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Resumo

O Cloridrato de Amitriptilina (AMT) ¢ um antidepressivo triciclico utilizado no tratamento da
depressdo, porém apresenta diversos efeitos colaterais associados a administracdo oral, além de
biodisponibilidade limitada. Nesse contexto, sistemas hibridos de liberagdo baseados em
interacdes supramoleculares que utilizam ciclodextrinas (CDs), t€ém se mostrado estratégias
promissoras para modular a liberagdo de farmacos e minimizar essas limitagdes. Esses sistemas
combinam compostos a base de CDs, como compostos de inclusdo (CIs) e nanoesponjas (NECDs),
com matrizes poliméricas biocompativeis. Neste estudo, investigaram-se as interagdes entre o
AMT e diferentes CDs naturais e modificadas. Os CIs no estado solido foram obtidos por
liofilizag¢do e caracterizados por espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR-
ATR). Em solugdo, as intera¢des foram avaliadas por calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Os resultados de ITC indicaram maior
afinidade e estabilidade para o sistema AMT:BCD, enquanto os experimentos de RMN
confirmaram a inclusdo, justificando a escolha da BCD como precursora para a sintese das NECDs.
Foram preparadas duas NECDs utilizando hexano-1,6-diamina (am¢) e dodecano-1,12-diamina
(ami2) como agentes reticulantes. As NECDs foram caracterizadas por técnicas espectroscopicas,
térmicas e coloidais. A incorporacio do AMT foi confirmada por ensaios de adsor¢do e
microscopia eletronica de varredura (MEV), e os estudos de dessor¢do demonstraram liberacao
superior a 90% do farmaco em agua. Hidrogéis de poli(alcool vinilico) (PVA) foram utilizados
como matriz polimérica, sendo avaliadas diferentes concentragdes de polimero quanto a
morfologia, intumescimento e cinética de liberagdo. Os sistemas hibridos contendo NECDs em
hidrogéis de PVA 20% apresentaram redugdo do efeito burst e liberacdo prolongada do AMT,

evidenciando o potencial desses materiais como sistemas de liberacao controlada.

Palavras-chave: Compostos de Inclusdo; Termodinamica; Nanoesponjas; Polimeros Reticulados;

Hidrogéis de PVA; Liberagao Controlada.



Abstract

Amitriptyline hydrochloride (AMT) is a tricyclic antidepressant used in the treatment of
depression; however, it presents several side effects associated with oral administration, in addition
to limited bioavailability. In this context, hybrid drug delivery systems based on supramolecular
interactions with cyclodextrins (CDs) have emerged as promising strategies to modulate drug
release and mitigate these limitations. These systems combine CD-based compounds, such as
inclusion complexes (ICs) and cyclodextrin-based nanosponges (CDNSs), with biocompatible
polymeric matrices. In this study, the interactions between AMT and different natural and modified
CDs were investigated. Solid-state ICs were obtained by lyophilization and characterized by
Fourier-transform infrared spectroscopy in attenuated total reflectance mode (FTIR-ATR). In
solution, the interactions were evaluated by isothermal titration calorimetry (ITC) and nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy. ITC results indicated higher affinity and stability for the
AMT:BCD system, while NMR experiments confirmed the inclusion compound formation,
justifying the selection of BCD as a precursor for CDNS synthesis. Two CDNSs were prepared
using hexane-1,6-diamine (am¢) and dodecane-1,12-diamine (ami2) as crosslinking agents. The
CDNSs were characterized using spectroscopic, thermal, and colloidal techniques. AMT
incorporation was confirmed by adsorption assays and scanning electron microscopy (SEM), and
desorption studies demonstrated that more than 90% of the drug was released in water. Poly(vinyl
alcohol) (PVA) hydrogels were used as polymeric matrices, and different polymer concentrations
were evaluated in terms of morphology, swelling behavior, and release kinetics. Hybrid systems
containing CDNSs incorporated into 20% PV A hydrogels exhibited a reduction in the burst effect
and prolonged AMT release, demonstrating the potential of these materials as controlled drug

delivery systems.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

O transtorno depressivo ¢ uma condi¢cdo de saude mental caracterizada por alteragdes
emocionais, cognitivas € comportamentais que impactam diretamente a qualidade de vida dos
individuos, configurando-se como um importante problema de saude publica em escala global.
Estima-se que a depressdo afete centenas de milhdes de pessoas em todo o mundo, estando
associada a elevados indices de morbidade e incapacitagdo funcional (Cui et al., 2024; World
Health Organization, 2023). O tratamento farmacoldgico fundamenta-se, majoritariamente, na
modulagdo do sistema monoaminérgico, sendo os antidepressivos triciclicos empregados devido a
sua reconhecida eficécia clinica (Cui et al., 2024; Rang et al., 2016).

Dentre esses farmacos, o Cloridrato de Amitriptilina (AMT) destaca-se ndo apenas pela
sua eficacia no tratamento da depressdo, mas também por seus efeitos benéficos sobre disttrbios
do sono, fadiga e diversas condigdes associadas a dor cronica, como a fibromialgia, além de
aplicagdes recentes na prevencao e no tratamento da enxaqueca (Bryson; Wilde, 1996; Farag et
al., 2022; Lampl et al., 2023). Apesar de sua ampla utilizacao clinica, o AMT apresenta limitagoes
biofarmacéuticas relevantes, como o intenso metabolismo de primeira passagem, que compromete
a biodisponibilidade e leva a necessidade de doses mais elevadas, intensificando a incidéncia de
efeitos adversos (AMYTRIL®, 2021; Thummel; Kunze; Shen, 1997).

Essas limita¢des tém motivado o desenvolvimento de estratégias farmacéuticas voltadas
a melhoria das propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas de farmacos ja consolidados, com
o intuito de modular sua liberagcdo, aumentar a eficiéncia terapéutica e reduzir os efeitos adversos.
Nesse contexto, sistemas de liberacdo controlada baseados em matrizes poliméricas, como fibras
poliméricas, nanoparticulas, micelas e hidrogéis, vém sendo amplamente investigados (Kali;
Haddadzadegan; Bernkop-Schniirch, 2024; Kamaly et al., 2016). Entre esses sistemas, os hidrogéis
destacam-se por sua elevada capacidade de intumescimento, versatilidade na incorporagdo de
diferentes moléculas bioativas e biocompatibilidade, uma vez que podem simular o ambiente
aquoso dos tecidos biologicos (Hassan; Peppas, 2000; Huang et al., 2022; Li; Mooney, 2016).

Contudo, hidrogéis convencionais podem apresentar limitacdes associadas a liberagao
rapida e pouco controlada de fArmacos. Para contornar essas restri¢des, estratégias de modulacao
cinética tém sido propostas, incluindo o ajuste da densidade de reticula¢do ou a adogdo de sistemas

de dupla encapsulagdo. Nessa abordagem, o firmaco ¢ inicialmente incorporado em
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nanocarreadores, que sao posteriormente dispersos na matriz do hidrogel, permitindo maior
controle da cinética de liberacao e redugdo do efeito de liberacao inicial abrupta (Din et al., 2024;
Lavrador et al., 2021; Li; Mooney, 2016).

Entre os diferentes nanocarreadores disponiveis, sistemas baseados em ciclodextrinas
(CDs) tém se destacado devido a sua capacidade de formar sistemas supramoleculares do tipo
hospede—hospedeiro. As CDs sao oligossacarideos ciclicos que apresentam uma superficie externa
hidrofilica e uma cavidade interna de carater hidrofobico, possibilitando a formagao de compostos
de inclusdo (CIs) com diferentes farmacos. A formagao desses sistemas pode resultar em melhorias
significativas na solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de farmacos, além de protecdo
contra degradacdo quimica e interagdes indesejadas (Davis; Brewster, 2004; Roy et al., 2023;
Singh; Mahar, 2024).

Adicionalmente, a reticulagdo quimica de CDs levou ao desenvolvimento de
nanoesponjas a base de CD (NECDs), uma classe inovadora de polimeros tridimensionais
nanoparticulados e altamente porosos, que combinam a biocompatibilidade das CDs com maior
robustez estrutural e multiplos sitios de intera¢do para a incorporacao de farmacos (Caldera et al.,
2017; Chilajwar et al., 2014). A integracdo de NECDs em hidrogéis de PVA representa, portanto,
uma estratégia hibrida promissora, na qual as nanoesponjas atuam como reservatorios capazes de
proteger e liberar gradualmente o farmaco, enquanto o hidrogel fornece suporte estrutural, reten¢do
de dgua e um microambiente favoravel a difusdo controlada (Omidian; Akhzarmehr; Gill, 2025;
Xu et al., 2010).

Paralelamente ao desenvolvimento de sistemas de liberacdo baseados em matrizes
poliméricas avancadas, a compreensdo fundamental das interagdes supramoleculares entre o
farmaco e as CDs ¢ essencial para o design racional desses materiais. Nesse sentido, a
caracterizacdo termodinamica e estrutural de Cls envolvendo o AMT e CDs naturais e
modificadas, como [-ciclodextrina (BCD), metil-pB-ciclodextrina (MBCD) e hidroxipropil-f-
ciclodextrina (HPBCD), fornece informagdes cruciais sobre afinidade, estabilidade e modos de
interacao, contribuindo para a otimizacao dos sistemas de encapsulagcdao (Bouchemal, 2008).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo obter e caracterizar compostos de inclusao
entre 0 AMT e diferentes CDs naturais e modificadas, por meio de técnicas termodinamicas e
espectroscopicas, bem como o desenvolvimento de sistemas hibridos baseados em hidrogéis de

PVA contendo NECDs para a liberacao controlada do farmaco. A integragdo dessas abordagens



visa estabelecer uma correlagdo entre as propriedades supramoleculares fundamentais e o
desempenho dos materiais poliméricos desenvolvidos, contribuindo para o avango de sistemas de

liberagdo controlada de farmacos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Transtorno depressivo

O transtorno depressivo, ou depressao, ¢ uma condi¢ao de saude mental definida como
um distirbio heterogéneo, no qual os pacientes podem apresentar diferentes manifestagdes clinicas
centrais, frequentemente associadas a outras condi¢des, como ansiedade, disturbios alimentares e
dependéncia de medicamentos. Do ponto de vista clinico, os sintomas incluem componentes
emocionais como humor deprimido persistente, ruminacdo de pensamentos negativos, apatia,
sentimento de culpa, inadequacao, perda de motivagdo e anedonia. Além dos aspectos emocionais,
a depressao também se manifesta por componentes bioldgicos e fisiologicos, incluindo retardo do
pensamento e da agdo, distarbios do sono, alteragdes do apetite e perda de libido. A coexisténcia
desses fatores estd associada a um aumento significativo do risco de comportamentos suicidas,
evidenciando a gravidade clinica do transtorno (Rang et al., 2016; Sweetman, 2009; Walter et al.,
2023).

Clinicamente, o transtorno depressivo pode se manifestar desde formas leves e moderadas
até quadros graves, incluindo a depressdo psicotica, caracterizada pela presenca de delirios e
alucinacdes. Sua etiologia ¢ considerada multifatorial, envolvendo a interacao de fatores genéticos,
ambientais e neurobioldgicos. Embora os mecanismos fisiopatologicos da depressdo ainda nao
estejam completamente elucidados, uma das hipdteses mais aceitas € a teoria da deficiéncia
funcional da neurotransmissdo monoaminérgica no sistema nervoso central (Cui et al., 2024; Jiang
et al., 2022; Rang et al., 2016; Robert; Hirschfeld, 2000).

Essa hipotese fundamenta o uso de terapias farmacoldgicas voltadas a modulacao dos
niveis de monoaminas, como serotonina e norepinefrina, neurotransmissores diretamente
envolvidos na regulagcdo do humor e do comportamento. Nesse contexto, os inibidores seletivos
da recaptacgdo de serotonina (ISRS), como fluoxetina, sertralina e citalopram, representam classes
mais recentes de antidepressivos amplamente prescritas, enquanto os antidepressivos triciclicos,
como imipramina, nortriptilina e amitriptilina, constituem classes mais antigas que, apesar de sua
eficécia clinica, apresentam efeitos adversos mais pronunciados, o que pode limitar sua utilizagdo

em determinados pacientes (Brunton, 2012; Cui et al., 2024; Rang et al., 2016).



2.1.1. Cloridrato de Amitriptilina

O Cloridrato de Amitriptilina (Figura 2.1), denominado neste trabalho como AMT, ¢ um
farmaco antidepressivo triciclico empregado no tratamento da depressdo em suas diferentes
manifestagdes clinicas. Seu mecanismo de agdo estd associado, principalmente, a inibi¢do dos
transportadores de recaptacdo de norepinefrina e/ou serotonina, promovendo o aumento da
disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sindptica e a intensificagcdo da
neurotransmissao monoaminérgica (AMYTRIL®, 2021; Di Pietro; Ferro; Mele, 2020; Kwon et
al., 2020; Rang et al., 2016).

. HCl

N—

/

Figura 2.1 — Representagdo estrutural do farmaco Cloridrato de Amitriptilina (AMT).

Além de sua aplicagdo no tratamento da depressdo, o AMT apresenta um amplo espectro
de uso clinico. A literatura descreve sua utilizagdo no manejo de sindromes dolorosas cronicas,
como dor neuropatica e fibromialgia, no tratamento de distirbios do sono e na profilaxia da
enxaqueca. Essas indicagdes estdo associadas as suas propriedades farmacoldgicas centrais,
incluindo a modulagdo de vias envolvidas na percep¢ao da dor e na regulagdo do ciclo sono—vigilia
(Bryson; Wilde, 1996; Farag et al., 2022; Lampl et al., 2023).

Fisicamente, o AMT apresenta-se como um po branco, facilmente solivel em agua, com

formula molecular C20H24CIN e massa molecular de 313,9 g.mol! (ANVISA, 2019). A via de



administracao convencional ¢ oral, sendo comercializado sob a forma de comprimidos contendo
10, 25 e 75 mg do principio ativo (AMYTRIL®, 2021; Sweetman, 2009).

Ap6s a administragao oral, o AMT ¢ rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal,
entretanto, sofre intenso metabolismo de primeira passagem. Nesse processo, enzimas presentes
no trato gastrointestinal e no figado inativam uma fragao do farmaco ingerido antes que ele alcance
a circulagdo sistémica, resultando em redugdo expressiva da biodisponibilidade. Como
consequéncia, a obtencdo de efeito terapéutico adequado frequentemente requer a administracao
de doses mais elevadas do principio ativo, o que pode intensificar a ocorréncia de efeitos adversos
(AMYTRIL®, 2021; McClure; Daniels, 2021; Rudorfer; Potter, 1999; Stieclow et al., 2023;
Thummel; Kunze; Shen, 1997).

Os antidepressivos triciclicos, incluindo o AMT, estdo associados a um perfil amplo de
efeitos adversos, decorrentes de sua baixa seletividade farmacoldgica. Entre os efeitos sistémicos
relatados destacam-se ictericia, hepatotoxicidade, galactorreia, alteracdes ponderais,
trombocitopenia, eventos cerebrovasculares, tontura, convulsdes, exacerbacao inicial dos sintomas
depressivos, hipomania e ideag¢do suicida. Adicionalmente, a administragdo por via oral pode
ocasionar efeitos adversos gastrointestinais, como nauseas, desconforto epigastrico, vomitos,
estomatite, alteracdo do paladar, diarreia e refluxo gastroesofagico. Esse conjunto de efeitos
adversos pode comprometer a adesdo do paciente ao tratamento e limitar o uso clinico do fA&rmaco
(AMYTRIL®, 2021; Sweetman, 2009).

Neste contexto, considerando o intenso metabolismo de primeira passagem e o perfil de
efeitos adversos associado a administracao oral do AMT, estudos envolvendo a sua associacao
com diferentes ciclodextrinas configuram uma alternativa promissora no contexto da Quimica

Supramolecular

2.2. Quimica Supramolecular

A Quimica Supramolecular ¢ um campo da Quimica dedicado ao estudo de moléculas
formadas pela associacdo de duas ou mais espécies mantidas unidas por forcas intermoleculares,
em contraste com as liga¢des covalentes que caracterizam tradicionalmente a Quimica molecular.
O termo “Quimica Supramolecular” foi introduzido por Jean-Marie Lehn, agraciado com o Prémio

Nobel de Quimica em 1987, juntamente com os pesquisadores Donald J. Cram e Charles J.



Pedersen, em reconhecimento as contribuigdes fundamentais desses pesquisadores para o
desenvolvimento desse dominio cientifico (Dodzuik, 2002; Lehn, 1985).

Ao investigar os mecanismos de interacao intermolecular responsaveis pela estabilizacao
de sistemas supramoleculares, esse campo da Quimica explora a capacidade das moléculas de se
organizarem de forma espontanea, especifica e seletiva. Tal comportamento possibilita a aplicacao
desses sistemas em diversas 4areas, incluindo ciéncia de materiais, nanotecnologia e
desenvolvimento de medicamentos. Entre as principais forcas intermoleculares envolvidas na
formagdo de sistemas supramoleculares destacam-se as interagdes eletrostaticas, interagdes
hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals (Dodzuik, 2002; Lehn, 1985).

O reconhecimento molecular constitui um principio central da Quimica Supramolecular
e descreve a capacidade de interagdo seletiva entre duas ou mais espécies quimicas, baseada em
compatibilidade de forma, tamanho, carga e¢ polaridade. Na abordagem contemporanea, esse
processo ¢ descrito pelo modelo de encaixe induzido, no qual as espécies envolvidas podem sofrer
ajustes conformacionais durante a associacdo, de modo a maximizar as interagdes nao covalentes
e a estabilidade do composto formado. No contexto da Quimica Supramolecular, esse principio ¢
aplicado aos sistemas hdspede—hospedeiro, nos quais uma molécula hdospede interage com a
cavidade de uma molécula hospedeira por meio de interagdes intermoleculares, resultando na
formagdo de compostos de inclusdo. Uma caracteristica fundamental desses sistemas ¢ a natureza
geralmente reversivel das interacdes envolvidas, permitindo a formacdo e dissociacdo dos
compostos em equilibrio dindmico (Ariga; Kunitake, 2006; Dodzuik, 2002; Lehn, 1985).

O estudo de sistemas supramoleculares baseados em compostos de inclusdo tem adquirido
grande relevancia no desenvolvimento e aprimoramento de formulagdes farmacéuticas,
especialmente no contexto de novos sistemas de liberagcdo de farmacos. Nesses sistemas, o firmaco
atua como molécula hospede e sua associagdo com uma molécula hospedeira visa a modulagdo de
propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas, como solubilidade, estabilidade, perfil de
absorcdo e mecanismos de liberagdo, além de contribuir para a reducdo de efeitos adversos (Bai et
al., 2021; Namgung et al., 2014; Passos et al., 2012; Zhou et al., 2019).

Dentre as moléculas hospedeiras empregadas em sistemas supramoleculares, pode-se
citar como exemplos as porfirinas, os criptofanos, os calixarenos e as ciclodextrinas (Braegelman;
Webber, 2019; Davis; Brewster, 2004; Dodzuik, 2002; Wang et al., 2018; Wang; Zhang; Liu,

2015). As ciclodextrinas, por sua vez, se destacam como um dos hospedeiros mais estudados como



excipientes em formulagdes farmacéuticas, uma vez que essas moléculas sdo capazes de formar
compostos de inclusdo com uma variedade de farmacos. Esses sistemas permitem superar
limitacdes de farmacos ja comercializados, promovendo alteragdes em suas propriedades fisico-
quimicas e biofarmacéuticas sem comprometer a atividade farmacolégica (Jambhekar; Breen,
2016; Kolesnichenko; Anslyn, 2017; Meira et al., 2018).

Relatorios da literatura indicam que mais de 100 produtos farmacéuticos ja foram
comercializados utilizando diferentes ciclodextrinas, abrangendo diferentes rotas de
administracdo, com destaque para a via oral (Loftsson; Duchéne, 2007; Puskas et al., 2023). Os
primeiros medicamentos comercializados a partir de compostos de inclusao envolvendo
ciclodextrinas foram duas prostaglandinas desenvolvidas no Japao por Inaba e colaboradores, em
1984. Esses dois medicamentos sdo comercializados como alfa-ciclodextrina/prostaglandina E1
(PGE1-a-CD), na forma de injetaveis, ¢ beta-ciclodextrina/prostaglandina E2 (PGE2-BCD), na
forma de comprimidos (Inaba; Wakuda; Uekama, 1984). Atualmente, entre os medicamentos
aprovados que utilizam ciclodextrinas como excipientes, pode-se citar como exemplos, os anti-
inflamatérios CICLADOL® (piroxicam-betaciclodextrina) ¢ MAXSULID® (nimesulida-
betaciclodextrina), ambos comercializados no Brasil para administragdo oral (Loftsson; Duchéne,

2007; Puskas et al., 2023).

2.3. Ciclodextrinas

2.3.1. Historico e propriedades

O primeiro registro sobre ciclodextrinas foi publicado em 1891 pelo cientista francés
Villiers. Em sua publicagdo, o isolamento de uma substancia cristalina obtida como subproduto da
digestdo bacteriana de amido e os resultados experimentais indicaram que essa substincia
correspondia a uma dextrina. Villiers determinou a composi¢do dessa nova substincia e a
denominou “celulosine”, uma vez que ela apresentava caracteristicas muito semelhantes as da
celulose. Em 1903, o microbiologista austriaco Schardinger publicou um artigo no qual descreveu
dois compostos cristalinos, também isolados a partir da digestao bacteriana do amido, sendo que
um deles foi identificado como a “celulosine” previamente isolada por Villiers. Nessa mesma

publicagdo, Schardinger sugeriu que o termo “dextrinas cristalinas” seria mais adequado para esses
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compostos e, mais tarde, ele nomeou-os como alfa- e beta-dextrina. Em 1935, a gama-dextrina foi
descoberta por Freudenberg e Jacobi. Durante esse periodo, as trés principais ciclodextrinas
naturais ja haviam sido obtidas, contudo, suas massas moleculares, estruturas quimicas e a maioria
de suas propriedades fisico-quimicas ainda eram desconhecidas. Somente em 1938, Freudenberg
e colaboradores postularam a estrutura ciclica dessas dextrinas, dando origem a nomenclatura
atualmente empregada, ciclodextrinas (CDs) (Crini, 2014; Loftsson; Duchéne, 2007; Szejtli,
1998).

Desta forma, as CDs podem ser definidas como sendo oligossacarideos ciclicos, formados
pela unido de unidades de glicose a partir de ligagdes glicosidicas do tipo a (1-4), em que cada
mondmero apresenta conformacao de cadeira (Figura 2.2). Essas moléculas sdo atualmente obtidas
a partir da degradacdo enzimatica do amido, pela acdo da ciclodextrina glicosil transferase
(CGTase), uma enzima mais seletiva do que as utilizadas anteriormente, o que possibilita a
producao dessas moléculas em escala industrial (Davis; Brewster, 2004; Del Valle, 2004;
Loftsson; Duchéne, 2007; Santos et al., 2021; Szejtli, 1998).

Com base em dados cristalograficos, observa-se que as CDs possuem uma geometria
descrita como um cone truncado, exibindo uma estrutura relativamente rigida em decorréncia das
ligagdes glicosidicas (C1-O-C4). Estruturalmente, as hidroxilas primarias, ligadas ao carbono C6,
e as hidroxilas secundarias, ligadas aos carbonos C2 e C3, estdo orientadas para o exterior da
molécula, conferindo carater hidrofilico a sua regido externa. Em contraste, no interior da cavidade
estdo presentes os hidrogénios H3 e HS, juntamente com os oxigénios provenientes das ligagdes
glicosidicas (C-O-C), o que confere a cavidade das CDs um carater hidrofobico, permitindo que
outras moléculas sejam, total ou parcialmente, incluidas nessa cavidade por meio de interagdes
intermoleculares. Além disso, no estado solido as CDs apresentam agua de cristalizagdao. As
moléculas de 4gua podem estar localizadas tanto na cavidade quanto entre as moléculas de CD na

rede cristalina (Davis; Brewster, 2004; Del Valle, 2004).
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Figura 2.2 — Representagdo estrutural (a) B-ciclodextrina; (b) monomero glicosidico com

respectiva identificacdo dos hidrogénios e carbonos.

As principais CDs naturais sdo conhecidas como a-ciclodextrina (aCD), B-ciclodextrina
(BCD) e y-ciclodextrina (yCD), sendo constituidas por 6, 7 e 8 unidades glicosidicas,
respectivamente, o que influencia diretamente o tamanho da cavidade de cada uma delas (Figura
2.3). CDs naturais com mais de 8 unidades glicosidicas também podem ser obtidas, porém, a
dificuldade em sua purificagdo e o baixo rendimento tornam a aplicacdo dessas moléculas pouco
viavel. Além da variacdo no tamanho da cavidade, essas CDs naturais apresentam solubilidade
distinta em 4gua, dadas as ligacdes de hidrogénio estabelecidas entre as hidroxilas secundarias. Na
BCD, as hidroxilas secundérias encontram-se a uma distancia favoravel para que todas estejam
envolvidas na formacao de liga¢des de hidrogénio, o que confere maior rigidez ao anel e reduz a
solubilidade em agua da molécula. Na aCD, uma das unidades glicosidicas encontra-se distorcida,
resultando na formagdo de apenas quatro das seis ligacdes de hidrogénio possiveis, o que leva a
uma maior solubilidade em agua quando comparada a BCD. Ja a yCD apresenta a maior
solubilidade entre as trés CDs, uma vez que possui a estrutura mais flexivel. As representagoes
estruturais da aCD, da BCD e da yCD podem ser observadas na Figura 2.3, e algumas de suas
principais caracteristicas estdo descritas de forma mais detalhada na Tabela 2.1 (Szejtli, 1998,

2004).
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Figura 2.3 — Representacdo estrutural das principais ciclodextrinas naturais, aCD, BCD e yCD.

Tabela 2.1 — Caracteristicas adicionais das principais ciclodextrinas naturais.

Caracteristica aCD BCD vCD
Numero de unidades glicosidicas 6 7 8
Massa molecular (g-mol ') 972 1135 1297
Solubilidade em 4agua, a 25 °C (g-L™!) 145,0 18,5 232,0
Diametro da cavidade (A) 4.7 6,0 7.5
Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Altura (A) 7,9 7,9 7,9

Além das CDs naturais, CDs quimicamente modificadas também podem ser preparadas,

resultando em derivados com propriedades fisico-quimicas distintas em relacdo as moléculas

precursoras. De modo geral, essas modificacdes envolvem a substituicdo dos hidrogénios ligados

as hidroxilas, principalmente aquelas ligadas ao carbono C6, por grupos substituintes especificos,

como metila, etila, hidroxipropila e sulfobutila. A escolha do tipo e do grau de substituicao

influencia diretamente parametros como solubilidade, estabilidade e interacdo com moléculas

convidadas. Embora as hidroxilas primarias apresentem maior reatividade, as hidroxilas

secundarias também podem ser funcionalizadas, dependendo da estratégia sintética adotada (Khan

et al., 1998; Loftsson; Brewster, 2010; Szejtli, 2004).
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Entre as CDs modificadas, a hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) apresenta elevada
solubilidade em 4gua, superior a 600 g-L! a 25 °C, além de menor toxicidade quando comparada
a sua precursora. Em fung¢ao dessas propriedades, a HPBCD tem sido empregada como excipiente
em formulacdes farmacéuticas ja comercializadas, destinadas a diferentes vias de administragao,
incluindo as vias oral, intravenosa e oftdlmica (Brewster; Loftsson, 2007; Puskas et al., 2023;
Szejtli, 2004; Uekama; Hirayama; Irie, 1998). Derivados metilados de BCD também sao descritos
na literatura, com produtos farmacéuticos aprovados nos quais atuam como excipientes. Exemplos
incluem o repositor de estrogénio AERODIOL®, administrado por via nasal, e 0 CLOROCIL®,
um colirio antibiético contendo cloranfenicol na sua formulagdo, comercializado na Polonia
(Davis; Brewster, 2004; Horvath et al., 2021; Puskas et al., 2023).

As caracteristicas supracitadas conferem as CDs, tanto naturais quanto modificadas, a
capacidade de formar compostos de inclusdo com uma ampla variedade de farmacos, aspecto que

sera abordado na secdo seguinte.

2.3.2. Formacio de composto de inclusdo

Os compostos de inclusdo sdo formados a partir da interagdo entre moléculas hospedes e
a cavidade de moléculas hospedeiras, formando uma unica estrutura com diferentes possibilidades
de modos de inclusdo. Esse processo ¢ reversivel e, em solugdo, as espécies livres se encontram
em equilibrio dinamico com o composto formado, o que permite que esses equilibrios coexistam
(Figura 2.4). No processo de formacdo de um composto de inclusdo, envolvendo CDs como
molécula hospedeira, primeiramente ocorre a saida das moléculas de dgua do interior da cavidade,
seguida da inclusdo total ou parcial do héspede. Esse processo ocorre de forma espontanea, pois a
presenca das moléculas de agua no interior de carater hidrofobico da cavidade € energeticamente
desfavoravel, permitindo que elas sejam substituidas por moléculas com maior afinidade (Davis;

Brewster, 2004; Dodzuik, 2002; Loftsson; Mésson; Brewster, 2004; Szejtli, 1998).
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Figura 2.4 — Representagdo esquematica da formacao de um composto de inclusdo ilustrando

possibilidades de diferentes modos de inclusao.

A reversibilidade do processo de inclusao implica que o equilibrio entre as espécies pode
ser deslocado pela presenca de outras moléculas com maior afinidade pela cavidade das CDs,
caracterizando um mecanismo de deslocamento competitivo (Figura 2.5). Em sistemas
administrados por via oral, a associacao do farmaco as CDs pode modificar seu comportamento
biofarmacéutico, uma vez que a inclusao favorece o aumento da solubilidade e contribui para a
estabilizacdo da molécula durante sua passagem pelo trato gastrointestinal. Além disso,
considerando que as CDs ndo sdo absorvidas através das membranas bioldgicas, a liberagdo do
farmaco ocorre previamente a absor¢do, enquanto a CD permanece no limen intestinal e ¢
posteriormente metabolizada pela microbiota local. Esses fatores podem resultar em maior

disponibilidade do farmaco para absor¢ao, bem como em reducdo de efeitos adversos associados

a administragdo oral (Loftsson; Mdasson; Brewster, 2004; Uekama; Hirayama; Irie, 1998).
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Figura 2.5 — Representagdo esquematica da liberacao do farmaco, incluido na cavidade da CD,

no organismo, por deslocamento competitivo com substancias lipofilicas endogenas.

A formacgao do composto de inclusdo esta atrelada a dois fatores principais, a existéncia
de compatibilidade dimensional entre a molécula héspede e a cavidade da CD e a ocorréncia de
interagdes energeticamente favoraveis entre as espécies. Assim, a caracteriza¢do termodinamica
do sistema ¢ fundamental para a compreensao dos mecanismos de associagdo, tanto em condig¢des
estabelecidas quanto conforme ocorram perturbacdes no sistema, como, por exemplo, variagdes
de temperatura.

Além de conhecer os pardmetros termodinamicos que regem o sistema formado, a
obtencdo da constante de associacdo ¢ igualmente relevante, uma vez que permite mensurar a
extensdo da interagdo entre as espécies envolvidas, estabelecendo o grau de afinidade entre a CD
e a molécula hospede. Deste modo, a determinagdo conjunta dos parametros termodinamicos e da
constante de associagdo do sistema investigado contribui para uma compreensao mais aprofundada
dos mecanismos de associagdo entre a CD e o farmaco, possibilitando a avaliagdo de sua real
aplicabilidade em sistemas de libera¢dao de farmacos (Bouchemal, 2008; Del Valle, 2004; Santos
et al., 2021).

Do ponto de vista termodindmico, os parametros associados a formacao dos compostos
de inclusdo resultam das contribui¢des combinadas das etapas de dissociagdo das moléculas de
agua presentes na cavidade da CD e da formacdo de novas interagdes entre a molécula hdspede e

a cavidade hidrofobica. Dessa forma, os pardmetros termodinamicos obtidos refletem o balanco
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energético global do sistema supramolecular formado (Bouchemal, 2008; Bouchemal,
Mazzaferro, 2012; Davis; Brewster, 2004).

Na analise dos parametros termodinamicos envolvidos no processo de inclusdo, a
calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) se destaca como uma ferramenta eficiente. Essa técnica
¢ amplamente empregada na investigacdo de interacdes intermoleculares em sistemas
supramoleculares, sendo particularmente relevante na caracteriza¢ao termodinamica de compostos
de inclusdao em solucdo (De Sousa et al., 2008a; Denadai et al., 2007; Meira et al., 2018; Morais et
al., 2024; Passos et al., 2011; Vieira et al., 2023). Ela correlaciona a variagdo gradual do calor do
sistema com a diferenga de temperatura entre as celas de referéncia e de amostra, que sdo mantidas
em condicdes isotérmicas & medida que aliquotas do titulante sdo injetadas na cela contendo o
titulado (Figura 2.6). Nessas condigdes, a diferenca de temperatura registrada entre as celas esta
diretamente associada a variacdo do fluxo de calor decorrente das interagdes estabelecidas entre
as espécies. Como o experimento ¢ conduzido a pressao constante, o calor mensurado corresponde
a variagdo da entalpia (AH®) (BASTOS et al., 2023; FREIRE, 2004; FREIRE; MAYORGA;
STRAUME, 1990).

Seringa

-

Revestimento adiabatico ——p

AT

—
Cela de referéncia —————->p % 4/ IQ 44— Cela de amostra

Figura 2.6 — Representagdo esquematica de um calorimetro de titulagdo isotérmica.
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Durante a titulagcdo, as inje¢des sucessivas do titulante promovem a interagdo gradual
entre as espécies, gerando sinais térmicos que sdo integrados para a construgdao da isoterma de
titulacdo. Para sistemas que apresentam interacdes fortes e constantes de associagdo elevadas, o
perfil da curva obtida apresenta, de modo geral, comportamento sigmoidal (Bouchemal, 2008;
Turnbull; Daranas, 2003). A partir do ajuste dos dados experimentais por modelos de regressao
nao linear, ¢ possivel determinar simultaneamente a AH®, a constante de associacao (K.) € a
estequiometria (n) do composto formado. Adicionalmente, os valores de variacdo de energia livre
de Gibbs (AG®) e do termo entropico (TAS®) podem ser calculados a partir das equagdes
termodindmicas clédssicas, permitindo uma andlise abrangente do equilibrio supramolecular
estabelecido entre a CD e a molécula hospede (Bouchemal, 2008; Freire; Mayorga; Straume, 1990;

Klotz; Rosenberg, 2008; Turnbull; Daranas, 2003).

2.3.3. Ciclodextrinas associadas a materiais

Com base nas propriedades das CDs, como anfifilicidade e biocompatibilidade, essas
moléculas tém sido amplamente investigadas para aplicagdes farmacéuticas, principalmente no
desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmaco (Boczar; Michalska, 2022; Dai et al.,
2025; Pandey, 2021). A incorporagdo estrutural dessas moléculas a outros materiais, como
diferentes polimeros, modifica suas propriedades, lhes conferindo caracteristicas supramoleculares
e ampliando sua aplicabilidade na 4rea farmacéutica. Diversos polimeros biocompativeis
combinados com CDs tém sido empregados como materiais capazes de controlar a liberagdo de
farmacos e prolongar sua agdo terapéutica (Beach et al., 2024; Dai et al., 2025; Morais et al., 2023;
Sahu; Patra; Swain, 2023; Varela-Fernandez et al., 2021).

Neste contexto, a nanotecnologia tem impulsionado o desenvolvimento de sistemas
carreadores de farmaco a base de polimeros combinados com CDs, incluindo nanoparticulas,
nanog¢is, nanofibras e nanoesponjas (Allahyari et al., 2021; Morais et al., 2023; Oktay et al., 2023;
Varela-Fernandez et al., 2021). Morais e colaboradores (2023) relataram a fabricagdo de matrizes
poliméricas combinadas com HPPCD, obtidas por eletrofiacdo, conferindo caracteristicas
supramoleculares as fibras. As nanofibras foram produzidas a partir dos polimeros
polimetilmetacrilato (PMMA) e poli (acido lactico-co-acido glicédlico) (PLGA), incorporando o

sistema supramolecular envolvendo a HPBCD e o farmaco sulfadiazina de so6dio (SDS), com o
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objetivo de investigar seu potencial como sistema de liberagdo topica. Os resultados indicaram que
os materiais PMMA SDS/HPBCD e PLGA SDS/HPBCD nao apresentaram citotoxicidade e
demonstraram eficacia no combate a infecgdes cutaneas ¢ na cicatrizagdo acelerada (Morais et al.,
2023).

De forma complementar, Varela-Ferndndez e colaboradores (2021) investigaram
nanoparticulas de quitosana combinadas a sulfo-butil-éter-CD (SBE-B-CD), preparadas por
gelificagdo ionotropica e carregadas com lactoferrina, como sistema de liberagdo topica de
farmacos oftalmicos, visando alternativas para o tratamento de ceratocone. A matriz polimérica
permitiu liberacdo controlada e prolongada da lactoferrina, apresentando ainda estabilidade,
auséncia de citotoxicidade e propriedades mucoadesivas adequadas, aumentando o tempo de
permanéncia na superficie ocular e destacando o material como promissor nanocarreador para
liberagdo controlada de lactoferrina (Varela-Fernandez et al., 2021).

Além da incorporagdo em materiais poliméricos, as CDs podem compor a estrutura
principal da cadeia polimérica, conectadas entre si por agentes reticulantes, como a epicloridrina.
Esses materiais, denominados poli-CDs, podem formar nanoestruturas bem definidas, o que os
torna interessantes para a entrega direcionada e liberagao controlada de farmacos (Davis; Brewster,
2004; Gidwani; Vyas, 2014; Koopmans; Ritter, 2008; Li; Liu; Qiu, 2023; Liu et al., 2021).

Zhang e colaboradores (2022), polimerizaram BCD utilizando epicloridrina como agente
reticulante, obtendo poli-BCD, aplicada como hospedeira para o pro-farmaco Pt(IV)ADA2,
derivado de cisplatina modificada com adamantano. Nanoparticulas supramoleculares (Pt(IV)-
SSNPs) foram entdo preparadas, incorporando um grupo adamantano ligado a um polietilenoglicol
ADA-mPEG para prolongar o tempo de circulagdo sanguinea. O sistema apresentou actmulo
eficiente em tumores, inibicdo significativa do crescimento tumoral e baixa citotoxicidade em
orgdos principais, demonstrando potencial como sistema de liberacdo controlada em terapias
antitumorais (Zhang et al., 2022b).

Embora a epicloridrina seja amplamente utilizada como agente reticulante, outros agentes
podem ser empregados para formar variadas nanoestruturas poliméricas a base de CD. Dentre
essas estruturas, destacam-se as nanoesponjas a base de ciclodextrinas (NECDs), que apresentam
uma rede tridimensional porosa capaz de interagir com diferentes moléculas (Caldera et al., 2017;

Krabicova et al., 2020; Peimanfard et al., 2022; Sherje et al., 2017; Utzeri et al., 2022c).
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2.4. Nanoesponjas a base de ciclodextrinas em materiais

As nanoesponjas (NEs) constituem uma classe inovadora de polimeros, caracterizadas
como estruturas tridimensionais supramoleculares nanoporosas, altamente reticuladas e insoluveis
em agua. Elas demonstram estabilidade em uma extensa faixa de temperatura e valores de pH.
Essas estruturas porosas podem ser projetadas para incluir, transportar e liberar diferentes
moléculas de forma controlada, o que as torna atrativas para aplica¢des farmacéuticas. Atualmente,
diferentes NEs podem ser sintetizadas, variando desde os agentes reticulantes empregados na
sintese até o tipo de mondmero copolimerizado. Poliestireno hiper-reticulado e diferentes CDs sdo
exemplos de materiais utilizados no preparo de NEs (Gowda et al., 2024; Sherje et al., 2017;
Subramanian et al., 2012).

Dentre as NEs atualmente conhecidas, destacam-se as nanoesponjas a base de
ciclodextrinas (NECDs) (Figura 2.7). Esses materiais podem ser aplicados em diferentes areas,
como remoc¢ao de poluentes de dgua, catalise heterogénea e liberacao de farmacos (Allahyari et
al., 2021; Kumari; Singh; Singhal, 2020; Sadjadi; Koohestani, 2021). Em sistemas farmacéuticos,
as NECDs combinam a biocompatibilidade e baixa citotoxicidade das CDs com a estabilidade
térmica e insolubilidade conferidas pela reticulagdo. Além disso, podem interagir com diferentes
farmacos, tanto na cavidade das CDs quanto nos poros formados pela reticulacdo, constituindo um
veiculo terapéutico promissor na liberacao de farmacos (Allahyari et al., 2021; Caldera et al., 2017;

Peimanfard et al., 2022; Taleb et al., 2024; Utzeri et al., 2022c¢).

Figura 2.7 — Representagao estrutural esquematica de uma NECD.
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As NECDs sao sintetizadas a partir do método de copolimerizagdo, utilizando como
estratégias sintéticas a quimica umida, envolvendo uma reagdo unica ou reagdes de multiplas
etapas, processos de sintese mecanica, com uso minimo ou inexistente de solvente, ou ainda
processos assistidos por ultrassom ou micro-ondas, que possibilitam uma expressiva redu¢ao no
tempo de reagdo. O processo de copolimerizacdo das CDs, para a formagdo dessas estruturas
reticuladas, consiste na sua reagdo com um agente reticulante, que pode pertencer a diferentes
classes, como epoxidos, carbonatos, acidos carboxilicos, amidas e aminas (GOWDA et al., 2024;
SUBRAMANIAN et al., 2012; UTZERI et al., 2022b).

Nesse contexto, Dai e colaboradores (2021) desenvolveram NECDs duplamente
responsivas (pH/GSH), a partir de uma CD aminada e uma mistura de mondmeros reticulantes,
para a liberagdo controlada de doxorrubicina (DOX). O material apresentou boa capacidade de
carga e foi eficaz na entrega intracelular da DOX em células tumorais, respondendo ao pH
endossomal e ao GSH citoplasmatico, potencializando a atividade antitumoral (Dai et al., 2021).

As NECDs, portanto, constituem uma plataforma versatil para o desenvolvimento de
sistemas de liberagdo de farmacos, combinando a capacidade de inclusdo das CDs com a robustez
estrutural conferida pela reticulacdo. Apesar de suas propriedades promissoras, o controle mais
preciso da liberacdo e a modulagdo da difusdo do farmaco podem ser aprimorados quando as
NECDs sao integradas a matrizes poliméricas adicionais, como hidrogéis. Essa abordagem hibrida
permite combinar as vantagens de diferentes materiais, criando sistemas supramoleculares capazes
de liberar farmacos de maneira controlada (Caldera et al., 2017; Trotta; Zanetti; Cavalli, 2012;

Vashist et al., 2014).

2.5. Sistemas hibridos supramoleculares

Os sistemas hibridos de libera¢do de farmacos consistem em matrizes multifuncionais
capazes de integrar mecanismos fisico-quimicos associados a incorporagdo, retengao e transporte
de substancias bioativas. Nesse cenario, a associacdo de estruturas supramoleculares, como
ciclodextrinas (CDs) e nanoesponjas de ciclodextrinas (NECDs), com matrizes poliméricas
continuas, tem sido amplamente investigada como estratégia para superar limitagdes intrinsecas a
sistemas isolados. Enquanto as CDs e NECDs atuam como sitios de inclusdo molecular e

reservatorios do farmaco, regulando sua disponibilidade por meio de interacdes supramoleculares,
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a matriz polimérica impde barreiras adicionais ao transporte, alongando o caminho difusional e
conferindo estabilidade estrutural ao sistema. Como resultado, a liberagao do farmaco passa a ser
governada por multiplos processos acoplados, incluindo a dissociagdio do composto
supramolecular, a difusdo através da rede polimérica e, em alguns casos, fenomenos de
intumescimento ou relaxamento da matriz. Essa arquitetura hierarquica permite ampliar o controle
cinético da liberagao, minimizar efeitos de liberacdo inicial abrupta e contornar o controle
difusional restrito frequentemente observado em sistemas de arquitetura simples, resultando em
perfis de liberagcdo mais previsiveis e sustentados (Lavrador et al., 2021; Omidian; Akhzarmehr;
Gill, 2025; Zhao et al., 2024).

Do ponto de vista estrutural, os hidrogéis destacam-se como matrizes poliméricas
particularmente adequadas para a constitui¢ao de sistemas hibridos de liberagao de fArmacos, em
virtude de sua arquitetura tridimensional reticulada e elevada afinidade por agua. Essas redes
poliméricas sdo capazes de absorver grandes quantidades de fluido sem perda de integridade
estrutural, dando origem a um microambiente aquoso semelhante ao dos tecidos bioldgicos, o que
favorece a compatibilidade com meios fisioldgicos. No contexto da liberagdo controlada, os
hidrogéis atuam como barreiras difusionais macroscopicas, nas quais o transporte do fairmaco ¢
determinado por processos fisico-quimicos acoplados, incluindo a difusdo através da fase aquosa
da rede, o intumescimento progressivo da matriz e o relaxamento conformacional das cadeias
poliméricas. A contribui¢do relativa de cada um desses mecanismos € diretamente influenciada
pelas caracteristicas quimicas do polimero e pelo grau de reticulagdo da rede, permitindo o ajuste
racional da cinética de liberacdo e a obtengdo de perfis sustentados, previsiveis e reprodutiveis
(Hoare; Kohane, 2008; Li; Mooney, 2016; Peppas et al., 2000).

Entre os polimeros utilizados na obtencao de hidrogéis para aplicagdes farmacéuticas, o
poli(alcool vinilico) (PVA) destaca-se como uma matriz de amplo interesse, em razao de sua
elevada biocompatibilidade, natureza hidrofilica e estabilidade quimica em condi¢des fisioldgicas.
Do ponto de vista estrutural, o PVA ¢ constituido por mondmeros com grupos hidroxila ao longo
da cadeia polimérica (Figura 2.8), os quais favorecem a formagdo de extensas interagdes
intermoleculares por meio de ligacdes de hidrogénio, tanto entre cadeias adjacentes quanto entre
o polimero e o meio aquoso. Essas intera¢cdes atuam como pontos fisicos de reticulacao,
desempenhando papel central na formacao e estabilizacdo das redes tridimensionais caracteristicas

dos hidrogéis de PVA, especialmente em sistemas obtidos por reticulagdo fisica. Como
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consequéncia, a organizacdo supramolecular da rede influencia diretamente propriedades
fundamentais do material, como o grau de intumescimento, a permeabilidade ao transporte de
solutos e a resisténcia mecanica, permitindo o ajuste racional dessas caracteristicas em funcgdo da
arquitetura da rede e das condi¢des de processamento, com impacto direto sobre o desempenho do
sistema em aplicagdes de liberagao controlada de farmacos (Adelnia et al., 2022; Hassan; Peppas,

2000; Peppas et al., 2006).

OH

N
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Figura 2.8 — Representagao estrutural do mondmero de PVA.

A obtencdo desses hidrogéis pode ocorrer por reticulagdo fisica induzida por ciclos de
congelamento—descongelamento. Por esse mecanismo, a formag¢ao de regides cristalinas ao longo
das cadeias poliméricas atua como pontos fisicos de reticulagdo, promovendo a interconexao entre
cadeias e conferindo estabilidade estrutural a rede. A natureza fisica dessa reticulagdo influencia
diretamente propriedades como porosidade, grau de intumescimento e transporte difusional de
farmacos, além de preservar a biocompatibilidade do material, em razdo da auséncia de agentes
reticulantes quimicos. Adicionalmente, a possibilidade de ajuste da estrutura do hidrogel por meio
de parametros como concentragdo polimérica e numero de ciclos de congelamento—
descongelamento confere maior grau de controle sobre a arquitetura da rede, permitindo a
modulagdo controlada do transporte de farmacos através da matriz polimérica (Hassan; Peppas,
2000; Stauffer; Peppast, 1992; Waresindo et al., 2023).

Com base nos fundamentos apresentados, os sistemas hibridos supramoleculares podem
ser compreendidos como plataformas nas quais a liberagdo de farmacos ¢ determinada pela
estrutura da rede polimérica, pelas interacdes supramoleculares e pelos processos difusionais.
Dessa forma, a combina¢do de uma matriz polimérica tridimensional continua com reservatorios
supramoleculares permite ajustar os processos de incorporacao, retengao e liberacao do farmaco.
Esse conjunto de conceitos sustenta a abordagem adotada neste trabalho e orienta a defini¢do dos

objetivos apresentados a seguir.
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2.6. Objetivos

2.6.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e avaliar sistemas hibridos
supramoleculares utilizando ciclodextrinas (CDs), visando a liberagdo controlada do farmaco

Cloridrato de Amitriptilina (AMT).

2.6.2. Objetivos especificos

e Estudar o comportamento termodindmico da interagdo entre o farmaco AMT e as
moléculas aCD, BCD, HPBCD, MBCD e yCD, em diferentes temperaturas, com o intuito
de selecionar a CD mais adequada para a sintese dos materiais poliméricos;

e Preparar compostos de inclusdo (Cls) envolvendo o faormaco AMT como molécula hospede
e as CDs BCD, HPBCD, MBCD e yCD como moléculas hospedeiras, utilizando o método
de liofilizacao;

e Caracterizar os ClIs formados por meio de técnicas de calorimetria de titulacdo isotérmica,
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear;

e Sintetizar nanoesponjas a base de ciclodextrina (NECDs) e caracteriza-las por meio das
técnicas de espectroscopia de ressondncia magnética nuclear, espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho, andlises termogravimétricas, espalhamento dindmico de luz,
potencial { e microscopia eletronica de varredura;

e Avaliar a viabilidade da aplicacdo das NECDs sintetizadas como componentes de possiveis
sistemas de liberagdo de fArmaco por meio de estudos na adsorcao e dessor¢ao do AMT;

e Preparar hidrogéis de PVA pelo método de congelamento-descongelamento e caracteriza-
los quanto a sua estrutura e morfologia;

e Desenvolver os sistemas hibridos constituidos pela incorporagdo de NECDs nos hidrogéis
de PVA, avaliando sua aplicabilidade como sistemas de liberagao controlada do farmaco

AMT.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA
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3. MATERIAIS E METODOS

As técnicas de caracterizacao utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram
realizadas na Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI), no Departamento de Quimica da
Universidade de Coimbra (DQ-UC) ¢ na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Todos
os reagentes e solventes utilizados, assim como suas respectivas procedéncias, encontram-se

descritos de forma detalhada ao longo do capitulo.

3.1. Descricao dos experimentos

3.1.1. Estudos termodinimicos

Foram realizados estudos termodindmicos da interacdo entre o fArmaco AMT (>98%,
Sigma-Aldrich) e as CDs aCD, BCD, MBCD, HPBCD e yCD (todas >98%, Sigma-Aldrich), em
solucdo, utilizando a técnica de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC). Essa técnica permite
obter, de forma direta € em um Unico experimento, os pardmetros termodindmicos da intera¢ao
entre as moléculas hospede e hospedeira, bem como a constante de associacdo e a estequiometria
dos sistemas supramoleculares formados (Turnbull; Daranas, 2003).

Para a construgdo das curvas de titulacdo, foi necessario ajustar as concentragdes das
solucdes de titulante e titulado para cada sistema em estudo, at€é que se obtivessem curvas que
apresentassem um perfil sigmoide ou em que ndo fosse mais observada variacdo de entalpia,
permitindo, assim, o ajuste dessas curvas ao modelo matematico aplicado. A Tabela 3.1 apresenta
a relagdo das solugdes de titulante e titulado utilizadas no ajuste das concentragdes para cada

sistema em estudo.
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Tabela 3.1 — Relagao das solucdes de titulante e titulados utilizadas no ajuste das

concentracdes para cada sistema em estudo.

Concentracio Concentracio
Titulante Titulado
(mmol-L71) (mmol-L71)

AMT 30,0 aCD 0,5
10,0 0,5

AMT BCD
5,0* 0,5
AMT 5,0 MBCD 0,5
AMT 5,0 HPBCD 0,5
5,0 0,5
AMT 10,0 vCD 0,5
30,0* 0,5

* Concentragoes utilizadas nas titulagdes por ITC, apds os ajustes.

ApoOs o ajuste das concentragdes, as titulagdes calorimétricas foram realizadas em
duplicata, com 25 pontos cada, e intervalo de 200 segundos entre as inje¢des para o sistema
AMT:BCD e de 300 segundos para os demais sistemas, nas temperaturas de 15, 25,35 e 45 °C. A
primeira inje¢do de cada titulagdo, de 1 pL, foi descartada com o intuito de eliminar os efeitos de
dispersdo, enquanto as demais injecdes, de 10 pL, foram utilizadas para a construcao das curvas
de titulacdo. Os experimentos foram realizados utilizando solucdes aquosas do farmaco AMT (5,0
e 30,0 mmol-L!) como titulantes e solugdes aquosas de BCD, MPCD, HPBCD e yCD (todas a 0,5
mmol-L') como titulados. Adicionalmente, para subtrair os efeitos da interacio entre os
compostos ¢ o solvente, foram realizadas titulacdes entre cada titulado e a dgua tipo I (Milli-Q®)
bem como entre a dgua tipo I e o titulante. Todas as solu¢des utilizadas neste experimento foram
preparadas com agua tipo I como solvente.

As curvas de titulacao calorimétrica, utilizadas nos estudos termodinamicos dos CIs em
solucdo, foram obtidas utilizando um microcalorimetro VP-ITC (Microcal®), pertencente a

UNIFEI Os graficos obtidos foram analisados no software ORIGIN 7.0 para ITC, que utiliza o
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modelo de regressao nao linear no ajuste das curvas, aplicando a isoterma de Wiseman (Turnbull;
Daranas, 2003).

A partir do ajuste matemadtico das curvas, foram determinados simultaneamente os
valores do coeficiente estequiométrico (n), da constante de associacdo (Ka,), da variagdo de entalpia
(AH®) e da variagdo de entropia (AS®) dos sistemas. Com base nesses dados, foi possivel calcular
a variagao de energia livre de Gibbs (AG®) e o termo entrépico (TAS®) dos sistemas, conforme as

Equacdes 3.1 e 3.2 (Del Valle, 2004; Klotz; Rosenberg, 2008).

AG° = —RTInK (Equacao 3.1)

AG° = AH° — TAS® (Equagao 3.2)

3.1.2. Preparo dos compostos de inclusdo

Os CIs no estado sodlido, envolvendo a molécula hospedeira (AMT) e as moléculas
hospedes (BCD, MBCD, HPBCD e yCD), foram preparados utilizando o método de liofilizagdo. O
referido método consiste na solubilizagao da molécula hospedeira e da molécula hospede em agua,
para cada sistema, unindo as duas solugdes. A solucdo resultante ¢ mantida sob agitagdo até que o
sistema entre em equilibrio dindmico. Apds o periodo de agitacdo, a solucdo ¢ congelada e
submetida ao processo de liofilizacdo, até a obten¢do de um sélido (Del Valle, 2004).

Para definir a estequiometria dos Cls preparados no estado sélido, considerou-se os
valores de n obtidos a partir da técnica de ITC. Deste modo, o CI AMT:BCD foi preparado na
razao molar de 1:1, os CIs AMT:MBCD e AMT:HPBCD foram preparados na razdo molar de 1:2,
e o CI AMT:yCD foi preparado na razao molar de 5:1.

Para o preparo do CI AMT:BCD (1:1) adicionou-se 27,7 mg de AMT (88,0 umol),
solubilizados em 12,0 mL de 4gua tipo I, em um béquer de 25,0 mL contendo uma solugdo aquosa
com 100,0 mg de BCD (88,0 umol). O sistema foi mantido sob agitagdo em uma chapa magnética
em temperatura ambiente por aproximadamente 16 h, com o intuito de garantir que o sistema
atingisse o equilibrio. Apds o periodo de agitacdo, a solucao foi congelada imediatamente com
nitrogénio liquido e a solu¢ao congelada foi submetida ao processo de liofilizagao, utilizando um

liofilizador JJ Cientifica do modelo LJJ104 pertencente a UNIFEIL por cerca de 72 h a -50°C
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(Passos et al., 2011; Vieira et al., 2023). Para o preparo dos CIs AMT:MBCD, AMT:HPBCD e
AMT:yCD, repetiu-se o experimento descrito acima, considerando as estequiometrias indicadas
anteriormente, adicionando-se 12,0 (38,4 umol), 11,2 (35,7 umol), e 121,0 (385,5 pmol) mg de
AMT solubilizados em 12,0 mL de dgua, em béqueres de 25,0 mL contendo uma solugdo aquosa
de 100,0 mg de MBCD (76,8 umol), HPBCD (71,4 umol) e yCD (77,1 umol), respectivamente.
De forma adicional, foram preparadas misturas fisicas, mediante a mistura direta do
farmaco AMT com cada molécula hospedeira (BCD, MBCD, HPBCD e yCD) utilizando um
equipamento Vortex IKA MS3 (UNIFEI). As misturas fisicas foram preparadas na razao molar
dos Cls preparados por liofilizagdo e foram denominadas MF(AMT:CD), MF(AMT:MBCD),
MF(AMT:HPBCD), e MF(AMT:yCD). Tais misturas fisicas foram preparadas com o intuito de uma
futura comparagdo com os compostos preparados utilizando o método de liofilizagdo (Mura,

2015).

3.1.3. Sintese das Nanoesponjas

Para a sintese das nanoesponjas a base de fCD, primeiramente foi realizada a modificacao
da BCD em BCD-iodada (BCD-I), conforme descrito previamente na literatura (Ashton et al.,
1996). Inicialmente, adicionou-se 7,87 g (30,00 mmol) de trifenilfosfina (PPhs, >99%, Thermo
Scientific) a um baldo de fundo redondo de 100 mL contendo 30 mL de N,N-dimetilformamida
anidra (DMF, >99,8%, Honeywell Research Chemicals), mantendo-se sob agitagdo, a temperatura
ambiente, até completa dissolucdo. Na sequéncia, 7,97 g de I» (31,37 mmol, >99,8%, PanReac
Applichem) foram adicionados gradualmente a solucdo. Por fim, foram adicionados 2,27 g de BCD
(>99%, Sigma-Aldrich) e a solucdo resultante permaneceu sob agitacdo, em atmosfera inerte, a
uma temperatura de 70 °C por 21 h (Figura 3.1). Apos esse periodo, a solug@o foi concentrada a

metade do volume, utilizando um evaporador rotativo.

29



OH 1
/

{ {
AN s |

HO, O—r _~\ O I O—n O

[ 707 N \ [/ e
N /r‘—OH HO— N\ ‘\ \___/ ~OH H()—\'"/«\\\
2 OH / OH
~/ oL A~ (o}
Lo/ N, —OH i N 1
gHe HO_ /K / .4He HO_ N\ /
/[ oH NN /[ oH \L\z\
o N DMF, Ph,P, I AL N
AN OH, R ) OH,
HO—/" | /) o WA o
( on ‘ \ OH
\ OH| 70°C,N,, 18 h \ ol
0 7 “ L
/oH < N /OH f(//A\‘
N | ( OH I \ I
N oH7 ¢ — OH7/ ¢
0— \Y;on on o0—/+° Oj\F\OH _oH oL [0
TOCH > —OOH_ /.
HO T I G a
o 1 1\
OH I
pCD BCD-I

Figura 3.1 — Representagdo esquematica da reagdo de sintese da BCD-I.

Posteriormente, foram preparados 20 mL de solu¢do de metoxido de sodio (3,0 mol-L1),
adicionando-se 1,38 g de so6dio metalico (>99%, Chem-Lab NV) a um Erlenmeyer de 50 mL,
contendo 20 mL de metanol anidro (99,8%, Chem-Lab). O sdédio metalico foi adicionado
gradualmente, até a dissolu¢do completa. Este processo foi realizado em banho de gelo sob
agita¢do. Em seguida, adicionou-se a solucao concentrada 12 mL do metdxido de sddio preparado.
O processo foi realizado em banho de gelo, mantendo a solugdo sob agitagao por 30 min. Passados
30 min, a solugdo foi transferida para um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 160 mL de metanol e
deixada em repouso para precipitacdo. Apos a precipitagdo, o sélido foi recuperado por filtragao a
vacuo, lavado com metanol e deixado para secar na capela. O solido seco foi submetido a extracao
Soxhlet com metanol, a 95 °C, até que a coloracao do solvente nao fosse mais detectada. Por fim,
o produto foi retirado do extrator Soxhlet, seco e armazenado em dessecador. O produto foi
recuperado como um po branco e encaminhado para RMN, para confirmar a formagao da BCD-I.

A partir da BCD-I foram preparadas BCDs funcionalizadas com amina (BCDamx), por
adaptagdo do método descrito por Utzeri e colaboradores (2022), que se baseia na substitui¢ao
nucleofilica do iodo na posicao C6 da BCD-I pelo grupo amina (Figura 3.2) (Utzeri et al., 2022b).
As sinteses foram realizadas utilizando duas diaminas, a dodecano-1,12-diamina (ami2, >98%,
Tokyo Chemical Industry — TCI) e a hexano-1,6-diamina (ams, 98%, Sigma-Aldrich). Para a
sintese da BCDamjz e da BCDamg, 0,76 g de BCD-I (0,2 mmol) foram misturados com um excesso
de 20 equivalentes de ami> (11,23 g) e de amg (6,51 g), respectivamente. Para ambas as sinteses

foi necessaria a adi¢do de 2 mL de DMF e aquecimento para garantir a dissolucdo completa do
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excesso de amina. As reagOes foram realizadas em um micro-ondas CEM DISCOVER,
pertencente ao DQ-UC, usando um método de temperatura fixa a 95 °C, por 45 min e 10 bar. Em
seguida, tanto para BCDamji; quanto para fCDams foram adicionados 30 mL de metanol, e a
solucdo resultante foi adicionada, gota a gota, a um Erlenmeyer de 250 mL contendo 150 mL de
éter dietilico frio (>99,8%, Honeywell Research Chemicals), sob agitacdo. A solucdo foi deixada
em repouso para decantar. O produto foi filtrado a vacuo, dissolvido em 20 mL de metanol e
precipitado mais uma vez em éter dietilico frio. Os ciclos de dissolugdo-precipitacdo foram
repetidos até ser obtido um so6lido solto de coloragdo amarelo-palida. Os produtos foram coletados
por centrifugacdo a 4500 rpm durante 20 min, colocados em estufa a 50 °C para secar e

encaminhados para RMN.
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Figura 3.2 — Representagdo esquematica da reacdo de sintese da fCDam12 e da BCDameg.

Por fim, a sintese das nanoesponjas a base de CD aminada, BCDam2CD e BCDamsBCD,
foi realizada a partir da reagdo de BCD-I com BCDamiz e BCDameg, respectivamente, utilizando a

razdo molar de 1:1 (Russo et al., 2016; Utzeri et al., 2022b). Para a BCDam2fCD, 0,323 g de
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BCDami foi misturada mecanicamente com 0,255 g de BCD-I, e o sélido foi transferido para um
baldo de fundo redondo de 25 mL. Na sequéncia, adicionou-se 250 uL de dimetilsulfoxido anidro
(DMSO, >99,9%, Sigma-Aldrich) gota a gota, umedecendo o s6lido. A mistura foi aquecida a 60
°C por 48 h em banho de glicerina sob agitacdo. Apds as 48 h, o produto, com aparéncia de goma
marrom, foi transferido para um béquer contendo 20 mL de dgua destilada. A solugdo contendo o
produto foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL e centrifugada a 8000 rpm por 20 min. O
sobrenadante foi retirado, e o solido coletado foi lavado com 10 mL de metanol e deixado em
banho ultrassonico por 10 min. Passados os 10 min, a solug¢@o foi novamente centrifugada a 8000
rpm por 20 min. Foram realizados trés ciclos de lavagem com metanol e uma lavagem final com
10 mL de éter dietilico. Para a sintese de BCDam¢BCD, foi realizado o mesmo procedimento
descrito acima, utilizando 0,4586 g de BCDamg e 0,4797 g de BCD-I. Os produtos foram colocados

em estufa a 50 °C para secar e, apds a secagem, foram armazenados em dessecador.
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Figura 3.3 — Representagdo esquematica da reacdo de sintese das nanoesponjas BCDam2fCD e

da BCDameBCD. (Figura adaptada de UTZERI,2022).
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3.1.4. Ensaios de adsorc¢ao do farmaco AMT

Experimentos preliminares de adsor¢ao foram realizados para verificar a existéncia de
interacdo entre o farmaco AMT (>98%, Sigma-Aldrich) e as NECDs, bem como para determinar
o método mais adequado para promover a adsor¢cdo do farmaco nessas estruturas porosas. Os
ensaios de adsor¢do foram realizados por meio de dois métodos. Em ambos 1,0, 10,0 ¢ 50,0 mg de
cada material foram colocados em contato com 1,0 mL de uma solu¢ao aquosa do farmaco AMT
(40,0 mmol-L!). No primeiro método, as solu¢des em contato com as NECDs foram mantidas sob
agitagdo em incubadora, a 150 rpm por 24h, em temperatura ambiente. Ja no segundo método, as
solucdes em contato com as NECDs foram colocadas em banho ultrassdnico por 8h, a
aproximadamente 45 °C. O firmaco AMT adsorvido foi quantificado por espectroscopia de
absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), a 239 nm, aplicando-se a equacdo da reta
obtida a partir da curva de calibragdo. As solucdes utilizadas para a constru¢ao da curva de
calibragao foram preparadas a partir da diluigdo sucessiva de uma solugdo estoque de AMT em
4gua, abrangendo uma faixa de concentragio de 0,004 a 0,072 mmol-L!. A curva de calibragio
foi determinada a partir da média das andlises realizadas em triplicata, cujo coeficiente de
correlacdo linear foi proximo de 1 (R? =0,9997). Os limites de detec¢do (LOD) e de quantificagio
(LOQ) foram calculados com base no desvio padrdo da resposta (o) e na inclinagdo da curva
analitica (S), conforme descrito nas Equacdes 3.3 e 3.4, respectivamente (Awotwe-Otoo et al.,
2012). O desvio padrao da resposta foi obtido a partir dos residuos da regressao linear da curva de

calibragao.

LOD = % (Equacao 3.3)
100 ~
LOQ = -~ (Equacao 3.4)

ApoOs a quantificagdo do farmaco adsorvido, a eficiéncia de encapsulamento (EE%), a
capacidade de carregamento (CC) e a capacidade de carregamento em porcentagem (CC%) dos

materiais foram calculadas por meio das Equagdes 3.5, 3.6 e 3.7 respectivamente.
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EE (%) = (C"C'—Cf) x 100 (Equacio 3.5)

CC (mmol.g™") = (C"m'—cf) X V (Equagio 3.6)
M

CC (%) = (m::—’jnM) x 100 (Equagio 3.7)

A concentragao inicial do farmaco (Cy) corresponde a concentragao da solugdo antes do
contato com as NECDs, enquanto a concentracdo final (Cy) representa a concentracao residual do
farmaco em solugdo apds o contato com as NECDs, ambas determinadas por UV-Vis. V¢ o volume
da solugdo (L), ma € a massa do material (g) e mg corresponde a massa do farmaco encapsulado
(Akolade et al., 2018; Hussien; Isiklan; Tiirk, 2018; Pyrak et al., 2024).

Adicionalmente, também foram realizados ensaios preliminares de dessor¢ao do farmaco
AMT para os sistemas mais eficientes, e assim, verificar a viabilidade deles em futuros estudos de
liberagdo de farmaco. Logo, as NECDs carregadas foram colocadas em 10,0 mL de 4gua tipo I e
mantidas sob agitagdo em incubadora, a 150 rpm por 70h, em temperatura ambiente.
Posteriormente, o farmaco libertado foi quantificado conforme descrito anteriormente para os
estudos de adsorcao, e a eficiéncia de liberagdao (EL%) foi calculada, conforme a Equacao 3.8,
onde Ciip. ¢ a concentragao do farmaco liberada em solugao e Cenc. € a concentragao do farmaco
que havia sido encapsulada, previamente, nos materiais (Akolade et al., 2018; Hussien; Isiklan;

Tiirk, 2018).

EL (%) = (£2) x 100 (Equaciio 3.8)

enc.

3.1.5. Preparo dos hidrogéis de PVA
Foram preparados hidrogéis de PVA (98% hidrolisado, 61.000 g-mol”!, Aldrich

Chemistry) nas concentracdes de 14 e 20% m/v, contendo apenas o polimero ou incorporados com

o farmaco AMT. Também foram preparados hidrogéis de PVA (20% m/v) contendo o composto
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de inclusado AMT:BCD e as NECDs previamente carregadas com AMT, utilizando o método de
congelamento-descongelamento (Papancea et al., 2008).

Solugdes aquosas de PVA, nas concentracdes de 14 e 20% m/v, foram preparadas
dissolvendo-se 3,5 e 5,0 g do polimero, respectivamente, em 25,0 mL de dgua tipo [ a 90 °C, sob
agitacdo continua por 4h. Os compostos a serem incorporados foram previamente dissolvidos em
1,0 mL da solugdo de PVA, e as misturas resultantes foram mantidas sob agita¢ao por 1h. Apos o
periodo de agitagdo, as solugdes foram moldadas em placa de Petri com pocos de 16,25 mm de
diametro e submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento, em intervalos de 12h. Estes

ciclos foram repetidos trés vezes para a formacao dos hidrogéis.
3.1.6. Grau de intumescimento

O grau de intumescimento dos hidrogéis de PVA (14 e 20% m/v) foi avaliado utilizando
agua como solvente, seguindo procedimentos descritos previamente na literatura (Filho et al.,
2020). Cada hidrogel foi pesado e posteriormente imerso em agua tipo I. Na sequéncia a massa do
hidrogel foi medida em diferentes tempos, secando as goticulas superficiais com papel antes da
pesagem. O grau de intumescimento foi calculado a partir da média de trés medicdes

independentes, utilizando a Equacgdo 3.9:

Qs = WSA;—M") (Equagdo 3.9)

onde, Qs ¢ o grau de intumescimento, M, ¢ massa do hidrogel intumescido e M, ¢ a massa do
xerogel. A massa dos xerogéis foi determinada usando o peso da amostra anterior ao
intumescimento, considerando o teor solido do gel.

A diferenca estatistica entre os grupos de hidrogéis formulados com 14 e 20% de PVA,
foi avaliada realizando o teste t de Student para duas amostras independentes com variancias
desiguais. As amostras consideradas representaram os valores em equilibrio de intumescimento
obtidos experimentalmente. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a = 0,05). Quando o p-
valor obtido foi inferior a esse limite, considerou-se que havia diferenca estatistica significativa

entre os grupos comparados.
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Por fim, para avaliar o mecanismo de sor¢ao de dgua, a cinética de intumescimento foi
investigada aplicando diferentes modelos cinéticos, conforme detalhado na Tabela 3.2. O ajuste
dos modelos cinéticos foi avaliado usando o coeficiente de determinagdao (R?) e o Critério de
Informacao de Akaike (AIC), calculado a partir da Equagao 3.10:

2

AIC =nlog (%) + 2K (Equacio 3.10)

onde # é o nimero de pontos experimentais, s° ¢ a soma residual dos quadrados, e K é o niimero

de parametros do modelo.
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Tabela 3.2 — Modelos cinéticos empregados para a analise do grau de intumescimento e da liberagcdo do farmaco.

Modelo Equacao Sigla | Parametros — Intumescimento Parametros — Liberacio
Grau de intumescimento no Quantidade de farmaco liberada
q tempo ¢ no tempo ¢
L. ) ) antidade de farmaco liberado
Pseudo-primeira kit Qe Grau de intumescimento Qu S
e = qe(1 —e™™%) no equilibrio
ordem .
Constante de velocidade de . . ~
ki e Constante cinética de liberagao
primeira ordem
t Tempo Tempo
Grau de intumescimento no Quantidade de farmaco liberada
q tempo ¢ no tempo ¢
. . antidade total de farmaco
Pseudo-segunda kaqét qe Grau de intumescimento Qu i .
ordem qe = T+ kot liberado no equilibrio
29e Constante de velocidade de s . ~
K> Constante cinética de liberagao
segunda ordem
t Tempo Tempo
Grau de intumescimento no Quantidade de farmaco liberada
q; tempo ¢ no tempo ¢
K Constante empirica relacionada | Constante empirica relacionada
Peppas q: = kt" ao intumescimento a liberagao
. Expoente indicativo do Expoente indicativo do
mecanismo de intumescimento mecanismo de liberagao
t Tempo Tempo
0 Grau de intumescimento Quantidade de farmaco liberado
. . Constante de Higuchi associada | Constante de Higuchi associada
Higush = K N .
1gushi Q = KuVt " a difusdo do farmaco

a difusdo do solvente
Tempo

Tempo
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3.1.7. Estudo de cinética de liberacao

O estudo cinético de liberagao foi conduzido utilizando um equipamento de liberagao
automatizado da empresa Hsensor Equipamentos, Materiais ¢ Acessorios LTDA. Os hidrogéis
avaliados neste ensaio foram os mesmos descritos na se¢do 2.1.5, contendo AMT sob diferentes
formas de incorporagao.

Os experimentos foram realizados sob agitagdo constante de 150 rpm, a temperatura
controlada de 25 °C, utilizando 200 mL de agua tipo I como meio de liberagdo. As amostras de
hidrogel contendo o farmaco AMT foram imersas no meio, ¢ as medi¢des da liberagdo foram
realizadas automaticamente a cada 3 min, durante um periodo total de 14h. Em intervalos
regulares, aliquotas do meio foram analisadas por espectroscopia UV-Vis, com leitura a 239 nm,
para quantifica¢do da concentracdo de AMT liberada ao longo do tempo.

Os dados obtidos foram utilizados para constru¢do dos perfis de liberacdo e,
posteriormente, ajustados aos modelos cinéticos apresentados detalhadamente na Tabela 3.2. Os
dados experimentais de grau de intumescimento e de liberagdo do farmaco foram ajustados aos
mesmos modelos cinéticos. E importante ressaltar que, embora as equagdes matematicas sejam
idénticas, os pardmetros assumem significados fisicos distintos conforme o fendmeno avaliado,
descrevendo, respectivamente, os processos de absorcao de solvente pela matriz polimérica e de
libera¢ao do farmaco.

As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de Student ou, quando
apropriado, pela Anélise de Variancia unidirecional (one-way ANOVA). Nos casos em que a
ANOVA indicou significancia, aplicou-se o teste de comparagdes multiplas de Tukey (Tukey’s
Honestly Significant Difference, HSD). Adotou-se um nivel de confianga de 95% (p <0,05), sendo
consideradas estatisticamente significativas as comparagdes cujo valor de p foi inferior a esse

limite.
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3.2. Descricao das técnicas de caracterizacao

3.2.1. Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Foram obtidos espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho dos CIs preparados por
liofilizagdo, de suas respectivas misturas fisicas e dos compostos livres BCD, HPBCD, MBCD,
yCD e AMT, com 64 varreduras por amostra e uma resoluco espectral de 4 cm™'. Os espectros
foram obtidos em um espectrometro Spectrum 100 (Perkin Elmer®) utilizando acessorio de
reflectancia total atenuada com transformada de Fourier (FTIR-ATR), na regiao entre 4000 e 650
cm’!, pertencente & UNIFEL

A técnica de FTIR-ATR também foi utilizada para caracterizar as NECDs sintetizadas.
Os espectros foram obtidos com 64 varreduras por amostra, resolucio espectral de 4 cm™,
utilizando um espectrometro Thermo Scientific Nicolet 380 com acessorio ATR, pertencente ao
DQ-UC. Para caracterizagdo da molécula BCD-I a técnica de FTIR foi empregada utilizando
pastilhas de KBr como suporte. Nesse caso, os espectros foram obtidos em um espectrometro
Thermo Scientific Nicolet 6700, pertencente ao DQ-UC, na regido de 4000 a 400 cm™!, com 64
varreduras por amostra e resolucio espectral de 4cm.

Adicionalmente, a estrutura quimica dos hidrogéis de PVA (14 e 20% m/v) foi
caracterizada por FTIR-ATR. Para essa analise, os hidrogéis de PVA puro foram previamente
congelados em nitrogénio liquido e posteriormente liofilizados por 24 h (FreeZone 4.5 —
Labconco). Os espectros foram registrados em um espectrometro Thermo Scientific Nicolet 380,

na regido de 4000 a 650 cm™.

3.2.2. Ressoniancia magnética nuclear

Os Cls preparados por liofilizagdo e o farmaco AMT foram -caracterizados por
espectroscopia de ressondncia magnética (RMN), a partir da combinagdo de experimentos uni e
bidimensionais. Foram conduzidos experimentos de RMN de 'H e Rotating Frame Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy — ROESY (1H-1H). As amostras foram preparadas utilizando
10,0 mg de cada composto em 0,7 mL de D>O, e os experimentos foram realizados em um

equipamento Bruker AVANCE NEO 600 MHz, pertencente ao DQ-UFMG.
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A técnica de RMN também foi empregada para confirmar a eficiéncia da substitui¢ao da
BCD-I e das CDs aminadas, fCDams ¢ PCDami, para a sintese das NECDs, utilizando
experimentos de RMN de 'H. As amostras foram preparadas utilizando 10,0 mg de composto em
0,7 mL de DMSOdg, e as analises foram realizadas em um equipamento Bruker AVANCE III HD
400 MHz, pertencente ao DQ-UC.

3.2.3. Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do ultravioleta-visivel

A espectrometria de absorc¢ao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi utilizada para
a construgdo da curva de calibragdo e para a quantificagdo do farmaco AMT nos ensaios de
adsorcao e dessor¢ao do farmaco. Essa técnica também foi utilizada no estudo de cinética de
liberagdo para a quantificacdo do farmaco AMT liberado dos hidrogéis. As medidas foram
realizadas em espectrofotometro UV-26001 (Shimadzu®), pertencente ao DQ-UC, utilizando

cubeta de quartzo, mediante os valores de absorbancia maxima no comprimento de onda 239 nm.

3.2.4. Analises termogravimétricas

A estabilidade térmica dos compostos foi determinada por andlise termogravimétrica
(TG/DTG) utilizando equipamento analisador termogravimétrico TG209 F3 (Netzsch Tarsus®)
pertencente ao DQ-UC. A andlise foi realizada usando 3,0 mg de amostra, sob atmosfera de N>
com um fluxo de 50 mL min!. As amostras foram aquecidas em cadinho de alumina na faixa de
temperatura de 20 a 600 °C, empregando uma razdo de aquecimento de 10 °C min™'. Foram obtidas
curvas TG/DTG para a BCD, a BCD-I, a BCDamg, a BCDami2 e para as NECDs, fCDamsBCD,
BCDami2BCD, e para os hidrogéis de PVA (14 ¢ 20% m/v).

3.2.5. Espalhamento dindmico de luz e potencial {

As medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial { utilizados na
caracterizacdo das NECDs, fCDam2BCD e BCDameBCD, foram realizadas em equipamento
Zetasizer ZS NanoSeries (Malvern Instruments®) pertencente ao DQ-UC, utilizando uma célula

zeta capilar dobrada (Malvern Panalytical, DTS1070). As medi¢des foram realizadas utilizando
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1,0 mg de cada NECD dispersa em 2,0 mL de agua tipo I (Milli-Q®), em temperatura ambiente,
no intervalo de pH entre 2 e 12, e um angulo de deteccao de 173°. As amostras foram submetidas
aum feixe de laser He-Ne de comprimento de onda de 632, nm e os dados obtidos foram analisados

em software Zetasizer V8.02.

3.2.6. Microscopia eletronica de varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi aplicada para analisar a
morfologia das NECDs livres e carregadas com AMT, bem como dos hidrogéis de PVA (14 € 20%
m/v) preparados. As andlises foram realizadas utilizando um microscopio eletronico JEOL,
modelo JSM 5310, operando a 15 kV, pertencente ao Laboratério de Ensaios, Desgastes e
Materiais (LED&MAT) do Instituto Pedro Nunes (IPN). Para as analises, as amostras dos
hidrogéis de PVA foram submetidas a tratamento criogénico, sendo mergulhadas em nitrogénio
liquido e posteriormente liofilizadas (Zona Franca 4.5 — Labconco). Em seguida, todas as amostras

foram revestidas com uma camada de ouro para permitir a analise superficial.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSOES:

Caracterizacao termodinamica e estrutural dos sistemas

supramoleculares
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES: Caracterizacio

termodinamica e estrutural dos sistemas supramoleculares

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na caracterizacao
termodindmica e estrutural de sistemas supramoleculares formados entre o farmaco AMT e
diferentes CDs, naturais e modificadas, com o objetivo de avaliar a influéncia do tamanho da
cavidade e da presenca de grupos substituintes na estrutura da molécula hospedeira sobre os
parametros de interagdo com o farmaco. Os sistemas AMT:aCD, AMT:CD, AMT:MBCD,
AMT:HPBCD e AMT:yCD foram caracterizados termodinamicamente por meio da técnica de ITC,

em diferentes temperaturas, e estruturalmente por técnicas espectroscopicas (FTIR-ATR ¢ RMN).

4.1. Estudos termodinamicos

A calorimetria de titulago isotérmica (ITC) é uma das técnicas mais relevantes no estudo dos
aspectos termodinamicos e do processo de formacao de sistemas supramoleculares, em solucao,
envolvendo CDs, pois nesses sistemas 0s processos reacionais envolvem a quebra e a formacao de
interacdes intermoleculares (TURNBULL e DARANAS, 2003; BOUCHEMAL, 2008). Deste
modo, a técnica de ITC foi utilizada para a obtencao das estequiometrias (n), das constantes de
associacao (Ka), bem como dos parametros termodinamicos (AH®, AG® e TAS®) da interagdo entre
o farmaco AMT e diferentes CDs naturais e modificadas. Para os sistemas propostos, seguem suas

respectivas siglas: AMT:aCD, AMT:CD, AMT:MBCD, AMT:HPBCD, AMT:yCD.

4.1.1. Sistema AMT:aCD

Para a analise da interacdo entre a molécula aCD e o farmaco AMT, foram realizadas
titulagdes a 25 °C utilizando uma solugdo aquosa do farmaco na concentra¢io de 30,0 mmol-L!
como titulante e uma solugdo aquosa de aCD, a 0,5 mmol-L™!, como titulado. A Figura 4.1(a)

apresenta as curvas de dilui¢@o obtidas utilizando o solvente (dgua do tipo I) e as solu¢des de AMT
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e aCD, as quais foram subtraidas a fim de eliminar os efeitos das interagdes entre os compostos e

o solvente, bem como a curva de titulagdo da aCD em solu¢ao aquosa do farmaco.
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Figura 4.1 — Perfil de titulacdo a 25 °C: (a) m AMT 30,0 mmol-L! em 4gua tipo I; m 4gua tipo I
em aCD 0,5 mmol-L!; m AMT 30,0 mmol-L ™! em aCD 0,5 mmol-L™'. (b) Curva final apds

subtracdo dos efeitos de interagao.

Analisando os resultados, mesmo com a elevada concentracdo de titulante (AMT a 30,0
mmol-L') e a baixa concentragio de titulado (aCD a 0,5 mmol-L™), correspondente a uma razio
molar de 60:1 (AMT: aCD), apds a subtracao das curvas de dilui¢cdo ndo foi obtido um perfil de
curva que se ajustasse ao modelo matematico aplicado. A titulagdo indicou baixa interacao entre
as moléculas, evidenciada pela pequena diferenga de calor resultante da interagdo, a qual pouco
variou ao longo da titulacao (Figura 4.1(b)). Logo, os resultados obtidos para esse sistema sugerem
que o farmaco AMT nao interage com a molécula aCD.

A auséncia de interagdo entre as espécies pode ser atribuida ao tamanho do farmaco AMT
em relagio ao didmetro da cavidade da aCD (4,7 A). A aCD possui cavidade com menor didmetro

do que as demais CDs naturais, o que dificulta a inclusdo total ou parcial de moléculas maiores,
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esperando-se interagdes mais efetivas com moléculas pequenas (Davis; Brewster, 2004; Park et
al., 2022; Santos et al., 2021).

Limitacdes na interagdo em fun¢do do tamanho da cavidade foram relatadas para outras
moléculas com aCD. Por exemplo, em um estudo comparativo dos parametros termodinamicos
envolvendo derivados de 1,2,4-tiadiazol e diferentes CDs, naturais e modificadas, foram
observados valores de K, muito pequenos para os sistemas envolvendo a aCD. Esses resultados
indicaram que a interacdo da aCD com a maioria das moléculas hospedes estudadas ¢ mais fraca
em comparacao com os sistemas envolvendo BCD e yCD, sugerindo que o tamanho da cavidade
pode dificultar a interagdo entre as espécies (Terekhova et al., 2017). De modo semelhante, uma
baixa afinidade com a aCD também foi observada por Morais e colaboradores em um estudo
termodinamico entre o farmaco Cloridrato de Biperideno (BPR) e diferentes CDs, no qual o
sistema aCD:BPR apresentou valor de Ka inferior a 447, refor¢ando que o tamanho da cavidade

limita a interacao entre BPR e a cavidade hidrofobica do hospedeiro (Morais et al., 2024).

4.1.2. Sistema AMT:BCD

Com o intuito de verificar o efeito do aumento do tamanho da cavidade da molécula
hospedeira (BCD) nos parametros de interagdo com o farmaco AMT, a analise pela técnica de ITC
foi inicialmente realizada a 25 °C, utilizando uma solu¢do aquosa de AMT, na concentragdo de
10,0 mmol-L!, como titulante, e uma solugio aquosa de BCD, a 0,5 mmol-L!, como titulado. Os
resultados obtidos para essa titulagdo indicaram um excesso de titulante, ou seja, nessa
concentracdo de AMT, as primeiras injecdes foram suficientes para saturar a solugdo, interagindo
completamente com a BCD presente na cela de titulacdo. Esse efeito pode ser observado pelos
ultimos pontos da curva de titulagdo, que se mantiveram constantes, indicando uma variacao de
entalpia proxima de zero (Figura 4.2 — superior). O excesso de titulante ¢ evidenciado na curva
obtidas apds a integracdo dos picos, a qual apresenta um nimero maior de pontos ao final,

resultando em um desvio do perfil sigmoide esperado (Figura 4.2 — inferior).
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Figura 4.2 — Perfil de titulacdo a 25 °C de AMT 10,0 mmol-L"! em BCD 0,5 mmol-L"!.

Sendo assim, com o intuito de descrever melhor a interagdo entre a BCD e a molécula de
AMT, a solugio de AMT foi diluida para 5,0 mmol-L"!, mantendo-se a concentra¢io da solucio
de BCD em 0,5 mmol-L!. As curvas de dilui¢io entre a 4gua tipo I e as solu¢cdes de AMT e BCD,
as quais foram subtraidas da curva de titulacdo, encontram-se apresentadas na Figura 4.3(a). A
curva final apresentou um perfil sigmoide, e os sinais finais de diferenca de calor foram constantes
e proximos de zero, conforme esperado (Figura 4.3(b)).

Os parametros termodindmicos obtidos a partir do ajuste ndo-linear da curva estdo
descritos na Tabela 4.1, ndo apenas para o sistema a 25 °C, mas também para as outras

temperaturas investigadas.
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Figura 4.3 — Perfil de titulacdo a 25 °C: (a) m AMT 5,0 mmol-L! em 4gua tipo I; m 4gua tipo I
em BCD 0,5 mmol-L!; m AMT 5,0 mmol-L'em BCD 0,5 mmol-L"!. (b) Curva final apds

subtragdo dos efeitos de interacdo e ajuste nao-linear.

Tabela 4.1 — ParAmetros termodindmicos para os sistemas AMT 5,0 mmol-L! em BCD 0,5

mmol-L' a 15, 25, 35 ¢ 45 °C.

T (°C) N Ka AH® / kJ'mol! TAS°/kJ-mol! AG°/kJ-mol!
15 0,8+0,0 38.800,0+ 1414 -34,1+£0,2 -8,7+ 0,0 -25,3+0,0
25 0,8+0,0 24.100,0+ 1414 -36,2+1,7 -11,3+£1,6 -25,0+0,0
35 0,8+0,0 16.200,0+282,8 -40,3+ 0,1 -15,5+0,2 -24,8 £0,0
45 0,8+0,0 9.950,0+70,7 -43,6 +£0,2 -19,3+ 0,1 -24.4+0,0

A partir do ajuste da curva obteve-se um coeficiente estequiométrico de 0,8 + 0,0. O valor
fracionado sugere a formacao de multiplos equilibrios em solu¢do, o que € um indicio da presenga
de CIs com diferentes estequiometrias coexistindo em equilibrio. A formagdo de equilibrios
multiplos em solugdo vem sendo relatada em outros sistemas supramoleculares envolvendo CDs

e diferentes moléculas hospedes, sendo identificados por técnicas de caracterizagdo como ITC,
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RMN, infravermelho em solugdo e calculos computacionais (De Paula et al., 2012; De Sousa et
al., 2008a; Meira et al., 2018; Passos et al., 2011; Vieira et al., 2023).

A curva obtida apresenta um perfil sigmoide caracteristico de sistemas com altos valores
de K. ja descritos em literatura (De Sousa et al., 2008b; Meira et al., 2018; Turnbull; Daranas,
2003; Vieira et al., 2023). Valores de K, elevados fornecem indicios de interagdes efetivas entre
as espécies, visto que indicam a presenca de uma maior concentracao de CI do que de espécies
livres, em solugdo (Klotz; Rosenberg, 2008). O valor de K. estimado, 24.100,0 £ 1414, ¢
relativamente alto quando comparado a outros estudos de CI envolvendo a BCD reportados em
literatura (De Paula et al., 2012; Denadai et al., 2007; Meira et al., 2018; Morais et al., 2017).
Logo, este alto valor de K. sugere a existéncia de uma forte interagcdo entre o firmaco AMT e a
BCD.

A partir dos valores de AH® e AS®, obtidos pelo programa, foi possivel calcular AG® e
TAS® utilizando as equagdes termodinamicas descritas no capitulo 3, seccao 3.1.1. O processo de
formacdo do CI se mostrou espontineo, dado o valor negativo de AG® (-25,0 = 0,0 kJ-mol™), e
exotérmico (AH® =-36,2 + 1,7 kJ-mol™).

A contribuigdo entalpica (AH®) envolvida na formagao de CIs esta associada a quebra e a
formagdo de interacdes. Nesse contexto, o processo exotérmico observado, com um elevado valor
de AH®, pode ser atribuido a saida das moléculas de agua do interior da cavidade da BCD,
ocorrendo simultaneamente a formacao de novas interagdes intermoleculares entre a CD e o
farmaco AMT, o que € compativel com o alto valor de K, estimado (Klotz; Rosenberg, 2008; Liu;
Guo, 2002; Rekharsky; Inoue, 1998).

O termo entropico esta relacionado com o grau de organizagdo do sistema como um todo,
deste modo, o valor negativo de TAS® (-11,3 = 1,6 kJ'mol™!) pode estar relacionado a uma
arquitetura mais rigida assumida pelas espécies apos o processo de inclusdo, apresentando menor
liberdade conformacional do que as espécies livres (REKHARSKY e INOUE, 1998;
REKHARSKY et al., 2002; DENADAI et al., 2007; KLOTZ ¢ ROSENBERG, 2008).

O processo de formacao de CI favorecido entropicamente apresenta TAS® grande e
positivo, enquanto a AH® do processo ¢ pequena, |[AH®| < [TAS®|. J& processos favorecidos pela
entalpia apresentam um ganho entropico pequeno ou negativo com alta contribuicdo entélpica

|AH®| > |TAS®| (Bouchemal, 2008; Inoue et al., 1993; Rekharsky; Inoue, 1998). Deste modo,

48



considerando a elevada contribui¢do entalpica e a redug¢dao do termo entropico, conclui-se que o
processo de formagao do CI AMT:BCD ¢ favorecido entalpicamente.

Um comportamento termodinamico muito semelhante foi observado por De Sousa e
colaboradores (2008). No referido trabalho, os autores realizaram experimentos de ITC, também
a 25 °C, envolvendo a BCD e o farmaco cloridrato de imipramina, o qual possui estrutura similar
a do AMT, como pode ser observado na Figura 4.4. Os dados termodinamicos obtidos pelos
autores mostraram um processo de formacdo espontdneo (AG® = -21,9 kJ-mol!) com elevada
contribuic¢io entalpica (AH® = -30,6 kJ-mol ™) associada a um termo entrépico negativo (TAS® = -
8,7 kJ-mol™l), caracterizando um processo entalpicamente favorecido. Os autores também
obtiveram coeficiente estequiométrico fracionado (n = 0,73), sugerindo que, para o sistema em
estudo, compostos com mais de uma estequiometria poderiam coexistir em solugdo. Quanto ao
valor de K, obtido no estudo supracitado (K. = 6.832,0), embora seja inferior ao observado para a
interagdo com o AMT, trata-se ainda de um valor relativamente alto, indicando uma forte interagcao
entre a BCD e o farmaco cloridrato de imipramina (De Sousa et al., 2008a). Os resultados
semelhantes observados corroboram os dados obtidos no estudo termodindmico do sistema
AMT:BCD, uma vez que tal semelhanga ¢ esperada, considerando a similaridade estrutural entre

os dois farmacos associados a mesma CD e avaliados sob condi¢des de temperatura idénticas.

(a) (b)

A o

.HCl .HCl

I I

Figura 4.4 — Formula estrutural do (a) Cloridrato de Imipramina e (b) Cloridrato de

Amitriptilina (AMT).

Adicionalmente, com o intuito de observar o perfil termodindmico em diferentes

temperaturas, também foram realizadas titulacdes a 15, 35 e 45 °C, nas concentragdes ajustadas. O
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perfil de cada titulagdo, apds a subtragdo dos efeitos de interacdo e ajuste ndo-linear, esta

apresentado na Figura 4.5 e os parametros termodinamicos obtidos estdo descritos na Tabela 4.1.

(a) Tempo (min) (b) Tempo (min) (C) Tempo (min)
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Figura 4.5 — Curva final para o sistema AMT:BCD apo6s subtracdo dos efeitos de interacdo e

ajuste ndo-linear a (a) 15 °C (b) 35 °C e (¢) 45 °C.

A partir dos resultados obtidos, verificaram-se valores de n = 0,8 para as trés temperaturas
em estudo. Assim, mesmo com a variacao de temperatura, os coeficientes estequiométricos obtidos
indicam a presenca de equilibrios multiplos em solugdo, conforme previamente descrito para o
sistema a 25 °C. Ao analisar os valores de K, observou-se que o aumento da temperatura
desfavorece a interacao entre as espécies, entretanto, os valores permanecem relativamente altos,
indicando uma forte afinidade entre a BCD e o farmaco AMT. Comportamentos semelhantes, nos
quais o aumento da temperatura resulta na diminuigdo dos valores de K., ja foram reportados em
outros sistemas envolvendo a BCD, inclusive em estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa
nos ultimos anos. Em 2018, Meira e colaboradores realizaram estudos de ITC envolvendo a BCD
e o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), o Atenolol (ATE) e o Losartan Potassico (LOS), nas
temperaturas de 25, 37 e 47 °C, sendo observada a diminui¢dao dos valores de K, a medida que a
temperatura do sistema aumentava (Meira et al., 2018). De forma similar, em 2023, esse fenomeno

foi observado por Vieira e colaboradores para o sistema envolvendo a BCD e o farmaco Cloridrato
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de Biperideno (BPR), nas temperaturas de 37, 47 e 57 °C (Vieira et al., 2023). Os valores

correspondentes a esses sistemas encontram-se apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Valores de K, para sistemas desfavorecidos pelo aumento da temperatura

envolvendo a BCD obtidos no grupo de pesquisa nos ultimos anos.

Sistemas Temperaturas (°C) Ka Autores
25 22.450,0

SDS:BCD 37 17.600,0 MEIRA et al., 2018
47 16.400,0
25 1.505,0

ATE:BCD 37 602,0 MEIRA et al., 2018
47 515,5
25 799,5

LOS:BCD 37 505,0 MEIRA et al., 2018
47 385,0
37 6.350,0

BPR:BCD 47 4.310,0 VIEIRA et al., 2023
57 3.060,0

Conforme mencionado anteriormente, a formacdo dos Cls depende das interagdes
intermoleculares estabelecidas entre as moléculas hospede e hospedeira. Temperaturas mais
elevadas podem desestabilizar os compostos formados, reduzindo a for¢a dessas interagdes, o que
leva a liberagdo da molécula héspede, ao deslocamento do equilibrio para a forma dissociada e,
consequentemente, a diminuigdo do valor de Ka. Dados da literatura relatam que Cls sdo formados
preferencialmente quando temperaturas mais baixas sao empregadas no processo de preparo (Del
Valle, 2004; Hedges, 1998; Passos et al., 2013). Passos e colaboradores (2013) também
observaram, a partir de um estudo de ITC entre a Sertralina (SRT) e a BCD, que os valores de Ka
sd0 mais pronunciados a temperaturas mais baixas. De forma complementar, os autores
prepararam Cls no estado so6lido utilizando diferentes temperaturas nos métodos de preparo, € os
experimentos de RMN bidimensionais (2D ROESY) demonstraram que a SRT apresentou uma
inclusdo preferencial na cavidade da BCD quando temperaturas mais baixas foram utilizadas no
método de preparo (PASSOS et al., 2013).

Os valores negativos de AG° indicam que o processo de formagdo do CI permanece
espontaneo mesmo com a variacdo da temperatura. Além disso, analisando os valores de AH®,

nota-se que o processo se torna mais exotérmico com o aumento da temperatura, ao passo que 0s
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valores de TAS° tornam-se mais negativos, mantendo o processo de formacao do CI
entalpicamente favoravel. Portanto, ¢ possivel concluir que a variagdo da temperatura nao altera o
comportamento termodinamico do sistema AMT:BCD.

Adicionalmente, foi observada uma variagdo minima nos valores de AG®, o que pode ser
atribuido a compensacao entéalpica/entropica. Este fendmeno tem sido amplamente discutido na
literatura e pode ser definido como um processo no qual uma mudanga na entalpia do sistema ¢
compensada por uma mudanga na entropia, ou vice-versa, sendo esperada uma variacao linear
entre entalpia e entropia. Nesse contexto, quando o coeficiente de correlagao for proximo da
unidade, estima-se que havera uma compensacao entre entalpia e entropia fazendo com que o AG®
ndo seja alterado, independentemente da temperatura (Bouchemal, 2008; Inoue et al., 1993; Krug;
Hunter; Grieger, 1976).

A Figura 4.6 apresenta a correlacdo linear entre os pontos AH® e “TAS® obtidos nas quatro
temperaturas avaliadas (15, 25, 35 e 45 °C), resultando em um coeficiente de correlagdo linear
proximo da unidade (R? = -9995). Dessa forma, é possivel verificar uma compensacdo entre
entalpia e entropia, pois a medida que o valor de AH® aumenta o valor de TAS® diminui, sugerindo
a existéncia do efeito de compensagao entalpica/entropica no sistema. Esse efeito ¢ responsavel

pela manutengdo dos valores de AG®°, mesmo com a variagdo de temperatura.
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Figura 4.6 — Grafico de compensag¢ao entalpica/entropica correspondente ao sistema AMT 5,0

mol-L! e BCD 0,5 mmol-L! nas temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C.
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O fendmeno de compensagdo entalpica/entropica tem sido relatado na literatura em
diferentes estudos. A interacdo da benzofenona (BZ) com BCD e poli-BCD foi investigada
utilizando experimentos de ITC nas temperaturas de 4, 25, e 37 °C, verificando-se que, quando a
temperatura do experimento foi alterada, as variagdes de AG® foram consideradas praticamente
insignificantes, e o grafico de AH® em fun¢do de TAS® apresentou uma relagdo praticamente linear
(R?=0,997), refletindo um efeito de compensacio entalpica/entrépica (Bouchemal et al., 2009).
Resultados semelhantes também foram observados na interacao entre BCD e BPR, quando a
temperatura foi variada entre 37, 47 e 57 °C, apresentando R? = 0,999 (Vieira et al., 2023). No
entanto, vale ressaltar que este fendmeno ndo pode ser considerado uma lei absoluta. Se a
compensagao entalpica/entropica fosse um fendmeno inevitavel, a otimizagdo da afinidade de um

sistema seria impossivel de ser alcancada (Freire, 2008; Lafont et al., 2007).

4.1.3. Sistema AMT:MBCD

Para a analise da interagdo entre o farmaco AMT e a molécula MBCD, foi realizada uma
titulagdo a 25 °C, mantendo as concentracdes utilizadas para o sistema AMT:BCD. Logo, foram
utilizadas solugdes aquosas de AMT 5,0 mmol-L! como titulante e de MBCD 0,5 mmol-L™!' como
titulado. A Figura 4.7(a) apresenta as curvas de dilui¢do entre a dgua tipo I e as solugdes do titulante
e do titulado, as quais foram posteriormente subtraidas. O perfil da curva final foi proximo ao de

um perfil sigmoide, apresentando sinais finais de diferenca de fluxo de calor constantes e proximos

de zero (Figura 4.7(b)).
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Figura 4.7 — Perfil de titulacdo a 25 °C: (a) m AMT 5,0 mmol-L! em 4gua tipo I; m 4gua tipo I
em MBCD 0,5 mmol-L!; m AMT 5,0 mmol-Llem MBCD 0,5 mmol-L!. (b) Curva final apos

subtragdo dos efeitos de interacdo e ajuste nao-linear.

Para o sistema AMT:MBCD, também foram realizadas titulacdes adicionais com o intuito
de observar o comportamento termodinamico do sistema em diferentes temperaturas. Os perfis de
titulacdo nas temperaturas de 15, 35 e 45 °C, apds a subtracdo dos efeitos de diluigdo e aplicacao
do ajuste ndo linear, estdo apresentados na Figura 4.8. Os parametros termodinamicos obtidos pelo

ajuste nao linear das curvas, para as quatro temperaturas em estudo, estdo descritos na Tabela 4.3.
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Figura 4.8 — Curva final para o sistema AMT:MBCD ap06s subtragao dos efeitos de interagdo e
ajuste ndo-linear a (a) 15 °C (b) 35 °C e (¢) 45 °C.

Tabela 4.3 — Parametros termodinamicos para os sistemas AMT 5,0 mmol-L™! em MBCD 0,5

mmol-L! a 15, 25, 35 e 45 °C.

TCC) N Ka AH° / KJmol' TAS°/KJmol!' AG®°/KJmol!
15  05+0,0 83550+91,9  -22.6+0,0 1,10, 21,6 0,0
25 05+0,0 62150+3748  -282+02 6,602 21,7+0,1
35 05400 52250+63.6  -32,0+03 10,1 +0,2 21,9+ 0,0
45  05+00 3.7050+7,1 422403 20,5+ 0,4 21,7+0,0

Com base nos resultados apresentados, ¢ possivel observar um coeficiente
estequiométrico de 0,5 = 0,0, correspondente a formacdao de Cls com estequiometria 1:2
(AMT:MBCD) nas temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C. Logo, verificou-se que a variacdo de
temperatura nao influenciou a estequiometria dos compostos no sistema em questao.

As curvas obtidas nas quatro temperaturas apresentaram perfil proximo de uma sigmoide
atrelado a altos valores de K., o que sugere uma forte intera¢do entre o firmaco AMT e a MBCD.
Entretanto, em comparagdo com o sistema AMT:BCD, os valores de K. estimados foram
relativamente menores, sugerindo uma interacdo mais fraca entre as espécies no sistema

envolvendo a MBCD. A MBCD ¢ uma CD modificada, modificagdo essa que ocorre a partir da

55



substituicdo dos hidrogénios das hidroxilas primarias pelo grupo metila (Dodzuik, 2002; Szejtli,
2004). Logo, a diferenga nos valores de K, entre esses dois sistemas pode ser atribuida aos grupos
substituintes na estrutura, pois a presenga de um grupo mais volumoso na molécula MBCD pode
dificultar sua aproximag¢ao da molécula de AMT, devido ao impedimento estérico (Holm et al.,
2011; Stepniak et al., 2024). Recentemente, Morais e colaboradores identificaram valores de Ka
de 9.020 e 4.330 para sistemas envolvendo o Cloridrato de Biperideno com a BCD e a MBCD,
respectivamente, a 25 °C, indicando maior valor de K, para o sistema envolvendo a CD natural e
corroborando os resultados aqui obtidos (Morais et al., 2024).

Adicionalmente, foi observado que o aumento da temperatura desfavorece a interagao
entre as espécies, uma vez que os valores de Ki diminuem com o aumento da temperatura,
comportamento que também foi observado para o sistema AMT:BCD. Contudo, apesar dessa
diminui¢ao, os valores de K. permanecem elevados, indicando que a interagdo entre as espécies ¢
termodinamicamente favorecida mesmo em condi¢des menos favoraveis.

O processo de formacao dos compostos de inclusdo, nas quatro temperaturas, se mostrou
espontaneo e exotérmico, dados os valores negativos de AG®° e AH®. Considerando os altos valores
K. estimados ¢ a alta contribuig@o entalpica, o processo exotérmico observado para o sistema nas
diferentes temperaturas pode estar associado a saida das moléculas de agua da cavidade da MBCD
aliada a formagao de novas interagdes intermoleculares com a molécula do farmaco. Ja os valores
negativos de TAS® podem estar relacionados a menor liberdade conformacional das espécies apds
o processo de inclusdo (Liu; Guo, 2002; Rekharsky; Inoue, 1998).

Como mencionado anteriormente, processos que apresentam valores negativos de TAS®
e alta contribui¢do entalpica, |]AH°| > [TAS®|, sdo favorecidos entalpicamente (Inoue et al., 1993;
Rekharsky; Inoue, 1998). Logo, ao analisar os valores de AH° e TAS°®, nota-se uma alta
contribuicao entalpica atrelada a um termo entropico negativo, indicando que a formagao dos Cls
no sistema em questdo ¢ favorecida pela entalpia, assim como € observado para o sistema
AMT:BCD. Esse comportamento ¢ mantido nas diferentes temperaturas em estudo, permitindo
concluir que a variagdo da temperatura também nao altera o comportamento termodinamico do
sistema AMT:MBCD.

De forma complementar, uma variagdo minima nos valores de AG° também foi observada
para este sistema. A correlagdo linear entre os pontos AH® e —“TAS®, nas temperaturas de 15, 25,

35 e 45 °C, esta apresentada na Figura 4.9. Foi obtido um coeficiente de correlagdo proximo de -1
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(R? =-0,9995), sendo possivel identificar um aumento nos valores de AH® ao passo que o termo
entropico TAS® diminui, evidenciando a existéncia do efeito de compensagado entalpica/entropica.
Esse comportamento contribui para a manuten¢do de valores praticamente constantes de AG®°
mesmo com a variacdo de temperatura, corroborando que a formagdo dos Cls no sistema

AMT:MBCD ¢ termodinamicamente favorecida em toda a faixa de temperatura estudada.
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Figura 4.9 — Grafico de compensag¢ado entalpica/entropica correspondente ao sistema AMT 5,0

mol-L! e MBCD 0,5 mmol-L! nas temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C.

4.1.4. Sistema AMT:HPBCD

Para a andlise da interagdo entre o firmaco AMT e a molécula HPBCD, foi realizada uma
titulacdo a 25 °C, mantendo-se as concentracdes do sistema AMT:BCD. Deste modo, foram
utilizadas uma solugio aquosa de AMT 5,0 mmol-L™! como titulante e uma solugio aquosa de
HPBCD 0,5 mmol-L! como titulado. As curvas de dilui¢io entre o solvente e as solugdes do
titulante e do titulado, as quais foram subtraidas, estdo apresentadas na Figura 4.10(a). A curva
final apresentou um perfil proximo ao de uma sigmoide, com sinais finais de diferenca de fluxo de

calor constantes e proximos de zero (Figura 4.10(b)).
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Figura 4.10 — Perfil de titulagdo a 25 °C: (a) m AMT 5,0 mmol-L! em agua tipo I; m dgua tipo I
em HPBCD 0,5 mmol-L!; m AMT 5,0 mmol-L'em HPBCD 0,5 mmol-L!. (b) Curva final apos

subtragdo dos efeitos de interacdo e ajuste nao-linear.

Adicionalmente, foram realizadas titulacdes a 15, 35 e 45 °C, com as concentragdes
ajustadas, a fim de observar o perfil termodindmico em diferentes temperaturas. Os perfis de cada
titulagdo, apos a subtracao dos efeitos de interacdo e do ajuste ndo linear, estdo apresentados na

Figura 4.11. Os parametros termodinamicos obtidos estdo descritos na Tabela 1.3.
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Figura 4.11 — Curva final para o sistema AMT:HPBCD apos subtracao dos efeitos de interagdo e
ajuste ndo-linear a (a) 15 °C (b) 35 °C e (¢) 45 °C.

Tabela 4.4 — ParAmetros termodinamicos para os sistemas AMT 5,0 mmol-L! em HPBCD 0,5

mmol-L ' a 15, 25, 35 ¢ 45 °C.

T (°C) N Ka AHC / kJmol' TAS°/kJmol! AG°/kJmol!
15 0,5+0,0 7.895,0+106,1 -28,6 £ 0,0 -7,1+0,1 -21,5+£0,0
25 0,5£0,0 6.2750=x7,1 -32,1+0,1 -10,4+£ 0,0 -21,7+0,0
35 0,5+0,0 4.970,0+1414 -36,5+0,2 -14,8 £ 0,1 -21,7+0,1
45 0,5+0,0 3.620,0£0,0 -42,2+0,2 -20,7+0,2 21,6 £0,0

O ajuste das curvas permitiu obter um coeficiente estequiométrico de 0,5 para as quatro
temperaturas em estudo, sendo esse valor correspondente a CIs com estequiometria 1:2
(AMT:HPBCD), assim como observado para o sistema AMT:MBCD. Além disso, verificou-se que
a estequiometria também nao foi influenciada pela variagdo de temperatura neste sistema, dados
os valores constantes de n.

Ao analisar as curvas obtidas a 15, 25, 35 € 45 °C para o sistema AMT:HPBCD, observam-
se perfis proximos ao de uma sigmoide associados a valores de K, elevados, sugerindo uma
interacdo forte entre as espécies. Contudo, assim como observado para o sistema AMT:MBCD,

esses valores sdo relativamente menores do que os estimados para o sistema AMT:BCD. Essa
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diferenca pode ser atribuida a presenca de grupos substituintes na estrutura da molécula
hospedeira, uma vez que a molécula HPBCD ¢ uma CD modificada que possui grupos
hidroxipropil substituindo hidrogénios das hidroxilas primarias ligadas ao C6 de sua estrutura
(Stepniak et al., 2024; Szejtli, 2004). Além disso, foram observados valores similares de K. para
ambos os sistemas envolvendo moléculas de BCD modificadas, nas quatro temperaturas,
corroborando as discussdes anteriores referentes ao fato de que a presenga de grupos substituintes
dificulta a aproximagdo do firmaco AMT em virtude do impedimento estérico.

De forma complementar, foi observado que a interacao entre as espécies ¢ desfavorecida
com o aumento da temperatura, resultando em valores de K. que diminuem a medida que a
temperatura aumenta, comportamento igualmente identificado para os sistemas AMT:BCD e
AMT:MBCD. Além disso, de forma semelhante ao observado para os sistemas AMT:CD e
AMT:MBCD, mesmo com esse desfavorecimento, esses valores permanecem relativamente
elevados, sugerindo a existéncia de fortes interagdes entre 0 AMT e a molécula HPBCD.

O processo de formacdo do CI se mantém espontdneo mesmo com a variacdo da
temperatura, dados os valores negativos de AG°. De forma complementar, além de estequiometria
e valores de K. similares entre os sistemas AMT:MBCD e AMT:HPBCD, também foram
observados valores de AG® semelhantes, com valores proximos de -22,0 kJ-mol!. J4 os valores
negativos de AH® indicam um processo exotérmico nas quatro temperaturas. Além disso, com base
nos resultados apresentados, ao comparar a contribuicao entéalpica dos sistemas envolvendo as CDs
modificadas com o sistema envolvendo a BCD, observa-se uma redugdo desses valores nas quatro
temperaturas, o que pode estar relacionado a modificacdo dos grupos hidroxila.

Apesar da redugdo nos valores de AH® quando comparados ao sistema AMT:BCD, esses
valores ainda indicam com uma alta contribuigao entéalpica. Assim, essa contribui¢do, associada a
valores elevados de Ka, conforme ja discutido, pode estar relacionada a liberacdo das moléculas
de agua presentes na cavidade da molécula hospedeira, juntamente com a formacdo de novas
interagdes intermoleculares entre as espécies. Ja os valores negativos de TAS® podem estar
relacionados a menor liberdade conformacional das espécies apds o processo de inclusdo (Liu;
Guo, 2002; Rekharsky; Inoue, 1998).

Ainda analisando os valores de AH® e TAS®, nota-se uma alta contribui¢do entalpica
associada a valores negativos do termo entropico, de modo que |[AH®| > |TAS®|. Dessa forma, o

processo de formacao dos Cls para o sistema AMT:HPBCD ¢ favorecido entalpicamente, assim
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como ocorre para os sistemas AMT:BCD e AMT:MBCD (INOUE et al., 1992; REKHARSKY e
INOUE, 1998; BOUCHEMAL, 2008). O mesmo comportamento ¢ observado nas temperaturas
de 15, 25, 35 e 45 °C, indicando que, de maneira semelhante aos sistemas anteriores, a variacao de
temperatura também ndo altera o comportamento termodinamico desse sistema.

Adicionalmente, como observado nos sistemas anteriores, verifica-se uma variacao
minima nos valores de AG® para o sistema AMT:HPBCD, sugerindo a existéncia do efeito de
compensag¢do entalpica—entropica no sistema. No grafico de compensagao apresentado na Figura
4.12, é possivel observar uma boa correlagdo linear entre os valores de AH® e —“TAS® (R =-0,9998).
Logo, identifica-se um aumento nos valores de AH® acompanhado por uma diminui¢ao nos valores
de TAS®, sendo um indicativo da existéncia do efeito de compensacdo entalpica—entrdpica no
sistema, mantendo-se os valores de AG® praticamente constantes mesmo com a variagdo de

temperatura.
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Figura 4.12 — Grafico de compensacao entéalpica/entropica correspondente ao sistema AMT 5,0

mol-L! e HPBCD 0,5 mmol-L™! nas temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C.
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4.1.5. Sistema AMT:yCD

Para a analise da interagdo entre o farmaco AMT e a yCD, inicialmente também foi
realizada uma titulagdo a 25 °C, mantendo-se as concentracdes dos sistemas anteriormente
descritos, sendo utilizadas solu¢des aquosas de AMT 5 mmol-L"! como titulante e de yCD 0,5
mmol-L™! como titulado. Entretanto, a diferenca de fluxo de calor resultante apresentou valores
pequenos e com pouca variagao ao longo da titulacao, ndo sendo possivel observar uma curva
definida (Figura 4.13(a)).

Sendo assim, para tentar melhorar os resultados, aumentou-se a concentracdo de AMT
para 10,0 mmol-L!, mantendo-se a concentragdo da yCD em 0,5 mmol-L™!, e uma nova titulagio
foi realizada. Nessas condi¢Oes, embora a diferenca de fluxo de calor tenha aumentado

ligeiramente, ainda era pequena, e a curva obtida ndo estava bem definida (Figura 4.13(b)).
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Figura 4.13 — Perfil de titulacdo a 25 °C de (a) AMT 5,0 mmol-L! em yCD 0,5 mmol-L!; (b)
AMT 10,0 mmol-L! em yCD 0,5 mmol-L™!.
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Desta forma, foi realizada uma nova titulagdo com solugdes aquosas de AMT 30,0
mmol-L! como titulante e de yCD 0,5 mmol-L!. Nessas concentragdes, apos a subtracio das
curvas de diluicdo entre o solvente e as solu¢des de YCD e AMT (Figura 4.14(a)), a curva final

apresentou perfil proximo ao de uma sigmoide, ajustando-se ao modelo matematico aplicado

(Figura 4.14(b)).
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Figura 4.14 — Perfil de titulagdo a 25 °C: (a) m AMT 30,0 mmol-L! em 4gua tipo I; m agua tipo I
em yCD 0,5 mmol-L!; m AMT 30,0 mmol-L'em yCD 0,5 mmol-L"!. (b) Curva final apos

subtragdo dos efeitos de interacdo e ajuste nao-linear.

Apobs o ajuste das concentragdes das solucdes utilizadas, também foram realizadas
titulagdes nas temperaturas de 15, 35 e 45 °C, obtendo-se perfis termodindmicos em diferentes
temperaturas. Os perfis de titulagcdo, ap6s a subtracao dos efeitos de interagdo entre o solvente e as
espécies e o ajuste ndo linear, estdo apresentados na Figura 4.15. Os parametros termodindmicos
obtidos pelo ajuste ndo linear das curvas, nas temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C, estdo descritos

na Tabela 4.5.
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Figura 4.15 — Curva final para o sistema AMT: yCD ap06s subtragao dos efeitos de interagdo e

ajuste ndo-linear a (a) 15 °C (b) 35 °C e (¢) 45 °C.

Tabela 4.5 — ParAmetros termodinamicos para os sistemas AMT 30,0 mmol-L! em yCD 0,5

mmol-L! a 15, 25, 35 e 45 °C.

T (°C) N Ka AHC / KJmol! TAS®/KJmol! AG°/KJmol!
15 4,7+0,1 1.420,0+0,0 -4,3+0,1 13,1+0,1 -17,4+0,0
25  47+0,0 1.1350+7,1 50+0,1 12,4+0,0 17,4£0,0
35 3,6+0,0 536,5+19,8 -8,0+0,0 8,1+0,1 -16,1 £ 0,1
45 22+0,0 491,5+19,8 -11,2+0,0 5,2+0,1 -16,4+0,1
Com base nos resultados obtidos, nas quatro temperaturas, os coeficientes

estequiométricos ndo correspondem a numeros inteiros, sugerindo que equilibrios multiplos
coexistem em solucdo ou que agregados podem estar sendo formados, possivelmente em funcao
da alta concentragao da molécula convidada (De Sousa et al., 2012; Meira et al., 2018; Passos et
al., 2011). Para as temperaturas de 15 e 25 °C foi observado um coeficiente estequiométrico
proximo de 5, sugerindo uma estequiometria de 5:1 (AMT: yCD). No entanto, embora a yCD
possua uma cavidade maior do que a a e a BCD, considerando o tamanho da molécula do farmaco
AMT, ndo ¢ plausivel supor que 5 moléculas de AMT possam estar parcialmente incluidas no

interior da sua cavidade. Desta forma, a hipotese de que agregados moleculares estejam sendo
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formados em solugao ¢ mais factivel do que a inclusao de 5 moléculas do fArmaco na cavidade da
yCD (De Sousa et al., 2012; Park et al., 2022).

Adicionalmente, ao analisar os valores de K, estimados nas temperaturas de 15 e 25 °C
(1.420,0 = 0,0 e 1.135,0 + 7,1, respectivamente), verificaram-se valores relativamente baixos
quando comparados aos valores estimados para os demais sistemas. Essa afinidade mais fraca entre
o AMT e a molécula yCD pode ser atribuida ao maior didmetro da sua cavidade em comparagao
com o tamanho das partes hidrofobicas da molécula de AMT, sugerindo uma interagdo superficial
entre as espécies e ndo uma inclusdo efetiva. Deste modo, € possivel que as moléculas de AMT
interajam predominantemente com a superficie externa da molécula yCD (Morais et al., 2024; Park
etal., 2022).

Com o aumento da temperatura, em 35 e 45 °C, observa-se uma diminui¢do dos
coeficientes estequiométricos (3,6 = 0,0 e 2,2 + 0,0, respectivamente) atrelada a reducao dos
valores de K, (536,5 £ 19,8 ¢ 491,5 + 19,8, respectivamente). Os pequenos valores de K, sugerem
uma interagdo mais fraca entre as espécies nestas temperaturas, o que também ¢ verificado pelo
perfil das curvas (Figura 4.15(b) e 4.15(c)), que ndo apresentam uma inflexdo tdo acentuada
(Turnbull; Daranas, 2003). Deste modo, nota-se que a redugdo do coeficiente estequiométrico
acompanhada pela diminui¢ado da for¢a de interacao entre as espécies corrobora a discussao acima,
sugerindo interagdes superficiais entre a YCD e o farmaco AMT e ndo uma inclusdo efetiva.

Mesmo com valores de Ka mais baixos, o processo ¢ espontaneo e exotérmico nas quatro
temperaturas em estudo, dados os valores negativos de AG® e AH°. De forma complementar, como
o AH® do sistema pode ser atribuido a dessolvatacao parcial das espécies e a formagao de novas
interacdes entre a CD e a molécula hospede, o baixo valor de AH® observado para o sistema, nas
quatro temperaturas, refor¢a a existéncia de interagdes mais fracas entre a yCD e o farmaco AMT.
J& o termo entrdpico se mostrou positivo nas temperaturas estudadas, o que pode estar relacionado
tanto as interacdes superficiais entre as espécies, reforcando a possibilidade de o farmaco estar
interagindo com o exterior da yCD, quanto aos possiveis equilibrios multiplos, aumentando o
nimero de espécies em solugdo (Klotz; Rosenberg, 2008; Liu; Guo, 2002; Rekharsky; Inoue,
1998). Ao analisar os valores de AH® e TAS®, verificam-se valores positivos para o termo entropico
€ negativos para a contribuicao entalpica. Contudo, com o aumento da temperatura, observa-se um
aumento da contribui¢do entdlpica no sistema AMT:yCD, ao passo que, em temperaturas mais

baixas, a contribui¢do entrdpica apresenta maior predominancia.
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Além disso, para este sistema, também nao foram verificadas grandes variagdes no valor
de AG° em fung¢io da temperatura, com valores variando entre -17,4 ¢ -16,1 kJ-mol™!, sugerindo a
existéncia do efeito de compensagdo entdlpica/entropica para o sistema. A correlagdo linear entre
os valores de AH® e “TAS® das temperaturas de 15, 25, 35 ¢ 45 °C esta apresentada na Figura 4.16,
sendo obtido um coeficiente de correlagdo proximo de -1 (R =-0,9945). Observa-se, assim, uma
compensacgado entre os valores de entalpia e entropia, o que reforca a possibilidade do efeito de

compensag¢do entalpica/entropica, sendo este responsavel pela manutengio dos valores de AG°®.
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Figura 4.16 — Grafico de compensagao entalpica/entropica correspondente ao sistema AMT 30,0

mol-L! e yCD 0,5 mmol-L! nas temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C.

Com base nos resultados apresentados, o sistema supramolecular mais
termodinamicamente favoravel ¢ o AMT:BCD, com valores de AG® proximos de -25,0 kJ-mol!
nas quatro temperaturas em estudo, indicando maior afinidade e estabilidade desse sistema em
comparagdo com os demais. Os sistemas AMT:MBCD e AMT:HPBCD apresentaram valores de
AG® menos negativos do que o observado para o sistema envolvendo a BCD nao modificada, com
valores proximos de -22,0 kJ-mol™!, o que pode ser atribuido a presenca de grupos substituintes,
os quais podem dificultar a interagdo entre as espécies e, consequentemente, reduzir a estabilidade
desses sistemas. Ja o sistema AMT:yCD se mostrou o menos favoravel do ponto de vista

termodinamico, apresentando valores de AG® ainda menos negativos, proximos de -17,0 kJ-mol ™.
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Esse comportamento pode ser atribuido ao maior didmetro da cavidade da yCD, que dificulta a
interacdo efetiva do farmaco AMT com a cavidade da molécula hospedeira, resultando em menor
estabilidade do sistema.

De forma complementar, o sistema AMT:BCD apresentou ndo apenas os maiores valores
de K, em comparagdo com os demais sistemas estudados, indicativo de interagdes mais fortes entre
as espécies, como também valores mais negativos de AH®, reforcando a maior estabilidade desse

sistema em relagao aos demais.

4.2. Liofilizacdo dos compostos de inclusio

A liofilizagao ¢ um método amplamente aplicado no preparo e na obtencao de compostos
de inclusdo em estado sélido, sendo descrito em diversos estudos publicados na literatura nos
ultimos anos (De Paula et al., 2012a; De Sousa et al., 2008b; Meira et al., 2018; Morais et al.,
2017; Passos et al., 2011; Vieira et al., 2023). Esse método consiste na remo¢ao do solvente de
uma solu¢do previamente congelada, por meio de sublimagdo. A baixa temperatura utilizada no
método de liofilizagdo minimiza a perda de moléculas altamente volateis, reduz os riscos de
degradacao térmica das moléculas hospede e hospedeira e pode contribuir para a estabilidade dos
compostos formados, uma vez que temperaturas elevadas podem provocar a dissociacao das
espécies (Del Valle, 2004; Hedges, 1998; Passos et al., 2013).

Embora seja amplamente empregado na rotina de laboratorios de pesquisa, a liofilizagdo
como método de secagem apresenta limitagdes do ponto de vista de aplicagdo em escala industrial,
tais como o elevado tempo de processamento e o alto custo energético. Essas limita¢des tornam-
se mais relevantes quando as moléculas hospedes apresentam solubilidade limitada em é4gua,
exigindo grandes volumes de solvente na etapa de solubilizagdo, o que aumenta o tempo de
congelamento e secagem e, consequentemente, o custo efetivo do processo em escalonamento.
Alternativamente, outros processos t€m sido utilizados, mas sdo, em geral, mais caros do ponto de
vista de equipamento e possuem restricdes a alguns tipos de solvente (Passos et al., 2013).

Desse modo, o método de liofilizagdo foi utilizado no preparo dos Cls em estado sélido
para os sistemas envolvendo as CDs BCD, MBCD, HPBCD e yCD como moléculas hospedeiras e
o farmaco AMT como molécula hospede (AMT:BCD, AMT:MBCD, AMT:HPBCD e AMT:yCD).

Para o sistema envolvendo a aCD como molécula hospedeira, o CI no estado s6lido nao foi
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preparado, uma vez que nao foram observadas interacdes entre as espécies nos experimentos de

ITC. Os compostos obtidos no estado solido apresentaram aspecto de algodao e coloragdo branca,

caracteristicas compativeis com o esperado.

4.3.

Caracterizacio por espectroscopia na regiao do infravermelho

Os ClIs preparados pelo método de liofilizacdo foram analisados por espectroscopia

vibracional na regiao do infravermelho, utilizando o acessoério ATR — Attenuated total reflectance

(FTIR-ATR). Esse acessorio permite rapida amostragem, sem a necessidade de utiliza¢do de

diluentes solidos. Adicionalmente, as misturas fisicas, preparadas a partir da simples

homogeneizagao das CDs com o farmaco, também foram analisadas por FTIR-ATR. Essa técnica

foi empregada tanto para avaliar possiveis modificacdes nos modos vibracionais dos Cls em

relagdo aos espectros das moléculas precursoras, fornecendo indicios de inclusdo, quanto para

comparar a eficiéncia do processo de liofilizagdo na formagdo dos Cls em relagdo as misturas

fisicas preparadas (Mura, 2015). Os espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho, obtidos por

FTIR-ATR para as moléculas hospedeiras BCD, yCD, MBCD e HPBCD, estdo apresentados nas

Figuras 4.17, 4.18, 4.19 e 4.20, respectivamente.
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Figura 4.19 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para
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MBCD.
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Figura 4.20 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para
HPBCD.

Como a MBCD e a HPBCD sao derivadas da BCD, obtidas a partir da substituicao do
hidrogénio das hidroxilas do C6é por grupos metil e hidroxipropil, respectivamente, ambas
apresentam espectros semelhantes aos das CDs naturais. Os espectros da MBCD e da HPBCD
diferem dos espectros das CDs naturais principalmente pela presenga de bandas mais intensas
atribuidas ao v(C—H), em decorréncia dos grupos metil e hidroxipropil, respectivamente. Os
principais modos vibracionais foram atribuidos a partir da andlise dos espectros da BCD, yCD,
MBCD e HPBCD e estdo apresentados na Tabela 4.6. As atribui¢des dos principais modos
vibracionais para as quatro CDs estdo em concordancia com dados previamente publicados na

literatura (Khan et al., 2023; Neacsu, 2018; Vieira et al., 2023; Zhang et al., 2022a).
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Tabela 4.6 — Atribui¢do das principais bandas dos espectros de absor¢ao na regiao do

infravermelho para a BCD, yCD, HPBCD e MBCD.

Ciclodextrinas Regides (cm™) Atribui¢es
BCD 3202
yCD 3280
v (O—H)
MPBCD 3400
HPBCD 3360
BCD 2924
yCD 2927
v (C-H)
MBCD 2925 ¢ 2835
HPBCD 2972 ¢ 2930
BCD 1412 - 1204
yCD 1409 — 1205
5(C—H)
MBCD 1457 — 1297
HPBCD 1456 — 1243
BCD 1020
yCD 1019
v (C-0-C)
MPCD 1012
HPBCD 1010

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho do farmaco AMT, obtido por FTIR-

ATR, pode ser observado na Figura 4.21, enquanto as atribui¢des dos principais modos

vibracionais encontram-se descritas na Tabela 4.7.
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Figura 4.21 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para o
farmaco AMT.

Tabela 4.7 — Atribuicdo das principais bandas do espectro de absor¢ao na regido do

infravermelho para o farmaco AMT.

Regides (cm™) Atribuicdes
3064 v (C—H) de aromatico
2925 e 2427 v (C-H) e (C—H>) simétrico e assimétrico
2548 e 2427 v (N-H")
1635 — 1568 Vibragoes (C=C) de aromatico
1485 o (C-H)
1441 v (C=C) de aromatico
1160 v(C-N)

Uma vez atribuidos os principais modos vibracionais de cada uma das espécies livres,
foram realizadas comparacdes qualitativas entre esses espectros € os correspondentes aos Cls. A

comparacdo entre os espectros permite identificar perturbagdes nos modos vibracionais das
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moléculas precursoras, as quais podem estar associadas ao processo de inclusdo, sugerindo
possiveis interacdes entre as espécies. Contudo, ¢ importante salientar que a técnica de FTIR nao
confirma, de forma conclusiva, a formagao de ClIs, visto que sistemas supramoleculares sio
baseados em interacdes intermoleculares que podem ser fracas, como interacdes hidrofobicas e
forcas de Van der Waals. Dessa forma, a técnica nao possui sensibilidade suficiente para detectar
com precisdo alteracdes sutis nesses sistemas (Gontijo et al., 2015; Mura, 2015).

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho, obtidos por FTIR-ATR para as
moléculas livres, juntamente com os espectros dos Cls e de suas respectivas misturas fisicas,
referentes aos sistemas envolvendo BCD, yCD, MBCD, HPBCD, estao apresentados nas Figuras
4.22,4.23,4.24 ¢ 4.25, respectivamente.
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Figura 4.22 — Espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para (a)

AMT, (b) BCD, (¢) CI AMT:BCD e (d) MF AMT:BCD.
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Figura 4.23 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para (a)
AMT, (b) yCD, (¢) CI AMT: yCD e (d) MF AMT: yCD.
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Figura 4.24 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para (a)
AMT, (b) MBCD, (¢) CI AMT:MBCD e (d) MF AMT:MBCD.
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Figura 4.25 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para (a)
AMT, (b) HPBCD, (¢) CI AMT:HPBCD e (d) MF AMT:HPBCD.
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A partir de uma andlise comparativa entre os espectros, nao foi observada a presencga de
bandas atribuidas aos modos vibracionais da molécula do farmaco AMT nos espectros dos Cls
AMT:BCD, AMT:yCD, AMT:MBCD e AMT:HPBCD. Além disso, comparando os espectros das
CDs livres com aqueles dos respectivos Cls, ndo foram identificadas alteragdes expressivas nas
bandas atribuidas aos modos vibracionais das CDs (Figuras 4.22, 4.23, 424 e 4.25,
respectivamente). Dessa forma, ndo foi possivel determinar, de maneira conclusiva, a existéncia
de perturbagdes nos modos vibracionais desses sistemas.

Portanto, verificou-se que, embora a técnica de FTIR-ATR tenha sido eficaz para auxiliar
na caracterizacdo de outros sistemas supramoleculares envolvendo CDs e diferentes moléculas
hospedes, conforme reportado na literatura, ela ndo se mostrou sensivel o suficiente para a
caracterizacdo dos sistemas estudados neste trabalho (De Paula et al., 2012; Meira et al., 2018;
Paduraru et al., 2013; Passos et al., 2012).

De forma complementar, ao analisar os espectros das misturas fisicas, denominadas MF
AMT:BCD, MF AMT: yCD, MF AMT:MBCD e MF AMT:HPBCD, ¢ possivel observar a presenca
de bandas atribuidas tanto aos modos vibracionais das CDs quanto aos do fArmaco AMT, sem a
ocorréncia de alteragdes expressivas. No espectro de MF AMT:BCD (Figura 4.22), observa-se com
clareza a presenca de bandas intensas atribuidas tanto ao AMT quanto a BCD, diferentemente do
espectro de MF AMT:yCD (Figura 4.23), no qual sdo observadas bandas mais intensas atribuidas
ao farmaco AMT, enquanto as bandas referentes a yCD sdo mais sutis. Esse comportamento pode
estar associado a razao estequiométrica de 5:1 (AMT: yCD) utilizada no preparo da amostra, visto
que a maior quantidade de AMT presente pode favorecer a predominancia dessa espécie quimica
no espectro. Comportamento semelhante ¢ observado nos espectros de MF AMT:MBCD e MF
AMT:HPBCD, que foram preparadas utilizando razao estequiométrica de 1:2 (AMT:CD), nos
quais se observa a presencga de bandas atribuidas ao v (N-H") do farmaco AMT em 2548 ¢ 2427
cm’!, porém com baixa intensidade (Figuras 3.24 e 3.25, respectivamente). Para melhor
visualiza¢io dessas bandas de baixa intensidade, uma expansio da regido de 3000 — 1500 cm™! dos

espectros de MF AMT:MBCD e MF AMT:HPBCD ¢ apresentada na Figura 4.26.
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Figura 4.26 — Expansio da regido de 3000 — 1500 cm™ dos espectros de absorcio na regido do

infravermelho obtidos por FTIR-ATR para (a) MF AMT:MBCD e (b) MF AMT:HPBCD.

Logo, com base nas discussdes apresentadas, os espectros das misturas fisicas podem ser
considerados como uma soma das bandas caracteristicas das moléculas precursoras, sendo
evidente a sobreposicdo dos modos vibracionais das moléculas hospede e hospedeira. Esse
comportamento sugere que ndo ocorre interacao entre as espécies a partir desse método de preparo
(Abarca et al., 2016; Passos et al., 2012; Vieira et al., 2023).

E importante ressaltar que, embora os resultados de ITC e FTIR fornegam indicios de
formacao de CIs, essas técnicas, isoladamente, ndo permitem confirmar estruturalmente a
efetividade da inclusdo. Nesse contexto, a técnica de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear destaca-se como uma ferramenta fundamental tanto para a confirmagao da inclusdo quanto

para a elucidacdo estrutural do composto formado.

4.4. Caracterizacao por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) constitui uma das principais
técnicas para a investigacao de compostos de inclusdo, uma vez que permite avaliar de forma direta
a efetividade da inclusdo e fornecer informacdes detalhadas sobre os sitios de interacao entre a
molécula héspede e a cavidade da CD (Mura, 2014; Schneider et al., 1998). Nesse contexto,
experimentos de RMN uni- e bidimensionais foram empregados com o objetivo de confirmar a

formacdo dos compostos de inclusdo que apresentaram interacdo, conforme evidenciado nos
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experimentos de ITC, envolvendo o farmaco AMT e as CDs BCD, MBCD, HPBCD e yCD.
Adicionalmente, esses experimentos permitiram elucidar os modos de interacdo estabelecidos
entre as espécies envolvidas.

Para as CDS estudadas, ndo foi necessaria uma discussdo detalhada dos espectros de
RMN 'H, uma vez que essas atribui¢des ji s3o muito bem descritas na literatura para diferentes
solventes. No trabalho de Schneider (1998), os deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios das
CDs naturais (aCD, BCD e yCD) foram identificados utilizando D,O e DMSO-ds como solventes.
Nos experimentos de RMN 'H para BCD a 400 MHz, em D;O, o autor demonstrou que os
hidrogénios internos da cavidade, H3, H5 e H6, apresentam valores de 6 proximos a 3,58, 3,47 e
3,48 ppm, respectivamente, enquanto os hidrogénios externos, H1, H2 e H4, apresentam valores
de o proximos a 4,68, 3,26 e 3,19 ppm, respectivamente. Ja os hidrogénios das hidroxilas primarias
e secundarias ndo sdo observados no espectro quando o solvente utilizado ¢ o D>0, devido a troca
com os atomos de deutério do solvente. Valores semelhantes foram reportados pelo autor para a
vYCD, nas mesmas condi¢des, com diferengas minimas nos valores de 6 dos hidrogénios externos
e internos (Schneider et al., 1998). Como a MBCD e a HPBCD sdao CDs derivadas da BCD e
mantém o esqueleto glicosidico, as atribui¢des descritas acima podem ser, de modo geral,
estendidas a essas CDs modificadas. A representacdo estrutural de um mondmero glicosidico da

CD, indicando os hidrogénios internos e externos, esta apresentada na Figura 4.27.

Figura 4.27 — Representacdo estrutural do mondmero glicosidico da CD com respectiva

identificacdo dos hidrogénios (azul) e carbonos (vermelho).
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Os hidrogénios do farmaco AMT livre foram atribuidos com base em uma andlise
conjunta de experimentos de RMN uni- e bidimensionais. O espectro de RMN de 'H do AMT,
obtido a 600 MHz em D-0, juntamente com a numeracao adotada para a atribui¢do dos sinais, esta

apresentado na Figura 4.28.
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Hidrogénios aromiticos
H eH”
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CH,x 4
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Figura 4.28 — Espectro de RMN de 'H do AMT a 600 MHz em D-O.

1.0000

A partir do espectro de RMN de 1H, observa-se que a soma das integrais dos sinais
corresponde ao numero total de hidrogénios presentes na molécula, corroborando a
consisténcia das atribuicdes realizadas. Os hidrogénios aromaticos dos anéis benzénicos do
sistema triciclico sdo observados como multiplos sinais na regido de campo baixo, entre 6,80
e 7,3 ppm, apresentando padrdes de multiplicidade compativeis com os acoplamentos tipicos
de sistemas aromaticos condensados. O hidrogénio associado a ligagdo dupla do anel central
(=CH-) ¢ observado em regido intermediaria do espectro, em 5,65 ppm, apresentando um
padrao de multiplicidade compativel com um tripleto, decorrente do acoplamento com dois
protons vizinhos. Os hidrogénios metilénicos (—CH>—) da cadeia lateral e do anel central
aparecem na regido de campo alto, na regido entre 2,31 e 3,20 ppm, formando multiplos sinais

sobrepostos. Os grupos metil ligados ao nitrogénio da amina terciaria (N—CH3s) originam um
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sinal intenso na regiao de & 2,59 ppm, caracteristico de grupos metil adjacentes a atomos de
nitrogénio em aminas terciarias.

Com base nas atribui¢des dos hidrogénios do firmaco AMT e considerando as atribui¢des
dos hidrogénios das diferentes CDs ja bem elucidadas na literatura, conforme discutido
anteriormente, foi possivel avaliar a formacdo dos compostos de inclusio AMT:BCD,
AMT:MBCD, AMT:HPBCD e AMT: yCD. Para esse fim, os sistemas foram analisados por
meio da combinagdo de experimentos de RMN de 1H e NOESY 1H-1H.

4.4.1. Sistema AMT:BCD

O espectro de RMN de 'H do sistema supramolecular AMT:BCD foi obtido a 600 MHz,
utilizando DO como solvente. A Figura 4.29 apresenta, em (a), o espectro de RMN de 'H do CI
AMT:BCD, no qual estdo indicadas as atribui¢des dos sinais referentes tanto aos hidrogénios da
BCD quanto aos do farmaco AMT, enquanto em (b) ¢ apresentado o espectro do AMT livre,
utilizado como referéncia para a analise comparativa.

A comparagio entre o espectro de RMN de 'H do AMT livre e aquele obtido para o
sistema AMT:BCD evidencia alteracdes notaveis nos valores de 8 dos sinais atribuidos ao farmaco.
No espectro do AMT livre, os hidrogénios aromaticos sdo observados na faixa de 6,85 a 7,30 ppm,
enquanto no espectro do CI AMT:BCD esses sinais passam a aparecer entre 6,95 e 7,50 ppm. De
forma semelhante, o hidrogénio associado a ligacao dupla do anel central (=CH-), observado em
5,65 ppm no farmaco livre, desloca-se para 5,92 ppm no espectro do CI. Alteragdes também sao
observadas nos sinais atribuidos aos hidrogénios metilénicos (—CH>—) da cadeia lateral e do anel
central, cuja regido espectral passa de 2,31-3,20 ppm no AMT livre para 2,58-3,38 ppm nesse
sistema, bem como para os grupos metil ligados ao nitrogénio da amina tercidria (N—CHs), cujo
sinal se desloca de 2,59 para 2,82 ppm. Essas variagdes nos valores de & refletem mudancas no
ambiente quimico dos diferentes grupos da molécula de AMT decorrentes da interagdo com a BCD
em solucdo aquosa. Dessa forma, os resultados de RMN de 'H sugerem ocorréncia de interagdes
intermoleculares entre 0 AMT e a BCD, estando em concordancia com os dados obtidos por ITC,
os quais indicaram a existéncia de interagdo entre as espécies. A elucidagdo do modo de inclusdo

e da proximidade espacial entre as espécies serd discutida a partir dos experimentos de RMN 2D.
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Figura 4.29 — Espectros de RMN de 'H do (a) CI AMT:BCD e do (b) AMT a 600 MHz em D-O,

com as respectivas atribui¢cdes dos sinais de hidrogénio.

Adicionalmente, a expansdo das regides espectrais correspondentes aos hidrogénios
metilénicos do sistema AMT:BCD (Figura 4.30) evidencia a ocorréncia de duplicidade de sinais
no espectro de RMN de 'H quando comparado ao formaco livre. Esse comportamento tem sido
frequentemente associado a capacidade de enantioreconhecimento da PCD em sistemas
envolvendo moléculas quirais (Napiorkowska; Szeleszczuk, 2024; Schneider et al., 1998). O AMT

¢ descrito na literatura como uma molécula que apresenta quiralidade inerente, decorrente da
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curvatura do nucleo triciclico e da presenga da dupla ligagdo exociclica, a qual restringe a livre
rotagcdo da cadeia lateral em relagcdo ao sistema de anéis, resultando na auséncia de elementos de
simetria na molécula. Quando utilizado na forma de mistura racémica, o AMT pode formar Cls
diastereoméricos ndo equivalentes ao interagir com a cavidade hidrofébica e quiral da BCD, que ¢
uma CD homociral (Castiglione et al., 2017; Di Pietro; Ferro; Mele, 2020). A coexisténcia desses
compostos em solucdo resulta na diferenciacdo dos ambientes quimicos associados a hidrogénios
equivalentes no farmaco livre. Como consequéncia, esses sinais passam a apresentar o distintos,
manifestando-se experimentalmente como a duplicidade de sinais observada no espectro de RMN
de 'H do CI, comportamento ja relatado para o sistema AMT:BCD na literatura (Castiglione et al.,
2017). Dessa forma, a duplicidade observada para o sistema AMT:BCD ¢ consistente com a

formagdo de Cls diastereoméricos ndo equivalentes em solugao.

a)

34 32 30 28 26 2.4
32 30 28 26 24 22

Figura 4.30 — Expansdes dos espectros de RMN de 'H (600 MHz em D,0) do (a) CI AMT:BCD

e do (b) AMT livre, na regido correspondente aos hidrogénios metilénicos.

Para investigar de forma mais detalhada a proximidade espacial entre as moléculas de
AMT e BCD e elucidar o modo de inclusdo, foram realizados experimentos de RMN 2D 1H — 1H

NOESY. Esses experimentos permitem identificar as correlagdes espaciais a curta distancia entre
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os hidrogénios das moléculas hospede e hospedeira, confirmando a inclusdo (Mura, 2014;

Schneider et al., 1998). O mapa de correlagao espacial do CI AMT:BCD esté apresentado na Figura
4.31.
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Figura 4.31 — Mapa de correlagio de RMN 2D-NOESY 'H — 'H do CI AMT:BCD a 600 MHz

em D»O.

No mapa de correlagio 2D-NOESY 'H — 'H foram observadas manchas de correlagio a
curta distancia entre os hidrogénios aromaticos do AMT (H’ e H”’) e os hidrogénios internos da
CD. Essas correlagdes confirmam a inclusao do farmaco na cavidade da BCD e indicam que a
inclusao pode ocorrer por ambos os anéis aromaticos da molécula do AMT. Os dados de ITC para
esse sistema apresentaram coeficientes estequiométricos fracionados, sugerindo a existéncia de
multiplos equilibrios em solug¢do. Dessa forma, pode-se supor que compostos com diferentes
modos de inclusdao, bem como compostos com distintas estequiometrias, coexistem em solug¢dao. A
intensidade das correlagdes observadas no espectro NOESY indica interagdes proximas e bem
definidas, consistentes com os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de 'H.
Esses resultados corroboram os dados obtidos por ITC, que apontam para uma afinidade elevada
e uma interagdo termodinamicamente favoravel entre o AMT e a BCD. Com base na analise

conjunta dos dados de RMN e ITC, € proposto um modelo estrutural representativo para o sistema
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AMT:BCD, ilustrado na Figura 4.32, no qual sdo sugeridos os modos de inclusdo e as

estequiometrias predominantes.

C

/CHS

Figura 4.32 — Representacdo esquematica dos modos de inclusdo e das estequiometrias

sugeridas para o sistema AMT:BCD.

4.4.2. Sistema AMT:MBCD

Os espectros de RMN de 'H do sistema AMT:MBCD e do farmaco AMT livre, obtidos a
600 MHz em DO, encontram-se apresentados na Figura 4.33(a) e (b), respectivamente. O espectro
do farmaco livre foi empregado como padrao de comparacao, e no espectro correspondente ao CI
¢ possivel identificar os sinais atribuidos tanto a CD modificada quanto a molécula de AMT,

permitindo uma andlise detalhada das modificacdes espectrais.

86



H3, H5, H6, H2 e H4 HG e H7 (AMT)

(MBCD)
. HCI
)
5 CH;
H’ e H” (AMT)
H1, H2,
H4 e HS
H1
(MPCD) (AMT)
H3 (AMT) {_1_ —

1} bv\_ -
8 7 6 5 4 3 2

b)

| A A

8 7 6 s 4 3 2

Figura 4.33 — Espectros de RMN de 'H do (a) composto de inclusio AMT:MBCD e do (b)

AMT a 600 MHz em D>0O, com as respectivas atribuicdes dos sinais de hidrogénio.

A analise comparativa entre o espectro de RMN de 'H do AMT livre e aquele obtido para
o sistema AMT:MBCD revela modificagdes consistentes nos deslocamentos quimicos dos sinais
atribuidos ao farmaco. Os hidrogénios aromaticos, que no AMT livre aparecem na regiao de 6,85—
7,30 ppm, passam a ser observados entre 6,89 — 7,40 ppm na presenca da MBCD. Alteragdes
semelhantes sdo verificadas para o hidrogénio vinilico do anel central (=CH-), cujo sinal sofre um

deslocamento de 5,65 ppm para 5,79 ppm nesse sistema. Os hidrogénios metilénicos (—~CHz-),

87



tanto da cadeia lateral quanto do anel central, também apresentam variagdes nos valores de 0,
deslocando-se da faixa de 2,31-3,20 ppm para 2,44-3,21 ppm, assim como os grupos N—CHs da
amina terciaria, cujo sinal passa de 2,59 ppm para 2,71 ppm. Essas mudangas refletem
modifica¢cdes no ambiente quimico da molécula de AMT decorrentes de sua interacdo com a
MBCD em solugao, sugerindo a ocorréncia de interagdes intermoleculares, em concordancia com
os resultados obtidos por ITC. A natureza dessas interagdes € o modo de associacdo entre as
espécies serdo discutidos com base nos experimentos de RMN 2D.

De forma adicional, esse sistema apresentou comportamento semelhante ao observado
para o sistema AMT:BCD, evidenciado pela duplicacdo dos sinais atribuidos aos hidrogénios
metilénicos da molécula de AMT, em decorréncia da formagao de espécies diastereoméricos nao
equivalentes. Esse efeito pode ser claramente observado na Figura 4.34, que apresenta a expansao
das regides espectrais correspondentes a esses hidrogénios. A capacidade de CDs modificadas em
promover o enantioreconhecimento de moléculas quirais encontra respaldo em estudos
previamente descritos na literatura, o que reforga a interpretacao dos resultados observados neste

sistema (Nascimento et al., 2014; Rogez-Florent et al., 2015).

a)

32 3.0 28 26 24
32 3.0 28 26 24 22

0

Figura 4.34 — Expansdes dos espectros de RMN de 'H (600 MHz em D,0) do (a) CI
AMT:MBCD e do (b) AMT livre, na regido correspondente aos hidrogénios metilénicos.
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No mapa de correlagdo espacial 2D '"H-'H NOESY do sistema AMT:MBCD (Figura
4.35), observam-se manchas de correlagdes a curta distdncia entre os hidrogénios aromaticos da
molécula de AMT e os hidrogénios internos da CD, evidenciando a proximidade espacial entre
essas regides da molécula do farmaco e a cavidade da MPBCD. Tais correlagcdes confirmam a
formacdo do CI e indicam que a interacdo ocorre predominantemente por meio dos anéis

aromaticos do AMT, os quais se encontram inseridos na cavidade hidrofobica da MBCD.
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Figura 4.35 — Mapa de correlagio de RMN 2D-NOESY 'H — 'H do CI AMT:MBCD a 600 MHz

em D»O.

Quando comparadas as correlagdes observadas para o sistema AMT:BCD, as manchas de
correlagao do sistema AMT:MBCD apresentam menor intensidade, sugerindo interagdes espaciais
menos pronunciadas entre o farmaco e a cavidade da CD. Esse comportamento estd em
concordancia com os dados calorimétricos obtidos por ITC, que indicam valores de K, inferiores
para os sistemas envolvendo as CDs modificadas em relagdao ao envolvendo a BCD, ainda que a
afinidade observada entre o AMT e essas CDs permaneca elevada quando comparada a sistemas
analogos descritos na literatura.

A menor intensidade das correlagdes observadas, aliada aos valores mais baixos de K, em

comparacao ao sistema AMT:BCD, reforca a interpretacdo de que, embora a interagdo com a
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MBCD seja termodinamicamente favoravel, ela ¢ menos intensa do que aquela estabelecida com a
BCD natural. Conforme ja discutido, esse comportamento pode estar associado a presenga dos
grupos substituintes na estrutura da MBCD, uma vez que grupos mais volumosos na molécula
hospedeira podem dificultar a aproximag¢dao do hospede a cavidade, em decorréncia de
impedimento estérico.

Adicionalmente, os dados de ITC para o sistema AMT:MBCD revelam uma
estequiometria bem definida de 1:2 (AMT:MBCD), sugerindo a formacao de Cls nos quais uma
molécula de AMT interage simultaneamente com duas moléculas de CD. A analise conjunta dos
resultados de RMN e ITC permite, assim, propor um modelo estrutural representativo para o
sistema AMT:MBCD, no qual sdo considerados os modos de inclusdo predominantes e a

estequiometria observada em solucdo. Esse modelo ¢ ilustrado na Figura 4.36.

Figura 4.36 — Representacdo esquematica dos modos de inclusdo e da estequiometria sugerida

para o sistema AMT:MBCD.
4.4.3. Sistema AMT:HPBCD
Os espectros de RMN de 'H do sistema AMT:HPBCD e do farmaco AMT, obtidos a 600
MHz em D:0, estdo apresentados na Figura 4.37 (a) e (b), respectivamente, com as atribuigdes

dos sinais referentes aos hidrogénios da HPBCD e aos do farmaco AMT. O espectro do farmaco

livre foi utilizado como referéncia para a analise comparativa com o espectro do CIL.
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Hidrogénio do grupo
hidroxipropil
H6 e H7 (AMT) (HPBCD)
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Figura 4.37 — Espectro de RMN de 'H do (a) composto de inclusio AMT:HPBCD e do (b)

AMT a 600 MHz em D,O, com as respectivas atribui¢des dos sinais de hidrogénio.

A comparagio dos espectros de RMN de 'H do AMT livre e do sistema supramolecular
também evidencia alteragdes nos deslocamentos quimicos dos sinais do farmaco, indicando
mudangas em seu ambiente quimico em solucdo. Os sinais correspondentes aos hidrogénios
aromaticos do AMT, originalmente localizados entre 6,85 e 7,30 ppm, sdo observados na regido
de 6,91-7,40 ppm na presenca da HPBCD. O hidrogénio associado a ligacao dupla do anel central

apresenta deslocamento de 5,65 ppm para 5,82 ppm, enquanto os sinais dos hidrogénios
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metilénicos (—CH>—) sofrem variagdes da faixa original de 2,31-3,20 ppm para 2,48-3,26 ppm.
Alteragdes também sao observadas para os grupos N—CHs, cujo sinal se desloca de 2,59 ppm para
2,69 ppm. Em conjunto, essas variagdes nos valores de ¢ indicam a ocorréncia de interagdes
intermoleculares entre 0 AMT e a HPBCD, em consonancia com os dados calorimétricos de ITC,
que apontam para a existéncia de interagcdo entre as espécies em solugdo aquosa. A caracterizagao
mais detalhada do modo de inclusdo sera aprofundada a partir dos experimentos de RMN 2D.
Seguindo o mesmo padrao observado para os sistemas AMT:CD e AMT:MBCD, o
sistema AMT:HPBCD também apresenta duplicagdo dos sinais atribuidos aos hidrogénios
metilénicos da molécula de AMT no espectro de RMN de 'H, indicando a formagdo de espécies
ndo equivalentes em solucdo. Esse efeito pode ser visualizado na Figura 4.38, que apresenta a
ampliagdo das regides espectrais associadas a esses hidrogénios, evidenciando um comportamento

andlogo ao observado para sistemas discutidos anteriormente.

ol
L

. 1

Figura 4.38 — Expansdes dos espectros de RMN de 'H (600 MHz em D;0) do (a) CI
AMT:HPBCD e do (b) AMT livre, na regido correspondente aos hidrogénios metilénicos.

Por fim, a andlise do mapa de correlagao 2D 'H-'H NOESY do sistema AMT:HPBCD,

apresentado na Figura 4.39, revela a presenga de correlagdes espaciais de curto alcance entre os
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hidrogénios aromaticos do farmaco e os hidrogénios localizados no interior da cavidade da
HPBCD, de forma similar ao observado para os sistemas discutidos anteriormente. A ocorréncia
dessas correlagdes evidencia a proximidade entre a molécula de AMT e a CD, confirmando a
formagdo do CI. Esses resultados indicam que o processo de inclusdo envolve predominantemente

os anéis aromaticos do AMT.
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Figura 4.39 — Mapa de correlagdo de RMN 2D-NOESY 'H — 'H do CI AMT:HPBCD a 600
MHz em D;O.

De modo semelhante ao observado para o sistema AMT:MBCD, as correlagdes
observadas para o sistema AMT:HPBCD apresentam menor intensidade quando comparadas
aquelas do sistema envolvendo a BCD natural, sugerindo interagdes espaciais menos pronunciadas
entre o firmaco e a cavidade da CD modificada. Esse comportamento esta em concordancia com
os dados obtidos por ITC, os quais também indicaram valores de K, inferiores aos evidenciados
para o sistema AMT:BCD, ainda que a afinidade entre 0 AMT e a HPBCD também permaneca
elevada quando comparada a sistemas andlogos descritos na literatura. Como ja discutido para o
sistema AMT:MBCD, essa diferenga pode estar relacionada a presenca de grupos hidroxipropil na
estrutura da CD, os quais podem influenciar o0 modo de inclusdo do fAirmaco e a intensidade da
interagcdo hospede—hospedeiro em decorréncia de impedimento estérico.
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Adicionalmente, os experimentos de ITC realizados para o sistema AMT:HPBCD
indicam uma estequiometria compativel com a formacao de CIs com estequiometria 1:2, ou seja,
compostos formados a partir de uma molécula de AMT estabelecendo interagdes simultaneas com
duas unidades de CD. Esse comportamento ¢ coerente com aquele observado para o sistema
contendo MBCD, sugerindo um padrao de associagdo semelhante entre o farmaco e as CDs
modificadas. Dessa forma, a correlagdo entre os resultados obtidos por RMN e ITC possibilita
propor uma representacdo estrutural para o sistema AMT:HPBCD em solugdo, conforme

apresentado na Figura 4.40.

Figura 4.40 — Representacao esquematica dos modos de inclusdo e da estequiometria sugerida

para o sistema AMT:HPBCD.

4.4.4. Sistema AMT: yCD

O espectro de RMN de 'H do sistema AMT: yCD foi obtido a 600 MHz, utilizando D,0O
como solvente. O referido espectro € apresentado na Figura 4.41(a), juntamente com as respectivas
atribuicdes de sinais de hidrogénio da yCD e do AMT. Para fins de comparacao, a Figura 4.41(b)
apresenta o espectro de RMN de 'H do farmaco AMT, utilizado como referéncia para a anlise do

espectro do sistema AMT: yCD.
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Figura 4.41 — Espectro de RMN de 'H do (a) composto de inclusdio AMT: yCD e do (b) AMT a

600 MHz em D>O, com as respectivas atribuigdes dos sinais de hidrogénio.

Para o sistema AMT:yCD, a comparagio entre o espectro de RMN de 'H do AMT livre e

aquele obtido na presenca da yCD também evidencia alteragdes nos valores de o dos sinais

atribuidos ao farmaco, embora, em geral, menos pronunciadas quando comparadas aos sistemas

contendo BCD e CDs modificadas. Os hidrogénios aromaticos do AMT, originalmente observados

na faixa de 6,85—7,30 ppm, passam a aparecer entre 6,89 e 7,30 ppm no sistema AMT:yCD. O

sinal do hidrogénio vinilico do anel central apresenta deslocamento de 5,65 ppm para 5,71 ppm,
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enquanto os hidrogénios metilénicos (—CH>—) exibem variac¢des da regido de 2,31-3,20 ppm para
2,39-3,26 ppm. Alteragdes sutis também sdo observadas para os grupos N—-CHs, com
deslocamento de 2,59 ppm para 2,64 ppm. Essas modificacdes nos valores de 6 indicam a
ocorréncia de interagdes entre o AMT e a yCD em solugdo aquosa, em concordancia com 0s
resultados de ITC.

Complementarmente a essas variagdes espectrais, a analise dos dados espectroscopicos
por RMN de 'H indica a ocorréncia de interagdes intermoleculares entre a molécula de AMT e a
vCD, porém com caracteristicas distintas daquelas verificadas para os sistemas envolvendo BCD.
No espectro de RMN de 'H desse sistema, ndo sdo observadas duplicacdes de sinais associadas a
formagdo de espécies diastereoméricas, como verificado no sistema AMT:BCD, indicando a
auséncia de evidéncias de enantioreconhecimento para esse sistema nas condigdes experimentais

empregadas.

32 30 28 26 24
32 30 28 26 24 22

Figura 4.42 — Expansdes dos espectros de RMN de 'H (600 MHz em D>0) do (a) CI AMT: yCD

e do (b) AMT livre, na regido correspondente aos hidrogénios metilénicos.

De forma complementar, a Figura 4.43 apresenta o mapa de correlagio espacial 2D 'H —

'"H NOESY do CI AMT: yCD, permitindo uma avaliagdo da correlagdo espacial entre os
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hidrogénios do AMT e da yCD. Para esse sistema, as manchas de correlacao a curta distancia
observadas também estdo relacionadas aos hidrogénios aromaticos do AMT e aos hidrogénios

internos e externos da yCD, confirmando o processo de inclusao.
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Figura 4.43— Mapa de correlagio de RMN 2D-NOESY 'H — 'H do CI AMT: yCD a 600 MHz
em D;0.

Além disso, ao comparar a quantidade e a intensidade das manchas de correlacdo a curta
distancia do sistema AMT:yCD com aquelas relacionadas ao sistema AMT:BCD, observam-se
interacdes menos intensas entre 0 AMT e a yCD. Esse resultado esta de acordo com os dados de
ITC, que sugerem, para esse sistema, a predominancia de interacdes superficiais entre o farmaco
e a CD, em vez de uma inclusdo profunda e bem definida no interior da cavidade. Como ja
discutido, a maior dimensao da cavidade da yCD em relacdo ao tamanho das regides hidrofobicas
da molécula de AMT pode dificultar o processo de inclusdo.

Adicionalmente, os experimentos de ITC revelam -coeficientes estequiométricos
fracionados para o sistema AMT:yCD, evidenciando a coexisténcia de diferentes modos de
interacdo em solucdo. Nesse cenario, mesmo com a confirmagdo da ocorréncia de inclusdo, ¢é
plausivel que multiplas moléculas de AMT interajam de forma majoritariamente superficial com
a regido externa da yCD. Assim, a correlagdo entre os resultados obtidos por RMN e ITC permite
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propor um modelo estrutural para o sistema AMT:yCD em solugdo, caracterizado por interagdes

predominantemente superficiais, conforme esquematizado na Figura 4.44.
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Figura 4.44 — Representacao esquematica dos modos de inclusdo sugeridos para o sistema

AMT: yCD.
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSOES:

Sistemas hibridos supramoleculares
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES: Sistemas hibridos

supramoleculares

Neste capitulo sdao apresentados e discutidos os resultados obtidos na caracterizacao das
duas NECDs sintetizadas (BCDameBCD e CDami2fCD), bem como os resultados do estudo de
adsorcao do farmaco AMT, no qual as NECDs foram avaliadas como adsorventes, com o objetivo
de analisar a viabilidade da sua encapsulagdo visando a posterior liberacdo. Adicionalmente, sao
apresentados e discutidos os resultados da caracterizacao dos hidrogéis de PVA preparados, bem
como os estudos cinéticos de liberagdo do farmaco.

Com base nos resultados discutidos no capitulo anterior, observou-se que o sistema
envolvendo a BCD apresentou interagdes mais intensas € bem definidas com o farmaco AMT,
evidenciadas por correlagdes espaciais mais pronunciadas nos experimentos de RMN 2D-NOESY
e por valores mais elevados de K, obtidos por ITC. Esses resultados indicam uma inclusdo mais
efetiva do fArmaco na cavidade da BCD, quando comparada as CDs modificadas e a yCD. Dessa
forma, a BCD foi selecionada como molécula precursora para a preparagdo das NECDs, visando o
desenvolvimento de sistemas eficientes para encapsulacgao e liberagdo controlada do AMT.

As NECDs sintetizadas, PCDamgBCD e BCDam2fCD, foram caracterizadas por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (FTIR), andlises termogravimétricas (TG/DTG), espalhamento dinamico de luz
(DLS), potencial {, microscopia eletronica de varredura (MEV). De forma complementar, os
hidrogéis de PVA preparados foram caracterizados por FTIR e MEV, além da avalia¢do do grau
de intumescimento. Por fim, esses sistemas foram avaliados quanto a cinética de liberagcdo do

farmaco.

5.1. Sintese e caracterizacio das nanoesponjas a base de ciclodextrinas

Para o preparo das NECDs, a etapa inicial consistiu na sintese da BCD-I, realizada por
meio de uma reacdo de substituicdo nucleofilica mediada pelo sistema I»/PhsP, utilizando DMF
como solvente. Inicialmente, as hidroxilas primarias da BCD, localizadas na posicao C6, sao

ativadas pela rea¢do com a PhsP, levando a formacao de um intermediario fosfonio. Em seguida,

100



esse intermediario ¢ substituido por ions iodeto gerados in situ, resultando na conversao das
hidroxilas primarias em grupos iodados. A introdugdo do atomo de iodo teve como finalidade
aumentar a reatividade da posi¢do C6, uma vez que o iodo atua como um grupo abandonador mais
eficiente do que a hidroxila, favorecendo a posterior de aminagao das CDs. O produto foi obtido
como um sélido de coloragdo branca, com a funcionalizagdo confirmada por RMN 'H, conforme
discutido posteriormente, apresentando rendimento de aproximadamente 90,3%, em concordancia
com os dados reportados na literatura (Ashton et al., 1996; Utzeri et al., 2022b).

Na segunda etapa, foi realizada a aminacdo da BCD-I sintetizada, obtendo-se duas BCDs
funcionalizadas com grupos amina (BCDamy). A sintese das BCDamy foi realizada utilizando duas
diaminas com diferentes comprimentos de cadeia carbonica, a hexano-1,6-diamina (ame) ¢ a
dodecano-1,12-diamina (amji2). A reagdo ocorreu por substitui¢do nucleofilica do iodo na posi¢ao
C6 por um dos grupos amina presentes nas estruturas das diaminas. As diaminas foram utilizadas
por atuarem como bons nucleofilos nessas reagdes. A substituicdo em ambos os produtos foi
confirmada por RMN 'H, conforme discussio posterior. Tanto a BCDams quanto a BCDam;> foram
obtidas como s6lidos de coloragdo amarelo-claro, com rendimentos aproximados de 62,9 ¢ 33,5%,
respectivamente, inferiores aos valores reportados na literatura (Russo et al., 2016; Utzeri et al.,
2022b).

Por fim, para a obtencao das NECDs, realizou-se a etapa de reticulacdo a partir da reacdo
entre cada fCDamx e a BCD-I, empregando-se uma na razdo molar de 1:1. Nesse processo, as
diaminas atuaram como agentes de reticulagcdo, e a reagdo consistiu na substitui¢cao nucleofilica
dos atomos de iodo localizados na posi¢ao C6 da CD-I pelos grupos amina primarios presentes na
estrutura da fCDamy, resultando na formagao de polimeros reticulados (Russo et al., 2016; Utzeri
et al., 2022b). Partindo de uma massa inicial de 0,323 g de BCDamj, obteve-se aproximadamente
0,160 g da NECD correspondente (BCDami2fCD), a qual foi obtida na forma de um solido
insoluivel de coloragdo amarelo-queimado. De modo analogo, partindo-se 0,4586 g de BCDame,
foram obtidos aproximadamente 0,331 g do polimero reticulado (BCDamsBCD), o qual foi obtido
como um po fino, insoluvel, de coloragdo branca. Por fim, as duas NECDs sintetizadas
(BCDami2BCD e BCDameBCD) foram caracterizadas por RMN, FTIR, TG/DTG, DLS e potencial

¢, MEV, conforme apresentado e discutido na sequéncia.
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5.1.1. Ressonancia magnética nuclear

A técnica de espectroscopia de RMN foi utilizada para confirmar as etapas de
modifica¢do quimica da BCD natural para CD-I, bem como da BCD-I para BCDamy, compostos
utilizados na sintese das NECDs. Para esse fim, foram obtidos espectros de RMN de 'H da BCD,
BCD-I, BCDamg e BCDamyi2, a 400 MHz, utilizando DMSO-ds como solvente.

Os sinais dos hidrogénios da molécula precursora, BCD natural, foram atribuidos com
base na discussdo de Schneider e colaboradores (1998), que detalham em seu trabalho as
atribuigdes dos sinais de hidrogénios para CDs em diferentes solventes. Considerando
experimentos de RMN de 'H para BCD, obtidos a 400 MHz em DMSO-ds, os autores
demonstraram que os hidrogénios internos da CD, H3, H5 e H6, apresentam valores de
deslocamento quimico (8) proximos de 3,64, 3,59 e 3,64 ppm, respectivamente. Ja os hidrogénios
externos da CD, H1, H2 e H4, apresentam valores de 6 proximos de 4,82, 3,29 e 3,34 ppm,
respectivamente, enquanto os hidrogénios das hidroxilas secundérias na posi¢do C2 e C3 aparecem
entre 5,8 e 5,6 ppm, e os hidrogénios das hidroxilas primarias na posi¢ao C6 entre 4,6 ¢ 4,4 ppm
(Schneider et al., 1998). A Figura 5.1 apresenta a representacdo estrutural de um mondmero

glicosidico de CD, com a identificagdo dos hidrogénios internos, externos e das hidroxilas.

Figura 5.1 — Representagdo estrutural do mondmero glicosidico da CD com respectiva

identificacdo dos hidrogénios (azul) e carbonos (vermelho).
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Os espectros de RMN de 'H da BCD e da BCD-I, obtidos a 400 MHz em DMSO-d6, estio
apresentados na Figura 5.2, e as respectivas atribui¢cdes dos sinais encontram-se resumidas na

Tabela 5.1.
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Figura 5.2 — Espectros de RMN de 'H a 400 MHz em DMSO-dg da (a) BCD e (b) BCD-I.
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A analise comparativa entre os espectros evidencia, apds a etapa de iodacdo, o
desaparecimento do sinal correspondente aos hidrogénios das hidroxilas primarias na posi¢ao C6,
originalmente observado entre 4,6 ¢ 4,4 ppm no espectro da BCD natural. Esse resultado confirma
a substitui¢ao das sete hidroxilas primarias presentes na estrutura da fCD por um atomo de iodo,
indicando o sucesso da reagdo de iodagdo, em concordancia com dados previamente reportados na
literatura (Ashton et al., 1996; Utzeri et al., 2022b).

Ap0s a confirmacao dessa modificagdo, partindo da BCD-I, as BCDs funcionalizadas com
amina, BCDamsg e BCDami», foram preparadas por substitui¢do nucleofilica do iodo na posi¢cao C6
da BCD-I pelo grupo amina. As duas CDs aminadas foram preparadas utilizando um excesso de
amina, conforme descrito na literatura, seguido de etapas de purificagdo por ciclos de dissolugdo-
precipitacdo (Russo et al., 2016; Utzeri et al., 2022b). Os experimentos de RMN de 'H, nesta etapa,
foram empregados para confirmar a substituicdo e avaliar a consisténcia das integracdes dos sinais
caracteristicos, como indicativo da auséncia de amina livre residual no produto.

Para auxiliar na interpretacdo dos espectros, as atribui¢cdes dos principais sinais estdo
resumidas na Tabela 5.1, em concordancia com o descrito por Utzeri et al. (2022a). Os espectros
de RMN de 'H das moléculas pCDams e BCDamyiz, obtidos a 400 MHz em DMSO-ds, estdo

apresentados nas Figuras 5.3.

Tabela 5.1 — Atribui¢io dos principais sinais d¢ RMN de 'H da BCDams e da BCDam, em

DMSO-ds (400 MHz), com valores experimentais e dados reportados na literatura.

BCDame pCDams pCDami2 pCDami2
Hidrogénios
S (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm) S (ppm)
(grupos) ) )
Utzeri et al., 2022a Utzeri et al., 2022a
H1 (CD) 4,8 4,9 4,8 4,9
H2 — H6 (CD) 33-3,8 32-38 33-38 3,1-3,8
—CH>—N (diamina) 2,5-28 2,5-3,0 2,5-2.8 2,5-28
—CH, (diamina) 1,1-1,6 1,1-1,7 0,8-1,5 0,9-1,6
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Figura 5.3 — Espectros de RMN de 'H a 400 MHz em DMSO-ds da (a) BCDam e (b)
BCDamj>.
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Em ambos os espectros € possivel observar o sinal caracteristico do hidrogénio H1 da
CD, bem como os sinais correspondentes aos demais hidrogénios da CD (H2 — H6).
Adicionalmente, também sdo observados sinais atribuidos aos hidrogénios das cadeias alifaticas
das diaminas, ausentes no espectro da BCD precursora, o que confirma a substituicdo do grupo
iodo pelo grupo amina nas posigoes C6 da CD. As atribui¢des dos sinais referentes as aminas ame
e ami2 encontram-se em concordancia com o descrito na literatura. Embora a presenga desses
sinais confirme qualitativamente a funcionalizacio da BCD, a técnica de RMN de 'H,
isoladamente, ndo permite a determinagao precisa do grau de substitui¢do (Utzeri et al., 2022b).

A andlise das integracdes foi realizada tomando como referéncia o sinal do HI da CD
(4,8 ppm), assumido que esse sinal corresponde a um hidrogénio por unidade monomérica. Para a
BCDams, a integracdo da regido correspondente aos hidrogénios CH: internos da amina foi
proxima de 8, valor compativel com os 8 hidrogénios esperados para a cadeia da ame (Figura 5.3a).
J& para a fCDami2, a integracdo foi proxima de 20, em concordancia com os 20 hidrogénios
esperados para a cadeia da ami> (Figura 5.3b). As integracdes foram proximas dos valores
esperados, o que indica uma pureza espectral adequada dos derivados aminados obtidos,

corroborando a eficiéncia das etapas de purificagdo adotadas (Utzeri et al., 2022b).

5.1.2. Espectroscopia vibracional na regiio do infravermelho

A molécula BCD, as BCDs modificadas (BCD-I, fCDam6, fCDam12) e as NECDs
sintetizadas (BCDam6BCD e PCDaml12BCD) foram caracterizadas estruturalmente por
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR), visando a confirmacgdo das
modificagdes ocorridas em cada etapa da sintese.

Para caracterizar a BCD-I e verificar a substitui¢do das hidroxilas primdrias por atomos
de iodo por meio da técnica de FTIR, utilizaram-se pastilhas de brometo de potassio (KBr). A
utilizacdo desse suporte se fez necessaria, uma vez que a absor¢cao C—I ocorre em frequéncias
muito baixas (600 — 400 cm), tornando-se imprescindivel a andlise da regido espectral
compreendida na faixa de 4000 — 400 cm™ (Pavia, 2010; Silverstein, 2005).

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho obtidos por FTIR, utilizando
pastilhas de KBr, para a BCD e a BCD-I estdo apresentados na Figura 5.4. A analise do espectro

da BCD-I revela, conforme esperado, a presenca dos principais modos vibracionais caracteristicos
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da BCD, ja muito bem descritos na literatura (Egyed, 1990; Passos et al., 2012). Em 3348 cm!,
observa-se a banda correspondente ao estiramento dos grupos hidroxila (v O—H). Contudo, quando
comparado ao espectro da BCD natural, verifica-se um estreitamento dessa banda, o que pode estar
relacionado a diminui¢do do nimero de grupos hidroxila, em decorréncia da substituicdo das
hidroxilas primarias na posi¢cao C6 por atomos de iodo (Utzeri et al., 2022b). A presenga do iodo
na estrutura também ¢ evidenciada pelo aparecimento de bandas bem definidas nas regides de 1200
e 586 cm’!, atribuidas, respectivamente, ao dobramento CH>—I e ao estiramento C—I, conforme
descrito na literatura (Pavia, 2010; Silverstein, 2005; Utzeri et al., 2022b). Esses resultados
indicam uma substituigdo efetiva e estdo de acordo com os dados de RMN de 'H, que confirmaram
a eficiéncia da substitui¢do das sete hidroxilas primdrias presentes na estrutura da fCD por atomos

de iodo.
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Figura 5.4 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR para ==

BCD e para == BCD-I, utilizando pastilhas de KBr.

Para a caracterizacdo do processo de aminacdo das CDs, bem como do processo de
reticulagdo das NECDs, por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, utilizou-se o
acessorio ATR — Attenuated Total Reflectance acoplado ao FTIR (FTIR-ATR). A amina hexano-
1,6-diamina (ams), embora seja um so6lido a temperatura ambiente, apresenta ponto de fusao de 39
°C e, ap6s curto periodo de exposi¢cdo ao ambiente, especialmente em dias mais quentes, pode
sofrer alteragdo em seu estado fisico, o que dificulta o preparo de pastilhas de KBr. De forma

complementar, o uso do acessorio ATR apresenta vantagens em relagao a utilizagdo de pastilhas
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KBr, uma vez que permite uma amostragem rapida, sem a necessidade de diluentes solidos. Além
disso, as analises sdao reprodutiveis e a amostra ndo ¢ destruida durante o processo de analise,
aspecto particularmente relevante considerando o baixo rendimento da sintese das NECDs (Mura,
2015).

Deste modo, os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR
para as aminas ame € ami2 estdo apresentados na Figura 5.5, enquanto as atribui¢des dos principais

modos vibracionais encontram-se descritas na Tabela 5.2.

am

v (N-H)

v (C-H) ¢ (CH,)

av
D

= an’l12
«3

+~
£

&

av]

St v (N-H)
—

o (N-H)

v (C-H) e (CH,)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 5.5 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para

(a) == amg ¢ (b) — amj>.
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Tabela 5.2 — Atribui¢do das principais bandas do espectro de absor¢ao na regiao do

infravermelho para as aminas ams € amj..

Amina Regides (cm™) Atribuicdes
ame 33273163 v (N-H) aminas primarias
ami» 3324 - 3155
ame 29112 ¢ 1847 v (C-H) e (C-H») simétrico e assimétrico
ami» 2902 e 2847
ame 1602 d (N-H) aminas primarias
amj2 1600
ams 1460 0 (C-Ho)
amj2 1463
ame 1354 .
amj2 1356
ams 880
amis 900 0 (N-H) fora do plano

ApoOs a caracterizagao dos principais modos vibracionais das aminas (ames € ami2) ¢ da
BCD-I, foram realizadas comparacdes qualitativas entre esses espectros e os espectros referentes
as CDs aminadas (BCDams e BCDamj>), com o intuito de avaliar a eficiéncia da modificagdo. Os
espectros de absorcao na regido do infravermelho das fCDams e BCDami> também foram obtidos
por FTIR-ATR e estdo apresentados na Figura 5.6.

Analisando os espectros das duas CDs aminadas € possivel observar a presenca dos
principais modos vibracionais caracteristicos da CD, como v (O—-H) em torno de 1350 cm™ e v
(C—O—C) em torno de 1040 cm™! (Egyed, 1990; Passos et al., 2012). Contudo, quando comparado
ao espectro da BCD-I observa-se um alargamento da banda em torno de 3350 cm’!, tanto para
BCDamg quanto para PCDamiz, o que pode estar associado as contribui¢des dos modos
vibracionais dos grupos amina, indicando que as bandas de v (N-H) de amina primaria e
secunddria encontram-se sobrepostas a banda atribuida ao v (O—H) da CD, uma vez que elas
aparecem na mesma regiao do espectro (Pavia, 2010; Utzeri et al., 2022b). Adicionalmente,
também ¢ observada a presenca de duas bandas definidas em torno de 2900 cm™!, as quais podem
ser atribuidas ao v (C—H) e (C—H>) de cadeia alifatica. Além disso, no espectro da fCDamj essas

bandas sdo observadas com maior intensidade.
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Os resultados supracitados sao indicios de que a substitui¢do foi efetiva. Entretanto, a
presenca dos grupos amina primaria e secundaria na estrutura das moléculas ¢ confirmada pelo
aparecimento de uma banda bem definida em torno de 1650 cm™, correspondente a & (N-H), nos
espectros das duas CDs aminadas (Utzeri et al., 2022b). De forma complementar, observa-se, tanto
no espectro da BCDamsg quanto no da BCDamy2, a presenca de uma banda em 1200 cm™!, atribuida
ao dobramento CH»-I, embora com menor intensidade. A presenca dessa banda indica que o
processo de aminagdo nao foi completo, ou seja, ndo ocorreu a substitui¢do de todos os sete atomos
de iodo presentes na estrutura da BCD-I (Pavia, 2010; Utzeri et al., 2022b). Logo, os resultados
obtidos indicam que a funcionalizagdo foi bem-sucedida, estando de acordo com os dados de RMN
de 'H, que confirmaram a eficiéncia da substitui¢do. Contudo, ainda é observada a presencga do
iodo na estrutura indicando que a substitui¢ao nao foi completa. Vale ressaltar que, tanto por RMN

quanto por FTIR, ndo foi possivel determinar o grau de substituicdo exato.

(a) == [’)CDathCDI (b) ’ —BCDamI:BCD}

S =

(% (g = BCDamQ

£ =

w w

= ot

g =

= ~

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Figura 5.6 — Espectros de absor¢ao na regidao do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para (a)
== BCDam¢BCD e == BCDameg; (b) == BCDami2BCD e = BCDamj>.

Por fim, apds a etapa de reticulagdo, foram obtidos espectros de FTIR-ATR para as
NECDs sintetizadas (BCDameBCD e BCDami2fCD), os quais se encontram apresentados na

Figura 5.6. Analisando os referidos espectros, nota-se a presenca de todas as bandas caracteristicas
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das CDs aminadas, BCDams e PCDamji,, entretanto, com uma diminuicdo expressiva da
intensidade dessas bandas, o que pode estar atrelado ao processo de reticulacao (Utzeri et al.,

2022b).

5.1.3. Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TG) € uma técnica que permite o estudo da estabilidade
térmica de um composto, por meio do monitoramento da perda de massa em funcao da temperatura
ou do tempo. Essas perdas de massa podem estar associadas a diferentes processos, tais como
desidratacdo, decomposicdo térmica e oxidacdo. Assim, a partir da técnica de TG, ¢é possivel
determinar a porcentagem de perda de massa atrelada a cada evento térmico, bem como as faixas
de temperatura em que esses eventos ocorrem. De forma complementar, a curva dTG evidencia a
temperatura da taxa maxima de degradacdo de um evento térmico (Tmax), além de auxiliar na
identificacdo das temperaturas de inicio e término de cada evento térmico, principalmente em
curvas TG com multiplas etapas de degradacgao, nas quais a defini¢cao exata pode ser dificil (Brown,
2001; Hatakeyama; Quinn, 2000).

Deste modo, a estabilidade térmica de BCD, BCD-I, BCDamsg, BCDami> e das NECDs
(BCDamgPCD e BCDami2CD) foi determinada utilizando a técnica de TG. As respectivas curvas
termogravimétricas, bem como as curvas dTG correspondentes, estdo apresentados nas Figuras
5.7 (a), 5.7 (b), 5.8 (a), 5.8 (b), 5.8 (c) e 5.8 (d), respectivamente.

O perfil de decomposicao térmica da BCD (Figura 5.7(a)) esta condizente com o descrito
na literatura, sendo verificado um primeiro evento de perda de massa de aproximadamente 4%, na
faixa de temperatura entre 30 e 100 °C, referente a perda das moléculas de agua presentes na
estrutura da macromolécula, tanto do interior da cavidade quanto das localizadas entre as
moléculas de CD. O segundo evento térmico ocorre na faixa de temperatura de 250 — 370 °C, com
uma perda de massa de cerca de 86%, sendo atribuido a decomposi¢dao da molécula. A curva dTG
evidencia uma temperatura maxima de taxa de degradagdo térmica (Tmax) em torno de 313 °C
(Silva et al., 2024; Trotta; Zanetti; Camino, 2000). Entretanto, ap6s o processo de iodacao (Figura
5.7(b)), observa-se uma reducdo da Tmax para 239 °C. Assim, a degradagdo em temperaturas mais
baixas, em comparacdo com a molécula precursora, sugere que a iodagdo provocou uma

diminui¢do da estabilidade térmica da molécula. Esse comportamento pode estar relacionado a
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redu¢do do numero de ligagdes de hidrogénio, intra- e intermoleculares, em decorréncia da
substituicdo das sete hidroxilas da posi¢cao C6 da CD natural por atomos de iodo, substitui¢ao esta

previamente confirmada por RMN de 'H (Trotta; Zanetti; Camino, 2000; Utzeri et al., 2022b).

(a) 100
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Figura 5.7 — Curvas TG e dTG para (a) CD (b) BCD-IL.

As duas CDs aminadas, fCDame ¢ BCDamj;, apresentam um comportamento térmico
semelhante, com quatro etapas de degradacao (Figura 5.8 (a) e (b), respectivamente). Para ambas,
observa-se um primeiro evento de perda de massa na faixa de 30 — 100 °C, referente a desidratagao.
Outros dois eventos térmicos sao observados, com T2max de 263 °C para BCDamsg e 272 °C para
BCDamj,, correspondendo a perdas de massa de 23,3 e 24,5%, respectivamente. Em seguida,
ocorre o terceiro evento, com T3max de 320 °C para BCDams e 322 °C para BCDamy2, apresentando
perdas de massa de 22,2 e 22,3%, respectivamente. Esses eventos sdo atribuidos ao processo de
decomposicao das CDs em duas etapas. Por fim, um ultimo evento térmico € observado, com T4max
de 412 °C para BCDamg e 438 °C para fCDamj., possivelmente associado a quebra da liga¢do da
amina secundaria na posi¢ao C6 (Utzeri et al., 2022b, 2023).

Analisando os valores de Tmax, embora ambas as CDs aminadas apresentem
comportamento térmico semelhante, observa-se que a BCDami> apresenta valores ligeiramente
mais altos, possivelmente devido a maior extensdo da cadeia carbonica da diamina amiz. Além
disso, as primeiras temperaturas de decomposicao para a CDame € BCDami2 (T2max =263 € 272
°C, respectivamente) sao superiores a da BCD-I (Tmax = 239 °C), sugerindo um aumento da

estabilidade térmica apds o processo de aminagdo. Este aumento de estabilidade pode estar
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relacionado ao maior numero de ligagdes de hidrogénio, proporcionadas pela presenca de aminas

primarias e secundarias na estrutura (Utzeri et al., 2022b, 2023).
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Figura 5.8 — Curvas TG e dTG para (a) BCDamg (b) fCDami2 (¢) BCDamsBCD e (d)
BCDam;12BCD.

As curvas TG e dTG das NECDs (Figura 5.8 (c) e (d)), indicam, também, uma primeira
perda de massa, atribuida a desidratacdo, nas faixas de 45 — 106 °C para BCDamsBCD (4,1%) e 30
— 107 °C para BCDam2BCD (2,4 %). Entretanto, as NECDs apresentam perfis de decomposi¢ao
térmica distintos entre si, visto que a BCDamgBCD apresenta uma Unica etapa de decomposicgao,
enquanto a fCDam2BCD apresenta multiplas etapas. Para a BCDam¢BCD, observa-se uma perda
de massa de 68,4 % na faixa de 206 — 285 °C, com Tnax de 227 °C, sugerindo uma estrutura mais
homogénea do material (Utzeri et al., 2023). J4 a BCDam12BCD apresenta uma primeira etapa de
decomposicao na mesma faixa de 206 — 285 °C, com T2max de 232 °C e perda de massa de 46,8%,
seguida de mais dois eventos com picos mais sutis na curva dTG, com T3max de 298 °C e T4max de

438 °C, com perdas de massa de 10,4 e 22,8 %, nas faixas de temperatura de 285 — 341 °C e 341
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— 496 °C, respectivamente. Este perfil com multiplas etapas sugere uma estrutura mais
heterogénea, estando de acordo com a literatura (Machado et al., 2024; Utzeri et al., 2022b, 2023).

Além disso, ambas as NECDs apresentam temperatura de degradacdo inferiores as
observadas para suas respectivas CDs aminadas e para BCD natural. Resultado semelhante foi
descrito por Utzeri e colaboradores (2022), indicando uma diminui¢do das interagdes inter- e

intramoleculares apos a reticulacdo (Utzeri et al., 2022b).

5.1.4. Espalhamento dindmico de luz e potencial {

As duas NECDs sintetizadas, fCDameBCD e BCDami2fCD, foram analisadas por
espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial { em um intervalo de pH de 2 a 12, com o objetivo
de caracterizar as particulas em suspensao e obter informacdes sobre o tamanho das particulas, o
indice de polidispersidade e a carga superficial.

O espalhamento dinamico de luz (DLS) é uma técnica empregada na medi¢ao do tamanho
de particulas suspensas em solugdo, as quais estdo em movimento browniano. Quando a luz incide
sobre essas particulas, ela ¢ espalhada, permitindo a analise das flutua¢des de intensidade, que
dependem do tamanho e da forma das particulas. Vale ressaltar que a distribui¢do de tamanho
obtida por DLS ¢ uma distribui¢do de intensidade, a qual pode ser convertida em uma distribui¢ao
por niimero (Babick, 2019; Bhattacharjee, 2016).

As Tabelas 5.3 e 5.4 apresentam os parametros obtidos por DLS para BCDamsBCD e
BCDam2BCD, respectivamente, detalhando os valores de distribui¢do por intensidade e por
numero, tanto em tamanho quanto em porcentagem, na faixa de pH 2 — 12. A analise dos valores
de distribuicdo indica que a variacdo de pH influencia o tamanho das particulas, podendo ser
observada a presenca de dois tamanhos distintos ou apenas um, dependendo do pH da solucao.
Entretanto, nenhuma tendéncia clara ¢ identificada. Nos casos em que dois tamanhos sdo
observados, as particulas maiores apresentam maior intensidade, conforme esperado, visto que
particulas maiores espalham mais luz do que particulas pequenas, o que aumenta a intensidade. Ja
analisando os valores de distribui¢ao por nimero, em pH nos quais sdo observados dois tamanhos
médios, verifica-se que as particulas menores estdo presentes em maior quantidade,

correspondendo a fragdes superiores a 80% tanto para BCDamsBCD quanto para fCDami2CD.
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Tabela 5.3 — Parametros obtidos por DLS para BCDamsBCD, em pH de 2 — 12.

Intensidade Intensidade Nuamero Nuamero
pH . o PDI
(d.nm) (%) (d.nm) (%)

434,80 + 33,8 90,9+ 0,9 409,8 £22.6 16,0 £2,7

0,6 £0,01
123,6 +£ 10,5 9,1+0,9 114,5+10,2 84,0+2,7
513,4+222 91,4+22 483,2+21,4 12,4+4,3

3 0,6 = 0,04
121,2+19,0 8,622 112,8 +17,1 87,6 4,3
425,1 £50,9 87,8 +7,8 387,4 +45,7 145+44

4 0,5+0,04
124,6 + 29,9 12,2+ 7.8 114,6 £26,2 85,5+ 4.4
499,8 + 42 .4 93,4+0,6 482,3 +41,5 84+238

5 0,7+0,03
103,9 £11,0 6,6 0,6 100,0 £10,8 91,6 £2,8

6 446,1 + 31,8 100+ 0,0 432,0 + 30,1 100+ 0,0 0,7+0,05
399,5+ 11,1 90,4+5,9 3784 £8,5 13,3+1,1

7 0,6 +0,07
122,2 £29,1 9,6 +59 114,0 £26,2 87,7+1,1
502,7+ 17,5 91,0+ 3,6 4789 £ 14,9 10,9 +£4,5

8 0,6 +£0,02
116,4 +23,7 9,0+3,6 111,0+21,7 89,1 +4,5

9 1282,0 + 6,4 100 £ 0,0 1270,5 + 3,5 100 £ 0,0 0,2+0,01

10 582,0 £20,8 100 £ 0,0 5724 +£21,1 100 £ 0,0 0,7=+0,03

11 4345+ 11,6 100 £ 0,0 412,8 + 7.4 100 £ 0,0 0,8 +0,07

12 369,0 + 31,1 100 £ 0,0 353,8 £26,0 100 + 0,0 0,8 £0,06
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Tabela 5.4 — Parametros obtidos por DLS para BCDam1,BCD, em pH de 2 — 12.

Intensidade Intensidade Nuamero Nuamero
pH PDI
(d.nm) (%) (d.nm) (%)

2 437,1+97.9 100 + 0,0 433,44+ 96,3 100 £ 0,0 0,8 0,04

3 1467,0 + 355,7 100+ 0,0 1336,5+190,2 100+ 0,0 0,9+0,10

4 626,0 £19,9 100+ 0,0 617,0 £25,5 100+ 0,0 0,9+0,01

5 665,3 £162,0 100 £ 0,0 654,0 + 160,6 100 £ 0,0 0,9+ 0,09
989,4 + 403.9 93,7+0,3 965,9 +376,4 39+3,5

6 0,8+ 0,06
97,4 +26,3 6,3+0,3 94,05 £ 26,5 96,1 +£3,5
1083 + 381,0 84,2+5,0 1028,5+313,3 12,8+2,1

7 0,9+ 0,06
181,1 £52.9 15,8 +£5,0 171,8 + 48,0 872+2,1
620,7 £ 21,5 90,1 +2,1 605,6 + 20,1 4,7+2.8

8 0,8 +0,04
106,3 £19,9 9,9+2.1 100,1 £ 18,1 95,3+2,8
857,4+119,8 77,2+5,4 843,0 £ 118,1 11,9+ 1,1

9 0,9+ 0,06
185,6 £ 8,5 22.8+54 174,5+5,3 88,1 +1,1

10 207,2 £40,3 100 £ 0,0 204,0 + 37,7 100 £ 0,0 1,0 £0,00

11 663,0 + 84,6 100 £ 0,0 651,7 + 89,0 100 £ 0,0 1,0+ 0,03
756,6 + 199,1 90,3 +3,0 7449 + 203,5 7,2+7,0

12 0,9 +0,05
118,1 £43,1 9,7+3,0 111,4+42,0 92.8+7,0

O valor do tamanho médio ponderado (Z-médio) € o parametro utilizado para determinar
o tamanho das particulas. Para amostras heterogéneas e polidispersas, o valor de Z-médio pode ser
falho, ndo sendo possivel determinar o tamanho médio das particulas com precisdo. Por isso, foram
analisados primeiramente os valores de indice de polidispersidade (PDI), pois o PDI ¢ uma medida
da heterogeneidade da amostra que descreve a faixa de distribuicdo do tamanho das particulas,
variando de 0 a 1. Quando o PDI apresenta valores proximos de 0 (<0,1), significa que apenas um
tamanho de particula esta presente, caracterizando um sistema monodisperso. Ja valores de PDI
acima de 0,1 indicam uma ampla distribuicdo de tamanhos, com particulas de diferentes
dimensodes, caracterizando um sistema polidisperso (Bhattacharjee, 2016; Stetefeld; McKenna;

Patel, 2016).
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Deste modo, ao analisar os valores de PDI em pH variando de 2 a 12, obtidos para as duas
NECD:s sintetizadas, BCDameBCD e fCDami2fCD (Tabelas 5.3 e 5.4, respectivamente), observa-
se que ambas apresentam valores de PDI acima de 0,1. Entretanto, para a BCDam12fCD, os valores
se aproximam de 1, indicando que essas particulas sdo ainda mais polidispersas. Esses resultados
corroboram os dados termogravimétricos, nos quais esse material apresentou multiplas etapas de
decomposi¢do, sugerindo uma estrutura mais heterogénea em comparagao a PCDamsBCD.
Portanto, ambos os sistemas sdo polidispersos, com particulas de diferentes tamanhos, o que
impossibilita a determinagdo precisa do tamanho das particulas por DLS.

De forma complementar, a carga superficial das particulas suspensas em fase liquida foi
determinada por potencial zeta ({). O potencial { corresponde ao potencial no plano de
deslizamento, que ¢ uma fronteira entre a camada dupla elétrica existente ao redor de cada particula
em suspensdo. Esse parametro permite inferir acerca da carga superficial das particulas em
suspensdo, sendo o pH um dos fatores que mais o afetam (Bhattacharjee, 2016; Doane et al., 2012).

Deste modo, foram determinados valores de potencial { em diferentes pH para a
BCDamsBCD e a BCDami2BCD, e as curvas de potencial { em fun¢do do pH estdo apresentadas na
Figura 5.9. Analisando as curvas, ¢ possivel observar um comportamento semelhante para as duas
NECDs, evidenciando carga superficial positiva em pH variando entre 2 e 8 para fCDamsBCD e
entre 2 e 9 para fCDam12BCD, o que indica que as aminas primarias e secundarias presentes nas
estruturas estdo protonadas nessas faixas de pH. Além disso, foi possivel identificar o ponto
isoelétrico em pH 8,7 para a BCDameBCD e em pH 9,3 para a fCDam,BCD, correspondendo ao
ponto em que o grafico cruza o zero de potencial, indicando que nesses pH as particulas possuem
carga liquida nula. J4 em pH acima do ponto isoelétrico, as NECDs apresentam carga negativa,
evidenciando a desprotonacao dos grupos amina presentes nas estruturas.

Embora os valores do ponto isoelétrico de ambas NECDs sejam relativamente proximos,
observa-se que os grupos aminas presentes na BCDamsBCD tendem a desprotonar primeiro,
iniciando a desprotonacdo em pH acima de 8,7, enquanto os grupos presentes na BCDam2fCD
iniciam a desprotonag¢do apenas em pH acima de 9,3. Logo, a NECD com amina de menor cadeia
inicia a desprotonacdo primeiro. Um comportamento semelhante foi observado no estudo de
Verissimo e colaboradores (2006), no qual foi investigada a carga superficial de membranas
compdsitas preparadas com diferentes derivados de piperazina, por meio de medi¢des de potencial

{ em funcdo do pH. Embora os autores ndo discutam explicitamente a dependéncia entre o
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comprimento da cadeia e os valores de potencial {, a andlise das curvas obtidas para as membranas
preparadas com 1,4-bis(3-aminopropil)-piperazina (DAPP) e N-(2-aminoetil)-piperazina (EAP)
revela valores de ponto isoelétrico proximos (6,4 € 6,1, respectivamente). Observa-se, entretanto,
que a membrana preparada a partir da amina de menor cadeia (EAP) inicia o processo de
desprotonagao em pH ligeiramente inferior ao observado para a amina de cadeia mais longa
(DAPP), o que sugere que o tamanho da cadeia pode influenciar a desprotonagao dos grupos amina

presentes na superficie das membranas (Verissimo; Peinemann; Bordado, 2006).

2009
] @
NG
150 - _\./ o\ [
] !..,___“. .‘H
100+ -‘N‘".m./ ™ el
> ]
g  50-
=
S ]
2 504
2 i
£ -100-
50|~ BCDam,,pCD :::“!
1{|—®— BCDam 3CD \.
=200 T T T T T T T I | ;

—T— — T T T T
Lada 3o dead a6 o8 B0 1) 212 13

Figura 5.9 — Efeito do pH sobre o potencial { da m BCDam2fCD e ® BCDamsBCD.

5.2. Estudo de adsorcao do farmaco Cloridrato de Amitriptilina

A adsor¢do ¢ um mecanismo amplamente empregado como um método para incorporar
farmacos em estruturas porosas, com a finalidade de aplica¢do no desenvolvimento de sistemas de
liberagdo de farmacos, dada a simplicidade do processo. Esse método preserva a estrutura do
farmaco, reduzindo o risco de perda de bioatividade, além de permitir ajustes de varidveis como
pH e temperatura, modulando condi¢des que potencializam a adsor¢do (Betnova et al., 2021;

Mccarthy et al., 2018; Mochalin et al., 2013).
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Deste modo, foram realizados experimentos de adsor¢ao do farmaco AMT com o intuito
de avaliar a interacdo entre o farmaco e as NECDs sintetizadas (BCDamsBCD e BCDami2fCD).
Esses experimentos permitiram verificar a viabilidade de incorporagdo do AMT na estrutura das
NECDs, permitindo estudos sobre a liberagdo do farmaco a partir dessas estruturas porosas.

Para posterior quantificacdo do AMT em solugdo aquosa, foi necessaria a construcao de
uma curva de calibragdo. Ela foi determinada utilizando a técnica de espectroscopia de absor¢ao
na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), com base nos valores de absorbancia méxima no
comprimento de onda (L) de 239 nm, a partir da média de trés réplicas.

Os espectros de absor¢do na regido do UV-Vis do farmaco AMT em concentragdes
crescentes, cujos dados obtidos foram utilizados para construir a curva de calibragdo, podem ser
observados na Figura 5.10 (a). A curva de calibragdo com o ajuste linear esta apresentada na Figura

5.10 (b).
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Figura 5.10 — (a) Espectros de absor¢ao da regido do UV-Vis do farmaco AMT nas
concentragdes variando de 0,072 (A1) a 0,0008 mmol-L! (A16); (b) Curva de calibragio com

ajuste linear utilizada para determinar a concentragdo de AMT nas amostras.

A partir da curva de calibragdo, foi possivel determinar a equacgao da reta e os parametros
estatisticos, como coeficiente linear, o limite de deteccao (LOD) e limite de quantificagdao (LOQ),
os quais estdo apresentados na Tabela 5.5. Os valores de LOD e LOQ foram calculados a partir

das Equacgdes 3.3 e 3.4, descritas no capitulo 3, secdo 3.1.4. Durante todos os ensaios realizados,
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as concentracdes de AMT quantificadas permaneceram acima do LOQ estabelecido para o método

analitico, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Tabela 5.5 — Parametros estatisticos determinados a partir da curva de calibragdo do farmaco

AMT em agua.
A (nm) R? LOD (mmol-L'")  LOQ (mmol-L™)
239 0,9993 0,0029 0,0086

Com o intuito de determinar o método mais adequado para promover a adsor¢do do
farmaco AMT nas estruturas porosas, primeiramente foram adicionados 1,0 mL de solugdes
aquosas do firmaco, na concentra¢io de 40,0 mmol-L!, a diferentes massas de cada NECD (1,0,
10,0 e 50,0 mg). As suspensdes foram mantidas sob agitacdo em incubadora, a 150 rpm, por 24 h,
em temperatura ambiente (Método 1). Apos o periodo de 24 h, foi realizada a quantificagao do
farmaco AMT ainda presente em cada solugdo, com base nos valores de absorbancia maxima no
comprimento de onda de 239 nm. As leituras foram obtidas a partir das aliquotas dos
sobrenadantes, utilizando a técnica de UV-Vis e a equagdo da reta obtida pela curva de calibragao
previamente determinada. A quantifica¢do foi realizada de acordo com os parametros analiticos
determinados.

Apos a quantificagdo, foi possivel calcular a eficiéncia de encapsulacao (EE%) do
farmaco nas NECDs em estudo, a partir da Equacao 3.5, descrita no capitulo 3, secdo 3.1.4. Neste
trabalho, o termo eficiéncia de encapsulacdo (EE%) ¢ empregado para expressar o quanto do
farmaco AMT foi incorporada as NECDs, independentemente do mecanismo envolvido. O grafico
da eficiéncia de encapsulacao do farmaco AMT, em porcentagem, utilizando diferentes massas de
BCDamePCD e de BCDami2CD, para o método descrito acima, estd apresentado na Figura 5.11.

Analisando o grafico, ¢ possivel observar uma baixa eficiéncia de encapsulacdo para
ambos os materiais. Utilizando a fCDamsBCD, tem-se uma eficiéncia inferior a 10,0%, mesmo
utilizando 50,0 mg de material, sendo adsorvido apenas 8,9% do farmaco disponivel, enquanto,
utilizando 1,0 e 10,0 mg de material, ocorre a adsorcao de 6,8 e 7,6% do farmaco, respectivamente.
J& utilizando a BCDam12BCD, a eficiéncia observada ¢ ainda menor, sendo adsorvido menos de

2,0% do farmaco quando em contato com 1,0 e 10,0 mg de material (1,3 e 1,8%, respectivamente),
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e apenas 3,3% do farmaco quando em contato com 50,0 mg de material. Logo, o método
supracitado nao foi eficaz para promover a adsorcao do farmaco AMT, uma vez que, mesmo em

uma razao solido-liquido (Rs.L) de 50, para ambas as NECDs, a EE ¢ muito baixa.

100
B BCDamGBCD
B BCDam_BCD
80 -
60 -
9
s _
5 40
20
0 _m
| mg 10 mg 50 mg
Massa de NECD

Figura 5.11 — Grafico de eficiéncia de encapsulacao (EE%) do farmaco AMT, variando a massa

de BCDameBCD e BCDam2BCD, utilizando o Método 1 para promover a adsorgao.

Deste modo, com o intuito de verificar se a limitagdo do processo de adsor¢ao do farmaco
AMT esta atrelada a ineficiéncia dos materiais adsorventes ou ao método aplicado para promover
a adsorc¢do, optou-se por repetir o experimento aplicando um método diferente para promover a
adsorg¢do. Logo, solucdes aquosas do farmaco AMT (1,0 mL), na concentragio de 40,0 mmol-L,
em contato com diferentes massas de NECDs (1,0, 10,0 e 50,0 mg), foram colocadas em banho
ultrassonico por 8h, a temperatura de aproximadamente 45°C (Método 2). Passadas as 8 h, foi
realizada a quantificagdo do firmaco AMT ainda presente em solu¢do, e a EE (%) foi calculada
conforme descrito anteriormente para o Método 1.

O grafico da eficiéncia de encapsulacdo do farmaco AMT, utilizando diferentes massas
de BCDamsBCD e de BCDam 2BCD, a partir do Método 2, encontra-se apresentado na Figura 5.12,

em barras, enquanto os valores quantitativos correspondentes estdo listados na Tabela 5.6.
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Analisando os resultados, observa-se que, quando em contato com 1,0 mg de cada material, ambos
os materiais ainda apresentam baixa eficiéncia de encapsulagdo. Entretanto, com o aumento da
massa de material para 10,0 mg, verifica-se um aumento na eficiéncia, para ambos os materiais.
Ja quando em contato com 50,0 mg de material, observa-se um aumento expressivo da eficiéncia
do farmaco, atingindo valores proximos a 60,0% tanto para a BCDameBCD quanto para a
BCDami2BCD, o que indica uma boa eficiéncia de encapsulagao.

Tais resultados demonstram que as duas estruturas porosas em estudo sdo eficientes para
incorporar o farmaco AMT quando as solugdes estdo em contato com as NECDs, em uma Rs.. de
50. Logo, a limitacdo observada na aplicacdo do primeiro método para promover a adsorc¢ao estava
atrelada ao método utilizado, e ndo a ineficiéncia dos materiais. De forma complementar, para
verificar se tal limitagdo tinha relagdo com a temperatura, também foi realizado um teste no qual
as amostras foram mantidas sob agitagdo em incubadora, a 150 rpm, por 24 h, a 45°C, ¢ nenhuma

melhora na eficiéncia de encapsulagdo foi observada.
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Figura 5.12 — Grafico de eficiéncia de encapsulacao (barra) e capacidade de carregamento
(linha) do farmaco AMT, variando a massa de BCDamsBCD e BCDam2fCD, utilizando o

Meétodo 2 para promover a adsorcao.
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Tabela 5.6 — Eficiéncia de encapsulagdo (EE%), capacidade de carregamento (CC) e

porcentagem de carregamento (CC%) dos materiais em diferentes Rs.L.

NECD Rs-L EE (%) CC (mmol-g") CC%
1 2,38+ 0,52 0,94 + 0,20 22,68 + 3,83
BCD-ame-pCD 10 15,55 +£0,26 0,61 0,01 16,60 £ 0,23
50 60,47 £ 0,39 0,48 + 0,003 13,04 £ 0,07
1 7,68 £ 0,26 3,03 +0,10 48,78 £ 0,84
BCD-ami2-BCD 10 15,93 £0,39 0,63 £ 0,02 16,40 + 0,34
50 59,19 + 0,39 0,47 + 0,003 12,80 £ 0,07

Ap6s a definicdo da eficiéncia de encapsulagdo do farmaco, a capacidade de carregamento
(CC) e a porcentagem de carregamento (CC%) de cada material também foram calculadas, de
acordo com as Equacdo 3.6 e 3.7, descritas no capitulo 3, sec¢ao 3.1.4, considerando os resultados
obtidos a partir do método mais eficiente. Os resultados da porcentagem de carregamento podem
ser observados no grafico de linha, também apresentado na Figura 5.12. Ao analisar o gréfico, ¢
possivel verificar, para ambos os materiais, uma diminui¢do da porcentagem de carregamento a
medida que a Rs.L aumenta. Isso pode ser atribuido a menor quantidade de fArmaco disponivel em
solucdo por grama de material, limitando a ocupacao dos sitios de encapsulagdo nas estruturas
porosas (Pyrak et al., 2024). Ainda assim, mesmo nas maiores Rs.i avaliadas, condi¢do na qual foi
observada a maior eficiéncia de encapsulagdo, ambas as NECDs apresentam valores expressivos
de capacidade de carregamento. Conforme apresentado na Tabela 5.6, verifica-se que, para cada
grama de material, a BCDamsBCD e a fCDam12BCD sdo capazes de incorporar até 0,48 e 0,47
mmol do farmaco AMT, correspondendo a 149,93 e 146,76 mg, respectivamente.

Portanto, com base nos resultados apresentados, tanto de eficiéncia de encapsulacao
quanto de capacidade de carregamento, € possivel verificar que as duas NECDs em estudo sao
eficazes para incorporar quantidades expressivas do firmaco em suas estruturas em Rs.L de 50, o

que torna vidvel dar sequéncia em estudos envolvendo tais materiais na liberacdo do farmaco

AMT.
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De forma complementar, além dos ensaios de adsorc¢ao, a incorporagao do farmaco nas
estruturas porosas das NECDs pode ser confirmada a partir de uma comparagao qualitativa das
imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV), das duas NECDs em estudo,
antes e apds 0 contato com a solucdo aquosa de AMT a 40 mmol-L!. Essa técnica permite a
obtencdo de imagens de alta resolucao da superficie da amostra, possibilitando o estudo da
morfologia de materiais em escalas nanométricas.

As micrografias obtidas por MEV para a CDamsBCD e a BCDami2BCD, antes e apds o
processo de adsorc¢do, estdo apresentadas nas Figuras 5.13 e 5.14, respectivamente. Analisando as
micrografias das NECDs, modifica¢des na morfologia desses materiais sdo notorias apds o contato
com a solugdo aquosa do farmaco AMT. Nas micrografias das NECDs precedentes ao processo de
adsorcdo, ou seja, antes de o material ser colocado em contato com a solugdo aquosa do farmaco
AMT, uma morfologia porosa ¢ evidenciada. Ja nas micrografias das NECDs ap6s o contato com
a solugcdo aquosa do farmaco AMT, observa-se uma expressiva diminuicdo dos poros antes
presentes nas estruturas, confirmando a incorporacao do farmaco nos materiais por meio do
processo de adsor¢do. Além disso, a visivel diminui¢do dos poros evidencia a boa eficiéncia de

encapsulacao determinada nos estudos de adsor¢do discutidos anteriormente.

125



Figura 5.13 — Micrografias obtidas por MEV com amplia¢ao de 20.000 % para fCDameBCD (a)

antes e (b) apos o processo de adsorc¢ao.
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Figura 5.14 — Micrografias obtidas por MEV com ampliacao de 20.000 x para BCDam2CD (a)

antes e (b) ap0s o processo de adsor¢ao.
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Apos a confirmacgao de que o farmaco foi incorporado a estrutura das NECDs, tanto pela
quantificacdo dos ensaios de adsor¢ao quanto pela técnica de MEV, no que se refere a uma futura
aplicagdo como sistemas de liberacdo de farmacos, ¢ necessario que o fairmaco também seja
liberado dessas estruturas. Logo, foi realizado um teste preliminar de dessor¢ao utilizando os 50,0
mg de NECDs previamente carregadas no experimento de adsorcdo que apresentou maior
eficiéncia, com o intuito de verificar se os sistemas em questdo sdo promissores para futuros
estudos de liberagdo. Neste experimento, 10,0 mL de 4gua tipo I (Milli-Q®) foram adicionadas as
NECDs, e as amostras foram mantidas sob agitacdo em incubadora, a 150 rpm, por 70 h, em
temperatura ambiente. Posteriormente, o farmaco presente em solucdo foi quantificado por UV-
Vis, utilizando a equacdo da reta obtida a partir da curva de calibragdo.

A partir da quantificagdo do quanto de fArmaco foi liberado das estruturas porosas para o
meio aquoso, foi calculada a eficiéncia de liberagao (EL%), conforme a Equacao 3.8, descrita no
capitulo 3, sec¢do 3.1.4. Analisando o grafico de eficiéncia de liberagdo, tanto para CDamsBCD
quanto para fCDami2BCD, observa-se que mais de 90% do firmaco previamente adsorvido foi

liberado em agua (Figura 5.15).
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Figura 5.15 — Gréfico de eficiéncia de liberagdo do farmaco AMT, utilizando 50,0 mg de
BCDameBCD e BCDami2BCD carregadas com o farmaco.
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Portanto, os resultados obtidos nos estudos de adsor¢ao ¢ dessor¢do do AMT demonstram
que ambas as NECDs apresentam bom desempenho para a incorporagdo do farmaco na Rs.r. de 50,
combinando eficiéncia de encapsulacdao proxima de 60,0% com liberagdo, em meio aquoso, de
mais de 90,0% do farmaco adsorvido. Esses dados evidenciam a viabilidade das NECDs como
componentes funcionais em estratégias de liberagao controlada, justificando sua incorporagao em
matrizes poliméricas para o desenvolvimento de sistemas hibridos supramoleculares a base de

hidrogéis de PVA.

5.3. Hidrogeis de PVA

Os hidrogéis de PVA foram escolhidos como matriz polimérica para a incorporagdo das
NECDs carregadas com AMT devido a sua biocompatibilidade, elevada capacidade de retengdo
de 4gua e facilidade de obtencao por ciclos de congelamento-descongelamento. A caracterizacao
desses materiais € essencial ndo apenas para confirmar sua composi¢do quimica e avaliar a
organizac¢do da rede polimérica, mas também para compreender propriedades funcionais, como o
grau de intumescimento e¢ o comportamento de difusdo do farmaco. Tais caracteristicas
influenciam diretamente o desempenho dos sistemas hibridos supramoleculares. Com base nisso,
a analise dos hidrogéis foi conduzida considerando sua estrutura quimica, morfologia, capacidade

de absorcao de dgua e cinética de liberagdo do farmaco.

5.3.1. Caracterizacio estrutural e morfologica dos hidrogéis de PVA

A caracterizag@o dos hidrogéis de PVA contendo apenas o polimero foi realizada com o
objetivo de confirmar a identidade quimica do material e avaliar a influéncia da concentracao de
PVA sobre a organizacao da rede polimérica formada pelo método de ciclos de congelamento-
descongelamento. Para esse fim, foram preparados hidrogéis contendo 14% e 20% (m/v) de PVA,
os quais foram caracterizados estruturalmente por FTIR-ATR e morfologicamente por MEV.

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para os
hidrogéis de PVA a 14 e 20% encontram-se apresentados na Figura 5.16. Ambos os espectros
exibem as bandas caracteristicas do PVA, estando de acordo com dados previamente reportados

na literatura, evidenciando a presenca dos principais grupos funcionais do polimero (Mansur et al.,
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2008). As atribui¢des das principais bandas observadas estdo descritas na Tabela 5.7, destacando-
se a presenca da banda em torno de 3260 cm™', atribuida as vibra¢des de v(O—H), associadas as
extensas interagdes por ligagdes de hidrogénio do material. As bandas observadas em 2938 ¢ 2910
cm™! sdo atribuidas as vibragdes de v(C—H) da cadeia polimérica, enquanto a banda em 1719 cm’!
esta associada ao v(C=0) de grupos acetato remanescentes do processo de obtengdo do PVA. A
comparacao entre os espectros dos hidrogéis com diferentes concentragdes de PVA revela perfis
equivalentes, o que era esperado, uma vez que ambos 0s materiais apresentam a mesma

composi¢ao quimica, diferindo apenas na concentragao polimérica empregada.

—PVA 14%

—PVA 20%
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Figura 5.16 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para os
hidrogéis de PVA 14 e 20%.
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Tabela 5.7 — Atribui¢do das principais bandas do espectro de absor¢ao na regiao do

infravermelho para os hidrogéis de PVA a 14 e 20%.

Regides (cm™) Atribuicdes
3260 v (O-H)
2938 ¢ 2910 v (C-H)
1719 v (C=0)
1418 § (C-H)

1075 v (C-0-C)

A morfologia da superficie dos hidrogéis foi avaliada a partir de uma comparacao
qualitativa das imagens obtidas por MEV. As micrografias obtidas com ampliagdo de 1.000x para
os hidrogéis de PVA a 20% e 14% sdo apresentadas na Figura 5.17(a) e Figura 5.17(b),
respectivamente. Ao analisar as micrografias, observam-se diferencas evidentes na estrutura
porosa dos materiais em funcdo da concentragdo de PVA. O hidrogel contendo 14% de PVA
apresenta uma estrutura porosa caracterizada por poros maiores € menos densos, enquanto o
hidrogel formulado com 20% de PV A exibe uma estrutura mais compacta, com poros menores €
uma rede polimérica mais densa. Essas diferencas morfoldgicas estdo diretamente relacionadas a
concentracao do polimero na solucao precursora. Em concentragdes mais baixas de PVA, a menor
densidade de cadeias poliméricas favorece a formagdo de uma rede menos compacta durante os
ciclos de congelamento e descongelamento, permitindo a formag¢ao de poros de maior dimensao.
Por outro lado, o aumento da concentragdo de PVA resulta em uma maior proximidade entre as
cadeias e em um nimero mais elevado de pontos de interacdo fisica, conduzindo a formagao de
uma rede tridimensional mais densa e com porosidade reduzida (Quispe-Siccha et al., 2024).

As diferencas observadas na densidade da rede e na porosidade dos hidrogéis, em funcao
da concentracdo de PVA, sdo fatores determinantes para o comportamento de intumescimento
desses materiais. Redes mais abertas e porosas, como as observadas para o PVA a 14%, tendem a
permitir maior absor¢do de agua, enquanto redes mais densas, como no PVA a 20%, podem limitar
a entrada de 4gua e a difusdo subsequente do farmaco. Dessa forma, a morfologia da rede
polimérica fornece informagdes importantes para a interpretacdo do grau de intumescimento e,
consequentemente, para a difusdo dos farmacos incorporados, o que sera avaliado na secao

subsequente.
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Figura 5.17 — Micrografias obtidas por MEV com ampliagdo de 1.000 x para os hidrogéis de
PVA a(a) 14 e (b) 20%.
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5.3.2. Grau de intumescimento

O grau de intumescimento dos hidrogéis de PV A foi avaliado em fung¢ado da concentragao
do polimero, utilizando formulagdes contendo 14% e 20% (m/v), com o objetivo de analisar a
capacidade de absorcao de 4gua desses materiais e sua relagdo com a organizacdo e a porosidade
da rede polimérica. Os resultados obtidos ao longo de 72 h de imersdo em meio aquoso siao

apresentados na Figura 5.18.
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Figura 5.18 — Grau de intumescimento dos hidrogéis de PVA 14 e 20%, em agua.

Ao analisar os dados, observa-se que o grau de intumescimento dos hidrogéis de PVA ¢
dependente da concentragdo do polimero. O hidrogel contendo 14% (m/v) de PVA apresentou
maior capacidade de absorcao de agua ao longo do periodo avaliado, atingindo, apos 72 h de
imersdo, um grau de intumescimento de 60,1 £ 2,6. Em contraste, o hidrogel preparado com 20%
(m/v) de PVA apresentou um intumescimento inferior, com valor de 30,1 £ 3,6. A andlise
estatistica dos dados, realizada por meio do teste ¢, resultou em um p-valor de 0,0001, indicando

diferenca estatisticamente significativa entre os dois sistemas (p < 0,05). Esses resultados
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confirmam que o aumento da concentracdo de PVA exerce influéncia significativa sobre o
comportamento de intumescimento dos hidrogéis.

Esse comportamento est4 diretamente relacionado a maior densidade da rede polimérica
formada em sistemas com maior teor de PVA, o que limita a penetracdo de d4gua na matriz e reduz
a expansdo volumétrica do material. Tal interpretacdo ¢ consistente com as observagoes
morfologicas obtidas por MEV, nas quais o hidrogel contendo 14% de PVA apresentou uma
estrutura mais porosa € menos compacta, enquanto o hidrogel com 20% de PVA exibiu uma rede
mais densa, com poros de menor dimensdo. Assim, a organizagdo estrutural da rede polimérica
exerce papel determinante na capacidade de absorcdo de 4agua dos hidrogéis, sendo esse um
comportamento amplamente reportado para hidrogéis a base de PVA (Gupta; Webster; Sinha,
2011; Kim et al., 2020; Quispe-Siccha et al., 2024).

A influéncia da densidade da rede sobre o grau de intumescimento ¢ particularmente
relevante para aplicagcdes em sistemas de liberacdo controlada, uma vez que a quantidade de dgua
absorvida pela matriz polimérica esta diretamente associada aos processos de difusdo no interior
do hidrogel. Dessa forma, hidrogéis com maior grau de intumescimento tendem a apresentar menor
resisténcia ao transporte de espécies incorporadas, enquanto redes mais densas podem promover
uma liberacdo mais lenta e sustentada, caracteristica desejavel para a manutencdo de niveis
terapéuticos ao longo do tempo (Das; Subuddhi, 2019).

Para compreender o mecanismo de intumescimento dos hidrogéis, os dados experimentais
foram ajustados a diferentes modelos cinéticos. Para ambas as formulagdes de PVA (14% e 20%)),
o modelo cinético de pseudo-segunda ordem apresentou o melhor ajuste, conforme evidenciado
pelos elevados valores de R? (0,992 e 0,990, respectivamente) e menores valores de AIC,
apresentados na Tabela 5.8.

O melhor ajuste obtido pelo modelo de pseudo-segunda ordem indica que o processo de
intumescimento nao se restringe a um fenémeno de difusdao simples da agua para o interior da
matriz, estando também associado a processos de relaxacdo, rearranjo e mobilidade das cadeias
poliméricas ao longo do tempo. Esse comportamento € coerente com a natureza fisica da rede
formada por PV A reticulado fisicamente por ciclos de congelamento e descongelamento, na qual
a absorc¢do de 4dgua ocorre de forma acoplada a reorganizacdo estrutural da matriz polimérica

(Schott, 1992).
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Tabela 5.8 — Parametros cinéticos para o intumescimento em agua dos hidrogéis de PVA 14 ¢

20%.
Materiais
Modelo Parametros
PVA 14 % PVA 20%
Qe 57,48 + 2,20 38,22 + 0,30
Pseudo-primeira ki 0,006 + 8,059 x 10* 0,010+ 9,294 x 10*
ordem R 0,966 0,986
AIC 16,67 8,44
qe 61,78 1,29 40,96 + 0,83
Pseudo-segunda k2 1,4x10%+1,5%x10°  3,8x10%+43x10°
ordem R2 0,992 0,990
AIC 9,86 6,90
k 10,51 + 2,40 10,56 + 2,73
n 0,22 +0,03 0,17 + 0,04
Peppas
R? 0,914 0,845
AIC 21,11 20,06
k 1,27 +0,16 0,87 +0,14
Higuchi R? 0,419 0,221
AIC 28,22 27,02

5.3.3. Estudo cinético de liberacao do AMT

Nos estudos cinéticos de liberacdo, as concentragdes de AMT liberadas ao longo do tempo
foram determinadas por quantificagdo direta do fArmaco em solugdo aquosa por espectroscopia

UV-Vis, utilizando curva de calibragdo previamente descrita na secdo 5.2. Durante todos os
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ensaios cinéticos, as concentragdes quantificadas permaneceram acima do LOQ do método
analitico, assegurando a exatidao e a precisdao dos dados experimentais empregados na construcao
dos perfis de liberacdo. Esses dados foram utilizados para o ajuste aos diferentes modelos

cinéticos, possibilitando a analise dos mecanismos de liberacdo do farmaco nos sistemas avaliados.

5.3.3.1.  Liberagdo de AMT a partir dos hidrogéis de PVA

O estudo cinético de liberacdo do farmaco AMT livre em meio aquoso a partir dos
hidrogéis de PVA 14 e 20% (m/v) foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial desses
materiais como sistemas de liberagdao controlada. Para a interpretagdo dos dados experimentais,
diferentes modelos cinéticos foram aplicados, sendo selecionado aquele que apresentou o melhor
ajuste aos dados experimentais. Os perfis de liberagdo estdo apresentados na Figura 5.19, enquanto

os parametros cinéticos correspondentes encontram-se reunidos na Tabela 5.9.
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Figura 5.19 — Perfil de liberagdo de AMT para os hidrogéis PVA 14%/AMT e PVA 20%/AMT.
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Para ambas as formulagdes, o modelo de pseudo-primeira ordem apresentou o melhor
ajuste, conforme indicado pelos maiores valores de R? e menores valores de AIC. Esse modelo
empirico descreve um processo no qual a taxa de liberagdo do fArmaco € proporcional a quantidade
ainda retida na matriz polimérica, sendo caracterizado por uma liberacdo mais rapida nos estagios
iniciais, seguida por uma desaceleracao progressiva ao longo do tempo. Esse comportamento ¢
compativel com sistemas nos quais o transporte do farmaco ocorre predominantemente por difusao
através da rede polimérica hidratada (Borges et al., 2017).

A analise dos parametros cinéticos revelou valores de g. muito préximos para os hidrogéis
PVA 14%/AMT (99,22 +£ 0,18) e PVA 20%/AMT (99,35 £ 0,14), indicando que a quantidade total
de farmaco liberada ao final do experimento ¢ semelhante, independentemente da concentragao de
PVA. No entanto, o valor da constante cinética k; foi superior para o hidrogel PVA 14%/AMT
(0,015 £ 1,733 x 10™*) em rela¢io ao PVA 20%/AMT (0,013 + 1,099 x 10, evidenciando uma
libera¢do mais rapida do farmaco no sistema com menor concentragdo polimérica. Essa diferenca
pode ser atribuida & menor densidade da rede polimérica no hidrogel de PVA a 14%, favorecendo
a difusdo do AMT através da matriz. Em contraste, o aumento da concentracdo de PVA para 20%
resulta em uma rede mais compacta, com maior numero de pontos de interagdo fisica, impondo
maior resisténcia ao transporte do farmaco e, consequentemente, reduzindo a taxa de liberagdo.
Esse comportamento estd em concordancia com os resultados de intumescimento e com as
observagdes morfologicas obtidas por MEV.

A interpretagdo dos perfis de liberacdo ¢ corroborada pelos valores de #s50% € t90,
correspondentes ao tempo necessario para atingir 50% e 90% da liberacdo do farmaco,
respectivamente. Ambos os pardmetros foram significativamente maiores para o sistema PVA
20%/AMT (Tabela 5.9), evidenciando que o aumento da concentracdo polimérica retarda a
liberacao do AMT (Costa; Sousa Lobo, 2001). A andlise estatistica (Teste t) confirmou a existéncia
de diferenca significativa entre os dois sistemas (p < 0,05).

Dessa forma, os resultados demonstram que o aumento da concentragdo de PVA permite
modular a cinética de liberagdo do AMT, promovendo um perfil mais lento e sustentado.
Considerando o objetivo de desenvolver sistemas de liberagao controlada com maior capacidade
de prolongar a liberag¢do do farmaco, os hidrogéis contendo 20% de PV A foram selecionados para

as etapas subsequentes.
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Tabela 5.9 — Parametros cinéticos obtidos para a liberagdo do farmaco AMT a partir dos

hidrogéis PVA 14%/AMT e PVA 20%/AMT, ajustados aos diferentes modelos cinéticos.

Materiais
Modelo Parametros PVA 14 %/AMT PVA 20%/AMT
e
99,22 + 0,18 99,35+ 0,14
(%)
ki 0,015+ 1,733 x 10 0,013 = 1,099 x 10"
R? 0,979 0,990
Pseudo-primeira ordem
AIC 229,23 155,55
t50% . *
_ 47,80 53,57
(min)
t90% . ¥
158,83 177,94
(min)
qe
107,67 + 0,34 109,09 + 0,28
(%)
Pseudo-segunda ordem ki 0,00022 + 5,60964 x 10° 0,00018 + 3,5434 x 10
R? 0,971 0,985
AIC 269,30 209,64
k 32,07 £ 1,27 0,18 0,01
n 27,92+ 1,16 0,20+ 0,01
Peppas
R? 0,812 0,841
AIC 648,77 495,37
k 4,42 + 0,06 4,40 + 0,05
Higuchi R® 0,337 0,397
AIC 735,90 718,05

Valores expressos como média = desvio padrdo (n = 3). Para cada parametro, diferencas
estatisticamente significativas entre os sistemas foram determinadas pelo teste t (p < 0,05).

(*) Indica parametros analisados estatisticamente.
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5.3.3.2.  Liberacdo de AMT a partir dos sistemas hibridos

Com base nos resultados obtidos nos estudos de intumescimento e cinética de liberagao
do farmaco livre, o hidrogel de PVA contendo 20% (m/v) de polimero foi selecionado como matriz
para a formulagdo dos sistemas hibridos supramoleculares, constituidos pela incorporagdo das
NECDs e do CI AMT:BCD ao hidrogel, visando avaliar o efeito dessas estruturas sobre o perfil de
liberagao do AMT.

A andlise qualitativa dos perfis de liberagdo em meio aquoso (Figura 5.20) evidencia
diferengas marcantes entre o hidrogel contendo AMT livre e os sistemas hibridos contendo CDs.
O hidrogel PVA 20%/AMT promoveu liberagdo praticamente total do farmaco (>99%),
apresentando um pronunciado efeito burst, com aproximadamente 90% do AMT liberado em
menos de 3 h. Em contraste, os sistemas hibridos contendo CDs apresentaram libera¢ao limitada
a cerca de 90%, indicando que parte do farmaco permaneceu retida na matriz polimérica ao final
do ensaio. Além disso, esses sistemas exibiram perfis de liberagao mais controlados, caracterizados
por menor efeito burst e liberagao gradual ao longo do tempo, estendendo-se por mais de 12 h até
o estabelecimento do platd. Esse comportamento pode ser atribuido ao fato de que a liberagao do
farmaco passa a depender ndo apenas da difusdo através da matriz polimérica, mas também da
dissociagdo gradual das interagdes supramoleculares estabelecidas. Em particular, a presenca das
NECDs contribuiu para a diminuigao do efeito burst. Para melhor visualizacao, a Figura 5.20 (b)
apresenta uma ampliacdo da regido de libera¢do inicial. Essa arquitetura supramolecular, composta
por multiplos sitios de aprisionamento, incluindo tanto as cavidades das CDs quanto os poros da
matriz polimérica, contribui para uma redugao do efeito burst e para a modulagdo da liberagdo do

AMT ao longo do tempo (Trotta; Zanetti; Cavalli, 2012).
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Do ponto de vista cinético, observa-se que, diferentemente do hidrogel contendo o farmaco
livre, os sistemas PVA/CI AMT:BCD, PVA/BCDam6BCD:AMT e PVA/BCDam12BCD:AMT
apresentaram melhor ajuste ao modelo de pseudo-segunda ordem (Tabela 5.10). Esse resultado
indica que o processo de liberacdo do AMT nesses sistemas nao ¢ governado exclusivamente pela
difusdo através da matriz polimérica, mas também por interagdes especificas com a BCD ou com
as NECDs, associadas a fenomenos de inclusdo e/ou adsorcao (ElTatawy et al., 2024; Ho; McKay,
1999). Como consequéncia, a taxa de liberagdo passa a depender simultaneamente da difusdo do
farmaco na matriz e da dissociacdo gradual dessas interagdes, resultando em um perfil de liberagao
mais lento e controlado. Esse comportamento ¢ consistente com a eficiéncia das NECDs de reter
o farmaco em sua rede supramolecular, evidenciada nos ensaios de adsor¢ao, o que contribui para

modular a liberacao ao longo do tempo.
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Tabela 5.10 — Parametros cinéticos obtidos para a liberagdo de AMT a partir dos sistemas hibridos PVA/CI AMT:BCD,

PVA/BCDameBCD:AMT e PVA/BCDam2fCD:AMT.

Materiais
Modelo Parametros PVA/CI AMT:BCD PVA/BCDam¢BCD:AMT PVA/BCDam;fCD:AMT
e
88,44 + 0,26 90,38 + 0,20 90,45+ 0,16
(%)
Pseudo-primeira ordem ki 0,009 + 1,362 x 10 0,008 + 8,728 x 107 0,008 + 7,161 x 10°°
R? 0,941 0,987 0,992
AIC 278,42 202,28 151,27
h 100,38 + 0,22 104,16+ 0,22 104,39 + 0.20
(%)
ko 1,3 x10*£1,6 10 1,0 x10* + 1,3 x107° 1,0 x10* £ 1,1 x10°
R? 0,994 0,995 0,997
Pseudo-segunda ordem AlC 91,85 77,24 48,14
h 1,2807% 1,1382° 1,1429°
t50%
78,38° 91,51° 91,34
(min)
t90%
) 705,40% 823,62° 822,09°
(min)
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k 17,06 + 0,55 14,79 + 0,61 14,70 + 0,65
n 0,259 £ 0,005 0,284 + 0,007 0,285 + 0,007
Peppas
R? 0,936 0,918 0,910
AIC 370,51 423,20 438,21
k 3,83 + 0,04 3,87+ 0,03 3,88+ 0,04
Higuchi R? 0,585 0,654 0,653
AIC 599,84 594,32 597,87

significativa entre os sistemas (one-way ANOVA seguida de teste de Tukey, p < 0,05).

Valores expressos como média + desvio padrao (n = 3). Para cada parametro, letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
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A comparagdo entre os hidrogéis contendo CDs revelou valores de g. semelhantes,
indicando que a quantidade total de farmaco liberada ao final do experimento ¢ comparavel entre
os sistemas (Tabela 5.10). No entanto, o parametro cinético k> foi mais elevado para o hidrogel
PVA/CI AMT:BCD (1,3 x 10 + 1,6 x 10°%) em relagiio aos sistemas contendo NECDs (1,0 x 10-
4+ 1,3 x 10%), evidenciando uma cinética de liberagdo mais rdpida no sistema com o CI. Esse
comportamento confirma que as NECDs impdem uma barreira adicional ao transporte do farmaco,
retardando sua difusdo e corroborando as observagdes qualitativas dos perfis de liberacao.

A interpretagdo desses resultados foi complementada pela andlise dos parametros h,
correspondente a taxa inicial de liberagdo, #5092 € t90o; (Tabela 5.10) (ElTatawy et al., 2024). A
analise estatistica (one-way ANOVA seguida do teste de Tukey, p < 0,05) demonstrou que o
sistema PVA/CI AMT:BCD apresentou valores significativamente distintos em relagdo aos
hidrogéis contendo NECDs, enquanto os sistemas PVA/BCDam6fCD:AMT e
PVA/BCDam12BCD:AMT nao diferiram estatisticamente entre si. O maior valor de 4 observado
para o sistema contendo o CI confirma a ocorréncia de um efeito burst mais pronunciado,
refletindo também em menores valores de tsoe € too,. Em conjunto, esses resultados demonstram
que a incorporagao de CDs, especialmente na forma de redes supramoleculares reticuladas
(NECDs), confere aos hidrogéis de PVA maior capacidade de modular a liberagdo do AMT,
reduzindo o efeito burst e promovendo um perfil de liberagdao mais controlado e prolongado.

Em resumo, os resultados apresentados neste capitulo demonstram que as NECDs
sintetizadas (BCDameBCD e BCDami2fCD) apresentam caracteristicas estruturais e funcionais
adequadas para a encapsula¢do do firmaco AMT. Além disso, a incorporagdo dessas NECDs em
hidrogéis de PVA permitiu modular o perfil de liberagdo do farmaco, com sistemas hibridos
apresentando liberagdo mais controlada e reducao do efeito burst em comparagdo aos hidrogéis
contendo AMT livre. Esses achados evidenciam a viabilidade dos sistemas hibridos

supramoleculares como plataformas promissoras para libera¢ao controlada de AMT.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foram desenvolvidos e avaliados sistemas hibridos supramoleculares
baseados na associagdo do farmaco antidepressivo Cloridrato de Amitriptilina (AMT) com
ciclodextrinas (CDs) e nanoesponjas a base de CDs (NECDs), com posterior incorporagdo em
hidrogéis de poli(alcool vinilico) (PVA), visando a aplicagcdo em sistemas de liberagdo controlada
de farmacos.

Os estudos termodindmicos mostraram que o processo de formagdo dos compostos de
inclusao (CIs), AMT:BCD, AMT:MBCD, AMT:HPBCD e AMT:yCD ocorre de forma espontanea
em todas as temperaturas investigadas. Além disso, a formag¢do dos Cls foi confirmada a partir da
combinacdo de experimentos de RMN uni- ¢ bidimensionais, permitindo a elucidagao das
interagdes supramoleculares envolvidas e a confirmacdo da inclusdo do fdrmaco na cavidade das
CDs em solugdo. Dentre os sistemas avaliados, o CI AMT:BCD apresentou maior afinidade e
estabilidade, configurando-se como o sistema mais favoravel do ponto de vista termodindmico
para o desenvolvimento dos materiais poliméricos subsequentes.

Com base nesses resultados, a BCD foi empregada na sintese das NECDs utilizando
diferentes diaminas como agentes reticulantes, resultando em materiais poliméricos altamente
reticulados, porosos e com propriedades fisico-quimicas adequadas para a incorporagdo do
farmaco AMT. Os estudos de adsor¢do e dessor¢do demonstraram que as NECDs apresentam
elevada capacidade de incorporacao do farmaco, com eficiéncias de encapsulamento em torno de
60% e liberagdo superior a 90% em meio aquoso, evidenciando seu potencial como componentes
ativos em sistemas de liberagao.

Os hidroggéis de poli(alcool vinilico) (PVA) preparados pelo método de congelamento—
descongelamento apresentaram propriedades morfologicas dependentes da concentragao
polimérica, com o aumento do teor de PVA resultando em redes mais densas e menos porosas.
Esse comportamento refletiu diretamente no grau de intumescimento e na cinética de liberagao do
farmaco, evidenciando que hidrogéis com maior concentragdo polimérica favorecem perfis de
liberacao mais lentos e controlados.

A incorporagdo do AMT previamente associado as CDs, seja na forma de Cls ou
adsorvido em NECDs, originou sistemas hibridos supramoleculares com perfis de liberacao

distintos daqueles observados para o farmaco livre. Os sistemas hibridos apresentaram reducdo do
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efeito burst e cinéticas de liberacdo governadas nao apenas pela difusdo na matriz polimérica, mas
também pela dissocia¢do gradual das interagdes supramoleculares estabelecidas com as CDs.

Em particular, os hidrogéis contendo as NECDs demonstraram maior capacidade de
retengdo do farmaco e liberagdo mais prolongada quando comparados aos sistemas contendo
apenas o CI, evidenciando o papel das redes supramoleculares reticuladas na modulacao da
liberagcdo do AMT. Dessa forma, os sistemas hibridos baseados em hidrogéis de PVA contendo
CDs, especialmente na forma de NECDs, consolidam-se como uma estratégia eficiente para a
obtencdo de perfis de liberagdo mais controlados, estabelecendo uma base solida para
investigacdes futuras voltadas a avaliacdo bioldgica e a aplicacdo desses materiais como

dispositivos de liberagdao de farmacos.
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