD 8 mM (vermelho), CHAPS 5 mM 
e β-CD 5 mM (azul escuro), CHAPS 7 mM e β-CD 3 mM (azul claro) e CHAPS 8mM e β-CD 2 mM (verde); 

soluções em D2O, pH natural (5,0-6,0), 500 MHz. 
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Uma análise mais criteriosa demonstra que ocorreu sobreposição da base dos sinais, o 

que dificultou a utilização do sistema de integração normal oferecido pelos diferentes 

programas de análises dos espectros de RMN disponíveis comercialmente. Portanto, para 

obtenção de valores confiáveis a partir das áreas a serem analisadas, foi utilizado um 

programa em “Mathcad Profissional 2001”, cujo ajuste de dados de intensidade (IRMN-ppm) a 

uma função composta por Lorentzianas simula a zona do espectro de interesse para um 

conjunto de sinais. Este programa permite a obtenção de uma função global que melhor 

descreva a soma dos sinais, mediante um ajuste dos dados experimentais através do método 

de “Levenberg-Marquardt”. Uma vez obtidos os valores referentes aos parâmetros da função 

global, estes são separados em funções, os quais descrevem cada um dos sinais e que são 

passíveis de integração individual.  

No Anexo B, é demonstrado um exemplo de ajuste de varias zonas do espectro. 

Portanto, a área dos sinais será a propriedade a ser considerada e relacionada com a 

concentração do complexo. Uma vez determinadas as áreas de cada sinal do espectro, é 

necessário buscar uma relação entre a área e a concentração do composto a ser avaliado, que 

neste caso é o complexo. Para esta análise, é necessária a escolha de um hidrogênio 

considerado como “referência”, cujo sinal não apresenta desdobramento e que a área esteja 

diretamente relacionada à concentração inicial do esteróide (CHAPS/CHAPSO) ou β-CD. 

Como hidrogênios de referência foram escolhidas as metilas 31 e 32 para o CHAPS e H-23 

para o CHAPSO. 

Deste modo, pode-se propor as equações 5.2-5.4 em que,  

[ ]CcteáreaC 1=  (5.2) 

[ ]oA Acteárea 1=  (5.3) 

[ ] [ ]C
A
cteárea

o
C =  (5.4) 

 

Nestas equações, A se refere a um hidrogênio de referência ou padrão, C se refere ao 

complexo, e áreaC  representa a área de um hidrogênio que sofre influência no processo de 

formação do complexo, diferenciando-se os sinais correspondentes à molécula livre e à 
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complexada. Neste trabalho de tese foi analisado unicamente os sinais dos hidrogênios 

referentes à molécula complexada. 

Finalmente, tendo a (5.4), transformam-se as equações referentes à concentração em 

função dos deslocamentos químicos, em equações as quais relacionam as áreas em função das 

concentrações e constante de associação, tanto para um complexo do tipo 1:1 como para 1:2. 

Estas podem ser reescritas como:  

Complexo 1:1: 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
⎪⎭

⎪
⎬
⎫

⎪⎩

⎪
⎨
⎧

−⎟⎟
⎠

⎞
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⎝

⎛
++−++= oooooo HCDHCD

K
HCD

K
C 411

2
1

2

1111
11

 (5.5) 

Complexo 1:2: 

[ ][ ]
[ ] [ ]2

121111

11
11 1 CDKKCDK

HCDKC o

++
=

 (5.6) 

[ ] [ ]
[ ] [ ]2

121111

2
1211

12 1 CDKKCDK
HCDKKC o

++
=

 (5.7) 

 

[ ] [ ] [ ]{ }[ ] [ ] [ ]{ }[ ] [ ] 0112 1111
2

121211
3

1211 =−+−++−+ ooooo CDCDCDKHKCDCDKHKKCDKK  (5.8) 

 

Antes de prosseguir na obtenção das constantes de equilíbrio, é necessário conhecer a 

estequiometria dos complexos formados, utilizando-se para isto o método de Job e os 

experimentos ROE. 

A Figura 5.57 mostra a curva de Job para a área dos hidrogênios da molécula de 

CHAPS em (a) 18, 25 e 12 complexados, (b) 19 complexado e (c) para o hidrogênio 5 

complexado da β-CD. Os pontos representam os valores experimentais e as linhas são o 

resultado do ajuste matemático destes dados. De modo análogo, a Figura 5.58 mostra os 

resultados obtidos para o CHAPSO. 
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Figura 5.57 - Curvas de Job das áreas dos hidrogênios de CHAPS (a) 18, 25 e 12 complexados, (b) 19 
complexado e (c) 5 complexado da β-CD; soluções em D2O, pH natural, 500 MHz. 
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Figura 5.58 - Curvas de Job das áreas dos hidrogênios de CHAPSO (a) 18 e 25 complexados, (b) 19 
complexado e (c) 5 complexado da β-CD; soluções em D2O, pH natural, 500 MHz. 

 

Os resultados anteriores sugerem que os complexos formados entre a β-CD e os 

compostos CHAPS e CHAPSO apresentam uma estequiometria do tipo 1:1. Como já foi 

mencionado, tanto os sais biliares dihidroxílicos, 21 como o fusidato de sódio e helvolato de 

potássio estudados nesta presente tese de doutorado, formam complexos do tipo 1:2. Para 

confirmar a estequiometria determinada pelo método de Job, foram analisados os espectros 

ROESY dos complexos, cujos resultados são visualizados nas Figuras 5.59 e 5.60 e Tabela 

5.14. 
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Figura 5.59 - ROESY de uma solução 10 mM de β-CD e 10mM de CHAPS (soluções em D2O, pH natural ) 500 
MHz. 
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Figura 5.60 - ROESY de uma solução 10 mM de β-CD e 10mM de CHAPSO (soluções em D2O, pH natural); 

500MHz. 
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Tabela 5.14 - Interações observadas no espectro ROESY (solução em D2O, pH natural, 10 mM de β-CD e 10 
mM de CHAPS/CHAPSO), entre hidrogênios (Pn) de CHAPS e CHAPSO e hidrogênios (Hn) da β-CD. 

β-CD 
CHAPS CHAPSO 

Localização Átomo de 
C 

H-3 H-5 H-6 H-3 H-5 H-6 
P-1  m   
P-2 m m  F f  
P-3   

Anel A 

P-4 m   m   
Anel A/B P-5  

P-6 m   
 

Anel B 
P-7 m m  m   
P-8   Anel B/C 
P-9 F   F   
P-11 m    Anel C 
P-12 F f  F f  
P-13 Anel C/D 
P-14 
P-15 

 

P-16 f   
Anel D 

P-17 

 

 
Anel C/D P-18 F f f F  f 
Anel A/B P-19 m   m   

P-20 m    
P-21 F F F F F F 
P-22 F  m F   
P-23 f   f   
P-24   
P-25 F   F  f 
P-26 F   F   
P-27 F    
P-28 F m m F m m 
P-29 f  f m f  
P-30 F m m F m m 
P-31 F F F F F F 

Cadeia 
lateral 

P-32 F F F F F F 

Representação: interações fortes (F), médias (m) , fracas (f) e ausência de interações (em 
branco). 

 
 

A análise do espectro bidimensional ROESY, diferencia claramente dois grupos de 

sinais, àqueles correspondentes ao CHAPS/CHAPSO e à β-CD formando o complexo 

(possuindo correlações) e àqueles correspondentes tanto ao CHAPS/CHAPSO quanto à β-CD 

livres (este último grupo com ausência de interações). Os resultados obtidos conduzem a 

algumas considerações:  

i)  Os sinais das metilas 19, 18 e 21 livres não apresentam interação com a β-CD. 
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ii)  Tanto para o CHAPS quanto para o CHAPSO, não existem interações 

intramoleculares entre os hidrogênios pertencentes à cadeia lateral e os dos anéis a 

partir do C23 inclusive, o que sugere uma cadeia lateral mais rígida e em sua forma 

estendida. 

iii)  Os sinais pertencentes aos H-25 quando livres, tanto para o CHAPS quanto CHAPSO, 

aparecem com um único deslocamento químico. Porém se desdobram e mostram 

deslocamentos químicos e constantes de acoplamento distintos por ocorrência de uma 

certa rigidez desta região da cadeia, resultado do efeito da complexação com a  β-CD. 

iv)  A entrada de apenas uma molécula de β-CD pela região da cadeia lateral, não justifica 

o desdobramento da metila 19 em dois sinais distintos no processo de complexação, já 

que a β-CD não possui diâmetro suficiente para atingir a referida estrutura até metade 

destes anéis. 

 

A partir das considerações, observa-se então que:  

i)  Os gráficos de Job sugerem a formação de complexos 1:1  

ii)  Os espectros ROESY parecem indicar que participam do processo de complexação 

duas moléculas de β-CD, uma através da região da cadeia lateral do esteróide e outra 

através do anel A, ambas pela parte mais larga da cavidade da β-CD. Isto quer dizer 

que estes espectros sugerem a existência de complexos 1:2.  

 

Portanto, observa-se uma contradição entre ambos os experimentos. 

Outra maneira de interpretar estes resultados, sem que ocorra contradição entre os 

dados obtidos dos espectros ROESY e a representação de Job  seria considerar a possibilidade 

de formação de dois complexos 1:1 diferentes em solução. Os dados dos espectros ROESY 

seriam idênticos nos dois casos,  tanto para complexo 1:2 (duas moléculas de β-CD para uma 

de esteróide), quanto para dois complexos 1:1 diferentes, com uma molécula de β-CD 

complexando através da região dos anéis em uma molécula de esteróide e outra β-CD através 

da cadeia lateral em outra molécula de esteróide.  
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Determinação da constante de equilíbrio de formação do complexo 

A possibilidade de existência de dois complexos 1:1 diferentes em solução, conduz à 

divisão dos hidrogênios do esteróide em duas regiões distintas, os que se encontram próximos 

do anel A e os que se encontram na região da cadeia lateral. Assim, pode-se analisar 

separadamente as áreas das duas regiões de acordo com a equação (5.4) e obter valores 

distintos para cada uma das duas micro-constantes de associação que correspondem aos dois 

complexos separados. Estas constantes serão denominadas XK11  e YK11 . Os hidrogênios 

analisados presentes nestas duas regiões são os H-12, H-18 e H-25, correspondentes à região 

da cadeia lateral, e o H-19 correspondente ao anel A do hóspede. Evidentemente esta análise 

somente se refere aos sinais dos hidrogênios do hóspede, já que a análise dos sinais da 

ciclodextrina conduzem à obtenção de uma macro-constante de equilíbrio.  

Com os devidos ajustes em um programa “Origin 6,0” obtém-se através do método 

“Levenberg-Marquardt” os resultados apresentados na Tabela 5.15 e Figura 5.61. 

 

Tabela 5.15 - Resultados dos ajustes das áreas de hidrogênios do CHAPS e CHAPSO,  no qual descreve um 
comportamento de complexo 1:1. 

região  CHAPS CHAPSO 
103 XK11 /M 1,39±0,39 2,9±1,1 

Χ2 0.0048 0.0038 
Cadeia 
lateral 

R2 0.9944 0.9944 
103 YK11 /M 1,34±0,59 1,48±0,67 

Χ2 0.0116 0.0078 anel A 
R2 0.9931 0.9932 
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Figura 5.61 - Curvas experimentais e teóricas da área dos hidrogênios do CHAPS (a) e CHAPSO (c) região da 
cadeia lateral, CHAPS (b) e CHAPSO (d) região do anel A; soluções em D2O, pH natural. 

 

No entanto, as áreas dos sinais dos hidrogênios da β-CD podem ser analisadas para 

obter relações entre as constantes. Neste caso, utilizam-se as equações de equilíbrio de 

formação (5.9) e (5.10) dos complexos X e Y e as de balanço de matéria (5.11) e (5.12), 

CD+ H X
XK11

 (5.9) 

CD+ H Y
YK11

 (5.10) 

][][][][ YXCDCD o −−=  (5.11) 

][][][][ YXHH o −−=  (5.12) 



Resultados e discussão  

 

144

sendo CD, a β-CD livre em solução; H, o esteróide (CHAPS ou CHAPSO) livres em solução; 

X e Y, os dois complexos 1:1 que se formam; [CD]o , a concentração inicial de β-CD e [H]o , a 

concentração inicial de CHAPS ou CHAPSO. 

Os sinais dos hidrogênios da β-CD complexada, os quais correspondem ao complexo 

X e Y, podem ser observados em deslocamentos químicos diferentes e a equação que relaciona 

as áreas será obtida pela (5.13), 

( )][][
][

YX
CD
cteárea

o
CD +=β  (5.13) 

 

Neste caso, o ambiente eletrônico das duas β-CD, a que entra através da região do anel 

A e da cadeia lateral são tão semelhantes, que não existe diferença nos deslocamentos 

químicos dos sinais dos hidrogênios que correspondem a β-CD complexada, e os sinais que se 

observam no espectro correspondente a uma combinação dos dois complexos. Assim, a 

dedução das equações que leva à obtenção das constantes para um complexo de 

estequiometria 1:1 é obtida a partir das equações (5.14)-(5.16) para as concentrações de 

complexos X e Y e de β-CD livres em solução, 

])[(1
]][[][

1111

11

CDKK
HCDKX YX

o
X

++
=  (5.14) 

 

])[(1
]][[][

1111

11

CDKK
HCDKY YX

o
Y

++
=  (5.15) 

 

0][][1][][][
11111111

2 =
+

−⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

+−+ YX
o

YXoo KK
CDCD

KK
CDHCD  (5.16) 

 

 

Considerando YXXY KKK 111111 +=  e substituindo as equações (5.14) e (5.15) na equação 

(5.13), obtém-se a equação (5.17), 
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⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
+

=
][1
]][[

][ 11

11

CDK
HCDK

CD
cteárea o

o
CDβ  (5.17) 

 

 

A equação (5.17) indica que todo o conjunto comporta-se como um equilíbrio de um 

único pseudo-complexo. Porém neste caso, a obtenção da constante se dá através da soma das 

constantes dos equilíbrios dos complexos X e Y demonstrados anteriormente.  

Resolve-se a equação de segundo grau e substitui-se a concentração de β-CD na 

equação (5.17). Os dados das áreas do sinal do hidrogênio 5 da β-CD complexada são 

ajustados através do Programa “Origin 6,0”. Os resultados são mostrados na Tabela 5.16 e 

Figura 5.62. 

 

Tabela 5.16 - Resultados dos ajustes das áreas dos hidrogênios do CHAPS e CHAPSO na qual descreve 
comportamento do pseudo-complexo 1:1. 

 CHAPS CHAPSO 
103 )( 111111

YXXY KKK += /M 2,20±0,60 2,9±1,5 

Χ2 0.00033 0.00124 
R2 0.9979 0.9936 
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(b) 

Figura 5.62 - Curvas experimentais e teóricas da área do hidrogênio 5 da β-CD complexada 
com (a) CHAPS e (b) CHAPSO; soluções em D2O, pH natural (5,0-6,0). 

 

Considerando que os sais biliares, fusidato de sódio e helvolato de potássio formam 

complexos 1:2 com a β-CD, cabe neste momento perguntar as razões pela ausência de tal 
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complexo para o CHAPS e o CHAPSO?  A seguir, estas questões interessantes serão 

analisadas. 

Considerando a formação de dois complexos diferentes 1:1, uma possível formação de 

um complexo 1:2 requer a introdução de uma segunda unidade de ciclodextrina em qualquer 

dos complexos 1:1 indicados. De forma esquemática, esta situação pode ser representada na 

Figura 5.63 para qualquer hóspede ditópico com duas posições de complexação X e Y não 

equivalentes. Este sistema se assemelha aos equilíbrios de protonação de um aminoácido, os 

quais foram analisados por Alvarez Parrilla et al.153 para a complexação do ácido 6-(p-

toluidin) naftalen-2-sulfônico (TNS) (ver Figura 3.3).  
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Figura 5.63 - Formação de um complexo 1:2 de um hóspede ditópico a partir de dois possíveis 

complexos 1:1. 

 
 

Neste sistema, observa-se que,  

XYYX KKKK 12111211 =  (5.18) 
 
Considerando que, 

YX CCC 111111 +=  (5.19) 
 

pode-se definir as macro-constantes de equilíbrio XYK11  e XYK12 , 

YXXY KKK 111111 +=  (5.20) 
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YX

YX
XY

KK
KKK

1212

1212
12 +

=
 (5.21) 

 

em que as micro-constantes XK11 , YK11 , XK12  e YK12  são definidas a partir do esquema da  Figura 

5.63. 

Definindo-se o parâmetro de cooperação XYα , 

Y

Y

X

X

XY K
K

K
K

11

12

11

12 ==α
 (5.22) 

 

a equação 5.21 pode ser reescrita como, 

XY

YX
XYXY

K
KKK

11

1111
12

α
=  (5.23) 

 

O significado do parâmetro de cooperação introduzido por Connors et  al., 22, 23  é 

compreendido mais facilmente a partir de duas situações extremas. Em primeiro lugar, se a 

complexação de ambos os pontos se faz de forma independente (isto é, a presença de uma 

unidade de ciclodextrina não influencia na complexação da segunda posição), então 
XX KK 1211 =  e YY KK 1211 =  e portanto 1=XYα . Ao contrário, se a presença de uma unidade de 

ciclodextrina influencia na complexação da segunda posição até ao ponto de impedí-la, isto é, 

01212 == YX KK  e 0=XYα . Portanto, valores pequenos de XYα  indicam que a formação do 

complexo 1:2 a partir de qualquer dos dois complexos 1:1 está bastante desfavorecida.  

Os valores publicados para a complexação do TNS 153 permitem calcular um valor de 

XYα  igual a 0,066 enquanto que Connors et al., 22, 23 ao estudar a complexação de diversos 

derivados simétricos disubstituídos do benzeno e bifenilas por α-CD, obtiveram valores para 

este parâmetro, que se encontram nos intervalos de 11,7-0,071 e 33-0,5 para os derivados do 

benzeno e bifenilas, respectivamente. 



Resultados e discussão  

 

148

A não observância de uma concentração significativa de complexo 1:2, sugere que o 

valor do parâmetro XYα  para os sistemas aqui estudados deve ser muito pequeno. Utilizando 

os dados experimentais, tem sido feitas tentativas de otimização com base no esquema de 

equilíbrios representado na Figura 5.63.  Os resultados obtidos sugerem que, efetivamente o 

valor do parâmetro XYα  é bastante próximo a zero. Esta conclusão é concordante com a 

determinação das constantes microscópicas XK11  e YK11 , bem como com a macroscópica XYK11 , 

podendo comprovar a consistência do modelo proposto para estes sistemas.  Efetivamente, os 

valores das constantes obtidas das Tabelas 5.15 e 5.16, mostram dentro do erro experimental, 

uma concordância excelente.  

 

Estrutura dos complexos 

A partir dos espectros ROESY, é possível propor a estrutura dos complexos de 

inclusão 1:1, que se formam entre o CHAPS e o CHAPSO com a  β-CD. As mesmas são 

apresentadas nas Figuras 5.64 e 5.65. 
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Figura 5.64 - Representação espacial do complexo CHAPS:β-CD. 
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Figura 5.65 - Representação espacial do complexo CHAPSO: β -CD. 



 

 

 

 

6 - CONCLUSÕES 
 

Com relação aos estudos referentes ao furoato de diloxanida(FD), conclui-se que: 

• A determinação do valor da constante de formação do complexo, através do método de 

solubilidade, segundo Higuchi et al., foi de 427,4 M-1 com um perfil do tipo Bs, 

coincidente com o estudo determinado por Nieto Reyes , cujo valor da constante foi de 

430,0 M-1. 

• As condições experimentais pelas quais se desenvolve o método proposto por Higuchi et 

al., indicam que após 07 dias e a 37oC, observa-se hidrólise do FD. 

• A diferença no valor obtido para a constante de equilíbrio ou de formação do complexo 

FD/β-CD através do método cinético com o valor de 517,0 M-1 comparado ao de 

solubilidade de 427,4 M-1, pode ser explicado pela competição entre as reações de 

hidrólise e complexação. Isto faz com que diminua o valor da constante através do método 

de solubilidade e presume-se que o método cinético é o que apresenta maior 

confiabilidade. 

• Considerando que no estudo da reação de hidrólise do FD, a β-CD promove inibição da 

reação com um perfil de cinética de saturação, enquanto que a β-CD sulfatada promove 

catálise, postula-se um comportamento característico de reações enzimáticas devido à 

existência de sítios reativos e/ou grupos catalíticos presentes na estrutura da ciclodextrina. 

• Utilizando a equação de Lineweaver-Burk modificada, foram observadas relações lineares 

para a formação dos complexos FD/β-CD e FD/β-CD sulfatada, confirmando a formação 

de complexos 1:1, com valores de K1:1 de 517,0 e 116,8 M-1 respectivamente,  para a β-

CD e β-CD sulfatada. 

• O maior valor da constante de formação do complexo para a β-CD em relação a β-CD 

sulfatada, pode ser explicado pela maior interação da β-CD com este fármaco, onde deve 

ocorrer uma maior proteção do grupo éster ao ataque da água, constatado através da 

inibição da reação de hidrólise. 
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• O estudo da influência da força iônica no processo de formação do complexo FD/β-CD na 

ausência de KCl, apresentou o valor da constante de 509,0 M-1. 

• Não foi possível determinar a constante de formação do complexo FD/β-CD através da 

técnica de fluorescência, provavelmente devido à baixa solubilidade do FD em água e 

pouca fluorescência. 

• Não foi possível verificar a formação do complexo FD/β-CD através da técnica de 

Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C, provavelmente devido à baixa solubilidade 

do FD em água e as condições experimentais testadas.  

 

Com relação aos estudos de formação dos complexos de inclusão dos compostos 

esteroidais: ácidos fusídico e helvólico, CHAPS e CHAPSO, através das técnicas de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H e 13C , conclui-se que: 

• O assinalamento das moléculas de fusidato de sódio, helvolato de potássio, CHAPS e 

CHAPSO foram feitas através das técnicas de RMN mono (1H, 13C, DEPT) e 

bidimensionais (1H-1H, 13C-1H, NOESY 1H-1H e ROESY 1H-1H). 

• Os dados obtidos referentes aos deslocamentos químicos de 1H e 13C para o assinalamento 

do fusidato de sódio são similares aos únicos dados publicados até o momento por Barber 

et al. 

• Os estudos de formação dos complexos de fusidato de sódio e helvolato de potássio com 

β- e γ-CD por RMN mono e bidimensionais e utilizando o método de Job, demonstraram 

estequiometria do tipo 1:1 com a γ-CD e 1:2 com a β-CD. 

• Os valores das constantes de formação dos complexos fusidato de sódio e helvolato de 

potássio na presença de γ-CD são K11= (60 ± 24)x103 L mol-1 e K11=(22 ± 9)x103 L mol-1, 

respectivamente. 

• β-CD forma complexos 1:1 e 1:2 com ambos os esteróides, fusidato de sódio e helvolato 

de potássio, com valores de K11 moderados e baixo K12 , sendo para o fusidato de sódio 

K11 = (0,74 ± 0,13)x103 L mol-1 e K12 = (0,210 ± 0,075)x103 L mol-1 e para o helvolato de 

potássio K11 = (2,42 ± 0,87)x103 L mol-1 e K12 = (0,06 ± 0,09)x103 L mol-1. 
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• Ambos os esteróides, fusidato de sódio e helvolato de potássio, incorporam-se no interior 

da γ-CD através da cadeia lateral, atingindo a região central do esteróide (anéis C e D), 

permanecendo os anéis A e B (parcialmente) fora da cavidade.   

• Na análise dos complexos fusidato de sódio e helvolato de potássio com β-CD, os 

espectros ROESY mostraram uma notável ausência de interações dos hidrogênios 

pertencentes aos anéis C e D, enquanto interações correspondentes aos anéis A e B e à 

cadeia lateral foram fortemente evidenciadas. 

• Através da análise das estruturas propostas a partir dos experimentos ROE, presume-se 

que a menor inclusão dos dois antibióticos esteroidais, fusidato e helvolato para dentro da 

cavidade da β-CD comparado aos sais biliares, seja provavelmente devido à estrutura da 

cadeia lateral considerada como a parte mais rígida da molécula, devido à ligação dupla 

carbono-carbono e à presença do substituinte acetoxi no C16.  

• A partir do valor da constante de equilíbrio (K12) é possível concluir que tanto o fusidato 

de sódio quanto o helvolato de potássio não são considerados bons hóspedes ditópicos 

para a β-CD, comparados aos sais biliares diidroxílicos. 

• Os estudos dos complexos de inclusão dos compostos CHAPS e CHAPSO na presença de 

γ- e β-CD, demonstraram comportamentos diferenciados de intercâmbio do hóspede em 

relação à escala de tempo de RMN. Neste caso, foi verificado um processo de intercâmbio 

lento da molécula hóspede (CHAPS ou CHAPSO) na presença de β-CD e intercâmbio 

rápido para a γ-CD. 

• Os estudos de formação dos complexos CHAPS e CHAPSO com a γ-CD por RMN 

monodimensional e utilizando o método de Job, demonstraram estequiometria do tipo 1:1, 

cujos valores são K11= (3,6 ± 0,4)x103 L mol-1 e K11= (2,8 ± 0,2)x103 L mol-1, 

respectivamente. 

• A formação de dois complexos distintos 1:1 entre CHAPS ou CHAPSO com a β-CD, 

permite explicar a contradição existente entre ambos os experimentos, método de Job e 

espectros ROESY, os quais sugerem estequiometrias 1:1 e 1:2 respectivamente. 

• Espectros ROESY diferenciam claramente dois grupos de sinais, àqueles correspondentes 

ao CHAPS/CHAPSO e à β-CD formando o complexo (possuindo correlações), e àqueles 

correspondentes tanto ao CHAPS/CHAPSO quanto à β-CD livres (com ausência de 

interações). 
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• No estudo do complexo com β-CD, uma análise individual dos hidrogênios pertencentes 

às duas regiões da estrutura esteroidal (CHAPS/CHAPSO), os que se encontram próximos 

ao anel A e os que se encontram na região da cadeia lateral, conduzem a distintos valores 

da constante de associação (micro-constantes), os quais descrevem um comportamento de 

complexo 1:1. A análise das constantes se refere aos sinais dos hidrogênios do hóspede, as 

quais foram designadas por XK11 e YK11 , cujos valores para o CHAPS e CHAPSO são 

respectivamente, (1,39±0,39)x103 L mol-1, (2,9±1,1)x103 L mol-1 e (1,34±0,59)x103 L 

mol-1, (1,48±0,67)x103 L mol-1. 

• No estudo do complexo dos esteróides CHAPS/CHAPSO com a β-CD, uma análise feita 

através dos sinais da ciclodextrina leva à obtenção de uma macro-constante de equilíbrio 

( XYK11 ) igual a soma das micro-constantes, cujo valor para o CHAPS e CHAPSO são 

respectivamente, (2,20±0,60)x103 L mol-1 e (2,9±1,5)x103 L mol-1. 

• Os valores das constantes XK11 , YK11 e XYK11 , mostram uma excelente concordância dentro 

do erro experimental aceitável, corroborando com a não observância de uma concentração 

significativa de complexo 1:2 (curvas de Job e espectros ROE) e com o modelo proposto 

para complexos distintos 1:1. 
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7 -  PERSPECTIVAS DE TRABALHO 
 

Em trabalhos de pesquisa, além da solução aos problemas inicialmente propostos, 

novas possibilidades de campo de atuação são estabelecidas no transcorrer da investigação 

científica, gerando novas perspectivas de trabalho e propostas a serem analisadas em um 

futuro próximo. O projeto de pesquisa desenvolvido nesta tese de doutorado aponta alguns 

aspectos a serem abordados como propostas de futuros temas, tais como:  

a) Estudar a catálise na hidrólise do furoato de diloxanida com a β-CD e β-CD sulfatada, 

assim como catalisadores básicos como proposta de modelo de catálise enzimática.  

b) Estudar o efeito das ciclodextrinas na estabilidade química de outras substâncias 

farmacêuticas de interesse em solução aquosa.  

c) Preparar os complexos de inclusão no estado sólido dos compostos esteroidais fusidato de 

sódio e helvolato de potássio, por técnicas de maceração, liofilização, coprecipitação, 

evaporação, etc.  

d) Caracterizar os complexos de inclusão no estado sólido através de análises térmicas,  

espectroscopia IV, raios X, RMN, etc. 

e) Utilizar derivados de ciclodextrinas, como os hidrofóbicos (alquiladas ou alciladas) ou 

hidrofílicos (hidroxi-propil-ciclodextrina ou sulfobutileter-ciclodextrina), a fim de obter 

informações com relação a formulações de liberação controlada e imediata, 

respectivamente. 

f) Aprofundar os estudos com relação a sistemas em ciclodextrinas contendo hóspedes 

ditópicos, a fim de determinar as constantes de equilíbrio microscópicas.  

Conclui-se que um dos campos de futura atuação poderia ser a busca por hóspedes 

ditópicos que demonstrem participação ou não nos processos de cooperação. Estes servirão 

como modelos válidos para conhecimento das interações ligante-proteína (entendendo por 

ligante qualquer tipo de molécula neutra, íon ou radical). Neste sentido vale mencionar que a 

interação de esteróides em ciclodextrinas tem sido usada como modelo para as interações 

esteróide-proteína e para a resolução de sistemas biológicos mais complexos.  
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ANEXO A - OUTROS ESTUDOS SOBRE AGREGAÇÃO DE SAIS 

BILIARES 

 
Outros estudos em relação à agregação de sais biliares estão sendo realizados há pelo 

menos 50 anos, em especial colato (NaC) e desoxicolato de sódio (NaDC) e seus conjugados, 

com os aminoácidos glicina e taurina.  Tem sido empregado nestes estudos, diversas técnicas 

experimentais invasivas e não invasivas, tais como espectrofotometria, condutividade, 

calorimetria, cromatografia, densidade, ultracentrifugação, ressonância de spin, fluorescência, 

tensão superficial e interfacial, osmometria de membrana, crioscopia, ressonância magnética 

nuclear, potenciometria, solubilização, difusão, viscosidade, pressão de vapor, raios-X, etc 

(Carey, 1972; Coello, 1993, 1996; Conte, 1984; D’Alagni, 1985; Esposito, 1983, 1987; 

Giglio, 1988; Kawamura, 1989; Kratohvill, 1984, 1986; Small, 1968; Zana, 1978). Todavia, 

existem controvérsias com relação a aspectos fundamentais na estrutura e número de 

agregação. Em relação ao número de agregação, Kawamura (1989) defende um “modelo tipo 

disco”, baseado no proposto por Small, onde os sais biliares formam agregados pequenos com 

a face apolar em direção ao interior e a polar voltada para o sistema aquoso (Figura 1.1).  
 

Por outro lado, Giglio (1988) propõe aos agregados uma estrutura helicoidal estabilizada 

por interações polares. A superfície externa é definida pela parte apolar dos monômeros e em 

direção ao interior estão dispostos os grupos polares (Figura 1.2).  
 
 

(a)                                     (b)                     (c)(a)                                     (b)                     (c)

 
Figura 1.1- Agregado de um sal biliar segundo “modelo tipo disco” de Kawamura e 

col; a) vista frontal, b) vista superior, c) vista lateral. 
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Figura 1.2- Estrutura helicoidal do RbDC segundo Giglio. As linhas descontínuas 
representam ligações de hidrogênio (direita) e interações íon-íon e íon-dipolo 
(esquerda). 

 

A determinação da fração de contra-íons associada aos agregados e a elucidação do 

ambiente (hidrófobo ou hidrófilo) no interior dos mesmos, permite declinar a favor de um ou 

outro dos modelos aqui mencionados. O modelo de Giglio estabelece uma fração de contra-

íons igual a 1, o que sugere agregados eletricamente neutros. Os valores publicados são 

relativamente baixos (tanto para os sais di- como trihidroxílicas), já que estão compreendidas 

entre os valores de 0 e 0,3 (Coelho, 1993 e 1996; Gustavsson, 1975; Jana, 1991; Lindheimer, 

1981; Lindman, 1976, 1980 e 1984; Murata, 1987; Small, 1969). Somente em duas 

referências são constatados valores consideravelmente maiores, como o de 0,7 para o NaC 

(Sugihara, 1982) e o de 0,54 para o NaTC (Simers, 1993). Na primeira referência se faz uso 

de um método de determinação questionável, enquanto que na segunda, o parâmetro é 

avaliado a partir de dados de tensão superficial, indicando os próprios autores que o valor 

obtido é superior ao real. Estes parâmetros mostram evidências a favor do modelo de 

Kawamura, ao menos para agregados de pequeno tamanho.  

Por outro lado, a relação de intensidade I1/I3  do primeiro e terceiro sinais do espectro 

de fluorescência do pireno, é uma medida da polaridade do microambiente em que se encontra 

(Malliaris, 1988). Assim, por exemplo, a referida relação toma o valor de 1,96 em água 

(Hashimoto, 1984; Vethamuthu, 1982) e 0,54-0,61 em ciclohexano (Hashimoto, 1984; 

Meyerhoffer, 1991; Zana, 1985). Todos os valores publicados para o pireno no interior dos 
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agregados de sais biliares são inferiores a unidade (Jover, 1996; Li, 1994; Matsuzaki, 1989; 

Meyerhoffer, 1991; Ueno, 1987; Vethamutu, 1982; Zana, 1985), reforçando o modelo 

proposto por Kawamura, no qual a molécula de pireno está no interior da micela formada pelo 

ácido biliar, em um ambiente de caráter marcadamente apolar.  

A controvérsia também se estende a outros parâmetros como o número de agregação e 

a concentração micelar crítica (cmc). Vázquez Tato e col. (Coelho, 1996), realizaram uma 

completa revisão dos valores publicados, os quais estão sendo apresentados na Figura 1.3. 

Entre as razões que justificam as discrepâncias observadas entre os diversos autores, cabe 

citar a pouca pureza dos sais biliares utilizados nos experimentos. Do mesmo modo, o pH 

apresenta uma importância fundamental, já que nem sempre se trabalha em condições em que 

o ácido biliar está totalmente ionizado. Os valores de pKa destes sais são os seguintes: cólico, 

4,98; desoxicólico, 5,3; glicólico, 3,95; glicodesoxicólico, 4,69; taurocólico, 1,85 e 

taurodesoxicólico, 1,93.  
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Figura 1.3- Valores máximos e mínimos publicados para a cmc, número de agregação (n), 
e fração de contra-íons para os sais biliares: colato de sódio (NaC), desoxicolato de sódio 
(NaDC), taurocolato de sódio (NaTC) e taurodesoxicolato de sódio (NaTDC). 
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