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complexo de inclusdo

feo / fe - fracOes de ciclodextrina livre e complexada

Cn/Cy1/Cyp - complexo de inclusdo 1:1/1:2

RMcp / Xcep - relacdo ou fracdo molar de ciclodextrina

CHAPS - 1-propanosulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilaménio]

CHAPSO - hidroxi  derivado de  1-propanosulfonato de  3-[(3-

colamidopropil)dimetilamonio]
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RESUMO

Ciclodextrinas sdo um grupo de oligossacarideos ciclicos, os quais tém sido
reconhecidos como excipientes farmacéuticos de grande utilidade. Apresentam uma cavidade
central hidrofébica, cuja estrutura permite formar complexos de inclusdo estaveis. Neste
trabalho, foram utilizados métodos de solubilidade e cinético para estudo do complexo de
inclusdo furoato de diloxanida/p-ciclodextrina, bem como as técnicas de RMN e de
fluorescéncia. Estudos cinéticos e de solubilidade demonstraram estequiometria 1:1 para o
complexo FD/B-CD. Os estudos de complexacdo dos antibioticos, fusidato de sédio e
helvolato de potéssio, bem como dos compostos 1-propanosulfonato de 3-[(3-
colamidopropil)dimetilaménio] (CHAPS) e seu hidroxi-derivado (CHAPSO) com as B- e y-
CD foram feitos por técnicas de RMN de *H e *C (mono e bidimensionais). Estes hdspedes
com estruturas esteroidais em comum, formaram complexos 1:1 com a y-CD. Na presenca de
B-CD, fusidato de sodio e helvolato de potassio formaram complexos 1:1 e 1:2, enquanto que
com CHAPS ou CHAPSO ocorreu formacdo de dois complexos 1:1 distintos em solucgéo.
Ambos 0s antibidticos fusidato de sodio e helvolato de potassio, comportaram-se como
hospedes monotopicos e ditdpicos quando complexados com y- e B-CD, respectivamente.
CHAPS e CHAPSO na presenga de y- e B-CD, demonstraram comportamentos diferenciados
de intercAmbio do hospede em relacdo a escala de tempo de RMN. Assim, com a y-CD
verificou-se um intercambio rapido enquanto que com a 3-CD foi lento. Foram apresentados e
analisados os espectros ROESY, os quais permitiram definir as interacdes existentes entre as
moléculas hdspedes e as ciclodextrinas. No caso dos quatro compostos esteroidais, as
constantes de equilibrio foram discutidas em termos das estruturas propostas para 0S
complexos. Foram revisados os espectros de RMN do fusidato de sodio e apresentados os
assinalamentos completos do helvolato de potéassio, CHAPS e CHAPSO, através dos
espectros de RMN de *H e **C.
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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 / B-cyclodextrin. Kinetics and solubilities studies
showed stoichiometry 1:1 for the FD/B-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 B- and y-CD were by *C and *H NMR techniques (mono and
bidimensional). These guests with steroid structures in common, formed 1:1 complexes by v-
CD. In the presence of B-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 y- and B-CD, respectively. CHAPS and CHAPSO
showed different behaviors of interchange guest in relation to NMR time scale to both y- and
B-CD. Therefore, with y-CD a fast interchange was observed while by B-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 *H and *C NMR spectra
was presented for potassium helvolate, CHAPS and CHAPSO.
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1- INTRODUCAO

A procura por novos excipientes e tecnologias, tem levado a industria farmacéutica e a
comunidade cientifica a pesquisa por novas formula¢Ges que resultem em preparacGes mais
estaveis e melhoras terapéuticas. As ciclodextrinas na forma de complexos de incluséo tém
sido um dos principais recursos empregados dentro da area farmacéutica nestes Gltimos anos.
Sua conformacdo espacial em forma de cone, com caracteristicas hidrofilicas em sua parte
externa e cavidade interna relativamente apolar, permite a formacao de complexos de incluséo
com vérias moléculas. Na area farmacéutica, o encapsulamento molecular de principios ativos
é sem duvida a aplicacdo das ciclodextrinas que mais tem sido explorada. Muitos trabalhos
tém demonstrado as diversas aplicacGes em termos de modificacdo das caracteristicas fisico-
guimicas intrinsecas das moléculas “hospedes”, no que se refere a solubilidade, estabilidade,
biodisponibilidade, protecdo contra a oxidagdo, reducdo, racemizacgdo, isomerizacao,
polimerizacdo, hidrolise e/ou decomposicdo do principio ativo, assim como conversdo de
substancias liquidas em microcristalinas, reducéo das irritagdes gastrointestinais ou oculares e

outros efeitos secundarios, além da prevencéo a uma decomposicdo enzimatica.' *

Apesar da importancia da utilizacdo das ciclodextrinas em tecnologia farmacéutica, é
escasso 0 conhecimento das vantagens quanto a utilizagio destes complexos moleculares. E
normal observar dentro da classe médica, o desconhecimento das melhorias nas propriedades
fisico-quimicas destes complexos, como € o caso dos antiinflamatérios ndo esteroidais,
Brexin® e Cicladol® (complexos de piroxicam com B-ciclodextrina), comparados ao
principio ativo piroxicam (Feldene®). Inimeros trabalhos demonstram os beneficios na
complexacdo do piroxicam por [-ciclodextrina, podendo-se citar melhora da
hidrosolubilidade, biodisponibilidade e reducdo dos efeitos irritantes sobre a mucosa

gastrointestinal.>**

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

de analise desta tese de doutorado, apresentam caracteristicas peculiares que 0s colocam como
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sistemas apropriados ao estudo de complexacdo em ciclodextrinas, em concordancia aos

objetivos deste trabalho. Entre estas, destacam-se:

i) Os problemas de solubilidade e instabilidade em agua apresentados pelo furoato de
diloxanida, o que limita a possibilidade do alcance deste no fluido intestinal e provavel

eliminagdo do local onde deveria exercer seu efeito terapéutico. ** 3

ii) Efeitos secundarios apresentados pelo acido fusidico, relacionados com transtornos

do trato gastrointestinal. **

iii) Efeitos toxicos apresentados pelo &cido helvolico no retardamento do crescimento

de gramineas,™ assim como a acdo inibitéria do epitélio ciliar respiratério humano.*®

iv) Os sais biliares triidroxilicos e dihidroxilicos ao serem complexados por B-CD,
comportam-se como héspedes monotépicos e ditdpicos, respectivamente.’ Esta caracteristica
tem sido utilizada para demonstrar a formagéo de conglomerados supramoleculares.®?' Estes
estudos sugerem a busca por novos hospedes ditopicos, a fim de obter-se complexos com a 3-
CD mais estaveis que com os sais biliares. Os possiveis efeitos estéricos oriundos da presenca
da primeira molécula de B-CD devem ser minimizados para que favoreca a complexagédo por
parte da segunda B-CD. Estes fatores estéricos impostos pela estrutura espacial de ambas as
moléculas de ciclodextrina contribuem negativamente na formacdo destes complexos. A

prevencao a estes efeitos estéricos definidos por Connors et al. % %

através de parametros de
cooperacao, podem ser obtidos através da utilizacdo de hdspedes esterdides, cujos anéis C e D
apresentem um baixo grau de inclusdo e os anéis A e B (segunda posi¢do da complexacao),
estejam suficientemente livres para serem complexados pela segunda ciclodextrina. Esta
condicdo pode ser alcancada com os esteroides &cidos fusidico e helvdlico, cujas cadeias
laterais rigidas e hidrofdbicas, permitem o livre acesso a complexacao por parte da segunda
molécula de ciclodextrina. Do mesmo modo, é aplicavel as moléculas CHAPS e CHAPSO,
por possuirem cadeias laterais alongadas em relacdo aos sais biliares. Cabe enfatizar que a
cooperatividade é um processo de relevancia nas interacdes moleculares farmaco-proteina, o
que justificaria o uso destes sistemas como modelos para os processos de reconhecimento

molecular.?*
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V) As caracteristicas estruturais apresentadas pelos quatro esterdides e cujas estruturas
estdo apresentadas no item 1.2 p.25 (&cidos fusidico e helvdlico, CHAPS e CHAPSO),
permitem classifica-los como 6timos sistemas para realizacdo de uma analise global dos
deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *H e **C. Sabe-se que a RMN é uma técnica
instrumental bastante utilizada para a determinacéo da estrutura, estequiometria e constante de
equilibrio de formacdo dos complexos de inclusdo. No entanto, as publicacdes existentes
mostram uma série de deficiéncias relacionadas a analise dos dados experimentais. Nestes
casos, a analise fica centrada unicamente em um Unico sinal (préton ou carbono) ou quando
em mais de um é feita de maneira independente, 0 que conduz muitas vezes a valores
inconsistentes. Em se tratando de estequiometrias multiplas, como no caso de hospedes
ditépicos, a andlise individual ndo permite a determinacdo de mais de uma constante de

equilibrio envolvida em um unico processo de complexacéo.

O presente trabalho vem contribuir com o estudo dos complexos de inclusdo de
substancias de interesse em ciclodextrinas, através da analise destes quanto a estequiometria,
estrutura e constante de formacg&o de equilibrio, utilizando as técnicas de RMN de *H e **C

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

1.1 - Ciclodextrinas

1.1.1 - Estrutura

As ciclodextrinas sdo um grupo de moléculas naturais ciclicas constituidas por
unidades de glicopiranose unidas por ligacdes o (1,4). Estes oligossacarideos séo obtidos por
degradacdo enzimatica do amido sob acdo da enzima glicosiltransferase (CGT amilase do
Bacillus macerans), que produz uma reagdo intramolecular sem a participacdo de uma
molécula de &gua. Foram descobertas em 1891 por Villiers e os primeiros detalhes de sua

preparacdo foram descritos por Schardinger em 1903. #°

As ciclodextrinas naturais sdo macromoléculas contendo um nimero de unidades de
glicose compreendidas entre 6 e 8, denominando-se respectivamente, a-, B- e y-CD (Figura

1.1). A Figura 1.2 apresenta a representacdo esquematica das ciclodextrinas mais usuais.
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Figura 1.1 - Ciclodextrinas naturais

Figura 1.2 - Representagdo esquematica das ciclodextrinas.

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

estrutura conica truncada (Figura 1.3).

1,37nm

057

«CD pCo yCO

Figura 1.3 - Estrutura e dimensdes das ciclodextrinas.
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As unidades de glicopiranose estdo unidas em conformacédo a 1-4 glicosidica, estando
todos os grupos —OH secundarios situados na parte mais larga, enquanto que os grupos —OH
primarios na parte mais estreita (Figura 1.4). O interior da cavidade estad constituido por
hidrogénios Hs, Hs e Hg e oxigénios glicosidicos. Os pares de elétrons ndo-ligantes destes
oxigénios pertencentes a ligacao glicosidica, se encontram orientados em dire¢cdo ao interior
da cavidade, o que origina uma alta densidade eletrdnica, deixando a molécula com

caracteristicas de base de Lewis.

Figura 1.4 - Estrutura funcional da p—ciclodextrina

Os grupos hidroxilas secundarios OH(2) e OH(3) estdo em posi¢do equatorial, porém
com o OH(2) apontando para o interior e 0 OH(3) para o exterior da cavidade, bem como a
hidroxila primaria 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.?®® Devido a distribuicdo dos grupos funcionais que formam a ciclodextrina, a parte
externa adquire carater hidrofilico e a interna hidréfoba ou de natureza apolar. O grupo
OH(C2) de uma unidade de glicopiranose pode formar pontes de hidrogénio com o —OH(C3)
da unidade adjacente. No caso da B-ciclodextrina, estas ligagbes formam um cinturdo
secundario completo, o que lhe confere uma estrutura bastante rigida. Esta € uma possivel
explicacdo da menor solubilidade da B-ciclodextrina com relacéo as restantes. No caso da a-
ciclodextrina, o cinturdo formado a partir das ligagdes de pontes de hidrogénio ndo é
completo, pois uma das moléculas das unidades de glicopiranose estd em uma posicao
distorcida, de maneira que, somente quatro das seis possiveis unides através de pontes de
hidrogénio podem ser estabelecidas. No caso da y-ciclodextrina, esta possui uma estrutura nao

coplanar, o que a torna mais flexivel e portanto a mais soltvel das trés. 2
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1.1.2 - Complexos de incluséo

Devido a sua cavidade hidrofobica, na qual substratos podem ser “aprisionados” para
formarem complexos de incluséo, as ciclodextrinas podem hospedar distintos compostos, cuja
estequiometria mais usual é 1:1. A quimica do fenémeno de inclusdo molecular demonstra um
sistema de complexidade estrutural dentro da quimica supramolecular, onde a ciclodextrina é
0 hospedeiro (em inglés, “host”) e o substrato é o hospede (em inglés, “guest”), os quais se
mantém juntos principalmente através de forcas de Van der Waals, interacdes hidrofébicas e
pontes de hidrogénio.® 2 A formacdo do complexo de inclusdo facilita em alguns casos, a
solubilizacdo de substancias pouco sollveis e em outros, precipita algum componente em
solugdo ou suspensdo. No primeiro caso tem-se como exemplo a solubilizacdo do
naproxeno,?® ja a formagdo do complexo colesterol-B-CD, * conduz & uma precipitacdo em
solucdo aquosa, caracteristica que tem sido utilizada para extracdo do colesterol em alimentos.
Esta caracteristica peculiar de formacdo de complexos de inclusdo estaveis, tem levado a
diversas aplicagBes, como por exemplo na industria de alimentos, farmacéutica, cosmética,
biotecnologia, quimica analitica, agricultura e tecnologia ambiental. 2 * 3 Em solucéo, a
molécula hdspede vai estar localizada, inteira ou parcialmente, dentro da cavidade da
ciclodextrina, estando o complexo solvatado ou rodeado por moléculas do solvente,
geralmente a &gua. No estado cristalino, a molécula héspede pode estar localizada, ndo
somente dentro da cavidade da ciclodextrina, mas também nos espacos intersticiais formados
pela rede cristalina do complexo. As moléculas incluidas normalmente ficam orientadas de
modo que se alcance 0 maximo contato entre a parte hidrofébica da molécula hdspede e a

cavidade da ciclodextrina de natureza apolar. ?°

Quando em uma solucdo aquosa de ciclodextrina se adiciona um composto menos
polar que a agua, tendo ambos forma e dimensdo compativeis, as moléculas de agua que
preenchem a cavidade da ciclodextrina, estando em um estado energeticamente menos
favoravel, sdo substituidas pela nova molécula. A cavidade central da ciclodextrina vai atuar
entdo como uma molécula “hospedeira”, podendo alojar uma molécula “hdspede” total ou

parcialmente, caso haja compatibilidade para formar o complexo de inclusdo. 2
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As ciclodextrinas formam complexos de inclusdo com substancias que possuem
tamanho, polaridade e forma geométrica compativeis com a dimensdo de sua cavidade.
Alternativas para a formacdo de complexos com moléculas significativamente maiores que
sua cavidade, poderdo ser atraveés de uma interacdo parcial do hospede ou mediante a
formacdo de complexos ciclodextrina-hdspede de estequiometria diferente de 1:1. Conforme

Figura 1.5, os complexos de inclusdo so classificados em:

Figura 1.5 - Principais tipos de complexos de incluséo

e Completa: quando a molécula hdspede é de tamanho pequeno e entra totalmente na
cavidade da ciclodextrina (Figura 1.5 a).

e Parcial: quando a molécula somente entra parcialmente na cavidade da ciclodextrina
(Figura 1.5 c).

e Axial: quando a molécula hdspede é de tamanho longo e estreito e se estende através do
eixo mediano da ciclodextrina (Figura 1.5 b).

e Tipo “sandwich”: quando a molécula hospede é muito grande e necessita de duas
moléculas de ciclodextrina para formar o complexo (Figura 1.5 d).

e Complexos de estequiometria superior: sdo exemplificados pela inclusdo 1: 2, onde duas
moléculas héspede interagem com uma ciclodextrina (Figura 1.5 €) ou duas moléculas

hospedes para duas ciclodextrinas (Figura 1.5 f).

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

rotaxanos e polirrotaxanos, ** catenanos, ** estruturas tubulares, * éteres coroas,*® polimeros

supramoleculares de incluséo, ** % dendrimeros, etc. *®*’
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1.1.3 - Aplicagles das ciclodextrinas na area farmacéutica

Nos ultimos anos tém havido um grande interesse na melhoria da qualidade das
formulacBes farmacéuticas. A pesquisa de formulacGes que melhorem a eficacia de novos
principios ativos, assim como de alguns farmacos j& conhecidos, tém levado a aplicacdo de
complexos de inclusdo em ciclodextrinas. A razdo para o crescimento do nimero de
publicacdes e patentes dentro da area farmacéutica também se deve ao custo bastante baixo na
obtencdo das a-, B- e y-ciclodextrinas. O tamanho favoravel do diametro interno da cavidade
das ciclodextrinas permite a formacéo de complexos de inclusdo com a maioria dos farmacos,

26, 31, 38

cuja melhoria das suas propriedades fisico-quimicas estdo expressas pelas seguintes

vantagens:

e compostos liquidos transformados em formas cristalinas sélidas

e eliminacdo de incompatibilidades entre o principio ativo e 0s outros constituintes da
formulacao

e estabilidade quimica e/ou fisica

e aumento da velocidade de dissolucéo e biodisponibilidade

e melhora da solubilidade de farmacos pouco soluveis

e reducdo dos efeitos secundarios

e eliminacdo de maus odores e sabores

e reducdo da volatilidade de certos principios ativos

Algumas das aplicagdes mais freqlientes na &rea farmacéutica sdo apresentados na
Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 - Exemplos de alguns farmacos em forma de complexos de incluséo.

Propriedade

Principio ativo

ciclodextrina

referéncias

Gliclazide B-CD 39
Glibornuride a, pey-CD 40
Aumento da solubilidade
Albendazol o, B ey-CD e HP-B-CD 41
Mebendazol o, B e y-CD e HP-B-CD 42
Naproxeno p-CD 43
Melhora da
Ketoprofeno B-CD 44
biodisponibilidade
HP-B-CD
Piroxicam B-CD 45
Diminuig&o de efeitos Naproxeno B-CD 46
secundarios Pilocarpina HP-B-CD 47
DM-B-CD
Melfalano e carmustina SBE-B-CD e HP-B-CD 48
Prostaciclina a, pey-CD 49
Indometacina ; _B- . 50
Inibicéo da degradacéo o p-CD, HP-B-CD ey-CD
Doxorubicina HP-B-CD, HP-y-CD e yCD 51
HP-B-CD
Aspirina 52
Espironolactona B-, y-CD e derivados 53
Aumento da degradacéo Antibidticos B lactamicos DM-BCD, HP-BCD e HP- 54

yCD

As ciclodextrinas podem ser administradas a seres humanos ou animais, fazendo parte
de medicamentos ou alimentos, seja na forma livre ou como complexos de inclusdo. Se a
ciclodextrina é administrada por via oral, fazendo parte do complexo, ocorre sua dissociacdo
no trato gastrointestinal, sendo processos separados, a absor¢do da molécula hospede e da
ciclodextrina. Estas por sua vez, sao degradadas a aglcares absorviveis no colon intestinal

pela microflora, e finalmente excretadas como diéxido de carbono e agua. **

Biodisponibilidade

O termo biodisponibilidade é definido atraves do grau e da velocidade de absor¢éo de
um farmaco a partir de sua forma farmacéutica para dentro da circulagdo sangiiinea. De

acordo com esta definicdo, a absorcdo de um farmaco administrado através da via intravenosa
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é rapida e completa. No entanto, por razdes de conveniéncia e estabilidade, muitos farmacos
sdo administrados por via oral, e portanto o grau e a velocidade de absor¢do nao sdo

precisamente conhecidos. *°

Ha varios fatores fisico-quimicos que podem afetar a biodisponibilidade total de um
farmaco. Entre eles, cita-se a solubilidade, estabilidade, tamanho da particula, pK,, pH e

coeficiente de particdo. >

Quando um farmaco ¢é administrado por via oral em uma forma farmacéutica solida, é
indispensavel que ocorra sua solubilizacdo nos fluidos biolégicos, como passo inicial a etapa
de absorcédo. Se a velocidade de dissolucdo (kq) é bastante alta, com relagdo a velocidade de
absorcdo (k,), ndo se recomenda o uso de complexos de inclusdo, ja que a biodisponibilidade
deste principio ativo ndo serd limitada pelo processo de dissolu¢do. No entanto, um grande
namero de farmacos apresentam baixa biodisponibilidade, precisamente por apresentarem
problemas de solubilidade (kg << ki) e, nestes casos justifica-se a utilizagdo destes

complexos. 3 %0

Uma vez que o complexo de inclusdo se encontra no fluido bioldgico, antes de haver
absorcdo para a corrente sanguinea, deve sofrer um processo de dissociacao, considerando
gue somente o farmaco livre é capaz de atravessar as membranas bioldgicas. Portanto, a
absorcdo vai depender tanto da velocidade de dissolucdo (kg), como da dissociacdo do
complexo formado, determinado pela constante de estabilidade (K¢). O complexo dissolvido
vai estar em equilibrio com as formas dissociadas, ciclodextrina e farmaco ndo complexados.
O esquema 1.1, se refere ao processo de absorcdo para os complexos de inclusdo no trato

gastrointestinal.*" >
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Kg
[CD-farmaco]sjido > [CD-farmaco]gissolvido

Ka

absorgao ~—— CD+ farmaco

Esquema 1.1 - Processo de absorc¢do do complexo no trato gastrointestinal.

Portanto, é esperada uma rapida absor¢do do farmaco, se o valor da constante de
estabilidade do complexo for baixa. Com complexos muito estaveis, ou valores da constante
de estabilidade ou formacdo do complexo muito elevados, a concentracdo do farmaco livre

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

A velocidade de absorcdo de farmacos pode assim ser acelerada ou diminuida através
da avaliacdo prévia do valor da constante de equilibrio do complexo. Complexos com baixos
valores da constante de estabilidade (inferiores a 200 M), conduzem a uma liberacdo rapida
e prematura do principio ativo, podendo ocasionar sua precipitacdo no fluido biologico, o que
ird diminuir sua absorcao. Por outro lado, se os valores da constante sdo superiores a 5000M™
ou existe uma concentracdo excessiva de ciclodextrina, o equilibrio vai ser deslocado em
direcdo a formagéo do complexo de inclusdo, diminuindo assim a liberagéo da forma livre do

farmaco e conseqiientemente sua absorcao. 2> 3

Solubilidade

Em geral, supde-se que a formagéo de complexos de inclusdo em ciclodextrinas, leva
ao aumento da solubilidade e da velocidade de dissolucdo de principios ativos lipofilicos, o
que pode refletir em um aumento de sua biodisponibilidade ou em diminuicao de seus efeitos

secundarios. 2434647

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

adicionada. O aumento da solubilidade parece estar relacionado com a solubilidade intrinseca
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do hospede, bem como com a habilidade de inclusdo da molécula hospedeira em agua, onde

estes fatores estardo refletindo na magnitude da constante de estabilidade do complexo. >

Ahn et al., estudaram a influéncia que haveria sobre a velocidade de dissolu¢do do
farmaco antiinflamatério ndo esteroidal ketoprofeno, apds formacgéo de complexos de incluséo
na presenca de algumas ciclodextrinas. Foi observado que o perfil de dissolugdo deste
farmaco foi consideravelmente favoravel na presenca tanto de -CD bem como de HP-B-CD,

o que reflete de forma positiva em sua biodisponibilidade. **

Gliclazida, farmaco alternativo utilizado no tratamento de diabetes mellitus, é
caracterizado por sua baixa solubilidade nos fluidos gastricos e, portanto baixa velocidade de
dissolucdo e biodisponibilidade. A formacdo do complexo gliclazida—p3-CD, foi avaliada
através de estudos de RMN de *H e **C e de solubilidade. Os autores mostraram a formacéo
do complexo, com uma constante de estabilidade de 1094 M™ e estequiometria 1:2. *

Torres Labandeira et al., através de estudos de solubilidade e 'H-RMN na
complexacédo de glibornurida com a, B e y-CD, mostraram que a solubilidade deste farmaco

melhora significativamente na presenca de ciclodextrinas. *°

Diaz et al., estudaram a complexacdo e a solubilidade de albendazol e mebendazol,
devido a baixa solubilidade destes farmacos no trato gastrointestinal. Estudos de solubilidade
mostraram que as ciclodextrinas aumentam a solubilidade do mebendazol no fluido intestinal
simulado. *® Estudos de velocidade de dissolucéo do albendazol, mostraram uma melhora em

presenca de diferentes ciclodextrinas. *

Estabilidade

Principios ativos quando presentes em solucdo aquosa, estdo sujeitos muitas vezes, a
reacdes de degradacdo, os quais sdo levados a uma diminuicdo de atividade terapéutica ou
mesmo formacdo de produtos de degradacdo indesejaveis e prejudiciais & saude. Quando
fazem parte de um complexo de inclusdo, poderdo estar protegidos das situacdes de
degradacéo ou inestabilidade. Do ponto de vista da area farmacéutica, os farmacos devem

permanecer suficientemente estaveis, ndo somente durante a estocagem, mas também nos
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fluidos bioldgicos, ja que nas reacdes que resultam em produtos farmacologicamente inativos

ou menos ativos, terdo sua efetividade terapéutica reduzida. 3 °

O aumento da temperatura tem influéncia direta na estabilidade fisica de muitas
formas farmacéuticas tais como solugdes, emulsBes, suspensdes e supositorios. Estas
alteracGes incluem desde modificagdes reoldgicas, o que vai interferir significativamente na
viscosidade, assim como desestabilizacdo de sistemas emulsionados. Favorece também a
evaporacdo de solventes volateis, contribuindo assim para uma provéavel recristalizacéo. >
Foram observados que certos farmacos, ao formarem complexos de inclusdo com
ciclodextrinas, aumentam sua estabilidade com relacdo a temperatura, reduzindo-se assim

perdas em sua forma farmacéutica, ocasionadas por uma sublimacéo ou volatilizacéo. *®

Geralmente, ndo sdo observados os processos de fusdo, evaporacdo, sublimacdo ou
decomposi¢do do principio ativo, até que se produza a decomposicao da ciclodextrina (250-
300°C). *

O processo de oxidacao de uma substancia cristalina, frente ao oxigénio atmosférico, é
em geral bastante lento e poderéa ser acelerada se for aumentada sua superficie de contato. Por
outro lado, a formagéo de complexos de inclusdo, permite estabilizar alguns compostos
insaturados, tais como os acidos graxos, aldeidos e vitaminas lipossollveis. Este resultado é
de extrema importancia para as industrias de alimentos e cosmética, permitindo a

estabilizacdo de substancias bastante utilizadas nesta area. **

A decomposicgdo fotoquimica é decorrente da absor¢édo de luz ou energia radiante pela
molécula do farmaco fotossensivel. Parece claro que, esse tipo de alteracdo depende da
facilidade com que a luz se propaga no meio no qual estd contido o farmaco. Formas
farmacéuticas tais como solucdes, xaropes e elixires sdo mais susceptiveis as alteracdes que as

suspensdes, emulsdes, pos e comprimidos. °’

A felodipina, farmaco antihipertensivo, apresenta problemas de baixa solubilidade e
decomposicdo fotoquimica. Através de estudos de estabilidade, as ciclodextrinas foram

utilizadas para melhorar suas propriedades fisico-quimicas. *°

A digoxina, um dos potentes glicosideos cardiacos, é susceptivel a hidrdlise em meio
acido e, como resultado, sua eficiéncia terapéutica bem como sua biodisponibilidade oral
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podem ser diminuidas. No decorrer da degradacdo da digoxina, a prevencdo ao aparecimento
da digoxigenina, pode ser clinicamente importante, porque a cardioatividade da digoxigenina
é aproximadamente 1/10 da digoxina. Na presenca de ciclodextrinas, a hidrolise acida da
digoxina é evitada na ordem que vai de B- > y- > a-ciclodextrina, onde a B-CD inibe a

conversdo do digoxideo a digoxigenina quase completamente.

Efeitos secundarios

Quando o principio ativo esta incluido dentro da cavidade da ciclodextrina, se reduz a
possibilidade de seu contato direto com os componentes bioldgicos e desta maneira os efeitos

secundarios.

Um dos grupos terapéuticos mais amplamente estudados € o dos antiinflamatérios ndo
esteroidais, devido a sua potente acdo ulcerogénica. Esta acdo desfavoravel tem sido
amenizada através da formacéo de complexos de inclusdo em ciclodextrinas, como no caso do

naproxeno em p-CD. %

As ciclodextrinas também protegem os eritrocitos das mudangas morfoldgicas
ocorridas com subsequente hemolise, induzidas por varios farmacos perturbadores de
membrana. Esta reducdo vai depender da quantidade de farmaco que se encontra na forma
livre e, portanto, dependerd da magnitude da constante de estabilidade do complexo.
Exemplos s@o os complexos de clorpromazina e acido flufendmico, onde a inibicdo da
hemolise se produz na seguinte ordem B- > y- > a-ciclodextrina. Neste caso, a acao protetora
das ciclodextrinas é devida a menor disponibilidade de unido do farmaco com as membranas

dos eritrocitos. *°

A pilocarpina é usado topicamente para controle da pressdo intraocular elevada,
associada ao glaucoma, porém sua biodisponibilidade ocular é baixa devido a perda rapida da
area precorneal. Apesar da existéncia de um pro-farmaco (diéster do acido pilocarpico) que
apresenta melhor absorcdo ocular com prolongada duracdo de acdo, foram observados
problemas de fortes irritacdes oculares, impedindo assim seu uso clinico. Com o uso de

derivados de ciclodextrina, como a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e sulfobutil-f-
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ciclodextrina, observou-se um decréscimo da irritacdo oftalmica deste pré-farmaco, com

nenhum decréscimo na sua acéo terapéutica. ®*

Montassier et al., efetuaram estudos com a tretinoina, substancia usada no tratamento
da acne, com caracteristicas de forte poder de irritacdo cuténea, elevada instabilidade na
presenca de oxigénio, luz e calor, assim como baixa solubilidade em agua. A fim de melhorar
suas caracteristicas, os autores propuseram a formacdo de complexos de inclusdo em
ciclodextrinas (B-CD, hidroxi-propil-B-CD e dimetil-B-CD). &

Toxicidade

Nos dltimos anos tém sido realizados numerosos estudos com o objetivo de avaliar a
toxicidade das ciclodextrinas, observando-se que a doses consideraveis, podem interagir com
compostos enddgenos, tais como os acidos biliares, fosfolipideos de membranas e colesterol,

o que depende em grande parte, do tamanho da cavidade da molécula. ®* ®*

Considerando que os efeitos aos danos celulares, sd&o uma consequéncia da
complexacdo da ciclodextrina com componentes da parede celular, tais como colesterol e
fosfolipideos, foi verificado que a B-CD e particularmente seus derivados mais hidrofdbicos,
como a dimetil-B-CD, sdo consideradas as mais toxicas. No entanto, a dimetil-B-CD apresenta
alta capacidade de solubilizacdo, o que leva a sua utilizacdo em baixas dosagens, por exemplo
em gotas nasais, cuja toxicidade desaparece. A y-CD, cuja toxicidade é bastante baixa, pode
ser usada atraves das vias parenteral e oral em altas dosagens, embora muitos de seus
complexos com farmacos apresentem uma solubilidade limitada. A hidroxipropil-B-CD (HP-
B-CD), por sua vez, € bastante soltvel e apresenta boa capacidade de solubilizacdo, porém a
solubilizacdo e transporte do colesterol para o interior do rim, poderd gerar serias

conseqtiéncias, em tratamentos por longos periodos de tempo. &
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1.1.4 - Métodos de obtencdo de complexos de Incluséo.

Para a grande maioria dos substratos, as técnicas de complexacdo utilizadas sé@o
procedimentos simples e a escolha do método experimental, depende fundamentalmente das
caracteristicas do substrato que se esta trabalhando e, se é preparado em escala laboratorial ou

industrial.

Na bibliografia sdo descritos diversos métodos de preparacdo dos complexos de

inclusdo, entre os que se pode destacar: 2% %

Complexos em Solugdo: Um método bastante freqiiente € através da dissolucdo de
ambos, hospede e ciclodextrina em um solvente comum, & temperatura ambiente ou através
do aquecimento, com agitacdo durante um tempo suficiente para garantia do estado de
equilibrio, geralmente de 24 a 48 horas. Para obtencdo do complexo, se faz entdo a remocéo
do solvente mediante evaporacéo, liofilizacdo, refrigeragdo ou spray-drying. A presenca de
agua € absolutamente necessaria, pura ou em um sistema contendo solvente organico, onde
este sera utilizado para solubilizacdo da molécula héspede. Sdo usados como cosolventes,

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

Complexos em Suspensdo: Neste caso, as ciclodextrinas ndo necessitam estar
completamente dissolvidas, agitando o hdspede em uma suspensdo aquosa de ciclodextrina, o
complexo é formado em um intervalo de 2 a 24 horas em temperatura ambiente. Este
procedimento é considerado o0 mais recomendado para processos em grande escala e tem sido
utilizado para complexacdo de 6leos essenciais, terpenos, aromas e fragancias lipofilicas. Um
exemplo ¢ a fendilina, 6leo viscoso de baixa solubilidade em &gua. Pode formar um complexo
2:1 B-ciclodextrina/fendilina, por adicdo de 30g desta base oleosa, dissolvidos em 100mL de
etanol em uma suspensédo de 300g de B-ciclodextrina em 100 mL de 4gua, com uma agitacao
vigorosa no intervalo de 12 horas, onde se obtém o produto através de filtracdo e secagem a
uma temperatura de 40°C.

Complexos por maceracdo: Consiste em misturar quantidades estequiométricas do
substrato e ciclodextrina, com adicdo de uma pequena quantidade de agua ou solucdo
hidroalcodlica. A mistura é entdo macerada até que se evapore a fase liquida, formando-se

uma pasta que ird ser submetida a uma secagem até a eliminacéo total do solvente.



Introducédo 17

Coprecipitacdo: Consiste na adicdo de um excesso de substancia ativa a uma solugédo
saturada de ciclodextrina. Em alguns casos, este simples procedimento pode levar a formacao
do complexo de inclusdo, porém frequentemente recorre-se a métodos adicionais como

agitacéo, ultrasom ou aquecimento da solucdo para precipitacdo do produto final.

Liofilizacdo: Consiste no método em solugdo, onde se submete ao processo de
liofilizagdo, a solucdo na qual substrato e ciclodextrina encontram-se em concentragdes
estequiométricas. Pode-se empregar algum solvente, com a finalidade de obter ambas as
substancias totalmente dissolvidas. As condi¢Ges nas quais se procede a liofilizagdo, vai
influir de forma determinante nas caracteristicas do produto final. Assim, por exemplo, a
velocidade de congelamento prévia a liofilizagdo, condiciona a estrutura do complexo. Um
rapido congelamento na presenca de nitrogénio liquido, geralmente favorece a formacéo de

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

1.1.5 - Complexacdo de Esteroides

67, 68 I 29, 69-75
)

A interacdo entre esterdides, entre os quais 0s hormonios, colestero

20, 76

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

razoes:

i) por um lado, a grande importancia dos esterdides e por outro, a crescente utilizacao
das ciclodextrinas em tecnologia farmacéutica. Foram demonstrados em estudos “in vivo”, 0s
efeitos sobre o metabolismo dos sais biliares em animais submetidos a dietas especiais
contendo quantidades variadas de ciclodextrinas. " "® Em seus estudos, Nakanishi et al.
demonstraram que as interacGes entre sais biliares e a B-CD influiram na absorcéo do farmaco

sulfametiazol administrado por via oral em forma de complexos de inclus&o.

ii) tém sido utilizadas colunas cromatograficas com ciclodextrinas para separacdo de

epimeros de esterdides, cuja solucdo néo pode ser conseguida mediante colunas tradicionais.®

A adicdo de ciclodextrinas & fase mével, também promove uma melhora da separacdo - %

ea
combinacédo de ciclodextrinas/esterdides (principalmente os sais biliares) esta sendo utilizada
em procedimentos cromatograficos e eletroforéticos para separacéo quiral. % 8 % Por outro
lado, métodos cromatograficos estdo sendo utilizados para determinacdo das constantes de

associagéo e estequiometria de hormdnios esteroidais com ciclodextrinas. & %
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iii) devido as caracteristicas de bioadaptabilidade, os esterdides com ciclodextrinas
podem ser administrados através de varias vias.® ®* Assim, derivados de ciclodextrinas

permitem a administracdo oral de esterdides 2

e promovem melhora de sua
biodisponibilidade.”* As ciclodextrinas também reduzem os efeitos secundarios dos
esteroides™ e aumentam sua liberacdo.”™ % % No caso de nebulizadores * e formulagdes
sublinguais * tem sido sugerido como alternativa de tratamento aos esteréides, o uso na forma

de complexos de incluséo.

Iv) as ciclodextrinas podem ser utilizadas para extracdo do colesterol de monocamadas
de eritrécitos humanos. ** * Por outro lado, 0 complexo ciclodextrina-colesterol tem sido

proposto como padrdo primério para a anélise quimica.”

v) a interacdo esterdide/ciclodextrina tem sido utilizada como modelo para 0s

processos de reconhecimento celular por parte das interagdes esteréide—proteina. %*

vi) finalmente, o colato e o desoxicolato de sodio ao serem complexados por B-CD,
comportam-se como hospedes monotopicos e ditdpicos, respectivamente. Esta diferenca é
originaria da distinta polaridade existente entre os sais biliares tri- e dihidroxilicas. Esta
caracteristica tem sido utilizada para demonstrar a formacéo de conglomerados (oligbmeros e

polimeros) supramoleculares. ¥4

Por sua importancia para o presente trabalho, cabe aqui mostrar as estruturas do colato
(NaC) e desoxicolato de sodio (NaDC), as quais poderéo servir como modelos aos demais sais
biliares. Na Figura 1.6, observa-se o colato de sodio/B-CD com estequiometria 1:1, e 0

desoxicolato de sédio/B-CD com 1:2. '

Alguns dos hospedes, objetos de estudo da presente tese de doutorado (em particular,
fusidato de sédio, helvolato de potédssio, CHAPS e CHAPSO, cujas propriedades estdo
descritas no item 1.2), possuem dupla caracteristica. Por um lado, seu ndcleo fundamental
constituido pelo sistema estrutural tetraciclico do perhidrociclopentanofenantreno, comum a
todos os esterdides. Por outro, em solucdo aquosa comportam-se como agentes tensoativos
(excecdo ao helvolato de potassio), formando agregados conhecidos comumente por micelas.
Sendo os sais biliares, a familia de compostos mais proxima aos sistemas estudados neste

trabalho de tese e sobre 0 qual existe maior informacao na bibliografia cientifica a respeito de
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complexos de inclusdo em ciclodextrinas, cabe aqui apresentar uma revisdo das caracteristicas

fisico-quimicas destes compostos esteroidais.

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

Os acidos biliares sdo produtos finais do metabolismo do colesterol e seus sais sodicos
sdo amplamente sollveis em agua. Nos mamiferos, os sais biliares possuem um hidrogénio
em configuracdo 5B, resultado da configuracdo cis apresentada pelos anéis A e B. Os grupos
funcionais substituintes no nucleo esteroidal ficam quase que exclusivamente limitados aos
grupos hidroxilas e a um &cido carboxilico terminal presente no final da cadeia lateral
isopentandica. Possuem ainda, grupos metila nas posi¢des C-10 e C13. Do mesmo modo,
estdo presentes grupos hidroxila na posicdo C-3 (proveniente do colesterol) e outro grupo
hidroxila em C-7. Usualmente, estd presente um terceiro grupo hidroxila, podendo encontrar-
se na posicdo C-12 ou C-6. A partir do figado, os &cidos biliares sdo excretados no intestino
delgado, onde durante o processo digestivo, irdo solubilizar os acidos graxos provenientes da

dieta. Os &cidos biliares sdo praticamente reabsorvidos a partir do intestino delgado, onde



Introducédo 20

através da circulacdo enterohepatica e sob acdo de bactérias intestinais sdo biotransformados.
Exemplos tipicos dos acidos biliares sdo o acido célico e seu derivado 7-desoxi e o &cido

desoxicolico, os quais estdo presentes em muitas espécies de mamiferos. 12

Os &cidos biliares conjugados com os aminoacidos glicina e taurina sdo mais soluveis
ao pH do intestino delgado, resistentes & precipitacdo por fons Ca®* e impermeéveis a
membrana. Estas propriedades permitem que os acidos biliares conjugados estejam presentes

em elevadas concentracBes na secrec¢do biliar e no trato intestinal.

Os é&cidos biliares sdo estruturas anfifilicas planas, possuindo uma parte hidrofoba
(face B, sem a presenca de grupos hidroxila) e parte hidrofila (face o, contendo os grupos
hidroxila) (Figura 1.7). ' Em é4gua se associam para formar multimeros acima de uma
concentracdo denominada de “concentracdo micelar critica” (cmc). '® Alguns autores
consideram que a ligacdo de hidrogénio esta envolvida na formacdo destes agregados '*, as

quais segundo outros autores, sdo as responsaveis pela estrutura helicoidal.'®

A ligagdo de
hidrogénio também estaria participando da formacdo da estrutura cristalina dos &cidos
biliares.”*" 1% Na formacao destas ligacdes de hidrogénio participam os grupos hidroxilas
pertencentes ao esqueleto esteroidal e o grupo carboxilico da cadeia lateral. Tais grupos

podem atuar como agentes doadores e/ou receptores da ligacdo de hidrogénio.'®®
Dependendo do nimero de grupos hidroxila, os sais biliares sdo classificados em:

e sais biliares trihidroxilicas: exemplo mais caracteristico é o colato de sddio, que
apresenta seus trés grupos —OH nas posi¢des 3a, 7o e 12a.

e sais biliares dihidroxilicas: tem-se como exemplo o desoxicolato de sodio, cujos
grupos -OH se encontram nas posic¢des 3o e 12a.

e sais biliares monohidroxilados: o litocolato de sddio é o mais abundante, apresentando

0 grupo —OH na posic¢éo 3a.

Sdo pequenas as mudancas que ocorrem nas dimensdes moleculares dos diferentes sais
biliares com a presenca de um, dois ou trés grupos hidroxilas, constituindo assim uma familia
de moléculas de forma e tamanho praticamente idénticas. No entanto, estas pequenas
diferencas séo refletidas na polaridade da molécula e expressas pelo balanco hidrofilo-lipéfilo

(BHL) existente entre as faces o e 3. Assim, a existéncia de varios grupos polares na face a
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vai refletir numa maior diferenca de polaridade com relacdo a . Portanto, o BHL dos sais
biliares trihidroxilicos € maior que o dos dihidroxilicos e estes por sua vez, maior que o dos
sais biliares monohidroxilicos. A amidacdo do grupo carboxilico com aminoacidos como
glicina ou taurina também contribui com a polaridade, e assim os tauroderivados sdo mais

hidrofilicos que os glicoderivados, os quais por sua vez s&o mais que os sais originais. **°

N € L |
face ia I &
B regiao apolar « - < <
7o & (%

9 _ : eixo molecular
face a regisio polar ' »_ f b‘

Figura 1.7 - Estrutura anfifilica dos &cidos biliares.

Os sais biliares sdo moléculas que por sua estrutura anfifilica apresentam um
comportamento de auto-associacdo, formando agregados em solugdo aquosa. E interessante
conhecer este comportamento a fim de predizer em que condigdes experimentais se
encontram, se sob a forma de ions livres (monémeros) ou de agregados. Este fato € importante
nos processos de complexacdo dos sais biliares por ciclodextrinas, pois se tornam
simplificados quando predominam os mondmeros em solugdo. Deste modo, os sais biliares se
comportam como tensoativos, com tendéncia a permanecer na superficie do solvente
(interface agua-ar), a fim de reduzir as interacGes desfavoraveis existentes entre a parte
hidrofobica destas moléculas e as da agua. Ao mesmo tempo, permitem que as fortes

interacGes existentes entre as moléculas de agua da superficie sejam substituidas em parte, por
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interacdes sal biliar-agua de natureza mais débil, diminuindo assim a tensao superficial do
solvente. Esta propriedade foi utilizada nos estudos dos processos de inclusdo em
ciclodextrinas. *’ A formacdo de micelas em uma solucéo de sais biliares sera espontanea
sempre que sua concentracdo estiver acima de um valor minimo de concentracdo que se
denomina de cmc (concentragdo micelar critica) e a temperatura do sistema seja superior a um
determinado valor denominado de cmt (temperatura micelar critica). Outros estudos

relacionados a agregacao de sais biliares estdo sendo apresentados no Anexo A.

1.1.6 - Caracterizacdo dos complexos de inclusao

Ndo é garantido, que um pé obtido da mistura da ciclodextrina e algum substrato em
solugdo, ou suspensdo, ou como pasta, seja um verdadeiro complexo de inclusdo. Muitos
compostos ndo podem ser complexados, outros formam complexos de inclusdo em solucgéo,
mas ndo no estado sélido. O produto solido final pode ser uma mistura de hoéspede e
hospedeiro, hospede ndo complexado e ciclodextrina hidratada.

Varios métodos tém sido usados para detectar a formacéo de complexos de incluséo.
No estado sélido, os compostos de inclusdo se comportam como espécies estaveis, com
estequiometria bem definida. Nestes casos, os métodos de deteccdo e caracterizagdo mais
comumente utilizados sdo a analise térmica, difracdo de raios-X, espectroscopia infra-

vermelho e ressonancia magnética nuclear. - 2> %

O método de andlise através da difracdo de raios-X, pode ser empregado para a
deteccdo dos compostos de inclusdo, devido a que os padrdes de difracdo dos complexos
obtidos sdo claramente diferentes dos obtidos a partir dos componentes individuais. O
emprego desta técnica se baseia na comparacdo dos difratogramas das substancias puras e do

complexo. 2% 3

A calorimetria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG) sdo métodos térmicos, que
permitem observar claramente a existéncia de um complexo de inclusdo. Quando uma
molécula se encontra dentro da cavidade da ciclodextrina, as modifica¢fes ocasionadas pela

variacdo da temperatura (fusdo, sublimacédo, degradacédo e inclusive mudangas de transicéo
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polimorfica), desaparecem ou ndo sdo observadas, até que se produza a degradacdo da
ciclodextrina (250-300°C). **

A espectroscopia infravermelho (1V), € um método indispensavel para a caracterizacao
de compostos organicos, pois permite detectar grupos funcionais, cuja presenca pode ser
dificil através de outros métodos. Quando se forma o complexo, pequenos deslocamentos das
bandas das ciclodextrinas poderdo mascarar a do hospede, se este Gltimo estiver presente em
pequenas quantidades. No entanto, se 0 hdspede apresentar grupos funcionais caracteristicos,
como no caso do grupo carbonila, a banda seré significativamente encoberta e deslocada apds

complexacéo por ciclodextrina. **

A caracterizacdo de complexos em solucdo, se baseia na investigacdo da interacao
molecular entre a ciclodextrina e hospede, determinacdo da constante de estabilidade e
estequiometria do complexo. Sdo utilizadas as determinacgdes relacionadas com mudangas
espectrais, como no caso da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), espectroscopia por
ultravioleta e fluorescéncia, além de estudos de solubilidade e métodos cinéticos. % 3 A
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), é muito utilizada para a
caracterizacdo dos complexos de inclusdo, através da observagdo das mudangas que ocorrem
com os sinais de préton (*H) ou de carbono (**C) pertencentes na molécula da ciclodextrina

ou no héspede, ao estarem complexados. **°

As mudancas que ocorrem no espectro de UV, devido a formacgdo do complexo, sdo
geralmente deslocamentos batocromicos e/ou alargamento das bandas. O deslocamento do
maximo de absorcdo no UV, pelo efeito da formacdo do complexo pode ser explicado através
da protecdo parcial dos elétrons excitaveis e cromoforos presentes na cavidade da
ciclodextrina. Quando a formacdo do complexo € manifestada através de mudancas
significativas, com decréscimo da absorbancia, ao variar a concentracdo de ciclodextrina e
mantendo-se constante a concentracdo do hdspede, pode-se determinar o valor da constante de

estabilidade com o uso da equagio de Benesi-Hildebrand.

A fluorescéncia é provocada pela absorcdo de energia radiante e reemissdao de parte
desta energia sob a forma de luz. Na fluorescéncia, a absorcéo e a emissdo ocorrem dentro de
um intervalo de tempo curto, na ordem de 10™*? a 10 segundos. A fluorescéncia de um

composto depende da estrutura molecular e na maioria das vezes esta associada a sistemas .
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A adicdo de ciclodextrina a uma solucéo aquosa, freqlientemente vai resultar em uma melhora
significativa do espectro de fluorescéncia. A mudanca que ocorre com a adicdo de
ciclodextrina, é semelhante a observada quando o farmaco ¢ dissolvido em solventes menos
polares, tais como dioxano e etanol, sugerindo assim que este foi transferido de um ambiente
aquoso a cavidade apolar da ciclodextrina. Portanto, um aumento na intensidade da
fluorescéncia ¢ freqlientemente observado para as moléculas que séo totalmente encapsuladas

dentro da cavidade da ciclodextrina. 2

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

abordados com mais detalhes no item 3.

1.1.7 - Equilibrio de formagdo do complexo de inclusdo e a constante de
estabilidade

Um complexo de inclusdo em solugédo estd sempre em equilibrio termodindmico com

seus componentes livres, de acordo com a equacéo 1.1,

Kmn

mH + nCD

CDHp, (1.1)

onde CD = ciclodextrina, H = hdspede (substrato) e CD,Hm ou Cpr = complexo de inclusdo.

Este equilibrio é descrito quantitativamente mediante a constante de estabilidade (Kn,
ou K¢), definida de acordo com a equacao 1.2,
Ky = ACReHa] 12)

[H]"[cD]

Em solugbes diluidas, a estequiometria 1:1 prevalece, mas também sdo observadas
estequiometrias 1:2, 2:1 ou 2:2, quando se tem concentracBes mais elevadas ou hdspedes
especificos. Por exemplo, pirenosulfonato de sddio forma complexos 1:1 de baixa estabilidade

na presenca de B-CD e 2:1 com y-CD de elevada estabilidade em solugéo aquosa. % 3

Os parametros sdo significativamente afetados pelas condi¢bes experimentais tais
como diluigdo ou concentracdo, mudangas na temperatura, pH e polaridade do solvente. Se
um terceiro componente € adicionado ao sistema, vai competir pela cavidade da ciclodextrina

resultando em um decréscimo na concentragéo original do complexo. *** No caso de héspedes
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ionizaveis, uma mudanca do pH da solucdo, vai deslocar o equilibrio em direcdo onde a forma
ndo ionizada é predominantemente incluida na cavidade. Isto é devido a inclusdo favoravel do
hospede de natureza hidrofébica, comparado com o de natureza hidrofilica. Assim,
substancias de carater &cido sdo incluidas mais facilmente na cavidade da ciclodextrina em
uma regido &cida, enquanto que se dissociam em uma regido alcalina. A forga idbnica também
exerce seu efeito na formacdo do complexo, porque o efeito hidrofobico tem um papel

importante no processo de interagdo. > **

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

dissociacéo sera facilitada pela elevacdo da temperatura.

O requisito para a complexacéo, € que o grupo hidrofébico da molécula a ser incluida
se ajuste total ou parcialmente na cavidade da ciclodextrina. No caso do complexo
prostaglandina (PG)-ciclodextrina (CD), a o-CD devido a sua cavidade menor, inclui
preferencialmente a cadeia alifatica da molécula da prostaglandina, enquanto que a B-CD
acomoda melhor o anel de 5 membros pertencente a estrutura. Por sua vez, a maior cavidade
da y-CD, € capaz de incluir a molécula da prostaglandina, de tal forma que, toda a estrutura

incorpora-se na cavidade. **

Portanto, uma vez conhecidos os parametros tais como constante de estabilidade,
estequiometria e parametros termodindmicos, o0 comportamento do sistema &
guantitativamente reproduzivel, desde que o processo de complexacdo envolva o equilibrio

nas mesmas condicgdes. *°

1.2 - Substéancias de interesse para estudo dos complexos de incluséo

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 s6lido é um pé branco, inodoro e
com um ponto de fusdo entre 114-116° C. E ligeiramente soldvel em agua, etanol (1g/100mL)

e cloroférmio (1g/2,5 mL). E fotossensivel e deve ser protegido da luz. Seu efeito adverso
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mais comum durante o tratamento ¢ a flatuléncia, podendo ocorrer ocasionalmente vémitos,

prurido e urticaria. 113

E um amebicida da luz intestinal com atividade principalmente no intestino delgado e
utilizado no tratamento da amebiase cistica assintomética caracterizada pela presenca de E.
histolitica. Em pacientes com amebiase invasiva, faz-se necessario sua administracéo

associado a amebicidas tissulares tais como o0 metronidazol e tinidazol. **

[N
@CO@I‘\ICCHCIZ

CH3
Figura 1.8 - Estrutura do furoato de diloxanida

Considerando a importancia apresentada pelo coeficiente de particdo lipideo/agua e a
unido dos farmacos aos lipideos do sangue, Sengupta et al. determinaram o coeficiente de
particdo n-octanol/agua (logP) para o furoato de diloxanida (FD), hidrocloreto de emetina
(HE) e metronidazol (MZ) e desenvolveram um método que permitiu esclarecer o mecanismo
de acdo do furoato de diloxanida. Estes autores consideraram que o elevado valor do
coeficiente de particdo do furoato de diloxanida limita a molécula a permanecer na luz
intestinal. Sua unido aos fosfolipideos da membrana dos oocistos provoca a desintegracao de

sua matriz lipidica, com conseqiiente ruptura e morte do microorganismo. ***

O elevado valor do coeficiente de parti¢do, assim como a pouca solubilidade em agua,
permite explicar a aplicacdo do furoato de diloxanida na terapéutica da amebiase intestinal
aguda e a limitada acdo na forma cronica ou invasiva desta enfermidade. *** **> O farmaco
uma vez dissolvido no trato gastrointestinal, é susceptivel a hidrolise formando a diloxanida,

cuja efetividade é menor que sua forma éster, ja que possui uma lipossolubilidade moderada.*®

Nieto Reyes demonstrou em seus estudos biofarmacéuticos, que o FD apresenta
melhora da velocidade de dissolucdo e de solubilidade na presenca de B-CD em solugbes
contendo suco gastrointestinal simulado (pH 1,2 e 6,8). Em estudos de estabilidade “in situ”,

verificou que a constante de velocidade de degradacdo do furoato de diloxanida foi
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significativamente menor, demonstrando uma maior estabilidade do farmaco quando
complexado.*? Nos estudos “in vivo”, foi demonstrado que com o uso do complexo de
inclusdo FD/B-CD, ocorreu uma diminuicao significativa na intensidade da infeccdo em ratos

neonatos com oocistos de Cryptosporidium parvum. > **®

Os problemas de solubilidade e instabilidade em agua apresentado pelo furoato de
diloxanida, limita a possibilidade do alcance deste no fluido intestinal, assim como uma
provavel eliminacdo do local onde deveria exercer seu efeito terapéutico. Portanto, a B-CD
estaria protegendo o composto da acdo das esterases presentes na porgdo do trato

gastrointestinal.

1.2.2 - Fusidato de sédio

O acido fusidico (acido 3a, 1la- dihidroxi-16B-acetoxifusida-17(20)-[16-21-cis],
24-dien-21-0dico (Figura 1.9) apresenta estrutura esteroidal e pertence ao grupo de antibioticos
fusidanos. *° Apresenta baixa solubilidade em agua, em contraste com seu sal de sédio que é
bastante soltvel. Relacionado estruturalmente ao acido helvolico, inibe a sintese de proteinas,

tanto em células procarioticas como em eucarioticas. *"*®

Foi isolado a partir de culturas de Fusidium coccineum e sua atividade antimicrobiana
estd indicada para a maioria dos patdgenos mais comuns existentes na pele, incluindo

Staphylococcus aureus, contra o qual é um dos antibiéticos mais potentes. **°

Figura 1.9 - Estrutura do fusidato de sodio

Quimicamente pertence ao grupo de triterpenos tetraciclicos e como esterdide da
familia dos fusidanos, representam uma classe de compostos anfifilicos sollveis, 0s quais
apresentam similaridade estrutural com os sais biliares. *?> Uma comparacéo da estrutura do

fusidato com o colato de sodio (NaC) por exemplo, mostra a semelhanca estrutural, porém
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com uma estereoquimica diferente. A Figura 1.10 mostra a analogia existente entre o fusidato
(Fus) e o colato de sdédio (NaC), em termos de formula estrutural (a e b), modelo espacial (c e
d), e representacdo das moléculas numa interface ar-agua ou 6leo-agua (e e f). Ha que se
destacar, que suas propriedades em solugdo aquosa sd0 comparaveis aos dos sais biliares. E o
caso da propriedade de solubilizacdo das solugdes de fusidato de sodio com lecitina e

monoleina como micelas mistas, comparadas a capacidade de solubilizacdo dos sais biliares
121,122

para estes mesmos lipidios.
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Figura 1.10 - fons fusidato e colato: a (Fus) e b (NaC), formulas estruturais;
¢ (Fus) e d (NaC), modelos espaciais com posi¢do dos grupos polares na cor
vermelha; e (Fus) e f (NaC), interface ar-agua ou 6leo-agua. (Carey, 1971).

Entre os efeitos do fusidato de sodio, cabe mencionar: i) potencializador de
absorcdo, em que o taurodihidrofusidato de sbédio mostra-se eficaz e seguro na

123

potencializacdo da absorgdo intranasal da insulina; ~° ii) acdo bacteriostatica, com atividade

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

“in vitro” contra Neisseria sp e Bordetella pertussis; ***

iii) dermatologia, sendo indicada
para a maioria dos patdgenos mais comuns da pele, incluindo Staphylococcus aureus. E
utilizado no tratamento de infecgdes da pele, como nos casos de impetigo, foliculite,
furunculoses e abcessos. E recomendavel como alternativa de tratamento para a acne tipo

“fulminans”, caracterizada por lesbes inflamatorias e dolorosas. Seu elevado grau de
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penetracdo similar ao dos esterdides, garante uma alta concentracdo do farmaco no local da

infeccdo; %

iv) propriedades imunossupressoras similares as ciclosporinas, sendo de
grande utilidade em pacientes com enfermidade de “Crohn” , cujo tratamento convencional
ndo é efetivo; ?° v) outras acBes, como no tratamento da colite causada por Clostridium

difficili e infeccdes estafilocdcicas em pacientes portadores de fibrose cistica. %

Normalmente o acido fusidico € bem tolerado e apresenta poucos efeitos secundarios
graves. Em estudos mais recentes com pequenos grupos de pacientes, foram verificados que
0s principais estavam relacionados com transtornos do trato gastrointestinal, diarréia e dor de
cabeca. Casos relacionados com hepatoxicidade foram publicados a partir de 1972. Raramente
sdo verificados efeitos secundarios relacionados com granulocitopenia, trombocitopenia e

espasmos venosos. *

1.2.3 - Helvolato de potassio

O 4&cido helvdlico (acido 6a, 16B-diacetoxifusida-1-en-3,7-diona-17(20)-[16,21-
cis],24-dien-21-0ico) (Figura 1.11), apresenta uma estrutura semelhante ao acido fusidico.
Pertence também ao grupo dos fusidanos. Em sua forma acida é ligeiramente sollvel em
agua, metanol e etanol, sendo mais soltvel em cloroférmio, acetato de etila, acetona e
piridina. Apresenta absorcdo maxima em etanol em 231nm (log € = 4,24) sendo ¢ a
absortividade molar. **® Como faz parte do grupo dos fusidanos, apresentaré propriedades de
agregacdo similares as moléculas pertencentes a este grupo como o fusidato de sédio e

também a dos sais biliares.

19
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Figura 1.11 - Estrutura do helvolato de potéassio.
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E produzido a partir do Aspergillus fumigatus e de cultivo de Cephalosporium
caerulens. **° Okuda et al.**®® estudaram a estrutura do acido helvélico a partir de ensaios
quimicos e espectroscopicos, propondo o mesmo esqueleto que o do acido fusidico.

1

Produzido de forma aerébia em cultivos de Acrocylindrium oryzae,*® foi possivel a

introducdo de fungdes oxigenadas no esqueleto dos fusidanos.

O helvolato de potassio pertence também ao grupo dos triterpenos tetraciclicos, o que
confere similaridade estrutural com os sais biliares, da mesma forma que o fusidato de sodio.
No caso do helvolato de potéssio (Figura 1.12), ndo se tem tanta diferenca de polaridade entre
as duas regides, devido a existéncia em solucdo de diferentes epimeros nas posi¢des 6 e 16, ja
que os ésteres podem estar tanto na face . como na 3, enquanto que 0s grupos cetona e acido

sempre se encontram na face o da molécula.

S 2 » o B >
Sl SO S b
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Figura 1.12 - Modelos espaciais da molécula de helvolato de potassio com todos 0s grupos
polares direcionados a face o

Trata-se de um metabdlito microbiano com atividade antibidtica contra as bactérias
gram-positivas, o qual inibe a sintese de proteinas nas células procariéticas. **® Varios
experimentos demonstraram que o acido helvolico é um novo inibidor de acidificacdo de
lisossomas e endossomas, sendo 0 primeiro composto esteroideo com esta acdo. Esta
atividade pode explicar sua habilidade em inibir o metabolismo do colesterol LDL oxidado
em células do macrofago J774. Portanto, este cido pode ser uma ferramenta Util para a busca

de mecanismos bioquimicos do colesterol e outros metabolismos celulares.

Estudos demonstraram os efeitos toxicos apresentados pelo acido helvolico na
semeadura de gramineas com retardamento no crescimento, > bem como acdo inibitéria do

epitélio ciliar respiratério humano. *°
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A aplicacdo do 4cido helvélico na area dermatolégica foi mencionada por Freeman, %
onde faz referéncia a atividade desta substancia contra patogenos mais comuns da pele
(Staphylococcus e Bacillus anthracis). Também sdo citadas atividades nas infeccdes oculares
e de ouvido produzidas pelo patdgeno Proteus vulgaris e nas infeccBes produzidas pela

Escherichia coli presentes no trato urinario.

1.2.4 - CHAPS e CHAPSO

CHAPS (1-propanosulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilamdnio]) e CHAPSO
(29-hidroxi derivado) (Figura 1.13), séo derivados zwiterionicos dos sais biliares. Sao
compostos cuja estrutura Ihes confere acdo detergente comparavel aos sais biliares devido a
mesma topologia hidréfoba/hidrofilica. Estes surfactantes tém sido amplamente utilizados em
estudos bioldgicos, como no caso da solubilizacdo e reconstituicdo de proteinas em

membranas. 133 1%

CHAPS foi designado em principios dos anos oitenta, para a purificacdo de proteinas
de membrana. *** Na cromatografia tem sido utilizado como agente eluente para melhorar a
seletividade ou mesmo evitar a adsorgdo nos materiais de coluna. *** " A micelizagdo do
CHAPS talvez seja a caracteristica do tensoativo mais estudada, em que a cmc tem sido

avaliada através de diferentes técnicas e em amplo intervalo de condices experimentais. **
144

Figura 1.13 - Estrutura do CHAPS (R=H) e CHAPSO (R=0H).
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Estudos realizados com relagdo a algumas das caracteristicas fisico-quimicas destas
substancias, envolvendo propriedades de adsorcdo e formacao de micelas séo de importancia
consideravel quando se refere a acdo dos farmacos, uma vez que 0s requisitos estruturais para
a atividade superficial e formacdo de micelas sdo, muitas vezes, similares aqueles
relacionados com a interacdo de um determinado principio ativo com seus sitios receptores,

proteinas séricas ou mesmo componentes da prépria membrana. *°

CHAPS e CHAPSO, assim como os esterdides da familia dos antibioticos fusidanos,
acidos fusidico e helvdlico, representam uma classe de substancias sollveis anfifilicas, os

quais sdo estruturalmente analogos 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 acdo detergente, nos casos de sindrome de

deficiéncia de sais biliares e possivel reposicao. 1**'*



2 - JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Considerando as justificativas apresentadas para estudo de complexos de incluséo,

entre as quais:

1) Os problemas de solubilidade e instabilidade em agua apresentados pelo furoato de
diloxanida.

2) Efeitos secundarios apresentados pelo acido fusidico relacionados com transtornos
do trato gastrointestinal.

3) Efeitos tdxicos apresentados pelo &cido helvolico no retardamento do crescimento
de gramineas, assim como acdo inibitdria do epitélio ciliar respiratério humano.

4) Caracteristicas estruturais apresentadas pelos quatro esterdides, os quais permitem
classificad-los como étimos sistemas para realizagdo de uma analise global dos
deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de 'H e **C.

5) Busca por novos hospedes ditdpicos a fim de obter-se complexos com 3-CD mais
estaveis que com os sais biliares.

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

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

Conduzem aos objetivos gerais deste trabalho:

Estudar o fendmeno de inclusdo do furoato de diloxanida, através dos métodos cinético e
de solubilidade, assim como através das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (*H e

13C) e fluorescéncia.

Estudar o fendmeno de inclusdo das substancias com estruturas esteroidais: fusidato de
sodio, helvolato de potassio, CHAPS e CHAPSO através da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (*H e **C).
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A partir dos objetivos gerais, tem-se como objetivos especificos:

e Estudar a reagdo de hidrolise do furoato de diloxanida (FD) em meio basico e na presenga

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

e Determinar a constante de associa¢do ou estabilidade do complexo FD/B-CD atraves dos

métodos cinético e de solubilidade.

e Avaliar o fenbmeno de inclusdo do complexo FD/B-CD através das técnicas de

Ressonancia Magnética Nuclear (*H e *3C) e de fluorescéncia.

e Caracterizar as estruturas de: fusidato de sodio, helvolato de potassio, CHAPS e CHAPSO
através das técnicas de RMN monodimensionais (*H, *C, DEPT) e bidimensionais
(NOESY, ROESY, COSY *H-'H e *H-3C, J-resolvida.

e Determinar a estequiometria dos complexos através das técnicas de RMN
monodimensionais e do método das variacdes continuas ou método de Job, para o0s

complexos fusidato de sodio, helvolato de potassio, CHAPS e CHAPSO em f3- e y-CD.

e Determinar as constantes de estabilidade ou formacgéo dos complexos de incluséo: fusidato
de sodio, helvolato de potassio, CHAPS e CHAPSO em B-CD e y-CD, com os dados

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

e Elucidar a estrutura dos complexos de inclusdo fusidato de sodio, helvolato de potassio,
CHAPS e CHAPSO em B- e y-CD, através da técnica de RMN bidimensional ROESY 'H-
1
H.



3 - METODOS E TECNICAS EXPERIMENTAIS

Entre as varias técnicas para determinar a constante de equilibrio de formacdo do
complexo, também denominada de constante de estabilidade, associa¢do ou de formacéo, sera
dada énfase neste item, aos métodos por diagrama ou isoterma de solubilidade, ressonancia

magnética nuclear (RMN) e método cinético.

3.1 - Diagrama ou isoterma de solubilidade

A maioria dos estudos relacionados com o célculo da constante de formacdo, se baseia
na determinacdo das mudancas que ocorrem na solubilidade do substrato quando na presenca
de diferentes concentracdes de ciclodextrina. Mediante este procedimento, é possivel

determinar a formacéo do complexo de inclusdo, tipo de complexo e calcular sua constante.

Os diagramas de solubilidade foram propostos por Higuchi e Connors.** E construido,
representando graficamente a solubilidade da molécula hospede (substrato), no eixo vertical,
com relacdo a concentracdo da molécula hospedeira (ciclodextrina), no eixo horizontal
(Figura 3.1).

A solubilidade total aparente do substrato hdspede (S;) aumenta linearmente devido a
formagdo do complexo de inclusédo solivel. No entanto, no ponto A, a solubilidade do
complexo alcanca seu limite. A S; da molécula hospede é constante entre os pontos A e B, ja
que os trés equilibrios apresentados no esquema 3.1, se mantém inalterados nesta regido.
Depois do ponto B, uma vez que se consumiu todo o substrato sélido, com a adi¢do de maior
quantidade de ciclodextrina, ocorre diminui¢do da concentracdo do substrato ndo complexado
em solucéo, por formacdo do complexo e precipitacdo concomitante de complexo insolavel.
Isto se traduz em uma diminuicdo da solubilidade até um valor constante que corresponde a

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

B;

Kll
S + CD=— CD-S (solugao)
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S(sdlido) CD-S (sglido)

Esquema 3.1 - Equilibrios solido-liquido para a formag&do de um complexo de incluséo.

Estes autores propuseram entao, a existéncia de dois tipos de perfis (diagramas do tipo
A e B), nos quais poderédo haver certas modificagdes.

e Tipo A: quando se forma um complexo de inclusdo soluvel.

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

Diagramas do tipo A: estes indicam a formacdo de complexos sollveis a qualquer

concentracdo de agente complexante, apresentando os distintos comportamentos:

1. Tipo AL: mostra uma dependéncia linear da solubilidade total do substrato (S;) com a
concentracdo de ciclodextrina (CD), obtendo-se assim complexos de primeira ordem

com relacdo a concentracdo de ciclodextrina.
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2. Tipo Ap: apresentam um desvio positivo da linearidade a concentracdes elevadas de
ciclodextrina e correspondem a formacédo de complexos de maior ordem molecular.

3. Tipo An: se distingue através de um desvio negativo da linearidade a concentracfes
elevadas de ciclodextrinas, € um dos sistemas que menos frequentemente sdo
observados na pratica e sua ocorréncia pode ser explicada devido a interacGes

complexas soluto-soluto e soluto-solvente.

Diagramas do tipo B: indicam a formacdo de complexos de inclusdo com

solubilidade limitada e bem definida:

1. Tipo Bs: pode-se diferenciar nitidamente trés fases, primeiramente um aumento linear
da solubilidade, relacionado com a formacgéo do complexo. Em uma segunda etapa, se
observa um platd, que corresponde a maxima solubilidade e finaliza quando o
substrato que se encontra no estado sélido é consumido. A fase descendente
corresponde a diminuicdo de todo substrato ndo complexado em solugédo, por
formacéo de complexo de incluséo insoluvel.

2. Tipo B;i: € interpretado da mesma forma, com a diferenca de que o complexo que se
forma é tdo insoluvel que o aumento inicial na solubilidade do substrato ndo é

detectavel.

A partir dos diagramas de solubilidade, pode-se calcular a constante de estabilidade ou
de formac&o do complexo de inclusdo, tomando-se como critério a etapa inicial ascendente do

grafico.

Supondo o caso mais simples e freqliente, que € a obtencdo de compostos de incluséo

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

Considera-se S 0 substrato ou também denominado por H (hoéspede), CD a
ciclodextrina e CD-S ou C o complexo de incluséo.

Fazendo-se o balanco de massas, tem-se as equacoes (3.1) e (3.2);
[cD], =[cp]+[c] (3.1)

[s) =[s]+[C] (32)
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e portanto,

Ky = [C] (3.3)

Analisando o comportamento linear da [S]gis, com relagdo a variagdo da [CD], nos

diagramas de solubilidade, tem-se a equacéo (3.4);
[S]s = a+b[CD], (3.4)
onde a = Sye S, = concentragdo do substrato em agua e b = inclinacdo da curva
Substituindo a equacdo (3.2) na (3.4) e considerando a = S, tem-se a equacéo (3.5):
[]=s,+b[CD], -[s] (3.5)

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

solido, entdo [S] = S, e obtém-se a equacao (3.6):
[c]=b[cD], (3.6)
Substituindo (3.6), (3.1) e (3.5) em (3.3), finalmente obtém-se a equacéo (3.7):

b
K. =
"7, (1-b)

3.7)

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

linear do grafico.

No caso de que os complexos de incluséo apresentam um diagrama com um perfil Bs,
a estequiometria do complexo pode ser calculada a partir do platd, mediante a resolugéo da
equacao (3.8):

_SA

(A-B)

. S
Raz&do molar = ="

(3.8)

onde, St corresponde ao substrato total adicionado ao sistema, Sa a quantidade de
substrato em solugdo no ponto A e CDag) a quantidade de ciclodextrina correspondente a
regido do platd. A estequiometria assim calculada pode ser comparada e confirmada com a



Métodos e Técnicas Experimentais 39

obtida através de outras técnicas, como espectroscopia UV-Vis, RMN de 'H e C e

fluorescéncia. 2% 11°

3.2 - Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de RMN é uma ferramenta instrumental bastante poderosa ja que: i)
mediante experimentos ROE, permite a deteccdo das interacdes espaciais existentes entre 0s
protons do hdspede e hospedeiro, levando a determinacdo da estrutura do complexo formado
com suficiente precisdo das regides do hdspede e hospedeiro envolvidos no processo; ii)
através da analise dos deslocamentos quimicos dos sinais dos espectros monodimensionais de
3C e 'H, permite determinar as constantes de associacio e estequiometria dos complexos das
ciclodextrinas com diferentes hospedes; iii) através do assinalamento completo dos sinais de
'H e C das moléculas hdspedes, permite determinar sua estrutura. Este assinalamento foi
possivel, gracas a realizacio dos espectros monodimensionais de *H, *C, DEPT 45, 90 e 135,
assim como espectros bidimensionais de correlagdes homonucleares ‘H-'H COSY,
heteronucleares ‘H-*C e NOE. Tratando-se de experimentos de uso rotineiro e néo tendo sido
realizado nenhum tratamento especifico dos dados, ndo serdo abordados aspectos e

fundamentos tedricos destes processos acima mencionados.

Ja no caso dos experimentos ROE, estes sdo considerados de relevancia na
determinacdo da estrutura do complexo, o que implica em uma maior reflexdo destes

espectros bidimensionais.

3.2.1 - RMN na determinagé&o da estrutura do complexo

Efeito Nuclear de Overhauser (NOE)

Baseia-se na relaxacdo nuclear via interacdo dipolar através do espaco de espécies
homo (*H-'H) ou heteronucleares (*H-*C) na mesma ou em diferentes moléculas. Varias
interacOes intra e intermoleculares sdo consideradas como sistemas de contribuigdo a estes
mecanismos de relaxagdo, entre as quais as dipolares. Na relaxacdo dipolar, o regresso ao

estado fundamental se da através de interacdes dipolares entre nucleos que se encontram a
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uma distancia de até 4 A°. Destas interacdes pode-se obter conclusdes referentes a
conformacdo de uma dada espécie ou entre diferentes moléculas. *** *** Experimentos NOE
tornam-se impréprios para moléculas com massas moleculares intermédias (entre 1000 e
3000). No caso dos complexos de inclusdo em ciclodextrinas, com massa molecular situada
na faixa de 1500-2000, recorre-se aos experimentos ROE como alternativa de elucidacao

estrutural. >

O experimento ROE permite a determinacdo das interacdes dos hidrogénios da
ciclodextrina que se encontram em direcdo ao interior, com os do héspede incluidos dentro da
cavidade. A informacgdo obtida a partir do espectro revela qual a estrutura do complexo
formada. Na Figura 3.2, se pode observar uma seccdo de um espectro ROESY realizado para

o complexo 4cido 6-(p-toluidin) naftalen-2-sulfonico (TNS): B-CD em D,0. ***

i H-2 H-5 H-4
P A

Figura 3.2 - Espectro ROE do complexo acido 6-(p-
toluidin) naftalen-2-sulfénico (TNS): -CD em D,0.

Em cada eixo é representado o espectro de RMN monodimensional do complexo. A
partir da anlise das intera¢Ges intermoleculares entre os hidrogénios H-3, H-5 e H-6 da 3-CD
com os pertencentes aos grupos toluidino e naftalensulfonato do TNS (considerando a
concentracdo do complexo 2:1 desprezivel), se deduz que existem dois tipos diferentes de
complexos 1:1. Um deles é formado pela inclusdo do grupo toluidino no interior da
ciclodextrina (interagbes dos hidrogénios H-3, H-5 e H-6 da -CD com os P-10 ao P-14 do
TNS), enquanto que o outro implica na complexacdo do grupo naftalensulfonato (interacdes

dos H-3, H-5 e H-6 da 3-CD com os P-1 ao P-8 do TNS). Das interacdes consideradas fortes
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entre 0 H-3 com os hidrogénios P-5 e P-7 e P-10, P-11, P-13 e P-14, € possivel concluir que a
inclusdo em ambos 0s casos, ocorre através da face secundaria da ciclodextrina. O grupo
naftalensulfonato se encontra totalmente complexado no interior da ciclodextrina (interacdes
do H-6/P-1), com o grupo sulfonato estando na parte externa da cavidade, possivelmente
formando pontes de hidrogénio com as hidroxilas primérias. Por outro lado, o grupo toluidino
se encontra totalmente complexado no interior da ciclodextrina (interagdes fortes e médias do

H-3 e H-5 com todos os hidrogénios do anel aromatico e interacdo fraca do H-6 com o grupo
|.,153

metila). A partir destas interacOes, Alvarez Parrilla et a propuseram a estrutura

representada na Figura 3.3 .

TNS

Figura 3.3 - Representacdo esquematica da formacao dos complexos 1:1 e 2:1 para o sistema
B-CD: TNS, deduzido a partir do experimento ROESY.

3.2.2 - Aplicagdes da Ressonancia Magnética Nuclear no estudo de Processos de

Incluséo: estequiometria e constantes de associacao.

Considerando o processo de formacdo de um complexo de inclusdo entre uma
molécula hdspede (substrato) e n unidades de ciclodextrina;
nCD+H === C, (3.9)

em que C, é o complexo formado. O processo €é caracterizado por uma constante de equilibrio

K, , representada pela equacéo (3.10):

S
"~ [cof (310
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E possivel encontrar uma relacdo entre a composicdo de equilibrio descrita pelas
equacbes (3.9) e (3.10) e o deslocamento quimico de alguns dos nucleos atémicos da

molécula da ciclodextrina ou do hdspede.

Durante o processo de complexacdo, os atomos situados em direcdo ao interior da
cavidade da ciclodextrina vdo sofrer uma mudanca consideravel em torno de seu ambiente,
causado basicamente pela saida de moléculas de dgua e entrada de uma molécula de carater
apolar. O mesmo vai suceder com os nacleos da molécula hospede que vao ser incluidos no
interior da ciclodextrina, passando de um meio polar (solu¢do) para um de carater apolar
(cavidade da ciclodextrina). Portanto, os sinais de RMN tanto da ciclodextrina como da
molécula hdspede, terdo uma variacdo de deslocamento quimico, por estarem envolvidos no

processo de complexacdo. ***

A variacdo de deslocamento quimico dos diferentes nicleos nos espectros de RMN, é
observada de forma distinta em funcdo da velocidade com que ocorre 0 processo de
complexacdo quando comparado com a escala de tempo de RMN. Assim, as possiveis
situacOes observadas em RMN para o processo de complexacdo em ciclodextrina estdo

representadas na Figura 3.4: >

Figura 3.4 - Sinais observados em RMN.

(@) Sinal caracteristico de um determinado nucleo de
ciclodextrina livre.

(b) Sinal caracteristico deste mesmo nicleo
complexado.

©

(c) Espectro observado sob regime de intercdmbio
lento.

(d) Espectro observado sob regime de intercambio
rapido

(d)

Se 0 processo esta sob regime de intercambio répido (caso d), o processo de entrada e
saida da molécula hospede é bastante rapida em comparacdo com a escala de tempo de RMN.
Portanto, somente se detecta um unico sinal, cuja posi¢cdo € um ponto médio das espécies

presentes, ciclodextrina livre e complexada.'*®
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Assim, a posicdo de um sinal observada experimentalmente (Sops) Sera dada pela

equacdo (3.11), **°

501:5 = fCD5CD +nfc5(: (311)

onde fcp e fc representam as fragdes de ciclodextrina livre e complexada e ambos 0s termos

satisfazem a condicéo,
fo, +nfe =1 (3.12)

N&o é frequente utilizar valores absolutos de deslocamento quimico (Seps), Mas a
variagcdo observada para a posicdo do sinal com relacdo a ciclodextrina livre (d¢cp). Assim,
substituindo a equacgdo (3.12) na (3.11) e reordenando, obtém-se como resultado a equacao
(3.13):

AS, (3.13)

Aé‘abs = 50[}5 - 5CD (3' 14)
€
Aé‘max = é‘C - é‘CD (3.15)

Da equacdo (3.13) se pode obter informac6es referentes a composi¢do de equilibrio do
sistema. Ao aumentar a fracdo de ciclodextrina complexada obtém-se um aumento linear no
valor do deslocamento quimico observado. Quando a ciclodextrina estiver saturada, Adops

alcanca seu valor maximo (Figura 3.5).



Métodos e Técnicas Experimentais 44

A5obs k

Ao A0

obs Max

0o f 1

complexo

Figura 3.5 - Variacdo do deslocamento quimico de um determinado
nlcleo da ciclodextrina em funcéo da fragdo complexada

Determinagéo da estequiometria do complexo de inclusdo. Método de Job

O método das variagdes continuas ou método de Job 7 %> 1%

é valida para qualquer
técnica experimental em que se mede uma magnitude diretamente proporcional a
concentracdo do complexo formado. Se baseia no fato de que qualquer funcdo que dependa
diretamente da concentragdo do complexo, apresenta um maximo com relacdo a fracdo molar
de um dos componentes que formam este complexo. Da posi¢do de seu méaximo pode-se obter
o coeficiente estequiométrico. Do ponto de vista experimental, consiste em realizar uma série
de experimentos em que se varia a relacdo molar de ciclodextrina e de hdspede, porém a

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

[cD], +[H], =M (3.16)

A forma de satisfazer esta condicao, € misturando diferentes volumes de duas solugcbes
de concentracdes idénticas (uma de ciclodextrina e outra de hospede), mantendo-se constante
o volume total de amostra. E recomendavel que a relacdo entre os moles de cada um dos
componentes varie de zero a um (0 a 1) com intervalos pequenos, onde se obtera 0s espectros
de RMN de cada uma destas solugdes, identificando em cada um a posicdo do sinal

pertencente a um determinado nucleo da ciclodextrina ou héspede. *°

A partir da equacéo de equilibrio geral de formacéo de complexos de incluséo entre m
moléculas héspede e n moléculas de ciclodextrina, conforme equacdo (1.2), onde C, ou Cym
representa o complexo, e considerando que em RMN sob regime de intercdmbio rapido, existe

uma relacdo entre o deslocamento quimico observado para um determinado nucleo e a fracao
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de ciclodextrina complexada em solucdo conforme a equacéo (3.13), uma vez que se mantém
constante a quantidade total de ciclodextrina e hospede, multiplicam-se ambos os termos da
equacdo (3.13) pela relagdo molar (RMcp) ou fracdo molar (Xcp) de ciclodextrina (CD)

(X =ng /(ng, +1n,)). Desta maneira, obtém-se as equaces (3.17) e (3.18), onde sdo expressas

as fracBes molares de ciclodextrina e hospede no maximo,

(XCD )max = [CD]maX +m[a|><_| ]max = 1+m — — (317)
n
] N
_ H max _ n _ m
N ) B ) BT (3.18)

Desta forma, fica demonstrado que uma representacdo da funcdo considerada (Xcp.
Adqps) com relagdo a fragdo molar de ciclodextrina (Xcp) ou de hdspede (Xy) apresentard um
méaximo que é obtido pelas expressdes (3.17) ou (3.18) respectivamente, de acordo com a
Figura 3.6 e a Tabela 3.1.

Aaobs * Xcp
m
(x,). = —
n
(eo )"“‘X " h+m

0O 02 04 06 0,8 1
XcD ouXH

Figura 3.6 - Representacdo de Job para um complexo 1:1 em funcéo da fracdo
molar de ciclodextrina ou de héspede.
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Assim, a partir de uma série de solucbes em que se varia a fragdo molar dos

componentes que formam o complexo de inclusdo, pode-se obter a estequiometria do mesmo.

155

Tabela 3.1 - Posi¢cdo do maximo de Job para alguns complexos de inclusdo.

complexo n m (Xcp)max (XH)max
CD;H; 1 1 0,5 0,5
CD,H; 2 1 0,67 0,33
CD:H, 1 2 0,33 0,67
CD,H, 2 2 0,5 0,5

Apesar da grande importancia na determinagdo da estequiometria para estudos dos

complexos de inclusdo, o método de Job apresenta algumas limitagfes. Entre estas podem ser

citadas:

1. Nao se obtém valores absolutos, mas uma relacdo n/m. Desta forma, complexos com

estequiometria 1:1, 2:2, 3:3 (ou 1:2, 2:4, 3:6, etc) apresentam 0 M&ximo na mesma
posicao.

Somente se estabelece a existéncia de um unico tipo de complexo sem verificar a
coexisténcia em solucdo de outros tipos. Por exemplo, para um sistema que apresenta
estequiometria 1. 2, primeiro se formar4& um complexo 1:1 e posteriormente o
complexo 1: 2 e sempre existira uma fragdo de ambos em solugéo.

O método vai perdendo sensibilidade a medida que aumenta a relagdo dos coeficientes
estequiométricos, de tal forma que para relagdes n:m superiores a 1:3, torna-se dificil
determinar com exatiddo a posi¢do do maximo da curva.

Se a interacdo entre a ciclodextrina e a molécula hdspede apresenta uma constante de

equilibrio pequena (caréater fraco), a curva apresentara um maximo pouco definido.

Determinagéo da constante de estabilidade do complexo.

Os diferentes métodos utilizados para a determinacéo da constante de estabilidade, se

baseiam na relacdo que existe entre a concentracdo do complexo no equilibrio e a variagédo

observada para o deslocamento quimico dos nucleos da ciclodextrina ou do hospede.

17, 20, 21,

110, 157, 158, 159
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Complexos de estequiometria 1:1

A equacdo que descreve a posicdo do sinal observado em RMN para um determinado
nucleo de ciclodextrina sob um regime de intercambio rapido em uma estequiometria do tipo

1:1, cujo equilibrio é descrito na equacéo (3.19) é,

CD+H =—C (3.19)
26, - (2?5.?1][&40010 am —\/[i+[co]o [}, -alcol ]o)] (3.20)

Para obter o valor da constante de associagéo, se realiza um ajuste nédo linear global
em um programa “Origin 6.0, considerando a concentragdo do hdspede e de ciclodextrina de
cada experimento como variaveis independentes e os deslocamentos no espectro de **C-RMN
dos nucleos de cada série (Adqns) COMO variaveis dependentes. A equagéo (3.20) é aplicada ao
programa “Origin 6.0”, somando ao segundo termo um parametro Ad.fiset, que leva em

consideracao a determinacdo do valor de dcp.

Complexos de estequiometria 1: 2

No caso de que uma molécula héspede seja complexada por duas unidades de
ciclodextrina, deve-se estabelecer dois processos de equilibrio sucessivos,

CD+H =—Cy; (3.21)

CD+Cy=~—Cy (322)

e as constantes de equilibrio séo fornecidas pelas expressoes,

[Cll]
Ky = [H ][CD] (323)
k= (Sl (3.24)
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A ciclodextrina esta presente em solugédo nas trés diferentes espécies: sem complexar
(CD), complexo de estequiometria 1:1 (C11) e complexo de estequiometria 1:2 (Cy2). Nestas
condicdes e sob um regime de intercambio rapido, a posi¢do que apresentard o sinal de um
determinado nacleo da ciclodextrina em um espectro de RMN ¢é fornecida pela equacao
(3.25);

Ogs = TepOcp + fcu§c11 + 2fc125c12 (3.25)
que pode ser transformada em,

A8y = fo Ay +2f AS (3.26)

max 2

onde f. e f_representam a fracdo de complexos 1:1 e 1:2 respectivamente e Ag,,, € A,

max1 max2 !

0 deslocamento méximo que corresponde a cada um dos dois tipos de complexos.

Para calcular as concentracGes de equilibrio, estabelece-se em primeiro lugar os
correspondentes balancos de massa para as espécies presentes em solucdo, que combinadas
com as equacdes (3.23) e (3.24), obtém-se uma equacdo de terceiro grau que relaciona as

constantes de associagdo com a concentracao de ciclodextrina,

K,K,[CDJ + K, {2K,[H], - K, [cD], +1}cDf +{K,[H] - K,[cD], +1][cD]-[cD], =0
(3.27)

Através de um programa matematico realizado no Origin 6.0, € possivel encontrar
uma solucdo a esta equacdo de terceiro grau. Uma vez conhecida a concentracéo de equilibrio
de ciclodextrina livre, é possivel conhecer também a dos complexos Cl11 e C12 e

consequentemente as fragdes dos complexos 1:1 ( f. ) e 1:2 (f_ ), as quais serdo utilizadas na

equacdo (3.26). Com os resultados dos experimentos em que se varia a concentracdo de

ciclodextrina e/ou hospede, realizando-se um ajuste por minimos quadrados ndo linear,

max

obtém-se os valores otimizados de K, , K, , Ad,,., € AS,,, para cada um dos nucleos da

molécula de ciclodextrina. **°
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3.3 - Método cinético

Em estudos de estabilidade, onde devem ser investigados os efeitos da concentracédo
de ciclodextrina na velocidade de degradacdo de uma determinada substancia, deve-se
procurar realizar estudos cinéticos. Neste caso, a constante de estabilidade ou de formag&o do
complexo, podera ser determinada através dos efeitos de estabilizacdo ou desestabilizacéo,

exercida pela molécula de ciclodextrina sobre o substrato. % 2110

A habilidade em estabilizar alguns e desestabilizar outros, tem sido explicada através
das diferencas ocorridas na formacdo da estrutura do complexo. Pode haver aumento da
velocidade de degradacdo do substrato, se a parte labil da molécula se localizar préxima aos
grupos hidroxilas da molécula de ciclodextrina. Se o substrato interagir mais profundamente
dentro da cavidade, a parte labil da molécula podera estar protegida e resultard em sua
estabilizacéo. 2

Portanto, as ciclodextrinas poderdo diminuir, acelerar ou ndao exercer nenhum efeito
sobre a reatividade de uma determinada reacdo, podendo exibir um comportamento cinético
comparavel as reacdes enzimaticas, isto €, atraves da formagdo complexo-substrato, inibicdo

competitiva, saturacio e interacdo estereoespecifica. -2 252761

Devido a cinética de saturacdo, a constante de velocidade de primeira ordem
observada para a reacdo (Kons), vai se aproximar de um valor maximo (catalise) ou minimo

(inibicdo), com o aumento da concentracéo de ciclodextrina. *?

A constante de velocidade de primeira ordem para a degradacdo do substrato
(héspede) na presenca de ciclodextrina (k) e a constante de estabilidade ou de formagéo,
podem ser determinadas através de métodos analogos a analise de Michaelis-Menten,
utilizados na cinética enzimatica. ® Os estudos cinéticos s&o normalmente feitos com

solucBes diluidas, supondo-se formacao de complexos 1:1. Considerando o Esquema 3.2:
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Produtos de decomposi¢céo

Esquema 3.2 - Mecanismo cinético de hidrolise do furoato de
diloxanida na presenca e auséncia de ciclodextrina (CD)

Onde: [CD.S] € a concentracdo do complexo 1:1 formado na reacdo entre
ciclodextrina (CD) e substrato (S); ko é a constante de velocidade para a reacdo nao catalisada;
kc € a constante de velocidade da reacdo em presenca de CD; K;; € a constante de estabilidade

ou formacdo do complexo formado entre CD e S, considerando estequiometria 1:1.

No caso da constante de equilibrio da equacdo (3.3), onde [CD.S] ou [C] é a
concentracdo do complexo 1:1 e considerando, [CD], >> [S]o, entdo [CD,] = [CD]. O balanco

de matéria exige que,

[s], =[s]+Ic] (3.28)

[s]=1C] (3.29)

Substituindo (3.29) em (3.28) e isolando [C] obtém-se,

[ﬂ=%%%%% (3.30)

A constante de velocidade de primeira ordem observada na degradacdo do substrato

(kobs) é considerada a média das constantes k, e k¢, onde:

[S], =k, [s]+k][cC] (3.31)
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Isolando [S] e [C] das equacdes (3.28)-(3.30), e substituindo-as em (3.31) obtém-se,

_kKy[CD]+k,

~ 1+K,[CD] (3:32)

obs

E finalmente, rearranjando e considerando o inverso, de acordo com o método de

Lineweaver-Burk, *® chega-se a equacéo (3.33):

1 1 1

K —k..

= 3.33
0 obs (ko - kc )Kll [CD] " ko - kc ( )

Na equacdo (3.33), assume-se que a [CD] € a concentracdo total no meio reacional,
isto é, a ciclodextrina livre e na forma de complexo. Para isto ser justificado, esta
concentracdo deve ser ao menos dez vezes maior que a do substrato. O valor de k, é obtido
guando nenhuma ciclodextrina esta presente no meio reacional; k.,s € determinado a trés ou
quatro concentragdes de ciclodextrina e os valores de k. e Ki; sdo calculados a partir da

intersegdo e inclinagéo do gréfico 1/(k, — k., ) versus 1/[CD], que fornece uma linha reta (se

a suposicdo do complexo de estequiometria 1:1 estiver correta). A baixas concentragdes, a

maioria dos complexos substrato—ciclodextrina sdo de estequiometria 1:1. *%3!

Alguns trabalhos sugerem o método cinético como o mais aplicavel para avaliacdo do
valor de Kj1, quando existem problemas de instabilidade quimica por parte do substrato
(héspede) e quando o valor de Ki; ndo puder ser determinado de outra maneira. * ** ** No
estudo do farmaco espironolactona, antagonista da aldosterona, a degradacdo foi devida ao
uso da B- e y-CD e alguns derivados, sugerindo uma atividade catalitica das ciclodextrinas.
Neste trabalho foi estudada a complexacdo da espironolactona (SP) em ciclodextrinas e o
efeito do pH na reacdo de deacetilacdo catalisada por B-ciclodextrina (3-CD), hidroxipropil-f-
ciclodextrina(HP-B-CD), sulfobutileter-B-ciclodextrina (SBE-B-CD), y-ciclodextrina (y-CD) e
sulfobutileter-y-ciclodextrina (SBE-y-CD). Estes estudos foram realizados atraves de métodos
cinéticos, diagrama de solubilidade e Ressonancia Magnética Nuclear.® No estudo da
estabilidade quimica dos farmacos melfalano e carmustina, dois agentes antineoplasicos
bastante instaveis, foi verificado uma diminuicdo da velocidade de hidrolise de ambos os
farmacos na presenca de concentragBes crescentes das ciclodextrinas estudadas. Os dois
agentes antineoplasicos, 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-f3-

ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina. %

Loftsson et al., estudaram o efeito das ciclodextrinas na solubilidade e estabilidade dos
farmacos acetato de medroxiprogesterona e megestrol em solucdo aquosa. Dos resultados
cinéticos obtidos a partir do estudo da reacdo de degradacdo, foi constatado que em presenca
dos derivados, hidroxipropil-B-CD e metil B-CD, estes farmacos apresentavam uma melhora

na sua estabilidade quimica.’®

Doxoribicina e daunorubicina, drogas antineoplasicas usadas na quimioterapia do
cancer, sdo instaveis em solugdo aquosa, podendo sofrer hidrdlise, com perda da estabilidade
e atividade. Bekers et al., estudaram o comportamento destas substancias com relacdo as
ciclodextrinas a-, B- € y-, observando que na regido &cida, as velocidades de degradacdo de
ambas as substancias decresce na presenca de y-CD, enquanto que nenhum efeito foi
observado em meio acido e alcalino frente a a- € B-CD. Acima de pH 4, a degradacdo da
daunorrubicina é acelerada através da y-CD, enquanto que para a doxorrubicina este efeito é

observado somente em solucdes fortemente alcalinas.'®®

A indometacina € um antiinflamatério ndo-esteroidal, com acdo inibitéria da
biossintese da prostaglandina (inibicdo da ciclooxigenase), e portanto com atividade
analgésica, antipirética e antiinflamatéria. E pouco solvel em é&gua e instavel em solugéo
aquosa. Esta substancia foi estudada do ponto de vista da estabilidade, através do efeito da a-,
B- e y-ciclodextrinas, assim como os derivados hidroxipropil e hidroxietil-CD. Os autores
verificaram que a velocidade de hidrdlise de indometacina em solucgdo alcalina é altamente

suprimida por B- e y-ciclodextrinas, enquanto que em a-ciclodextrina ocorre o oposto.”

Prostaciclina (PGl;) € um potente agente terapéutico no tratamento da trombose e
relaxamento da musculatura lisa vascular. Entretanto, este composto é hidrolisado facilmente
em solucdo aquosa, com perda da atividade em poucos minutos. Na presenca de
ciclodextrinas, a velocidade de hidrélise da PGI, diminuiu na ordem de - > a -> y-CD. Esta
afirmacdo € consistente com a magnitude da constante de estabilidade do complexo
determinado cineticamente, indicando que a relagdo entre as moléculas hospede e hospedeiro

é importante na mudanca de velocidade. *°
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No estudo da velocidade de hidrolise da benzocaina em solucdo aquosa, foi
demonstrado que este farmaco interage com a 3-CD para formar um complexo 1:1, levando a
uma inibicdo de sua velocidade quando em meio alcalino. Similarmente, estudos da hidrdlise
de procaina, atropina, aspirina e fenilbutazona em solucao aquosa, mostraram uma diminuicéo

na velocidade na presenca de B-CD. ***



4 - PARTE EXPERIMENTAL

O furoato de diloxanida (FD) foi de procedéncia do Lab. Knoll S.A., o acido helvélico
procedente da Sigma, fusidato de sédio do Laboratério Leo Pharmaceutical Products e
CHAPS e CHAPSO da ICN Biomedicals Inc.

As ciclodextrinas B- (doadas por Roquette, Franca) , y- (Wacker, Alemanha) e 3-CD
sulfatada (Cerestar, USA) eram de pureza 98%, o que ndo exigiam nenhum processo prévio
de purificacdo para eliminacdo de impurezas. No entanto, quando necessario, estas eram
submetidas a um processo de dupla recristalizacdo em agua com posterior secagem em estufa
(Gallenkamp) aumentando gradualmente a temperatura de 40-200°C, até peso constante. Os
pesos moleculares das ciclodextrinas para a p-, y- e B-CD sulfatada sdo de 1153 g.mol™, 1297
g.mol™ e 2563 g.mol ™ , respectivamente . O grau de substituicdo para a f-CD sulfatada igual
al4.

D,0O (99%) foi fornecida por SDS, Franca. A acidez do meio foi ajustado quando
necessario, com KOD 10™ M (Aldrich, 40% em D,0).

As medidas de RMN foram realizadas em um espectrémetro da BRUKER modelo
AMX 500, pertencente ao Centro de Ressonancia Magnética Nuclear de Galicia do Campus
de Santiago de Compostela da Universidade de Santiago de Compostela (Espanha), com uma
frequéncia de trabalho de 500 MHz para 'H e 125 MHz para *3C e um espectrémetro
BRUKER modelo AC 300, pertencente ao Servico Geral de Apoio & Investigacdo Fisico-
Quimica e Tecnologia de Alimentos do Campus de Lugo, pertencente a Universidade de
Santiago de Compostela (Espanha), com uma freqiiéncia de operacdo de 300 MHz para 'H e
75 MHz para °C.

Para as medidas de fluorescéncia foi usado um equipamento da Edimburgh
Instruments Modelo F900.
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As medidas cinéticas foram realizadas em um espectrofotdmetro UV-VIS Varian

DMS-80, acoplado a um microcomputador IBM-XT.

4.1 - Métodos de avaliacdo de formacdo do complexo furoato de
diloxanida:B-CD

Diagrama de Solubilidade

Os diagramas de solubilidade foram elaborados segundo o método proposto por

Higuchi e Connors. *°

Em tubos apropriados para analise, foram adicionadas quantidades em excesso do
farmaco, correspondente a 1,0 mM e solucGes aquosas de B-CD nas concentracGes entre 0,0 e
22,0 mM. As amostras foram mantidas durante um periodo de 07 (sete) dias em agitacédo e
temperatura de 37°C. Para cada uma das amostras foram feitas triplicatas. Apos este periodo,
procedeu-se a filtragdo do sobrenadante, utilizando-se membranas de filtro de acetato de
celulose (Milipore), cujo didmetro do poro era de 0,45 um. Com o filtrado realizaram-se
diluicbes 1/10, procurando manter a temperatura constante. A concentragdo de farmaco
dissolvida foi determinada por espectrofotometria UV, no mesmo comprimento de onda na

qual foi obtida a curva de calibracéo.

Curva de Calibracéo

Preparou-se uma solucdo aquosa do furoato de diloxanida com concentragcdo de
6,1x10”mM. Foi mantida em agitacdo & 37°C por aproximadamente 24 horas. A partir desta
solucdo e por diluicdo, foram preparadas solugbes cujas concentracdes estavam entre 6,1 e
6,1x10™ mM. As absorbancias foram medidas a 260 nm, que corresponde ao comprimento de
onda médximo do furoato de diloxanida. Graficando os valores de absorbancia versus
concentracdo do FD, obtém-se a curva de calibracdo, sendo os parametros; Abs= - 0,0088 +

18162 X, com um coeficiente de correlacdo r= 0,9999.
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Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *3C

Considerando que a solubilidade do farmaco € muito baixa em &gua, procurou-se
realizar medidas em misturas de solventes como agua/metanol e &gua/acetonitrila em
diferentes proporgodes (20:80, 30:70, 40:60 e 50:50).

No caso da técnica de *H-RMN, prepararam-se separadamente duas solucdes com
misturas de solventes nas propor¢fes de 50:50 metanol/agua deuterados em iguais
concentrac0es, isto €, 4mM de furoato de diloxanida (hospede) e 4mM de B-CD. Estas foram
mantidas em banho-maria e ultrasom por aproximadamente duas horas, para completa

solubilizag&o.

No caso da técnica de “*C-RMN, prepararam-se solucdes de p-CD 10mM em mistura
de CH3CN: D,0O 40:60 e de furoato de diloxanida (FD) e B-CD em iguais concentragdes,
sendo de 10mM na mistura CH3CN: D,0O 40:60.

Fluorescéncia

Para evidenciar a formacdo do complexo furoato de diloxanida-B-CD, foram utilizados
feixes de excitacdo e emissdao de 3,0 e 5,0 mm respectivamente, com um A méaximo de
excitacdo de 338 nm. A concentracdo de furoato de diloxanida foi de 3,0 x10° M (0,2% de
etanol) e a de B-CD de 1,2 x10°M.

Estudo cinético

As medidas cinéticas foram realizadas em um espectrofotbmetro UV-VIS Varian
DMS-80, acoplado a um microcomputador IBM-XT e a um banho termostatizado, calibrado a

uma temperatura de 37°C.

As determinacdes cinéticas foram realizadas em solucdo aquosa (0,4% de etanol),
37°C, forca i6bnica 0,5M (KCI), através do monitoramento da hidrdlise do furoato de
diloxanida (FD) (6,66x10°M) a 260 nm.
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4.2 - Avaliacdo de formacdo dos complexos helvolato de potassio,
fusidato de sodio, CHAPS e CHAPSO em B- e y- CD por RMN.

Resolucgéo dos espectros

Foram feitos estudos de RMN monodimensionais de *C, *H, DEPT 45, 90 e 135, e
bidimensionais 2D *H-'H e *C-H, NOESY 'H-'H e ROESY *H-'H. A referéncia externa

utilizada foi o tetrametilsilano (TMS).

As solucBes dos &cidos fusidico e helvélico foram neutralizados com NaOD e KOD
respectivamente, a fim de se obter o fusidato de sddio e helvolato de potassio totalmente

ionizados e assim uma melhor solubilizacéo destas substancias na presenca de 3- e y-CD.

Foram preparadas solucbes de fusidato de sodio, helvolato de potassio, CHAPS e
CHAPSO e das ciclodextrinas (B- e y-CD) em uma concentracdo de 10 mM em D,0. A
temperatura foi mantida em aproximadamente 25°C, o pH das solugbes dos compostos
CHAPS e CHAPSO em 5,0-6,0 (pH natural) e do helvolato de potéassio e fusidato de sddio em
pH 7,0-8,0.

Estudos de Formacéo dos Complexos de Incluséo

Foram preparadas solugdes das amostras, fusidato de sddio, helvolato de potéssio,
CHAPS e CHAPSO e das ciclodextrinas (- e y-CD) nas mesmas condi¢des que foram

utilizadas para a caracteriza¢ao dos espectros.

Para determinacdo da estequiometria dos complexos através do método de Job, foram
preparadas solucdes diretamente em tubos de RMN, através da mistura de diferentes volumes,
de ciclodextrina (- ou y-CD) e de hdspede (fusidato de sodio, helvolato de potassio, CHAPS
ou CHAPSO), variando a relacdo molar (RM) de CD e hdspede de idénticas concentracdes

(10mM), e mantendo sempre o mesmo volume final, conforme Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Variaveis Utilizadas na Preparacdo das Solug¢des para o Estudo de Complexacdo por RMN.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vh(mu) 0 005 010 015 020 025 030 035 040 045
Vep (mL) 0,5 045 040 035 030 025 020 015 010 0,05
RM,,? 0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
RMcp® 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1

¥ RMy, = relac&o molar de héspede (H), "RMcp= relagdo molar de ciclodextrina (CD)



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item sdo apresentados resultados referentes ao estudo do complexo de inclusao
do amebicida furoato de diloxanida em presenca de B-CD, envolvendo estudos cinéticos, de
solubilidade, técnicas de fluorescéncia e RMN de *H e **C. Também s&o apresentados estudos

cinéticos referentes ao furoato de diloxanida em presenca de 3-CD sulfatada (B-CDSO3Na).

Constam também resolucdes dos espectros e estudos de complexacdo do fusidato de
sodio e helvolato de potéssio, CHAPS e CHAPSO em - e y-CD, através das técnicas de
RMN de *H e *C mono (*H, **C, DEPT) e bidimensionais (*H-'H, correlagdo ‘H-*C,
ROESY, NOESY) e método de Job.

5.1 - Estudo do Complexo de Inclusdo Furoato de diloxanida: -CD.

5.1.1 - Diagrama ou Isoterma de Solubilidade

A maioria dos estudos relacionados com o célculo da constante de formacdo, se baseia
na determinacdo das mudancas de solubilidade do farmaco observadas na presenca de

diferentes concentracdes 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 B-CD. Para as determinacGes analiticas se fez uso da reta de
calibracdo, cujo coeficiente de absortividade molar de 18.162 serviu para a determinagdo das
concentracfes de farmaco dissolvidas em cada um dos tubos contendo diferentes
concentracfes de B-CD no diagrama de solubilidade. Estas concentracdes sdo expressas pela
“solubilidade FD, M” no referido diagrama. As medidas foram realizadas segundo a técnica

de Higuchi e Connors **° , pH 7,0, 37°C e agitacdo durante 7 dias.

O furoato de diloxanida apresentou um perfil Bs, no qual existe um aumento linear da
solubilidade relacionada com a formacéo do complexo com a ciclodextrina. Em uma segunda

etapa, observou-se um platdé que corresponde a maxima solubilidade e finalmente uma fase
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descendente que corresponde a diminuigdo da concentracdo do furoato de diloxanida livre em
solugdo, por formacdo de complexo de inclusdo insoluvel. Neste caso, a constante de
estabilidade obtida foi de 427,4 M™ (r = 0,9959). Este valor foi coincidente com o obtido por
Nieto Reyes. *?

Tabela 5.1 - Dados de absorbancia e diferentes concentracdes de furoato de diloxanida (FD) e de B-CD para
construcdo do diagrama de solubilidade; T= 37°C, pH 7,0, A= 260 nm.

Absorbancia 50 nm 10°x[FD]/M [B-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
7.0x10* [
6.0x10™
=
QO  5.0x10"
o
()
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Figura 5.1 - Diagrama de solubilidade do furoato de diloxanida em B-CD com valor de K= 427,4 M™;
S,=1,35x10"; r=0,9959.
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5.1.2 - Método Cinético

Em estudos de estabilidade, onde devem ser investigados os efeitos da concentragédo
de ciclodextrina na velocidade de degradacao de uma determinada substancia, deve-se realizar
estudos cinéticos. Neste caso, a constante de estabilidade ou de formacdo do complexo,
poderd ser determinada através dos efeitos de estabilizacdo ou desestabilizacdo exercida pela

molécula de ciclodextrina sobre o farmaco. 12 26 110

Figura 5.2 mostra o perfil do logaritmo da constante de velocidade de primeira ordem
(kobs) €m funcdo do pH, no estudo da hidrélise do furoato de diloxanida em agua, B-CD e -
CD sulfatada (B-CDSO3Na). Dados encontram-se na Tabela 5.2. O perfil de velocidade em
funcdo do pH para a reacdo de hidrdlise do furoato de diloxanida (FD) indicam
comportamentos diferenciados na auséncia e presenca da 3-CD e p-CDSO3zNa. A reacdo de
hidrolise foi observada na faixa de pH basico enquanto que abaixo de 7,0 ndo foi constatada
reacao nas condicdes experimentais em estudo. Observa-se nesta regido de pH basico, que a
B-CD inibe a reacdo de hidrolise, enquanto que a B-CDSOzNa acelera. A inibicdo de
velocidade no caso da B-CD, pode ser explicada pelo fato de que esta protege o substrato do
ataque da agua durante a reacdo. No perfil log kops Versus pH sdo mostradas linhas paralelas
com inclinagdo proxima de 1,0, sugerindo assim uma catélise basica.

Tabela 5.2 - Logaritmo da constante de velocidade de primeira ordem em funcéo do pH para a reacao de

hidrélise do furoato de diloxanida (FD) em agua, B-CD e p-CDSO;Na; [FD]= 6,66x10° M; A= 260 nm; T= 37
°C; u=0,5 M (KCI)

pH log Kops
H.O B-CD B-CDSO;Na.

7,0 -4,83 - -

75 - -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 - Logaritmo da constante de velocidade de primeira ordem em funcéo do pH
para a hidrélise do furoato de diloxanida em agua, B-CD e B-CD sulfatada, a 37°C.

Através do método cinético, observou-se que a B-CD inibiu a degradacdo do farmaco
furoato de diloxanida em pH basico, sendo que a pH 10,75 ocorreu uma diminuicdo na
velocidade de hidrolise com o aumento da concentracdo de B-CD. Neste caso, observou-se
inibicdo da reacdo, com um perfil de cinética de saturacdo, caracteristico de reacdes
enzimaticas (Tabela 5.3 e Figura 5.3).

Tabela 5.3 - Constantes de velocidade de primeira ordem em fun¢do da concentracdo de 3-CD no estudo da
reacéo de hidrélise do FD em pH 10,75 e 37°C.

10*x[B-CD]/M 10%X Kops/s™
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 - Variacdo da constante de velocidade de primeira ordem em funcéo de
concentragdes crescentes de B-CD para a hidrolise do furoato de diloxanida (6,66x10
*M) em pH 10,75, u= 0,5 M (KCI), A= 260 nm e 37°C; k, = 1,76 x 103 s™%,

Por outro lado, quando se observa a influéncia da B-CDSOsNa na reacdo de hidrdlise,
constata-se um efeito oposto ao da B-CD, isto €, ao aumentar a concentracdo de B-CDSO3Na,
ocorre aumento de velocidade de reacdo de hidrolise. Neste caso, os grupos sulfatos ligados a
ciclodextrina devem facilitar o ataque da agua, através provavelmente de um mecanismo de

catalise nucleofilica (Tabela 5.4 e Figura 5.4).

Véarios mecanismos de reacGes de hidrélise com diversos substratos, com
envolvimento de estruturas de complexos de inclusdo com a B-CDSOs;Na tem sido descritos
na literatura. ***® Em analogia a estes mecanismos, 0 Esquema 5.1 demonstra que na
presenca da B-CDSO3Na, a catélise nucleofilica pode ocorrer tanto pelos grupos sulfatos
substituidos no O-2, como pelos grupos hidroxilas secundarios auxiliados pelos sulfatos
substituidos no O-3 da ciclodextrina, e que através de pontes de hidrogénio deixa o oxigénio
O-2 mais nucleofilico. O grupo carbonila pertencente ao furoato de diloxanida esta sendo
representado nas proximidades da cavidade da ciclodextrina, a fim de demonstrar a interagao
dos grupos sulfatos da ciclodextrina com o carbono eletrofilico. Esta proposta é valida desde

que o grau de substituicdo por grupos sulfatos é de 14, distribuidos nos oxigénios 2, 3 e 6. 1®

169
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Esquema 5.1 - Representacdo do mecanismo de catalise nucleofilica envolvendo o centro reativo do furoato de
diloxanida e a B-CDSO3Na.

Tabela 5.4 - Constantes de velocidade de primeira ordem em fungéo da concentracéo de 3-CD sulfatada no
estudo da reacdo de hidrolise do FD em pH 10,0 e 37°C.

10*x[B-CD sur.J/M 10X Kops/s™
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 - Variacéo da constante de velocidade de primeira ordem em funcgéo de
concentragdes crescentes de 3-CD sulfatada para a hidrélise do furoato de
diloxanida (6,66x10"°> M) em pH 10,0, u= 0,5 M (KCI), A= 260 nm e 37°C; k, =
3,16 x 10*s™.

Dados cinéticos demonstraram que a pH 7,0, apos 07 dias e a 37°C (iguais condicGes
experimentais para avaliacdo da constante de estabilidade do complexo pelo método de
Higuchi,**® tem-se a hidrélise do furoato de diloxanida, conforme observado na Figura 5.5.
Segundo o Esquema 5.2, a reacdo de hidrdlise compete com a de complexacdo e altera

portanto a solubilidade aparente do farmaco.

FD 5o FDgiss + CD Complexo

hidrélise

Produtos

Esquema 5.2 - Reacdo de hidrdlise do furoato de diloxanida (FD) versus complexacao.
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Absorbancia

200 250 300

Figura 5.5 - Espectros de UV para a reacéo de hidrolise do furoato
de diloxanida por 7 dias, a pH 7,0 e a 37°C.

Nos estudos de ensaio de estabilidade “in vitro”, Nieto Reyes demonstrou a pH 9,0 um
efeito catalisador da B-CD na hidrdlise do furoato de diloxanida. Por outro lado, através de
ensaios “in situ” com animais de laboratério, foi verificado por esta mesma autora que a
constante de degradacdo do furoato de diloxanida que forma parte do complexo de inclusédo
FD/B-CD é significativamente menor comparado a0 mesmo ensaio sem a presenca da -CD.
2 Em nossos estudos, observou-se inibicdo da velocidade de hidrélise na regido de pH bésico
na presenca de B-CD, corroborando com os ensaios “in situ” realizados por Nieto Reyes.
Portanto, a B-CD estaria protegendo 0 composto da acao das esterases presentes na porc¢ao do

trato gastrointestinal.

A constante de velocidade de primeira ordem para a hidrélise do furoato de diloxanida
(FD) na presenca de B-CD e a constante de estabilidade ou equilibrio podem ser determinadas
através de métodos analogos aos de Michaelis-Menten para a cinética enzimatica, *** de
acordo com o apresentado no Esquema 3.2. A partir da equacgdo 3.33 pode-se escrever a
equacdo 5.1, cuja aplicacdo € demonstrada na Figura 5.6 e Tabela 5.5, ja que graficando

[cD]/(k, —k,,,) versus [CD], K,, e k,_ poderdo ser calculados a partir dos valores da
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intersecdo e coeficiente angular, se a suposicdo do complexo 1:1 estiver de acordo com a

formacdo de uma reta. »'% *®
[co] 1 [cD] (5.1)
ko - kobs (ko - kc )Kll I(o - kc

Foram observadas relagdes lineares para a formacéo dos complexos FD/B-CD e FD/B-
CD sulfatada, confirmando a formag&o de complexo 1:1. O valor de K,, foi de 517,0 e 116,8

M™ respectivamente para a B-CD e p-CD sulfatada.

O maior valor da constante para a B-CD em relagdo a B-CD sulfatada, pode ser
explicado pela maior interagdo da B-CD com o referido farmaco, onde provavelmente neste
caso, ocorra uma maior protecdo do grupo éster ao ataque da agua, constatado atraves da

inibicdo da reagdo de hidrolise.

Tabela 5.5 - Perfil [B-CD]/(ko, — kons) VS [B-CD] para estudo da reacdo de hidrolise do furoato de diloxanida a pH

10,75 e 37 °C.
10*x[B-CD]/M [B-CD]/(Ko —Kqps)/M.S
0 -
12,5 4,46
25,0 4,90
375 5,95
50,0 7,35
62,5 8,68

87,5 115
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Figura 5.6 - Perfil de [B-CD]/(k, - Kobs) Versus [B-CD] para a hidrélise
do furoato de diloxanida (6,66x10"° M), pH= 10,75, p= 0,5M (KCI),
2= 260nm a 37°C.

O efeito do aumento na concentracdo de sais inorganicos poderd ocasionar tanto
aumento quanto diminuicdo da constante de estabilidade na formacdo do complexo. % A fim
de avaliar a influéncia da forca iénica (0,5M de KCI) no processo de formacdo do complexo
FD/B-CD, realizou-se o estudo de complexagdo na auséncia de KCI, mantendo-se as mesmas
condicdes experimentais utilizadas em presenca de KCI. Os estudos demonstraram entdo que
o valor da constante de formagao do complexo FD/B-CD na auséncia de KCI foi de 509,0 M™
(r=10,9861).

No estudo do efeito da forca ibnica na velocidade de degradacdo do agente
antineoplasico doxorrubicina, Brewster et al. verificaram que o aumento na velocidade estava
relacionado com a formacdo de um estado de transicdo polar.”* Hirayama e Uekama'™
verificaram um aumento da velocidade com adigdo de certos cations e anions, no estudo da
catélise de inclusdo de ciclodextrinas na isomerizacdo da prostaglandina A;. No caso de
sistemas tais como Kl, KCIO3; e KBrOs, a velocidade de isomerizacéo foi significativamente
diminuida, indicando uma competicdo entre os sais e a molécula hdspede pela inclusdo na

ciclodextrina.

A diferenca no valor obtido para a constante de equilibrio através do método cinético
comparado ao de solubilidade, pode ser explicado considerando que no periodo de 07 dias,

que foi o tempo utilizado neste ultimo método, parte do furoato de diloxanida pode ter sido
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hidrolisado, levando a consideraveis erros na determinacdo da constante de formacdo do
complexo. Os produtos de hidrolise do furoato de diloxanida, &cido furdico e diloxanida,
podem competir com o furoato de diloxanida pela complexacdo com a B-CD. Desta forma
diminui a solubilidade aparente do furoato de diloxanida e o valor da constante de formacéo

do complexo sera menor quando determinado pelo método de solubilidade.

Este fato também foi observado na determinacdo da constante de formacdo do
complexo do farmaco antineoplasico melfalano com sulfobutil éter-B-CD ([SBE]7m-p-CD) e
hidroxipropil-B-CD (HP-B-CD). Ap6s 24 horas, houve a formagdo de dois produtos de
degradacéo, hidroximelfalano e dihidroximelfalano, os quais competiam pela complexagéo

com as ciclodextrinas, diminuindo a solubilidade aparente do melfalano. *
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5.1.3 - Fluorescéncia

A adicdo de ciclodextrina a uma solugdo aquosa, normalmente resulta em melhora
significativa no espectro de fluorescéncia. A mudanca é semelhante aquela observada para
compostos dissolvidos em solventes menos polares, tais como dioxano e etanol, sugerindo
assim que o composto foi transferido de um ambiente aquoso a cavidade apolar da
ciclodextrina.®® O aumento da intensidade de fluorescéncia produzida pelo processo de
complexacdo em ciclodextrina, foi avaliado também qualitativamente no trabalho

|.48

desenvolvido por Ma et al. ™ com os agentes antineoplasicos melfalano e carmustina.

Porém, neste trabalho ndo foram observadas diferencas significativas nos espectros de
excitacdo e emissdo do furoato de diloxanida na presenga e auséncia da B-CD nas condigdes
experimentais testadas. Postula-se que esta pequena diferenca se deve a baixa solubilidade em
agua e pouca fluorescéncia do furoato de diloxanida (Figura 5.7).

30000 T T T T T T T T 350000
eXClta(}aO . ]
ISS20
’c'd.‘ 2 — FDsemCD | 300000
= T A R N I FD com CD
.G 250000
8 20000
@
§ 200000
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ER 150000
1) |
'% 10000
e, 100000
2
Q 5000 50000
| e
O L | L | 1 | L 1 L O
250 300 350 400 450 500

Al nm

Figura 5.7 - Espectros de Fluorescéncia do furoato de diloxanida (3,0x10°M e 0,2%
de etanol) e B-CD (1,2x10M); Agy = 338 nm.
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5.1.4 - Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), também tem sido muito
utilizada para a caracterizacdo dos complexos de inclusdo, através da observacdo das
mudancas que ocorrem com os sinais de hidrogénio (*H) ou de carbono (**C) da molécula da
ciclodextrina ou héspede, ao estarem complexados. ° Varios trabalhos " 2 2 171 172
reportaram 0 uso desta técnica, pois trata-se de uma ferramenta Gtil nos estudos de formacao
de complexos de inclusdo. Este processo vai sempre ocorrer quando existir compatibilidade

geométrica e de polaridade entre a ciclodextrina e a molécula héspede. 2

Através de experimentos preliminares (Figuras 5.8 e 5.9) e pelas estimativas tedricas
de deslocamento de *H e **C (Programa ChemOffice 6,0), pode-se situar os hidrogénios e
carbonos pertencentes a molécula de furoato de diloxanida dentro do intervalo de &
respectivamente de 2,5 a 8,0 ppm e de 30,0 a 155,0 ppm. No espectro de 'H (Figura 5.8),
observam-se somente 6 (seis) sinais dentro do intervalo de 6 de 6,2 a 8,0 ppm, com
possibilidade de sobreposicdo do singlete (b) com o metanol utilizado como solvente. Os
sinais correspondentes & p-CD somente sdo observados no espectro de *H no intervalo de 3,0
e 5,0 ppm (Figura 5.10). No espectro de **C (Figura 5.9), onde deveriam ser observados 12
(doze) sinais, apenas 7 (sete) s&o mostrados dentro do intervalo de & de 40,0 a 132,0 ppm,
estando os C2, C7, C8 e C12 deslocados do intervalo de deslocamento de *C observado neste
espectro. Também sdo mostrados os sinais correspondentes a molécula de B-CD dentro do

intervalo de & de 63,0 a 105,0 ppm.

Com a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (Figura 5.10) e *C (Figura
5.11), agora com variacOes nas propor¢des de furoato de diloxanida e de B-CD, ndo foram
observadas mudangas significativas nos deslocamentos quimicos e isto provavelmente se deve
a baixa solubilidade do farmaco em &gua e a mistura de solventes utilizadas (agua-metanol e
agua-acetonitrila) proporcionar um ambiente mais hidrofobico que desfavorece a
complexacdo. Portanto, esta técnica ndo foi suficientemente sensivel para detectar a

complexacgéo nas condig¢Oes experimentais testadas.
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MetOH

Figura 5.8 - Espectro de *H do furoato de diloxanida e p-CD (4mM) em metanol/4gua,

300MHz.
ci1 cCl
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Figura 5.9 - Espectro de **C do furoato de diloxanida e B-CD (10mM) em
acetonitrila/agua, 75MHz.
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Figura 5.10 - Espectrbs de RMN de 1I—i, furoato de diloxanida (4mM) e B-ciclodextrina (4mM) em
proporgdes 10:0, 8:2, 6:4, 4:6 e 2:8 em sistema CDs;0D/D,0 (50:50), 300MHz.
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Figura 5.11 - Espectros de RMN de *3C de 8-CD/FD (10mM) em sistema CD;CN/D,0O
(40:60), 75MHz.

5.2 - Resolucdo dos espectros por RMN de 'H e **C

Com o auxilio de programas computacionais “Bricker WINNMR 1D e 2D”,
ChemOffice 6.0 e modelos espaciais, procedeu-se ao assinalamento dos sinais de RMN de *H

e de *3C, de acordo com a Figura 5.12.
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Através do programa computacional “Briicker WINNMR 2D, foi possivel realizar o
assinalamento dos sinais de *H e *3C, porém as representaces nos espectros bidimensionais

sdo apenas ilustrativas e ndo possibilitam a identificacdo dos sinais neste trabalho de tese.

1D-#*C 1D-*H
DEPT H-1H cosY
13C atribuigao 'H atribuic&o
parcial parcial
= 18C-H cosy =
NOESY .
ROESY i

Atribuic&o total *H, 3C

Figura 5.12 - Procedimento relativo ao assinalamento completo dos espectros de
RMN.

5.2.1 - Helvolato de potassio

De acordo com Iwasaki et al., 1" a estrutura do &cido helvélico apresenta dois grupos
cetona nos C3 e C7, trés duplas ligagbes entre C1-C2, C17-C20 e C24-C25, dois grupos
acetatos nos C6 e C16 e um carboxilato no C20. Ha oito grupos metila (C18, C19, C26, C27,
C30, C32, C34 e C36), cinco metilenos (C11, C12, C15, C22 e C23), nove metinicos (C1, C2,
C4, C5, C6, C9, C13, C16 e C24) e onze carbonos quaternarios (C3, C7, C8, C10, C14, C17,
C20, C21, C25, C33 e C35). Os grupos acetatos em C6 e C16 sdo vicinais aos grupos cetona
(C7) e vinilico (C17-C20), respectivamente. Portanto, estes dois &tomos de carbono podem
facilmente mudar suas configuracgdes e originar uma mistura de quatro diastereoisbmeros em

solucdo. O simbolo “//” indica os sinais pertencentes aos diastereoisémeros relacionados.
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Espectro monodimensional de *C e DEPT

Nos espectros DEPT (Figura 5.13) sdo observados diferentes atomos de carbono,
permitindo identificar no espectro de **C alguns dos carbonos quaternérios, terciarios,
secundarios e primarios. Pode-se localizar os carbonos C7 e C3 correspondentes aos grupos
cetona, na regido do espectro mais deslocados a esquerda, entre 5 210-220 ppm. O C21
correspondente ao grupo carboxilato em torno de & 180-185 ppm e 0s quaternarios

pertencentes aos grupos acetato C6 e C16, com valores de 6 entre 170-175 ppm.

s
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Figura 5.13 -Espectros monodimensionais do helvolato de potassio 10mM: (a) **C; (b)
DEPT 135; (c) DEPT 45; (d) DEPT 90; solucGes em D,0, 125 MHz.

Espectro Monodimensional de *H

Pelas estimativas tedricas de deslocamento de 'H realizadas em um programa
ChemOffice 6.0, pode-se situar a posicdo de alguns hidrogénios, como observado na Figura
5.14. Os H(1) e H(2) com & de 6,57 e 6,07 ppm, estdo em campo baixo. Depois localizam-se
0s H(24), H(6) e H(16), cujos valores tedricos de deslocamento de 'H s&o 5,20, 4,68 e 4,64
ppm respectivamente. Pela integracdo observa-se que a estes sinais Ihes confere, da esquerda
para a direita, os valores de integracdo de 1,0 (6 7,46 ppm), 1,0 (3 5,71 ppm), 1,0 (5 5,42
ppm), 1,0 (& 5,07 ppm) e dois sinais a 4,95 e 3,86 ppm, cuja soma das integracdes 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 quimicos dos sinais, devendo levar-se em consideracdo suas limitagfes. Ao
analisar a estrutura da molécula de helvolato de potassio, verifica-se que ocorrem diferencas
no namero de sinais quando sdo comparados dados tedricos e experimentais, devendo-se neste
caso a existéncia dos carbonos quirais C6 e C16 e diferentes diastereoisomeros em solucao.
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Figura 5.14 -Espectro de *H-RMN do helvolato de potassio 10mM em D,0, 500MHz.

Espectro Bidimensional de *H-'H COSY

Para proceder com o assinalamento, a molécula é dividida em cinco fragmentos, 0s
quais sdo separados através dos atomos de carbono quaternario C3, C7, C10, C14, C17,C20 e
C25. O primeiro fragmento é constituido por uma ligacéo dupla entre C1-C2 e os hidrogénios
envolvidos devem aparecer a campo baixo com um Unico sinal relacionando-os entre si.
Somente os sinais em & 7,465 e 5,706 ppm no espectro *H-'H COSY obedecem esta condicdo
e portanto devem corresponder aos H(1) e H(2), respectivamente. Tal fato corrobora com a
localizacdo do H(1) mais a esquerda e H(2) a direita e, com uma significativa diferenca de

deslocamento quimico devido a proximidade do H(2) com a carbonila e possibilidade de

conjugacéo desta com a dupla a, B- insaturada.
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O segundo fragmento é constituido pelos C4-C6 e C30. O grupo metila C(30)Hs
apresenta interacdo a trés ligagdes com o H(4), com dois sinais idénticos a 6 2,908//2,838 ppm
e integrando por 1,0. Os dois sinais correspondentes ao H(4) a & 2,908// 2,838 ppm levam a
dois sinais H(5) a 6 2,348// 2,187 ppm, o0s 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 6 4,958// 3,860 ppm, cujos sinais também integram por 1,0. O
maior nimero de sinais que o esperado na molécula do helvolato, corroboram com a
existéncia de diastereoisdmeros em solucdo. Observa-se que quanto mais proximo do atomo
de carbono quiral C6, maior é a diferenca entre os dois valores de deslocamento dos
diastereoisdmeros relacionados, observados nos dois H(4) e H(5), cuja representacdo se faz
através do simbolo “//”. Este acréscimo entre os dois valores de & pode ser atribuida a

diferenca de ambiente eletronico.

Na faixa de & 3-7 ppm, somente dois sinais permanecem sem identificagdo. Eles
devem corresponder aos prétons vinilicos H(24) e aos H(16) vizinhos a dupla ligagdo C17-
C20. H(24) apresenta acoplamento a quatro ligagdes com as metilas em C26 e C27, como 0
que é demonstrado no espectro 'H-'H COSY com os sinais em & 1,462 e 1,523 ppm
respectivamente. O assinalamento foi feito a partir do experimento Roesy, no qual evidencia
interacBes entre H(24) e H(27). Assim o sinal em & 5,073 ppm corresponde ao H(24) e em
5,416 ppm ao H(16). Espera-se para o H(16) interacdes com os H(15), uma vez que estdo a
trés ligagdes. Embora somente dois sinais deveriam ser esperados, 0 espectro bidimensional
claramente mostra na direcdo do H(16) trés interacbes em distintos locais, localizando os
H(15) a 6 1,559 e 1,486 ppm e outro sinal mais amplo, cujo centro localiza o outro H(15) a 6
2,069 ppm. Isto sugere a existéncia de diastereoisdmeros em solucdo devido a mudanca de
configuracdo no C16 e neste caso se esperaria quatro sinais. No entanto, a vizinhanca do
H(16), seja qual for sua orientacdo, ndo é suficientemente diferente para que os sinais estejam
separados e assim menos sinais que o previsto sdo observados (6 2,069 e 1,486//1,559 ppm, 0s
quais correspondem aos H15a e 158, respectivamente). O grupo metila C(18)H; também é
afetado pela mudanca na configuracdo do C16 e os dois sinais com soma das integragdes igual
a 3,0 em & 0,752// 0,698 ppm concordam com este fato. A existéncia de duas interagoes
H(15)-H(15) observadas no espectro *H-'H-COSY também confirma a presenca de dois C16

diastereoisébmeros.
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A identificacdo dos H(23) em & 1,840 e 1,901//1,921 ppm e dos H(22) em & 2,046 e

2,405 ppm é feita diretamente, uma vez que o H(24) ja foi assinalado.

O ponto de partida do quinto fragmento se localiza na metila C(18)Hjs, a qual permite
o0 assinalamento do H(13) em & 2,444//2,459 ppm através de interacdo a quatro ligacdes. Este
assinalamento permite identificar os H(12) em & 1,582 e 2,169//2,186 ppm, H(11) em &
1,416//1,456 e 1,778//1,807 ppm e H(9) em & 2,459//2,502 ppm. Observa-se que as mudancas

na configuragdo nos C6 e C16 afetam claramente o ambiente eletronico destes hidrogénios,
porém com menos intensidade nos H(12).

A Figura 5.15 mostra interacOes 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 interagdes referentes ao quinto fragmento na coloracdo laranja, da metila C(18)Hs
localizada em & 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 interagdo da metila C(18)Hs; com os H(15) ja

identificados.

-
G‘f 1,

Figura 5.15-Espectro de 1H-1H COSY do helvolato de potassio 10mM em D20.
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Figura 5.16 -Espectro parcial de *H-'H COSY do helvolato de potassio 10mM em D,0.

Espectro bidimensional de correlacdo de deslocamentos heteronucleares *C-H
(HMQC)

No espectro de correlagdo *H-'*C, é possivel identificar facilmente os grupos metila,
0s quais aparecem na tonalidade laranja na Figura 5.17. Estdo sendo representados também
alguns dos carbonos secundarios na coloragcdo azul tais como os C22, C23, C12 e C1l.
Observa-se que em ambos os espectros de *H e **C existem mais sinais correspondentes aos
grupos —CHj3 que na estrutura da molécula de helvolato. Além disso, alguns dos sinais nédo
integram por trés. Portanto, conclui-se que a amostra encontra-se contaminada por alguma
impureza ou trata-se de uma mistura de diferentes diastereoisdomeros de helvolato. Neste caso,
0 somatorio das areas correspondendo ao mesmo grupo metila de diferentes diastereoisémeros
deveria integrar por trés como sendo a mesma area do sinal proporcional a concentracdo do
diastereoisdbmero. Exemplos sdo os sinais a & 0,752 e 0,698 ppm referente a C(18)Hs,

confirmando a segunda possibilidade.

Devido a existéncia de quatro diastereoisdmeros, os dois grupos metila C(34)Hs e
C(36)Hs, véo produzir quatro sinais na faixa de & 1,72-1,99 ppm no espectro de RMN-'H, os

quais estardo integrando por 6,0.
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Figura 5.17 -Espectro de correlago *H-"*C do Helvolato de potassio 100mM em D,0.

Espectro Bidimensional ROESY

A partir do experimento ROE é possivel obter informagdes quanto a orientacdo do
hidrogénio (o ou B) através das interacdes espaciais e interacfes intranucleares como as que
ocorrem com 0 H(4) e a metila C(19)H; em & 1,307//1,301 ppm, metila C(19)H; com o
hidrogénio em & 7,465 ppm, confirmando o sinal correspondente ao H(1), assim como a
metila C(34)H; em 6 1,849//1,992 ppm com os H(23) e H(15).

De acordo com modelos espaciais e com base no programa computacional “Briicker
WINNMR 2D, séo verificadas algumas interagdes intramoleculares conforme Figura 5.18, em
que exemplifica interacdo da metila C(30)H3 (posicdo o), com um dos epimeros H(6) que se
encontra do mesmo lado e do mesmo modo, interacdo do H(6) com o H(5), confirmando a
posicdo deste ultimo na face o da molécula (representagdo em cor laranja). Portanto, o
espectro Roesy corrobora com a observacdo ja verificada no 'H-'H Cosy para ambos
epimeros H(6) nas posi¢cdes o e B. Pode-se também diferenciar as metilas C(26)Hs; e C(27)H3
através da interacdo 27-24, posicionando a metila C(27)H; do mesmo lado do H(24), sendo

representado em cor verde.

81
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Figura 5.18 -Espectro ROESY do complexo helvolato de potéssio- -CD
10mM, em D,O, 500MHz.

Os assinalamentos dos carbonos quaternarios foram obtidos a partir dos valores
teoricos de deslocamento quimico. Tabela 5.6 resume o assinalamento total da molécula do
helvolato de potassio, com & de hidrogénios e carbonos de moléculas diastereoisdmeras, as

quais sdo representadas através de dupla barra (/).
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Tabela 5.6 -Deslocamentos quimicos dos espectros de *H e *C do helvolato de potéssio 10mM em D,O, pH

7,5.
Posicéo 8 -*H (ppm) 5 -1*C (ppm)

1 7,465 165,9

2 5,706 129,3

3 - 210,7 /1 210,0
4B 2,908 // 2,838 43,1/142,9
5q 2,348 /1 2,187 49,3/ 48,6
6a 4,958 // 77411
6 3,860 76,2

7 - 220,711 216,3

8 - 56,2
9B 2,502 /1 2,459 44,5

10 - 41,2

11 1,807 // 1,778 26,5// 26,3
11 1,456 // 1,416

12 2,169 // 2,186 28,6

12 1,582
13 o 2,444//2,459 50,5

14 - 55,8
158 1,559 // 1,486 43,6 /1434
150 2,069
16 o 5,416 77,31176,2
16 B

17 - 140,8
188 0,752 // 0,698 20,517/ 20,4
198 1,307//1,301 29,8

20 - 138,0
21 - 182,3
22 2,405 31,8

22 2,046

23 1,921 // 1,901 30,3

23 1,840

24 5,073 126,8
25 - 136,7
26 1,462 20,0

27 1,523 27,9
30 1,007 149// 14,5
320 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 potassio através da espectroscopia

de RMN, confirma a estrutura proposta por lwasaki et al.'”* Em artigos anteriores,

0S

autores propuseram uma mudanca nos deslocamentos quimicos dos grupos cetona e éster, 0s

quais estariam localizados em C6 e C7, respectivamente. Se isto ocorresse, H(4) deveria

somente interagir com H(5) e H(30) e o hidrogénio em C7 estaria rodeado por atomos de

carbono quaternario.
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5.2.2 - Fusidato de sédio

Os espectros do fusidato de sddio foram assinalados por Barber et al. 1® Realizou-se
nova resolucdo dos espectros da molécula de fusidato de sédio, utilizando D,O como solvente
e pH em torno de 7,0-8,0. O assinalamento dos sinais no presente trabalho leva a uma
coincidéncia quase completa dos deslocamentos quimicos (8) observados tanto de *H como de
3C com excecdo dos H(6B) e H(7c), intercambiados entre si. Pequenas variacdes nos valores
de & comparados ao trabalho desenvolvido por Barber et al., deve-se provavelmente a
diferenca nos pH’s em ambos os trabalhos, cujos valores usados foram de 9,3 (8 *H e *C) e

7,1 (8 *H e *H-'H).

Espectro monodimensional de *C e DEPT

O experimento monodimensional desacoplado de **C (BB), unido aos DEPT 135,
DEPT 90 e DEPT 45 (Figura 5.19), permite diferenciar entre carbonos primarios, secundarios,

terciarios e quaternarios.

Tendo em vista os deslocamentos quimicos tedricos de **C, pode-se assinalar alguns
dos carbonos, como os 21 e 33, carbonos quaternarios correspondentes aos grupos acido e
éster respectivamente, onde aparecem na regido do espectro com deslocamentos entre 175-
180 ppm, devendo ser o do grupo &cido, aquele que aparece a maiores deslocamentos.
Também ha outro bem definido que é o 24, localizando-se a maiores deslocamentos entre 0s

terciarios, ja que esta unido a uma dupla ligagdo com & em 125ppm.

Espectro monodimensional de *H

No espectro monodimensional de 'H (Figura 5.20), pode-se assinalar alguns
hidrogénios através da forma, integracdo e deslocamentos quimicos dos sinais. Por exemplo,
0s correspondentes aos grupos metila que aparecem como singletes e integram por trés. E o

caso do 34 aparecendo a deslocamentos mais altos (6 1,861 ppm) e 26 e 27 proximos a uma
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dupla ligacdo e também a deslocamentos altos (& 1,40-1,60 ppm). A metila 30 seria o dublete
devido a proximidade do H(4), localizando-se a menores valores de deslocamento (5 0.702
ppm). Igualmente estardo bem diferenciados os H(24) e H(16), situando-se em valores de &
maiores que o resto dos hidrogénios no intervalo entre 5,0 e 5,5 ppm, devido a proximidade
de uma dupla ligacdo e grupo éster, respectivamente. Os H(3) e H(11), por suas proximidades

a grupos hidroxilas, vao estar localizados entre os H(24) e H(16) e os anteriores (entre 3,5 e

4,5 ppm).

Bc 21 33 ™ 24
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| ’ |
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Figura 5.19 - Espectros monodimensionais do fusidato de sédio 10mM: (a) *C; (b) DEPT 135; (c)
DEPT 90; (d) DEPT 45, em D,0, 125 MHz.
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Figura 5.20 - Espectro de *H-RMN do fusidato de sédio 10mM, em D,0, 500 MHz.
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Espectro bidimensional *H-'H COSY

Mediante o espectro bidimensional de *H-'H COSY (Figuras 5.21 e 5.22), pode-se
avaliar as relacGes que se estabelecem entre os diferentes hidrogénios, observando-se 0s
acoplamentos que se estabelecem com seus vizinhos, sendo geminais ou vicinais e em certos
casos, acoplamentos a longa distancia.

Para efeito de estudo, a estrutura da molécula pode ser dividida em quatro
fragmentos, os quais sdo separados por atomos de carbono quaternario C8, C10, C14, C17 e
C20.
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Figura 5.21 - Espectro de *H-"H COSY do fusidato de sodio 10mM, em D.O.

Partindo-se do H(30) em d 0,702 ppm (Figura 5.21), cujo sinal ja havia sido assinalado
através do espectro monodimensional, pode-se observar somente uma interacdo com outro
hidrogénio, indicando o H(4) como vizinho em posi¢cdo axial em d 1,439 ppm. Este por sua
vez, apresenta interacdo com o H(3) (d 3,602 ppm) e H(5) (d 1,832 ppm), estando o H(3) a
maiores deslocamentos, ja que antes havia sido observado tratar-se de um dos hidrogénios
proximos a um dos grupos hidroxilas. Fixando-se por sua vez no H(3), observa-se que além
da interacdo com o H(4), h& outros dois vizinhos que sdo os H(2) em d 1,509 e 1,722 ppm.
Cada um por sua vez, interage com os H(1) em d 1,336 e 1,848 ppm. A partir do H(5),
seguindo a linha continua vertical em d 1,832 ppm, deveria ser demonstrado trés interaces,
porém somente duas sdo observadas em d 1,439 ppm (correspondendo ao H(4b) e em d 0,97-
0,99 ppm. Este Ultimo sina integra por dois no espectro de *H e deveria corresponder aos
H(6a) e H(6b). Correlacbes destes hidrogénios sdo demonstradas através de uma linha
continua horizontal com os sinais em d 1,561 e 1,457 ppm (linhas verticais pontilhadas), os

quais devem corresponder aos H(7b) e H(7a). Estas interagbes sdo visualizadas na Figura
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5.22. O assinadlamento das posi¢Oes a e b foram feitas a partir dos experimentos Noesy, 0s
quais evidenciam interagdes entre a metila C(18)Hs; com o H(7) em d 1,561 e o H(5) com o
outro H(7) em d 1,457 ppm. Partindo-se do H(11), observa-se em d 4,195 ppm, interacéo com
outros trés sinais, correspondentes aos H(12) em d 2,086 e 1,722 ppm e ao H(9) em d 1,483
ppm. Dos H(12) se chegaao H(13) em d 2,708 ppm (Figura5.21).

O terceiro fragmento € representado pelos C15-C16, cuja posicdo deste segundo
carbono é feita a partir do experimento Jresolvida (HOM2DJ), no qual permite a
identificagéo das posices do H(16) em d 5,445 e H(24) em d 5,072 ppm. Uma vez definida
estas posicoes, € possivel entdo identificar os H(15) em d 1,972 e 1,107 ppm.

No quarto fragmento, parte-se do H(24) ja identificado, levando aos H(23) em d 1,906
e 1,874 ppm e aos H(22) em d 2,340 e 2,047 ppm. Assm como ocorre na molécula de
helvolato, o H(24) apresenta acoplamento a quatro ligagdes com as metilas em C26 e C27 em
d 1,471 e 1,527 ppm, respectivamente Estas interaces sdo devido a presenca de dupla

ligag&o, fazendo com que estas metilas se localizem em distintas posi¢goes.

(ppm)

[0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

(ppm) é.B 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4

Figura 5.22 - Espectro bidimensional COSY *H-'H do fusidato de sédio 10mM, em D,O.
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Para assinalamento das metilas restantes, as interages a mais de trés ligaces também
foram avaliadas no espectro *H-'H COSY. A metila C(18)H; é assinalada a partir das
interacdes H(15)-H(18) e H(13)-(18), localizando-aem d 0,756 ppm. A metila C(19)H; em d
0,827 ppm pelainteracdo H(1)-(19) e a C(32)H3z em d 1,147 ppm, a partir das interagdes H(7)-
(32) e H(9)-(32).

Espectro bidimensional de correlagdo de deslocamentos heteronucleares **C-'H

No espectro de correlagdo *H-*C (Figura 5.23), é possivel identificar facilmente os
grupos metila, os quais aparecem na tonalidade rosa. Estdo sendo representados também
alguns dos carbonos secundérios em verde e tercidrios em laranja. Como exemplos, a metila
C(30)H3 no espectro monodimensional de hidrogénio em d 0,702 ppm, corresponde a um
carbono primario, segundo os DEPT, com um deslocamento de 16.8 ppm. Da mesmaforma, o
H(4) em d 1,439 ppm, relacionase com um sinal no espectro *C em d 37,9 ppm,
correspondente a um carbono terciario. O C(2)H, em d 1,509 e 1,722 ppm no espectro de *H,

corresponde com o sinal em d 22,2 ppm no espectro de C.

i 2726 32 1918
22 23 |1 7 6 30
13 23 1279523\5 12 4 1 156
; - . i ppm)
CH,(30 % S
| o "
[
CH(4) :
CH(Q1 o ORI
CH(9) < 48
"56
(ppm) 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8

Figura 5.23 - Espectro de correlaggo *C-'H do fusidato de sédio 10mM, em D.0.
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Espectro Bidimensional Homonuclear *H-'H (2D) J - resolvida (HOM2DJ)

Através da representacdo dos deslocamentos quimicos em um dos eixos e as
multiplicidades dos sinais (acoplamentos J) em outro, € possivel discernir entre aqueles sinais
que ainda apresentam alguma duvida. E o caso dos hidrogénios situados nos carbonos 16 e 24
(Figura 5.24).

Se analisar a vizinhanca do H(16), tem-se como vizinhos os dois hidrogénios do
C(15). Conforme os angulos, vai mostrar uma constante de acoplamento (J) diferente com
cada um. Tera uma constante (J) grande, ao redor de 8Hz, com o hidrogénio no qual forma
um angulo aproximado de 20° e uma constante pequena, por volta de 2Hz, com o que forma
um angulo em torno de 90°. Segundo a estrutura do fusidato de sédio, o H(16) pode apresentar
somente uma interagdo com os hidrogénios H(22), os quais situam-se na cadeia lateral, o que
da lugar a uma constante (J) de aproximadamente 1 Hz. O sinal do H(16) devera ser o dublete
que aparece em primeiro lugar, sendo na realidade um dublete de quadriplete que ndo aparece
bem definido. Descarta-se entdo que o primeiro sinal do espectro monodimensional de
hidrogénio corresponde ao H(24), como nos indica os deslocamentos teéricos de **C e de *H.
Em uma mesma anélise em relacdo a vizinhanca 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 hidrogénios 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 & de 5,445 ppm corresponde ao H(16) e o

que aparece em 6 5,072 ppm ao H(24).
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Figura 5.24 - Espectro J-resolvida do fusidato de s6dio 10mM, em D,0.

Espectro bidimensional NOESY *H-'H

Este experimento permite o estudo das interacdes espaciais por proximidade entre os
distintos hidrogénios de uma dada molécula. Pode-se diferenciar entre os hidrogénios a e  da
molécula de fusidato de sddio, por exemplo para a metila C(183)H; com 7() em & 1,561 ppm

e 0 H(5a) com 7(a) em & 1,457 ppm (Figura 5. 25).
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Figura 5.25 - Espectro Noesy "H-'H do fusidato de sédio 10mM, em D-0.

A partir dos experimentos de RMN monodimensionais de ‘H, *C e DEPT e
bidimensionais ‘H-'H COSY, de correlacdo *C-'H, Noesy’H-'H e J-resolvida e segundo
estimativas teoricas de deslocamento quimico dos carbonos quaternarios, pode-se realizar o

assinalamento total da molécula de fusidato de sédio, sendo apresentados na Tabela 5.7.
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Tabela 5.7 - Deslocamentos de *H e **C do Fusidato de sédio 10mM, em D,0.

93

Posic&o 3 *H(ppm) 5 3C (ppm)
la 1,848 31,2
1B 1,336
20 1,509 22,2
2B 1,722
3B 3,602 73,3
4B 1,439 37,9
5a 1,832 37,6
6o 0,988 32,8
6B 0,977
Tou 1,457 32,7
7B 1,561
8 40,6
9B 1,483 50,5
10 30,2
118 4,195 69,9
12a 2,086 36,8
128 1,722
13a 2,708 43,7
14 49,9
15a 1,972 40,1
158 1,107
16 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 30,6

2,047
23 1,906 28,9
1,874
24 5,072 125,4
25 e 135,1
26 1,471 18,5
27 1,527 26,3
30 0,702 16,8
32 1,147 24,0
3 - 176,1
34 1,861 22,0
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5.2.3 - CHAPS

Tendo em vista as estimativas teéricas de **C (Programa ChemOffice 6,0), pode-se
assinalar alguns dos carbonos, como 0 C(24) pertencente ao grupo amida, com um valor de 3
tedrico de 174,7 ppm. Os terciarios C(3), C(7) e C(12), que por estarem localizados préximos
a grupos hidroxilas, apresentam valores de & tedricos de 68,9, 71,9 e 82,0 ppm,
respectivamente. Os secundarios C(27) (5 63,1) e C(28) (6 64,0), e primérios C(31) (6 47,5) e
C(32) (6 47,5), pertencentes a cadeia lateral e proximos ao ion nitrénio, deslocando-os para

campo baixo, por efeito de desblindagem eletrénica (Figura 5.26).
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T80 170 160 150 | 140 130 120 110 160 o 8o 70 &0 S0 40 3o 2o

’ 31/32
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24 130 3,7e12 ZZﬁZS
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Figura 5.26 - Espectros monodimensionais do CHAPS 10mM: (a) DEPT 135; (b) DEPT 90; (c)
DEPT 45; (d) **C, em D,0, 125 MHz.

Espectro Monodimensional de *H

Pelas estimativas tedricas de deslocamentos quimicos de *H (Programa ChemOffice
6.0), integracdo e acoplamentos, pode-se situar a posicdo de alguns hidrogénios, como o que
se observa na Figura 5.27. Os H(3), H(7) e H(12) com & tedricos de 3,21, 3,20 e 3,19 ppm
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respectivamente, localizando-os mais a esquerda do espectro por influéncia de grupos
hidroxilas, estando um destes separado e coincidindo com algum pertencente a cadeia lateral.
Os hidrogénios H(25) (6 3,20), H(27) (6 3,24), H(28) (5 3,24), H(30) (6 3,41), assim como as
metilas C(31)H; (6 3,30) e C(32)H; (6 3,30) pertencentes a cadeia lateral e proximos aos
grupos amida, sulfato e nitrénio, vao estar deslocados em campo baixo. Pela integracdo dos
sinais, 0 que esta em torno de 3,3 ppm, permite pensar que é um dos hidrogénios proximos ao
grupo hidroxila e coincide com algum pertencente a cadeia lateral. As metilas C(18)Hs,
C(19)H3 e C(21)H3 com & tedricos de 1,16, 1,16 e 1,06 ppm respectivamente, com o dublete
em torno de 0,80 ppm justifica os hidrogénios do C(21)CHs.

NN
26 2 \32
LY
2 30
SO5 18,19e 21

25,27,28,30,31e 32

a2

22
(ppm)

Figura 5.27 - Espectro de *H do CHAPS 10mM em D,0, 500 MHz.

Espectro Bidimensional *H-'H COSY

Para efeito de estudo, a molécula ¢ dividida em cinco fragmentos, dos quais o primeiro
corresponde & porcdo constituida pelos C(12), C(11) e C(9). No espectro bidimensional *H-'H
COSY (Figuras 5.28 e 5.29), observa-se que o H(12) em 3,855 ppm, apresenta apenas duas
interacGes, os quais posicionam os H(11) em 6 1,383 e 1,415 ppm. Dos H(11) se vai ao H(9)
com & em 1,922 ppm.
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A segunda porc¢ao corresponde aos C(6), C(7) e C(8), onde a partir do H(7) em 6 3,697
ppm, vai posicionar os H(6) em & 1,784 e 1,345 ppm e 0 H(8) em & 1,408 ppm. Do H(6) se
chega ao H(5) em & 1,242 ppm.

O ponto de partida do terceiro fragmento em & 3,302 ppm é o H(3), que parece
coincidir com sinais pertencentes a cadeia lateral e teoricamente deveria conter quatro
interagdes, os correspondentes aos H(2) e H(4). Dos quatro sinais de intera¢cdo na direcdo do
H(3), um corresponde a cadeia lateral e os outros aos H(2) em 6 1,161 e 1,452 ppm e aos H(4)
em 6 1,502 e 1,868 ppm. Dos H(2) se vai aos H(1) em & 1,601 e 0,820 ppm e dos H(4) se
chega ao H(5) em & 1,242 ppm, j& identificado.

O quarto fragmento se origina do H(8) ja assinalado em & 1,408 ppm. No espectro ‘H-
'H COSY (Figura 5.29) observa-se que da interacdo 8-14 com o H(14) em & 1,625 ppm, se
chega aos H(15) em & 1,521 e 0,935 ppm. Destes ¢ possivel localizar os H(16) em 6 1,728 e
1,073 ppm e o H(17) em & 1,534 ppm. Das metilas com valores de estimativas tedricas de 'H
a campo alto, estdo as C(18)Hs, C(19)H; e C(21)Hs , onde esta ultima seria o dublete em &
0,802 ppm. Do 21 se vai ao H(20) em & 1,219 ppm e aos H(22) e H(23) respectivamente
situados em 6 1,188 e 1,552 e 2,012 e 2,138 ppm. Uma interagéo a quatro ligag6es na direcédo
do C(18)H; com o H(17), vai situar este Gltimo em & 1,534 ppm, confirmando também a

posicdo das metilas 18 (6 0,516 ppm) e 19 (5 0,719 ppm).

Para definicdo da cadeia lateral, primeiramente se faz uma importante observacao, 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 hidrogénios dos C(25), C(26), C(27), C(28), C(29) e C(30) se
situem numa mesma regido. Por comparacdo com a molécula CHAPSO, pode-se definir
distintamente dois grupos: C(25), C(26) e C(27) e outro constituido pelos C(28), C(29) e
C(30). Para definicdo dos CH, 28 ou 30 e 25 ou 27, uma anéalise das estimativas tedricas de
3C, juntamente com os espectros de *H-'H-COSY e correlagdo *H-"*C-, definem os & dos
CH; 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 sdo representadas pelo singlete

em & 2,923 ppm, posicdo esta definida através das estimativas de 'H e integragdo. Os CH,
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H(25), H(27), H(28) e H(30) pertencentes a cadeia lateral, assim como as metilas C(31)Hz e
C(32)Hs, sdo visualizados no espectro de correlaggo *H-*C (Figura 5.30).
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Figura 5.28 - Espectro bidimensional de *H-'H COSY do CHAPS 10mM, em D.0.
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Figura 5.29 - Espectro parcia bidimensional *H-*H COSY do CHAPS 10mM, em D,O.
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Espectro bidimensional de correlagao de deslocamentos heteronucleares *C-*H.

Pode-se observar no espectro de correlagdo 'H-*C (Figura 5.30), se os sinais
assindlados no espectro *H-RMN, correspondem aos respectivos &omos de carbono,
demonstrando assim tratar-se de carbono primario (CHs), secundario (CH,) ou terciario (CH),
como o gue estd sendo demonstrado para os grupos CH C(3), C(7) e C(12) , os CH, C(25),
C(27), C(28) e C(30) e as metilas C(31)H3 e C(32)Hs.

led2

_\:.1_;\? SM s WWMW

Ll

Pl O

|

- -

e e 77 T4 7 ig

Figura 5.30 - Espectro de correlacgo *H-*C do CHAPS 10 mM, em D,0.

524 - CHAPSO

Espectros monodimensionais de *C , DEPT e 'H.

A diferenca entre as moléculas CHAPS e CHAPSO, é que esta Ultima apresenta em
sua estrutura, um grupo hidroxila no C(29) pertencente a cadeia lateral. Isto faz com que

apareca um novo sinal em campo baixo. No experimento monodimensional de **C e DEPT, o
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C(29) vai estar localizado em & 65,7 ppm. Nesta mesma regido do espectro, aparecem 0s
sinais referentes aos carbonos C(3), C(7) e C(12), cujos valores de & sdo 0S mesmos em
ambas moléculas, respectivamente em 6 74,6, 71,4 e 76,2 ppm. Os carbonos C(27) e C(28)
também em campo baixo, apresentam alguma diferenca nos valores de deslocamento quimico,

cujos 6 sdo 66,4 e 70,1 ppm, respectivamente.

O espectro monodimensional de 'H (Figura 5.31), mostra os H(3), H(7), H(12) e
H(29) mais a esquerda do espectro, este ultimo diferenciando-se dos outros devido a
proximidade com o grupo hidroxila e outros grupos funcionais pertencentes a cadeia lateral,
qgue o desloca para altos valores de deslocamento. Assim como na molécula CHAPS, os
hidrogénios H(25), H(27), H(28) e H(30) e as metilas C(31)H; e C(32)H3 pertencentes a
cadeia lateral, também séo levados em campo baixo. Porém, ocorrem certas variagdes no
valor de &, principalmente nos préximos ao grupo hidroxila C(29), como é o caso dos
hidrogénios H(28) e H(30). Diferente do que ocorre no CHAPS, a molécula de CHAPSO
mostra desdobramento dos sinais referentes aos C(28)CHy,, situando-os em distintas posicoes.
Como na estrutura CHAPS, as metilas com valores de estimativa de *H em campo alto, s&o as
metilas C(18)Hs, C(19)H3 e C(21)Hs, onde esta Gltima seria o dublete em torno de 0,80 ppm.
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Figura 5.31 - Espectro monodimensional de *H do CHAPSO 10mM, em D,0, 500 MHz.
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Espectro Bidimensional *H-'H COSY

O espectro 'H-'H-COSY (Figura 5.32) referente & molécula CHAPSO, apresenta
sinais falsos, devido ao aparecimento de muito ruido. Por comparacdo com 0 espectro
CHAPS, é possivel identificar aquelas que sdo as verdadeiras interacbes, como 0 que se

observa com os sinais referentes aos hidrogénios H(3), H(7), H(12) e H(29).
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Na direcdo do H(12) em d 3,865 ppm, identifica-se um sinal de interagdo significativo
que poderalevar aos H(11), em d 1,413 e 1,403 ppm, que por suavez levaao H(9) em d 1,919
ppm. A interacdo H(11)-(9) coincide com a H(8)-(9), levando ao H(8) em d 1,422 ppm.

O H(7) em d 3,706 ppm, va apresentar interagcdo com os H(6) em d 1,347 e 1,799 ppm

e com o H(8), jaidentificado.

Aqui também ocorre sobreposicdo do H(3) com os hidrogénios pertencentes aos CH,
da cadeia lateral. Em sua direcdo em d 3,309 ppm, observam-se sinais de interagdo com 0s

H(2) emd 1,161 e 1,447 e com os H(4) em 1,864 e 1,503 ppm.
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Figura 5.32 - Espectro bidimensional *H-'H COSY do CHAPSO 10mM, em D,O.

A hidroxila no C29 na molécula CHAPSO, permite diferenciar dois grupos distintos:
C(25), C(26) e C(27) e outro, constituido pelos C(28), C(29) e C(30). O novo sinal em campo
baixo, que vai corresponder ao hidrogénio do C29(OH), vai apresentar interacdo com o0

segundo grupo. Por comparagdo, pode-se entdo definir perfeitamente a posicdo dos
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hidrogénios pertencentes aos carbonos 29 (6 4,473 ppm) e 26 (6 1,854 ppm), 0s quais serdo 0s

pontos intermédios para cada um destes grupos (Figura 5.32).

Devido a proximidade do grupo —OH no C(29), os CH, C(25), C(27), C(28) e C(30)
pertencentes a cadeia lateral, apresentam certa diferenca nos valores de deslocamento quimico
quando comparados a molécula CHAPS, situando-se respectivamente em & 3,103 H(25), 3
3,261H(27), 6 3,457 e 3,340 H(28) e & 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), tém-se sinais correspondentes
a uma impureza de etanol, cujas integracdes de 0,4 e 1,0 correspondem a um quadruplete
(CH,) e a um triplete (CHs) desta molécula. As estimativas de ‘H confirmam as zonas de

aparecimento destes sinais correspondentes ao CH, e CHj3 do etanol.

Espectro bidimensional de correlagdo de deslocamentos heteronucleares **C-*H

No espectro de correlagdo *H-"3C (Figura 5.33), procura-se identificar e confirmar os
carbonos, 0s quais estdo sendo representados alguns dos priméarios em azul, secundarios em
verde e terciarios em rosa. Como exemplos, o C(15)H, no espectro monodimensional de
hidrogénio em & 0,950 e 1,515 ppm, corresponde a um carbono secundario, segundo 0s
DEPT, com um deslocamento de 25,9 ppm. Da mesma forma, o C(16)H, em & 1,731 e 1,080
ppm, relaciona-se com um sinal no espectro *C em § 30,3 ppm. O CH(20) em & 1,213 ppm
no espectro de 'H, corresponde com o sinal em & 38,0 ppm no espectro de **C. Assim, 0s
CH(14) e CH(17) respectivamente em & 1,619 e 1,533 ppm no espectro de *H, correspondem

com os sinais em & 44,6 e 49,4 ppm respectivamente, no espectro de *C.
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Figura 5.33 - Espectro de correlaggo **C-'H do CHAPSO 10mM, em D.0.

O assinalamento dos carbonos quaternarios foram obtidos a partir dos d tedricos. A
Tabela 5.8 traz os valores dos deslocamentos quimicos dos compostos CHAPS e CHAPSO
com os experimentos de RMN mono (*H, **C e DEPT) e bidimensionais (*H-'H-COSY e de
correlacdo H-C).
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Tabela 5.8 - Deslocamentos de *H e **C do CHAPS e CHAPSO 10mM, em D,0, pH 5-6.

103

o CHAPS CHAPSO
Localizacdo " o W i
la 1,601 1,608
18 0,820 37,8 0,832 3.7
20, 1,161 1,161
28 1.45 323 1.447 347
3p 3,302 74,6 3,300 74,6
4o, 1,868 1,864
4B 1502 414 1503 414
58 1,242 441 1,250 44,0
60. 1,345 1,347
68 1,784 36.9 1,799 36.8
78 3,697 713 3,706 714
8p 1,408 42,2 1,422 421
% 1,922 20,4 1,919 29,4
10 37,4 373
11 1,383 1,403
11 1415 30,7 1413 307
128 3,855 76,1 3,865 76,2
13 491 491
14 1,625 44,6 1,619 44,6
150 0,935 0,950
158 1521 259 1515 259
160 1,728 1731
168 1,073 30.3 1,080 303
17a 1,534 493 1,533 49.4
18 0,516 151 0,525 150
19 0,719 250 0,727 25,0
20 1.219 38.1 1213 380
21 0,802 19,7 0,806 19,7
22 1.188 1178
22 1552 34,7 1554 323
23 2,012 2,020
23 2,138 356 2,137 356
24 180,8 180,8
25 3,009 39,0 3,103 39,0
26 1821 25,3 1,854 25.4
27 3,159 64.9 3,261 66.4
3,457
28 3,200 65,3 3300 70,1
29 2,021 21,2 4,473 65,7
30 2.790 50,2 2,963 58.2
31 2,923 c36 3,020 55,1
32 : 3,006 54.9

5.2.5 - Espectros de RMN de B- e y-CD

E importante conhecer-se os deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de 'H e
3¢, tanto do héspede (fusidato de sdio, helvolato de potassio, CHAPS ou CHAPSO) quanto
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das ciclodextrinas (B- e y-CD), para poder estudar a partir destes, os deslocamentos que

sofrem uma e a outra molécula envolvidas no processo de complexagao.

A forma do espectro da - e y-CD sd@o iguais, uma vez que sdo constituidas por
unidades de glicopiranose, com diferenca apenas nas integracfes, reflexo do nimero de

unidades constituintes.

Para o assinalamento dos hidrogénios da ciclodextrina, faz-se uso do programa “Chem
Office 6,0”, conforme estimativas tedricas dos deslocamentos quimicos e forma dos sinais. De
acordo com a Figura 5.34, observado para o caso da -CD em presenca de helvolato de
potassio, o sinal que aparece em torno de & 4,86 corresponde ao Hcp; , 0 qual se apresenta

como um dublete.

O Hcpz em torno de & 3,43 e em posicdo axial, apresenta uma constante de
acoplamento com o0 Hcpi em posigédo equatorial, diferente da constante de acoplamento com o
Hcps em posicdo axial. Portanto, o que se espera para este sinal € um duplo dublete, o qual

integra por 1.

O Hcps por volta de & 3,73 e em posicao axial, possui dois vizinhos (Heps € Hepy),
ambos em posi¢do axial, portanto as constantes de acoplamento sdo aproximadamente iguais e

0 sinal deveria aparecer como um triplete.

O Hcps proximo de 6 3,47 e em posigdo axial, possui dois vizinhos na mesma situacéo
(Hcos € Heps), portanto o sinal também se manifesta como um triplete, e que integra por 1. O
Hcps e Heps deveriam ambos apresentar-se como triplete, porém segundo estimativa tedrica, o

que esta situado a valores mais baixos de deslocamento supde-se tratar-se do Hcpa.

O Hcps em torno de 6 3,55 e em posicdo axial, possui trés vizinhos, sendo dois deles
0s Hcps € 0 outro seria 0 Heps. Sendo distintas as constantes de acoplamento J*Hs-Hs e J*Hs-

H,, 0 sinal esperado seria um duplo dublete.

O Hcps em torno de 3,67 apresenta somente um vizinho e estes integram por 2. Este

sinal se encontra sobreposto com o sinal correspondente ao Hcps, Cujo conjunto integra por 3.
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Figura 5.34 - Espectro de "H-RMN da B-CD em solugéo (10mM), D,0,
300 MHz, com supressdo do solvente.

O espectro de RMN de **C é bastante simples, correspondendo aos seis atomos de
carbono da unidade de glicose da ciclodextrina em singletes bem definidos, conforme
estimativas tedricas dos deslocamentos quimicos e de acordo com os assinalamentos dos

atomos de carbono apresentados na Figura 5.35.
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Figura 5.35 - Espectro de **C da p-CD em D,0, 75 MHz.
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5.3 - Estudo dos Complexos de Inclusdo por RMN

A espectroscopia por RMN ¢ considerada uma técnica de relevancia nos estudos de
complexacéo, por fornecer informacgdes com relagdo a composicdo e estrutura, assim como

parametros que caracterizam o processo de complexacéo.

A caracterizacdo das interacBes hospede-hospedeiro, através da determinacdo da
estequiometria e da constante de formagdo do complexo, utiliza técnicas de RMN como uma
das mais comuns. Consiste na analise dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
(*C) ou hidrogénio (*H) pertencentes & molécula hospede e ciclodextrina, em misturas de
diferentes proporc@es [hospede]/[CD]. As principais desvantagens no uso destas técnicas, se
baseiam no pequeno nimero de amostras em cada experimento (fornecendo habitualmente
menos de dez valores correspondentes a cada nucleo, carbono ou hidrogénio), necessidade de
boa resolucdo devido aos valores de deslocamento quimico observados muito proximos

durante o processo de complexacao e é aplicada somente a hospedes com alta solubilidade.

Muitos autores tém conduzido a uma analise individual dos deslocamentos quimicos
de cada um dos nucleos, levando freglientemente a valores inconsistentes das constantes de
formacgdo dos complexos. Deste modo, esta metodologia pode ndo ser efetiva no caso de
misturas com estequiometrias 1:1 e 1:2. Geralmente a analise de apenas um ndcleo, nao
permite a determinacdo de duas ou mais constantes de associagdo envolvidas em um Unico

processo de complexagéo.

Para minimizar alguns destes problemas, faz-se uso da analise global dos dados a qual
permite a obtencdo de um Unico valor da constante de equilibrio, através do estudo do
conjunto de dados de todos os ndcleos. **° Esta analise pode ser realizada em um “software”
comercial como “Origin 6.0”. A andlise global de dados € especialmente relevante no caso de
estequiometrias de maior ordem (1:2 ou mais), devido ao grande numero de parametros e

interdependéncias matematicas.
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5.3.1 - Complexos Fusidato de Sodio e Helvolato de Potassio : y-CD

Uma grande variedade de substancias pertencentes ao grupo dos surfactantes podem
formar micelas quando em solucdo aquosa. Os antibidticos esteroidais, acidos fusidico e
helvdlico, contendo estruturas anfifilicas semelhantes aos sais biliares, também possuem a
propriedade de formar agregados micelares. Durante os estudos de complexacao, € necessario
garantir que ndo ocorra formagao de micelas, caso contrario ocorrerdo possiveis interferéncias
na determinacdo da constante de formacgdo do complexo. Para se evitar estas interferéncias,
deve-se utilizar a concentragdo do esterdide abaixo da concentracdo micelar critica (cmc). %
Também é vantajoso trabalhar com excesso de concentracdo de um dos reagentes, o que ndo é
possivel neste caso. Por um lado, tem-se o limite de concentracdo do esterdide e por outro, a
méaxima concentracdo em solucdo de ciclodextrina, que também é limitada devido a

solubilidade, sendo particularmente importante no caso da 3-CD.

Estas restricdes sugerem que o método da variacdo continua **® é o mais apropriado
para estudo destes sistemas, cuja concentracdo total € igual a soma das concentracdes das duas

espécies presentes em solucéo (item 3).

Determinacdo da Estequiometria e da constante de equilibrio do complexo de

incluséao

Para a determinagdo da estequiometria dos complexos de inclusdo formados entre a

ciclodextrina (y-CD) e o hospede (fusidato ou helvolato), foi utilizado o método de Job.

Experimentalmente, de uma série de 10 (dez) solucbes, com variacao da relacdo molar
de ciclodextrina e héspede (fusidato ou helvolato) no intervalo de 0 (zero) a 1 (um), e a partir
dos espectros de RMN obtém-se a posicao do sinal pertencente a um determinado ndcleo de

ciclodextrina.
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Figura 5.36 - Curva de Job obtida com os deslocamentos quimicos dos carbonos da y-CD para o
complexo (a) helvolato:y-CD e (b) fusidato:y-CD; [helvolato/fusidato],= [y-CD],= 10mM); 75 MHz.

A Figura 5.36a mostra a curva de Job para os seis carbonos de uma unidade de glicose
de y-CD para o complexo helvolato:y-CD. Os pontos representam os valores experimentais e
as linhas sdo o resultado do calculo referente aos tedricos deste tipo de representacéo,
considerando o valor obtido a partir das constantes de associacdo e demais parametros. O
méaximo da curva é observado em um valor de 0,5, 0 que sugere a formacdo de complexo de

estequiometria 1:1 (helvolato:y-CD).

No caso do fusidato de sodio, a representacéo de Job é feita com apenas cinco dos seis
atomos de carbono de uma unidade de glicose da ciclodextrina, devido a pouca variacdo dos
deslocamentos quimicos do C2. A Figura 5.36b demonstra a curva de Job para o complexo
fusidato:y-CD. Neste caso, 0 maximo da curva também é observado em 0,5, 0 que sugere a

formagéo de complexo de estequiometria 1:1 (Fusidato:y-CD).

Os valores das constantes de equilibrio de formacgdo dos complexos helvolato:y-CD e
fusidato:y-CD foram calculados em um programa “Origin versdo 6,0”, utilizando a equagéo
3.20 (item 3), através de um ajuste global por minimos quadrados ndo linear para 0os atomos

de carbono e estabelecendo a condi¢do de um valor de K,, constante em todas as séries e

diferentes valores de AS,

max

para cada atomo de carbono.

A Figura 5.37, mostra a variacdo dos deslocamentos quimicos observados (Ad,, ) dos

atomos de carbono da y-CD, em funcdo da concentracdo inicial de helvolato de potéssio

([helvolato K],). Os pontos representam os dados experimentais e as linhas séo o resultado do
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ajuste da equacdo (3.20). Para avaliacdo do ajuste tedrico foi representado na parte inferior
deste mesmo grafico (Figura 5.37), uma andlise dos erros residuais (diferenca entre os valores
de AS experimentais e tedricos) para cada atomo de carbono, podendo demonstrar desvios
sistematicos ou erros aleatérios, dependendo do nimero de dados disponiveis, parametros de
correlagéo e intervalos de confianga. Deduz-se entdo que o modelo proposto para a formagéo
de um complexo 1:1 é considerado satisfatorio, cujo valor obtido para a constante de

associacdo do complexo helvolato de potassio: y-CD € : Knenvolatoy-co = (22 * 9)x10° L'mol™.
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Figura 5.37 - Ad,ps para diferentes atomos de carbono da y-CD
complexada com helvolato de potassio. [helvolato],= [y-CD],= 10mM.

A fim de comprovar a validade do modelo anterior, foram feitos célculos supondo-se
simultaneamente a existéncia de estequiometrias 1:1 e 1:2. Nesta Ultima suposi¢do, apesar de
apresentar menores erros residuais, o valor da constante de Ky, (=0,1x10° L mol™) indicou

que somente haveria formagdo de uma pequena fragdo de complexo 1:2.

De forma semelhante ao helvolato de potassio, foram realizados estudos de
complexacdo por y-CD com o fusidato de sdédio. A Figura 5.38 mostra a variagdo dos
deslocamentos quimicos observados (Ad,,,) dos atomos de carbono da y-CD, em funcdo da
concentracdo inicial de fusidato de sddio ([fusidato],). Os dados experimentais foram
analisados conforme o que foi mostrado para o helvolato de potéssio e de acordo com a

equagdo 3.20 (item 3). Neste caso, o valor de K, resultante é: Kiysidatoy-co = (60 £ 24)><1O3

L'mol™.
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Figura 5.38 - Ad,ps para diferentes atomos de carbono da y-CD
complexada com fusidato sddico . [fusidato],= [y-CD],= 10mM.

Estes valores estdo entre as mais altas constantes de equilibrio encontradas para
complexos de inclusdo de esterdides em ciclodextrinas do tipo 1:1. Estes valores sdo quase
uma ordem de magnitude maior que para os sais biliares, refletindo a formacdo de complexos

mais estaveis. 2

A Tabela 5.9 apresenta os valores de A9,

ax Para os atomos de carbono da y-CD
resultantes da complexacdo de ambos os esterdides. Estes sdo relativamente altos e indicam
uma forte interacdo hospede - ciclodextrina, o que poderia justificar os elevados valores

obtidos para as constantes de equilibrio.
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Tabela 5.9 - Valores de AJ,,,, obtidos para os &tomos de carbono da y-CD na complexagéo com fusidato de

sodio e helvolato de potassio.

Atomo de C AO, 5 /PPM
v-CD fusidato de sédio helvolato de potassio
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

Determinagéo da estrutura do complexo

As estruturas dos complexos podem ser deduzidas a partir dos espectros ROESY,

conforme sera demonstrado para o complexo helvolato: y-CD (Figura 5.39). A Tabela 5.10

mostra as interacdes intermoleculares observadas entre os respectivos hospedes (fusidato ou

helvolato) e a molécula hospedeira (y-CD). A partir das observacdes obtidas dos experimentos

ROE, é possivel fazer algumas consideracdes:

i)

i)

nenhum dos atomos de hidrogénio 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 interacGes com os atomos de hidrogénio da y-CD.

as principais interacdes do H6 pertencente a y-CD, sdo com 0s dos grupos metila
C(26)H3; e C(27)H3 localizados na cadeia lateral, com os dos grupos metila C(32)Hs,
C(34)H; e C(18)H; e com os hidrogénios H11. No caso do &cido helvolico, os
hidrogénios da metila C(19)H; também mostram uma fraca interacdo. A maior parte
destes atomos de hidrogénio esta localizada na parte central do esqueleto esteroidal.
H3 é sempre observado como um dos atomos de interacdo da y-CD. As interacfes do
H3 com os hidrogénios dos grupos metila pertencentes & cadeia lateral sdo
particularmente fortes.

ndo sdo observadas interacBes intramoleculares entre a cadeia lateral e os nucleos

esteroidais.
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presume-se que os esterdides incorporam-se na cavidade da y-CD através da cadeia

lateral, assim como ocorre com os sais biliares. ?* Porém, ao alcancar a regido central,

a ciclodextrina se afasta atraves da mesma regido, observacdo procedente pela

auséncia de interacdo com os hidrogénios pertencentes ao anel A do esqueleto

esteroidal.

a auséncia de interacdo com os hidrogénios H22 e H23 se deve ao diametro da

cavidade da y-CD, que n&o possibilita desenvolver um efeito de blindagem suficiente.

No entanto, algumas destas interacfes sdo observadas com a 3-CD, devido ao menor

didmetro interno da cavidade da ciclodextrina.

Tabela 5.10 - Experimento ROE com as interacdes entre os hidrogénios (Pn) do helvolato ou fusidato e os

hidrogénios (Hn) das ciclodextrinas - ou y-CD.

Localizagdo | C-atomo y-CD B-CD
Fusidato Helvolato Fusidato Helvolato
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
P2 m|F m[ f]f
Anel A P3 F
P4 F|F
P 30 F|F m
P6 m
Anel B Py f
Anéis B/C P9 f
Anel C P11 FIF[m|m| m|f|m
Angis C/D P13 m m
PI5 | m | m
Anel D P16 | m m
Anéis C/D P18 F F F F F f f
Anéis A/B P19 F 1 m F|lm]| f f m | f
P22 m
Cadeia P23 m F | f m
lateral P24 m | f m F m | m
P26 | F [ m[m|F | f[F|F|F|Im|F|[F][F
P27 [ F I m[m|F |l f[F|F|F[m|F|[F][F
Anéis B/C P32 FIF m|F|F|mJ]JF]|f m | f
Ester P34 | F [ f[f F FIF[f ] f[f
P 36 f
Representacdo: Interacdes fracas (f), médias (m), fortes (F) e auséncia de interacdes

(em branco).
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Das interacOes observadas no espectro ROESY (Figura 5.39), define-se a forma do
complexo de inclusédo helvolato:y-CD , baseado nos hidrogénios H3, H5 e H6 da y-CD
situados em direcdo a cavidade interior da ciclodextrina, com os hidrogénios da molécula de

helvolato de potassio.

A partir dos dados analisados, propde-se modelos espaciais tedricos para o complexo

(helvolato); :(y-CD); , com vistas laterais (a) e (b) e frontais (c) e (d), conforme Figura 5.40.

H H
- . cD3 1\-

Figura 5.39 - Espectro ROESY referente ao complexo de incluséo helvolato: y-CD em D,0O
10mM, 500 MHz.
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()

Figura 5.40 - Modelos espaciais teéricos do complexo (helvolato); : (y-
CD);, com vistas laterais (a) e (b) e frontais (c) e (d).

5.3.2 - Complexos Fusidato de Sédio e Helvolato de Potassio : B-CD

Os sais biliares formam complexos 1:1 com a y-CD, enquanto que com a B-CD
formam complexos de estequiometria 1:1 e 1:2. Portanto, estes esterdides comportam-se
como hospedes monotopicos e ditdpicos respectivamente, se forem trihidroxilicos (por
exemplo, colato de s6dio) ou dihidroxilicos (no caso, desoxicolato de sédio). ** #* Com base
nas estruturas do helvolato e fusidato e demonstracGes experimentais, espera-se um

comportamento similar aos sais biliares.

Determinacgéo da Estequiometria do complexo de incluséo

Para a determinacgéo da estequiometria dos complexos de inclusdo formados entre a 3-
CD e 0 hdspede (fusidato ou helvolato), também foi utilizado o método de Job. A posi¢do do

maximo das curvas com valores maiores que 0.5 (Figura 5.41), sugere para ambos 0S
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complexos helvolato:-CD e fusidato:B-CD a existéncia de estequiometria 1:2, porém nao
descarta a existéncia de dois diferentes complexos 1:1. Neste caso, poderia existir duas
constantes diferentes Ki; e Ky, , na qual Ky; poderia representar a soma das constantes de
associacdo destes complexos 1:1. De fato, a posicdo do maximo das curvas ndao alcanca o
valor de 0.67, o qual seria indicativo da existéncia de um Unico tipo de complexo 1:2 em
solucgéo. Estes resultados sugerem a formacgdo de uma mistura em solugdo dos complexos 1:1
e l:2.

0.14 1c 0.10
® 4C

012
Jo gg 0.08
0.10 - .
i \ < 6C
/ \ 0.06
g 008 \e 5
= N &
\
@ 0.064 X 004
*z P \ ¥z
d \ J
g 0044 - LA b3
N\ 0.02
0.02 A\\\
h 0.00
0.00 1 Y
-0.02 T T T T T T -0.02 T T T T T T
00 02 0.4 06 08 10 0.0 0.2 04 06 08 10
RM, RM

(a) B-CD (b) p-cD
Figura 5.41 - Curva de Job para os cinco carbonos de uma unidade de glicose de B-CD para o
complexo (a) helvolato: B-CD e (b) fusidato: B-CD. [helvolato/fusidato],= [B-CD],= 10mM, 75 MHz.

Determinacdo da constante de equilibrio de formagao do complexo

Nos dois casos, tanto para o complexo helvolato:3-CD quanto para o fusidato:3-CD,
tem-se a formacdo de complexo com estequiometria 1:2 juntamente com 1:1, como mostra a
curva de Job representada na Figura 5.41. A equacgdo que descreve a existéncia destes trés
tipos de complexos em solucdo, foram deduzidas no item 3 (3.27), cuja resolucdo implica em
uma equacao de terceiro grau para a obtencdo das constantes Ki; e Kio. ' Foram realizadas
anélises globais néo lineares para os deslocamentos quimicos destes compostos com a 3-CD

em um programa Origin 6.0.

Helvolato : B-CD indica claramente uma mistura de estequiometrias 1:1 e 1:2. A
Figura 5.42 mostra os dados experimentais (simbolos) e o ajuste global ndo linear (linhas)

referente a equacdo 3.27. As Figuras 5.42 mostram a variacdo dos deslocamentos quimicos
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observados (Ad.ps) dos atomos de carbono da B-CD frente a concentracdo inicial do helvolato

de potéssio ([helvolato],). Os valores das constantes obtidas séo:
Ki1 (nelv.:p-coy = (2,42 % 0,87)x10° L mol™
K12 (hetv..p-cpy = (0,06 + 0,09)x10° L mol™

O mesmo processo foi utilizado para o fusidato de sédio com a B-CD. A Figura 5.43
mostra a varia¢do dos deslocamentos quimicos observados (Adqps) dos atomos de carbono da
B-CD em funcdo da concentra¢do inicial do fusidato de sodio ([fusidato],). Os pontos
representam os dados experimentais e as linhas sdo o resultado do ajuste tedrico baseando-se
na equacdo 3.27 para complexos de estequiometria 1:2. Uma andlise global ndo linear de
todos os 4tomos de carbono, assumindo a formagdo de complexo 1:1 (Figura 5.43a), produz
residuos com desvios sistematicos significativos. Para a mesma analise, também admitindo a
formacdo de complexo 1:2, obtém-se um ajuste perfeito com os residuos distribuidos

aleatoriamente (Figura 5.43b).

A fim de aumentar o numero de nucleos analisados a partir da mesma amostra
fusidato:p-CD, foram considerados simultaneamente os deslocamentos quimicos de *H-RMN
dos H3 e H5 juntamente com os atomos de carbono C1, C3, C4 e C5 da 3-CD. A formacdo de
ambos os complexos 1:1 e 1:2 estdo de acordo com o grafico de Job com o0 maximo entre Xgp.

co= 0,5 (1:1) e Xp.cp=0,67 (1:2). O valor das constantes Ki; e K1, sdo:
K 11 (fusia.p-coy = (0,74 + 0,13)x10° L mol™

K 12 (usid.p-coy = (0,210 % 0,075)x10% L mol™
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Figura 5.43 - Ad,ps para diferentes 4tomos de carbono da 3-CD complexada com fusidato de sodio; (a) ajuste
para complexo 1:1, (b) ajuste para complexo 1: 2.

Comentarios importantes podem ser feitos para Kj;. Os valores mais baixos de

Admaxc11 para os complexos formados entre fusidato (ou helvolato) e a B-CD, comparados

com a y-CD, sugere a existéncia de uma estreita relacdo entre os valores de K 11 € Admax. ESte

fato se deve a mudanca de ambiente eletrbnico, devido a interacdo hospede—hospedeiro

ocorrida no processo de complexagdo com a y-CD, levando a valores de K;; mais elevados.

De forma anéloga, esta avaliagdo também pode ser feita para os complexos formados entre

fusidato (ou helvolato) e a B-CD, comparados com os sais biliares, evidenciando valores de
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Admax Mais baixos para aqueles complexos. Isto pode ser explicado através da analise das
estruturas propostas a partir dos experimentos ROE. Nos sais biliares tem-se a cadeia lateral
como uma parte da estrutura molecular facilmente flexivel. Porém, no caso do helvolato e
fusidato, tem-se esta parte da cadeia lateral como a mais rigida, devido a dupla ligacdo
carbono-carbono. Portanto, a cadeia lateral dos sais biliares pode adquirir uma conformagéo
dobrada dentro da cavidade da B-CD, permitindo que os anéis C (parcialmente) e D
(totalmente) sejam incluidos dentro da cavidade. 2° Esta observacao corrobora com o maior e
significativo nimero de interacdes entre o esqueleto esteroidal e a cadeia lateral nos sais
biliares com a cavidade da ciclodextrina, comparado aos dois antibioticos, levando a valores
mais elevados de K, para os complexos formados com os sais biliares. ** Presume-se que a
menor inclusdo dos dois antibidticos esteroidais, fusidato e helvolato, para dentro da cavidade
da B-CD comparados aos sais biliares, é provavelmente devido a existéncia do substituinte

acetoxi no C16.

Comentarios similares também sdo aplicaveis a Kip. Os valores de Admax,c12 para 0s
complexos de sais biliares sdo quase duas vezes maior que com fusidato e helvolato e a
segunda B-CD, mostrando um maior nimero de interagdes no espectro ROESY com 0s anéis
A e B no complexo fusidato que no helvolato. Assim, os valores de Kj, segue a seguinte
ordem, sais biliares > fusidato > helvolato. A partir dos valores da constante de equilibrio
conclui-se que tanto o fusidato quanto o helvolato séo considerados maus hdspedes ditopicos

20

para a B-CD comparados aos sais biliares diidroxilicos, < e portanto irdo conduzir a

conglomerados supramoleculares mais fracos quando complexados por dimeros de p-CD.* %

Determinagéo da estrutura do complexo

A Tabela 5.10 apresenta as interagdes intermoleculares observadas entre 0s
respectivos hospedes (fusidato ou helvolato) e a molécula hospedeira (B-CD). A partir das

observaces obtidas dos experimentos ROE, obtém-se algumas consideragdes:

i) & possivel observar auséncia de interacdo com os hidrogénios da regido central da

estrutura molecular (anéis C e D)
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i)

i)

vi)

vii)

sdo verificadas interacdes correspondentes a dois grupos localizados em distintas
posicBes do nucleo esteroidal, aqueles correspondentes a regido da cadeia lateral e os
correspondentes aos anéis A e B. Esta andlise sugere que duas moléculas de B-CD estdo
envolvidas no processo de complexacdo em diferentes regides. Isto poderia
corresponder a existéncia de dois complexos 1:1 diferentes ou formacdo de complexo
1:2, no qual duas moléculas de B-CD estariam simultaneamente complexando uma
molécula hdspede.

praticamente ndo foi observada interacdo entre os hidrogénios dos anéis C e D do
fusidato e helvolato

nenhuma interacdo foi observada no espectro ROESY entre a cadeia lateral e o
esqueleto esteroidal dos respectivos antibidticos, sugerindo uma cadeia lateral rigida
(ndo dobrada), diferente do que ocorre nos sais biliares

interagcdes importantes foram observadas entre a cadeia lateral rigida destes antibioticos
e a primeira molécula de 3-CD no complexo 1:2

através do espectro ROESY, foi demonstrado que a segunda molécula de 3-CD mostra
um maior nimero de interacfes com os anéis A e B no fusidato que no helvolato

para a y-CD, H3 sempre aparece como um dos atomos de interacdo da B-CD, porém ha
uma notavel auséncia de interacdes com os hidrogénios H5 e H6. Isto sugere que 0s
esteroides incorporam a cavidade da B-CD através de sua borda secundaria, como

ocorre com os sais biliares e a y-CD. 2%

A partir das consideragOes anteriores, deduz-se a estrutura dos complexos formados

entre os dois antibidticos, fusidato e helvolato, na presenga de y- e B-CD, e estes estdo

representados esquematicamente na Figura 5.44.
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Figura 5.44 - Estruturas esquematicas para os complexos formados entre (a) fusidato de sédio e y-CD; (b)
helvolato de potéssio e y-CD; (c) helvolato de potassio e B-CD; e (d) fusidato de sodio e B-CD.

5.3.3 - Complexos CHAPS e CHAPSO: y-CD

Como ja havia sido comentado anteriormente, CHAPS e CHAPSO sdo compostos
com estruturas anfifilicas semelhantes aos sais biliares, e também possuem a propriedade de
formar agregados micelares. Devido as mesmas restricdes mencionadas para o estudo dos
complexos de inclusdo dos antibioticos esteroidais, acidos fusidico e helvélico, também é
utilizado nestes experimentos o0 método da variagdo continua (Job), como o mais apropriado

para estudo destes sistemas.
Determinacdo da Estequiometria do complexo de incluséo

A Figura 5.45 mostra a curva de Job para os carbonos de uma unidade de glicose de y-
CD para o complexo CHAPS: y-CD e CHAPSO: y-CD. Os pontos representam os valores
experimentais e as linhas sdo o resultado do ajuste matematico destes dados, para obter o

valor da constante de equilibrio de formagéo do complexo.
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O méaximo da curva € observado em 0,5, 0 que sugere a formacdo de complexo de

estequiometria 1:1 para os dois complexos CHAPS:y-CD e CHAPSO:y-CD, sendo da mesma

estequiometria que os antibi6ticos estudados anteriormente e os sais biliares. % %
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Figura 5.45 - Curva de Job obtida com os deslocamentos quimicos dos carbonos da y-CD para o
complexo (a) CHAPS:y-CD e (b) CHAPSO:y-CD. ([CHAPS]=[CHAPSO]=[y-CD]=10mM; 75 MHz.

Determinacdo da constante de equilibrio de formagéo do complexo

Os valores das constantes de equilibrio de formacdo dos complexos (CHAPS),:(y-
CD); e (CHAPSO);:(y-CD); também foram calculados através do programa “Origin 6.0”,
utilizando a equacdo (3.20), através de um ajuste global por minimos quadrados ndo linear
para 0os atomos de carbono e estabelecendo a condigdo de um valor de Kj; constante em todas

as séries e diferentes valores de Adnmax para cada série de tomos de carbono.

A Figura 5.46 mostra a variacdo dos deslocamentos quimicos observados (Adqps) dos
atomos de carbono da y-CD em funcéo da concentracéo inicial de (a) CHAPS e (b) CHAPSO
([CHAPS], e [CHAPSO],). Os dados experimentais sdo representados por pontos e as linhas,

o resultado do ajuste da equacéo (3.20) como complexo de estequiometria 1:1.
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Figura 5.46 - Ad,ps para diferentes atomos de carbono da y-CD complexada com (a) CHAPS e (b)

CHAPSO.

De acordo com a avaliacdo do ajuste teorico representado pela analise de erros

residuais para cada atomo de carbono e analise global dos dados segundo modelo proposto

para formacédo de complexos 1:1, é possivel assumir ajustes satisfatorios para a estequiometria

1:1, com os seguintes valores da constante de equilibrio:

Kchaps:y-co=(3,6 0,4)x10° L. mol™

Kchapsoy-cp=(2,8 = 0,2)x10° L. mol™

Pode-se observar que os valores das constantes de equilibrio sdo de mesma ordem de

magnitude que os obtidos para os sais biliares. % Este fato sugere que o esqueleto esteroidal

incorpora-se no interior da cavidade da ciclodextrina, ja que esta é a parte comum da estrutura

destes hospedes. Esta suposicao serd confirmada através de estudos ROE.

A Tabela 5.11 mostra os valores obtidos para Admax. para os carbonos da y-CD.

Destaca-se 0 erro pouco significativo nestes parametros, resultado de um bom ajuste dos

dados experimentais ao modelo proposto (complexo 1:1).
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Tabela 5.11 - Valores de A8y, obtidos para os dtomos de carbono da y-CD apds complexacdo com CHAPS e

CHAPSO.
CHAPS CHAPSO
Carbonos
Admax/ppm Abax/ppm
C1 0.7440+0.0095 0.7642+0.0075
C2 0.0389+0.0076 0.0498+0.0058
C3 0.161640.0077 0.1767+0.0059
Cc4 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

Determinacéo da estrutura do complexo

Como nos casos anteriores, foram realizados espectros ROESY para determinacdo da

estrutura do complexo, os quais sdo demonstrados nas Figuras 5.47 para 0 CHAPS e 5.48 para

0o CHAPSO. A analise segue a mesma sistematica ja comentada para o fusidato de sodio e

helvolato de potassio, o que torna desnecessaria uma discussdo mais detalhada, limitando-se a

descricdo das interacOes observadas (ver Tabela 5.12) e respectivas estruturas propostas
(Figuras 5.49 para o CHAPS e 5.50 para o CHAPSO):

i)

i)

i)

As interagbes do H3 com os hidrogénios da cadeia lateral e os anéis C e D sé&o
particularmente fortes

Os hidrogénios da cadeia lateral somente interagem com os hidrogénios bastante
préximos e ndo com os dos anéis da prépria estrutura

Praticamente ndo foi observada interacdo dos hidrogénios da y-CD com os do anel A.
Assim, presume-se que 0s esterdides entram na cavidade da y-CD através da cadeia
lateral, assim como ocorre com os sais biliares, indo até o anel B e se afastam através da
mesma regido. Esta observacdo estd justificada pela quase inexisténcia de interagdo com
o0s hidrogénios pertencentes ao anel A do esqueleto esteroidal.

Os sinais pertencentes aos H(25) quando livres, tanto para 0 CHAPS quanto CHAPSO,
aparecem com um Unico deslocamento quimico, porém ocorre desdobramento devido
ao fendbmeno de complexagdo com a y-CD, o que parece indicar uma certa rigidez da

cadeia lateral.
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Figura 5.47 - Espectro ROESY do complexo CHAPS:y-CD, em D,0, 500MHz.
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Figura 5.48 - Espectro ROESY do complexo CHAPSO:y-CD, em D,0, 500 MHz.
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Tabela 5.12 - Intera¢des observadas no ROESY (solu¢es 10 mM de y-CD e 10mM de CHAPS ou CHAPSO,
em D,0, pH natural ) entre hidrogénios (Pn) do CHAPS ou CHAPSO e hidrogénios (Hn) da y-CD.

Localizagdo | Atomo de y-CD

¢ CHAPS CHAPSO
H3 | H5 | H6 | H3 | H5 | H®

Anel A P-1
P-2
P-3
P-4
Anel A/B P-5

Anel B P-6 m | | F | |
p-7
Anel B/C P-8
P-9 m
Anel C P-11
p-12
Anel C/D P-13
P-14
Anel D P-15
P-16
p-17
Anel C/D P-18
Anel A/B P-19

Cadeia P-20

lateral P-21 = =
p-22
P-23 m f
P-24
P-25 f f f
P-26
p-27 m
p-28
P-29
P-30 F F
P-31 F F m
P-32 F F F m F m

Representacdo:  interacdes fracas (f), médias (m), fortes (F) e auséncia de interagdes (em
branco).
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Figura 5.49 - Representacéo espacial do complexo CHAPS:y-CD.
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Figura 5.50 - Representacéo espacial do complexo CHAPSQO:y-CD.

5.3.4 - Complexos CHAPS e CHAPSO: B-CD

No caso das substancias CHAPS e CHAPSO, os estudos dos complexos de incluséo
na presenga de y- e B-CD, demonstraram comportamentos diferenciados de intercambio do
hospede em relacéo a escala de tempo de RMN. Assim com a $-CD, como serd visto a seguir,
foi verificado um processo de intercdmbio lento da molécula héspede (CHAPS ou CHAPSO),
enquanto que com a y-CD o intercdmbio é répido. Portanto, antes de iniciar-se o estudo

detalhado destes sistemas, é importante mencionar que :

e O sistema esta sob regime de intercdmbio rapido, se o processo de entrada e saida da
molécula hdspede for bastante rdpido em comparacdo com a escala de tempo de RMN.



Resultados e discusséo 128

Neste caso, somente se detecta um unico sinal, cuja posicdo serd o ponto médio das

espécies presentes em solucdo (ciclodextrina livre e complexada). ***

e Por outro lado, o sistema esta sob regime de intercambio lento, se o processo de entrada e
saida da molécula hdspede for bastante lento em comparacdo com a escala de tempo de
RMN. Aqui, a detecgdo do sinal é mais rapida que a entrada e saida do hdspede 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 sera proporcional & fracdo de cada uma das espécies presentes em equilibrio. ***

Determinacéo da Estequiometria do complexo de incluséo

Analises preliminares de espectros de *3C correspondentes a uma série de Job para
determinacdo da estequiometria do complexo CHAPS ou CHAPSO e B-CD, mostraram
alteracGes de alguns sinais pertencentes a molécula de B-CD. A Figura 5.51 mostra
nitidamente desdobramento dos sinais correspondentes aos carbonos C1, C3 e C4
pertencentes a molécula de B-CD e néo tdo claramente por estarem bastante proximos, os C2

e C5 da B-CD.

Observa-se na Figura 5.51 um decréscimo gradual na intensidade dos sinais
correspondentes a B-CD livre em solugdo a medida que diminui sua concentracdo e aumenta a
de CHAPS ou CHAPSO. Ao contrario, observa-se um aumento gradual dos sinais dos
carbonos da B-CD complexada com o esteroide na mesma sequéncia de concentragdes.
Portanto, o aparecimento de dois sinais para um mesmo carbono na série de Job, é indicativo

de um processo de complexacao por intercambio lento.

O aparecimento de dois sinais para um mesmo carbono na série de Job, deve-se a um
intercAmbio lento na complexacdo. Como ja foi mencionado, o intercdmbio lento se refere ao
processo global de entrada e saida do hdspede do interior da molécula hospedeira ocorrer
mais lentamente que os tempos de medida de RMN de **C. No caso de um processo rapido, a
observacgdo seria feita atraves do aparecimento de um unico sinal deslocando-se da posicao

referente a B-CD livre até a posi¢do da 3-CD complexada.
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Deve-se eliminar também a possibilidade de que a duplicacdo de sinais seja resultado
do efeito da micelizacdo tanto do CHAPS como do CHAPSO. Para isto, foram realizados
espectros de *H (Figura 5.52) em diferentes concentracdes dentro do intervalo de 2-10 mM de
CHAPS ou CHAPSO em D,O (sem a presenca de P-CD). Foi observado que o
desdobramento dos sinais ndo é devido ao processo de auto-associa¢do destas moléculas. Os
espectros da Figura 5.52 mostram portanto, que ndo existe nenhum desdobramento dos sinais,

como observado na presenca de 3-CD.

A Tabela 5.13 também demonstra através dos resultados, que ndo existem mudancas
significativas dentro do intervalo das concentracdes de 2-10mM dos compostos esteroidais.
Esta analise foi baseada na relacdo entre as areas dos sinais das metilas 18 e 19 com as
situadas na cadeia lateral nas posi¢des 31 e 32 (CHAPS), assim como nas areas dos sinais das
metilas 18 e 19 com relagédo ao 12 (CHAPSO). Estas considera¢des permitem descartar que o

desdobramento seja devido a formacéo de auto-agregacdo (micelas) do CHAPS ou CHAPSO.

Tabela 5.13 - Relagéo entre as areas dos sinais das metilas nas posicoes 18 e 19 com a area dos hidrogénios
situados na cadeia lateral do CHAPS (31 e 32) e CHAPSO (pro6ton 12).

Area relativa

Concentracao
M CHAPS CHAPSO
AglAzy 3 AglAzy 3 AsglAr ArlAr
10 0.4836 0.4152 3.0702 3.0858
0.4984 0.4105 3.0030 2.7914

0.4963 0.4088 2.8559 2.7749
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Figura 5.51 - Espectros de **C com diferentes concentracdes de (a) CHAPS ou (b) CHAPSO e B-CD, na
seguinte ordem: 10 mM B-CD e 0 mM CHAPS, 7 mM B-CD e 3 mM CHAPS, 5 mM B-CD e 5 mM CHAPS, 1

mM B-CD e 9 mM CHAPS; solu¢des em D,0O, pH natural (5,0-6,0), 75MHz.
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Figura 5.52 - Espectros de *H com diferentes concentracdes de (a) CHAPS e (b) CHAPSO com concentragdes
nos espectros em ordem decrescente de 10mM, 5 mM e 2 mM; solugdes em D,O, pH natural (5,0-6,0), 300MHz.

No caso dos esteroides fusidato e helvolato, o parametro experimental utilizado para
determinacdo da estequiometria e calculo da constante de formacdo do complexo foi o
deslocamento quimico dos sinais de **C, cuja propriedade é proporcional & concentracdo tanto
de B-CD como de hospede livres e complexados. Para os compostos CHAPS e CHAPSO na
presenca de B-CD, os espectros de *H foram outra alternativa no estudo dos complexos, em

que a area dos sinais seria a propriedade a ser considerada no caso de um intercdmbio lento.
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O passo seguinte consistiu em selecionar os hidrogénios, os quais sdo convenientes de
serem avaliados atraves de suas areas. Neste caso, para esta analise, deve-se levar em
consideracdo alguns requisitos tais como: i) que 0s sinais correspondentes a0 mesmo
hidrogénio (da molécula associada com a B-CD e livre) aparegcam suficientemente separadas
no espectro; ii) que estes sinais ndo aparecam com o mesmo deslocamento quimico que o
sinal de outro hidrogénio da mesma molécula; iii) tendo em solucdo dois compostos, que a
analise leve em consideracdo a ndo sobreposicdo com sinais dos hidrogénios da outra

molécula.

Para ilustrar esta problematica, a Figura 5.53 mostra como exemplo, 0s espectros do
CHAPS e a B-CD puros. A analise fornece uma idéia bastante clara dos sinais que podem ser
descartados e os que devem ser considerados. E o caso do sinal do P-7 pertencente a molécula
do CHAPS, que ndo pode ser utilizado em estudos quantitativos, por encontrar-se sobreposto

aos sinais referentes aos H-3, H-6 e H-5 da 3-CD.
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Figura 5.53 - Espectros de *H sobrepostos de CHAPS 10 mM (vermelho) em solugéo, com a f-
CD 10 mM (preto) (solucBes em D,0, pH natural; 500 MHz).
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Finalmente, a Figura 5.54 ilustra os sinais do hdspede que estdo suficientemente
separados entre si para serem analisados como independentes. Deduz-se entdo, que 0s Unicos
hidrogénios possiveis de analise para determinacdo da estequiometria e da constante de
formagéo do complexo, séo os dos carbonos 18, 19, 21, 25 e 12 do CHAPS e 0 5 complexado
da B-CD. Para 0 CHAPSO, o hidrogénio 25 (complexado) ndo podera ser analisado, uma vez
que aparece com o mesmo Valor de deslocamento quimico que os sinais correspondentes as

metilas 31 e 32.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6

(ppm)

Figura 5.54 - Espectros de *H com diferentes concentracdes de CHAPS e B-CD: azul escuro: 1 mM B-
CD e 9 mM CHAPS; azul claro: 3 mM B-CD e 7 mM CHAPS, verde: 5 mM B-CD e 5 mM CHAPS;
vermelho: 8 mM B-CD e 2 mM CHAPS. Solugdes em D,0, pH 5-6 (natural da solucéo), 500 MHz.

A Figura 5.55 mostra claramente o desdobramento dos sinais referentes aos
hidrogénios P-18, P-19 e P-21 e deslocamento quimico dos H-6. Observa-se um decréscimo
gradual dos sinais de CHAPS quando esta livre em solucdo a medida que diminui a sua
concentracdo e aumenta a de B-CD até seu completo desaparecimento. Por outro lado,
observa-se um aumento gradual dos sinais do CHAPS quando se encontra complexado com a

B-CD na mesma sequéncia de concentracGes. Ver também a Figura 5.56.
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Figura 5.55 - Espectros de *H com diferentes concentragdes de CHAPS 1mM e B-CD 9mM (vermelho), CHAPS

5mM e B-CD 5 mM (verde), CHAPS 7 mM e B-CD 3 mM (azul claro) e CHAPS 10 mM (azul escuro).
Solugdes em D,0, pH natural (5,0-6,0), 500 MHz. Os simbolos “L” indicam hidrogénios da substancia livre e

“C” complexada.

19 CHAPS livre

o 18 CHAPS livre
19 CHAPS complexado W
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Figura 5.56 - Espectros de *H parciais sobrepostos de CHAPS 2 mM e B-CD 8 mM (vermelho), CHAPS 5 mM
e B-CD 5 mM (azul escuro), CHAPS 7 mM e B-CD 3 mM (azul claro) e CHAPS 8mM e B-CD 2 mM (verde);
solucdes em D,0O, pH natural (5,0-6,0), 500 MHz.
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Uma andlise mais criteriosa demonstra que ocorreu sobreposicéo da base dos sinais, 0
que dificultou a utilizacdo do sistema de integracdo normal oferecido pelos diferentes
programas de analises dos espectros de RMN disponiveis comercialmente. Portanto, para
obtencdo de valores confiaveis a partir das areas a serem analisadas, foi utilizado um
programa em “Mathcad Profissional 2001”, cujo ajuste de dados de intensidade (Irmn-ppm) a
uma fungdo composta por Lorentzianas simula a zona do espectro de interesse para um
conjunto de sinais. Este programa permite a obtencdo de uma funcdo 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 parametros da funcéo
global, estes sdo separados em fungdes, os quais descrevem cada um dos sinais e que sdo

passiveis de integracdo individual.

No Anexo B, é demonstrado um exemplo de ajuste de varias zonas do espectro.
Portanto, a area dos sinais serd a propriedade a ser considerada e relacionada com a
concentracdo do complexo. Uma vez determinadas as areas de cada sinal do espectro, €
necessario buscar uma relacdo entre a area e a concentracdo do composto a ser avaliado, que
neste caso é o complexo. Para esta andlise, € necesséria a escolha de um hidrogénio
considerado como “referéncia”, cujo sinal ndo apresenta desdobramento e que a area esteja
diretamente relacionada a concentracdo inicial do ester6ide (CHAPS/CHAPSO) ou B-CD.
Como hidrogénios de referéncia foram escolhidas as metilas 31 e 32 para 0 CHAPS e H-23
para o CHAPSO.

Deste modo, pode-se propor as equacdes 5.2-5.4 em que,

area, = cte,[C] (5.2)
area, = cte [A], (5.3)
area, = [(:i[c] (54)

Nestas equacgdes, A se refere a um hidrogénio de referéncia ou padréo, C se refere ao
complexo, e areac representa a area de um hidrogénio que sofre influéncia no processo de

formagdo do complexo, diferenciando-se os sinais correspondentes a molécula livre e a
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complexada. Neste trabalho de tese foi analisado unicamente os sinais dos hidrogénios

referentes a molécula complexada.

Finalmente, tendo a (5.4), transformam-se as equaces referentes a concentracdo em
funcdo dos deslocamentos quimicos, em equacdes as quais relacionam as &reas em fungéo das
concentracOes e constante de associacdo, tanto para um complexo do tipo 1:1 como para 1:2.

Estas podem ser reescritas como:

Complexo 1:1:

cumd sieol bl (1 +lool o1l ol

2 Kll 11
(5.5)
Complexo 1:2:
Ky[CDJH],
Ch= 2
1+K,[CD]+K,,K,,[CD] (5.6)
b= KKy, [CD]Z[H ]o
1+ Kll[CD]+ K11K12[CD]2 (5.7)
K11K12 [CD]3 + K11{2K12[H ]o - K12 [CD]o +1}[CD]Z + {KM[H ]o - Ku[CD]o +1}[CD]_ [CD]o =0 (5.8)

Antes de prosseguir na obtencdo das constantes de equilibrio, € necessario 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 area dos hidrogénios da molécula de
CHAPS em (a) 18, 25 e 12 complexados, (b) 19 complexado e (c) para o hidrogénio 5
complexado da B-CD. Os pontos representam os valores experimentais e as linhas sdo o
resultado do ajuste matematico destes dados. De modo analogo, a Figura 5.58 mostra 0s
resultados obtidos para o CHAPSO.



Resultados e discussao

= 18 complexado
® 25 complexado
12 complexado

508

4rea CHAPS'RM, ..
° °
® 3
I

s

Figura 5.57 - Curvas de Job das areas dos hidrogénios de CHAPS (a) 18, 25 e 12 complexados, (b) 19
complexado e (c) 5 complexado da 3-CD; solugdes em D,0O, pH natural, 500 MHz.
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Figura 5.58 - Curvas de Job das areas dos hidrogénios de CHAPSO (a) 18 e 25 complexados, (b) 19
complexado e (c) 5 complexado da B-CD; solugdes em D,0, pH natural, 500 MHz.

137

Os resultados anteriores sugerem que os complexos formados entre a B-CD e os

compostos CHAPS e CHAPSO apresentam uma estequiometria do tipo 1:1. Como ja foi

mencionado, tanto os sais biliares dihidroxilicos, 2* como o fusidato de sodio e helvolato de

potéassio estudados nesta presente tese de doutorado, formam complexos do tipo 1:2. Para

confirmar a estequiometria determinada pelo método de Job, foram analisados 0s espectros

ROESY dos complexos, cujos resultados séo visualizados nas Figuras 5.59 e 5.60 e Tabela

5.14.
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Figura 5.59 - ROESY de uma solu¢do 10 mM de 3-CD e 10mM de CHAPS (solugdes em D,0, pH natural ) 500
MHz.
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Figura 5.60 - ROESY de uma solugdo 10 mM de 3-CD e 10mM de CHAPSO (solugdes em D,0, pH natural);
500MHz.
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Tabela 5.14 - InteracOes observadas no espectro ROESY (solugdo em D,O, pH natural, 10 mM de 3-CD e 10
mM de CHAPS/CHAPSO), entre hidrogénios (Pn) de CHAPS e CHAPSO e hidrogénios (Hn) da 3-CD.

Localizagdo | Atomo de B-CD
C CHAPS CHAPSO
H3 | H5 | H-6 H-3 H-5 H-6
Anel A P-1 m
P-2 m | m | F f
P-3
P-4 m_ | | m_ | |
Anel A/B P-5
Anel B P-6 m
P-7 m m m | |
Anel B/C P-8
P-9 F F ] |
Anel C P-11 m
P-12 F f F | £ ]
Anel C/D P-13
P-14
Anel D P-15
P-16 f ] |
P-17
Anel C/D P-18 F f f F f
Anel A/B P-19 m m
Cadeia P-20 m
lateral 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
pP-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
P-32 F F F F F F

Representacao: interacdes fortes (F), médias (m) , fracas (f) e auséncia de interacdes (em
branco).

A andlise do espectro bidimensional ROESY, diferencia claramente dois grupos de
sinais, aqueles correspondentes ao CHAPS/CHAPSO e a B-CD formando o complexo
(possuindo correlagdes) e aqueles correspondentes tanto ao CHAPS/CHAPSO quanto a B-CD
livres (este ultimo grupo com auséncia de interacGes). Os resultados obtidos conduzem a

algumas consideracoes:

) Os sinais das metilas 19, 18 e 21 livres ndo apresentam interacdo com a 3-CD.
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i) Tanto para o CHAPS quanto para o CHAPSO, ndo existem interacfes
intramoleculares entre os hidrogénios pertencentes a cadeia lateral e os dos anéis a
partir do C23 inclusive, o0 que sugere uma cadeia lateral mais rigida e em sua forma
estendida.

i) Os sinais pertencentes aos H-25 quando livres, tanto para 0 CHAPS quanto CHAPSO,
aparecem com um unico deslocamento quimico. Porém se desdobram e mostram
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento distintos por ocorréncia de uma
certa rigidez desta regido da cadeia, resultado do efeito da complexagdo com a B-CD.

iv) A entrada de apenas uma molécula de B-CD pela regido da cadeia lateral, ndo justifica
0 desdobramento da metila 19 em dois sinais distintos no processo de complexacao, ja
que a B-CD néo possui didametro suficiente para atingir a referida estrutura até metade

destes anéis.

A partir das consideragdes, observa-se entdo que:

i) Os graficos de Job sugerem a formacao de complexos 1:1

i) Os espectros ROESY parecem indicar que participam do processo de complexagédo
duas moléculas de B-CD, uma atraves da regido da cadeia lateral do esterdide e outra
através do anel A, ambas pela parte mais larga da cavidade da B-CD. Isto quer dizer

que estes espectros sugerem a existéncia de complexos 1:2.

Portanto, observa-se uma contradi¢do entre ambos 0s experimentos.

Outra maneira de interpretar estes resultados, sem que ocorra contradicdo entre 0s
dados obtidos dos espectros ROESY e a representacdo de Job seria considerar a possibilidade
de formagéo de dois complexos 1:1 diferentes em solugéo. Os dados dos espectros ROESY
seriam idénticos nos dois casos, tanto para complexo 1:2 (duas moléculas de B-CD para uma
de esterdide), quanto para dois complexos 1:1 diferentes, com uma molécula de B-CD
complexando através da regido dos anéis em uma molécula de esteroide e outra -CD através

da cadeia lateral em outra molécula de esteroide.
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Determinacéo da constante de equilibrio de formacao do complexo

A possibilidade de existéncia de dois complexos 1:1 diferentes em solu¢do, conduz a
divisdo dos hidrogénios do esterdide em duas regides distintas, 0s que se encontram proximos
do anel A e os que se encontram na regido da cadeia lateral. Assim, pode-se analisar
separadamente as areas das duas regides de acordo com a equacgdo (5.4) e obter valores
distintos para cada uma das duas micro-constantes de associacdo que correspondem aos dois
complexos separados. Estas constantes serdo denominadas K., e K,,. Os hidrogénios
analisados presentes nestas duas regides sdo os H-12, H-18 e H-25, correspondentes a regido
da cadeia lateral, e 0 H-19 correspondente ao anel A do hdspede. Evidentemente esta analise
somente se refere aos sinais dos hidrogénios do hospede, ja que a andlise dos sinais da

ciclodextrina conduzem a obtencdo de uma macro-constante de equilibrio.

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 areas de hidrogénios do CHAPS e CHAPSO, no qual descreve um
comportamento de complexo 1:1.

regido CHAPS CHAPSO
Cadeia 10°K,1 /M 1,390,39 2,9+1,1
lateral X2 0.0048 0.0038
R? 0.9944 0.9944

10°K,} /M 1,34+0,59 1,48+0,67
anel A X2 0.0116 0.0078

R? 0.9931 0.9932




Resultados e discusséo 143

= 19 complexado . A
254 = 18 complexado 25 Lt
i ® 25 complexado !
12 complexado -
204
2,0 @
2 I 15 Y
< 1549 5
i
) = o4 1
§ 104 o o
& e~ & 05 i
05 00 ./,,,l
00 42 T T T T T 1
01 g -
@ —
0,0
g 0o 3 —
=l
2 01 g
2 02 . . ; . . . 02 T T T T T !
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
[B-CDI/M [B-CDI/M
> 25
7 = 19 complexado .
= 18 complexado - "
2,0 12 complexado 20 -
B 15 D)
8 154 o 154 > /
o < y
< 10 /
I 10 o 104 o
] g %
8 & 05
& 05 -
00 ] "
0,0 0,2 T T T T T 1
01 g
@
S o0 ~ 3 00 —
2 ]
2 =
£ T T T T - . 0.2 T T T T T )
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
[p-CD]/M [B-CDI/M

Figura 5.61 - Curvas experimentais e tedricas da area dos hidrogénios do CHAPS (a) e CHAPSO (c) regido da
cadeia lateral, CHAPS (b) e CHAPSO (d) regido do anel A; solu¢bes em D,0, pH natural.

No entanto, as areas dos sinais dos hidrogénios da B-CD podem ser analisadas para
obter relagfes entre as constantes. Neste caso, utilizam-se as equagdes de equilibrio de

formacéo (5.9) e (5.10) dos complexos X e Y e as de balanco de matéria (5.11) e (5.12),

Ky
CD+H X (5.9)
Kyt
CD+H=—=—Y (5.10)
[CD]=[CD], -[X]-[Y] (5.12)

[H]=[H], -[X]-[Y] (5.12)
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sendo CD, a B-CD livre em soluc¢éo; H, o esterdide (CHAPS ou CHAPSO) livres em solucdo;
Xe'Y, os dois complexos 1:1 que se formam; [CD],, a concentragéo inicial de B-CD e [H],, a
concentracgdo inicial de CHAPS ou CHAPSO.

Os sinais dos hidrogénios da B-CD complexada, os quais correspondem ao complexo
X e'Y, podem ser observados em deslocamentos quimicos diferentes e a equacgéo que relaciona

as areas sera obtida pela (5.13),

_ cte
7P [cD]

([X1+0Y]1) (5.13)

area

(o]

Neste caso, 0 ambiente eletronico das duas B-CD, a que entra através da regido do anel
A e da cadeia lateral sdo tdo semelhantes, que ndo existe diferenga nos deslocamentos
quimicos dos sinais dos hidrogénios que correspondem a 3-CD complexada, e 0s sinais que se
observam no espectro correspondente a uma combinacdo dos dois complexos. Assim, a
deducdo das equacOes que leva a obtencdo das constantes para um complexo de
estequiometria 1:1 € obtida a partir das equacbes (5.14)-(5.16) para as concentracdes de

complexos X e Y e de B-CD livres em solucéo,

[X]= lelx[CD][YH]" (5.14)
1+ (K, +K},)[CD]
_ KlYl[CD][H]o
= (X kDIcD 519
) B 1 Vo, [CD],
o1 11601 o1 2o €19

Considerando K.\ = K + K] e substituindo as equagdes (5.14) e (5.15) na equag&o

(5.13), obtém-se a equacdo (5.17),
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area ., =
7 [cD],

cte | K, [CD][H],
1+ K, [CD]

(5.17)

A equacdo (5.17) indica que todo o conjunto comporta-se como um equilibrio de um

unico pseudo-complexo. Porém neste caso, a obtencdo da constante se da através da soma das

constantes dos equilibrios dos complexos X e Y demonstrados anteriormente.

Resolve-se a equacdo de segundo grau e substitui-se a concentracdo de B-CD na

equacgdo (5.17). Os dados das areas do sinal do hidrogénio 5 da B-CD complexada sdo

ajustados através do Programa “Origin 6,0”. Os resultados sdo mostrados na Tabela 5.16 e

Figura 5.62.

Tabela 5.16 - Resultados dos ajustes das areas dos hidrogénios do CHAPS e CHAPSO na qual descreve

comportamento do pseudo-complexo 1:1.

CHAPS CHAPSO

10° (KXY =KX + KM 2,20+0,60 2,9+15
X? 0.00033 0.00124

R? 0.9979 0.9936

= 5complexada

T T T
0,000 0,002 0,004

T T 1
0,006 0,008 0,010

[CHAPS]M

(@)

124 = 5complexada

area g-CD

residuos

T
0,000

T T
0,004 0,006

[CHAPSO]/M

(b)

1
0,010

Figura 5.62 - Curvas experimentais e tedricas da area do hidrogénio 5 da -CD complexada

com (a) CHAPS e (b) CHAPSO; solugbes em D,0O, pH natural (5,0-6,0).

Considerando que os sais biliares, fusidato de sodio e helvolato de potassio formam

complexos 1:2 com a B-CD, cabe neste momento perguntar as razdes pela auséncia de tal
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complexo para 0 CHAPS e o CHAPSO? A seguir, estas questfes interessantes serdo

analisadas.

Considerando a formacdo de dois complexos diferentes 1:1, uma possivel formacéo de
um complexo 1:2 requer a introducdo de uma segunda unidade de ciclodextrina em qualquer
dos complexos 1:1 indicados. De forma esquematica, esta situacdo pode ser representada na
Figura 5.63 para qualquer hdspede ditopico com duas posicbes de complexacdo X e Y ndo
equivalentes. Este sistema se assemelha aos equilibrios de protonacdo de um aminoacido, 0s
quais foram analisados por Alvarez Parrilla et al.**® para a complexacdo do &cido 6-(p-
toluidin) naftalen-2-sulfénico (TNS) (ver Figura 3.3).

Figura 5.63 - Formagdo de um complexo 1:2 de um hospede ditdpico a partir de dois possiveis
complexos 1:1.

Neste sistema, observa-se que,

KK = KK (5.18)

Considerando que,

C,=CJ +C) (5.19)

pode-se definir as macro-constantes de equilibrio K\ e KX,

KﬁY = Kﬁ + K1Y1 (5.20)
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(5.21)

em que as micro-constantes K., K\, K e K/, sdo definidas a partir do esquema da Figura

5.63.

Definindo-se o pardmetro de cooperacdo #xv

_Kp Ky
XY X Y
K11 K11 (5.22)
a equacao 5.21 pode ser reescrita como,
K XY Ay Kﬁ K1Y1 (5.23)
12 .

O significado do parametro de cooperacdo introduzido por Connors et al., 2 % &
compreendido mais facilmente a partir de duas situaces extremas. Em primeiro lugar, se a
complexacdo de ambos os pontos se faz de forma independente (isto €, a presenca de uma
unidade de ciclodextrina ndo influencia na complexacdo da segunda posicdo), entdo
K, =K} e K=K, e portanto «,, =1. Ao contrario, se a presenca de uma unidade de
ciclodextrina influencia na complexacdo da segunda posi¢édo até ao ponto de impedi-la, isto e,
Ky =K),=0 e a, =0. Portanto, valores pequenos de «,, indicam que a formagdo do

complexo 1:2 a partir de qualquer dos dois complexos 1:1 esta bastante desfavorecida.

Os valores publicados para a complexagdo do TNS **® permitem calcular um valor de

22, 23

a,, igual a 0,066 enquanto que Connors et al., ao estudar a complexacao de diversos

derivados simétricos disubstituidos do benzeno e bifenilas por a-CD, obtiveram valores para
este parametro, que se encontram nos intervalos de 11,7-0,071 e 33-0,5 para os derivados do

benzeno e bifenilas, respectivamente.
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A ndo observancia de uma concentracdo significativa de complexo 1:2, sugere que o
valor do parametro «,, para os sistemas aqui estudados deve ser muito pequeno. Utilizando
os dados experimentais, tem sido feitas tentativas de otimizacdo com base no esquema de
equilibrios representado na Figura 5.63. Os resultados obtidos sugerem que, efetivamente o

valor do parametro «,, € bastante proximo a zero. Esta conclusdo € concordante com a

determinagdo das constantes microscopicas K;; e K,;, bem como com a macroscopica K,)",

podendo comprovar a consisténcia do modelo proposto para estes sistemas. Efetivamente, 0s
valores das constantes obtidas das Tabelas 5.15 e 5.16, mostram dentro do erro experimental,

uma concordancia excelente.

Estrutura dos complexos

A partir dos espectros ROESY, € possivel propor a estrutura dos complexos de
inclusdo 1:1, que se formam entre 0 CHAPS e o0 CHAPSO com a B-CD. As mesmas séo

apresentadas nas Figuras 5.64 e 5.65.
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Figura 5.64 - Representacdo espacial do complexo CHAPS:3-CD.
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Figura 5.65 - Representacdo espacial do complexo CHAPSO: 3 -CD.



6 - CONCLUSOES

Com relacdo aos estudos referentes ao furoato de diloxanida(FD), conclui-se que:

e A determinacdo do valor da constante de formacdo do complexo, através do método de
solubilidade, segundo Higuchi et al., foi de 427,4 M™* com um perfil do tipo Bs,
coincidente com o estudo determinado por Nieto Reyes , cujo valor da constante foi de
430,0 M™,

e As condicBes experimentais pelas quais se desenvolve o método proposto por Higuchi et
al., indicam que apds 07 dias e a 37°C, observa-se hidrélise do FD.

e A diferenca no valor obtido para a constante de equilibrio ou de formacdo do complexo
FD/B-CD através do método cinético com o valor de 517,0 M™ comparado ao de
solubilidade de 427,4 M™, pode ser explicado pela competicdo entre as reacdes de
hidrolise e complexacéo. 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.

e Considerando que no estudo da reacdo de hidrolise do FD, a B-CD promove inibicdo da
reacdo com um perfil de cinética de saturacdo, enquanto que a B-CD sulfatada promove
catélise, postula-se um comportamento caracteristico de reacdes enzimaticas devido a
existéncia de sitios reativos e/ou grupos cataliticos presentes na estrutura da ciclodextrina.

e Utilizando a equacéo de Lineweaver-Burk modificada, foram observadas relacdes lineares
para a formacgdo dos complexos FD/B-CD e FD/B-CD sulfatada, confirmando a formagao
de complexos 1:1, com valores de Ky de 517,0 e 116,8 M respectivamente, para a -
CD e B-CD sulfatada.

e O maior valor da constante de formacdo do complexo para a 3-CD em relagédo a p-CD
sulfatada, pode ser explicado pela maior interacdo da 3-CD com este farmaco, onde deve
ocorrer uma maior protecdo do grupo éster ao ataque da agua, constatado através da

inibicdo da reagdo de hidrolise.
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O estudo da influéncia da forga iGnica no processo de formagéo do complexo FD/B-CD na
auséncia de KCI, apresentou o valor da constante de 509,0 M™,

Né&o foi possivel determinar a constante de formacdo do complexo FD/B-CD através da
técnica de fluorescéncia, provavelmente devido a baixa solubilidade do FD em &gua e
pouca fluorescéncia.

N&o foi possivel verificar a formacdo do complexo FD/B-CD através da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C, provavelmente devido & baixa solubilidade

do FD em &gua e as condigdes experimentais testadas.

Com relacdo aos estudos de formagdo dos complexos de inclusdo dos compostos

esteroidais: acidos fusidico e helvélico, CHAPS e CHAPSO, através das técnicas de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C , conclui-se que:

O assinalamento das moléculas de fusidato de sodio, helvolato de potassio, CHAPS e
CHAPSO foram feitas através das técnicas de RMN mono (*H, **C, DEPT) e
bidimensionais (*H-'H, *C-'H, NOESY 'H-'H e ROESY 'H-'H).

Os dados obtidos referentes aos deslocamentos quimicos de *H e **C para o assinalamento
do fusidato de sddio sdo similares aos Unicos dados publicados até o0 momento por Barber
et al.

Os estudos de formacgéo dos complexos de fusidato de sodio e helvolato de potassio com
- e y-CD por RMN mono e bidimensionais e utilizando o método de Job, demonstraram
estequiometria do tipo 1:1 com a y-CD e 1:2 com a 3-CD.

Os valores das constantes de formagdo dos complexos fusidato de sédio e helvolato de
potassio na presenca de y-CD sdo Ki3= (60 + 24)x10° L mol™ e K1;=(22 + 9)x10% L mol™,
respectivamente.

B-CD forma complexos 1:1 e 1:2 com ambos os esteroides, fusidato de sodio e helvolato
de potéssio, com valores de Ki; moderados e baixo Kj, , sendo para o fusidato de sédio
Ky = (0,74 + 0,13)x10% L mol™ e Ky, = (0,210 + 0,075)x10° L mol™ e para o helvolato de
potassio Ki; = (2,42 + 0,87)x10° L mol™ e Ky, = (0,06 + 0,09)x10° L mol™.
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e Ambos os esterdides, fusidato de sédio e helvolato de potassio, incorporam-se no interior
da y-CD através da cadeia lateral, atingindo a regido central do esterdide (anéis C e D),
permanecendo os anéis A e B (parcialmente) fora da cavidade.

e Na andlise dos complexos fusidato de sdédio e helvolato de potassio com B-CD, os
espectros ROESY mostraram uma notavel auséncia de interacfes dos hidrogénios
pertencentes aos anéis C e D, enquanto interacdes correspondentes aos anéis A e B e a
cadeia lateral foram fortemente evidenciadas.

e Através da andlise das estruturas propostas a partir dos experimentos ROE, presume-se
que a menor inclusdo dos dois antibidticos esteroidais, fusidato e helvolato para dentro da
cavidade da B-CD comparado aos sais biliares, seja provavelmente devido a estrutura da
cadeia lateral considerada como a parte mais rigida da molécula, devido a liga¢do dupla
carbono-carbono e a presenca do substituinte acetoxi no C16.

e A partir do valor da constante de equilibrio (Ki2) é possivel concluir que tanto o fusidato
de sddio quanto o helvolato de potéassio ndo sdo considerados bons hdspedes ditopicos
para a 3-CD, comparados aos sais biliares diidroxilicos.

e Os estudos dos complexos de inclusdo dos compostos CHAPS e CHAPSO na presenga de
v- € B-CD, demonstraram comportamentos diferenciados de intercAmbio do hdspede em
relacdo a escala de tempo de RMN. Neste caso, foi verificado um processo de intercambio
lento da molécula hospede (CHAPS ou CHAPSO) na presenca de B-CD e intercambio
répido para a y-CD.

e Os estudos de formacdo dos complexos CHAPS e CHAPSO com a y-CD por RMN
monodimensional e utilizando o método de Job, demonstraram estequiometria do tipo 1:1,
cujos valores sdo Kiy= (3,6 + 0,4)x10° L mol™ e Ku= (2,8 + 0,2)x10° L mol™,
respectivamente.

e A formacdo de dois complexos distintos 1:1 entre CHAPS ou CHAPSO com a B-CD,
permite explicar a contradicdo existente entre ambos os experimentos, método de Job e
espectros ROESY, os quais sugerem estequiometrias 1:1 e 1:2 respectivamente.

e Espectros ROESY diferenciam claramente dois grupos de sinais, aqueles correspondentes
ao CHAPS/CHAPSO e a B-CD formando o complexo (possuindo correlagdes), e aqueles
correspondentes tanto ao CHAPS/CHAPSO quanto a B-CD livres (com auséncia de

interagdes).
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No estudo do complexo com B-CD, uma analise individual dos hidrogénios pertencentes
as duas regides da estrutura esteroidal (CHAPS/CHAPSO), os que se encontram proximos
ao anel A e os que se encontram na regido da cadeia lateral, conduzem a distintos valores
da constante de associac¢do (micro-constantes), 0s quais descrevem um comportamento de
complexo 1:1. A anélise das constantes se refere aos sinais dos hidrogénios do hospede, as
quais foram designadas por K.e K/}, cujos valores para 0 CHAPS e CHAPSO s&o
respectivamente, (1,39+0,39)x10° L mol?, (2,9+1,1)x10° L mol™ e (1,34+0,59)x10° L
mol™, (1,48+0,67)x10° L mol™.

No estudo do complexo dos esteréides CHAPS/CHAPSO com a 3-CD, uma analise feita
através dos sinais da ciclodextrina leva a obtencdo de uma macro-constante de equilibrio
(K.X) igual a soma das micro-constantes, cujo valor para o CHAPS e CHAPSO sdo
respectivamente, (2,20+0,60)x10° L mol™ e (2,9+1,5)x10° L mol™.

Os valores das constantes K,;, K/ e K", mostram uma excelente concordancia dentro
do erro experimental aceitavel, corroborando com a ndo observancia de uma concentracao

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 solucdo aos problemas inicialmente propostos,

novas possibilidades de campo de atuagdo sdo estabelecidas no transcorrer da investigagao

cientifica, gerando novas perspectivas de trabalho e propostas a serem analisadas em um

futuro proximo. O projeto de pesquisa desenvolvido nesta tese de doutorado aponta alguns

aspectos a serem abordados como propostas de futuros temas, tais como:

a)

b)

f)

Estudar a catalise na hidrolise do furoato de diloxanida com a B-CD e B-CD sulfatada,
assim como catalisadores basicos como proposta de modelo de catalise enzimatica.
Estudar o efeito das ciclodextrinas na estabilidade quimica de outras substancias
farmacéuticas de interesse em solucéo aquosa.

Preparar os complexos de inclusdo no estado solido dos compostos esteroidais fusidato de
sodio e helvolato de potassio, por técnicas de maceracdo, liofilizacdo, coprecipitacéo,
evaporacéo, etc.

Caracterizar os complexos de inclusdo no estado sélido através de andlises térmicas,
espectroscopia 1V, raios X, RMN, etc.

Utilizar derivados de ciclodextrinas, como os hidrofdobicos (alquiladas ou alciladas) ou
hidrofilicos (hidroxi-propil-ciclodextrina ou sulfobutileter-ciclodextrina), a fim de obter
informagdes com relagdo a formulagdes de liberagdo controlada e imediata,
respectivamente.

Aprofundar os estudos com relacdo a sistemas em ciclodextrinas contendo hdspedes

ditdpicos, a fim de determinar as constantes de equilibrio microscdpicas.

Conclui-se que um dos campos de futura atuacdo poderia ser a busca por hdspedes

ditépicos que demonstrem participacdo ou ndo nos processos de cooperacdo. Estes servirdo

como modelos validos para conhecimento das interacdes ligante-proteina (entendendo por

ligante qualquer tipo de molécula neutra, ion ou radical). Neste sentido vale mencionar que a

interacdo de esterdides em ciclodextrinas tem sido usada como modelo para as interagdes

esterdide-proteina e para a resolucao de sistemas bioldgicos mais complexos.
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ANEXO A - OUTROS ESTUDOS SOBRE AGREGACAO DE SAIS
BILIARES

Outros estudos em relacdo a agregacdo de sais biliares estdo sendo realizados ha pelo
menos 50 anos, em especial colato (NaC) e desoxicolato de sodio (NaDC) e seus conjugados,
com os aminoacidos glicina e taurina. Tem sido empregado nestes estudos, diversas técnicas
experimentais invasivas e ndo invasivas, tais como espectrofotometria, condutividade,
calorimetria, cromatografia, densidade, ultracentrifugacgéo, ressonéancia de spin, fluorescéncia,
tensdo superficial e interfacial, osmometria de membrana, crioscopia, ressonancia magnética
nuclear, potenciometria, solubilizacdo, difusdo, viscosidade, pressdo 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 relagdo a aspectos fundamentais na estrutura e nimero de
agregacdo. Em relacdo ao numero de agregacdo, Kawamura (1989) defende um “modelo tipo
disco”, baseado no proposto por Small, onde os sais biliares formam agregados pequenos com

a face apolar em direcéo ao interior e a polar voltada para o sistema aquoso (Figura 1.1).

Por outro lado, Giglio (1988) propGe aos agregados uma estrutura helicoidal estabilizada
por interacdes polares. A superficie externa € definida pela parte apolar dos monémeros e em

direcdo ao interior estdo dispostos 0s grupos polares (Figura 1.2).

Figura 1.1- Agregado de um sal biliar segundo “modelo tipo disco” de Kawamura e
col; a) vista frontal, b) vista superior, ¢) vista lateral.
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o O

. CH,

* Oxygen
of water

Figura 1.2- Estrutura helicoidal do RbDC segundo Giglio. As linhas descontinuas
representam ligacdes de hidrogénio (direita) e interagBes ion-ion e ion-dipolo
(esquerda).

A determinacdo da fracdo de contra-ions associada aos agregados e a elucidacdo do
ambiente (hidr6fobo ou hidréfilo) no interior dos mesmos, permite declinar a favor de um ou
outro dos modelos aqui mencionados. O modelo de Giglio estabelece uma fracdo de contra-
fons igual a 1, o que sugere agregados eletricamente neutros. Os valores publicados séo
relativamente baixos (tanto para os sais di- como trihidroxilicas), ja que estdo 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
referéncias sdo constatados valores consideravelmente maiores, como o de 0,7 para 0 NaC
(Sugihara, 1982) e o de 0,54 para o NaTC (Simers, 1993). Na primeira referéncia se faz uso
de um método de determinacdo questionavel, enquanto que na segunda, o parametro é
avaliado a partir de dados de tensdo superficial, indicando os préprios autores que o valor
obtido é superior ao real. Estes parametros mostram evidéncias a favor do modelo de

Kawamura, ao menos para agregados de pequeno tamanho.

Por outro lado, a relacdo de intensidade 1;/I3 do primeiro e terceiro sinais do espectro
de fluorescéncia do pireno, é uma medida da polaridade do microambiente em que se encontra
(Malliaris, 1988). Assim, por exemplo, a referida relacdo toma o valor de 1,96 em agua
(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 sdo inferiores a unidade (Jover, 1996; Li, 1994; Matsuzaki, 1989;
Meyerhoffer, 1991; Ueno, 1987; Vethamutu, 1982; Zana, 1985), reforcando o modelo
proposto por Kawamura, no qual a molécula de pireno esta no interior da micela formada pelo

acido biliar, em um ambiente de carater marcadamente apolar.

A controvérsia também se estende a outros parametros como o0 nimero de agregacgdo e
a concentracdo micelar critica (cmc). Vazquez Tato e col. (Coelho, 1996), realizaram uma
completa revisdo dos valores publicados, os quais estdo sendo apresentados na Figura 1.3.
Entre as razBes que justificam as discrepancias observadas entre os diversos autores, cabe
citar a pouca pureza dos sais biliares utilizados nos experimentos. Do mesmo modo, o pH
apresenta uma importancia fundamental, j& que nem sempre se trabalha em condi¢fes em que
0 acido biliar esta totalmente ionizado. Os valores de pKa destes sais sdo 0s seguintes: colico,
4,98; desoxicolico, 5,3; glicolico, 3,95; glicodesoxicélico, 4,69; taurocolico, 1,85 e

taurodesoxicolico, 1,93.

200
30

20 100]

10

RS "SR "7 0
0 NaC NaDC NaTC NaTDC NaC NaTC NaTDC NaC NaDC NaTC NaTDC
Figura 1.3- Valores méaximos e minimos publicados para a cmc, nimero de agregagao (n),
e fracdo de contra-ions para os sais biliares: colato de sédio (NaC), desoxicolato de sodio
(NaDC), taurocolato de sédio (NaTC) e taurodesoxicolato de sédio (NaTDC).
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ANEXO B - CALCULO POR INTEGRACAO DE AREAS PARA
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