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RESUMO

A analise prévia da compatibilidade entre os componentes de uma formulacdo farmacéutica é
de relevante importancia para garantir a biodisponibilidade, eficicia e seguranca destes, uma
vez que podem ocorrer interacGes ndo desejadas entre o farmaco e os excipientes, bem como
entre os excipientes utilizados. Assim, no presente trabalho foi realizado um estudo da
competicdo dos farmacos anti-hipertensivos losartan potassico (Karagiannis et al.) e atenolol
(Patel et al.) com o excipiente dodecil sulfato de sodio (SDS) pela interagdo com a beta-
ciclodextrina (BCD). Para isso, foram realizadas andlises estruturais dos compostos binarios
LOS:BCD, ATE:BCD, SDS:BCD, e ternarios SDS:LOS:BCD e SDS:ATE:BCD, para verificar
a possivel formacdo desses sistemas supramoleculares. A técnica de calorimetria de titulacédo
isotérmica (ITC) foi utilizada com a finalidade de determinar os parametros fisico-quimicos
da interacdo entre os farmacos e a BCD, o0 SDS e a BCD e entre os farmacos e o SDS, além da
andlise de competicdo entre o SDS e os farmacos pela BCD. Logo, a correlagdo nos mapas de
contorno 2D-ROESY permitiram inferir a formagdo dos compostos de inclusdo binérios,
sendo observada a interagdo da cadeia alquil do SDS com a BCD, dos anéis arométicos do
LOS com a BCD e da regido aromética do ATE com a BCD. Ja para os sistemas ternarios a
presenca de correlagdo somente entre o SDS e a BCD foi observada, indicando o possivel
deslocamento dos farmacos da cavidade da BCD, contudo tais resultados ndo foram
conclusivos. Assim, os resultados de ITC mostraram que o sistema SDS:BCD obteve maior
constante de formacao, indicando uma interacdo mais forte entre estas moléculas. Por isso, as
analises de competicdo foram realizadas titulando-se o SDS nas solugdes BCD:farmaco (1:1),
sendo que os resultados de ITC indicaram o deslocamento do ATE, mas ndo do LOS na
presenca do excipiente, indicando a formacdo de um sistema supramolecular ternério. Logo,
foram realizadas novas andlises de ITC variando a estequiometria ora dos farmacos ora da
BCD, sendo observado que mesmo com o aumento da concentragdo do ATE em relagdo a
BCD, o SDS continua deslocando este farmaco da cavidade da BCD. Por fim, foi realizada a
analise cinética da intera¢do do SDS e dos farmacos com a BCD utilizando o software kinITC.
Assim, foi observado que o SDS possui maior velocidade de interagdo com a BCD em relagédo
aos farmacos. Além disso, o0 valor da constante cinética de associa¢ao foi maior do que a de
dissociacdo em todos os sistemas estudados, indicando que a presenca do composto de
inclusdo em solugdo é prevalecida em relacdo as moléculas livres.
Palavras-chave:  Calorimetria de  Titulagdo  Isotérmica;  Cinética;  Sistemas

Supramoleculares; Termodinamica.
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ABSTRACT

Prior compatibility analysis between components in a pharmaceutical formulation is of the
most relevant research to ensure the bioavailability, efficacy and safety of these, since
undesirable interactions can occur between the drug and the excipients, as well as among used
excipients. Thus, in the present work the competition study of the antihypertensive drugs
losartan potassium (Karagiannis et al.) and atenolol (Patel et al.) with the excipient sodium
dodecyl sulfate (SDS) by the interaction with beta-cyclodextrin (BCD) was carried out. For
this, structural analysis of the binary compounds LOS:BCD, ATE:BCD, SDS:BCD, and
ternary ones SDS:LOS:BCD and SDS:ATE:BCD, to verify the possible formation of these
supramolecular systems. Isothermal titration calorimetry (ITC) technique was used in order to
determine the physical and chemical interaction parameters between drugs and BCD, SDS and
BCD and between the drugs and SDS, besides the competition analysis between SDS and
drugs by BCD. Therefore, the correlation in the 2D-ROESY contour maps allowed us to infer
about the binary inclusion compounds formation, by the interaction of the SDS alkyl chain
with BCD, the aromatic rings of the LOS with the BCD and the aromatic region of the ATE
with the BCD cavity. For the ternary systems, only correlations between SDS and BCD were
observed, indicating the possible shift of drugs from the BCD cavity by SDS molecule,
however, these results are not conclusive. Thereby, ITC results demonstrated that the
SDS:BCD system obtained a higher formation constant, indicating a stronger interaction
between these molecules in solution. Hence, the competition analyzes were performed
titrating the SDS in the BCD:drug solutions at (1:1), and the ITC results indicated the ATE
shift from BCD cavity, which was not verified for LOS supramolecular system, indicating the
formation of a system supramolecular ternary. Therefore, new analyzes of ITC were carried
out by varying the stoichiometry of the drugs, sometimes by BCD, and it was observed that
even with the increase of the ATE concentration in relation to BCD, SDS continues to
displace this drug from the BCD cavity. Finally, kinetic analysis of the interaction of SDS and
drugs with BCD using the kinlITC software was performed. Thus, it was observed that SDS
has a higher rate of interaction with BCD in relation to the drugs. In addition, the value of the
association kinetic constant was higher than that of dissociation in all systems studied,
indicating that the presence of the inclusion compound in solution is prevailing in relation to
the free molecules.

Keywords: Isothermal Titration Calorimetry; Kinetics; Supramolecular Systems;
Thermodynamics.



CAPITULO 1
INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1  ESTUDOS PREVIOS NA FORMULACAO DE MEDICAMENTOS

Medicamentos sdo compostos por um farmaco ou um pro-farmaco, sendo que este
ultimo é transportado in vivo em sua forma inativa, sofrendo uma biotransformacdo que
resulta em sua forma ativa necessaria (Albert, 1958; Chin e Ferreira, 1999; Rautio et al.,
2008; Huttunen e Rautio, 2011). Outros componentes presentes nas formulagdes sdo o0s
excipientes farmacéuticos, os quais ndo possuem atividade bioldgica, sendo utilizados para
diferentes finalidades, como garantir o peso, consisténcia e volume adequados para a
administracdo do medicamento, auxiliando no transporte e liberacdo do principio ativo,
podendo ser classificados como diluentes, lubrificantes, agentes edulcorantes, entre outros,
mas sempre com o proposito de garantir a eficacia, seguranca, funcionalidade e qualidade do
medicamento (Steinberg et al., 1996; Baldrick, 2000; Pifferi e Restani, 2003).

Contudo, andlises prévias da formulacdo sdo necessarias a fim de assegurar a
estabilidade, seguranca, eficacia e biodisponibilidade dos medicamentos, uma vez que 0s
excipientes ndo sdo substancias inertes, podendo haver interacdes fisico-quimicas entre o
farmaco ou pré-farmaco e os excipientes, bem como entre 0s excipientes presentes na
formulacédo, afinal estudos com este foco séo relativamente recentes, visto que por muito
tempo sé se era estudada a seguranca e biodisponibilidade do medicamente a partir do
principio ativo (Steinberg et al., 1996; Baldrick, 2000; Pifferi e Restani, 2003; Panakanti e
Narang, 2012; Shércea et al., 2015; Blajovan et al., 2016).

Neste contexto, Ferreira-Nunes et al. (2018) avaliaram a compatibilidade da catequina
(CA), que possui atividades anticancerigenas, antimicrobianas, anti-inflamatérias e
antioxidante, com os excipientes lipidicos labraso (LB), plurol oleique (PL.) e oleato de etilo
(OE) comumente utilizados na preparacdo de micro e nanoemulsdes. Os autores analisaram
composicdes contendo 50 % de CA e um dos excipientes, 50 % de CA e 25 % de dois
excipientes e 50 % de CA e 16,7 % de cada lipideo. Eles observaram que o LB e PL, em suas
respectivas misturas binarias, produziu uma interacdo térmica intensa com o CA, reduzindo
sua temperatura de fusdo, mas sem comprometer a estabilidade da mistura. Entretanto, na
presenca do OE, houve uma interacdo térmica intensa com o deslocamento da fusdo do
farmaco para uma menor temperatura, com uma evidente perda de estabilidade do sistema. Os

autores atribuiram este acontecimento ao fato de o OE sofrer facilmente oxidacdo, sendo
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propenso a reagir com agentes oxidantes, como CA e outros componentes da formulagéo, o
que pode causar decomposicdo, o que explica a antecipacdo da decomposicdo da CA sob
aquecimento (Ferreira-Nunes et al., 2018).

Patel et al. (2018) estudaram sobre a importancia do estudo prévio dos excipientes a
serem usados focando no processo de desproporcao de sal que pode ocorrer quando ha uma
troca ibnica entre excipientes &cidos ou basicos com o principio ativo em sua forma salina, o
convertendo para sua forma livre, geralmente menos soltvel e, portanto, menos biodisponivel.
Para isso, os autores utilizaram o farmaco cloridrato de pioglitazona (PIOH — hipoglicémico)
como sal e o0 excipiente estearato de magnésio (EM) como agente basico, produzindo misturas
ternarias do EM com um diluente (polivinilpirrolidona - PVP); poli(1-vinilpirrolidona-acetato
de co-vinila) — PVPVA,; silica pirogénica ou manitol) e o PIOH. A anélise de espectroscopia
Raman mostrou que as misturas de ternarias contendo PVP apresentaram maior taxa de
desproporcdo em relagdo as contendo PVPVA, mas quando comparados com as contendo
manitol, os resultados mostraram um aumento da desproporcdo. Os autores também
observaram que o aumento da quantidade de EM de uma razao relativa de 1:9 para 1:3 gerou
quase o dobro da taxa de desproporcdo, devido a maior razdo molar do excipiente basico para
o do sal. Por fim, eles destacam os resultados obtidos com a silica pirogénica, uma vez que
esta se adere as particulas da superficie formando uma pequena camada que pode diminuir o
contato entre EM e PIOH, atuando como uma barreira, ou ainda, a presenca de grupos silandis
tornam o microambiente &cido, reduzindo a desproporcao (Patel et al., 2018).

Ja Ludvigsson et al. (2018), estudaram possiveis combina¢fes para um medicamento
contendo o farmaco AZD7986 que é o primeiro inibidor oral da classe dipeptidil peptidase 1
(DPP1) com potencial uso no tratamento da doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
sendo que seu monohidrato de base livre foi selecionado para o desenvolvimento da Fase 2 de
uma forma para uso oral. Eles analisaram duas combinacdes diferentes de manitol/celulose
microcristalina (Raghavan et al.) ou fosfato dicalcico desidratado (DCPD), trés desintegrantes
diferentes (hidroxipropilcelulose de baixa substituicdo (L-HPC), glicolato de amido sodico
(NaSG), carboximetilcelulose de s6dio (NaCMC) e trés lubrificantes diferentes (estearato de
magnésio, estearil fumarato de sédio (PRUV) e behenato de glicerilo). Os autores observaram
uma incompatibilidade entre 0 PRUV e o principio ativo, devido a uma reagdo de adigédo de
Michael entre o &cido fumarico e uma amina secundaria do AZD7986, sendo que este &cido
foi considerado como sendo o produto da hidrolise do estearil fumarato de sédio na presenca
de outros excipientes (mas ndo é evidenciado qual), demonstrando a importancia dos estudos

prévios de formulacgdo (Ludvigsson et al., 2018).



1.2 MOLECULAS ESTUDADAS

As formulacbes medicamentosas tém evoluido com o passar dos anos a fim de
melhorar sua biodisponibilidade, eficdcia e seguranca. Neste contexto, sabe-se que a
hipertensdo ¢ um importante fator de risco para as doencas cardiovasculares, como o enfarte
agudo do miocérdio e o acidente vascular cerebral. Logo, para o tratamento desta condig&o,
varias classes de medicamentos anti-hipertensivos vém sendo desenvolvidos a fim de evitar a
morbidade e mortalidade associadas a este fator (Karagiannis et al., 2007; Jordan et al., 2018;
Oparil et al., 2018).

Logo, para este trabalho foram escolhidos dois farmacos anti-hipertensivos (losartan
potéssico e atenolol) e dois excipientes farmacéuticos (dodecil sulfato de sodio e B-
Ciclodextrina), uma vez que as ciclodextrinas sdo capazes de alterar as propriedades fisico-

quimicas e modular a formacédo micelar de surfactantes (Garcia-Rio et al., 2007).
1.2.1 LOSARTAN POTASSICO

O losartan potassico (LOS - Figura 1.1) é um sal de potassio de 2-butil-4-cloro-1-{[2’-
(1H-tetrazol-5-il)(1,1°-bifenil)-4-ilJmetil}-1H-imidazol-5-metanol, tendo o numero 124750-
99-8 como registro no banco de dados do Chemical Abstracts Service (CAS), com peso
molecular de 461,00 g.mol-?, solubilidade aquosa de 3,3 mg.mL~ e formula molecular
C22H22CIN6O.K, que se apresenta na forma de um pé cristalino branco, solivel em &gua e

etanol (Williams et al., 1996; Farmacopeia Brasileira, 2010).

N / Cl
D N
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K' o\
N—N OH

Figura 1.1 - Representacdo estrutural do losartan potassico (LOS).

Seu grupo farmacoforico esta na sua parte derivada do &cido imidazol-5-acético. Ele é
utilizado como agente anti-hipertensivo, sendo um antagonista seletivo do receptor de
angiotensina 1l tipo 1, interferindo na liberacdo do horménio aldosterona o que resulta na

diminuicdo da resisténcia periférica total e retorno venoso cardiaco, culminado na reducédo da
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pressdo sanguinea. Outras pesquisas evidenciam que o LOS pode auxiliar na regressdo da
nefropatia diabética em pacientes com diabetes tipo 2 (Raghavan et al., 1993; Xu et al., 2009;
De Paula et al., 2011; Reddy, M. S. et al., 2015; Duchene e Bochot, 2016).

1.2.2 ATENOLOL

@) atenolol (ATE - Figura 1.2), 4-[2-Hidroxi-3-[(1-
metiletil)amino]propoxi]benzenoacetamida, tendo o nimero 29122-68-7 registrado no banco
de dados do CAS, com peso molecular de 266,34 g.mol!, solubilidade aquosa de 12,8
mg.mL! e formula molecular C14H22N2O3, se apresenta na forma de um po cristalino branco,
sendo pouco soltvel em agua, cloreto de metileno e acetona, mas possui boa solubilidade em
metanol, acido acético glacial e etanol, pouco soltvel em cloreto de metileno (Jimenez-Kairuz

et al., 2005; Farmacopeia Brasileira, 2010).

A
LT

OH

Figura 1.2 - Representag&o estrutural do atenolol (ATE);

Este farmaco é cardiosseletivo e lipofilico, devido a sua cadeia lateral de oxi-
propranolamina na posicdo para do anel benzénico, que € o seu grupo farmacoférico. Sua
lipofilicidade também é importante, pois os beta-blogueadores hidrofilicos tendem a nao ser
metabolizados e, portanto, sdo excretados inalterados pelos rins (Kirch e Gorg, 1982). Ele é
um farmaco anti-hipertensivo pertencente a classe dos B-bloqueadores, sendo um antagonista
seletivo para o receptor 1 (encontrados principalmente no miocardio) que diminui a secrecdo
de noradrenalina, com atividade simpaticomimética intrinseca, ou seja, estimula uma pequena
vasodilatacdo para haver um equilibrio entre os efeitos de vasoconstricdo e vasodilatacéo,
estabilizando a pressao arterial. Por isso, 0 ATE é utilizado no tratamento de hipertenséo,
doenca coronéria, arritmias e angina de peito, além do tratamento de reducdo do risco de
complicagdes cardiacas ap0s o enfarte do miocardio (Borodi et al., 2008; Buha et al., 2012;
Wesolowski e Rojek, 2013).



1.2.3 DODECIL SULFATO DE SODIO

O dodecil sulfato de sédio (sodium dodecyl sulfate - SDS — Figura 1.3) € um sal de
sodio do éster monododecilico do acido sulfurico, cujo nimero no registro no banco de dados
do CAS é 151-21-3, com peso molecular de 288,38 g.mol!, solubilidade aquosa maior que
130 g.L~* e formula molecular C12H2504S.Na, 0 qual se apresenta como pé ou cristal, soldvel
em agua e pouco soltvel em etanol.

o
P N P g e \\0 Na

Figura 1.3 - Representagdo estrutural do dodecil sulfato de sodio (SDS).

O SDS é um surfactante amplamente utilizado em formulagGes cosméticas e em
medicamentos de uso oral ou tdpico, sendo classificado pelo Handbook of Pharmaceutical
Excipients (2009) como surfactante anionico, detergente, agente emulsificante, penetrante de
pele e lubrificante de capsula e tablete. Ele pode estar em sua forma monomeérica ou formar
micelas, sabendo que sua concentragdo micelar critica é de 8,2 mmol (2,365 g.L1) a 20° C,
sendo que estas micelas podem estar na forma esferica, tubular ou de vesiculas, por exemplo
(Rowe et al., 2009; Brasil, 2010; Nguyen et al., 2016).

1.2.4 CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (Figura 1.4 - CDs) sdo oligossacarideos ciclicos formados pela unido
de unidades glicosidicas por meio de ligagdes a-1,4 sendo produzidas a partir da degradacao
do amido. Suas formas naturais conhecidas como alfa-ciclodextrina (a.CD), beta-ciclodextrina
(BCD) e gama-ciclodextrina (yCD), possuem 6, 7 e 8 unidades de glicose em sua constituicéo,

respectivamente. Além disso, outras caracteristicas estdo presentes na Tabela 1.1.
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Figura 1.4 - Representacdo estrutural: (a) a-Ciclodextrina (CD); (b) Monémero da ciclodextrina, com respectiva

identificacdo dos hidrogénios e carbonos. n = numero de unidade de glicose

Tabela 1.1 - Caracteristicas das ciclodextrinas.

Caracteristica aCD BCD yCD
Numero de unidades de glicose 6 7 8
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua a 25°C (% m/v) 14,50 1,85 23,20
Volume da cavidade (A3) 174 262 427

As caracteristicas das CDs variam conforme o seu tipo, suas modificacBes e via de
administracdo. Em geral, como estas moléculas sdo formadas a partir de precursores de
amido, que é um produto natural, elas apresentam boa biocompatibilidade e solubilidade, uma
baixa toxicidade, além de um relativo baixo custo de producdo quando comparada a yCD, por
exemplo. Estruturalmente as CDs apresentam a forma de um cone truncado, com as hidroxilas
secundérias (ligadas aos carbonos C. e Cz) e a hidroxila primaria (ligada ao carbono Cse)
voltadas para o exterior da molécula, e os hidrogénios (Hz e Hs) juntamente com 0s oxigénios
da ligacdo C-O-C em seu interior, 0 que as confere um carater anfifilico, com um interior
hidrofobico e um exterior hidrofilico, sendo que o tamanho de sua cavidade varia conforme o
namero de unidades glicosidicas presentes em sua constituicdo. Tal caracteristica faz das CDs
uma molécula capaz de formar compostos de inclusdo (Cls) com um amplo nimero de
moléculas hospedes, por meio de interagdes ndo covalentes como ligagdo de hidrogénio,
efeito hidrofobico e forgas de van der Waals. A diferenca de solubilidade mostrada na Tabela
1.1 é explicada pelas ligacOes de hidrogénio entre as hidroxilas dos carbonos C, e Cz dos
mondmeros da BCD, a qual ndo ocorre na aCD devido a distor¢do de uma de suas unidades

glicosidicas, e nem na yCD que apresenta uma estrutura mais flexivel (Szejtli, 1989; Hedges,
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1998; Rekharsky e Inoue, 1998; Szejtli, 1998a; b; Del Valle, 2004; Loftsson e Duchene, 2007;
Mura, 2015; Duchene e Bochot, 2016).

Os Cls sao utilizados estrategicamente para modificar propriedades fisico-quimicas
das moléculas hdspedes, tais como alterar sua solubilidade, conferir protecdo da luz, calor e
oxidagdo, diminuir efeitos fisiologicos indesejados de farmacos, mascarar sabores
desagradaveis, entre outros, sendo utilizadas em segmentos diversos, como na industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética e na agricultura, por exemplo. Por serem formados a
partir de interacBes ndo covalentes estes Cls sdo dinamicos e reversiveis em solucdo, sendo
formados e dissociados com baixo custo energético de maneira geral, quando comparado com
a formacdo e quebra de ligagcBes quimicas, 0 que os torna mais atrativos na aplicacdo de
entrega de farmacos (Hedges, 1998; Del Valle, 2004; Ma e Zhao, 2015; Duchene e Bochot,
2016; Kolesnichenko e Anslyn, 2017).

No processo de formagdo dos Cls, diferentes formas de interacdo podem ser
observadas. De forma geral, duas moléculas interagem formando um CI binério, que possui
caracteristicas fisicas e quimicas diferentes das moléculas puras. Contudo, também existe a
possibilidade da obtencdo de um composto ternario, o qual ocorre quando duas moléculas séo
incluidas ou interagem com a molécula hdspede, resultando em um CI com caracteristicas
diferentes das moléculas puras e dos Cls binéarios. No entanto, esses diferentes sistemas
podem ocorrer em equilibrio quimico, assim Cls binéarios e ternarios podem ocorrer
simultaneamente (Figura 1.5). Por isso, estudos vem sendo realizados a fim de analisar a
influéncia de uma terceira molécula no CI binario visando a obtencdo de melhores
caracteristicas, como aumento de solubilidade, por exemplo, ou ainda para verificar
incompatibilidades entre as moléculas, e até mesmo para analisar a incompatibilidade com o
solvente que pode interagir no lugar da molécula hospede ou hospedeira (Andreaus et al.,
1997; Goubet et al., 2001; Pacioni et al., 2008; Biedermann et al., 2012; Poorghorban et al.,
2015; Smith et al., 2015; De Melo et al., 2016; Sherje et al., 2017).
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Figura 1.5 - Representacdo de alguns tipos de compostos de inclusdo que podem ser formados em equilibrio.
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‘ Alguns Possivels Compostos de Incluséio ‘

Neste contexto, se pode citar o estudo realizado por Andreaus et al. (1997) que
analisou a influéncia do SDS na solubilidade de compostos de incluséo envolvendo a metil-
alfaciclodextrina (M-aCD) e as moléculas de p-xileno e o-xileno. Como resultado, foi
observado que o SDS diminuiu a solubilidade do ClI M-aCD:p-xileno, ao passo que tornou o
Cl M-aCD:o-xileno mais soltvel. Tal resultado foi atribuido a formacéo de CI ternério entre
Cl M-aCD:o-xileno:SDS, o qual ndo ocorreu para o Cl com o p-xileno, que foi
provavelmente deslocado da cavidade da M-aCD na presenca do SDS. Recentemente, Sherje
et al. (2017), realizaram uma pequisa para avaliar o efeito da L-arginina no incremento da
solubilidade do CI etodolac:HPBCD, utilizando as técnicas de caracterizacdo estrutural,
molecular docking e estudo de dindmica molecular. Os autores obtiveram como resultado a
formagdo de um composto ternario, com maior solubilidade quando comparado ao sistema
binario. Ja De Melo et al. (2016) demostraram que 0s cossolventes trietanolamina (TEA) and
1-metil-2-pirrolidona (NMP), formam um CI ternario com o farmaco benzonidazol e a
HPBCD, auxiliando no aumento da solubilidade do farmaco, contudo diminuindo a eficiéncia
da complexacdo do composto binario benzonidazol:HPBCD, ndo sendo indicados para
producdo do medicamento final.

Brocos, Diaz-Vergara et al. (2010), utilizaram a simulacdo computacional de dindmica
molecular para caracterizar estruturalmente a interagdo entre as CDs naturais e o SDS. Ja
Brocos, Banquy et al. (2011) utilizaram a calorimetria de titulacdo isotérmica aliada a
simulacdo computacional de dindmica molecular a fim de obter uma caraterizagéo fisico-
quimica também dos sistemas SDS:CDs naturais. Por fim, Benké e Kirdly (2012) utilizaram
também a mesma técnica de titulacdo a fim de obter um perfil termodinamico da interacédo

entre SDS e a BCD. Estas pesquisas citadas anteriormente trazem em comum a concluséo da
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formacdo do CI entre a molécula de SDS e a BCD na estequiometria de 1:1 envolvendo a
interacdo pela cadeia alquil do SDS (Brocos et al., 2010; Brocos et al., 2011; Benké e Kiraly,
2012).

1.2.4.1 CICLODEXTRINAS EM FORMULACOES MEDICAMENTOSAS

A capacidade de formar Cls com um grande nimero de farmacos, modificando suas
propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas, podendo, por exemplo, melhorar a
solubilidade, dissolucdo e biodisponibilidade, além de mascarar sabores desagradaveis,
modificar a volatilidade e reatividade, faz com que as CDs sejam utilizadas na formulacédo de
medicamentos, recebendo a classificagdo de agente estabilizante e solubilizante pelo
Handbook of Pharmaceutical Excipients (2009) (Ficarra, Ficarra, Di Bella, Raneri,
Tommasini, Calabro, Villari, et al., 2000; Rowe et al., 2009; Loftsson e Brewster, 2012;
Panakanti e Narang, 2012; Kurkov e Loftsson, 2013; Sbharcea et al., 2015).

Kolesnichenko e Anslyn (2017), ressaltaram em sua revisdo que o uso de CDs na
liberagdo de farmacos tem sido bem aplicado nos altimos 20 anos em todo o mundo, sendo
gue no ano de 2010, cerca de 35 medicamentos ja eram comercializados utilizando CDs como
excipiente. Assim, tendo como foco as substancias utilizadas neste estudo, serdo citados
abaixo alguns trabalhos envolvendo o estudo da inclusdo entre o LOS, o ATE e o SDS com
CDs, bem como estudos de compatibilidade envolvendo CDs.

Reddy, Soujanya et al (2015) realizaram um estudo com o objetivo de verificar
possiveis melhorias na dissolucéo e, consequente, biodisponibilidade do losartan potassico
utilizando BCD para formar um composto de inclusdo. Os autores obtiveram um resultado
satisfatorio, tendo 97,10 + 0,59 % de liberacdo de losartan, sendo que para o comprimido sem
a presenca da BCD a liberacdo era de apenas 58,13 + 0,46 %. Ja De Paula, Denadai et al
(2011), analisaram o CI formado pela HPBCD e o fa&rmaco LOS, também com o objetivo de
analisar melhorarias na biodisponibilidade deste farmaco, para uma possivel aplicacdo deste
Cl na formulacdo de um medicamento de liberagdo sustentada. Estes autores obtiveram como
resultado um aumento no tempo de liberacéo do farmaco.

Ficarra, Ficarra et al. (2000) estudaram a formacéo do CI entre BCD e 0 ATE, e a
melhoria da taxa de dissolucdo e solubilidade deste farmaco no CI, obtendo resultados
satisfatorios, com a melhoria da taxa de dissolucdo de 0,5 para 91% em trés minutos.

Wesolowski e Rojek (2013) realizaram um estudo sobre a compatibilidade do farmaco
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atenolol com os excipientes farmacéuticos manitol, amido, lactose, metilcelulose, meglumina,
quitosana, polivinilpirolidona, estearato de magnésio e BCD. Os autores conduziram duas
analises estatisticas multivariadas, a analise de componente principal (principal component
analysis - PCA) e a analise de clusters (clusters analysis — CA), a fim de se obter possiveis
incompatibilidades dos excipientes na presenca do farmaco, e concluiram que o excipiente
manitol impede a interacdo entre o atenolol e a BCD, sendo incompativel o uso destes dois
excipientes na formulacéo final do medicamento.

Corti et al. (2008) estudaram a compatibilidade entre o composto cloridrato de
metformina (antidiabético) e a triacetil-pCD com os polimeros hidroxipropilmetilcelulose,
goma de xantano, quitosana, etilcelulose, Eudragit L100-55 e Precirol por calorimetria
diferencial exploratéria (differential scanning calorimetry - DSC). Eles observaram uma
mudanca no perfil térmico com o aparecimento de uma banda exotérmica e o
desaparecimento do pico de fusédo da triacetil-3CD apenas com o Precirol, concluindo assim
que o Precirol ndo deveria ser usado como excipiente numa formulacédo final do medicamento
de liberacdo sustentada utilizando a triacetil-pCD.

Chadha, Bala et al. (2014) estudaram a compatibilidade entre o CI formado por
valsartan (anti-hipertensivo) e metil-3CD com o excipiente Polissorbato 80 (surfactante) por
técnicas de DSC, termogravimetria (thermogravimetry - TG), difracdo de raio-X (PXRD),
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier transform infrared
spectroscopy - FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN), solubilidade de fase e
calorimetria de solucdo. Os autores observaram que houve aumento da taxa de dissolu¢do em
relacdo ao CI binario para o composto com o Polissorbato 80 sendo mantida a eficiéncia para
diminuicédo da pressdo sistolica em ratos.

Sbércea, Ledeti et al. (2015) avaliaram a compatibilidade entre Cl formado pelo
farmaco fosinopril (anti-hipertensivo) e HPBCD com estearato de magnésio, talco e amido
utilizando as técnicas de TG/DTG, analise térmica diferencial (differencial thermal analysis -
DTA) e FTIR. Os autores observaram mudancas nas curvas térmicas que indicaram uma
possivel interacdo entre o composto com o talco e o estearato de magneésio, contudo a
auséncia de modificacdo nas bandas de FTIR e dos pardmetros cinéticos obtidos os levou a
concluir que o composto de inclusdo é compativel com os excipientes. Além disso, 0s autores
observaram que a HPBCD confere protecdo ao fosinopril, o qual quando sozinho apresenta

incompatibilidade com o estearato de magnésio.
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De acordo com o Handbook of Pharmaceutical Excipients (2009), a HPBCD causa a
diminuigdo da atividade antimicrobiana de alguns conservantes. 1sso ocorre pelo fato de a
HPBCD ter alta afinidade para inclusdo de moléculas hidrofdbicas, sendo que os ésteres de
acido p-hidroxibenzoico (parabeno), amplamente utilizados como conservantes, possuem
caracteristicas lipofilicas, interagindo com a HPBCD por meio do grupo aromatico (Lehner et
al., 1993; Matsuda et al., 1993; Chan et al., 2000; Rowe et al., 2009).

Logo nota-se que muitos estudos sdo realizados a fim de analisar a interacdo entre CDs
e farmacos, contudo, ha um nimero limitado de pesquisas sobre a interacdo destas moléculas
com os demais excipientes utilizados nas formulacdes dos medicamentos, principalmente
envolvendo a caracterizacdo fisico-quimica dos possiveis compostos de inclusdo formados,
bem como a competicdo entre farmacos e excipientes pela interacdo com a cavidade das CDs.
Pode-se observar também que as pesquisas citadas que avaliaram a compatibilidade entre
excipientes, utilizaram como técnicas a caracterizacdo térmica por DSC, TG e DTA, aliadas
ou ndo a técnicas estruturais como FTIR e RMN. Entretanto, tais técnicas ndo fornecem todos
os parametros fisico-quimicos diretamente, sendo necessario inferi-los, o que aumenta o erro
e a imprecisdo nos valores obtidos (Corti et al., 2008; Rowe et al., 2009; Chadha et al., 2014;
Sbércea et al., 2015).

1.3  INTERACOES INTERMOLECULARES NOS COMPOSTOS DE INCLUSAO

O reconhecimento molecular é de suma importancia na formagdo dos Cls, uma vez
que este é baseado na combinacdo seletiva entre moléculas, a qual ocorre por meio de
interacdes moleculares (Ariga e Kunitake, 2006). Neste contexto, as interacfes eletrostaticas
sdo relevantes por serem uma forca atrativa (moléculas de cargas opostas) ou repulsiva
(moléculas com o mesmo tipo de carga) inversamente proporcional a constante dielétrica do
meio circundante. Considerando a interacdes entre moléculas hidrofébicas em meio aquoso
(constante dielétrica menor), a interacdo eletrostatica se torna mais forte. Porém se houver
uma espécie com grupo funcional em suas formas ionizadas e neutras em equilibrio, a forma
neutra diminui a interacdo eletrostatica. Contudo, quando as interagbes ocorrem entre
moléculas neutras, as forcas dipolo-dipolo e ion-dipolo apresentam comportamento
semelhante devido ao seu momento de dipolo, sendo estas interacGes entalpicamente
favoraveis (Connors, 1997; Ariga e Kunitake, 2006).
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Um tipo especifico de forca do tipo dipolo-dipolo é a ligacdo de hidrogénio, a qual é
significativa na estabilidade de Cls com CDs em solugdo aquosa, uma vez que a contribuigdo
vem da interacdo dos atomos de hidrogénio polarizados positivamente de grupos hidroxila
(OH — como no caso das CDs) ou grupos amino (R-NH-R’), com outros a&tomos ricos em
elétrons (Connors, 1997; Ariga e Kunitake, 2006).

Outra interacdo importante € a de Van der Waals, a qual é mais fraca e menos
especifica comparada com as interagdes eletrostaticas e de hidrogénio, mas abrange mais tipos
de moléculas. Ela ocorre na interacdo entre uma molécula com momento de dipolo e outra
neutra que tera um momento de dipolo induzido, sendo importante para sistemas em que
guando a molécula hospedeira reconhece a forma da molécula hdspede. Sua contribuicdo €
significativa quando vérias interacbes deste tipo ocorrem de maneira cooperativa no
reconhecimento molecular. Nos Cls com CDs, as forgas de van der Waals quando somadas as
contribuicdes das interacdes dipolares podem sobrepor a interacdo hidrofébica (Connors,
1997; Ariga e Kunitake, 2006).

A interacdo hidrofobica é a forca que induz a agregacao de moléculas hidrofébicas em
meio aquoso, onde as moléculas de &gua formam camadas estruturadas de hidratacdo
entropicamente desfavoraveis (Ariga e Kunitake, 2006). Um maior detalhamento desta forca

nos Cls com CDs serd mostrado no item 1.4.

1.4 ESTUDO TERMODINAMICO DOS COMPOSTOS DE INCLUSAO

A termodinamica tem o objetivo de estudar a relacdo entre as acbes mecanicas
(trabalho) e as transformacdes do calor envolvendo atomos e/ou moléculas, com base na
conservacao da energia interna (U), com o intuito de analisar a espontaneidade e equilibrio
dos sistemas, sendo aplicada em diversas areas, tais como na biologia, ciéncia de materiais e
guimica. Pensando em um sistema fechado, o qual ndo troca matéria e energia com a
vizinhanca, entende-se como trabalho (w), a forma de energia que realiza um movimento
molecular organizado contra uma forca oposta, e calor (qQ) como a energia resultante da
diferenca de temperatura (T) entre o sistema e sua vizinhanga com movimento molecular
desordenado (Klots e Rosemberg, 2000; Atkins, 2001).

Neste contexto, a entalpia que é uma funcdo de estado que relaciona a energia interna
do sistema com sua pressdo e volume, ¢ utilizada para analise das mudancas de calor medidas
no sistema, pois em um processo isobarico, a variagdo da entalpia (AH®) reflete a variacéo do

calor ocorrida. Contudo, esta ndo é capaz de explicar sozinha a espontaneidade de mudangas
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no sistema, logo é necessario o estudo da variagdo de entropia (AS°), que resulta dos
diferentes estados que as moléculas em um sistema podem possuir, lembrando que o sistema
tem a tendéncia de apresentar espontaneamente maior desordem molecular no estado gasoso,
aumentando, portanto, sua variacdo de entropia. Por fim, a relacdo entre as variacfes de
entalpia e entropia gera a variagdo da energia livre de Gibbs (AG®), que corresponde a energia
disponivel para realizacdo de trabalho de ndo-expansdo a temperatura e pressdo constantes,
refletindo a espontaneidade do sistema (Klots e Rosemberg, 2000; Atkins, 2001; Silva, 2005;
Sabadini e Bianchi, 2007).

Tendo como foco a analise termodindmica da formagao dos Cls, é importante avaliar a
possibilidade do efeito hidrofébico. Quando as CDs séo a molécula hospedeira, por exemplo,
em solucdo aquosa ha a ocupacdo da cavidade apolar das CDs por moléculas de agua, sendo
que esta interacdo polar-apolar é desfavorecida energeticamente, fazendo com que parte das
moléculas de &gua busquem um arranjo que favoreca a interagdo entre elas, diminuindo sua
desordem. Por isso, com a aproximacdo de uma molécula hdspede apolar, hd um
favorecimento energético que resulta na dessolvatacdo de parte das moléculas presentes no
sistema e na saida das moléculas de agua para haver a interacdo entre a cavidade e a molécula
apolares. Logo, parte dessas moléculas de agua que sdo liberadas para 0 meio, assumem uma
maior liberdade conformacional, levando ao aumento da entropia do sistema, mesmo sendo
esperada sua diminuicdo devido a formacdo do ClI. J& outras moléculas interagem entre sim
aumentando a entalpia do sistema. Assim, 0s parametros termodinamicos obtidos na formacéo
dos Cls sdo uma consequéncia das contribui¢fes de todas as dissociacdes e associacdes que
ocorrem no sistema (Connors, 1997; Rekharsky e Inoue, 1998; Szejtli, 1998b; Bouchemal e
Mazzaferro, 2012).

Em resumo, a formacdo dos Cls envolvendo CDs é descrita pela saida das moléculas
de agua de sua cavidade e que solvatam as moléculas hospedeira e as CDs, havendo entdo a
incluséo total ou em parcial na CD, conforme a Equacdo 1 (Hedges, 1998; Szejtli, 1998b;
Bouchemal e Mazzaferro, 2012; Kurkov e Loftsson, 2013).

nX.gH,0+mCD.qH,0 CD Xy +(q+g).H,0 Equacdo 1

Sendo que X representa a molecula hospede, CD a ciclodextrina, CDnXm 0 composto
de incluséo, tendo n, m, g e g como indices estequiometricos. Para a formacao dos Cls, deve-
se também analisar a constante de afinidade (K, ), a qual reflete a energia das interacdes entre

as moleculas do sistema, através de um equilibrio termodindmico entre a associagdo e a
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dissociacdo de todas as espécies envolvidas. As Equagdes simplificadas 2 e 3 referem-se a
formacédo do CI considerando as interagdes entre CD e a molécula hospedeira (Szejtli, 1998a;
Ondo, 2016).

CD + X——CD.X Equagéo 2
__ [cpx] N
K, = [CDIX] Equacéo 3

Ainda é importante salientar que a K, entre as moléculas hdspede e hospedeira nos
Cls é diretamente proporcional a variacdo da energia livre de Gibbs (Equacéo 4), logo ela esta
relacionada as variacGes de entalpia e entropia do sistema (Equacdo 5). As interacdes
intermoleculares dipolares e de van der Waals sdo entalpicamente favoraveis, mas
desfavorecidas pela dessolvatagdo dos grupos polares. Ja efeito hidrofobico favorece a
entropia, a qual é desfavorecida pela formacéo das interacdes intermoleculares (Bouchemal e
Mazzaferro, 2012).

AG® = —RTInK, Equacio 4

AG® = AH° — TAS° Equagdo 5

Em que R é a constante dos gases (8.314 J K- mol!) e T é a temperatura em que o
experimento foi conduzido na unidade Kelvin.

E importante analisar também a compensacdo entre entalpia e entropia conforme
ocorra perturbacdes no sistema, como a mudanca de temperatura, por exemplo. Para isso é
feito um grafico de AH® por —TAS® com ajuste linear entre 0s pontos, se 0s pontos estiverem
dentro do ajuste da reta (Equacédo 6) ha a compensacéo, se ndo estiverem o sistema nao possui
compensacao entalpica-entropica. Além disso, os valores do intercepto e da inclinagdo séo
proporcionais a dessolvatagdo e mudanga conformacional ocorrida no sistema,
respectivamente (Inoue et al., 1993; Connors, 1997; Swaminathan et al., 1998; Freire, 2008;
2009; Bouchemal e Mazzaferro, 2012; Ondo, 2016).

TAS® = aAH®° + b Equacéo 6



16

Em que a estéd relacionado com o ganho entélpico do sistema em relagdo a todas as
interacdes de associacdo e dissociacdo ocorridas, sendo que 1—a reflete o quanto deste ganho
contribui para estabilidade do CI e b, quando positivo, indica que formacao do CI acontece
mesmo quando ndo ha ganho entalpico, o que ocorre quando a contribui¢do entrépica do
processo de dessolvatacdo € o principal fator na formacdo do CI independente da entalpia
(Inoue et al., 1993; Bouchemal e Mazzaferro, 2012; Ondo, 2016).

Esta analise ajuda a compreender as relacdes termodindmicas com a constante de
associacdo na formacdo dos Cls, possibilitando, por exemplo, o estudo para melhoramento de
medicamentos uma vez que superar esta compensacao significa melhorar a Ka (Freire, 2008;
Ondo, 2016).

Inoue e colaboradores (1993), estudaram o efeito da compensacéo entalpica/entrdpica
no estudo termodindmico da interagdo entre BCD e seus quelato de cobre (Il) com alguns
derivados do naftaleno. Eles observaram que a maior inclinagéo foi de 1,07 e o intercepto de
5,00 o que indica que a formacdo dos Cls com as CDs modificadas é favoravel mesmo na
auséncia da estabilizacdo entélpica, pois hd ganho entrépico devido a mudanca
conformacional do substituinte lateral da cavidade, além da dessolvatacdo das moléculas
hospede e hospedeira. Os autores também puderam concluir que este resultado coincidiu com
a formma como a interagcdo das CDs modificadas ocorre corroborando que 0 processo de
formagdo dos Cls pode ser entendido em um contexto geral sob o ponto de vista da
compensacdo entre entalpia e entropia quanto aos tipos de interacdes ndo-covalentes estdo
ocorrendo.

Freire (2008) mostra em seu estudo que a analise da compensacao entalpica/entropica
fornece informacOes para determinar, locais para modificagdo ou inser¢do de grupamentos
gue aumentam as interacdes de farmacos com a proteina de interesse, ocasionando um maior
ganho entalpico devido a maior afinidade. Além disso, este ganho ndo pode ser compensado
pela entropia, assim deve-se evitar a reestruturacdo proteica direcionando as interacfes para
regides especificas da proteina.

Connors (1997), mostra em seu trabalho que a variagdo de energia livre total do
processo de formacdo do CI tendo a CD como molécula hdspede estd de acordo com as

Equacdes 7 e 8.

AGcr = AGipter + AGhidro + AGgoly Equagdo 7

AGsoly = AGgorv.c1 — AGsolv.h(’)spede - AGsolv.hospedeiro Equacao 8
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Em que AGg; corresponde a variagdo de energia livre total do sistema, a qual é
composta por AGiner que Se relaciona com a interacdo entre a molécula hospede e a CD
contribuindo para estabilizacdo do CI, também pelo termo AGy;iqgro, O qual reflete a interacédo
hidrofobica que desestabiliza a formacédo do CI e pelo AGg,;,, que corresponde ao efeito da
dessolvatacdo, a qual pode contribuir para estabilizacdo ou desestabilizacdo do ClI, sendo que
normalmente contribui para desestabilizacdo. Isto porque o0 AG,, pode apresentas valores
positivos dependendo da combinacdo de seus termos, de modo que a solvatacdo geralmente €
desestabilizadora. Contudo pode acontecer que AGgqyc;, que corresponde ao efeito da
dessolvatacdo do ClI, seja suficientemente negativa fazendo com que a solvatagdo contribua

para estabilizagdo. Os termos AGsjyhespede © AGsolv.hospedeiro: S€ referem ao efeito da

dessolvatacdo das moléculas hospede e hospedeira, respectivamente (Connors, 1997).

1.5 CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

A calorimetria de titulacdo isotérmica (isothermal titration calorimetry - ITC), vem
sendo estudada em diversas areas, Falconer (2016) estimou que cerca de 600 a 700 artigos
que utilizam esta técnica sdo publicados anualmente. Esta técnica se baseia na troca de
energia térmica entre as celas de amostra e de referéncia, resultante da interacdo entre
moléculas que ocorre na cela de amostra, em funcdo do tempo, permitindo a caracterizacao
termodindmica e cinética de sistemas de alta ou baixa afinidade (detec¢do da mudanca de
calor na ordem de 10~® calorias por segundo) em um Unico experimento de forma rapida,
precisa, sensivel e confiavel, a partir de quantidades pequenas de material, sendo utilizada em
varios segmentos da pesquisa, tais como a interacdo com alimentos, células sanguineas,
farmacos, excipientes e ciclodextrinas (Freire et al., 1990; O'neill, 2005; Bouchemal, 2008;
Freire, 2014; Brautigam et al., 2016; Falconer, 2016).

O aparelho é composto por uma cela de referéncia, que contém o mesmo solvente ou
um de caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao usado no preparo das solucdes de
titulante e titulado, uma cela de amostra, onde é colocada a solucédo de titulado e uma seringa

de titulacdo, que é carregada com a solucdo de titulante (Figura 1.6).
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Figura 1.6 — Representacéo esquematica de um calorimetro de titulagéo isotérmica.

A diferenca de temperatura € resultante da interacdo entre as moléculas de interesse

que ocorre durante as inje¢des de quantidades pré-determinadas e em tempo controlado de

titulante na cela contendo o titulado a uma temperatura constante. Cada inje¢do gera um sinal

de diferenca de temperatura distinto, o qual é integrado e utilizado para a formacédo de uma

isoterma (Figura 1.7).
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Linha de base de 10
Espagcamento de 200 segundos
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Primeira injecéo de 1 puL
Demais injecOes de 10 puL
Temperatura de 25 °C

Figura 1.7 - Resultado obtido para a titulagdo de CaCl, 1 mmol.L* em EDTA 0,1 mmol.L1,

Os graficos obtidos sdo analisados pelo modelo de regressdo ndo linear dos minimos

quadrados no ajuste das curvas, sendo aplicado posteriormente a isoterma de Wiseman para

obtengdo constante de associacdo (Ka) e variagdo de entalpia (AH®), (Equacgdes 9, 10 e 11)
(Wiseman et al., 1989; Turnbull e Daranas, 2003; Freire, 2014).
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j-g(]t = AHVp |5+ 2% Equagdo 9
Sendo:
% = Ka [Ml: Equagéo 10
Xgp = X]e Equacéo 11

[M]e

Tem-se que V,, corresponde o volume total da cela calorimétrica, [X]; é a concentragdo
molartotal de titulante livre para interacdo, Q € o calor absorvido ou liberado, K, é a constante
de associacdo, [M], € a concentracdo molar do titulado e o coeficiente de determinacéo (r) é
obtido conforme o perfil da curva de titulagdo, sendo esperado um perfil sigmdide (Wiseman
et al., 1989; Turnbull e Daranas, 2003). O valor de n se da pelo ponto de inflexdo da isoterma,
e 0s valores para variagdo de entropia (AS°) e variacao da energia livre de Gibbs (AG®) sdo
entdo obtidos pelas equacdes 2 e 3, apresentadas anteriormente.

A técnica de ITC também permite predizer uma possivel competicdo entre moléculas
pela cavidade da CD. Para isso, devem ser realizadas titulagdes entre cada molécula de
interesse e a CD a fim de se conhecer a molécula que possui maior afinidade (maior ka) pela
CD. A partir desses dados, realiza-se uma titulacdo entre a molécula de maior afinidade como
titulante em uma solugdo composta pela CD e a molécula de menor afinidade (Sigurskjold,
2000; Krainer e Keller, 2015). Assim, é possivel avaliar se o titulante pode deslocar a
molécula que esta interagindo na cavidade da CD no ClI, através da anélise do perfil da curva
calorimétrica obtida, bem como dos valores termodindmicos e, entdo, analisar e comparar
com as curvas e valores da interacdo de cada molécula com a CD obtidos anteriormente. Com
isso, pode-se inferir sobre possiveis incompatibilidades do ClI na presenca de outras
moléculas, sendo uma analise importante para diversas areas, como nha preparacdo de

formulacGes farmacéuticas, por exemplo.
1.6 ANALISE CINETICA
Uma das formas de obtencdo de dados cinéticos é a utilizagdo dos dados de ITC

utilizando o software kinITC (Burnouf et al., 2012; Dumas et al., 2016). Este método utiliza
as curvas obtidas para obtencdo dos dados cinéticos, utilizando o modelo baseado na
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associacdo/dissociacdo dos compostos (Equacdo 12), o qual considera a mudanga da
concentracdo apos cada injecdo do titulante.

A+B——C Equacdo 12

Na equacdo 12, A corresponde a solucdo contida na cela de amostra, B representa a
solugéo de titulado e C o composto formado.

Os sinais obtidos na curva de titulacdo apds cada injecdo de titulante sdo resultado da
cinética de equilibrio dada pela Equacdo 13, a qual considera tanto o tempo de injecéo e

mistura finitos.

dc

il Kon[AlpAB — Ky5C Equagdo 13

L - N K
Sendo kon a constante cinética de associacao e Ko de dissociacao (K, = kL“), e A Be
on
~ . A B C
C as concentrages reduzidas (—; —; —).
Ap Ao Ap

A integracdo da Equacdo 13 permite o célculo do calor gerado tedrico de cada injecdo
(Ps (t) - Equacdo 14) retirando o tempo de resposta do equipamento (&t). Assim, com 0S
valores do calor medido previamente em cada inje¢do (Pm (t)), é calculado &t pela integral da

equacao 15.

P, (t) = VeAHC[A], Equacio 14
Na equacéo 14, Ve corresponde ao volume da cela de titulacao.

Ps(t) = P (D) + TrrcPm (1) Equacdo 15
Logo, o software calcula uma curva de ITC tedrica e a compara com a experimental

pelo método ndo linear dos minimos quadrados, permitindo o ajuste e obtencdo dos

parametros. cinéticos e termodindmicos
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1.7 OBJETIVOS GERAIS

A partir do exposto objetivou-se neste trabalho estudar o comportamento
termodinamico e a cinética da interacdo entre os farmacos atenolol ou losartan potassico, bem
como do excipiente dodecil sulfato de sddio, com a BCD, e a possivel competi¢do entre 0s

farmacos e o excipiente pela interacdo com a cavidade da BCD.

1.7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisarr a possivel formagcdo dos compostos de inclusdo entre LOS:BCD, ATE:BCD e
SDS:BCD, bem como dos sistemas ternarios LOS:BCD:SDS e ATE:BCD:SDS, utilizando as técnicas
de espectroscopia no infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

o Estudar o comportamento termodindmico da interagdo entre o farmaco losartan potéssico e a
BCD, entre o farmaco atenolol e a BCD e entre o excipiente dodecil sulfato de sodio e a BCD, bem
como da interagdo entre os farmacos losartan potéssico e atenolol com o excipiente dodecil sulfato de
sodio em diferentes temperaturas.

o Avaliar a possivel competicdo entre os farmacos losartan potassico e atenolol com o
excipiente dodecil sulfato de sodio pela cavidade da CD em diferentes temperaturas, além de avaliar
o perfil termodindmico desta competic&o.

o Estudar o efeito da variacdo da estequiometria nos pardmetros termodindmicos das interagdes
estudadas, bem como na possivel competicdo entre os farmacos e o0 SDS pela cavidade da BCD.

o Analisar a cinética da interacdo entre o farmaco losartan potassico e a BCD, entre o farmaco

atenolol e a BCD e entre o excipiente dodecil sulfato de sodio e a BCD em diferentes temperaturas.
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2 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho foram realizadas na Universidade Federal de Itajuba
(UNIFEI) as anélises de calorimetria de titulacdo isotérmica, espectroscopia de absor¢do na
regido do infravermelho com transformada de Fourier e acessorio de reflectancia total
atenuada e cinética de inclusdo. Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de 'H e
13C, Distortioneless Enhancement by Polarization Transfer - DEPT-135, Heteronuclear
Single Quantum Correlation - HSQC (*Hx DEPT), Heteronuclear multiple bond correlation -
HMBC (*Hx DEPT) e correlation sprectroscopy — COSY (*Hx'H), foram realizadas no

Departamento de Quimica da Universidade Federam de Minas Gerais (UFMG).

21 CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

Foram preparadas solu¢Ges de dodecil sulfato de sodio (Sigma-Aldrich), atenolol
(Pharmanostra®), losartan potéssico (Sigma-Aldrich), BCD (Sigma-Aldrich), LOS:BCD (1:1)
e ATE:BCD (1:1) utilizando agua tipo I como solvente (Milli-Q®)

As titulagdes foram realizadas em microcalorimetro VP-ITC (Microcal®) com 25
pontos cada, 200 segundos de espacamento entre esses e 220 rpm de agitacdo, nas
temperaturas de 25, 37 e 45 °C. A primeira injecédo de cada titulagéo foi de 1 pL, a fim de se
retirar os efeitos de dispersdo, e as demais de 10 puL. Foram realizadas titulacfes entre cada
titulante e agua tipo I, bem como a agua tipo I e o titulado, para subtrair os efeitos da
interagdo entre 0s compostos e o solvente.

Os graficos obtidos foram analisados utilizando o modelo de um sitio de interacdo, no
software ORIGIN 7.0, que utiliza o modelo de regressdo ndo linear dos minimos quadrados
no ajuste das curvas, aplicando posteriormente a isoterma de Wiseman, ja descrita

anteriormente.

2.1.1 Experimento de interagdo entre duas moléculas

As titulacdes foram realizadas para determinar os parametros fisico-quimicos das
possiveis interacdes entre BCD e SDS, BCD e ATE, SDS e ATE, BCD e LOS e entre SDS e
LOS. As Tabelas 2.1 e 2.2 contém as relagbes das concentragdes utilizadas para titulantes e

titulados. A Tabela 2.1 possui as concentracdes referentes as titulacdes realizadas para o
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ajuste das concentracGes, até serem encontradas as concentracdes que gerassem os gréaficos

que se encaixassem melhor no perfil sigmoide necesséario para analise. J& a Tabela 2.2

apresenta os valores de concentracdes ideais encontrados para os sistemas analisados.

Tabela 2.1 - Relac¢do titulante e titulado para ajuste das concentraces

Titulante Concentracdo (mmol.LY) Titulado Concentracdo (mmol.L') Repeticdes
BCD 12,00 SDS 1,00 1
BCD 12,00 SDS 0,50 2
SDS 10,00 BCD 0,50 1
BCD 10,00 ATE 1,00 1
BCD 10,00 ATE 0,50 1
ATE 10,00 BCD 1,00 1
ATE 10,00 BCD 2,00 1
ATE 8,00 BCD 2,00 1
LOS 30,00 BCD 1,00 1
LOS 20,00 BCD 1,00 2

Tabela 2.2- Relacdo titulante e titulado
Titulante Concentragdo (mmol.L ) Titulado Concentracdo (mmol.L™?) Repeticdes
BCD 10,00 SDS 0,50 2
SDS 10,00 BCD 1,00 2
SDS 10,00 ATE 1,00 2
ATE 20,00 BCD 1,00 2
SDS 10,00 ATE:BCD (1:1) 1,00 2
SDS 10,00 LOS 1,00 2
LOS 25,00 BCD 1,00 2
SDS 10,00 LOS:BCD (1:1) 1,00 2

2.1.2 Experimento de competicdo pela cavidade da BCD

Estas titulagbes foram realizadas com objetivo de determinar os parametros fisico-

quimicos da provavel competicéo entre 0 SDS e os farmacos pela cavidade da BCD. A Tabela

2.3 traz a relagdo das concentracOes utilizadas para o titulante SDS, o qual obteve maior

constante de associacdo com a molécula de BCD, e as solugdes 1:1 dos titulados LOS:BCD e



25

ATE:BCD, a fim de se analisar um possivel deslocamento dos farmacos da cavidade da BCD

na presenca do SDS, através do perfil termodindmico encontrado.

Tabela 2.3- Relacdo titulante e titulado para o experimento de competicao

Titulante Concentragdo (mmol.L ) Titulado Concentragdo (mmol.L?) Repeti¢des
SDS 10,00 ATE:BCD (1:1) 1,00 2
SDS 10,00 LOS:BCD (1:1) 1,00 2

2.2 COMPOSTOS DE INCLUSAO

Os compostos de inclusdo foram preparados para se avaliar a possivel inclusdo das
moléculas de ATE, LOS e SDS na cavidade da BCD, através das técnicas de FTIR-ATR e

RMN, bem como auxiliar na anélise da competicéo entre os farmacos e o SDS pela BCD.

2.2.1 Método de Liofilizacao

A liofilizacdo foi utilizada com o objetivo de se obter amostras dos compostos de
inclusdo no estado solido (Del Valle, 2004). Para isso, foi realizado o seguinte procedimento:
o Foram pesadas em balanca analitica (Shimadzu), a qual pesa no minimo 10 mg e no
maximo 220g, em béqueres separados quantidades calculadas (Tabela 2.4) das moléculas de
interesse para obtencdo de CI na estequiometria 1:1 ou 1:1:1 (mol/mol).

o Apds serem solubilizadas em 10 mL de agua destilada, as amostram foram vertidas em
um tubo tipo Falcon de 50 mL, e a solucéo foi deixada sob agitacdo por cerca de 2 horas para
se garantir a formacdo do CI em equilibrio.

o Logo apds, as amostras foram congeladas rapidamente em nitrogénio liquido, e
levadas para o congelador.

o Por fim, as amostras foram colocadas no liofilizador LJJ04 (JJ Cientifica) por cerca de
48 horas a —51 °C.
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Tabela 2.4 - Quantidades pesadas para os compostos de incluséo
Molécula  Composto de Inclusdo ~ Quantidade pesada (mg) Quantidade em mol

BCD BCD:SDS (1:1) 118,07 1,04.10*
SDS 30,00
BCD BCD:ATE (1:1) 128,30 1,13.10%
ATE 30,00
BCD BCD:LOS (1:1) 73,90 6,51.10°
LOS 30,00
BCD 30,00
ATE BCD:ATE:SDS (1:1:1) 7,03 2,64.10°
SDS 7,61
BCD 73,90
LOS BCD:LOS:SDS (1:1:1) 30,00 6,51.10°
SDS 18,80

2.2.2 Método de Mistura Mecanica

A metodologia de preparo dos Cls utilizando a mistura mecénica foi realizada com o
intuito de se comparar a efetividade da inclusdo com os resultados obtidos pelo método de
liofilizacdo, o qual ocorre partindo de uma solucdo. Para isto, as amostras em pd foram
pesadas (Tabela 5) e colocadas em um mesmo béquer, onde foram submetidas a agitacdo para
promover a mistura (Del Valle, 2004), com posterior analise em FTIR-ATR. Os Cls
preparados foram BCD:SDS, BCD:ATE e BCD:LOS, nas raz6es molares 1:1.

2.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER E REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier com reflecténcia total
atenuada (FTIR-ATR) pode fornecer indicios sobre a inclusdo da molécula héspede na
cavidade da CD através de modificagdes nos modos vibracionais dos espectros das moléculas
puras, quando comparadas ao espectro do CI, atraves do desaparecimento, ampliacdo e/ou
variages na intensidade das bandas entre 4000 - 650 cm~. Tais modificacdes podem ocorrer
devido a restricdo das vibracdes de alongamento, como também podem indicar uma possivel
diminuicdo da intensidade das ligagdes interatdbmicas, por consequéncia da inclusdo na

cavidade da CD. Dentre os beneficios do uso desta técnica se pode ressaltar o baixo custo
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comparado a outras técnicas como RMN, a sensibilidade e seletividade (Hedges, 1998; Pavia
et al., 2010; Silverstein et al., 2012; Mura, 2015).

Os espectros foram feitos no espectrofotdmetro Spectrum 100 Perkin Elmer utilizando
cristal de Seleneto de Zinco. Os experimentos foram realizados com resolucéo de 4 cm, em
intervalos de 1 cm™*, com 32 varreduras por amostra a temperatura ambiente. Todos 0s
espectros foram obtidos em porcentagem de transmitancia para a regido de 4000 — 650 cm™ e

analisados no programa Spectrum 6.3.

2.4  RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi utilizada com o intuito
de avaliar a possivel formacdo dos compostos de inclusdo formados entre a CD e as moléculas
analisadas, pois por meio do espectro fornecido por esta técnica se pode propor a estrutura do
composto de inclusdo, bem como a orientacdo das interacGes entre a molécula héspede e a
CD, através da modificacdo dos deslocamentos quimicos e da correlacdo entre os elementos
moleculares (Pavia et al., 2010; Silverstein et al., 2012; Mura, 2014).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H e °C, Distortioneless
Enhancement by Polarization Transfer - DEPT-135, Heteronuclear Single Quantum
Correlation - HSQC (*Hx DEPT), Heteronuclear multiple bond correlation - HMBC (*Hx
DEPT) e correlation sprectroscopy — COSY foram realizadas a 200,00 (RMN H) e 100,00
(RMN *3C) MHz em espectrometro Bruker DRX 400 AVANCE do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, utilizando como padréo interno e solvente
a 4gua deuterada (D20).

25 VARIACOES ESTEQUIOMETRICAS

Esta andlise foi realizada com o intuito de avaliar possiveis alteracbes nos parametros
termodindmicos e no perfil da competicdo entre farmacos e SDS pela BCD.

Assim, foram feitas analises em duplicata no ITC a 25 °C, tendo como titulante a
solugdo de SDS 10,00 mmol.L! e como titulado solucBes de PCD:farmaco nas
estequiometrias de 1:2; 1:3; 1:4; 2:1; 3:1 e 4:1. Também foram realizadas analises da

interacdo do SDS (titulante 10,00 mmol.L-) com os farmacos (titulado) nas concentragGes de
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2,3 e 4 mmol.L, a 25 °C, temperatura em que a estequiometria foi proxima de 1 na analise

dos sistemas binarios, e em duplicata.

2.6 CINETICA

Esta andlise foi realizada utilizando o software kinITC (Burnouf et al., 2012),
disponivel para uso por 30 dias no site https://www.affinimeter.com/site/Kinitc-2/, mas os
resultados obtidos continuam disponiveis para acesso. Os dados de entrada utilizados foram
as curvas obtidas nas titulacGes dos sistemas binarios e da andlise de competicdo, apds a
subtracdo das curvas de dilui¢do, nas trés temperaturas estudadas (25, 37 e 45 °C), descrito
nositens2.1.1e2.1.2
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO - CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos pelas técnicas na regido do
infravermelho com transformada de Fourier e reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) e
ressonancia magnética nuclear (RMN). Estas foram utilizadas com o objetivo de caracterizar a
estrutura das moléculas estudadas e dos Cls, além de analisar a possivel formacdo dos

sistemas supramoleculares binarios e ternarios.

3.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER E REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR)

A analise dos compostos de inclusdo preparados pela técnica de liofilizacdo foi
realizada para avaliar possiveis modificagbes nos modos vibracionais em relacdo aos
espectros das moléculas isoladas, que podem indicar interagdes intermoleculares (Mura,
2015). Assim, a Figura 3.1 mostra os espectros de FTIR-ATR das moléculas de BCD, SDS e
do CI BCD:SDS.
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Figura 3.1 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR do SDS, da BCD e do CI
SDS:BCD (1:1).

Com base na estrutura da molécula de SDS nota-se que no espectro de FTIR-ATR

para 0 Cl com a BCD ha um sutil deslocamento da banda de 1214 para 1220 cm~* referente a
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deformacédo angular no plano (8) de S=O. Também foi possivel perceber que as bandas em
827 e 1475 cm™ referente a & de S-O-C e C-H, respectivamente, n&o sdo mais observadas no
espectro do CIl. J& para molécula de BCD observa-se um pequeno deslocamento do
estiramento (v) O-H de 3290 para 3301 cm™ no espectro do Cl. Esses valores mostram que a
interacdo entre as moléculas de SDS e BCD pode ocorrer tanto pela cadeia alquil, quanto pela
regido do sulfato do SDS (Meira et al., 2018). Neste contexto, os estudos realizados por Tang
et al.(2006) e Kittisrisawai e Romero-Zeron (2015) utilizando a técnica de FTIR-ATR para
analisar a possivel interagdo entre o SDS e a BCD, demonstraram resultados semelhantes aos
aqui observados, com modificagdes nos mesmos estiramentos indicando a ocorréncia da
interacdo entre essas moléculas (Tang et al., 2006; Kittisrisawai e Romero-Zer6n, 2015b;

Moreira et al., 2016; Nguyen et al., 2016). Os espectros obtidos para o sistema LOS:BCD,

bem como das moléculas isoladas, estdo apresentados na Figura 3.2.
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Figura 3.2 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR do LOS, da BCD e do ClI
LOS:BCD (1:1): a) espectro inteiro; b) expanséo da regido de 1540 a 650 cm™.
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Analisando as bandas referentes & molécula de LOS é possivel perceber um pequeno
deslocamento do v C=C de aromatico de 1455 para 1463 cm~! e da deformacdo angular fora
do plano (y) de C-H de aromatico em 792 para 786 cm=1. Além disso, a banda referente ao v
O-H da BCD (3290 cm™?), é provavelmente deslocada para regido de 3190 cm?, sendo
sobreposta pela banda de v O-H de LOS no CI. Estas modifica¢cbes demonstraram a interagcéo
da regido aromatica da molécula de LOS com a BCD no estado sélido (Meira et al., 2018).
Reddy et al. (2015) também apresentaram resultado semelhante em seu estudo ao
compararem os espectros de FTIR-ATR das moléculas de LOS e BCD puras com seu
respectivo Cl, onde se pode observar modificacbes semelhantes as aqui encontradas
(Raghavan et al., 1993; Reddy, M.S. et al., 2015; Teixeira e Siqueira, 2016). Ja a Figura 3.3
traz o espectro referente a molécula de ATE, sendo comparado aos espectros da molécula de
BCD e do ClI ATE:BCD.

100 5
804
<
=
£ 60+
[=}
g:g
Z 40 vO=C-NH, A
E (ATE) = \
L]
2 T il
20 4 — Atcnolol v C_C(?\r,??f“m \‘
——pBCD :
Atenolol:BCD (1:1)
T T T : d

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

Nimero de Onda (¢cm )

a
v, C-0-C

(BCD)

S
.:TS
5
=
:cs
=
w
5
in
(ATE)
— Atenolol p
J—pCD v C-0C
Atenolol:BCD (1:1) (BCD)
T T T T
1500 1000 500
Numero de Onda (cmfl)
b

Figura 3.3 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR do ATE, da BCD e do Cl
ATE:BCD (1:1): a) espectro inteiro; b) expansio da regido de 1520 a 650 cm™2,
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A partir destes espectros foi possivel atribuir para a molécula de ATE um
deslocamento das bandas referentes a0 v O=C-NH, de 1635 para 1665 cm~, como também
um sutil deslocamento do v C-O-C de 1238 para 1244 cm™. Além disso, ocorreu o
desaparecimento das bandas de v CH em 2874 cm™%, y CH em 800 cm e do v C-O-H em
1177 cm™. Ainda foi notado um sutil deslocamento do estiramento simétrico (vs) de C-O-C
de 1020 para 1028 cm™ da BCD no CI. Tais mudancas mostram a ocorréncia da interacio da
molécula de ATE com a BCD pela regido onde se encontram os grupos funcionais amida, éter
e anel aroméatico do ATE (Meira et al., 2018). Outros estudos, como os realizados por Ficarra
et al. (2000) e Prabhu et al. (2012), apresentaram modificacfes semelhantes no espectro de
FTIR-ATR do CI ATE:BCD, sugerindo que a interagdo da molécula de ATE ocorre através da
regido de seu anel aroméatico com a BCD (Ficarra, Ficarra, Di Bella, Raneri, Tommasini,
Calabro, Villari, et al., 2000; Prabhu et al., 2012; Rojek e Wesolowski, 2016).

Logo, a analise da mistura mecéanica foi realizada com o intuito de promover uma
comparacdo com os resultados obtidos pelo método de liofilizacéo, para verificar a eficiéncia
do método de preparo dos compostos de inclusdo (Del Valle, 2004).

Para o sistema SDS:BCD (1:1), apresentado na Figura 3.4, os espectros obtidos pelo
método de liofilizacdo e mistura mecénica ndo apresentaram diferencas relevantes, somente
foi observado uma pequena diminuicdo da intensidade de algumas bandas pelo método de
mistura mecanica. Isso pode ter ocorrido devido a pressdo realizada sobre esta amostra
durante a realizacdo da andlise de FTIR-ATR, que promoveu a interacdo entre as moléculas

de SDS e BCD, ou ainda por se tratar de um método quantitativo.
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Figura 3.4 — Espectros de absorcéo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR comparando os métodos
de liofilizag&o e mistura mecénica para o sistema SDS:BCD (1:1)
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J& no sistema LOS:BCD (1:1), apresentado na Figura 3.5, nota-se que 0s espectros
obtidos pelo método de liofilizacdo (linha preta) e mistura mecénica (linha vermelha) séo
diferentes, sendo que quando comparado ao espectro da molécula de BCD pura (Figura 3.6), a
mistura mecanica possui um perfil muito semelhante, apresentando as mesmas bandas. Isso
mostra que o método de liofilizacdo levou a uma maior interacdo da molécula hdspede com a
BCD, o que pode ser confirmado pela reducdo da intensidade do modo C—O-C referente a

ligacdo glicosidica da BCD.
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Figura 3.5 - Espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR comparando os métodos
de liofilizac&o e mistura mecénica para o sistema LOS:BCD (1:1).
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Figura 3.6 - Espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR comparando os métodos
de liofilizacdo e mistura mecénica para o sistema LOS:BCD (1:1): a) comparacdo com espectro da BCD; b)
comparagéo com espectro da BCD expansao da regido de 1550 a 650 cm.

Para o Cl ATE:BCD (1:1), Figura 3.7, os espectros obtidos pelos diferentes métodos
foram semelhantes. Entretanto, o obtido pelo método de mistura mecanica apresenta mais
sinais semelhantes ao espectro da molécula de BCD pura. Logo, para este sistema também foi

demonstrado que o método de liofilizacdo apresentou melhor resultado para formar o sistema
supramolecular.
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Figura 3.7- Espectros de absor¢do na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR comparando os métodos
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Por fim, os resultados de FTIR-ATR foram Uteis para indicar a existéncia de interacoes
intermoleculares nos sistemas supramoleculares, sendo uma técnica barata, répida e
relativamente facil de ser executada. Contudo, os sistemas supramoleculares sdo formados por
interacdes intermoleculares geralmente fracas, assim a técnica de FTIR-ATR nao é
suficientemente precisa para determinar a estrutura destes sistemas (Passos et al., 2011a), se

fazendo necessario o uso de outras técnicas, como a ressonancia magnética nuclear.
3.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Para as moléculas estudadas ndo foi necessario a discussdo dos espectros de RMN 3C,
uma vez que estas foram obtidas comercialmente e a analise do RMN de !H, os quais néo
apresentaram sinais de contaminacao, associado aos dados obtidos na literatura comprovaram
a pureza das moléculas (Ficarra, Ficarra, Di Bella, Raneri, Tommasini, Calabro, Gamberini, et
al., 2000; De Paula et al., 2011; Prabhu et al., 2012(De Paula, 2011 #28; Zervou et al., 2014;
Li et al., 2016). Alem disso, o efeito da interacdo intermolecular entre as espécies hospede e
hospedeira ndo sdo suficientemente grandes para que haja variacdo no deslocamento dos

ndcleos de carbono (Schneider et al., 1998).
3.2.1 SISTEMA SDS:BCD (1:1)

A Figura 3.8 traz as estruturas do SDS e do mondmero da BCD com a identificacéo

dos hidrogénios e carbonos utilizados para as analises.

0 -
Hy/Hy. Hy/H, \\ /0

S +
ol (&L ~ Na
HALM. | | o \\0

Cadeia Alquil

a
Figura 3.8 — Representacdo estrutural com respectiva identificacdo dos hidrogénios e carbonos: a) dodecil
sulfato de sddio (SDS); b) mondmero da ciclodextrina.
A analise do espectro de RMN de 'H para molécula de SDS (Figura 3.9) permitiu
atribuir o sinal de deslocamento quimico (8) em 0,98 ppm aos hidrogénios metilicos
Hk/HK'/HK" mais blindados da extremidade desta molécula. Também nota-se um multipleto

em & 1,77 ppm, o qual foi atribuido aos hidrogénios metilénicos Hj/Hj'. Ja Ha/Ha' foram



38

atribuidos ao tripleto em 6 4,11 ppm, isso porque a proximidade destes hidrogénios com o
grupo sulfato faz com eles sejam mais desblindados e tenham deslocamento quimico maior do
que os outros hidrogénios metilénicos do SDS. Além disso, em & 1,40 ppm é notada a
presenca de um sinal de integral referente a 18 hidrogénios, correspondendo ao nimero de
hidrogénios presentes na denominada cadeia alquil, os quais ndo puderam ser diferenciados

por possuirem um ambiente quimico equivalente.
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Figura 3.9 — Espectro de RMN *H do dodecil sulfato de sédio, a 400 MHz, com as respectivas atribuicdes dos
sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D-0.

Analisando o espectro de RMN *H para o CI SDS:BCD (1:1) (Figura 3.10) nota-se que
o0 sinal referente aos hidrogénios da cadeia alquil do SDS se torna um multipleto com & em
1,44 ppm, tendo uma variacdo de deslocamento de —0,04 ppm em relacdo ao composto puro
(AS = Ocomposto puro — Ocibinario). OS sinais referentes aos hidrogénios Ha/Ha', Hk/HK' e
HI/HI'/HI", mantiveram seu perfil de multiplicidade, sendo observado uma Ad de —0,04; 0,01
e —0,09 ppm, respectivamente. Em relacdo a BCD, se tem que o H1 aparece em 6 5,14 ppm no

Cl, ja os demais hidrogénios aparecem na forma de um multipleto em 6 3,77 ppm.
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Figura 3.10 — Espectro de RMN H do CI SDS:BCD (1:1), a 400 MHz, com as respectivas atribuicdes dos sinais
de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0O.

A andlise de 2D-ROESY foi realizada por ser uma das principais técnicas para
determinacédo estrutural de sistemas supramoleculares (Schneider et al., 1998; Mura, 2014).
Na Figura 3.11 é apresentado o mapa de contorno para este Cl, no qual pode ser observada
correlacdo dipolar entre os hidrogénios internos e externos da BCD (exceto H1) com o0s
hidrogénios indicados como da cadeia alquil e HI/HI'/HI"do SDS, o que demonstra uma
possivel interagdo destes hidrogénios com a BCD. Contudo uma maior intensidade de
correlacdo € observada para os hidrogénios da cadeia alquil do SDS, demonstrando que estes
estdo mais proximos dos hidrogénios da BCD na formacdo do Cl. Este resultado estd de
acordo com as modificacdes observadas nos espectros de FTIR-ATR. Resultados semelhantes
foram encontrados em outras pesquisas que estudaram a intera¢cdo do SDS com BCD, aCD,
metil-betaciclodextrina (MBCD) e dimetil-betaciclodextrina (DMBCD) utilizando as técnicas
de RMN *H e 2D-ROESY, onde foi verificado que a interagio ocorre pela regido alquil do

SDS dentro da cavidade da BCD (Zheng e Lu, 1992; Sehgal et al., 2006; Melani et al., 2011).



40

H3,H5.H6,H2 H4 (Beta-Ciclodextrina)

r Cadeia Alqui, HLHI', HI" (SDS)

7. ) ﬁh ' H—N

1

N
S A S I\,‘

{\ L‘L

! H
T=_ i LR N L
-J I
20
3.0
P 1
e ‘ v&&m Eﬂ ‘!
f) n o ] r
— ' L T ==t Lao

T | ‘ T T T T |
3 2 .
ppm (£2) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 3.11 — Mapa de correlagdo de RMN 2D-ROESY do CI SDS:BCD (1:1) a 400 MHz, com as respectivas
atribuicdes dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0.

3.2.2 SISTEMA LOS:BCD (1:1)

A Figura 3.12 traz as estruturas do LOS e do mondmero da BCD com a identificacdo

dos hidrogénios e carbonos utilizados para as analises.

Hn/Hn'/Hn"
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Hy/H;™~0OH
Figura 3.12— Representacéo estrutural com respectiva identificaco dos hidrogénios e carbonos: a) losartan
potassico (LOS); b) mondmero da ciclodextrina.

Com a analise do espectro de RMN *H (Figuras 3.13 e 3.14) foram atribuidos aos
sinais em 6 6,71; 6,85, 7,10; 7,31; 7,41 e 7,61 ppm os hidrogénios arométicos Hf/Hf', He/He',

Ha, Hb, Hc e Hd, respectivamente, visto que estes deslocamentos quimicos estdo em uma

regido tipica de hidrogénios aromaticos (Pavia et al., 2010; Silverstein et al., 2012), e as
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multiplicidades dos sinais corroboram com tal atribui¢cdo. Os hidrogénios Hg/Hg' e Hi/HI'
foram atribuidos aos singletos em & 5,06 e 4,35 ppm, respectivamente, jA os hidrogénios
metilicos Hn/Hn'/Hn"” foram atribuidos ao tripleto em & 0,65 ppm e 0os metilénicos Hm/Hm',
HI/HI" e Hk/HK’ aos sinais de sexteto, quinteto e tripleto de 6 1,06; 1,35 e 2,38 ppm,
respectivamente Estes sinais foram confirmados por apresentaram correlacdes nos espectros
de RMN de *H/*H COSY (Figuras 3.15 e 3.16) e 'H/**C HMBC (Figuras 3.17 e 3.18). Isso
porque a analise do *H/*H COSY possibilita identificar os hidrogénios vicinais, ja o *H/2C
HSQC correlaciona os hidrogénios que estdo diretamente ligados a um determinado &tomo de
carbono, enquanto o *H/*3C HMBC correlaciona os hidrogénios acoplados por duas ou mais
ligacbes a um determinado carbono (Pavia et al., 2010; Silverstein et al., 2012). Estes
resultados foram semelhantes aos encontrados na literatura para caracterizagcdo do losartan
potassico utilizando as técnicas de RMN H e 3C (Raghavan et al., 1993; Zervou et al.,
2014).
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Figura 3.13 - Espectro de RMN *H do losartan potassico, a 400 MHz, com as respectivas atribuicdes dos sinais
de hidrogénio utilizando-se como solvente D;O.
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atribuicGes dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0.
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Figura 3.16 — Mapa de contorno *H/**C HSQC para o losartan potassico a 400 MHz, com as respectivas
atribuicGes dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0O.
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Figura 3.17 — Expansdo do mapa de contorno *H/**C HSQC para o losartan potassico a 400 MHz, com as
respectivas atribuigdes dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,O.
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Figura 3.18 - Mapa de contorno *H/**C HMBC para o losartan potassico a 400 MHz, com as respectivas
atribuic@es dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0.
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Figura 3.19 — Expansdo do mapa de contorno *H/**C HMBC para o losartan potéassico a 400 MHz, com as
respectivas atribui¢des dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,O.

Ja para o Cl LOS:BCD (1:1), com a andlise do espectro de *H (Figura 3.20) nota-se
que os sinais de hidrogénio de LOS, com excecdo de Hg e Hi, perderam suas multiplicidades
qguando comparados ao composto puro. Os hidrogénios Hi e Hg apresentaram no CI & de 4,46
e 5,21 ppm, respectivamente, apresentando uma Ad de -0,11 (Hi) e -0,15 (Hg) ppm. A

Tabela 3.1 contém todos os valores de Ad para todos os hidrogénios de LOS.
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Figura 3.20 - Espectro de RMN H do CI LOS:BCD (1:1), a 400 MHz, com as respectivas atribuicdes dos sinais
de hidrogénio utilizando-se como solvente D,O.

Tabela 3.1 — Deslocamentos quimicos (8) para os hidrogénios da molécula de LOS e do CI LOS:BCD (1:1)
e variacdo dos deslocamentos quimicos (AJ).

Hidrogénios LOS (& ppm) LOS:BCD (6 ppm) A3 (ppm)
a 7,10 7,64 —-0,54
b 7,31 7,64 -0,33
c 7,41 7,64 -0,23
d 7,61 7,64 -0,03
e 6,85 7,07 -0,22
f 6,71 7,07 —-0,36
g 5,06 531 -0,25
i 4,35 4,55 -0,20
k 2,38 * *

I 1,35 * *
m 1,06 * *
n 0,65 * *

*Hidrogénios sobrepostos

O mapa de contorno 2D-ROESY (Figura 3.21) mostrou a correlacdo dipolar entre 0s
hidrogénios externos e internos da BCD, exceto o0 H1, com os hidrogénios Hf/Hf', He/He’, Ha,
Hb, Hc e Hd do LOS, indicando que a interacdo ocorre provavelmente pela regido dos anéis

aromaticos de LOS com a cavidade da BCD. Este resultado estd conforme ao encontrado na
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analise do FTIR-ATR, que indicou mudancas nas bandas referentes aos aneis aromaticos da
molécula de LOS no CI. Além disso, este resultado estd de acordo com o encontrado por De
Paula et al. (2011), que observaram correlacdes dipolares na analide de 2D-ROESY
semelhantes entre LOS e a HPBCD, indicando que a interacdo entre essas moléculas envolve
a inclusdo da regido aromatica de LOS.
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Figura 3.21 — Mapa de correlagdo de RMN 2D-ROESY do LOS:BCD (1:1) a 400 MHz, com as respectivas
atribuicGes dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0O.

3.2.3 SISTEMA ATE:BCD (1:1)

A Figura 3.22 traz as estruturas do ATE e do monémero da BCD com a identificacéo
dos hidrogénios e carbonos utilizados para as analises.

Hj/HjYH"
C14

Hi

HI/HEK'/HK'>~C12
C13 NH

Figura 3.22— Representacdo estrutural com respectiva identificacdo dos hidrogénios e carbonos: a) atenolol
(ATE); b) monémero da ciclodextrina.



48

A anélise dos espectros de *H (Figura 3.23) permitiu atribuir os dupletos de & 7,07 e
7,33 ppm aos hidrogénios arométicos Hb/Hb’' e Hc/Hc', sendo estes udltimos mais
desblindados devido a proximidade com o grupo éter. Ja o singleto com & 3,62 ppm foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos Ha/Ha'. Tais atribuicbes foram feitas com base na
multiplicidade observada dos sinais em regides tipicas para estes grupos. A partir disso, 0S
demais hidrogénios, que geraram multipletos, puderam ser atribuidos com o auxilio da analise
de correlagdes observadas no *H/**C HSQC (Figura 3.24) e H/2*C HMBC (Figura 3.25). Foi
necessario analisar o HSQC com cores para diferenciar CH: (vermelho) de CH/CHz3 (De Paula
et al.), com o objetivo de atribuir corretamente todos os hidrogénios. Estes resultados estao de
acordo com a literatura, no qual espectros com & para hidrogénio e carbono, bem como
correlagdes em HMBC sdo apresentados com valores semelhantes (Ficarra, Ficarra, Di Bella,
Raneri, Tommasini, Calabro, Gamberini, et al., 2000; Zielinska-Pisklak et al., 2011; Prabhu et
al., 2012).
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Figura 3.24 — Expansdes do espectro de RMN *H do atenolol, a 400 MHz, com as respectivas atribuicdes dos
sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,O.
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Figura 3.25 — Mapa de contorno *H/*3C HSQC para o atenolol a 400 MHz, com as respectivas atribuicdes dos
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Figura 3.26 - Mapa de contorno *H/®*C HMBC para o atenolol a 400 MHz, com as respectivas atribuices dos
sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,O.

Logo, o RMN 'H do CI ATE:BCD (1:1) (Figura 3.27) mostra a sobreposicdo dos
sinais dos hidrogénios Ha/Ha', Hd/Hd' e He do ATE com os hidrogénios da BCD (exceto H1).
A Ad observada para os demais hidrogénios do ATE (Tabela 3.2) ocorre devido a mudanga do
ambiente quimico, indicando a interacdo entre as moléculas de ATE e BCD.

A andlise do mapa de contorno 2D-ROESY (Figura 3.28) permitiu verificar a
correlagdo entre os hidrogénios Ha/Ha', Hb/Hb’ e Hc/Hc' com os hidrogénios internos e
externos da BCD (exceto H1), indicando a inclusdo da regido aromatica do ATE na cavidade
da BCD. Estes resultados sdo correlatos aos encontrados na analise de FTIR-ATR para este
sistema, onde modificacBes foram encontradas nas bandas relativas a regido aromaética do
ATE. Além disso, os dados aqui apresentados sdo condizentes com os presentes na literatura
que indicam que a inclusdo na BCD ocorre na regido do anel aromético do ATE (Borodi et al.,
2008; Prabhu et al., 2012).
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Figura 3.27 — Espectro de RMN H do CI ATE:BCD (1:1), a 400 MHz e a 25 °C, com as respectivas atribuicoes
dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D20.

Tabela 3.2 — Variagdo dos deslocamentos quimicos (A8) dos hidrogénios de ATE no ClI ATE:BCD (1:1)

Hidrogénios ATE 6 (ppm)

a 3,62
b 7,07
C 7,33
d 4,06

4,17
f 2,78
i 2,91
i 1,12
k 1,12

ATE:BCD 6 (ppm)

*

7,03
7,31

*

*
2,82
2,95
1,15
1,15

AS (ppm)

*

-0,04
0,02

*

*
-0,04
-0,04
-0,03
-0,03

*Hidrogénios sobrepostos
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Figura 3.28 — Mapa de correlagdo de RMN 2D-ROESY do ATE:BCD (1:1) a 400 MHz, com as respectivas
atribui¢des dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0.

3.2.4 SISTEMAS TERNARIOS

Para verificar a possivel competicdo entre os farmacos e o SDS pela cavidade da BCD,
0s compostos ternarios foram analisados com o objetivo de verificar modificacdes nas
multiplicidades e deslocamentos nos espectros de RMN de 'H quando comparados aos
obtidos para as moléculas puras e aos Cls binarios. Além disso, buscou-se também verificar
quais correlacdes seriam observadas no mapa de contorno 2D-ROESY.

Assim, analisando o0 RMN de H do CI SDS:LOS:BCD (1:1:1) foi possivel atribuir os
sinais dos hidrogénios conforme ilustrado na Figura 3.29, com base nas multiplicidades e
deslocamentos encontrados para as moléculas puras. Nota-se que os hidrogénios Ha, Hd,
He/He’, Hf/Hf', Hk/HK’ e Hn/Hn'/Hn"” da molécula de LOS, voltam a apresentar as mesmas
multiplicidades observadas para a molecula pura (na auséncia de BCD), assim como 0s
hidrogénios HI/HI'/HI” da molécula de SDS que também voltam a apresentar 0 mesmo 3 visto
para a molécula pura. Os valores de & encontrados para este sistema ternario, bem como da
variacdo do deslocamento neste em relacdo ao binario (A6 = Ocivinario — OCiterciario) SA0

apresentados na Tabela 3.3. A partir destes valores, se tem que os hidrogénios aromaticos de
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LOS, exceto Hd, bem como os hidrogénios do SDS, exceto HI/HI'/HI", apresentam um &

menor do encontrado no sistema binério, indicando a presenca de um ambiente quimico

diferente pela possivel formagdo de um composto ternério.

EERRATEIS EE -2 cSkezhEaREE
PN S S R - B s i G o SR s
L)) T
\\",:{/ - / \\ ) VL A S
H3. H5, H6. H2, H4 (Beta-Ciclodextrina)
|
‘ Cadeia Alquil (SDS)
| HI, HI', Hm, Hm' (LOS)
HI (Beta-Ciclodextrina) |
’ I
[ HL HI', HI" (SDS)
HaHza' (SDS) L
He,He' (1LOS)
Ha (LOS)/ He He' (LOS) HiHT (LOS) 1 | | Hn, Hr', Hin" (LOS)
! ' Hk, HK (SD‘%) H. H' (DS) ‘
h . |
Hb_J-Ic(LDS?—'—‘ ’Ht_Hf‘ (LOS) ‘ I‘ ‘ m
[
Hd 1LOS) H‘l | l J ‘ i ﬂ}l
Iy { k—«\_. \_._.h..'L..J -_,,
| T T T T T ‘ T T T | T T T T T T T ‘ T T T ‘ T T T | T T T | T T T T
2
ppm (tl) 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 0 1.0 0.0

Figura 3.29 - Espectro de RMN *H do CI SDS:LOS:BCD (1:1:1), a 400 MHz, com as respectivas atribuicdes
dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D;0.

Tabela 3.3 — Variacdo dos deslocamentos quimicos (AA8) do CI SDS:LOS:BCD (1:1:1)

Hidrogénios

®® o O T @

0O Q =

I
m

n

SLOS @
LOS:SDS:BCD (ppm)
7,41
7,56
7,56
7,64
7,00
6,87
5,23

0,79

AAS

(LOS) (ppm)

0,23
0,08
0,08
0,00
0,07
0,20
-0,08
0,09

*
*
*

*

LOS:SDS:BCD (ppm)

dSDS @

4,09
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,70
0,98**

AAS

(SDS) (ppm)

0,06
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,06
0,09

*Hidrogénios sobrepostos. **Valores iguais a molécula pura (+ 0,01 ppm)
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O sinal em 6 1,38 ppm foi atribuido aos hidrogénios da cadeia alquil do SDS, Hm/Hm’
e HI/HI' do LOS, contudo a regido central deste apresenta uma maior similaridade com o
observado para os hidrogénios do SDS no sistema binario com a BCD, sendo que esta regido
apresenta uma correlacao dipolar com o sinal dos hidrogénio da BCD (exceto H1), conforme
visto no 2D-ROESY (Figura 3.30). Logo, hd um forte indicio que a interacdo ocorra entre
SDS e BCD, visto que os hidrogénios que participavam da interacdo no sistema LOS:3CD,
ndo apresentam mais correlacdo na presenca do SDS, indicando que o LOS seja deslocado da
cavidade da BCD.
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{ Cadeia Alquil (SDS)

}\ HLHI' Hm.Hm' (LOS)

o J _¢“_Jl_fL f U _ A J’t_x\f l“\_.j'l J‘_

—_— - |-
— " - b [
— el L cmEen |
- e o o r
TZ.O
— - - [
—3.0
3 Q= r
—t ' 4 R R
. -1 —4.0
- [ L
4 = :
; - 'l - s - 5.0
! C
|
jﬁ.U
= . &% 70
= ar -
| [
I -

ppm (12) 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 3.30 - Mapa de correlacdo de RMN 2D-ROESY do SDS:LOS:BCD (1:1) a 400 MHz, com as respectivas
atribuicGes dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0O.

Logo, analisando o sistema ternario SDS:ATE:BCD (1:1:1), o espectro de RMN H
permitiu atribuir os hidrogénios com base nas multiplicidades e & observados para 0s
compostos puros (Figura 3.31). Os resultados de 6 encontrados para este sistema, bem como
os valores de AAS estdo na Tabela 3.4. Com base nestes valores, se tem que os hidrogénios do
SDS tiveram um menor & em relacdo ao composto binario, exceto Ha/Ha' cujo 6 foi maior. Ja
os hidrogénios metilénicos e Hi da molécula de ATE apresentam um & maior do encontrado
no sistema binario, enquanto Hf/Hf’" mantiveram o valor de 8. Além disso, notou-se que 0s

hidrogénios Ha/Ha’, Hb/Hb' e Hc/Hc' voltaram a ter um valor de 6 igual ou muito proximo
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(0,01 ppm) do encontrado para a molécula pura, sugerindo que o SDS desloque a molécula

de ATE da cavidade da BCD, uma vez que tal mudanga foi verificada para os hidrogénios

aromaticos da molécula de ATE que estavam incluidos no sistema binario.
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Figura 3.31 — Espectro de RMN H do CI SDS:ATE:BCD (1:1:1), a 400 MHz, com as respectivas atribuicoes
dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D;0.

Tabela 3.4 — Variagdo dos deslocamentos quimicos (AA8) no Cl SDS:ATE:BCD (1:1:1)

Hidrogénios

o o o o

= (o] -~ @

k
[

3 ATE @ ATE:SDS:BCD
(Ppm)
3,63%*
7,07*%*
7,33*%*

2,99
1,17
1,17

AAS (ATE)
(ppm)

*

—-0,04
-0,02

-0,04
—-0,02
-0,02

5 SDS @ ATE:SDS:BCD  AAS (SDS)
(ppm) (ppm)
4,19 -0,04
1,42 0,02
1,42 0,02
1,42 0,02
1,42 0,02
1,42 0,02
1,42 0,02
1,42 0,02
1,42 0,02
1,42 0,02
1,74 0,02
1,03 -0,04

*Hidrogénios sobrepostos. **Valores iguais a molécula pura (+ 0,01 ppm)
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J& andlise do mapa de contorno 2D-ROESY para este sistema ternério (Figura 3.32)
mostrou uma correlacdo entre os hidrogénios da BCD (exceto H1) com os hidrogénios da
cadeia alquil do SDS. Ja a correlagdo que era observada no sistema bindrio ATE:BCD (1:1),
ndo é mais notada, corroborando com os resultados de & obtidos pelo RMN H descritos
acima, reforcando o possivel deslocamento da molécula de ATE da cavidade da BCD na

presenca do SDS, o qual teria preferéncia pela inclusdo na cavidade da BCD.
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Figura 3.32 — Mapa de correlagdo de RMN 2D-ROESY do SDS:ATE:BCD (1:1) a 400 MHz, com as respectivas
atribuicGes dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente D,0O.

A partir dos resultados obtidos pelas técnicas utilizadas para caracterizacéo estrutural
(FTIR-ATR e RMN), foi verificada a formagdo dos Cls binarios entre os fa&rmacos e o SDS
com a BCD, sendo que os resultados de RMN, principalmente os de 2D-ROESY, permitiram

elucidar quais as regides das moléculas participam desta interacdo (Figura 3.33).
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Figura 3.33 — Representacédo das provaveis estruturas dos Cls binarios. Fonte: Meira, et al., 2018.

J& para os Cls ternarios, foi observado nos dois sistemas que o SDS provavelmente
desloca os farmacos da cavidade da BCD, visto a auséncia de correlagdo nos mapas de
contorno 2D-ROESY entre os farmacos e a BCD, que foram respaldados pelos resultados de
deslocamento quimico e pelas multiplicidades observadas na analise de *H.

Entretanto para obter os dados termodinamicos destes sistemas, a calorimetria de
titulacdo isotérmica se mostra uma técnica eficaz e precisa, sendo seu uso importante para
uma melhor compreenséo fisico-quimica sobre a formacao destes sistemas supramoleculares,
além de possibilitar uma analise complementar da possivel competicdo entre os farmacos e o

SDS pela interagcdo com a BCD (Sigurskjold, 2000; Mura, 2014; Krainer e Keller, 2015).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO - CARACTERIZACAO
TERMODINAMICA

4.1 CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

A calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) foi utilizada para obtencdo dos parametros
termodindmicos da interacdo entre 0 SDS e os farmacos com a BCD, com o objetivo de
analisar as caracteristicas fisico-quimicas destes sistemas. Além disso, esta técnica também
possibilitou estudar a possivel competicdo entre os farmacos e o excipiente SDS pela

interacdo com a BCD.
4.1.1 Sistemas Binarios

Para a analise da interacdo entre a BCD e o SDS, foi utilizada inicialmente uma
concentragio de BCD 12,00 mmol.L! (titulante) e uma solugdo de SDS 1,00 mmol.L™
(titulado). Os resultados obtidos para esta titulagdo mostraram que a concentracdo de BCD
ndo foi suficiente para interagir com todas as moléculas de SDS do titulado, como se pode
observar pela Figura 4.1 (superior), na qual temos que 0s sinais a partir de aproximadamente
65 minutos obtidos pela diferenca de calor apresentam valores distantes de zero e ndo séo
constantes, mostrando que ndo houve a saturacdo do titulado em termos de concentracao
(Freire et al., 1990).
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Figura 4.1 - Perfil da titulacéo entre BCD 12,00 mmol.L~* e SDS 1,00 mmol.L*a 25 °C
Sendo assim, a concentragdo de SDS foi diluida para 0,50 mmol.L! e a concentracio

de BCD foi mantida. Para essa condi¢do, observou-se que as moléculas de BCD interagiram
quase que totalmente com as moléculas de SDS presentes na cela de titulagdo, como é visto
pelos Gltimos sinais da curva de titulacdo, a partir de aproximadamente 55 minutos, que séo
constantes indicando uma variacao de entalpia préximo a zero nos ultimos sinais da Figura
4.2 (superior). Contudo, na parte inferior desta figura, tem-se que o perfil da curva esta um
pouco diferente do perfil sigmoide esperado, com mais pontos ao fim da curva, demonstrando
um “excesso” de titulante (BCD).
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Figura 4.2 - Perfil da titulagdo entre BCD 12,00 mmol.L~* e SDS 0,50 mmol.L*a 25 °C
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A solugéo de BCD foi diluida para 10,00 mmol.L™%, sendo mantida a concentragéo do
titulado. A Figura 4.3a, mostra as curvas das diluicdes entre a agua tipo I com as solucdes de
titulante e titulado, as quais foram subtraidas para retirada do efeito de interacdo com o
solvente da titulacdo entre BCD e SDS. Observou-se que o perfil da curva foi conforme o
esperado, com sinais finais de diferenca de temperatura proximo a zero a partir de
aproximadamente 60 minutos da titulacdo, além de uma curva proxima de uma sigmoide, que
podem ser vistos pela Figura 4.3b.
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Figura 4.3 — Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) BCD 10,00 mmol.L e &gua tipo I; (m) 4gua tipo I e SDS
0,50 mmol.L™%; (m) BCD 10,00 mmol.L e SDS 0,50 mmol.L™; b) BCD 10,00 mmol.L e SDS 0,50 mmol.L™
apos a subtragdo da interagdo com a agua tipo 1.

A partir do ajuste da concentracdo das solucdes de titulante e titulado, foram realizadas
outras titulagbes nas temperaturas de 37 e 45 °C, para se ter um perfil termodindmico em
diferentes temperaturas. As Figuras 4.4 e 4.5 contém o perfil das titulaces. A Tabela 4.1 traz
os valores dos parametros termodindmicos obtidos a partir da interacdo entre a BCD 10,00

mmol.L~! e 0 SDS 0,50 mmol.L! nas trés temperaturas.
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Figura 4.4 - Perfil da titulacdo a 37 °C entre: a) (m) BCD 10,00 mmol.L! e 4gua tipo I; (m) &gua tipo I e SDS
0,50 mmol.L™%; (m) BCD 10,00 mmol.L 1 e SDS 0,50 mmol.L™%; b) BCD 10,00 mmol.L™ e SDS 0,50 mmol.L™*
apos a subtracdo da interacdo com a &gua tipo 1.
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Figura 4.5 - Perfil da titulacdo a 45 °C entre: a) (m) BCD 10,00 mmol.L! e 4gua tipo I; (m) &gua tipo I e SDS
0,50 mmol.L™%; (m) BCD 10,00 mmol.L™t e SDS 0,50 mmol.L™%; b) BCD 10,00 mmol.L™* e SDS 0,50 mmol.L™*
apos a subtragdo da interagdo com a agua tipo 1.

Tabela 4.1 - Parametros termodinamicos do sistema BCD 10 mmol.L~* em SDS 0,5 mmol.L*

T°C n ka AH® (kJ.mol™Y)  TAS° (kJ.mol?)  AG° (kJ.mol™?)
25 1,70+ 0,01  23.950,00 £ 212,13 —-7,64£0,04 17,34 £ 0,00 —24,99 + 0,02
37 0,97+ 0,00 12.150,00 £212,13 -14.88 £ 0,19 9,38+0,23 —24,25 + 0,05

45 0,74£0,01  11.450,00 + 353,55 -18,55+ 0,14 6,16 £0,22 —24,72 £0,08
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Todavia, ao obter os resultados da interacdo dos sistemas ATE:BCD e LOS:BCD, os
quais serdo apresentados mais adiante, notou-se que o sistema SDS:BCD era 0 que possuia
uma maior constante de afinidade (ka), 0 que leva a uma maior interacdo entre as moléculas
deste sistema quando comparado aos outros dois. Sendo assim, foram realizadas novas
titulagGes utilizando o SDS como titulante, porque as titulagbes de competicdo preconizam
que a molécula que apresenta maior ka para com a molécula hdspede, devem ser tituladas na
solucdo contendo a molécula hospede com a outra espécie que interage com uma menor Ka
(Sigurskjold, 2000; Krainer e Keller, 2015). Além disso, a obtencdo dos valores
termodinamicos e das curvas de titulagdo utilizando o SDS como titulante e a BCD como
titulado, possibilitaria uma comparagdo mais direta com as titulages de competicdo que
utilizam o SDS como titulante e as soluc¢des de BCD:farmaco (1:1) como titulado.

Logo, foi realizada a titulagdo da solucdo de SDS 10 mmol.L~t em BCD 0,5 mmol.L2.
Contudo, tem-se que nesta concentracdo utilizada de SDS, as primeiras injecbes foram
capazes de saturar a concentracdo de BCD presente na cela de titulagdo, como pode ser visto
na Figura 4.6 (superior). Isso gerou um “excesso” de titulante, o que levou a um desvio do
perfil sigmoide esperado (Figura 4.6 — inferior).

Assim, foi realizada uma nova titulacdo utilizando agora a solugdo de SDS 10,00
mmol.L~! em BCD 1,00 mmol.L?, obtendo-se um resultado satisfatorio com a curva em perfil
sigmoide e diferenca de calor préximo a zero ao fim da titulacdo, como pode ser observado na
Figura 4.7. Adicionalmente, sdo apresentadas as curvas de diluicdo do SDS em 4agua e
titulagdo de agua em solugéo de BCD a 1,00 mmol.L.
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Figura 4.6- Perfil da titulagdo entre SDS 10,00 mmol.L™t e BCD 0,50 mmol.Lta 25 °C
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Figura 4.7 - Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) dgua tipo I e BCD 1,00 mmol.L™%; (m) SDS 10,00 mmol.L™
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Com as concentracdes ajustadas, foram realizadas as titulac6es nas temperaturas de 37

e 45 °C para verificar o efeito da temperatura nos parametros de interacdo das moléculas. As

curvas obtidas estdo presentes nas Figuras 4.8 e 4.9. J& os valores dos parametros

termodinamicos se encontram na Tabela 4.2.
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Figura 4.9 - Perfil da titulacdo a 45 °C entre: a) (m) dgua tipo I e BCD 1,00 mmol.L™%; (m) SDS 10,00 mmol.L™
e agua tipo I; (m) SDS 10,00 mmol.L™* e BCD 1,00 mmol.L%; b) SDS 10,00 mmol.L~* e BCD 1,00 mmol.L™*
apos a subtragdo da interacdo com a &gua tipo 1.

Tabela 4.2 - Parametros termodinamicos do sistema SDS 10,00 mmol.L~* CD 1,00 mmol.L™*

T°C n ka AH° (kJ.mol™)  TAS° (kJ.mol™t)  AG°® (kJ.mol™)
25 0,74+0,04 22.450,00 +1.484,92 -12,06 + 1,00 12,76 £ 0,84 -24,81 + 0,20
37 0,82+0,04 17.600,00 + 141,42 -17,06 £ 0,20 8,13+ 0,20 —-25,19 + 0,00
45 0,83+0,02 16.400,00 +1.697,06 —-20,34 £ 0,50 5,31+£0,80 —-25,65+ 0,30

Conforme os resultados apresentados acima, sugere-se a formacdo de equilibrios
multiplos devido aos valores fracionados obtidos para a estequiometria (n), indicando mais de
um tipo de CI presente em equilibrio, como exemplificado na Figura 4.10. Esses resultados
tém sido descritos para outros sistemas supramoleculares envolvendo ciclodextrinas com
diferentes moléculas hospedes e tem sido identificados por diferentes técnicas de
caracterizacdo associadas, das quais podemos destacar a propria técnica de ITC, RMN e
calculos computacionais (De Sousa et al., 2008; Passos et al., 2011b; De Paula et al., 2012;
Prabhu et al., 2012).
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Figura 4.10 — Representacdo esquematica de alguns tipos de compostos de inclusdo que podem existir em
equilibrio.

Analisando os valores de ka, foi observado que o aumento da temperatura desfavorece
a formacdo do CI. Contudo, os valores apresentados foram relativamente altos quando se
comparado a outros estudos de Cls envolvendo a BCD (Tabela 4.3), indicando uma grande

afinidade entre as moléculas de SDS e BCD.

Tabela 4.3 — Valores de constante de associacdo para Cls com ciclodextrinas a 25 °C

Sistema Ka Autores
Clorexidina:BCD 557,00 Denadai et al., 2007
Cloridrato de Imipramina:BCD 6.832,00 De Sousa et al., 2008
Cloridrato de Sertralina:3CD 4.999,30 Passos et al., 2011
Isetionato de Pentamidina:BCD 758,00 De Paula et al., 2012

Os valores negativos de AG° mostrados na Tabela 4.2 indicam que o processo é
espontaneo em todas as temperaturas estudadas. Analisando os resultados de AH® nota-se que
0 processo fica mais exotérmico com o aumento da temperatura. Tal variagdo pode estar
correlacionada com a saida das moléculas de agua de alta entalpia da cavidade da BCD, aliada
as novas interagdes intermoleculares formadas entre 0 SDS (molécula h6spede) com a BCD
(Liu e Guo, 2002; Brewster e Loftsson, 2007). Ja para o termo da variacdo entropica, observa-
se que esta foi positiva para todas as temperaturas, provavelmente pelo efeito hidrofébico. Ha
ainda a diminuigéo da entropia ocorrendo com o aumento da temperatura, 0 que pode estar
associado a formagdo de um CI mais rigido, com menor liberdade conformacional. Estes
resultados sé@o semelhantes a outros relatados na literatura para sistemas com a CD como
molécula hospedeira (Denadai et al., 2007; De Sousa et al., 2008; Passos et al., 2011b; De
Paula et al., 2012).
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Analisando os resultados da compensacgao entalpica/entropica (Figura 4.11), temos a =
-1,11 £ 0,02 e b = 26,16 + 0,21 (TAS°=-1,11 AH®-26,16), com r = 0,99. O valor negativo
de b junto com um ganho entélpico de 2,11 (1 — ), mostra que a formacdo deste Cl com a

variacdo de temperatura é favorecida entalpicamente.
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Figura 4.11 - Compensacéo do sistema SDS 10,00 mmol.L~* e BCD 0,50 mmol.L™2.

Outros estudos sobre a interacdo entre o SDS e CDs também obtiveram valores
termodindmicos proximos aos aqui obtidos. Neste contexto, destaca-se a pesquisa realizada
por Benk6 e Kiraly (2012), que utilizaram também o calorimetro VP-ITC (Microcal®) para
obter os dados termodinamicos da interacdo entre diferentes surfactantes, entre esses o SDS,
com a BCD em diferentes temperaturas. Sendo assim, para o sistema SDS:BCD os autores
demonstraram que o aumento da temperatura diminui os valores de ka e TAS®, ao passo que
AH® e AG° ficam mais negativos, sendo os valores encontrados por eles muito proximo aos
obtidos neste trabalho, porém os valores de n relatados no artigo sdo préximos a 1 em todas as
temperaturas analisadas. Outro trabalho foi a realizado por Brocos, et al.(2011), que também
fizeram uso do calorimetro VP-ITC (Microcal®), mas aliada as metodologias computacionais
de Sequential Binding Sites (SBS) e Single Set of Identical Sites (SSIS) para a analisar a
interacdo entre SDS e as CDs naturais em diferentes temperaturas. Eles obtiveram
inicialmente a possiblidade da formacdo de Cls 1:1 e 2:1 para o sistema BCD:SDS, contudo a
metodologia computacional demonstrou a prevaléncia do sistema 1:1 no equilibrio. Outras
pesquisas ja& foram realizadas utilizando outras técnicas para obtencdo dos termos
termodinamicos, tais como a analise de tensdo superficial, concentragdo micelar critica,
equilibrio de complexagdo conforme a concentragcdo de salinidade e simulacdo de dinamica

molecular, sendo a estequiometria de 1:1 e 2:1 (SDS:BCD) encontrada nestas pesquisas, mas
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com valores de ka muito diferentes entre si, talvez pela imprecisdo das técnicas utilizadas ou
ncessidade de aproximagOes (Dharmawardana et al., 1993; Eli et al., 1999; Sehgal et al.,
2008; Brocos et al., 2010; Brocos et al., 2011; Benk6 e Kiraly, 2012; Kittisrisawai e Romero-
Zeron, 2015a).

Para avaliar o comportamento termodindmico da interacdo entre o farmaco atenolol e a
BCD, foram realizadas titulagbes utilizando incialmente a concentracdo de BCD 10,00
mmol.L~* como titulante e de 1,00 mmol.L™* de atenolol (titulado). Entretanto, ndo foi obtido
o perfil sigmoide esperado e a diferenca de calor resultante da interacdo obteve valores
pequenos e que pouco variaram no decorrer da titulagdo (Figura 4.12a). Logo, a solucdo de
atenolol foi diluida para 0,50 mmol.L~! e uma nova titulacéo foi realizada, mas os problemas

ocorridos na titulagio anterior ndo foram resolvidos (Figura 4.12b).

Tempo (min)
30 40 50 60 70 80

Tempo (min)
0 10 20 30 40 50 60 70 80

0.0

0.5

M

-0.1
-0.2

o o
o [}
1 102 1 1032
8 ] ©
= T +-0.4 %

0.35 1

i

-1.5

1 -2.0

-0.06

3 1 (1 2 .08 T
£ 040 - E 0 -l
L a® © an
= ] " S 0104 " ]
£ 0.45 - = 042 " ~
g 4 ol % ‘.I
- -0.504 .l' 3 0144 o
= 1 S .0.16 ]
E o554 ™ E
3 ] 5 018 ]
< 960 ® < 920 " —
i : : , ol e B
0.0 0.5 1.0 15 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Raz&o Molar Raz&o molar
a b

0.5
-0.6

Figura 4.12 - Perfil da titulagdo a 25 °C para: a) BCD 10,00 mmol.L"* em ATE 1,00 mmol.L™%; b) BCD 10,00
mmol.L~* em ATE 0,50 mmol.L?

Para aumentar a possibilidade de interacdo, titulante e titulado foram invertidos visto a
limitacdo da solubilidade da BCD, assim foram realizadas titulacbes entre ATE 10,00
mmol.Lt e BCD 1,00 mmol.L! (Figura 4.13a), ATE 10,00 mmol.L~! e BCD 2,00 mmol.L*!
(Figura 4.13b), ATE 8,00 mmol.L! e BCD 2,00 mmol.L-? (Figura 4.13c). Todas essas
titulagbes apresentaram pouca interacdo entre as moléculas, confirmadas pela pequena

diferenca de calor obtida, além de ndo conseguir alcancar o perfil sigmoide.
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Figura 4.13 - Perfil da titulacdo a 25 °C: a) ATE 10,00 mmol.L=t em BCD 1,00 mmol.L™*; b) ATE 10,00
mmol.L* em BCD 2,00 mmol.L™%; ¢) ATE 8,00 mmol.L™* em BCD 2,00 mmol.L™

Sendo assim, outra titulacéo foi realizada utilizando solugdo de ATE 20,00 mmol.L!

em BCD 1,00 mmol.L~1. A curva obtida (Figura 4.14) foi fora do padrdo sigmoide, porém ela

se ajustou ao modelo de um sitio de interacéo, sendo possivel obter os dados termodindmicos.

Tempo (min)
..\... T T T T T 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
. ]
000 wummunaBEENNEEEEENEEEEES - v f””“”” TTTTTTTVTTe 01
EEEmEEEE 1"
Ill.......... 1-2
[ ] 134
-0,50 - L] - J.a 3
] ] -516
g 138
k-] 1 ].
= 1,00 -| ] Js
Z J-9
2 1 10
— 1,50 i a7 T T T T ]
g ] - 0,00 an
£ = -0,05
S 2 o0
i~ ] =197 ]
2,00 1 ] 015 y
i
0,20 4
250 g ] g 0251 ]
1 = 0,30 q
Q
L At S S B B S B = (3,35 | B
00 05 10 15 20 25 30 T T T T T T
- 00 05 10 15 20 25 30 35 40
Raz&o Molar .
Raz&do Molar
a b

Figura 4.14 - Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) agua tipo 1 e BCD 1,00; (m) ATE 10,00 mmol.L™! e 4gua
tipo I; (m) ATE 20,00 mmol.L~* e BCD 1,00 mmol.L™%; b) ATE 20,00 mmol.L~* e BCD 1,00 mmol.L apds a
subtracdo da interacdo com a 4gua tipo I.

Logo, foram realizadas titulagdes de ATE 20,00 mmol.L-* em BCD 1,00 mmol.L* nas
temperaturas de 37 e 45 °C, cujos graficos estdo representados nas Figuras 4.15 e 4.16,

respectivamente. Os dados termodinamicos obtidos estdo na Tabela 4.4.
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Figura 4.15 - Perfil da titulacdo a 37 °C entre: a) (m) agua tipo I e BCD 1,00 mmol.L™*; (m) ATE 20,00 mmol.L
e agua tipo I; (m) ATE 20,00 mmol.L™* e BCD 1,00 mmol.L%; b) ATE 20,00 mmol.Lt e BCD 1,00 mmol.L™
apos a subtracdo da interacdo com a &gua tipo 1.
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Figura 4.16 - Perfil da titulacdo a 45 °C entre: a) (m) agua tipo I e BCD 1,00 mmol.L™*; (m) ATE 20,00 mmol.L*
e agua tipo I; (m) ATE 20,00 mmol.L™t e BCD 1,00 mmol.L%; b) ATE 20,00 mmol.L* e BCD 1,00 mmol.L™*
apos a subtracdo da interacdo com a &gua tipo 1.

Tabela 4.4 - Parametros termodinamicos do sistema ATE 20,00 mmol.L~* em BCD 1,00 mmol.L™

T°C n Ka
25 1.505,00 +
0,97 £ 0,15 35,36
37 1,02+0,07 602,00 + 15,56
45 1,36 +0,02 515,50 + 48,79

AH° (kJ.mol?)

TAS® (kJ.mol™)

AG° (kJ.mol™?)

-2,62 + 0,50 15,01 £ 0,60 -17,63+0,10
-3,56 + 0,90 12,02 £ 0,70 -15,58 + 0,10
-2,90+0,20 12,30 £ 0,00 -15,20 + 0,20

Com base nos valores termodinamicos apresentados, verifica-se a partir da

estequiometria que a 25 e 37 °C a interacéo é do tipo 1:1 (hdspede-hospedeiro). Entretanto a
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45 °C o valor fracionado obtido para n indica a formagdo de equilibrios multiplos, como
descrito para o sistemas SDS:BCD (De Sousa et al., 2008; Passos et al., 2011b; De Paula et
al., 2012; Prabhu et al., 2012). Observamos também que o aumento da temperatura
desfavorece a interagdo entre ATE e BCD, verificado pela diminui¢do dos valores de Ka,
contudo o sistema apresenta constante de formagdo compativel com outros como mencionado
na discussdo do sistema SDS:BCD (ver Tabela 4.3, pag. 66)

Os valores negativos obtidos para AG® indicam que a interacdo € espontanea. J& 0s
resultados de AH° mostram que o processo é exotérmico. Estes valores podem estar
relacionados as novas interagdes intermoleculares formadas, além da saida das moléculas de
agua da cavidade da BCD, que contribuem para o aumento da entalpia. A variacdo entropica
pode ser atribuida ao efeito hidrofébico resultante da liberacdo das moléculas de agua da
cavidade hidrofobica da BCD.

A Figura 4.17 traz a correlacdo linear entre os pontos AH® e —TAS® nas diferentes
temperaturas estudadas. Foi obtido uma valor de o =-0,23 + 0,18 e b = —6,03 £+ 2,39 TAS® =
—-0,23 AH®-6,03, (com r = 0,79). Isso mostra que a formacdo deste Cl com a variacdo da
temperatura é favorecida entalpicamente, uma vez que b apresenta valores negativos e o

ganho entalpico é de 1,23.

-2.6
-2.8
-3.0

-3.2

AH® (kJ.mol™)

3.4

36 .

450 -145 -140 -13.5 -130 -125 -12.0
-TAS® (kJ.mol ™)
Figura 4.17 - Compensacéo do sistema ATE 20,00 mmol.L~* e BCD 1,00 mmol.L™*

O estudo realizado por Buha, Baxi et al. (2012) utilizou a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com fase reversa para obter os parametros termodindmicos da interagcdo entre o
atenolol e a BCD em diferentes temperaturas em pH 6,8. Os valores obtidos pelos autores

estdo apresentados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 - Parametros termodindmicos obtidos por Buha, Baxi et al. (2012)

T°C Ka AH° (kJ.mol™)  TAS° (kJ.mol™l)  AG° (kJ.mol™?)
20 239,85 —42,40 —29,05 ~13,35
25 179,47 —42,12 -29,26 ~12,86
30 135,64 —42,05 —29,68 ~12,37
35 103,54 —41,92 -30,04 ~11,88
40 79,84 —41,68 -30,28 ~11,40

A diferenca nos resultados por eles obtidos com os apresentados neste trabalho pode
ser explicado pelo fato de que os autores utilizaram o fator de retencéo para célculo de ka e 0s
demais valores termodinadmicos foram calculados a partir da inclinacdo (AH°/T) e intercepto
(AS°/R), do grafico plotado de Inka por 1/T, utilizando a equacéo de van’t Hoff. Dessa forma,
estes resultados possuem um desvio vindo do fato de que a interagdo entre as moléculas ndo
ocorre de maneira efetiva por ndo se conseguir um tempo de retencdo ideal para formacao do
composto de inclusdo. Esse fato foi discutido pelos autores, os quais também chamaram
atencdo para o fato de que o solvente utilizado (metanol) também interage com a BCD com ka
de 0,32. Contudo, podemos perceber tendéncias iguais as encontradas neste trabalho, por
exemplo, 0 aumento da temperatura diminui os valores de ki, ou seja, desfavorece a interagdo
entre estas moléculas, mas o processo continua sendo espontaneo e exotérmico. Além disso,
0s autores também avaliaram que o aumento de entalpia é acompanhado pela diminuicdo da
entropia, mas ndo o bastante para que haja uma compensacdo capaz de manter AG°
praticamente constante.

Logo, no presente estudo, para avaliar a interagdo entre as moléculas de losartan
potéssico e BCD foi realizada incialmente uma titulagéo utilizando uma solucéo de LOS 20,00
mmol.L-t como titulante em solugdo de BCD 1,00 mmol.L-* (Figura 4.18a), seguindo como
exemplo as concentragdes utilizadas para o sistema ATE:BCD. Entretanto, o perfil sigmoide
ndo foi encontrado. Uma nova titulagdo foi conduzida com LOS 30,00 mmol.L* como
titulante ¢ BCD 1,00 mmol.Lt como titulado, porém o perfil da curva se manteve e a

diferenga de calor ficou menor devido a um excesso de titulante no sistema (Figura 4.18b).
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Figura 4.18 - Perfil da titulagdo a 25 °C: a) LOS 20,00 mmol.L~* em BCD 1,00 mmol.L™%; b) LOS 30,00
mmol.L* em BCD 1,00 mmol.L™?

Assim, uma nova titulacdo foi feita tendo como titulante uma solucdo de LOS 25,00

mmol.L~, e como titulado uma solugdo de BCD 1,00 mmol.L? (Figura 4.19). Como

resultado, foi obtida uma curva ainda fora do perfil sigmoide, mas ajustavel ao modelo de um

sitio de interagdo de forma satisfatoria. Por isso, essas concentragdes também foram utilizadas

para as titulaces a 37 e 45 °C (Figuras 4.20 e 4.21, respectivamente). A Tabela 4.6 traz os

resultados dos parametros termodindmicos obtidos.
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Figura 4.19 - Perfil da titulacdo a 25 °C entre: a) (m) 4gua tipo 1 e BCD 1,00 mmol.L™*; (m) LOS 25,00 mmol.L™?
e 4gua tipo I; (m) LOS 25,00 mmol.L~* e BCD 1,00 mmol.L™%; b) LOS 25,00 mmol.Lt e BCD 1,00 mmol.L™
apos a subtragdo da interagdo com a agua tipo 1.



76

Tempe (min)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
T T T T T T T T
u J 13
- [T :
0,80 ] "mg, ] 12
4 ..
1 .I. 41
1 .I.. 1 =2
0,60 Sag,] log
1 1-1®
] [&]
@ 040] ] 1.3
s ] L L 173
2 020] " ] 14
(== ] .I
o) ] ] j J-5
o ] ] 0,00 . . : g
- 000 pmepemngisgusEnsnEEEEnE
2 ] [ ] ] 2 ] i
£ ] - =
< -020] 1 8
3] 1 L] 20,50+ 4
= ] [ ] =
-0,41')E e ] g 1 1
] ] =5-1,00 N
060 ™ 9 2
im g 1 1
-0,80 ‘ : \ \ 1,50 .
1 2 3 4
Raz&o Molar ; ; ; ]
0 1 5

a

2 3
Raz&o Molar

b

Figura 4.20 - Perfil da titulagdo a 37 °C entre: a) (m) 4gua tipo 1 e BCD 1,00 mmol.L™%; (m) LOS 25,00 mmol.L™?

e agua tipo I; (m) LOS 25,00 mmol.L~* e BCD 1,00 mmol.L™%; b) LOS 25,00 mmol.L-* e BCD 1,00 mmol.L™*
apos a subtracdo da interacdo com a &gua tipo 1.

Tempo {min)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

1,00 | T i T T T T T T T T3
42
4 .. [}
0,75 "N g al n ] 41 o
, = | B ] = - @
| .I... 4 102
gy - o
@ 1 1 115
= 050 ]
Y 1 42
2
~ ] ] {3
mEE
o 0,25 puERETT
o 1 " 0,20 1,
TB ... i
g ] " 2 0401 R
= 000+ llllll.llllllllllllIIIII* @ ]
e 1 n 1 2 0,60 -
| ] == 1
1 u O 0,80 4
-0,25i - B ;D
n 0 1,00 B
4 . E b
-0,50 - - ® -1,20 B
— | — T T 2
0 1 2 3 4
i -1.40 T T T
Razdo Molar 0 1 2 3 4 5
Raz&o Molar
a b

Figura 4.21 - Perfil da titulacdo a 45 °C entre: a) (m) agua tipo 1 e BCD 1,00 mmol.L™*; (m) LOS 25,00 mmol.L™*
e agua tipo I; (m) LOS 25,00 mmol.L* e BCD 1,00 mmol.L™; b) LOS 25,00 mmol.L e BCD 1,00 mmol.L™*
apos a subtragdo da interagdo com a agua tipo 1.

Tabela 4.6 - Parametros termodinamicos do sistema LOS 25,00 mmol.L~* em BCD 1,00 mmol.L™*

T°C n ka AH° (kJ.mol™) TAS® (kJ.mol?) AG°® (kJ.mol™)

25 0,97+£0,01 799,50 £+ 133,64 —21,94+1,90 -5,23£2,30 -16,72+0,30
37 0,98 £0,01 505,00 + 2,83 —21,4940,10 -5,07+0,10 -16,42+0,00
45 1,13+0,02 385,00 + 24,04 -18,81+1,50 -2,80+1,50 -16,01+0,00
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Para este sistema, nota-se que ocorreu um processo dissociativo na titulacdo entre LOS
e a agua tipo I, o qual provavelmente acontece por a solucdo de LOS ser adicionada a um
volume de solvente maior que o injetado a cada ponto, favorecendo a formacéo de interagdes
do tipo ion-dipolo. Essa dissociacdo da molécula de LOS também foi observada no trabalho
de De Paula et al. (2011) em seu estudo sobre a interagdo entre LOS e HPBCD. Conforme os
valores apresentados na Tabela 4.6, temos que o CI formado pela interacdo entre LOS e BCD
apresenta estequiometria 1:1 em todas as temperaturas estudadas de acordo com n. Também
foi verificado que o aumento da temperatura desfavorece esta interacdo, devido a diminuigéo
dos valores de ka. Ja os valores negativos de AG indicam que a interacdo € espontanea em
todas as temperaturas.

Observa-se valores negativos de AH°, indicando que o0 processo é exotérmico,
podendo este resultado estar associado a formacao de interagdes intermoleculares entre LOS e
BCD, além da saida das moléculas de &gua da cavidade da BCD, como ja foi discutido
anteriormente. Ja para a variacdo de entropia, vemos que os valores pouco variam de 25 para
37 °C, contudo a 45 °C hd um aumento deste. Isso ocorre provavelmente devido a
dessolvatacdo, e a um maior nimero de espécies presentes no meio devido a menor interacao
entre as moléculas nesta temperatura. Ainda é relevante mostrar pela figura 4.22, o qual traz a
correlagéo linear das variagGes de entalpia e entropia comr = 0,99, a = -1,24 £ 0,09 e b =
-15,32 + 0,42 (TAS°®° =-1,24 AH°-15,32), que a formacdo do CI ¢é favorecido
entalpicamente com o aumento da temperatura, uma vez que b apresentou valor negativo e o

ganho entalpico foi de 2,24.
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Figura 4.22 - Compensacéo do sistema LOS 25,00 mmol.L* e BCD 1,00 mmol.L™*
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De Paula, Denadai et al. (2011), realizaram um estudo com a ITC como uma das
técnicas para caracterizar a interacdo entre HPBCD (titulado) e losartan (titulante), em
microcalorimetro VP-ITC (Microcal®) nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C, utilizando o
modelo de um sitio de interagdo para obter os parametros fisico-quimicos. A Tabela 4.7 traz

os resultados que eles obtiveram.

Tabela 4.7 - Pardmetros termodindmicos obtidos por De Paula, et al. (2011)

T°C n ka AH°® (kJ.mol™) TAS® (kJ.mol™)  AG® (kJ.mol™)
25 0,74 1.147,00 -11,80 5,80 -17,50
35 0,79 739,20 -13,40 3,50 -16,90
45 0,83 496,80 -14,70 1,70 -16,40

A HPBCD é uma ciclodextrina modificada que possui grupos hidroxipropil em sua
estrutura, com o intuito de melhorar a solubilidade da BCD, logo a presenca deste grupo faz
com que estes resultados sejam diferentes dos obtidos neste trabalho. Entretanto, notam-se
semelhancas, tais como o fato de o aumento da temperatura diminuir a forca da interacéo,
visto pela diminuicdo de ka. Além de a interacdo ser exotérmica e espontanea com valores de
AG° muito proximos aos encontrados neste presente trabalho, com variacdes de entalpia e
entropia ndo muito grandes.

Por fim, comparando os valores termodindmicos obtidos para 0s trés sistemas
apresentados até agora, vimos que todos 0s processos sao exotérmicos e espontaneos, contudo
temos que a molécula de SDS ¢ a que possui maior forca de interagdo com a BCD, quando
comparada aos farmacos, devido aos valores de ki maiores por ele obtidos nas diferentes
temperaturas estudadas, além de ser o processo mais espontaneo (menores valores de AG®).

Outro ponto importante estd nas equacdes obtidas pelo ajuste linear dos graficos de
AH® por —TAS®, pois o valor do intercepto esta correlacionado a dessolvatacdo ocorrida apos
a formacédo do ClI e a inclinacdo da reta reflete 0 ganho entalpico (1-a). Os valores obtidos

estdo na Tabela 4.8 traz os valores do intercepto e da inclinacdo obtidos.

Tabela 4.8 - Valores da equacao da reta para os sistemas binarios
Sistema  Intercepto Ganho entélpico (1-a)

SDS:BCD 26,17 2,11
ATE:BCD  -6,03 1,23
LOS:BCD 15,32 2,24
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Conforme estes valores nota-se que o Cl formado com o SDS possui uma maior
dessolvatacdo em seu sistema, pois além da dessolvatagdo da cavidade da BCD, o SDS é um
surfactante e necessita perder as moléculas de &4gua que o circundam para interagir com a
BCD. Agora quando se compara os valores referentes a dessolvatagéo dos Cls envolvendo os
farmacos, se tem que provavelmente hd uma maior saida de agua da cavidade da BCD para
haver a interagcdo com LOS, inferindo que pode haver uma maior interacéo deste farmaco com
a BCD, visto que para os dois sistemas a concentracdo de BCD utilizada foi de 1 mmol.L 2.
Além disso, a formacdo dos Cls é favorecido entalpicamente, com menor ganho entalpico
para 0 ClI ATE:BCD, o que mostra que para neste sistema menos interacdes intermoleculares
estdo sendo formadas.

Meira, et al. (2018) apresentaram em seu trabalho as distancias entre hidrogénios que
participam das interagGes intermoleculares dos sistemas ATE:BCD (Figura 4,23 a), SDS:BCD
(Figura 4,23 b) e LOS:BCD (Figura 4,23 c), reproduzindo os mapas de correlacdo 2D
ROESY, mas com a frequéncia de ocorréncia dessas distancias especificas em solucdo. A cor

azul reflete uma distancia de até 4 A entre os hidrogénios, enquanto o tamanho da

5

circunferéncia é proporcional a frequéncia que estas interacdes ocorreram durante a analise.
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Figura 4.23 - Distancia entre os hidrogénios nos sistemas: a) ATE:BCD; b) SDS:BCD e c) LOS:BCD.
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Estes resultados mostram que para o sistema SDS:BCD realmente ha uma maior
ocorréncia de interac@es intermoleculares, quando comparado as interacdes dos farmacos com
esta molécula hospedeira, como discutido anteriormente. Além disso, ha a confirmacao que as

interacOes realmente ocorrem nas regides apresentadas ao fim do Capitulo 3.

4.1.2 Sistemas Ternarios

Como o SDS apresentou maior ka na interagdo com a BCD, foram realizadas titulagtes

de SDS em solucédo 1:1 farmaco:BCD, nas temperaturas de 25, 37 e 45 °C (Figuras 4.24, 4.25
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e 4.26, respectivamente) para avaliar se a maior interacdo do SDS seria forte o bastante para
deslocar o farmaco da cavidade da BCD.

Assim, para as titulagdes de SDS 10,00 mmol.L~! na solugdo ATE:BCD (1:1) 1,00
mmol.L™%, temos os valores termodinamicos obtidos apresentados na Tabela 4.9. Ja a Figura
4.27 mostra uma comparagdo entre as curvas finais obtidas das titulagdes de SDS em BCD,

SDS em ATE e SDS em ATE:BCD (1:1), nas temperaturas estudadas.
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Figura 4.24 - Perfil da titulacdo a 25 °C entre: a) (m) 4gua tipo I e ATE:BCD 1,00 mmol.L™%; (m) SDS 10,00
mmol.L-! e 4gua tipo I; (m) SDS 10,00 mmol.L* e ATE:BCD 1,00 mmol.L; b) SDS 10,00 mmol.Lt e
ATE:BCD 1,00 mmol.L* apés a subtragéo da interagdo com a agua tipo 1.
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Figura 4.25 - Perfil da titulagdo a 37 °C entre: a) (m) 4gua tipo I e ATE:BCD 1,00 mmol.L™%; (m) SDS 10,00
mmol.L™! e 4gua tipo I; (m) SDS 10,00 mmol.Lt e ATE:BCD 1,00 mmol.L%; b) SDS 10,00 mmol.L 1 e
ATE:BCD 1,00 mmol.L apés a subtracéo da interagdo com a agua tipo 1.
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Figura 4.26 - Perfil da titulacdo a 45 °C entre: a) (m) 4gua tipo I e ATE:BCD 1,00 mmol.L™; (m) SDS 10,00
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mmol.L™! e 4gua tipo I; (m) SDS 10,00 mmol.L™* e ATE:BCD 1,00 mmol.L%; b) SDS 10,00 mmol.L ! e

ATE:BCD 1,00 mmol.L apés a subtracéo da interacdo com a agua tipo 1.

T T
0,0 0.5 1,0 1.5 2,0

Raz&o Molar

a

keal mol” de Titulante

0,00 -

-0,50 4

-1,00 4

-1,50 1

-2,004

-2,50 4

-3,00 4

3,50 4

10 15

Razéo Molar

b

20

0,00

kcal mol " de Titulante

4,00 4

T T
0,5 1,0 1,5 2,0

Razé&c Molar

c

Figura 4.27 — Comparagcéo das titulacGes: (m) dgua tipo I e ATE:BCD 1,00 mmol.L?; (m) SDS 10,00 mmol.L™?

e ATE 1,00 mmol.L"%; (w) SDS 10,00 mmol.L-t e ATE:BCD 1,00 mmol.L™%: a) 25 °C; b) 37 °C; c) 45 °C.

Tabela 4.9 - Parametros termodindmicos do sistema SDS 10,00 mmol.L* em ATE:BCD 1,00 mmol.L?

AH°
T°C n Ka
(kJ.mol-1)
25 0,84+0,01 17.150,00 + 494,97 -11,00 + 0,23
37 0,84+0,01 15.700,00 +1.555,63 —13,40 + 3,55
45 0,93+0,03 12.000,00 + 0,00 -19,50+ 0,01

TAS® AG°
(kJ.mol™Y) (kJ.mol™?)
13,02+0,28 24,17 £0,07
1051+2,67 -24,91+0,26
480+0,01 -24,84+0,00

Observou-se que a o perfil das curvas obtidas na titulacdo entre SDS e ATE:BCD

(1:1), bem como os valores de ka, AH®, TAS® e AG®, foram mais proximos aos obtidos para o

sistema SDS:BCD em todas as temperaturas, o que indica um deslocamento da molécula de
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ATE da cavidade da BCD na presenca do SDS, visto que praticamente ndo ha interacdo entre
SDS e ATE, como visto pelo seu perfil de interagdo com diferenga de calor muito proximo a
zero. Além disso, os valores de n indicam a existéncia de mais de um tipo de equilibrio no
sistema. Estes resultados associados aos obtidos no RMN mostram o deslocamento pela
auséncia de correlacdo observada no 2D-ROESY entre os hidrogénios aromaticos de ATE
com BCD no sistema ternario, além do retorno dos deslocamentos quimicos destes
hidrogénios do ATE para os valores encontrados desta molécula pura. Por fim, 0 2D-ROESY
também mostrou a correlagdo entre o hidrogénios do SDS com a BCD no sistema ternério.

A Figura 4.28 traz os resultados da dindmica molecular estudada por Meira, et al.
(2018) para este sistema. Observa-se que o SDS (amarelo) incialmente fora da cavidade da
BCD, desloca o ATE (cinza) que estava inicialmente incluido na cavidade da molécula
hospedeira, mostrando que ha a competicdo entre e SDS e ATE pela cavidade da BCD, sendo

o farmaco deslocado na presenca do excipiente.

a

Figura 4.28 — Dinamica molecular do sistema SDS:ATE:BCD: a) inicio em t = 0,00 ns; b) final emt = 9,35ns.
SDS = amarelo, ATE = cinza e BCD = verde.

A andlise da capacidade do SDS competir com os farmacos pela cavidade da BCD,
foram realizadas novas titulagdes entre SDS 10,00 mmol.L* e uma solugéo de LOS:BCD 1,00
mmol.L! (1:1), nas temperaturas de 25, 37 e 45 °C, Figuras 4.29, 4.30 e 4.31,
respectivamente. A Tabela 4.10 contém os valores termodinadmicos obtidos a partir das curvas
finais destas titulacGes. Sendo que na Figura 4.32 se encontram os graficos para comparagao
entre os perfis da interacdo dos sistemas binarios SDS:LOS, SDS:BCD e o sistema ternario
SDS:LOS:BCD.
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Figura 4.29 - Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) dgua tipo 1 e LOS:BCD 1,00 mmol.L™%; (=) SDS 10,00
mmol.L-! e 4gua tipo I; (m) SDS 10,00 mmol.L™ e LOS:BCD 1,00 mmol.L-%; b) SDS 10,00 mmol.L e
LOS:BCD 1,00 mmol.L™* apds a subtragdo da interagdo com a &gua tipo L
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Figura 4.30 - Perfil da titulacdo a 37 °C entre: a) (m) agua tipo I e LOS:BCD 1,00 mmol.L™%; (=) SDS 10,00
mmol.L~* e 4gua tipo I; (m) SDS 10,00 mmol.L™ e LOS:BCD 1,00 mmol.L™%; b) SDS 10,00 mmol.L™ e
LOS:BCD 1,00 mmol.L™* apds a subtragdo da interagdo com a agua tipo L.
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Figura 4.32 — Comparagcéo das titulacdes: (m) agua tipo I e LOS:BCD 1,00 mmol.L™*; (m) SDS 10,00 mmol.L e
LOS 1,00 mmol.L™; (m) SDS 10,00 mmol.L™ e LOS:BCD 1,00 mmol.L™*: a) 25 °C; b) 37 °C; c) 45 °C.

Tabela 4.10 - Parametros termodinamicos do sistema SDS 10,00 mmol.L~* em LOS:BCD 1,00 mmol.L™!

AH° TAS® AG°
T°C n Ka
(kJ.mol-1) (kJ.mol-1) (kJ.mol-1)
25 0,58 + 0,00 8.215,00 + 77,78 -3,80 £ 0,04 1790+0,09 -22,34+0,02

37 0,73+0,01 13.91500+143543 -11,34+0,01 1230+0,17 -23,64+0,18
45 0,74 £ 0,00 12.750,00 £ 70,71 -16,08£0,19 8,42+0,18 -24,50=0,01

Analisando as curvas obtidas notou-se que os perfis obtidos nas titulacGes entre SDS e

LOS:BCD (1:1), assim como os valores de ka, AH®, TAS® e AG®, ficam mais proximos aos do
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sistema SDS:BCD de acordo com 0 aumento da temperatura, o que indica um deslocamento
da molécula de LOS da cavidade da BCD na presenca do SDS, sendo que a interacdo entre
SDS e LOS é praticamente nula, verificado pela diferenca de calor préxima a zero. Outro
ponto interessante a ser notado, esta no fato de os valores de TAS® que eram negativos para o
sistema LOS:BCD, se apresentarem positivos, indicando que o efeito hidrofobico passa a ser
maior neste sistema, provavelmente pela dessolvatacdo das moléculas de SDS. Ja os valores
de n indicam a existéncia de equilibrios multiplos no sistema. Estes resultados vdo de
encontro ao que foi observado pela técnica de RMN, onde foi verificado no 2D-ROESY a
correlacdo entre SDS e BCD no sistema ternario, e apesar de ndo haver mais indicios da
correlacdo entre LOS e BCD, os valores de deslocamento quimico da molécula de LOS
indicaram que estes estdo em um ambiente quimico diferente da molécula pura e do composto
binario, demonstrando a presenca de um possivel sistema ternario.

A Figura 4.33 traz os resultados da dindmica molecular estudada por Meira, et al.
(2018) para este sistema. Observa-se que o SDS (amarelo) incialmente fora da cavidade da
BCD (verde), forma um sistema ternario com LOS (vermelho — incialmente incluido) e BCD

apos o rearranjo do farmaco na molécula hospedeira.

Figura 4.33 - Dindmica molecular do sistema SDS:LOS:BCD: a) inicio emt = 0,00 ns; b) final em t = 9,35ns.
SDS = amarelo, LOS = vermelho e BCD = verde.

A partir dos resultados apresentados para os sistemas terndrios, foi possivel perceber
que a molécula de ATE, apesar de apresentar uma maior ka com a BCD no composto binario
quando comparada a molécula de LOS, € deslocada da cavidade da BCD na presenca da
molécula competidora SDS. Enquanto que a molécula de LOS parece formar um composto
ternario com SDS e BCD. Estes resultados podem ser comparados aos obtidos por Andreaus
et al. (1997) que analisaram a influéncia do SDS na solubilidade de compostos de incluséo
envolvendo a Metil-AlfaCiclodextrina (M-aCD) e as moléculas de p-xileno e o-xileno.
Assim, a partir dos valores de solubilidade obtidos para os compostos binarios M-aCD:p-

xileno e M-aCD:o-xileno, os autores obtiveram valores de constante de associacdo de 141
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M-t e 48 M1, respectivamente, e melhor solubilidade para as moléculas de p-xileno e o-
xileno. O interessante foi que o SDS diminuiu a solubilidade do Cl M-aCD:p-xileno, ao passo
que tornou 0 Cl M-aCD:o-xileno mais sollvel. Tal resultado foi atribuido a formacdo de CI
ternario entre Cl M-aCD:0-xileno:SDS, o qual ndo ocorreu para o Cl com o p-xileno, que foi
provavelmente deslocado da cavidade da M-aCD na presenca do SDS, mesmo tendo uma
maior constante de afinidade quando comparado ao o-xileno. Os autores justificaram o
ocorrido pelo fato de o CI entre M-aCD e o-xileno possuir menor constante de associagéo, a
interacdo era menos efetiva, logo mais moléculas de dgua estavam presentes dentro do CI,
assim a molécula de SDS aumentou a saida das moléculas de agua da cavidade da M-aCD no
Cl, aumentando a interag&o hidrofdbica entre M-a.CD e o-xileno e formando um CI ternario.
Ja Sherje et al. (2017), realizaram uma pequisa para avaliar o efeito da L-arginina no
incremento da solubilidade do CI etodolac:HPBCD, utilizando as técnicas de FT-IR, DSC,
PXDR, *H RMN, molecular docking e estudo de dindmica molecular. Os autores obtiveram
como resultado a formagdo de um composto ternario, onde a L-arginina promoveu 0 aumento
da solubilidade em relagcdo ao composto binario, além disso a mudanca no perfil dos sinais do
DSC indicaram uma menor quantidade de &gua presente no composto ternario, ja os
resultados de *H RMN mostraram novos deslocamentos quimicos no composto ternario,
indicando a formagdo de um novo ambiente quimico. Com os resultados te6ricos a maior
solubilidade observada para o ClI ternario foi atribuida a um aumento da &rea hidrofébica
disponivel para interacdo entre o etodolac e a HPBCD na presenca da L-arginina, permitindo a
formacdo de novas interacdoes eletrostaticas e hidrofobicas, o que levou, também, a uma
maior eficiéncia de complexacéo.

Estes estudos mostram que a presenca de uma terceira molécula capaz de promover a
saida de mais moléculas de agua do CI bindrio gera um aumento da area hidrofébica
disponivel para interacdo, o que pode levar a formacdo de um CI terciario. Sendo assim, a
figura 4.34 nos mostra a relacdo da compensacdo entalpica/entrépica dos sistemas ternarios
estudados neste trabalho. A Tabela 4.11 traz os valores de intercepto e ganho entalpico (1-a)
obtidos a partir da equagéo da reta de cada sistema. Nota-se o0 valor do intercepto é maior, em
modulo, para o sistema LOS:SDS:BCD, indicando uma maior dessolvatacdo neste CI ternério,
que pode favorecer a interacdo entre as moléculas dentro da cavidade da BCD. Além disso,
observa-se que 0s processos sdo favorecidos entalpicamente, com um ganho entalpico um
pouco maior para o sistema LOS:SDS:BCD, indicando a possivel formacdo de mais interagdes

intermoleculares.
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Figura 4.34 - Compensacéo do sistema: a) ATE:SDS:BCD; b) LOS:SDS:3CD

Tabela 4.11 — Valores da equacao da reta para os sistemas ternarios

Sistema Intercepto  Ganho entalpico (1-a)
ATE:SDS:BCD —24,45 2,04
LOS:SDS:BCD -27,13 2,30

r = 0,99, para os dois sistemas.

A Figura 4.35 traz os resultados apresentados por Meira, et al. (2018) das distancias
entre hidrogénios do SDS aos hidrogénios da BCD na presenca dos farmacos ATE e LOS. A
cor azul reflete uma distancia de até 4 A entre os hidrogénios, enquanto o tamanho da

circunferéncia é proporcional a frequéncia que estas interacdes ocorreram durante a analise.

5

4.5

iy
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BT O A0 =408 T o B -
NN
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I 2 3 4 5 6 I 2 3 4 5 6 1 2 3 4 s & °
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Figura 4.35 - Distancia entre os hidrogénios do SDS e da :BCD nos sistemas: a) SDS:BCD; b) SDS:ATE:BCD e
c) SDS:LOS:BCD.

Estes resultados mostram que mesmo na presenca do ATE ainda ocorre interagao entre
os hidrogénios do SDS e da BCD com uma frequéncia maior do observado na presenca do
farmaco LOS. Mostrando que o LOS forma um sistemas ternario SDS:LOS:BCD, enquanto

que o ATE é deslocado da cavidade da BCD, sendo incompativel o uso destas moléculas na

formulacdo de um medicamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO - VARIACOES
ESTEQUIOMETRICAS E CINETICA

Neste capitulo serdo discutidos os resultados obtidos nas titulacdes com variacdes nas
estequiometrias dos farmacos ou da BCD com intuito de analisar possiveis alteracdes nos
parametros termodinamicos e na competicdo entre farmacos e SDS pela cavidade da BCD.
Isso seréa realizado a partir de uma comparacdo com os resultados apresentados no Capitulo 4,
item 4.1.2. Serdo apresentados também os resultados da cinética de inclusdo dos farmacos
(LOS ou ATE) e do SDS com a BCD, obtidos no software KinlITC, utilizado para avaliar a
cinética em estudos enzimaticos e da interacdo de farmacos com RNA (Burnouf et al., 2012;

Dumas et al., 2016), mas até entdo ndo aplicado em sistemas com CDs.
5.1 VARIAGCOES ESTEQUIOMETRICAS

A anélise com diferentes razdes molares entre os farmacos e a BCD, bem como do
SDS com a BCD e do SDS com farmaco:BCD foram realizadas com a finalidade de comparar
o efeito do aumento da concentragdo do farmaco (LOS ou ATE) ou da BCD na competigédo
com o0 SDS com os resultados obtidos na analise apresentada no capitulo 4, item 4.1.2, na qual
0 SDS 10,00 mmol.L! foi titulado na solugio BCD:LOS 1:1 e BCD:ATE 1:1.

Para o sistema SDS 10,00 mmol.L~! em BCD:LOS 1:1 (Capitulo 4), foi observada a
provavel formacdo de um sistema ternario, no qual SDS e LOS seriam incluidos na cavidade
da BCD simultaneamente. Logo, foram realizadas novas titulagdes de SDS 10,00 mmol.L?
em BCD:LOS nas razdes molares 1:2, 1:3 e 1:4 (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3, respectivamente), para

analisar se este processo ainda é observado com excesso de farmaco.
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Figura 5.1- Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L* e agua tipo I; (m) gua tipo I e
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Figura 5.2— Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L"* e 4gua tipo I; (m) gua tipo I e
BCD:LOS (1:3); (m) SDS 10,00 mmol.L™ e BCD:LOS (1:3); b) SDS 10,00 mmol.L~! e BCD:LOS (1:3) apds a
subtracdo da interacdo com a agua tipo I.



91

Tempo (min})
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1.40 . T T T T T T T T
] . {4
4 |
1l mg
120 .
] - bl 3 E’Q
] n q &
1.00] ] J 128
z ] .. 1 2
_5 080_: g _ ] N\Al I
B . el MHMMM 0
< 0.50: [ | - o . T T T T T ]
= ] " S 1254 e, g
1 e = | ]
£ 0.40+ . Z 1.00] . ]
5 1 u = 1 u 1
- L 2 0751 = 1
“*] pueEEEssEsEsEEEEnEEgEn ] e ] " |
] l..:: g 0.50i \-' ]
0.00 — 0.25- T .
] .-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 2 400l Terag ]
T T T T T
0.00 0.25 0.50 010 011 0.2 0.‘3 0‘.4 0.5
Razio Molar Razio Molar
a b

Figura 5.3— Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L* e agua tipo I; (m) gua tipo I e
BCD:LOS (1:4); (m) SDS 10,00 mmol.L™ e BCD:LOS (1:4); b) SDS 10,00 mmol.L~* e BCD:LOS (1:4) apds a
subtracdo da interagdo com a 4gua tipo 1.

Foi observado que o aumento da concentracdo deste farmaco gerou a formacdo de
agregados moleculares, com liberacdo do calor relacionado a dissociacdo do mesmo como
pode ser visto pelo perfil endotérmico das curvas de titulacdo. De Paula et al. (2011)
avaliaram em sua pesquisa um perfil endotérmico e dissociativo semelhante para LOS em seu
experimento de ITC, no qual a concentracdo de LOS na cela de amostra vario de 0 para 11,1
mmol.L~%, eles observaram a formacdo de agregados de LOS utilizando a técnica de
espectrometria de massa para analisar com uma concentragdo de 5,00 mmol.L! do farmaco.

No presente estudo a observacédo da dissociacdo do farmaco foi observada em menores
concentragdes, uma vez que para os sistemas cujo titulado foi BCD:LOS 1:2, BCD:LOS 1:3 e
BCD:LOS 1:4 a concentragdo de LOS na cela de amostra variou de 2,00 para 1,71 mmol.L?,
de 3,00 para 2,56 mmol.L! e 4,00 para 3,41 mmol.L!, respectivamente. Nota-se para
BCD:LOS 1:4 uma maior variacdo de entalpia, indicando a possivel presenca de uma maior
quantidade de agregados do farmaco sendo dissociado. E interessante notar que para o sistema
SDS 10,00 mmol.Lt em BCD:LOS 1:1 (Capitulo 4), esta dissociacdo ndo foi observada,
sendo que a concentracdo de LOS na cela de amostra variou de 1,00 para 0,85 mmol.L %, o
que pode indicar que nesta concentracdo ndo havia um excesso de farmaco, estando ele

incluido na cavidade da BCD, ou que naquela concentracdo ndo ha formacéao de agregados.
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A Tabela 5.1 contém os resultados termodindmicos obtidos destas titulacbes e da
andlise do sistema ternério apresentado no Capitulo 4. A curva referente ao sistema SDS
10,00 mmol.L~! em BCD:LOS 1:3 n3o foi possivel de ser ajustada pelo software, sendo que o

mesmo perfil da curva foi obtido em todas as repeticoes.

Tabela 5.1 — Parametros termodinamicos do sistema SDS 10,00 mmol.L~! em BCD:LOS em diferentes
estequiometrias a 25 °C

Sistema Ka AH® (kJ.mol™Y) TAS° (kJ.mol) AG° (kJ.mol™?)
BCD:LOS (1:1) 8.215,00+77,78 (k))*  —3,80 £ 0,04 17,90 £ 0,09 -22,34 £ 0,02
BCD:LOS (1:2) 23.000,00 + 2.828,43 1,68 + 0,03 25,68 £0,34 —24,89 + 0,31
BCD:LOS (1:3) _ _ _ _
BCD:LOS (1:4) 9.340,00 + 381,84 6,36 £ 0,03 25,64 + 3,30 —22,66 + 0,10

*Para o sistema com titulado BCD:LOS (1:1) foi observado o processo de associagao.

Os valores apresentados dos novos sistemas séo resultados do processo dissociativo do
LOS, como visto pelos valores de kq que sdo maiores do que de ka obtido no sistema SDS
10,00 mmol.Lt em BCD:LOS 1:1, indicando que a maior quantidade deste farmaco em
relacdo a BCD aumenta a propensédo deste se dissociar espontaneamente, uma vez que a AG® é
negativa. Além disso, os valores positivos de AH® indicam que o0 processo é endotérmico e
refletem a dissociacdo do sistema com a quebra de interacdes intermoleculares, sendo
acompanhado do aumento da TAS®°, que corrobora com a ideia de um maior nimero de
moléculas livres no meio. Logo, ndo foi possivel observar a possivel formagdo do sistema
ternario entre SDS:BCD:LOS com 0 excesso do farmaco, uma vez que seu processo de
desagregacdo molecular foi mais pronunciado do que o de associacao.

Considerando ainda o sistema contendo losartan, as Figuras 5.4, 5.5 e 5.6 apresentam
as curvas obtidas das titulagdes entre SDS 10,00 mmol.L~* e BCD:LOS nas razdes molares de

2:1, 3:1 e 4:1, respectivamente.
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Figura 5.6— Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L* e agua tipo I; (m) agua tipo I e
BCD:LOS (4:1); (m) SDS 10,00 mmol.L™ e BCD:LOS (4:1); b) SDS 10,00 mmol.L™ e BCD:LOS (4:1) apos a
subtracdo da interagdo com a 4gua tipo 1.

A Tabela 5.2 contém os resultados termodindmicos das titulacdes entre SDS 10,00
mmol.L! e BCD:LOS em diferentes estequiometrias de BCD e da analise do sistema ternario

apresentado no Capitulo 4.

Tabela 5.2— Parametros termodinamicos do sistema SDS 10,00 mmol.L-* em BCD:LOS em diferentes
estequiometrias a 25 °C

Sistema ka AH® (kJ.mol™) TAS® (kJ.mol™) AG° (kJ.mol™?)
pCD:LOS (1:1) 8.215,00+ 77,78 -3,80 £ 0,04 17,90 £ 0,09 -22,34 + 0,02
BCD:LOS (2:1) 4.400,00 + 254,56  —8,35+ 0,08 11,01 £1,65 -20,79 £ 0,14
BCD:LOS (3:1) 9.020,00£127,28 -12,56 +7,97 8,84+1,13 -22,57 + 0,03

BCD:LOS (4:1) 347,50 £ 34,65 —26,04 £ 2,15 -10,07 £ 0,74 -15,97 £1,40

O aumento da concentracdo de BCD provavelmente fez com que a quantidade livre
desta molécula fosse maior, tornando possivel a formacgdo de agregados como ja relatado na
literatura (De Sousa et al., 2008; Loftsson e Brewster, 2012). Este fato é respaldado pela
consideravel diminuicdo da constante de associacdo no sistema CD:LOS 4:1, uma vez que as
moléculas em excesso de BCD estejam interagindo entre si, a interacdo com o SDS fica
impossibilitada até que haja a dissociacdo do agregado de BCD. Esta hipétese é sustentada

pelos valores mais negativos de AH° que indicam a ocorréncia de mais interaces
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intermoleculares e um valor negativo de TAS® que pode estar correlacionado a maior

dessolvatacdo das moléculas de BCD (Figura 5.7). Assim como para o excesso de LOS, o

aumento da BCD gerou um efeito que se sobrepds a associacdo entre SDS, BCD e LOS.

3

{

L(;SV:BCD (;177:1)

LK X

*e+ SDS
XX

* e

te¢ SDS
¢te

=
Excesso de pCD

Figura 5.7— Representacdo esquematica da formacéo de agregados moleculares de BCD.
e = Molécula de losartan potassico. ¢ = Molécula de SDS.

Estes resultados para o excesso de LOS e de BCD levam a concluir que a possivel

formacdo do sistema ternario SDS:BCD:LOS s6 é possivel de ser observada quando a

propor¢cdo molar de BCD e LOS é 1:1, pois qualquer excesso de uma das espécies faz com

que os efeitos de agregacdo/desagregacdo molecular sejam mais pronunciados. Logo, para

producdo de um farmaco contendo estas moléculas a propor¢do molar de BCD:LOS é 1:1

mais indicada.

Para o sistema SDS 10,00 mmol.L! em BCD:ATE 1:1 (Capitulo 4), foi observado que

este farmaco era deslocado da cavidade da BCD na presenca do SDS. Logo, foram realizadas

novas titulagdes de SDS 10,00 mmol.L-! agora em BCD:ATE nas razdes molares de 1:2, 1:3 e

1:4 (Figuras 5.8, 5.9 e 5.10, respectivamente), para analisar com excesso de uma das espécies
0 SDS continuaria a deslocar o ATE da CD.
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Figura 5.8— Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L* e 4gua gua tipo I; (m) 4gua tipo I e
BCD:ATE (1:2); (w) SDS 10,00 mmol.L™* e BCD:ATE (1:2); b) SDS 10,00 mmol.L™* e BCD:ATE (1:2) apds a
subtracdo da interagdo com a 4gua tipo 1.
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Figura 5.10- Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L™* e dgua tipo I; (m) 4gua tipol e
BCD:ATE (1:4); (w) SDS 10,00 mmol.L~* e BCD:ATE (1:4); b) SDS 10,00 mmol.L™* e BCD:ATE (1:4) apds a
subtracdo da interacdo com a 4gua tipo I.

A Tabela 5.3 contém os valores dos parametros termodinamicos obtidos pela anélise
das curvas anteriormente apresentadas para os sistemas com ATE, e os valores obtidos na

analise do sistema ternario apresentado no Capitulo 4.

Tabela 5.3— Parametros termodinamicos do sistema SDS 10,00 mmol.L~* em BCD:ATE em diferentes
estequiometrias a 25 °C

Sistema ka AH® (kJ.mol™t) TAS° (kJ.mol?) AG°® (kJ.mol™?)
BCD:ATE (1:1) 17.150,00+494,97 -11,00+0,23 13,02+0,28 —24,17+£0,07
BCD:ATE (1:2) 17.500,00+ 565,69 -8,19+ 0,11 15,27+ 0,81 —24,22+ 0,08
BCD:ATE (1:3) 17.700,00+ 848,53 -7,30£0,19 16,62+ 0,14 —24,24+ 0,12
BCD:ATE (1:4) 16.600,00+ 141,42 -7,15+ 0,10 16,62+ 0,31 —24,09+ 0,02

A partir dos dados apresentados na Tabela 5.3 e das curvas mostradas anteriormente, é
possivel inferir que o aumento da concentracdo de ATE ndo ocasionou mudancas
consideraveis nos parametros termodindmicos quando comparados aos obtidos na analise do
SDS 10,00 mmol.Lt em BCD:ATE 1:1, demonstrando que ainda assim o farmaco pode ser
deslocado da cavidade da BCD na presenca do SDS, mesmo o farmaco em maior
concentra¢do molar que a molécula hospedeira.

Foram realizadas também analises das variagcOes estequiométricas para os sistemas

contendo atenolol com excesso de BCD. Assim, as Figuras 5.11, 5.12 e 5.13 mostram as
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curvas obtidas das titulagdes entre SDS 10,00 mmol.L-* e BCD:ATE nas razdes molares de

2:1, 3:1 e 4:1, respectivamente.
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Figura 5.11— Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L™ e dgua tipo I; (m) 4gua tipol e
BCD:ATE (2:1); (w) SDS 10,00 mmol.L~* e BCD:ATE (2:1); b) SDS 10,00 mmol.L™* e BCD:ATE (2:1) apds a
subtracdo da interacdo com a agua tipo I.
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subtracdo da interacdo com a 4gua tipo 1.
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Figura 5.13— Perfil da titulagdo a 25 °C entre: a) (m) SDS 10,00 mmol.L™ e dgua tipo I; (m) 4gua tipol e
BCD:ATE (4:1); (w) SDS 10,00 mmol.L-* e BCD:ATE (4:1); b) SDS 10,00 mmol.L™* e BCD:ATE (4:1) apds a
subtracdo da interagdo com a 4gua tipo 1.

Os resultados termodinamicos das titulagdes entre SDS 10,00 mmol.L~* e BCD:ATE
em diferentes estequiometrias de BCD e da analise do sistema ternério apresentado no
capitulo 4 estdo apresentados na tabela 5.4. A curva referente ao sistema SDS 10,00 mmol.L
em BCD:ATE 4:1 n&o foi possivel de ser ajustada pelo software, sendo que o mesmo perfil da

curva foi obtido em todas as repeticoes.

Tabela 5.4 — Parametros termodinamicos do sistema SDS 10,00 mmol.L~t em BCD:LOS em diferentes
estequiometrias a 25 °C

Sistema ka AH® (kJ.mol™}) TAS® (kJ.molY) AG° (kJ.mol™?)
BCD:ATE (1:1) 17.150,00 £494,97 -11,00+0,23 13,02 £0,28 -24,17 £ 0,07
BCD:ATE (2:1) 12.600,00 + 0,00 -11,62 £ 0,07 11,57 £0,20 -23,40 + 0,00
BCD:ATE (3:1) 1.059,00 £171,12 -17,31+£0,74 -0,09+1,12 -17,25+£ 0,40

BCD:ATE (4:1) - _ N -

Observou-se a possivel a formacgdo de agregados com o0 aumento da concentracdo de
BCD (De Sousa et al., 2008; Loftsson e Brewster, 2012). Essa hipdtese é suportada pela
consideravel diminuicdo da constante de associacdo no sistema BCD:ATE 3:1, uma vez que
as moléculas de BCD em excesso estdo interagindo entre si, ndo € possivel a interacdo com o

SDS, como mostrado anteriormente na Figura 5.7. Alem disso, os valores mais negativos de
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AH® indicam a ocorréncia de mais interagcdes intermoleculares e um valor negativo de TAS®
que pode estar correlacionado a maior dessolvatacdo das moléculas de BCD.

Estes resultados para o excesso de ATE e de BCD levam a concluir que mesmo com 0
excesso do farmaco o SDS ainda o desloca da cavidade da BCD, o que indica a possivel
incompatibilidade destas moléculas para uma formulacdo medicamentosa. J& para 0 excesso
da BCD, o efeito observado da agregacdo molecular é pronunciado, ndo sendo possivel inferir

sobre o deslocamento do farmaco.

52 CINETICA

O software kinlITC utiliza as curvas obtidas pelo ITC para obtencdo dos dados
cinéticos, utilizando um modelo baseado na associacdo/dissociagdo dos compostos (Burnouf
et al., 2012). Assim, ele foi utilizado com o objetivo de avaliar a cinética da interacdo dos
farmaco (LOS ou ATE) e do SDS com a BCD, uma vez que este tipo de analise utilizando
dados calorimétricos vem sendo aplicado em estudos enzimaticos, mas € pouco explorado em
outras areas. Além disso, o estudo cinético da associacdo/dissociacdo dos Cls traz
informacBes mecanicistas do processo, auxiliando no estudo da dinamico da incluséo, visto
gue a molécula héspede continuamente se associa e se dissocia da molécula hospedeira em
solucdo, sendo importante avaliar a rapidez com que estd associacdo/dissociacdo ocorre
(Stella et al., 1999; Park, 2006).

A Tabela 5.5 contém os valores das constantes cinética de associacdo (Kon) €

dissociagéo (Koff) da interacdo entre SDS e BCD nas temperaturas estudadas.

Tabela 5.5 — Par@metros cinéticos da interagdo entre SDS e BCD em diferentes temperaturas

Temperatura Kon (M~1-s71) Koff (s71)
25 °C 659,62 £+59,64  0,03+0,00
37°C 306,75 £ 17,64 0,02+ 0,00

45 °C 2.055,25+£781,85 0,14£0,05

Com base nestes dados, notamos que ndo ha uma relacdo direta entre 0 aumento da
temperatura e da velocidade da interagdo, uma vez que a 37 °C observamos 0S menores
valores de kon € Kofr. Temos também que a velocidade da interacédo é consideravelmente maior
a 45 °C. A partir destes dados, ainda se pode inferir que o CI é predominante em relacdo a
existéncia das moléculas em sua forma livre, pois a formagdo do CI ocorre de maneira mais

rapida do que a dissociagdo deste.
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Nilsson et al. (2008), avaliaram a cinética de interacdo entre aCD e os surfactantes
bolaform dos tipos CsMes, C10Mes € C12Mes a 25 e 35 °C, utilizando o tempo de resposta dos
resultados de ITC para obtencdo dos parametros. Os autores observaram que 0 aumento da
temperatura ocasionou uma maior velocidade de interacdo e que o processo de associagéo

ocorre mais rapido do que o de dissociacdo. A Tabela 5.6 traz os valores por eles publicados.

Tabela 5.6 — Parametros cinéticos do estudo de Nilsson et al. (2008)
Temperatura Surfactante  kon (M5 Kot (107*s7)

CsMes 0,16 £0,01 37,30
25°C CioMes 0,14 +0,00 1,27
Ci2Mes 0,12+ 0,00 0,18
CsMes 0,30+ 0,02 84,60
35°C CioMes 0,32+0,00 521
Ci2Mes 0,34+ 0,00 0,91

Com base nos valores cinéticos obtidos neste trabalho para o SDS, nota-se que este
interage mais rapidamente com a BCD quando comparado & velocidade de interacdo dos
surfactantes CgMes, C10Mes e C12Meg com a a.CD.

Analisando a cinética da interagdo entre os farmacos LOS e ATE com a BCD,
observamos, conforme os dados contidos na Tabela 5.7, que a interacdo entre LOS e BCD
ocorre de maneira mais rapida em relacdo a interacdo do ATE com a BCD em todas as
temperaturas estudadas, sendo particularmente maior a 45 °C. Assim como para a interacao
com o SDS, ndo notamos uma correlacdo entre o aumento da temperatura e da velocidade da
interacdo, pois a 37 °C os menores valores de kon € Kofr foram observados. Foi observado
também, que a presenca dos Cls é predominante em relacdo a existéncia das moléculas em
sua forma livre, uma vez que a formacdo dos Cls ocorre de maneira mais rapida do que a

dissociacdo destes.

Tabela 5.7 — Parametros cinéticos da interacdo entre farmacos e BCD em diferentes temperaturas

Losartan Atenolol
Temperatura Kon (M~1-s571) Koff (s7) kon (M5 Koff(s)
25°C 43,81 + 4,60 0,03+0,00 30,88+1,67 0,05+0,00
37°C 39,73+1,43 0,04+0,10 13,98+0,72 0,10+0,02

45°C 24.150,00 £ 14.778,53 34,50+17,54 18,26+7,29 0,08+0,01
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Um estudo realizado por Guo et al. (2017) apresentou os valores de Kon € Koff da
interacdo entre HPBCD e 13 farmacos de diferentes classes utilizando uma metodologia de
baseada na conjugacao de microarranjos de moléculas pequenas com ressonancia plasménica

de superficie, os resultados por eles obtidos estdo na Tabela 5.8.

Tabela 5.8— Pardmetros cinéticos do estudo de Guo et al. (2017)

Farmaco kon (M71-s1)  Kofr (s7)
Cafeina 72,10 3,43.10°
Cloranfenicol 3.310,00  1,23.10*
Cortisona 574,00 1,74.10°°
Etossuximida 2.280,00  2,30.10°
Tartarato de Metoprolol 1.520,00 2,31.10°
Noretindrona 502,00 1,27.10°
Cloridrato de nortriptilina ~ 2.370,00 1,00.10
Nofloxacino 530,00 547.10°°
Cloridrato de orfenadrina 1.520,00 6,38.10°°
Penicilamina 3.900,00  8,29.10°
Cloridrato de propranolol 512,00 9,83.10°
Teobromina 3.420,00  4,57.10°
Teofilina 273,00 6,03.10°

Ao comparar 0s valores apresentados na Tabela 5.8 com os obtidos neste trabalho,
temos que LOS e ATE possuem uma menor velocidade de interacdo com a BCD em relagéo a
rapidez da interacdo entre os farmacos estudados por Guo e colaborados com a HPBCD. Vale
a pena ressaltar que os autores concluiram que ha uma correlagéo direta entre Kon, Koff € ka com
a capacidade do CI com HPBCD mascarar o sabor desagradavel dos farmacos, o que fornece
uma estratégia na analise prévia da formulacdo de medicamentos.

O software kinlTC também fornece os valores de ki, da constante de dissociacdo (Ka),
de AH° e da variacdo de entalpia de diluigdo (AH®gi1). Contudo estes parametros séo obtidos
da curva tedrica gerada pelo software, a qual ndo permite ajustes. As Tabelas 5.9, 5.10 e 5.11
contém os valores doa parametros termodinamicos obtidos pelo software e uma comparacao
com o0s apresentados no capitulo anterior doa titulagdes entre SDS, LOS e ATE com a BCD ,

respectivamente.
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Tabela 5.9 — Comparagdo dos parametros termodindmicos - SDS 10 mmol.L* em BCD 1 mmol.L™?

AHP°
Ka* Ka AH°* AHP®gi
T°C ) (kJ.mol™) ka
(ITC) (kinlTC) (kJ.mol™) ) (kJ.mol™)
(kinlTC)
25 22.450+£1.484,92  20.226,50 + 1.197,13  -12,06 + 1,00 -11,95 4,95.10°+ 0,00 -0,28
37 17.600 + 141,42 15.485,50 + 311,83 -17,06 £0,20 -17,56 6,46.10°+ 0,00 0,92
45 16.400 £ 1.697,06 14.247,00 £ 91,92 —20,34 £ 0,50 -20,52 7,02.107°+ 0,00 1,08
*Valores de média e desvio padréo obtidos das repeticdes.
Tabela 5.10— Comparagéo dos parametros termodinamicos — LOS 25 mmol.L~* em BCD 1 mmol.L™*
AHP°
Ka* Ka AH°* AHP®gi
T°C ) (kJ.mol?) kad
(ITC) (KinITC) (kJ.mol™2) ) (kJ.mol?)
(kinlTC)
25 799,5 + 133,64 1.418,20 + 204,78 -21,94+1,90 -11,15 1,00.103+ 0,00 2,47
37 505 + 2,83 956,01 + 187,23 -21,49 +£0,10 -10,67 1,00.10%+ 0,00 2,17
45 385+ 24,04 677,51 +85,11 -18,81+1,50 -10,06 1,00.103+ 0,00 1,93
*Valores de média e desvio padréo obtidos das repeticdes.
Tabela 5.11 — Comparagéo dos pardametros termodinamicos — ATE 20 mmol.L~* em BCD 1 mmol.L™?
AHP°
ka* Ka AH°* AH®4il
T°C ) (kJ.mol?) Kd
(ITC) (kinlTC) (kJ.mol™?) (kJ.mol)
(kinlTC)
25 1.505 + 35,36 590,810 + 24,32 —-2,62 + 0,50 —2,68 2,00.10-%+ 0,00 -0,29
37 602 £ 15,56 148,160 £ 23,59 -3,56 + 0,90 -10,43 7,00.10°+1,00.10°3 0,00
45 515,5+ 48,79 256,465 * 143,03 -2,90+ 0,20 -8,87 5,00.10~%+ 3,00.10°3 -0,09

*Valores de média e desvio padrao obtidos das repeticdes.

A diferenca entre os valores obtidos pelos ajustes das curvas de titulagdo utilizando o

software Origin 7.0 e os gerados pelo kinITC pode ocorrer pelo fato de o programa apenas
fazer os ajustes deste ultimo, o que fica mais evidente pelo fato de as menores diferencas
ocorrerem para o sistema SDS:BCD, o qual o perfil da curva mais se aproxima de uma
sigmoide, ndo sendo necessario muitos ajustes. Isso conota que o kinITC € um bom método
para avaliacdo cinética, complementando a analise termodindmica dos Cls, mas a néo
permissao de ajustes compromete seus resultados termodinamicos.

Com base nos resultados apresentados e discutidos neste capitulo, foi possivel
observar que para 0s sistemas ternarios, o excesso de LOS resultou em um processo de
dissociacgdo que fez concluir que a proporgdo molar 1:1 LOS:BCD favorece a formagao de um

sistema ternario com o SDS, enquanto que para 0 ATE o aumento de sua concentracdo nédo
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modifica a possivel capacidade do SDS em desloca-lo da cavidade da BCD, mostrando a
incompatibilidade do uso destas moléculas juntas em uma formula¢do medicamentosa. J& para
a velocidade da interacdo, notou-se que LOS interage de forma mais rapida com a BCD
quando comparado com o ATE. Além disso, tem-se também que a velocidade de interacdo é
maior para todos os sistemas estudados em relagdo a velocidade de dissociacao, 0 que indica
que a presenca do Cl deve ser predominante em relacdo as moléculas livres. Contudo néo foi
observada uma correlacdo direta entre 0 aumento da temperatura € uma maior rapidez na

interacdo.
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6 CONCLUSOES

Para os sistemas binarios, foi possivel verificar que o sistema SDS:BCD apresentou uma
maior constante de formacdo, inferindo a ideia que o SDS seria um hdspede preferencial
quando comparado aos farmacos.

Assim, a andlise dos sistemas ternarios pela técnica de RMN indicou que o SDS
deslocaria os farmacos da cavidade da BCD, visto a auséncia da correlacdo dipolar nos mapas
2D-ROESY do ATE e do LOS com a molécula héspede. Logo, os resultados de ITC
confirmaram que o SDS desloca o ATE da cavidade da BCD, mas forma um composto
ternario com o farmaco LOS. Estes resultados obtidos por calorimetria foram condizentes
com os obtidos em colaboracéo utilizando célculos de dindmica molecular.

O estudo a partir das variacGes estequiométricas permitiu inferir que o aumento da
concentracdo do farmaco ATE em relacdo a BCD ndo impediu que o SDS deslocasse este
farmaco da cavidade da molécula hospedeira.

Observou-se que para o estudo de competicdo entre moléculas pela interagdo com a BCD,
a calorimetria de titulacdo isotérmica se mostrou uma técnica mais eficaz quando comparada a
ressonancia magnética nuclear.

E relacdo a cinética de interacdo notou-se que o SDS possui uma maior velocidade de
interagdo com a BCD quando comparado com os farmacos ATE e LOS. Além disso, para 0s
trés sistemas obteve-se uma maior velocidade de associacdo em relacdo a dissociacdo,
demonstrando que a presenca dos Cls em solucdo é preferencial em relacdo as moléculas
livres.

Assim, os resultados obtidos neste estudo permitiram fazer uma analise estrutural,
termodinamica e cinética da formacdo dos compostos de inclusdo envolvendo os farmacos
atenolol e losartan potéassico com a BCD, bem como do excipiente dodecil sulfato de sodio
com esta em diferentes condicdes.

A partir das conclusdes acima citadas, fica clara a importancia deste tipo de estudo para a
indUstria farmacéutica, uma vez que a técnica de calorimetria de titulacdo isotérmica se
mostrou eficiente para predizer a compatibilidade entre componentes de uma possivel
formulacdo medicamentosa, de forma relativamente rapida e utilizando pouca quantidade de
material para producao das solugdes, diminuindo custos de producéo.

No caso deste trabalho, observou-se a incompatibilidade do uso dos excipientes SDS e

BCD na produgdo de um medicamento com o farmaco atenolol. 1sso diminui os custos, uma
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vez que evita a producdo de um medicamento cuja eficécia, biodisponibilidade e seguranca
n&o serdo alcancadas.

Ja o composto ternario formado pelo SDS, a BCD e o losartan potassico, é necessario que
testes bioldgicos, analise de liberagcdo do farmaco, estudo de estabilidade, entre outros, sejam
realizados. Além disso, mais analises de compatibilidade do composto LOS:3CD com outros

excipientes podem ser realizadas para o estudo de uma composi¢do medicamentosa final.
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