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Resumo

A Pentoxifilina ¢ um medicamento ha muito tempo utilizado no tratamento de doencgas
cardiovasculares, especificamente a aterosclerose. Ciclodextrinas sdo compostos constituidos
por mondmeros de glicose e possuem conformacao ciclica, podendo abrigar moléculas em sua
cavidade interna hidrofébica, modificando as suas caracteristicas fisico-quimicas. Até o
presente momento, segundo nossa pesquisa € conhecimento, ndo hd registros na literatura de
estudos sobre a inclusdo da Pentoxifilina em ciclodextrinas. O presente trabalho avaliou a
interacdo no estado sélido e em solucdo entre ciclodextrinas (o e B-CD) e a molécula
Pentoxifilina, caracterizando os sistemas de forma estrutural e termodindmica. Para isso foram
utilizadas as técnicas espectroscopicas de RMN, FT-IR e UV-Vis, além da andlise
termodindmica por ITC, permitindo inferir sobre a topologia, a estequiometria € o0s
parametros termodindmicos dos sistemas.

Os resultados obtidos pelo RMN e FT-IR indicam a existéncia, em solu¢do, de duas
formas de complexo entre a B-CD e a Pentoxifilina, uma envolvendo a parte alifdtica desta
molécula e outra a estrutura dos anéis. Os sinais de correlacio no ROESY referentes aos
hidrogénios das estruturas ciclicas, ou préximos a estas, foram mais evidentes, pelo que sdo
fortes indicios de que a inclus@ao nos anéis seja a mais estavel. Corrobora com isso os
resultados do ITC: a 25 °C a estequiometria encontrada foi de 1:1, a 15 °C foi verificado 2:1
(B-CD:Pentoxi), de modo que uma temperatura menor possibilita as interacdes mais fracas na
cadeia alifatica devido a diminui¢do da energia cinética das moléculas. O ITC também
mostrou que esse sistema € regido pela entropia e que o processo de inclusao ocorre de forma
espontianea, mesmo possuindo uma constante de associacdo baixa. As titulagdes no UV-Vis,
realizadas em temperatura ambiente e expressas graficamente, geraram uma inflexdo préxima
da estequiometria 1:1 e no RMN de hidrogénio houve considerdveis variacdes nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos anéis e nos localizados na parte média da cadeia
alifatica quando comparados antes e depois da inclusdao. Houve deslocamentos na absor¢ao na
regido do infravermelho dos principais bandas da B-CD e Pentoxifilina quando estas foram
avaliadas na forma livre € no composto de inclusdo obtido por liofilizacdo, indicando que o
procedimento foi eficaz e que existem interferéncias nas duas moléculas e nas duas
extremidades da Pentoxifilina.

No sistema a-CD/Pentoxi, os estudos com titulacdo no FT-IR ndo mostraram grandes
interferéncias nas absor¢cdes das duas moléculas pela variacdo da razdo molar. No ITC foi

verificada uma menor constante de associacdo quando comparado ao sistema B-CD/Pentoxi e,



mesmo com uma liberacdo de calor mais expressiva, a formacdo do complexo ndo €

favorecida por fatores entropicos. Também foi obtida uma estequiometria 1:1.



Abstract

Pentoxifylline is a drug used for treatment of cardiovascular diseases for a long time,
acting specifically on atherosclerosis. Cyclodextrins are compounds constituted by glucose
units, getting a cyclic conformation that can interact with another molecules in the
hydrophobic hollow, modifying the physicochemical properties of those. Until now, based on
our research and knowledgement, there is no reference in the literature of inclusion
compounds involving Pentoxifylline and ciclodextrins. The present study evaluates the
interaction between cyclodextrins and Penttoxifylline in solution and solid state,
characterizing the systems structurally and thermodynamically. The spectroscopic techniques
NMR, FT-IR and UV-Vis, besides the thermodynamic analyses by ITC were utilized to
determine the topology, stoichiometry and thermodynamic characteristics of the systems.

The results obtained by NMR and FT-IR show that in solution there are two forms of
complexes between -CD and Pentoxifylline, one involving the aliphatic part of the molecule
and another the structure of rings. The ROESY’s correlation signals of hydrogens belonging
to rings, or near to that, were more evident, indicating a stable association in this portion.
Corroborating these results the ITC: in 25 °C a stoichiometry 1:1 was found, in 15 °C was
verified 2:1 (B-CD/Pentoxi), so that a lower temperature allows the stability of weak
interactions in the aliphatic chain because the kinetic energy of the molecules is less. The ITC
also shows that the system is governed by entropy and the process of inclusion occurs
spontaneously even with a small association constant. The titrations in the UV-Vis were made
in the ambient temperature and the graphics showed one inflexion near of 1:1 stoichiometry,
the NMR of hydrogen presented considerable variations on the chemical shits of ring’s
hydrogens and located in the middle portion of aliphatic chain when compared before and
after inclusion. There was displacement in the infrared absorption of some major signals of -
CD and Pentoxifylline when compared the free molecules and inclusion compound obtained
by lyophilization, indicating the efficient of this method, the interference in both molecules
and the association in two extremities of Pentoxifylline.

In the a-CD/Pentoxi system, the study of titration analyzed by FT-IR does not
demonstrate considerable interferences on the absorption of both molecules when the molar
ratio ranges. The ITC experiment verified a smaller association constant when compared with
B-CD/Pentoxi and, even with a expressive heat liberation, the complex formation is not

favorable because of entropic factors. The stoichiometry obtained was also 1:1.
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Introducao
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1.1. Quimica Supramolecular

Por muito tempo a quimica foi descrita como a ciéncia que observa os elementos da
natureza, suas caracteristicas e processos de obtencdo. A descoberta do dtomo trouxe outros
desafios, tornando-a mais complexa devido ndo somente ao estudo da caracterizacdo dessas
entidades de forma individual, como também pela disposi¢do com que elas podem se associar
e, assim, formar estruturas maiores e heterogéneas. A associacdo de atomos por ligacdes
covalentes, bem como a energia envolvida, descrevem a quimica molecular (LEHN, 1978).
Entretanto, muitos fendmenos nao sio explicados por essas interagdes fortes.

A quimica supramolecular corresponde ao estudo das interagdes intermoleculares e foi
primeiramente proposta por Jean-Marie Lehn, que recebeu o Prémio Nobel em 1987
juntamente com Donald J. Cram e Charles J. Pedersen, por seus trabalhos no desenvolvimento
e utilizacdo de moléculas de estrutura especifica com interacdes de alta seletividade. Por se
tratar de uma disciplina detalhista, a quimica supramolecular exige um rigoroso entendimento
da estrutura e das ligacdes a nivel molecular (STEED, 2015). Ligacdes de hidrogénio,
interacdes idnicas, dipolo-dipolo, dipolo permanente-dipolo induzido, forcas de dispersao
bem como o efeito hidrofébico configuram essa drea que é amplamente investigada devido a
sua abrangéncia de aplicagdes, onde a arquitetura supramolecular sintética tem como plano de
fundo a mimetizacao dos sistemas biolégicos (LEHN, 1985; UHLENHEUER, PETKAU et
al., 2010).

E justamente nos sistemas biolégicos que a quimica supramolecular tem sua
inspiracdo e baseia o seu entendimento. Ha diversos exemplos de como as pequenas
interacdes repercutem de forma fina e elaborada em uma resposta bioldgica: a afinidade de
uma enzima, no qual o sitio ativo é especifico a um substrato, sendo capaz de distinguir
mesmo isdmeros Opticos; a unido entre as duas fitas de DNA pelas ligacdes de hidrogénio das
bases nitrogenadas e por interacdes eletrostaticas entre os grupos fosfato; o enovelamento de
uma proteina em sua conformacdo nativa, resultado das interacdes entre os diversos residuos
de aminodcidos, sendo capaz de exercer sua funcionalidade; a agregacdo dos fosfolipidios
para constituir a dupla camada de todas as membranas celulares, resultado de forcas de
dispersdo e do efeito hidrofébico que unem as cadeias hidrocarbonadas, Figura 1.1
(SERVICE, 2005; UHLENHEUER, PETKAU et al., 2010). Nesse ultimo, trata-se de uma
forca muito fraca quando levado em consideracdo apenas duas dessas biomoléculas, contudo,
a soma de um universo maior de unidades garante o sinergismo capaz de estabilizar a

estrutura.
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Figura 1.1 - Alguns exemplos de sistemas supramoleculares biolégicos: a) complexo enzima-

substrato; b) dupla fita de DNA e c¢) bicamada lipidica.

A quimica supramolecular pode ser dividida em trés partes:

1) do reconhecimento molecular: tem-se estudos dos mecanismos de
reconhecimento que ocorrem de forma especifica entre uma molécula e outra por meio de
interacoes nao-covalentes, muitas vezes envolvendo complementariedade. Como exemplo
temos a interag@o entre um patégeno e um anticorpo;

i1) dos sistemas héspede-hospedeiro: compreende os complexos formados por
duas ou mais moléculas através de interacdes ndo-covalentes onde, na maioria, as moléculas
héspedes sdo anfifilicas e seus grupos ou partes mais afins interagem uns com os outros. As
ciclodextrinas e suas moléculas héspedes figuram nesse tipo;

1ii) dos agregados moleculares ou auto-agregados: onde temos a unido de
sistemas supramoleculares independentes para compor um conjunto maior com propriedades
diferentes daqueles isolados. Proteinas com estrutura quaterndria, nas quais ha o envolvimento
de duas cadeias de aminodcidos, sdo exemplos desses agregados.

Dos muitos desafios da ciéncia, o estudo da automontagem molecular revela-se com
significancia (LEHN, 2002; WHITESIDES e BONCHEVA, 2002; SERVICE, 2005).
Entender como essas interacdes intermoleculares perfazem arquiteturas complexas a ponto de
formar estruturas que vao desde organelas celulares a materiais rigidos da construcao civil
tornou-se um trabalho meticuloso para quimicos e fisicos dessa drea hd mais de quatro
décadas. De todo esse tempo, pode-se dizer sobre duas premissas basicas: o conceito de que
semelhante interage com semelhante, adentrando as ideias de hidrofobicidade e

7z

hidrofilicidade, e o conceito de que a automontagem €& governada por processos
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energeticamente favordveis (SERVICE, 2005). Sistemas em solu¢@o ou em estado sélido sdao
os mais observados por perfazerem arquiteturas supramoleculares discretas ou arranjos
tridimensionais cristalinos, contudo, estudos da quimica de superficies t€ém sido emergentes
ao longo dos ultimos anos, englobando interacdes de coordenacdo e com halogénios
(SLATER, PERDIGAO et al., 2014).

A quimica supramolecular, no desafio de encarar sistemas de grande complexidade,
produz descobertas de importancia e que concernem aplicagcdes reais em varios segmentos.
Estudos como a de um teste comercial para cancer de prdstata, com base na luminescéncia de
complexos de eurdpio capazes de reconhecer citrato; polimeros que mimetizam a capacidade
anti-congelante de proteinas encontradas em alguns peixes € um novo método de
polimerizacdo, baseado na reagdo dos mondmeros com uma molécula iniciadora, que gera um
centro ativo para a reagdo, estdo entre algumas das novidades que faz desta uma éarea

promissora (STEED, 2015).

1.2. Ciclodextrinas e suas aplicacoes

Ciclodextrinas sdo compostos sintéticos obtidos enzimaticamente pela degradacdo do
amido, se tratando de moléculas ciclicas constituidas, principalmente, com seis até oito
residuos de glicopiranose unidas por ligacdes a-1,4. Existem trés tipos de ciclodextrinas ditas
nativas ou naturais que se diferenciam, dentre outros aspectos, pelo nimero de residuos de
acucar: a a (alfa) com seis, a  (beta) com sete e a Y’ (gama) com oito. Essas se encontram
representadas na Figura 1.2, a seguir, e a Tabela 1.1 apresenta algumas das suas
caracteristicas estruturais segundo Josef Szejtli e Norico Ogawa e colaboradores (SZEJTLI,

1998; OGAWA, TAKAHASHI et al., 2015).
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Figura 1.2 - Representagao estrutural das principais ciclodextrinas naturais obtidas pela

hidrolise enzimatica do amido.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas estruturais das principais ciclodextrinas naturais.

N° de Diametro da Diametro da Volume
Massa Altura
residuos de abertura abertura aproximado da .
molar . . <3 (A)
glicose maior (A) menor (A) cavidade (A”)
a-CD 6 972 5,3 4,7 174 7,9
p-CD 7 1135 6,5 6,0 262 7.9
Y-CD 8 1297 8,3 7.5 427 7,9

Variagdes no nimero de glicopiranoses e modificagdes em seus grupos hidroxilas,
com a adi¢do de grupos funcionais, conferem a essas moléculas caracteristicas fisico-quimicas
distintas. Por exemplo, a a-ciclodextrina é mais solivel que a §, mas menos soltivel que a Y’
(a: 14,5 g/100 mL de agua, B: 1,85 g/100 mL de agua, Y: 23,2 g/ 100 mL de 4gua, a 25 °C),
sendo que um dos motivos que explicam essa variacdo na solubilidade é a disposi¢ao dos
atomos em cada ciclodextrina, o que permite um maior ou menor nimero de interagdes
intracadeia dessas estruturas na contrapartida com as interacdes delas com o solvente
(SZEJTLI, 1998).

Dos mais de 15.000 derivados registrados por Szejtli em 2004, chama atencdo a
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) por ser mais solivel que a precursora -ciclodextrina
e possibilitar aplicacdes onde hé a necessidade de uma maior concentragio (SZEJTLI, 2004).
A hidroxipropil-Y-ciclodextrina (HPYCD) também € outra derivada que mescla Otima
habilidade de encapsulamento e boa solubilidade, ja& sendo encontrada em composicoes
farmacéuticas comerciais como no diclofenaco sédico (Voltaren) e no Tc-99 Teoboroxime
(CardioTec) (BREWSTER, 2007).

Todas as ciclodextrinas possuem conformacdo ciclica capaz de formar um ambiente
interno hidrofébico, o que permite hospedar moléculas, ou parte destas, em seu interior. Em
ambiente aquoso, o interior hidrofébico € ocupado por moléculas de 4gua de forma
energeticamente desfavorédvel, vindo a ser substituidas por outro composto menos polar, Liu e

Guo verificaram que essas ndo interferem/impedem de forma aprecidvel o fendmeno de
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inclusdo de outros compostos no interior (LIU e GUO, 2002). J4 a superficie externa
hidrofilica interage facilmente com moléculas de dgua através, principalmente, de ligacdes de
hidrogénio que sao estabelecidas. A complexacdo é orientada de forma a maximizar o contato
entre a parte hidrofébica da molécula e a cavidade apolar da ciclodextrina, minimizando a
energia resultante, aumentando o nimero e intensidade das interagdes intermoleculares e,
consequentemente, formando sistemas mais estdveis. Essa caracteristica de hospedeira
molecular pode modificar as propriedades quimicas, fisicas e mesmo bioldgicas dos
compostos incluidos, gerando aplicacdes em diversos setores: farmacéutico, alimenticio,
quimico, cromatografico, biotecnoldgico, téxtil, da agricultura, higiene, medicina e meio-
ambiente (LOPEZ, DE VRIES er al.,, 2011; MARCOLINO, ZANIN et al., 2011;
GOUREVICH, DOGADKIN et al., 2013; YOUWIE e YINZHE, 2013).

Embora as ciclodextrinas tenham sido descobertas hda mais de 120 anos, suas pesquisas
s6 ganharam forca na década de 1980 através de aplicagdes na industria farmacéutica e de
alimentos (CRINI, 2014). Segundo J6zsef Szejtli, pesquisador hingaro pioneiro nessa drea, o

histérico dessas moléculas pode ser divido em trés periodos (SZEJTLI, 1998):

¢ Periodo da descoberta: Em 1891 o farmac€utico e quimico Antoine Villiers realizava
experimentos em seu laboratério utilizando o fermento Bacillus amylobacter
(Clostridium butyricum) em amido de batata quando notou a formacdo de um cristal
com propriedades particulares, ao qual deu o nome de celulosina, por apresentar
semelhangas com a celulose como resisténcia a hidrélise 4acida e auséncia de
propriedade redutora. Naquela época ele ja havia percebido a formagao de dois tipos
distintos de cristais, provavelmente a o e a B ciclodextrinas. Cerca de 20 anos depois,
Shardinger percebeu a diferenca na coloracdo desses dois cristais ao reagi-los com
iodo, a cor era verde-cinza para a o-ciclodextrina seca, que mudava para azul na
presenca de dgua, e acastanhada para a B-ciclodextrina, ndo importando se estava seca

ou umida. Esse periodo perdurou até inicio da década de 1930.

¢ Periodo de estudos sistematicos: Entre as décadas de 1930 e 1970 houve avangos na
caracterizacdo dessas moléculas. Karl J. Freudenberg, através de seus experimentos e
da observacdo dos trabalhos de outros colegas, chegou a conclusio de que as
ciclodextrinas eram estruturas ciclicas. Mais tarde, esse mesmo pesquisador elucidou a

estrutura da terceira ciclodextrina natural, a Y. Grupos de dois pesquisadores, Dexter
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Frech e Friedrich Cramer, trabalharam extensivamente na producio enzimadtica das
ciclodextrinas, bem como na sua purificacdo e caracterizacdo. Cramer também voltou

sua aten¢do na formagao dos complexos de inclusao.

¢ Periodo de producao industrial: Esse periodo vai da década de 1970 até os dias
atuais. Apdés muitos estudos terem constatado que as ciclodextrinas ndo eram toxicas,
houve um grande aumento na producao a partir da década de 1970, fazendo com que o
preco desses compostos cafsse, se tornassem mais acessiveis e possibilitando

pesquisas em diferentes dreas (CRINI, 2014).

Além dos trés periodos referidos, pode-se destacar, mais recentemente, uma fase de
grande avan¢o na aplicabilidade dessas moléculas, resultante da sintese de derivados que
permitiram extrapolar algumas limitagdes existentes nas ciclodextrinas naturais relacionadas a
solubilidade, além de proporcionarem maior associagdo das hdspedes e concomitante
estabilizacao destas moléculas que adentram no interior. Conforme revisao de Neha Sharma e
Ashish Baldi (SHARMA e BALDI, 2016), atualmente as ciclodextrinas tornam possivel a
liberacdo de compostos por via oral, retal, nasal e transdérmica, além da administracio tdpica
na oftalmologia por meio da formulacao de colirios que geram menos irritacdo e aumentam o
tempo de meia-vida dos compostos atuantes.

Na drea farmaceéutica as ciclodextrinas sdo utilizadas como excipientes em cerca de 40
produtos e permanecem promissoras: se por um lado 90 % dos farmacos em desenvolvimento
tem problemas relacionados a solubilidade, por outro lado as ciclodextrinas apresentam
caracteristicas hidrofilicas (log K, entre —8 e —12), grande numero de hidrogénios
receptores/doadores e ndo toxicidade por via oral, com excrecao direta de grande parte
administrada e digestdo bacteriana no célon (LOFTSSON e BREWSTER, 2010). Sua acao
como transportadora também € aprecidvel, encapsular fairmacos e lanca-los préximo ao seu
sitio de acdo conferem a essas funcdo de liberadores moleculares, dando prote¢dao ao longo de
todo o caminho no organismo e aumentando a eficdcia. Outras vantagens de sua utiliza¢ao
consistem em uma melhor formacdo de estruturas cristalinas, diminuicdo da sensibilidade de
certos farmacos, ja que esses ndo ficam prontamente expostos, reducdo de efeitos colaterais
muitas vezes relacionados a uma menor quantidade administrada e atenuacdo de sabores

desagraddveis (CRINI, 2014).
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Na medicina, a vacina Daptacel (Diphtheria and Tetanus Toxoids and Acellular
Pertussis Vaccine Adsorbed) ja é formulada utilizando a dimetil-B-CD e estudos com
anestésicos locais incluidos também foram recentemente avaliados com bons resultados
(BRANDARIZ e IGLESIAS, 2013). O pequeno tamanho de sua cavidade interna e grande
resisténcia a degradac@o enzimatica dao a a-ciclodextrina um grande potencial na industria de
alimentos, utilizadas na solubilizacdo de 4cidos-graxos e vitaminas e para estabilidade de
aromatizantes, corantes e adogantes (LI, CHEN et al., 2014). Na quimica, ciclodextrinas tem
sido empregadas com sucesso e varios avangos foram obtidos na separagdo de compostos
quirais por cromatografias liquida, gasosa ou de fluido supercritico, como visto na revisdo de
Xiao (XIAO, NG et al., 2012).

Recentemente, essas moléculas também tém sido empregadas na sintese de polimeros, ou
associadas a essas estruturas, para libera¢ao controlada de fairmacos. A presenga de hidroxilas
em sua superficie externa e a existéncia de uma cavidade interna sdo atributos das
ciclodextrinas na constituicdo de polimeros, seja por interacdes hdspede-hospedeiro ou
mesmo por ligagdes covalentes entre as unidades (ZHOU e RITTER, 2010)(WEI e YU,
2015). A associacdo entre a ciéncia dos polimeros e técnicas de liberacdo controlada de
substancias resultam em arquiteturas quimicas com multiplas funcionalidades e aplicag¢des
biomédicas (OLIVEIRA, SUAREZ et al., 2015) e constituem uma linha de pesquisa em
potencial, pois embora vérios trabalhos in vitro e in vivo demonstrem sua efici€éncia na terapia
de doencas como o cancer, ainda hd pouco conhecimento sobre a biocompatibilidade,

toxicidade e biodegradagdo desses sistemas supramoleculares (WEI e YU, 2015).

1.3. A fisico-quimica e os compostos de inclusiao

Segundo o Gold Book da TUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), a definicdo de um composto ou complexo de inclusdo consiste em um
componente hospedeiro possuir cavidade capaz de alocar uma segunda entidade (héspede)
sem a existéncia de ligacdes covalentes (IUPAC, 2015). Assim, o estudo dos compostos de
inclusdo inserem-se na quimica supramolecular e desvendar as interagdes intermoleculares
entre essas duas espécies torna-se de interesse. Nessa relacdo, caracteristicas inerentes tanto
da molécula héspede como da hospedeira devem ser observadas, inserindo também fatores
externos como o ambiente em que essas moléculas se encontram (tipo de solvente, pH,

temperatura, forca ionica, dentre outros).
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A energia é encontrada em diferentes formas como potencial elétrica, potencial
eléstica, cinética e quimica, e o seu fluxo € o objeto de estudo da termodinamica (DEMIREL,
2013). Os conceitos da termodinamica, muito bem definidos ao longo de mais de duzentos
anos por grandes cientistas como Carnot, Clausius e Gibbs, sdo de fundamental importancia
no estudo de compostos de inclusdo no sentido de discutir sobre a estabilidade e
espontaneidade da formacao desses sistemas. Ndo somente € necessario uma caracterizacdo
estrutural, observando as partes envolvidas e o tipo de interagcdo, como também a
determinacdo de parametros fisico-quimicos como AG, AH e TAS, que conduzem ao
entendimento do tipo de complexo em questao.

No caso dos compostos de inclusdo envolvendo ciclodextrinas, as quantidades
termodindmicas obtidas sdo consequéncia da entrada da parte hidrofébica da molécula
héspede na cavidade e saida das moléculas de 4gua, com destaque para as intera¢des de van
der Waals e as hidrofébicas (REKHARSKY e INOUE, 1998). Uma técnica que responde bem
a essa finalidade em ambiente aquoso € a calorimetria isotérmica de titulagdo, que informa a
entalpia de reacdo, a constante de associa¢do envolvida e, inclusive, a estequiometria do
sistema (BOUCHEMAL e MAZZAFERRO, 2012). A termogravimetria e a calorimetria
exploratéria diferencial também fornecem suporte para tal caracterizagdo por revelarem
curvas diferenciadas entre as moléculas livres e envolvendo o composto de inclusdo
(CORCIOVA, LAZAR et al., 2010; YAO, YOU et al., 2014).

A importancia das moléculas de 4gua no processo de inclusdo foi algo extensivamente
investigado. Em solucdes aquosas, o interior da ciclodextrina é ocupado por moléculas de
dgua através de interagdes polar-apolar (polar por parte das moléculas de dgua, apolar por
parte da ciclodextrina), gerando um estado energeticamente desfavordvel e, por isso, sendo
rapidamente ocupado por quaisquer moléculas que diminuam a alta entalpia desse sistema
(OGAWA, TAKAHASHI et al., 2015). O processo de substitui¢do, como ja mencionado, é
governado pelas forcas de van der Waals e interagdes hidrofobicas, ficando as ligagdes de
hidrogénio e os efeitos estéricos em segundo plano. Entretanto, cada sistema responde de
forma singular e ponderal a cada tipo de interag¢do intermolecular, a depender, principalmente,
da molécula héspede investigada (REKHARSKY e INOUE, 1998). A Figura 1.3 esquematiza

outros fatores associados ao processo de inclusdo.
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Figura 1.3 - Fatores, em respectivas proporc¢des, associados ao processo de inclusao.

Do ponto de vista termodindmico, pode-se dizer que a inclusdo por uma ciclodextrina,
sendo regida por um conjunto de interacdes intermoleculares, gera um ganho entdlpico
significativo. Este ganho € compensado pela perda de entropia ocasionada pela unido entre as
duas moléculas até entdo separadas. Quando, em alguns sistemas, uma segunda ciclodextrina
agrega a um composto de inclusdo ja formado (estequiometria 2:1), a constante de associagao
obtida € consideravelmente menor frente a primeira pois a barreira entrépica imposta ¢ maior
(PURKAYASTHA, JAFFER et al., 2012).

O campo da quimica supramolecular foi por muito tempo visto sob a Optica do
controle termodindmico, no qual o equilibrio de montagem vinculado a termodindmica
persiste por periodos maiores. Essa ideia € razodvel visto que as interagdes nao-covalentes sao
fracas, sendo quebradas e geradas de forma constante porque as barreiras de ativagao nao sao
significativamente altas. Entretanto, incorporar todas as situagdes a esse regime, de certo grau
estdtico, pode levar a conclusdes equivocadas. Recentemente, tem-se falado também de
sistemas de montagem vinculados a cinética e sistemas de montagem longe do equilibrio. Os
primeiros remetem a sistemas que sao temporariamente durdveis mas que podem vir a ocupar
um vale de menor energia, seja por uma modificacio no ambiente, como a mudanga na
concentracdo de um dos componentes do sistema, seja pelo fornecimento de uma certa
quantidade energética suficiente para transpor uma barreira de ativagdo maior e, assim,
adquirir maior estabilidade. A segunda situacdo necessita de uma continua demanda de
energia para formacdo e quebra das interacoes ao longo de um caminho ou rota quimica no

qual vérias moléculas participam e diferentes interacdes ocorrem. Quando o fornecimento de
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energia para o sistema longe do equilibrio € interrompido, esse torna-se termodindmico ou
cinético, como descrito anteriormente. O comportamento longe do equilibrio €
frequentemente observado no meio intracelular, como na rota de quebra do ATP para a
constituicdo de macromoléculas termodinamicamente desfavordveis, um processo continuo
envolvendo uma intrincada rede de reacdes e moléculas que s6 termina com a morte da célula

(MATTIA e OTTO, 2015). A Figura 1.4 esquematiza esses trés tipos de sistemas.
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Figura 1.4 - Representagdo dos tipos de sistemas supramoleculares frequentemente

observados.

Nesse contexto, € facil pensar em regimes caracteristicamente termodindmicos para os
compostos de inclusdo com ciclodextrinas pelo fato de que as interacdes envolvidas geram
barreiras energéticas baixas, mas hd casos na literatura que nao se enquadram nesse perfil.
Um exemplo € o trabalho de Krabbenborg (KRABBENBORG, 2014): ferroceno 4acido
carboxilico € continuamente oxidado e reduzido por meio de dois eletrodos, uma superficie
possuindo B-CD é€ colocada entre os eletrodos e em contado com a solucdo de ferroceno. As
ciclodextrinas da superficie podem se ligar, por intermédio de uma molécula de adamantano
modificada, apenas aos ferrocenos reduzidos, gerando um gradiente de concentracdo
localizado. Esse sistema € caracterizado como longe do equilibrio porque ele persiste somente
quando ha corrente entre os eletrodos, pelo que na auséncia desta o gradiente de concentracdo

¢ desfeito pela falta de interagdo entre o ferroceno reduzido e a ciclodextrina.

1.4. Doencas cardiovasculares
As doengas cardiovasculares sdo causadas por desordens do coragdo e dos vasos
sanguineos e incluem as doencas coronarianas, as cerebrovasculares, as de aumento da
pressao arterial, as doengas congénitas e reumaticas do coragdo e das artérias periféricas. Os

principais fatores de risco sdo o fumo, sedentarismo, dieta desequilibrada, abuso de élcool e a



25

predisposicdo genética, sendo este um fator ndo modificdvel. Em 2012, cerca de 31 % das
mortes registradas no mundo foram decorrentes de doencas cardiovasculares, o que
representou 17,5 milhdes de obitos, sendo a maior parte, 75 %, registrada em nacgdes
desenvolvidas ou em desenvolvimento (WHO, 2015). A maior incidéncia nesses paises, que
inclui o Brasil, estd relacionada ao estilo de vida adotado, jad que sedentarismo, dieta
inadequada e estresse sdo comuns nessas populacdes e condicionam o individuo a essas
doengas. Além disso, hd um tendéncia de elevacdo no nimero desses quadros em paises em
desenvolvimento, agravando a morbidade e mortalidade (ESPOSITO, CARAMELLI et al.,
2007). A Figura 1.5 mostra graficos do cendrio das mortes prematuras de homens e mulheres

no Brasil em 2011.

Mortes prematuras- Homens (30 a69 anos)  Mortes prematuras - Mulheres (30 a 69 anos)
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v

Figura 1.5 - Prevaléncia de causas de mortes prematuras registradas no Brasil estratificada por

género no ano de 2011.

Apesar de a maioria das instdncias que levam ao surgimento das doencas
cardiovasculares se tratarem de fatores modificdveis e, portanto, considerados preventivos,
estima-se que elas ocasionem, em 2030, cerca de 25 milhdes de mortes (OKWUOSA,
LEWSEY et al., 2016), isso porque, em contrapartida a prevengdo, novos fatores como a
poluicdo, encontrada especialmente nos grandes centros urbanos, a exposicdo a solventes,
metais pesados, pesticidas e extremos sonoros e de temperatura também tém chamado a
atencdo para a vulnerabilidade do coracdo e do sistema vascular (COSSELMAN, NAVAS-
ACIEN et al., 2015).

Frequentemente sdo observadas doencas oclusivas do sistema circulatério nos
pacientes, seja em artérias pequenas ou de grande calibre. A aterosclerose é uma dessas

doencas e se caracteriza por uma inflamacao cronica em resposta a uma agressiao do endotélio

de artérias de médio a grande calibre, possuindo varios desencadeantes, como dislipidemias e
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hipertensdo arterial. A placa aterosclerética formada compromete o fluxo sanguineo e €
resultado de um depésito de lipideos, tecido fibroso e células do sistema imunoldgico que se
agregam ao local (XAVIER, IZAR et al., 2013). A aterosclerose pode ser fatal quando atinge
artérias de 6rgdos que resistem poucos minutos sem oxigénio, como o coragdo e o cérebro.

Desse modo, a necessidade de se trabalhar de forma preventiva torna-se emergente,
alertando sobre os riscos dessas doencas € a mudanca no estilo de vida para habitos mais
sauddveis. Paralelamente, a Organizacio Mundial da Sadde enfatiza as pesquisas de
desenvolvimento de novos tratamentos e medicamentos nessa drea na busca de minimizar os
casos de 6bito, ja que a condicdo da vida moderna da populacdo mundial como um todo tende

a ser irreversivel.

1.5. Pentoxifilina
A molécula Pentoxifilina [nome IUPAC: 3,7-dimetil-1-(5-oxo-hexil)purina-2,6-diona]
€ derivada da base purinica xantina, sendo constituida por dois anéis, um de cinco e outro de
seis membros, € uma parte alifditica com um grupo cetona proxima a extremidade, conforme

visto na Figura 1.6.

Sapes

Figura 1.6 - Férmula estrutural da Pentoxifilina.

A Pentoxifilina € um medicamento comumente indicado para o tratamento de doencgas
oclusivas arteriais periféricas, distirbios arteriovenosos de natureza aterosclerdtica ou
diabética e alteragdes circulatdrias cerebrais, todas essas englobadas no conjunto de doengas
cardiovasculares, as quais matam milhdes e descritas no item 1.4. A Figura 1.7 ilustra a artéria
normal e comprometida com a aterosclerose.

Embora nao se saiba o real mecanismo bioquimico de sua agdo, segundo dados da
literatura a molécula atua no aumento da flexibilidade dos eritrdcitos (glébulos vermelhos) e
diminui¢do da viscosidade sanguinea, dificultando a adesdo dos leucdcitos (glébulos brancos)
e plaquetas nas células da parede endotelial dos vasos sanguineos (REILLY, QUINTON et
al., 1987, AZHAR e EL-BASSOSSY, 2015). Evidéncias cientificas de sua acgdo
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vasodilatadora foram verificadas pelo fato dela promover o incremento das concentragdes de
adenosina monofosfato ciclica, sendo esses resultados vistos somente quando administrada
em doses superiores as normalmente utilizadas (KAMPHUIS, SMITS et al., 1994; AHMADI
e KHALILI, 2016), corroborando para sua eficiéncia no tratamento das doencas cardiacas

crOnicas haja vista a obstru¢do ocasionada pela aterosclerose.

A)  Artéria normal

Parede da artéria

Y

Fluxo normal de sangue

Fluxo anormal de sangue
Placa

B) Artéria estreita ,
Ldmen normal

Lumen Placa

menor

Figura 1.7 - Representacdo de duas artérias. a) Artéria normal com fluxo sanguineo
sadio; b) Artéria com placa aterosclerdtica e fluxo sanguineo prejudicado. (Adaptado de

http://www.nhlbi.nih.gov/health/health-topics/topics/atherosclerosis)

Também hd resultados in vitro e in vivo da sua acdo anti-inflamatéria ja que a
molécula € um inibidor ndo-especifico da fosfodiasterase, atuando na supressio da citocina
TNF-a e sua consequente sinalizacio celular que promove a vasoconstricao (EL-BASSOSSY,
EL-MOSELHY et al., 2011). Essa acdo antiinflamatéria também desfavorece o processo
depositario/inflamatdério que obstrui a luz dos vasos sanguineos na aterosclerose. Sua agdo
contra a trombose € relatada pela sua inducdo na sintese de prostaglandina e inibi¢do da

enzima fosfodiesterase E (AMBRUS, STADLER et al., 1995).
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Por todas essas atribui¢cdes fisiologicas e bioquimicas, a Pentoxifilina foi, e continua
sendo, estudada ndo somente em relacdo as doengas cardiovasculares, como também na
terapia de diversas outras enfermidades. Em acesso a base cientifica Web of Science™
(Thomson Reuters™) inserindo uma busca contendo no titulo a palavra “Pentoxifylline” de
2010 até 30 de janeiro de 2016 revelou um quantitativo de 454 publicacdes das mais variadas
linhas: foi verificado que a administracdo desse farmaco com inibidores do sistema renina-
angiostensina gerou uma reducdo na albumindria residual em pacientes com diabetes tipo 2
(NAVARRO-GONZALEZ, MORA-FERNANDEZ et al., 2015). Decorréncias hepdticas,
como a hipertensdo portal (aumento da pressao das veias que levam o sangue dos 6rgaos
abdominais para o figado) e a hepatite alcodlica severa também foram investigadas (AHMED,
EL-MARAGHY et al., 2012; PARK, KIM et al., 2014; THURSZ, RICHARDSON et al.,
2014), bem como cancer (BRAVO-CUELLAR, ORTIZ-LAZARENO et al., 2010; GOEL e
GUDE, 2011; 2014) e disfuncdo erétil (ALBERSEN, FANDEL et al., 2011; KUMAR,
KUMAR et al., 2015), muitos apresentando resultados promissores. Uma revisdo feita por
Ahmadi e Khalili investigou o uso dessa molécula na cicatrizagdo de feridas e conclui que o
seu uso, tanto na administracdo oral como parenteral, mostrou efeitos benéficos na
anastomose colorretal, cicatrizes de queimaduras recentes, injurias induzidas por radiagdo,
ulceras venosas, estomatite aftosa recorrente e leishmaniose cutanea/mucocutanea (AHMADI
e KHALILI, 2016).

O grande potencial da Pentoxifilina e sua utilizacdo na linha de frente do tratamento
das doengas cardiovasculares empenham esta pesquisa. Até o presente momento, com base
nas buscas realizadas, ndo héd registros na literatura da inclusdo dessa molécula em
ciclodextrinas. Sua inclusdo poderia proporcionar modificagdes nas caracteristicas fisico-
quimicas, terapéuticas e farmacoldgicas que contribuissem numa melhor administracdo, onde
se desejam menores doses, melhor intera¢do especifica, maior solubilidade e diminui¢do dos
indesejados efeitos colaterais. A Pentoxifilina apresenta boa solubilidade em agua (276,7
mmol/L a 25 °C) e é bem absorvida pelo trato gastrointestinal (> 95 %), entretanto essa
molécula apresenta duas problematicas: a primeira consiste no fato de que sua estrutura €
semelhante a cafeina e a teofilina, demandando um cuidado rigoroso em pacientes sensiveis a
estas duas substincias, a segunda estd relacionada a sua rdpida degradacdo metabdlica no
figado, isso j4 na primeira passagem, onde ocorre perda de 60 a 70 % de massa
(INDRAYANTO, SYAHRANI et al.,, 1998; PUBCHEM, 2015a). A sua inclusdo com

ciclodextrinas poderia resolver essas questdes: no primeiro caso o processo poderia promover
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uma menor dosagem na administracdo do medicamento, o que diminuiria o fator da
sensibilidade, além de promover uma melhor eficiéncia e economicidade no preco do
tratamento, no segundo, a inclusdo protegeria a molécula da extensa degradacdo enzimatica
que ocorre no figado, de modo que a sua atuacdo permaneceria de uma forma mais eficaz e

por mais tempo.

1.6. Objetivos do trabalho

O presente trabalho teve como objetivo preparar complexos supramoleculares entre
ciclodextrinas e a Pentoxifilina, um medicamento muito utilizado no tratamento de doencgas
cardiovasculares. As caracteriza¢des tiveram como base os estudos com a B-ciclodextrina pelo
fato desta ser aprovada pela Food And Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) (DE SOUSA, 2007), entretanto a a-ciclodextrina também foi
verificada por possuir um menor tamanho, permitindo uma comparacdo relacionada aos
fatores estéricos.

Como citado anteriormente, hd um alto metabolismo da Pentoxifilina no figado, o que
faz com que essa molécula seja degradada rapidamente. Um meio de se resolver essa questdo
estaria na sua inclusdo com ciclodextrinas, pelo que esse processo proporcionaria protecao.
Além disso, as doses administradas atualmente poderiam ser reduzidas, melhorando a questao
dos efeitos colaterais e problemas relacionados com a sensibilidade a essa droga, seus
metabdlitos e moléculas semelhantes.

Ap6s o preparo dos complexos, houve a caracterizacdo fisico-quimica por diversos
métodos analiticos, permitindo um amplo estudo termodindmico e estrutural desses sistemas,

buscando dados ainda inexistentes na literatura.



Capitulo 2

Materiais e Métodos
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2.1. Reagentes Utilizados
Os reagentes utilizados na caracterizacdo dos sistemas supramoleculares estudados

estdo listados a seguir com algumas informacdes e propriedades fisico-quimicas.

2.1.1. B-ciclodextrina
Nomenclatura [UPAC: ciclo-hepta-glucoamilose.
Formula molecular: C4H70035
Massa molecular média: 1135 g.mol_1 (SZEJTLI, 1998).
Solubilidade em dgua a 25 °C: 15,9 mmol.L™! (SZEJTLI, 1998).
Ponto de fusdo: 311,31 °C (SAENGER, 1980).

Formula estrutural:

OH
HO 0 O,
OH™ ho
OH
o
"G OH
d HO
OH
0 (6]
OH
HO g
OH oH
OH
OH
o OH oH o L0
OoH
HO
o
OH

Figura 2.1 - Férmula estrutural de B-ciclodextrina.

2.1.2. a-ciclodextrina
Nomenclatura IUPAC: ciclo-hexa-glucoamilose.
Férmula molecular: C3cHgpO3p.
Massa molecular média: 972.8 g.mol_1 (PUBCHEM, 2015b).
Solubilidade em dgua a 25 °C: 149,2 mmol. L™ (SZEJTLI, 1998).
Ponto de fusdo: 277,8 °C (PUBCHEM, 2015b).

Formula estrutural:
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Figura 2.2 - Férmula estrutural da a-ciclodextrina

2.1.3. Pentoxifilina
Nomenclatura [UPAC: 3,7-dimetil-1-(5-oxo-hexil)purina-2,6-diona
Formula molecular: C13H;gN4O3.
Massa molecular média: 278,31 g.rnol_1 (PUBCHEM, 2015a) .
Solubilidade em dgua a 25 °C: 276,7 mmol.L! (PUBCHEM, 2015a).
Ponto de fusdo: 105 °C (PUBCHEM, 2015a).
Caracteristica: p6 branco cristalino, de gosto amargo, odor leve e caracteristico.

Foérmula estrutural:

Sapes

Figura 2.3 - Féormula estrutural da Pentoxifilina.
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2.2. Equipamentos e acessorios:
e Espectrofotdmetro de Absor¢dao na Regido do Infravermelho (FT-IR), Perkin Elmer

Spectrum 100;

e Acessorio para Infravermelho, Reflectancia Total Atenuada Horizontal (HATR);

e (ela de Seleneto de Zinco (ZnSe), para FTIR-HATR;

e Espectrofotdometro na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), Varian Cary 50 Scan;

e (ubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico;

¢ Espectrofotdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker Avance DRX-
400, operando a 400 MHz;

e Tubos de quartzo para RMN de 0,8 polegadas de comprimento e 5 milimetros de
didmetro externo;

e Liofilizador marca JJCientifica, modelo LJJ04;

e Microcalorimetro VP-ITC , MicroCal.

As andlises utilizando o Espectrofotdmetro de Absorcdo na Regido do Infravermelho e
Espectrofotometro na regido do Ultravioleta-Visivel foram realizadas no Centro de Estudos de
Investigacdo e Inovacdo em Materiais Biofuncionais e Biotecnologias da UNIFEI. Anélises
com o Espectrofotdometro de Ressondncia Magnética Nuclear foram realizadas no
Departamento de Quimica da UFMG. Andlises com o Microcalorimetro VP-ITC foram
conduzidas no Laboratério de Espectroscopia e Calorimetria — LNBio, na UFJF — Campus
Governador Valadares e no Centro de Estudos de Investigacdo e Inovacdo em Materiais

Biofuncionais e Biotecnologias da UNIFEI-Itajuba.

2.3. Descricao das técnicas de caracterizaciao utilizadas

Para a caracterizacdo, tanto da molécula héspede, como dos compostos de inclusdo,
foram utilizadas técnicas espectroscopicas ja bem definidas para essa finalidade (BUDAL,
2003; DE SOUSA, OLIVEIRA et al., 2008; FLOARE, PIRNAU et al., 2013): Espectroscopia
na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), Espectroscopia de Absor¢do na Regido do
Infravermelho (FT-IR) por meio da Reflectancia Total Atenuada Horizontal (FTIR-HATR) e
Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A técnica ndo espectroscépica
calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC) também foi empregada para a elucidacdo

termodindmica e estequiométrica dos sistemas.
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2.3.1. Espectroscopia de Absorcao na regiao Ultravioleta-Visivel (UV-
Vis)

O espectro eletromagnético do ultravioleta-visivel vai de 190 a 800 nm e se baseia no
processo de excitacdo eletronica que € quantizado, Figura 2.4. Geralmente, o elétron &
promovido do orbital ocupado de maior energia (HOMO - Highest Occupied Molecular
Orbital) para o orbital desocupado de menor energia (LUMO - Lowest Unoccupied
Molecular Orbital). A maioria das moléculas organicas e dos grupos funcionais ndo sio
detectdveis nessa faixa, porém, para as moléculas detectdveis, a técnica pode trazer
informacdes valiosas, registrando pequenas variacdes com elevada sensibilidade (PAVIA,

LAMPMAN et al., 2010).

r E; Energiano estado exdtado2

AE = AEZ - AEO = hV2<

E; Energia no estado excitado 1

AE = AE1 - AEo = hV1

\ Eo Energia no estado fundamental

Figura 2.4 - O processo de excitagao eletronica.

Moléculas hdspedes livres ou solubilizadas em um solvente podem apresentar
modificagdes em seu espectro UV-Vis quando na presenca de ciclodextrinas (ZIA,
RAJEWSKI et al., 2001; CHEN, WANG et al., 2014). Deslocamentos para comprimentos de
onda maiores (batocromicos) ou comprimentos de ondas menores (hipsocromicos), efeito
hipercromico (aumento de intensidade da banda) ou hipocromico (diminui¢do da intensidade
da banda), bem como alargamento ou estreitamento das bandas podem ocorrer mediante a
formacdo do complexo de inclusdo que protege parcialmente os croméforos que adentram na
cavidade. Contudo, em sistemas envolvendo ciclodextrinas, sdo mais frequentemente
observados deslocamentos batocrémicos e/ou alargamento de bandas (BUDAL, 2003).

A Pentoxifilina € derivada da molécula xantina, uma base purinica altamente
conjugada, e apresenta uma cadeia alifidtica com um grupo carbonila (Figura 2.3). Isso
possibilita transi¢des eletronicas recorrentemente observaveis no espectro UV-Vis, como a

n>7*, n>oc* e 1 2>7* . Como ja descrito na literatura (INDRAYANTO, SYAHRANI et al.,
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1998), ha duas principais absor¢des nessa regido: uma menos intensa, proximo a 275 nm, e
outra mais intensa, proximo a 207 nm. A técnica foi empregada no sentido de verificar
possiveis alteragdes nessas bandas apds a inclusdo, o que poderia dar indicios da intensidade
da interagdo e regido da molécula incluida. Dessa forma, foi delineado um experimento de
titulacdo, no qual a Pentoxifilina foi o titulado e a B-CD o titulante. Além disso, no UV-Vis
pode-se estudar sobre a estequiometria dos compostos de inclusdo através do Método de Job
de variacdo continua, no qual sio acompanhadas mudancas em uma propriedade fisico-
quimica das moléculas envolvidas ao longo de variagdes na fragdo molar (BOLAND e

STONE, 2013; LONG e PFEFFER, 2015).

2.3.2. Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho por
Reflectancia Total Atenuada Horizontal (FTIR-HATR)

Pesquisas envolvendo compostos de inclusdo, nos quais a dgua € utilizada como
solvente, sdo complexas. As interagdes intermoleculares que a dgua exerce podem ser intensas
a ponto de sobrepor aquelas que, de fato, interessam, tornando os sistemas dificeis de
monitorar. Métodos fisico-quimicos capazes de verificar essas interagdes sdo, ainda, um
desafio.

No FT-IR, pode-se avaliar quase todos os compostos que tenham ligagdes covalentes,
sejam organicos ou inorganicos, com atencdo para as vibragdes de estiramento e deformacao
angular que sdo ampliadas pela energia que € absorvida nessa faixa, da ordem de 8 a 40
kJ/mol (PAVIA, LAMPMAN et al., 2010). A Reflectincia Total Atenuada Horizontal
(HATR) é um acessoério do FT-IR capaz de adquirir espectros de alta resolucdo e qualidade a
partir de solugdes aquosas ou solidos. Nele a radiacdo é refletida pela interface da amostra e o
cristal, num processo que ocorre vdrias vezes até chegar ao detector, como representado na

Figura 2.5.

Contato com a amostra

| v | < Amostra

/’V \/ \) <—— (ristal de ZnSe

Detector Radiagdo no Infravermelho

Figura 2.5 - Esquema da trajetoria da radia¢do no acessorio HATR.
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Desse modo, espectros de alta resolucdo em diferentes concentragdes podem ser
obtidos in situ de forma eficiente, rapida e simples, se tornando uma excelente alternativa para
andlises em solugdo, possibilitando, por exemplo, o monitoramento da agregacdo de
moléculas ou mesmo a criagdo de métodos analiticos que permitam quantificar compostos
(SUAREZ, GARCIA et al., 2013; GABRIENKO, MOROZOV et al., 2015). Embora a
espectroscopia FTIR-HATR seja utilizada ha muito tempo para diversos processos quimicos,
compostos de inclusdo envolvendo ciclodextrinas foram explorados por essa técnica
recentemente (DE SOUSA, OLIVEIRA et al., 2008), o que requer meticulosidade na
interpretacdo dos dados. O processo de inclusdo, que pode alterar de forma mais ou menos
intensa os modos vibracionais das moléculas livres, torna o FTIR-HATR uma nova e

potencial técnica para tais andlises.

2.3.3. Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear € um dos instrumentos mais
responsivos na determinagdo estrutural e dindmica de moléculas, biomoléculas e complexos
de pequeno e médio tamanho (ZANGGER, 2015). Ela permite a diferenciagdo de nucleos
atdmicos magneticamente distintos e estabelece, como na difracdo de raios X, a conectividade
entre eles. A qualidade desse tipo de espectro estd relacionada a dois fatores bdsicos:
sensibilidade e resolu¢do. Nas ultimas décadas, a evolucdo na sensibilidade foi elevada em
mais de uma ordem de magnitude (MOLINSKI, 2010), permitindo analisar pequenas
quantidades de compostos e, consequentemente, fornecendo melhores possibilidades nos
estudos da quimica supramolecular do tipo hdspede-hospedeiro envolvendo ciclodextrinas.
Na busca de se conhecer os sitios de interacio do complexo formado, técnicas
complementares de RMN dado evidéncias fidedignas da correlacdo espacial existente e das
forcas que direcionam o acoplamento (SCHNEIDER, HACKET et al., 1998).

No RMN de hidrogénio ('H), modificacdes nos deslocamentos quimicos de uma
primeira espécie, quando na presenca de uma segunda, podem ocorrer, significando que os
nicleos intermoleculares estdo interagindo de forma efetiva, resultado direto de uma
complexag@o ou inclusdo (PASSOS, DE SOUSA et al., 2011; FLOARE, PIRNAU et al.,
2013). Variacdes nas concentragdes das espécies também podem ser feitas para verificar
aumento ou decaimento nos sinais e estabelecer a estequiometria do sistema (SCHNEIDER,
HACKET et al., 1998).

Atualmente, o RMN em duas dimensdes é o pilar dos métodos de determinacao

estrutural de um composto. Isso porque permite correlacionar nicleos atdbmicos que possuam
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alguma relacdo escalar ou espacial entre si (MARTIN, 2011). A técnica bidimensional
ROESY (Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) envolve interacdes
decorrentes do Efeito Nuclear Overhauser (NOE) entre hidrogénios que estdo espacialmente
proximos, até 5 A de distancia, sendo ideal para moléculas de tamanho médio (entre 700 e
1200 g/mol). Quaisquer nucleos de 'H que se envolvam por meio de uma relaxagdo dipolar
serdo revelados como picos cruzados em um espectro ROESY, resultado de ntcleos
diretamente acoplados e, especialmente, nao acoplados mas que estdo préximos no espago
(PAVIA, LAMPMAN et al., 2010). O experimento de ROESY ¢ bastante util na
determinac¢do de estruturas de biomoléculas. Em estudos envolvendo compostos de inclusdo, a
técnica possibilita que sejam estabelecidos o sitio de interagdo, a estequiometria e interacoes
intermoleculares envolvidas (CLARIDGE, 2009; DE SOUSA, DENADAI et al., 2010;
LULA, DE SOUSA et al., 2012).

2.3.4. Calorimetria Isotérmica de Titulacao (ITC)

Conhecer sobre a termodindmica envolvida na formacdo de um composto de inclusio
¢ muito importante no estudo de sistemas supramoleculares tendo em vista as interagdes
intermoleculares que permeiam o sistema em estudo. Avaliar se o processo € exotérmico ou
endotérmico, se € entropicamente favordvel, se hd muita ou pouca tendéncia na formacao dos
complexos e se ocorre espontaneamente sdo dados indispensdveis nessa caracterizagao.
Concomitantemente € preciso estabelecer quantas moléculas estdo envolvidas em uma
unidade supramolecular.

A calorimetria isotérmica de titulagdo contribui para o entendimento dos mecanismos
de regulacgdo, controle biolégicos e processos quimicos a nivel molecular, pois permite medir
a energia envolvida em reagdes quimicas, bioquimicas e interagdes intermoleculares
existentes, por exemplo, entre a enzima e seu substrato, a proteina e seu ligante e a
ciclodextrina e seu hospede (FREIRE, MAYORGA et al., 1990). No ITC, a composicdo
quimica do sistema é modificada através da titulacdo de uma solu¢do contendo uma das
espécies em uma cela onde estd presente uma solucdo com uma segunda espécie, semelhante
ao que ocorre em uma titulagdo de bancada convencional. Uma vez que os processos
reacionais ocorrem pela quebra ou formacdo de interagdes intermoleculares e ligacdes
quimicas, um fluxo de calor sempre estard envolvido. Tal fluxo, no calorimetro, é tateado em
uma cela isotérmica e isobdrica. Dessa forma, a quantidade de calor recebida ou fornecida
serd igual ao AH (Equacdo 2.1), em uma relagdo direta com a razdo molar entre as espécies, a

pressao constante.
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AH = (%) Eq. 2.1

0O, € um parametro medido experimentalmente, entretanto este fluxo de calor demora

certo tempo, dt, para ser adicionado ou retirado do sistema. Logo,

AH = (de) f Fdt Eq.2.2

F = Fluxo de calor

Para os sistemas que possuem uma estequiometria definida (ou seja, que nao tendem a

formar agregados moleculares em solucdo) e, ainda, que apresentam valores relativamente
. ~ 5 . - e .

altos para a constante de interacdao (K > 107), a curva de titulagdo calorimétrica tende a ser

uma sigméide, como mostra a Figura 2.6 a seguir.

AH=0

/
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!
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Figura 2.6 - Sigmdide resultante da variacao de entalpia (AH) por razao molar (n) de duas

espécies, obtido em uma titulacio calorimétrica.

A curva com tendéncia sigmoidal, também chamada de Isoterma de Wiseman, pode
ser dividida em duas regides: na regido 1 ha um excesso de titulado e cada injecdo resultara
em uma variacdo de entalpia diferente de zero, com valores expressivos nas primeiras adicoes,
nela o titulado interage com o titulante em suas devidas propor¢des de equilibrio; na regido 2
ha um excesso de titulante e hd pouca variacdo da entalpia pelo fato do sistema caminhar para
a saturacdo, sendo esta alcancada quando a adicdao do titulante j4 ndo promove significativo

fluxo de calor.
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De todos os modelos de ajuste de ligacdo descritos na literatura, a Isoterma de
Wiseman € a mais conhecida, sendo muito aplicada em titulacdes de receptores com um sitio
de ligacdo ou que tenham n sitios de ligacdo equivalentes (HERRERA e WINNIK, 2013).
Para as ciclodextrinas, o modelo se ajusta adequadamente pois elas possuem uma unica
cavidade, ou sitio, de interacdo com a moléculas hospede, sendo possivel determinar, mesmo
para moléculas que exibem pequena afinidade, a entalpia (AH), a estequiometria (n) e a
constante de equilibrio (K) do sistema, tudo em um unico experimento (TURNBULL e
DARANAS, 2003). A entalpia é obtida pela integral da curva, a estequiometria € o valor da
abscissa no ponto de inflexdo e a constante de equilibrio € o coeficiente angular da curva no
ponto de inflexdo (WISEMAN, WILLISTON et al., 1989). Com as equagdes 2.3 e 2.4,
chegamos aos valores de AG e TAS, resultando numa completa caracterizagao termodinamica

e quantitativa do sistema.

AintG = —RTInK Eq.2.3

AjntG :AjntH_ TA[’]][‘S Eq. 24

2.4. Descricao dos procedimentos realizados
2.4.1. Titulacao com analise por Espectroscopia de Absor¢cao na Regiao

do Infravermelho por Reflectancia Total Atenuada Horizontal
(FTIR-HATR)

Para o experimento da titulacaio em FTIR-HATR foram preparadas solu¢des nas
seguintes concentracoes:

e Pentoxifilina 100 mmol.L‘l;

e B-ciclodextrina 10 mmol.L™".

A titulacdo foi delineada em trés grupos: um grupo com adi¢cdo de 4gua em solucdo de
B-ciclodextrina (AemPCD), outro com adicao de solucdo de Pentoxifilina em dgua (PemAgua)
e um ultimo com adi¢do de solu¢do de Pentoxifilina em solu¢do de [-ciclodextrina
(PemBCD). Os dois primeiros grupos constituem o branco para a efetiva titulacdo entre as
duas espécies, que ocorre no terceiro. Para o grupo AemBCD foi mantido 500 pL de solucdo

de ciclodextrina 10 mmol.L™' em todos os tubos eppendorfs com adicio de volumes
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crescentes de dgua. Para o grupo PemAgua foi mantido 500 pL de dgua em todos os tubos
eppendorfs com adicdo de volumes crescentes de solucdo Pentoxifilina 100 mmol.L™". Para o
grupo PemBCD foi mantido 500 pL de solucdo B-ciclodextrina 10 mmol.L" em todos os
tubos eppendorfs com adi¢do de volumes crescentes de solucdo Pentoxifilina 100 mmol.L™".
A Figura 2.8 ilustra o procedimento, realizado em duplicata.

Os espectros foram obtidos em Espectrofotdmetro PerkimElmer, Spectrum 100, com
acessorio para Reflectancia Total Atenuada Horizontal que possui cela de Seleneto de Zinco
(ZnSe), operando com 4 cm! de resolucdo, 16 scans e leitura entre 4000 a 650 cm! na
temperatura ambiente. Todos os espectros obtidos foram subtraidos do espectro da dgua
destilada, a fim de uma melhor valorizacio dos modos vibracionais das duas moléculas
analisadas, como exemplificado pela Figura 2.7, onde se pode notar que ficam evidentes
algumas bandas da Pentoxifilina que ndo sao percebidas quando se tem apenas o seu espectro
em solucdo. Os dados foram salvos no formato ASCII utilizando o programa Spectrum do

equipamento e, posteriormente, tratados no Origin 7.0, OriginLAb Corporation.

Pentoxifilina 100 mmol.L?

Agua

Absorbéancia

3 T T T T nl
4000,0 3000 2000 1500 1000 650.0

Numero de onda (cm?)

Figura 2.7 — Exemplo de subtracdo do espectro da dgua do espectro da Pentoxifilina em

solucdo 100 mmol.L™".



A) Grupo AemBCD:

Tubo 1
500 uL sol. de B-
ciclodextrina 10 mM
+

Tubo 2

500 puL sol. deB-
ciclodextrinal0mM
+

Two3

500 pL sol. deB-
ciclbdextinalOmM
+
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Pentoxifilina 1000mM

Tubo 12
500 pL sol. de B-
ciclodextrina 10 mM

¥
230 L de dgua

Pe ntoxifiina100 mM

10uLde dgwa 30uLdedgua 50 puL de dgua
B) GrupoPemAgua
Tubo 1 Tubo 2 Tuwo3
500 pL agua 500 uL dgua 500 WL agua
+ + +
10 pLsol. 30 | sol. 50 pLsol.

Pe ntoxifilina 100 mM

C) Grupo PemBCD:

Tubo12
500 pL dgua
+
230 pLsol.
Pentoxifilina100 mM

Tubo 1
500uL sol. B-
cidodextrina 10 mM
+
10 pLsol.
Pentoxifilina 000mM

Tubo 2
500 puL sol. . B-
ciclodextrina10mM
+
30 W sol.
Pe ntoxifilina100 mM

Tubo 3
500 pL . B-
ciclodextinal0mM
+
50 L sol.
Pentoxifilina 100 mM

Tubo 12
500 pL . B-
ciclodextrinal0mM
+
230 uLsol
Pentoxifilina100 mM

Figura 2.8 - Esquema da titulagao realizada no FT-IR.

A andlise no FT-IR da titulacdo com a-ciclodextrina foi realizada de modo andlogo,

em substituicdo da solucdo de B-CD.
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2.4.2. Titulacio com analise por Espectroscopia na regido do
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A titulacdo no equipamento UV-Vis procedeu-se de modo semelhante ao FTIR-
HATR, sendo delineada em dois grupos: um grupo com adi¢do de dgua em solucdo de
Pentoxifilina (AemPent) e outro com adi¢do de solugcdo PB-ciclodextrina em solucdo de
Pentoxifilina (BCDemPent), vide Figura 2.9. Nesse caso, ajustou-se uma menor concentraciao
nas solucdes de Pentoxifilina para que nio excedesse o valor de 2 na absorbancia. O volume
total em cada amostra foi maior (aproximadamente 2000 pL), para um bom preenchimento da
cubeta de quartzo utilizada na leitura e, além disso, o titulante e o titulado foram invertidos
em relacdo ao FTIR-HATR, evitando prejuizos ocasionados pela extrapolacdo da absorbancia
da Pentoxifilina.

O espectrofotometro da Varian, Cary 50 Scan, foi ajustado para leituras entre 800 e
200 nm no modo ripido e o experimento foi realizado em triplicata na temperatura ambiente.
Antes das leituras das solucdes nos tubos do tipo eppendorf, foi registrado no aparelho o
branco, sendo, nesse caso, dgua destilada. Os dados foram salvos no formato ASCII pelo
programa do equipamento e, posteriormente, tratados no Origin 7.0, OriginLAb Corporation.

As solugdes preparadas foram:

e Pentoxilina 6x107 mol.L_l;

e P-ciclodextrina 6x10~ mol.L™".



A) Grupo AemPent

Tubo 0 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 23
2000 pL sol. 2000 pL sol. 2000 pL sol. 2000 pL sol.
Pentoxifilina Pentoxifilina Pentoxifilina Pentoxifilina

6x10° M 6x10° M 6x10° M 6x10° M

+ + +
4 ulLégua 12 pLdgua 92 ulL agua
B) Grupo BCDemPent
[ ]

Tubo 0 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 23
2000 pL sol. 2000 pL sol. 2000 pLsol. 2000 pLsol.
Pentoxifilina Pentoxifilina Pentoxifilina P entoxifilina

6x10° M 6x10° M 6x10° M 6x10° M
+ + +
4 L sol. BCD 12 pLsol. 92 uLsol. BCD
6x10° M BCD 6x10° M 6x10° M
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Figura 2.9 - Esquema da titulacdo realizada no UV-Vis.

2.4.3. Influéncia do pH na absorcao da Pentoxifilina com analise por
Espectroscopia na regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Foi realizada a leitura da absor¢ao no UV-Vis da Pentoxifilina, livre e na presenca de
B-CD, em solucdes com diferentes valores de pH que variaram de 1,00 até 12,00. Ao todo,
foram preparadas 24 solucdes: 12 contendo apenas Pentoxifilina na concentra¢io 6,0 x 107
mol.L‘l, onde cada uma foi destinada a um dos 12 valores de pH; as outras 12 contendo
Pentoxifilina na concentragdo 6,0 x 107> mol.L™" e B-CD na concentragdo 6,0 x 10 mol.L™"
(caracterizando uma estequiometria 1:1), onde cada amostra foi, mais uma vez, destinada a
um dos 12 valores de pH estudados. Para o ajuste do pH dessas solugdes utilizou-se HC1 6,0 e
1,0 mol.L”! e NaOH 15 % e 1,5 % (m/m). Tal andlise foi realizada no mesmo aparelho e

condi¢gdes do item 2.4.2, ndo sendo triplicata. Os dados foram salvos no formato ASCII
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utilizando o programa do equipamento e, posteriormente, tratados no Origin 7.0, OriginLAb

Corporation.

2.4.4. Preparo e analise dos compostos de inclusao por Espectroscopia de
Absor¢cao na Regiao do Infravermelho por Reflectincia Total
Atenuada Horizontal (FTIR-HATR) e Ressoniancia Magnética
Nuclear (RMN)

Para o preparo dos composto de inclusdo foi utilizado o método de liofilizacio
(HEDGES, 1998; SUAREZ, CONSUEGRA et al., 2014), uma vez que a Pentoxifilina
apresenta uma boa solubilidade em dgua (PUBCHEM, 2015c¢). Esse método consistiu no
preparo de duas solucdes, uma contendo a molécula héspede e outra a ciclodextrina, ambas
em quantidades equimolares (1:1). As solu¢des foram misturadas e deixadas sob agitacdo
constante por tempo suficiente para que o sistema entrasse em equilibrio. Em seguida, foi
resfriado rapidamente a fim de preservar as interagdes e, logo apds, deixado em equipamento
liofilizador até a obtencdo de um sdlido completamente seco (SUAREZ, CONSUEGRA et
al.,2014).

A Pentoxifilina, a B-ciclodextrina e o composto de inclusdo foram analisados no
aparelho FTIR-HATR, operando com 4 cm™' de resolugdo, 16 scans e leitura entre 4000 a 650
cm™' na temperatura ambiente. O experimento de RMN foi realizado em equipamento Bruker
DRX 400 — Avence, a 27 °C, operando a 400 ¢ 600 MHz, em tubos de quartzo de 5 mm.
Realizou-se a técnica de supressio de dgua residual (WATERGATE) em todos os
experimentos de 'H. Como referéncia, o deslocamento quimico da 4gua foi tido com o valor
de 6 = 4,80 em todas as andlises. Os trés soOlidos supracitados foram dissolvidos
separadamente em D,0 e analisados por pardmetros que envolviam o deslocamento quimico
dos hidrogénios ('H) e o Efeito Nuclear Overhauser, esse tltimo através do experimento
ROESY. Para a caracterizagdo estrutural e determinagdo da pureza da Pentoxifilina e

ciclodextrinas utilizadas, outros experimentos de RMN uni e bidimensionais foram realizados.

2.4.5. Preparo e analise da mistura mecanica por Espectroscopia de
Absor¢cao na Regidao do Infravermelho por Reflectincia Total
Atenuada Horizontal (FTIR-HATR)

A mistura mecanica foi preparada pesando-se as duas espécies secas, Pentoxifilina e [3-
CD, para obtencao de duas quantidades estequiométricas, 1:1 e 2:1 (B-CD:Pentoxi). Os dois

sOlidos foram, entdo, plenamente misturados com o auxilio de um almofariz e um pistilo até
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que a observacdo de uma mistura homogénea que foi posteriormente verificada no FTIR-

HATR nas mesmas condi¢des do composto de inclusdo, como relatado no item 2.4.4.

2.4.6. Analise por calorimetria isotérmica de titulacao (ITC)

Essa andlise de titulacdo foi realizada tanto para o sistema Pentoxifilina/p-
ciclodextrina quanto para Pentoxifilina/a-ciclodextrina. As titulagdes ocorreram a 15, 25 e 37
°C e consistiram em 50 inje¢Oes sucessivas, com intervalos de 300 segundos entre cada uma.
A primeira injecdo, de 1 pL durante 2,0 s, foi descartada para se eliminar os efeitos de
diluicao do titulante na cela. Para a construc¢ao da curva, as outras 50 consistiram em injetar 5
uL do titulante (solu¢do de Pentoxifilina 60 mmol.L_l) na cela com, inicialmente, 1,5 mL do
titulado (solucdo de a- ou B-ciclodextrina 4 mmol.L™"), cada injecdo durando 10 segundos.

Para o tratamento de dados dos dois complexos de titulacdo analisados, utilizou-se o
software Microcal Origin 5.0 para ITC. A curva de cada titulagio foi subtraida a de dilui¢io
do farmaco, utilizada como branco do processo (SUAREZ, CONSUEGRA et al., 2014;
BUDRYN, PALECZ et al., 2015).



Capitulo 3

Resultados e Discussao
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Neste capitulo serdo abordados os resultados dos experimentos descritos no item 2,
sendo divididos em andlises no estado sélido e andlises em solu¢do. A andlise em estado
solido visou verificar a interacdo entre a Pentoxifilina e a B-ciclodextrina por meio da
Espectroscopia de Absor¢cao na Regido do Infravermelho por Reflectancia Total Atenuada
Horizontal (FTIR-HATR), abordando a influéncia das interacdes nos modos vibracionais
dessas espécies. Para as andlises em solug@o aquosa foram utilizados a Espectroscopia de
Absor¢ao na Regidao do Infravermelho por Reflectancia Total Atenuada Horizontal, a
Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) buscando estabelecer os sitios
de interacdo e a estequiometria do sistema. A Calorimetria Isotérmica de Titulagao (ITC),
também um método realizado em solu¢do aquosa, foi usada na caracterizagdo
termodindmica e estequiométrica.

Para a apresentacdo desses resultados, os dtomos das moléculas de Pentoxifilina e

ciclodextrina serdao descritos utilizando o cédigo conforme Figura 3.1a e 3.1b.

a) b)

Figura 3.1 - Representacgdo estrutural das moléculas estudadas com c6digos representativos

para os atomos. a) mondmero de ciclodextrina; b) Pentoxifilina.

3.1. Analise do composto de inclusao no estado sélido
O composto de inclusao obtido, segundo descricao no item 2.4.4, bem como a mistura
mecanica, descrita no item 2.4.5, foram analisadas por meio de FTIR-HATR. O objetivo
dessa andlise foi realizar um comparativo nos espectros do composto, da mistura mecanica, da
molécula hospede e da hospedeira, permitindo verificar interacOes intermoleculares e

sugerindo inclusao pelas interferéncias nos modos vibracionais dessas espécies .
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3.1.1. Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho por

Reflectancia Total Atenuada Horizontal (FTIR-HATR)

A Figura 3.2 apresenta trés espectros de infravermelho sobrepostos: do composto de
inclusdo, da B-CD e da Pentoxifilina. Conforme tabelas 3.1 e 3.2, foram atribuidos alguns
modos vibracionais da B-CD e Pentoxilina, respectivamente, levando-se em consideracdo
dados j4 bem estabelecidos na literatura (EGYED, 1990; INDRAYANTO, SYAHRANI et al.,
1998; DENADAI, SANTORO et al., 2006). Nos resultados foram abordados apenas os de
maior relevancia na caracterizagdo estrutural do sistema estudado e que tiveram alteracdo
apos a inclusao.

De forma geral, houve reducdo no nimero de modos vibracionais no composto de
inclusdo quando comparado a Pentoxifilina livre: bandas bem caracteristicas, em 2960 e 2946
cm_l, relativos ao estiramento C-H, ndo foram verificadas no composto de inclusdo, além
disso houve redu¢d@o nos modos vibracionais das carbonilas, que serd descrito em maiores
detalhes posteriormente. Essa diminuicdo pode ser associada a uma menor mobilidade da
molécula, sugerindo que ela interage com a $-CD.

A B-CD apresentou uma absorcdo larga centrada em 3285 cm™', sendo referente ao
estiramento O-H de suas hidroxilas. Nessa mesma regido, o composto de inclusdo apresentou
banda com intensidade um pouco menor e deslocada em relacdo a p-CD, em 3316 cm™'. A
Figura 3.3 € uma expansdo do espectro da Figura 3.2. Mudancas no perfil dessa banda podem
estar relacionados a modificacdes nas ligacdes de hidrogénio que ocorriam com as moléculas
de dgua antes da inclusdo, em um processo no qual estas saem da cavidade da ciclodextrina e
ddo lugar a molécula héspede. Diferengas no grau de associagdo via ligacdes de hidrogénio
durante a processo de complexagdo tem sido postulados para explicar mudancas reveladas no

espectro de infravermelho (CRUPI, FICARRA et al., 2007).

Tabela 3.1 - Relacdo de alguns modos vibracionais da molécula de B-ciclodextrina atribuidos

através do seu espectro de absor¢ao na regiao do infravermelho.

Regido (cm™) Possivel atribuicao
3285 v (O-H)
2916 v (C-H)
1445 - 1210 3 (C-H)

1023 3 (C-0-0O)




Tabela 3.2 - Relacdo de alguns modos vibracionais da molécula Pentoxifilina atribuidos

através do se espectro de absor¢do na regidao do infravermelho.
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Regiiio (cm™) Possivel atribuicao
2957 v assimétrico (C-H)
2945 v simétrico (C-H)
1718 v (C=0) carbonila alifatica
1695 v (C=0) assimétrico, carbonilas do anel
1652 v (C=0) simétrico, carbonilas do anel
1432 6 (-CHs)

761 e 763 Vibracao do esqueleto (-CH,-)

%T

———B-CD

100 5 —— Pentoxifilina

—— Composto de Incluséo

90 +
80 —

70

60

50 +

40
30

20 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)
Figura 3.2 - Espectro de absor¢do na regiao do infravermelho da -CD, Pentoxifilina e

composto de inclusdo obtidos pelo médulo HATR, regido entre 4000 e 650 cm .
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—— Composto de Inclusao
—p -CD

100 4 — Pentoxifilina

90 +

80

70 —

%T

60 + 3316 cm™*

50 +

1 3285cm™
40 -

30 +

20

T T T
3500 3000
Ndmero de onda (cm™)

Figura 3.3 - Espectro de absor¢@o na regido do infravermelho da B-CD, Pentoxifilina e

composto de inclusdo obtidos pelo médulo HATR, regido entre 3750 e 2750 cm™'.

Hé trés bandas importantes no espectro da Pentoxifilina: 1718 cm™', referente ao
estiramento C=0 da carbonila na cadeia alifatica (carbono 14, conforme Figura 3.1b), 1696 e
1654 cm_l, referentes ao estiramento C=0 assimétrico e simétrico, respectivamente, das duas
carbonilas presentes na estrutura do anel de seis membros (carbono 2 e 6, conforme Figura
3.1b). Optou-se por monitorar as referidas bandas por serem bem caracteristicas, com bandas
agudos e fortes, apresentando-se mesmo em solucdes aquosas, conforme serd visto em
andlises posteriores. Além disso, elas permitem que a molécula seja verificada em suas duas
extremidades (no final da cadeia alifética e na estrutura dos anéis), possibilitando inferir sobre
a estequiometria e geometria na qual a Pentoxifilina interage com a 3-CD.

A Figura 3.4 mostra que houve uma modificacio no perfil do espectro para o
composto de inclusdo comparado com o espectro de infravermelho da Pentoxifilina. Esse
resultado indica uma interagdo envolvendo os trés grupos carbonilicos. O estiramento
assimétrico e simétrico, percebido na molécula livre, possivelmente coalesceu em um tnica
banda no espectro do composto, observado em 1654 cm™', levando a crer que o processo de
inclusdo restringiu a vibracdo das carbonilas do anel e que essa parte esteja interagindo com a

ciclodextrina, ou por meio da cavidade interna ou por ligacao de hidrogénio com as hidroxilas
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do exterior dessa molécula. Quanto 2 banda do composto em 1704 cm™, espera-se que seja da
carbonila distante dos anéis, pois, dificilmente, haveria o desaparecimento de um modo
vibracional tdo intenso como um estiramento C=0O de carbonila, levando a uma possivel

interacao nessa extremidade, mesmo que de forma menos efetiva.

—— Composto de Incluséo

100 —— B-CD
—— Pentoxifilina

90

80

70

1 1704 cm™
60

%T

50
| 1718 cm™

/
40—_ /

30 1695 cm™

1652 cm™

20 T T
2000 1500

1
1000
NUmero de onda (cm™)

Figura 3.4 - Espectro de absor¢@o na regido do infravermelho da B-CD, Pentoxifilina e

composto de inclusio obtidos pelo médulo HATR, regido entre 2000 e 1000 cm ™.

A mistura mecanica € geralmente utilizada como padrio de ndo-complexacdo,
entretanto hd casos descritos na literatura onde esse procedimento também promove a
interacdo entre as espécies estudadas (LIRA, 2007). A comparacdo entre os espectros da
mistura mecanica com os do complexo de inclusido e das moléculas puras permitiu confirmar
a interac@o nos grupos carbonilicos da Pentoxifilina pelo composto obtido na liofilizacao. Na
Figura 3.5 tem-se esses espectros para a mistura mecanica e o complexo de inclusdo
preparados na estequiometria 1:1, onde o tracejado chama a atencdo para a regido de
estiramento das carbonilas. Alteracdes na intensidade de algumas bandas podem indicar a
regido da molécula incluida (PERIASAMY, KOTHAINAYAKI et al., 2015), porém, nesse
estudo, a diminui¢do da intensidade das bandas carbonilicas da Pentoxifilina ocorreu tanto

para o composto de inclus@o como para a mistura mecanica, e de forma proporcional, o que
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N

pode ser atribuido a presenca da B-CD, ndo sendo a intensidade relativa, portanto, um

parametro indicador de que haja a inclusao.

Por outro lado, o perfil do espectro nessa regido para a mistura mecanica é semelhante

ao registrado para a Pentoxifilina pura, onde as trés absor¢des das carbonilas (1718, 1695 e

1652 cm™) se apresentam de forma suficientemente clara para inferir que ha pouca interagao

entre as espécies por esse tipo de preparo, confirmando que a liofilizacdo é um bom método

para a obtencdo dos compostos de inclusdo para esse tipo de sistema. Outra banda que

. L, -1 . . L, - - .
corrobora para isso € 3285 cm ', da ciclodextrina, que também ndo teve alteracdo na mistura

mecanica.

%T

‘——_\_/_\/_/_/—"’—’—A——\\/\/

| Pentoxifilina |

T

r T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NuUmero de onda (cm™)

Figura 3.5 - Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho da B-CD, Pentoxifilina,

composto de inclusdo 1:1 e mistura mecanica 1:1.
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Também foram preparados compostos de inclusdo e mistura mecanica na
estequiometria 2:1 (B-CD:Pentoxiflina) para verificar se os aspectos vistos no sistema 1:1
seriam acentuados e/ou modificados, gerando dados sobre a existéncia de equilibrios
multiplos. A Figura 3.6 apresenta os espectros 2:1, além da Pentoxifilina e B-CD puros. Nao
houve maiores deslocamentos no composto de inclusdo além daqueles j4 verificados para o
sistema 1:1, tanto para os sinais das carbonilas da Pentoxifilina como do estiramento do grupo
éter da B-CD. A mistura mecanica, novamente, apresentou bandas com valores de nimero de

onda iguais aos registrados nas moléculas puras.

%T

| Pentoxifilina|

R

T~

T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 3.6 - Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho da B-CD, Pentoxifilina,

composto de inclusdo 2:1 e mistura mecanica 2:1.
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3.2. Anadlises em solucao aquosa

Moléculas bioativas, como os farmacos, sdo transportadas e tem sua acdo intrinseca
em um ambiente rodeado de moléculas de dgua, haja vista o caminho e o seu local de atuacdo
que € o organismo humano (FOTI, TYNDALE et al., 2015). Analisar o complexo de inclusdao
em solugdo aquosa torna-se, entdo, imprescindivel, pois as interacdes ocorrentes no estado
solido podem sofrer alteracdes de for¢ca ou mesmo diferenciar quando em contato com dgua.
No propésito de verificar possiveis interacdes da Pentoxifilina com a B-ciclodextrina nesse
meio, foram realizados experimentos de titulacdo no FTIR-HATR e no UV-Vis variando a
razdo molar entre as duas espécies estudadas, como descrito detalhadamente no capitulo 2,
Materiais e Métodos. Alteracdes na absorcdo de grupamentos quimicos em solu¢do aquosa
podem ser observados no FTIR-HATR, sendo fonte de informacdo acerca da regido da
molécula que estd sendo incluida, bem como da intensidade dessa interagdo. Com objetivo
semelhante, o UV-Vis foi utilizado para avaliar interferéncias nas transicoes eletronicas
apenas na molécula héspede, visto que a molécula hospedeira, a ciclodextrina, ndo possui

absor¢des nessa regido do espectro.

3.2.1. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Reflectancia Total
Horizontal Atenuada (FTIR-HATR)

Na anélise por FTIR-HATR foram considerados duas bandas da Pentoxifilina por se
mostrarem proeminentes mesmo apés a subtracio do espectro da dgua: uma em 1699 cm™
que, possivelmente, corresponde ao estiramento C=0 da carbonila presente no final da cadeia
alifatica da molécula, e outra em 1638 cm_l, que seria relativa aos estiramentos C=0
simétrico e assimétrico das duas carbonilas do anel, as quais se sobrepdem no ambiente
aquoso. Também foram monitoradas alteracdes no modo vibracional da molécula de
ciclodextrina em 1032 cm_l, referente ao estiramento C-O-C. O objetivo foi verificar
alteracdes na intensidade da absor¢do desses grupos funcionais causados por interagdes entre
a molécula héspede e hospedeira, fato frequentemente observado na formacgdo desse tipo de
complexo no estado sélido, e ja verificado nesse trabalho, mas pouco estudado em solugdes
(DE SOUSA, OLIVEIRA et al., 2008; PADURARU, BOSINCEANU et al., 2013; MAITY,
CHATTERIEE et al., 2014).

O Figura 3.7 apresenta o perfil da absor¢do em 1032 cm™ do estiramento C-O-C da p-

ciclodextrina.
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Figura 3.7 - Perfil da absor¢do em 1032 cm™' da B-CD. PemBCD = Titulacdo de solucdo de

Pentoxifilina em solu¢do de B-CD . AemBCD= Titulacdo de d4gua em solucdo de B-CD.

Todos os pontos da titulacdo de dgua em solugdo de B-CD (AemBCD) divergiram
daqueles de solucdo de Pentoxifilina em solucdo de B-CD (PemBCD), com o primeiro e os
dois tultimos apresentando sobreposicao dos desvios-padrdo. A curva de ajuste polinomial
para as duas populacdes revela que ha uma tendéncia na diminuicao da absor¢ao desse modo
vibracional quando na presen¢a de Pentoxifilina, indicios de uma interacdo desta molécula na
cavidade da B-CD que altera a liberdade do estiramento C-O-C, o que sugere a inclusdo.
Ressalva-se que um experimento de titulacdo configura uma diluicdo dos sistemas por se
adicionar dgua ou solu¢do, mesmo assim, os perfis diferenciados demonstram a perturbagdo
na molécula de B-CD frente a Pentoxifilina. Os pontos finais sdo mais préximos e as duas
curvas tendem a convergir, resultado de uma saturacdo do sistema.

Verificou-se, também, sinais referentes a Pentoxifilina. As Figuras 3.8 e 3.9 mostram a

titulacio monitoradas em 1699 e 1638 cm™, respectivamente.
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solucdo de Pentoxifilina em dgua. PemPBCD = Titulag¢ao de solug¢ao Pentoxifilina em solucao

de B-CD.
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A molécula hdspede também sofreu alteracdo em suas duas bandas, com diferencas
escalares superiores as registradas na hospedeira e sem sobreposi¢do dos desvios-padrao. Em
1699 cm™, tem-se uma diminui¢do na absorcdo em todos os pontos nos quais a Pentoxifilina
se encontra na presenca da B-CD (Figura 3.8). Estando, provavelmente, relacionada ao
estiramento C=0 da carbonila distante do anel, a mudanga nessa banda indica que esse grupo
faz interagdes com a cavidade interna ou a superficie externa da B-CD. As curvas de tendéncia
ajustadas as duas populacdes de pontos (PemBCD e PemAgua) deixam evidente as diferencas
nesses dois perfis.

Conforme apresentado na Figura 3.9, foi verificado comportamento semelhante em
1638 cm™', possivel banda dos estiramentos C=0 das carbonilas presentes no anel de seis
membros. Os valores diferenciados em cada ponto do grifico sugerem que ha interagdes
entres as moléculas estudadas. As curvas de ajuste, além de evidenciarem essa divergéncia,
revela ainda um perfil com tendéncia linear para os pontos PemBCD, evidenciando uma
maior interferéncia nessa absorcao.

Pelos parametros observados, € possivel estabelecer que a Pentoxifilina interage com a
B-CD em suas duas extremidades, no que podem haver equilibrios multiplos envolvidos, com
alteracOes evidentes na parte dos anéis em razdo de um possivel encaixe dessa estrutura na
cavidade, maximizando o nimero de intera¢des intermoleculares.

Para confrontar essa associacao entre a Pentoxifilina e a B-CD e se ter um estudo mais
completo para o sistema envolvendo a Pentoxifilina, escolheu-se outra ciclodextrina. Assim,
foi realizada a titulacdo no FTIR-HATR com a a-CD, que possui um residuo de glicose a
menos e, consequentemente, um menor didmetro na cavidade. Buscou-se verificar a
intensidade das absor¢des das mesmas trés bandas. As Figuras 3.10, 3.11 e 3.12, que serdo
mostrados a seguir, apresentam grificos das absor¢des em 1032 cm ' da a-CD, em 1699 cm™

P —1 . .
da Pentoxifilina e em 1638 cm ~ dessa mesma molécula, respectivamente.
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Figura 3.10 - Perfil da absor¢do em 1032 cm™' da a-CD. PemaCD = Titulacfo de solucdo de

Pentoxifilina em solucdo de a-CD . AemaCD = Titulagdo de 4gua em solugdo de a-CD.

Para os valores de absorbancia em 1032 cm™', os pontos relativos 2 titulacdo de dgua
em solucdo de a-CD (AemaCD) e solu¢do de Pentoxifilina em solu¢do de a-CD (PemaCD)
tiveram valores proximos, fato também observado pelas curvas de ajuste polinomial para as
duas populacdes (Figura 3.10), que estdo quase justapostas. Tais resultados indicam que ha
pouca influéncia da Pentoxifilina no estiramento C-O-C dessa ciclodextrina, com auséncia de
interacdes ocorrendo na cavidade interna, diferentemente do que ocorreu na B-CD. Isso
poderia ser atribuido ao menor tamanho da cavidade da a-CD que ndo permite um bom
acoplamento em nenhuma regido da molécula hospede.

Com relagdo as duas bandas da Pentoxifilina, verificou-se que o perfil da titulacdo de
sua solucdo em &dgua (PemAgua) e em solucdo de a-CD (PemaCD) apresentou pouca
divergéncia, como pode ser percebido nas Figuras 3.11 e 3.12. Isso fortalece a ideia de um
menor envolvimento das duas extremidades da molécula com a a-CD em relagdo a B-CD,
que, por sua vez, apresentou diferencas escalares maiores entre os pontos, além de curvas

mais espagadas umas das outras.



59

= PemAgua 1699
e PemaCD 1699

0,004 5 —— Curva PemAgua 1699
—— Curva PemaCD 1699
(]
0,003 - N
®
°
°®
@
2 0,002
«©
2
o
(%2}
=
R2
0,001 o
0,99145
RZ
0,9793
0,000
T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Razao Molar (Pent/a-CD)
Figura 3.11 - Perfil da absor¢io em 1699 cm™' da Pentoxifilina. PemAgua = Titula¢io de
solucdo de Pentoxifilina em dgua. PemaCD = Titulagdo de solug¢do Pentoxifilina em solucao

de o-CD.

m PemAgua 1638
0,004 — e PemoaCD 1638
— Curva PemAgua 1638
- —— Curva PemaCD 1638

0,003

Absorbancia

2
R
0,99064

2

R

0,97661

o 1 2 3 4 s
Razao Molar (Pent/a-CD)
Figura 3.12 - Perfil da absor¢do em 1638 cm™' da Pentoxifilina. PemAgua = Titulacdo de
solucdo de Pentoxifilina em dgua. PemACD= Titulacao de soluc¢iao Pentoxifilina em solu¢do

de o-CD.



60

3.2.2. Espectroscopia de absorc¢iao na regiao do Ultavioleta-Visivel (UV-
Vis)

Na regido do ultravioleta-visivel, a Pentoxifilina apresentou duas absor¢cdes (Figura

3.13), uma mais larga em 275 nm e outra mais intensa e estreita em 208 nm, coincidindo com
dados da literatura (INDRAYANTO, SYAHRANI er al., 1998). Aproveitando-se dessas
absorcdes caracteristicas e bem definidas, foi realizado uma titulacdo na qual o titulado foi a
Pentoxifilina e o titulante a -CD, contrério ao realizado no FTIR-HATR, com a intencdo de
manter a concentracdo de Pentoxifilina relativamente constante, pois pequenas variagdes de
sua concentracdo poderia ocasionar diferencas significativas nas absorcdes, inviabilizando a
linearidade da lei de Lambert-Beer. Desse modo, foi possivel monitorar se houve perturbacao
desse espectro quando a B-CD estava presente na solucdo, ja que essa ndo apresenta nenhuma

absor¢do nessa faixa de energia.

|Espectro da Pentoxifilina no UV-Vis |
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Figura 3.13 - Espectro no Ultravioleta-Visivel da Pentoxifilina obtido numa concentracao

3,0x 10 mol.L"L.

Com base nos espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel para a molécula
de Pentoxifilina, ndo foi verificado deslocamento batocromico e hipsocromico por influéncia
da B-CD no decorrer dos pontos da titulacdo, tanto em 275 nm, como em 208 nm. Entretanto,
houve alteragdo no valor das absor¢des entre os conjuntos de pontos da titulagao de 4gua em

solucdo de Pentoxifilina (AemPent) e solucdo de B-CD em solucdo de Pentoxifilina
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(BCDemPent), como pode ser verificado nas Figuras 3.14 e 3.15, que sdo para as absorcdes
em 275 e 208 nm, respectivamente.

O primeiro ponto da titulacdo corresponde a razdao molar 0, ou seja, solugdao de
Pentoxifilna (3,0 x 10 mol.L™"). Os valores nessa razdo, tanto para AemPent quanto para
BDCemPent, ficaram préximos, mostrando que houve reprodutibilidade nas leituras do
aparelho. Na Figura 3.14 € possivel verificar uma diferenca entre as duas populagdes a partir
do terceiro ponto, mostrando que a B-CD interfere nas transi¢des eletronicas da molécula
Pentoxifilina de forma a aumentar essa absorc@o, provavelmente por incorporar em sua
cavidade as estruturas que originam esse sinal, diminuindo as intera¢des dessas com as
moléculas de dgua e tornando os elétrons dos dtomos da Pentoxifilina mais susceptiveis a
absorver a radiacdo. O segundo ponto dessa titulacdo, de fracio molar 0,2, apresenta valores
préoximos para as duas populacdes, sugerindo que o pequeno percentual de moléculas B-CD
ndo foi suficiente para provocar uma variacao. No terceiro ponto, de razao molar 0,6, t€m-se o
primeiro incremento e, no quarto, de razao molar 1, € observado uma maior diferencga escalar
nas absorcdes entre os pontos. Do quarto ponto adiante as absor¢des da fCDemPent comecam
a cair e adquirem comportamento semelhante a populacdo AemPent, que corresponde ao
branco e se compara a uma diluicao da Pentoxifilina. Por esse dados, fica evidente a interagao
entre a B-CD e a regido da Pentoxifilina responsavel pela absor¢ao em 275 nm, além disso da
indicios de uma estequiometria 1:1 pela maior diferenca encontrada na razdo molar 1.

De forma semelhante, as absor¢cdes em 208 nm (Figura 3.15) também mostraram
diferencas entre Aempent e BCDemPent que culminam na razdo molar 1, com posterior
decaimento devido a dilui¢do. A Figura 3.16 revela a diferenca nos valores das absor¢des para
as solugdes de Pentoxifilina com ciclodextrina e Pentoxifilina (dados referentes as Figuras
3.14 e 3.15) para as duas absorcdes da molécula, onde fica claro a saturagdo do sistema nas

proximidades da razdo molar 1.
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Figura 3.14 - Perfil da absor¢do da Pentoxifilina em 275 nm. AemPent = Titulagdo de dgua

em solucdo de Pentoxifilina. BCDemPent = Titulacdo de solucdo de -CD em solucdo de
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Figura 3.15 - Perfil da absorcao da Pentoxifilina em 208 nm. AemPent = Titulacdo de dgua
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Figura 3.16 - Diferenca nos valores de absor¢do da molécula Pentoxifilina [(Absorbancia da
solucdo Pentoxifilina + B-ciclodextrina) — (Absorbancia da solucdo Pentoxifilina)] para 208 e

275 nm.

As ciclodextrinas, entre outras funcionalidades e aplicagdes, podem proteger a
molécula hdspede quando inclusa em seu interior, reduzindo os riscos de degradacdo
molecular, seja por oxidacdo ou qualquer outro tipo de reacdo quimica (CRINI, 2014). Todo
medicamento de uso oral leva um longo caminho até chegar ao local de atuagdo, passando,
primeiramente, pelo trato gastrointestinal, em ambientes que possuem valores de pH variando
de aproximadamente 1,7 (estdbmago) até maiores que 8,0 (duodeno) (CHARMAN, PORTER
et al., 1997). Foram realizadas leituras no UV-Vis de solu¢do Pentoxifilina 6 x 107 mol.L™"
em diferentes pHs a fim de verificar possiveis alteracdes resultantes de degradacdo. A Figura
3.17 mostra os espectros sobrepostos e a Figura 3.18 é uma expansdo da anterior enfatizando

a regido onde ocorreu os desvios, permitindo uma melhor visualizacao.
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Figura 3.17 - Espectros de solucdes Pentoxifilina 6,0 x 107> mol.L™' em diferentes pHs.
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Figura 3.18 - Expansdo dos espectros de solu¢des Pentoxifilina 6,0 x 10~ mol.L™" em

diferentes pHs.

Houve modifica¢des no perfil de absorcao em 208 nm para os valores de pHs mais
extremos, com grandes desvios em 1,15 , 11,03 e 12,00. Também em 2,08 foi possivel
perceber uma pequena alteragdo. Tal resultado permitiu investigar se esse comportamento se

repete quando a molécula de Pentoxifilina se encontra em meio com B-CD ou se esta teria a
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propriedade de proteger aquela de uma possivel degradacdo em um meio 4cido, como o
estdmago. Na Figura 3.19 tém-se os espectros das solucdes que foram novamente verificadas,
desta vez na presenca de B-CD e com estequiometria 1:1. O resultado foi um perfil
semelhante ao observado sem a ciclodextrina para todos os valores de pHs, mesmo aqueles
que se mostraram alterados. A Figura 3.20 € uma amplia¢do da Figura 3.19.

Tal resultado indica que ndo hd uma protecdo da Pentoxifilina pela ciclodextrina
quando o pH do meio ¢ alterado, o que ndo necessariamente remete uma fraca interagao entre
as partes, tendo em vista que as alteracdes foram observadas em pHs extremos, onde o intenso
processo de protonagdo/desprotonacdo em ambiente aquoso afeta sobremaneira as interacoes
intermoleculares, e isso é observado mesmo em sistemas muito mais estaveis, como exemplo,
nas inimeras interagdes existentes em uma proteina globular, onde a desnaturacdo ocorre com
mudancas de pH bruscas. Entretanto, esses dados dao indicio de que o comprometimento

entre as moléculas ndo ¢ tdo eficaz e isso serd confirmado pela técnica de ITC.
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Figura 3.19 - Espectros de solucdes Pentoxifilina e B-CD, ambas 6,0 x 10~ mol.L™!, em

diferentes pHs.
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Figura 3.20 - Expansdo dos espectros de solu¢des Pentoxifilina e p-CD, ambas 6,0 x 107

mol.L™', em diferentes pHs.

3.2.3. Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)

Na andlise de RMN foram utilizadas técnicas uni e bidimensionais com o intuito de
caracterizar a molécula hdspede, hospedeira e o composto de inclusdo. Os trés foram
relativamente soliveis em D,0O, sendo este utilizado como solvente em todos os
experimentos.

A Figura 3.21 é o espectro de RMN de 'H da B-ciclodextrina obtido a 600 MHz. As
atribuicdes e os valores dos deslocamentos estdo de acordo com a literatura (SCHNEIDER,
HACKET et al., 1998) e constam listados na Tabela 3.3. Os hidrogénios das hidroxilas ndo

aparecem no espectro por serem labeis, trocados pelo deutério do solvente.
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Figura 3.21 - Espectro de RMN de 'H da B-ciclodextrina a 600 MHz.

Tabela 3.3 - Deslocamento quimico (8) e multiplicidade dos hidrogénios da B-ciclodextrina a

600 MHz.
Hidrogénio 1C 2C 3C 4C 5C 6C
c re . Duplo- . . . .
Multiplicidade Dupleto Tripleto Tripleto  Multipleto  Multipleto
dupleto
Deslocamento 5 | 3,70 4,01 3,63 3,92 3,90

quimico /ppm

Também foi realizado o RMN de 'H da Pentoxifilina utilizada nos experimentos a fim
de caracterizd-la estruturalmente e verificar a sua pureza. A molécula apresenta 18

hidrogénios, nenhum ldbil. O espectro estd representado na Figura 3.22 com as devidas
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atribuicdes, sinais integrados e o pico da dgua residual suprimido. Com excec¢do de 11 e 12,
foi possivel observar os picos muito bem espagados, caracterizando o ambiente quimico
diversificado entre os hidrogénios, ndo apresentando nenhum sinal além dos que s@o inerentes
a molécula, o que expressa a pureza da amostra. Mesmo devidamente ajustada, a integracao
superestimou ou subestimou o nimero de hidrogénios em alguns sinais, entretanto isso nao
afeta sobremaneira o nimero total quando se arredonda os valores. A Tabela 3.4 apresenta as
atribui¢des e valores de deslocamento quimico dos hidrogénios da molécula e esta de acordo
com dados da literatura (INDRAYANTO, SYAHRANI et al., 1998; MONE e
CHANDRASEKHAR, 2010).
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Figura 3.22 - Espectro de RMN de 'H da Pentoxifilina a 400 MHz.
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Tabela 3.4 - Multiplicidade e deslocamento quimico (d) dos hidrogénios da Pentoxifilina a

400 MHz.

Hidrogénios 11,12 15 13 17 10 16 8

Multiplicidade Multipleto Singleto Tripleto Singleto Tripleto Singleto Singleto

Deslocamento

e 1,50 2,21 2,58 3,39 3,76 3,89 7,88
quimico /ppm

O espectro da Figura 3.22 foi expandido nas regides entre 1,40 e 2,65 ppm e entre 3,30
a 4,94 ppm para uma melhor visualizagdo da multiplicidade e estdo representados pelas

Figuras 3.23 e 3.24, respectivamente.
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Figura 3.23 - Expansio do espectro de RMN de 'H da Pentoxifilina a 400 MHz, entre 1,40 e
2,65 ppm.
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Figura 3.24 - Expansdo do espectro de RMN de 'H da Pentoxifilina a 400 MHz, entre 3,30 a
4,94 ppm.

O espectro de RMN de COSY 'H-'H mostra que os picos fora da diagonal, ou picos
cruzados, tem origem na interacao entre todos os hidrogénios que tem spin-spin significativos
(PAVIA, LAMPMAN et al., 2010) e serviu para corroborar na determinagao estrutural da
Pentoxifilina obtida no RMN de '"H. Houve correlagdo significativa dos hidrogénios do
multipleto 11,12 - ndo sendo possivel distinguir os sinais isolados no RMN 'H - com o
hidrogénio 10. Como a técnica geralmente revela acoplamentos >~ Ji.y (geminais ou vicinais),
pode-se estabelecer que a correlacdo do hidrogénio 10 € com o hidrogénio vicinal 11. De
forma semelhante, foi verificado correlacao entre os hidrogénios 12 com o 13. O mapa COSY

'H-'H ¢ visto na Figura 3.25.
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Figura 3.25 - Mapa de contorno COSY 'H-'H da Pentoxifilina a 400 MHz.

Tendo sido caracterizados os hidrogénios da molécula hdéspede e hospedeira
isoladamente, para avaliar a geometria, estequiometria e possiveis interacdes no composto de
inclusdo, foram realizados RMN de 'H e ROESY 'H-'H. A Figura 3.26 mostra o espectro de
'H do composto. Alguns sinais, compativeis com o perfil registrado nas moléculas isoladas,
foram facilmente identificados, outros se sobrepuseram na regido entre 3 e 4 ppm, mas
também foram identificados , conforme expansao na Figura 3.27.

Um registro da inclusdo pode ser observado através da variacdo dos deslocamentos
quimicos das moléculas isoladas e inclusas, onde sdo utilizados tanto os sinais da molécula
héspede, como dos hidrogénios internos (3C e 5C) da ciclodextrina (CHATTERJEE, MAITY
et al., 2014; RAJENDIRAN e SANKARANARAYANAN, 2015). Entretanto, os sinais da
ciclodextrina apresentam-se sobrepostos mesmo em espectros de maior resolucao, tornando
de dificil andlise. Acompanhar os deslocamentos dos hidrogénios da molécula hdéspede
possibilita melhores conclusdes, pois, além das variagdes, é possivel estabelecer a parte da

molécula que estd incluida. No caso da Pentoxifilina, houve ainda maiores vantagens porque
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os picos referentes aos seus hidrogénios apresentaram-se bem espacados pela diversidade do

ambiente quimico de cada um, como pode ser verificado na Figura 3.22.
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Figura 3.26 - Espectro de RMN de 'H do composto de inclusdo a 400 MHz.
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Figura 3.27 - Expansao do espectro de RMN de 'H do composto de inclusdo a 400 MHz,
regido entre 3,4 e 4,0 ppm.

A Tabela 3.5 mostra os valores do deslocamento quimico para os hidrogénios da

Pentoxifilina e composto de inclusdo 1:1 B-CD/Pentoxi.

Tabela 3.5 - Valores do deslocamento quimico para hidrogénios da Pentoxifilina e composto

de inclusao.

Hidrogénios 11,12 15 13 17 10 16 8
0 Pentoxifilina 1,50 2,21 2,58 3,39 3,76 3,80 7,88
0 Composto de inclusao 1:1 1,62 2,24 2,60 3,55 3,82 390 7,93

Ad (Composto 1:1 — Pentoxifilina) 0,12 0,03 0,02 016 0,06 001 0,05




74

Foi possivel verificar que todos os deslocamentos quimicos da Pentoxifilina tiveram
um incremento apds a inclusio. Alguns hidrogénios, entretanto, tiveram maiores alteragdes,
com destaque para 11, 12 (que ndo puderam ser diferenciados no RMN 'H) e 17. Uma
alteracdo pequena ocorreu nos hidrogénios 10 e 8. Para todos os demais a variacdo foi ainda
menor.

Os hidrogénios 17, que sofreram a maior alteracdo em seu deslocamento quimico,
estdo presentes no substituinte metil do anel de cinco membros. Tais alteragdes sao resultado
da mudanca do ambiente quimico em que esses hidrogénios se encontraram antes e apds a
inclusdo, dando evidéncias de que podem estar protegidos na cavidade da ciclodextrina de
forma mais intensa e sugerindo uma inclusdo na estrutura do anel que abrange até a parte
alifatica intermedidria da molécula. Isso explica os sinais dos hidrogénios 11,12, que também
foram fortemente modificados. Corrobora com essa ideia, as alteracdes menos intensas nos
hidrogénios 10, situados logo no inicio da cadeia, e no hidrogénio 8, ligado diretamente ao
anel de cinco membros. Os hidrogénios 15, 13 e 16 tiveram uma pequena modificacdo no
deslocamento apds a inclusdo, mas isso nao pode ser desconsiderado ja que no sistema pode
haver equilibrios multiplos, ndo descartando a possibilidade de uma inclusido na extremidade
oposta ao anel.

Foi realizado o experimento ROESY 'H-'H para correlacionar os hidrogénios que
estdo espacialmente préximos no composto de inclusdo, o resultado é apresentado na Figura
3.28, onde as correlagdes intermoleculares considerdveis foram destacadas com linhas
tracejadas em azul. Outros sinais se referem a correlacdes de hidrogénios da mesma molécula
e, portanto, nao foram destacados por ndo serem dados relativos a inclusao.

Houve interacdo entre o hidrogénio 8 da Pentoxifilina com os hidrogénios 6C, 5C e 3C
da B-CD. O hidrogénio 8 estd localizado no anel de cinco membros, o experimento revela que
ele se encontra proximo a hidrogénios internos (5C e 3C) da B-CD, indicando uma inclusao
por essa extremidade da molécula e confirmando o resultado da variagdo de deslocamento
quimico observada no RMN 'H. Os hidrogénios 11 e 12, presentes na por¢do intermedidria da
cadeia alifdtica, também apresentaram correlacdo com os hidrogénios 6C, 5C e 3C da B-CD.
Além destes, 11 e 12 também tiveram correlacdo de menor intensidade com os hidrogénios
2C e 4C, o que remete a uma comprovacdo da proximidade entre as duas moléculas
estudadas. A correlagdo de 11 e 12, tanto com hidrogénios internos como externos da -CD, é
mais uma evidéncia de equilibrios multiplos: dado que estes se localizam na parte

intermedidria da Pentoxifilina, inclusdes pelo lado do anel e pelo lado da carbonila geram pelo
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menos dois arranjos diferentes. A grande interatividade desses hidrogénios explicariam o
motivo deles apresentarem uma das maiores variacdes de deslocamento quimico, conforme
Tabela 3.5.

Um sinal bastante intenso foi verificado entre 10 e 1C. O hidrogénio 10 da
Pentoxifilina estd localizado na cadeia alifatica e préximo ao conjunto de anéis, de modo que
poderia ser afetado por inclusdo de ambas as extremidades. Outro sinal intenso ocorre entre
16 e 1C, o que estabelece uma grande aproximacao dos hidrogénios metilicos desse grupo
ligado a anel de seis membros com a B-CD. Com sinais menos intensos, correlacdes entre os
hidrogénios 15 e 13 da Pentoxifilina e 3C da B-CD também foram observados, sendo aqueles
localizados na extremidade oposta aos anéis e 3C um hidrogénio interno, a inclusido pela

extremidade da carbonila é novamente algo creditado.
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De modo geral, o experimento ROESY 'H-'H reitera uma inclusio proeminente
localizada nos anéis da Pentoxifilina e uma relagdo com os hidrogénios da parte alifatica
intermedidria e daqueles préximos da carbonila, novamente dando evidéncias de equilibrios
multiplos envolvidos nesse sistema. A Figuras 3.29 mostra uma ampliacdo do espectro da

Figura 3.28 e possibilita uma melhor visualizacdo de algumas correlagdes.
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3.2.4. Calorimetria Isotérmica da Titulacao (ITC)

Para caracterizar esse tipo de sistema termodinamicamente, a calorimetria isotérmica
de titulagdo possibilita uma das melhores andlises. No quadrante de baixo da Figura 3.30 esta
representada a curva final obtida pela titulacdo de Pentoxifilina (60 mmol.L™") em B-CD (4
mmol.L™"), onde foram subtraidas as composi¢des da titulacdo da Pentoxifilina (60 mmol.L™")
em 4gua e da titulacio de dgua em B-CD (4 mmol.L™") para excluir os efeitos de diluicdo e
revelar apenas as interagdes entre titulante e titulado. O ajuste para essa sigmdide permitiu
obter um coeficiente estequiométrico de 1,04, corroborando para um sistema com
estequiometria 1:1, como visto pelos sinais proeminentes de RMN da estrutura do anel na
cavidade da B-CD e pela segunda possibilidade de inclusdo pela extremidade da carbonila,
além dos resultados da titulagdo no UV-Vis com inflexdo na razdo molar 1. Isso significa que
o sistema 1:1 tende a ser mais estdvel em relacdo aos outros, pois nao houve outras inflexdes

na curva que demonstrassem o contrario.
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0 50 100 150 200 250
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Figura 3.30 - Variacao da entalpia e curva final apds ajuste ndo-linear para a titulacao de

Pentoxifilina (60 mmol.L‘l) em B-CD (4 mmol.L‘l) a25°C.
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A Tabela 3.6 apresenta todos os parametros termodinamicos obtidos pelo ajuste ndo-

linear utilizando o programa Origin 7.0.

Tabela 3.6 - Parametros termodinamicos obtidos através do experimento de calorimetria

isotérmica de titulacdo para o sistema Pentoxifilina/B-CD a 25 °C.

n K AG/kJ.mol™! AH/kJ.mol ! TAS/kJ.mol ™!

1,04 £0,03 99,90 +£2,23 —-11,41 -5,23£0,19 6,18

O valor da constante de equilibrio estimada, 99,90 + 2,23 , foi pequeno para esse tipo
de interacdo quando comparado a outros sistemas com ciclodextrinas descritos na literatura
(REKHARSKY e INOUE, 1998), o que demonstra uma interagdo fraca entre as entidades,
também verificada pelo perfil da curva, que ndo apresenta uma inflexdo proeminente,
caracteristico de sistemas com fortes interacdes e constantes de associacao alta (TURNBULL
e DARANAS, 2003; HERRERA e WINNIK, 2013). A molécula de Pentoxifilina é
relativamente soldvel, explicando, em parte, fracas associacdes que possam ocorrer no interior
da cavidade hidrofébica de uma ciclodextrina.

Com os valores da varia¢do de entalpia e entropia obtidos pelo programa, foi possivel
estabelecer AG e T.AS utilizando as equagdes da termodindmica cldssica descritas no item
2.3.4. Mesmo com uma constante de associacao baixa, o processo de formacdo do composto
de inclusdo se mostrou espontaneo, dado o valor —11,41 kJ .mol™! encontrado para o AG. O
componente entdlpico estd relacionado com a quebra e formacdo de interagdes, mais ou
menos estdveis, que descrevem os processo de complexacdo hdspede/hospedeiro, com saida
das moléculas de dgua da cavidade da B-CD. Nesse caso, tal componente mostrou um valor
negativo, -5,23+0,19 kJ .mol ™", um processo exotérmico no qual a liberagdo dessa energia
tende a estabilizar o sistema pelas interacdes cooperativas entre partes hidrofébicas e por
interacOes eletrostdticas. Entretanto, esse componente teve um baixo valor, constatando a
pequena interacao.

A contribui¢do entrépica, 6,18 kJ.mol™', é relacionada ao arranjo e organizacdo
molecular do sistema como um todo e apresentou-se maior que o componente entalpico. Isso
pode ser atribuido a dessolvatagao da molécula héspede durante o processo de complexagao

que, por ser razoavelmente solivel, perde o arcabougo organizado de moléculas de dgua ao
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seu redor quando entra na cavidade. A saida das moléculas de 4gua do interior da B-CD e a
existéncia de outros tipos de complexo, aumentando o nimero de espécies existentes em
solucdo, também podem ter contribuido para tal. Todos essas dados anteriores foram obtidos
com o experimento realizado a 25 °C.

Também foram feitas titulagdes calorimétricas em duas outras temperaturas, 15 e 37
°C. Naquela para verificar o comportamento do sistema em uma temperatura mais baixa e
com menor disponibilidade de calor, e nesta que corresponde a temperatura corpérea, ambas
no intuito de avaliar as mudancas na intensidade de associagao entre as moléculas. Na Figura
3.31 tem-se a variacdo da entalpia e curva final apds ajuste ndo-linear para a titulacdo nessas

duas temperaturas e a Tabela 3.7 apresenta os dados termodindmicos.
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Figura 3.31 - Variacao da entalpia e curva final apds ajuste ndo-linear para a titulacao de
Pentoxifilina (60 mmol.L‘l) em B-CD (4 mmol.L‘l): a) Titulagdo a 15 °C;
b) Titulacdo a 37 °C.
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Tabela 3.7 - Pardmetros termodinamicos obtidos através do experimento de calorimetria

isotérmica de titulagc@o para o sistema Pentoxifilina/B-CD a 15 e 37 °C.

n K AG/kJ.mol! AH/kJ.mol™! TAS/kJ.mol ™!
15°C  050+0,09 77,60+ 3,86 -9.36 ~-10,33 +2,07 -0,97
37°C  1,10+0,17 85,10+ 10,10 ~11,46 ~5.56+ 1,14 5,90

Foi visto que na temperatura de 15 °C a estequiometria obtida é de aproximadamente
0,5, o que corresponde a duas ciclodextrinas por molécula de Pentoxifilina. Como os outros
experimentos tém revelado, as duas extremidades da molécula podem ser alocadas na
cavidade. O abaixamento da temperatura faz com a energia cinética das moléculas diminua e
as interagOes sejam mais efetivas, dando maior propensao as hidrofébicas e de dispersdo, que
sdo fracas. Esse maior nimero de interacdes explica o motivo pelo qual a entalpia teve seu
valor quase o dobro (—10,33 + 2,07 kJ .mol_l) do visto a 25 °C, pois se duas ciclodextrinas
tendem a interagir, a liberacdo de energia do processo exotérmico é favorecido. Por esse
mesmo motivo, o valor da componente entrépica ligeiramente negativo (—0,97 kJ.mol™") é
visto pela maior organizagdo desse sistema, pelo qual sdo envolvidas duas ciclodextrinas e
uma Pentoxifilina, em detrimento do sistema 1:1.

Com relacdo ao experimento na temperatura de 37 °C novamente hd uma
estequiometria 1:1 (n = 1,0), com constante de associagcao (85,10 = 10,10) mais préxima da
encontrada em 25 °C (99,90 £ 2,23) quando comparada com a de 15 °C (77,60 £ 3,86). Todos
0s outros parametros também se mostraram bem préximos dos obtidos a 25 °C, pelo que se
pode concluir que esse aumento na temperatura ndo influenciou sobremaneira no sistema. Isso
pode ser associado a caracteristica exotérmica promovida pelas interacoes
héspede/hospedeiro, verificado pelo valor negativo da entalpia nas trés temperaturas
estudadas, onde uma maior disponibilidade de calor ndo favorece as condi¢des de interagao.

A fim de comparar esses dados e verificar a intensidade dessas interacdes em uma
ciclodextrina diferente, foi realizado titulacao da Pentoxifilina com a a-CD na temperatura de
25 °C, com os outros mesmos parimetros das titulacdes da B-CD. Esperava-se duas
possibilidades de diferenciacdo, ambas relacionadas ao tamanho reduzido da cavidade dessa
ciclodextrina: ou intera¢des mais efetivas por um melhor encaixe da molécula na cavidade ou

uma dificuldade de acomodagdo de partes da molécula dado o volume reduzido desse interior
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hidrofébico. A Figura 3.32 mostra a curva de ajuste obtida e a Tabela 3.8 os dados

termodinamicos.
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Figura 3.32 - Variacdo da entalpia e curva final apds ajuste ndo linear para a titulacao de

Pentoxifilina (60 mmol.L_l) em o-CD (4 mmol.L_l) a25°C.

Tabela 3.8 - Parametros termodinamicos obtidos através do experimento de calorimetria

isotérmica de titulacdo para o sistema Pentoxifilina/a-CD a 25 °C.

n K AG/kJ.mol™ AH/KJ.mol™ TAS/kJ.mol™

1,07 £ 0,31 41,30 £5,01 -9,22 —-16,48 + 5,80 -7,26

Termodinamicamente, a interacdo entre a Pentoxifilina e a a-CD demonstrou-se mais
fraca. Um menor valor para a constante de associa¢do (41,30 £ 5,01) foi encontrada em
relacdo ao sistema com a B-CD nessa mesma temperatura (99,90 + 2,23), repercutindo em um

AG escalar também menor. Tendo um valor negativo, o fator entrépico pesou sobremaneira
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na espontaneidade, apesar da contribuicdo entdlpica favordvel. Desse modo, pode-se inferir
sobre um impedimento estérico na formagdo do complexo a-CD/Pentoxifilina.

Os dados da calorimetria isotérmica de titulagdo levam a crer que a interacao da a-CD
com a molécula Pentoxifilina é mais baixa quando comparada com a B-CD, atribuindo-se esse
fato a diferenca de tamanho entre as ciclodextrinas. Essa baixa interagdo também foi
verificada na titulacdo por andlise no FTIR-HATR, que ndo apresentou alteracdes

significativas que demonstrassem interacdo entre as espécies a-CD e Pentoxifilina.



Capitulo 4

Conclusao
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Foi verificado interacdo entre a molécula de Pentoxifilina e P-ciclodextrina
envolvendo, principalmente, a estrutura dos anéis, mas ndo descartando outros equilibrios
com a parte alifdtica j4 que hd manchas de correlacio no ROESY H'-H' que mostram isso.
Quando comparado a outros sistemas envolvendo B-ciclodextrina, percebe-se que a interagao
€ fraca, resultado da caracteristica hidrofilica da Pentoxifilina que interage com as moléculas
de 4gua e desfavorece uma interacdo mais efetiva com a cavidade hidrofébica, sendo
comprovado pelo baixo valor da componente entdlpica registrada no ITC. A componente
entrépica, que estd associada a saida das moléculas de dgua e entrada da molécula héspede na
cavidade, foi preponderante na constituicdo da energia de Gibbs, resultando em um valor
negativo que mostra o favorecimento da inclusao.

Quanto a estequiometria, os resultados do ITC e da titulacio no UV-Vis, na qual a
concentracdo de B-ciclodextrina gerou fortes alteragdes nas absorcdes da Pentoxifilina em
razdo molar especifica, mostraram uma relagao 1:1 de hospede/hospedeiro. Isso ndo descarta
a existéncia de equilibrios multiplos, mas corrobora para a existéncia de um arranjo que seja
mais favordvel em relagdo aos outros, levando a crer que esse ajuste seja na estrutura dos
anéis. Os resultados da titulacdo no FTIR-HATR e do ITC envolvendo a a-ciclodextrina
mostraram uma menor interacdo em relacio a B-ciclodextrina. Nesse caso, a associagdo entre
a hidrofilicidade da molécula héspede e a menor cavidade da a-ciclodextrina constituem um
grande empecilho para a inclusdo, sendo verificado pela pequena constante de associacdo
obtida pelo experimento ITC.

As alteracdes da absor¢ao da Pentoxifilina no UV-Vis devido a mudangas no pH da
solucdo foram investigados afim de se conhecer se ha protecio dessa molécula pelas

ciclodextrinas, mas nao foram verificados dados que comprovassem essa propriedade.
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