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Resumo

A gliclazida, sulfonilureia de segunda geracdo, se destaca no tratamento de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2. Entretanto, esse farmaco possui baixa solubilidade em &gua e alta
permeabilidade celular, resultando em uma limitada biodisponibilidade oral. Para contornar essa
limitacdo pode-se associa-la as ciclodextrinas, as quais sdo capazes de formar sistemas
supramoleculares do tipo hospede-hospedeiro. Este trabalho dispbs-se de obter e caracterizar
compostos de inclusdo formados entre o farmaco gliclazida, B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-
ciclodextrina, por meio de métodos analiticos e espectroscépicos. Estudos de solubilidade foram
realizados para ambos os sistemas, a fim de determinar os parametros termodindmicos
envolvidos no processo de formacdo. Os sistemas foram preparados pelo método de liofilizacdo e
caracterizados por espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR-
ATR) e espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN). Além disso, estudos de
estabilidade foram realizados para compreender o efeito das ciclodextrinas na estabilidade do
farmaco. Nos estudos de solubilidade, o sistema GLI:3-CD exibiu um diagrama de solubilidade
de fase do tipo Bs enquanto o sistema GLI:HP-B-CD um diagrama do tipo AL. O primeiro
sistema apresentou valores de Ka maiores do que os valores do segundo sistema. No intervalo de
37,47 e 57 °C, ambos os processos de formacéo dos sistemas foram espontaneos e exotérmicos.
Quanto a caracterizacdo dos sistemas, em todos os espectros dos compostos de inclusédo
ocorreram deslocamentos nas bandas do farmaco. Além disso, foram identificados
desaparecimentos de bandas nos espectros do composto GLI:3-CD 1:1 e 1:2, e do composto
GLI:HP-B-CD 1:1. Nos mapas de correlagdo 2D-ROESY dos sistemas 1:1, primeiramente, foram
observadas correlacdes a curta distancia entre os hidrogénios internos da p-CD e os hidrogénios
da GLI, o que indica a formagdo do composto de inclusdo GLI:B-CD. Porém, para o sistema
GLI:HP-B-CD ndo foram observadas correlagdes entre o farmaco e a CD, indicando,
provavelmente, a formacdo de um outro tipo de sistema supramolecular entre GLI e HP-B-CD.
Nos estudos de estabilidade, a presenga de B-CD acelerou a degradacdo do farmaco em meio
acido, enquanto a HP-B-CD apresentou um sutil efeito retardante. Nos meios neutro e alcalino, as

CDs ndo influenciaram na estabilidade do farmaco em solugéo.

Palavras-chaves: Gliclazida; Compostos de Inclusdo; Ciclodextrinas; Solubilidade; Sistemas

Supramoleculares.



Abstract

Gliclazide, a second-generation sulfonylurea, emerges as a prominent therapeutic agent for
patients with type 2 diabetes mellitus. However, this drug's efficacy is hindered by its low water
solubility and high cellular permeability, leading to limited oral bioavailability. To circumvent
this limitation, the association with cyclodextrins, which can form host-guest supramolecular
systems, represents a viable strategy. This study aimed to obtain and characterize inclusion
compounds formed between the drug gliclazide, B-cyclodextrin, and hydroxypropyl-p-
cyclodextrin, employing analytical and spectroscopic methods. Solubility studies were conducted
for both systems to elucidate the thermodynamic parameters involved in the formation process.
The systems were prepared using the freeze-drying method and characterized using Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR-ATR) and nuclear magnetic resonance spectroscopy
(NMR). Additionally, stability studies were performed to comprehend the effect of cyclodextrins
on drug stability. In the solubility studies, the GLI:-CD system exhibited a BS-type phase
solubility diagram, whereas the GLI:HP-B-CD system showed an AL-type diagram. The former
system demonstrated higher Ka values compared to the latter. In the temperature range of 37, 47,
and 57 °C, both system formation processes were observed to be spontaneous and exothermic.
Regarding system characterization, spectral shifts in drug bands were evident in all inclusion
compound spectra. Furthermore, band disappearances were identified in the spectra of the GLI:3-
CD 1:1 and 1:2 compounds, as well as the GLI:HP-B-CD 1:1 compound. In the 2D-ROESY
correlation maps of the 1:1 system, short-distance correlations were initially observed between
the internal hydrogens of B-CD and the hydrogens of GLI, indicating the formation of the GLI:j3-
CD inclusion compound. However, for the GLI:HP-B-CD system, no correlations were discerned
between the drug and the cyclodextrin, potentially suggesting the formation of another type of
supramolecular system between GLI and HP-B-CD. In stability studies, the presence of p-CD
accelerated drug degradation in acidic media, while HP-B-CD exhibited a subtle retarding effect.
Notably, in neutral and alkaline media, cyclodextrins had no discernible influence on drug

stability in solution.

Keywords: Gliclazide; Inclusion Compounds; Cyclodextrin; Solubility; Supramolecular

Systems.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes

O Diabetes Mellitus pode ser formado por um conjunto de distdrbios metabdlicos e
endocrinoldgicos que podem afetar a secrecdo e acdo da insulina, a qual é uma proteina
responsavel pelo controle de glicose no sangue, causando hiperglicemia e intolerancia a glicose.
Dentre os tipos de diabetes existentes, tém-se o Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1), Diabetes
Mellitus Tipo 2 (DMT2), formas hibridas e outras formas especificas de diabetes, diabetes ndo
classificado e hiperglicemia detectada pela primeira vez durante a gravidez (BERTONHI; DIAS,
2018; DEEPTHI et al., 2017; LESLIE et al., 2016).

Destacando o DMT1 e o DMT2, ambos podem provocar complicacbes micro e
macrovasculares, como retinopatia, nefropatia, neuropatia, doenca arterial coronariana e acidente
vascular cerebral. As principais causas do DMT1 envolvem predisposicdo genética, infeccdes
virais e a etnicidade. Por outro lado, o DMT2 possui como principais causas a obesidade,
sedentarismo e o historico familiar. Dentre os sintomas do diabetes, principalmente para o
DMT1, destacam-se fadiga, perda de peso, fome constante, polilria, polidipsia (sede excessiva),
visdo embacada e em casos graves, cetoacidose diabética (FOROUHI; WAREHAM, 2019;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021; RAMACHANDRAN, 2014).

No ano de 2021, constatou-se que aproximadamente 536 milhdes de pessoas vivem com
diabetes ao redor do mundo, sendo estimado um aumento para mais de 780 milhdes até 2045.
Dentre os dez paises com 0s maiores indices de diabetes, o Brasil se encontra em sexto lugar
com 15,7 milhdes de individuos diabéticos na faixa de 20 a 79 anos de idade, porém estima-se
que esse nimero cresca para 23,2 milhdes até 2045 (SUN et al., 2022).

Geralmente, para pacientes diagnosticados com diabetes mellitus, recomenda-se alterar o
estilo de vida, incluindo a pratica de exercicios fisicos e dietas mais saudaveis. (BERTONHI;
DIAS, 2018). Além disso, individuos com DMT1 podem precisar de doses diérias de insulina
para controlar os niveis glicémicos, a fim de evitar a ocorréncia de episodios fatais envolvendo a
cetoacidose diabética. Por outro lado, os individuos com DMT2 podem recorrer a medicamentos,
também chamados de antidiabéticos orais, pertencentes as classes das biguanidas, sulfonilureias,

inibidores de alfa glicosidase, tiazolidinedionas, inibidores da dipeptil peptidase 4, agonistas do



peptideo 1 semelhante ao glucagon e dos inibidores do co-transportador de glicose sddica
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021).

A metformina, componente da classe das biguanidas, € empregada como tratamento de
primeira linha para 0 DMT?2. Entretanto, quando a metformina administrada é contraindicada aos
pacientes ou quando ha a falha na monoterapia com este farmaco, as sulfonilureias sdo
empregadas como uma das alternativas viaveis. Embora as sulfonilureias possam trazer riscos de
hipoglicemia e aumento de peso, elas sdo recomendadas e reconhecidas por diretrizes nacionais e
internacionais como uma opcao de tratamento de segunda linha para o diabetes. As sulfonilureias
sdo eficazes na reducdo dos niveis de glicose no sangue e oferecerem uma melhor relacdo custo-
beneficio para os pacientes (AMOD, 2020; SCHEEN, 2021).

1.2 Sulfonilureias

A eventual descoberta das sulfonilureias se deve principalmente aos estudos de Marcel
Janbon e August Loubatiéres na década de 1940, apOs observacbes e comprovacdes de efeitos
hipoglicemiantes causados por um derivado de sulfonamida (HENQUIN, 1992; MCMAHON,
1964). Janbon e sua equipe medica buscavam obter novos antibidticos para combater a febre
tiféide, porém constataram que o derivado para-amino-benzenossulfamido-isopropiltiodiazol
provocou a diminuicdo dos niveis de glicose no sangue dos pacientes. Esse fendbmeno despertou
o0 interesse de Loubatiéres, fazendo-o empregar estudos sistematicos a fim de compreender o
mecanismo envolvendo a hipoglicemia causada por andlogos de sulfonamidas. Posteriormente,
comprovou-se que a hipoglicemia observada era resultado da secrecdo de insulina, a qual era
provocada pelo estimulo das ilhotas pancreaticas (HENQUIN, 1992).

Consequentemente, outros derivados de sulfonamidas com acgdo hipoglicemiante
comecaram a ser investigados, com destaque para a carbutamida e a tolbutamida, as primeiras
sulfonilureias comercializadas para o tratamento de certos tipos de diabetes (HENQUIN, 1992;
SOLA et al., 2015). Atualmente, sabe-se que as sulfonilureias interagem com receptores
especificos presentes na superficie das células B-pancredticas, provocando uma sequéncia de
reacOes que resultam na liberacdo de insulina na corrente sanguinea, e, portanto, diminuindo os
niveis de glicemia (AL-SALEH et al., 2021; MELANDER, 2004).



Com a descoberta de outras sulfonilureias, houve a necessidade de dividi-las em primeira
e segunda geracOes. Dentre as sulfonilureias de primeira geragdo (SU1), tem-se a acetoexamida,
clorpropamida, tolazamida e tolbutamida. Por outro lado, exemplos de sulfonilureias de segunda
geracdo (SU2) sdo a glibenclamida, gliclazida, glipizida, gliquidona e glimepirida (SOLA et al.,
2015). E importante destacar que as diferencas entre as sulfonilureias sdo de natureza estrutural,
farmacocinética e farmacodindmica.

A nivel estrutural, as sulfonilureias apresentam em comum o grupo central denominado
arilsulfonilureia, porém elas se diferenciam pela possibilidade de substituicdes em R1 e R2,
presentes na posicdo para do anel benzénico e no residuo de nitrogénio do componente ureia,

conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo estrutural do grupo arilsulfonilureia, com exemplos de grupos

substituintes em R1 e R2.

Em relacdo a farmacocinética, enquanto as SU1 sdo exclusivamente eliminadas pela via

renal, as SU2 podem ser excretadas tanto pela via renal quanto pela biliar. Essa caracteristica
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amplia a aplicabilidade das SU2, permitindo seu uso com cautela em pacientes com disfuncdes
renais. Por fim, referente a farmacodinamica, as SU2 se destacam perante as SU1 devido a sua
maior poténcia, permitindo que sejam administradas em dosagens menores, geralmente uma vez
ao dia. Além disso, elas ttm uma menor incidéncia de efeitos adversos, tais como dores de
cabeca, vertigem, desconforto abdominal e nauseas (MELANDER; LEBOVITZ; FABER, 1990;
SOLA et al., 2015; THULE; UMPIERREZ, 2014).

1.2.1 Gliclazida

Dentre as sulfonilureias de segunda geracéo, a gliclazida (GLI) se destaca por promover
bom controle glicémico, exibir resultados significativos a longo prazo para a estabilidade
cardiovascular e reduzir os riscos de complicagcbes micro e macrovasculares (MAPA et al.,
2020). A estrutura quimica da GLI esta representada na Figura 2, a qual é constituida por um
anel denominado azabiciclooctil ligado ao residuo de nitrogénio e por um grupo metila ligado na

posicao para do anel benzénico do grupo central arilsulfonilureia.

o 0
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Figura 2 — Representacéo estrutural da gliclazida.

Assim como outras sulfonilureias, a GLI é suscetivel a degradacdo hidrolitica, a qual
pode ser explicada pela presenca do grupo sulfonilureia e pela tensdo no anel heterociclico
azabiciclooctil (BANSAL; SINGH; JINDAL, 2007; BANSAL et al.,, 2008; SARMAH;
SABADIE, 2002). Na literatura, é descrito que em meio acido (HCI 0,1 mol.L) e a temperatura
ambiente, além da liberacdo de gas carbbnico, a GLI apresenta dois principais produtos de
degradacédo: a para-toluilsulfonamida (PTS) e a N-aminociclopentapirrolidina (NACPP). Em

contrapartida, em meio neutro e alcalino, somente s&o obtidos produtos de degradacéo a 85 °C os



quais sdo diferentes dos mencionados (BANSAL et al., 2008). A equacdo quimica referente a

reacdo de hidrolise da GLI esta disposta na Figura 3.
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Figura 3 — Equacéo quimica referente a degradacao da gliclazida em meio acido a temperatura

ambiente.

A GLI é classificada pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) como um
farmaco de Classe 11, isto é, um composto com baixa solubilidade em agua e alta permeabilidade
celular (MAPA et al., 2020). O SCB é uma ferramenta reguladora proposta por Amidon e
colaboradores (1995) que classifica os farmacos em Classe I, II, Il e IV, com base na

solubilidade aquosa e permeabilidade celular, como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Diagrama constituido pelas classes descritas pelo Sistema de Classificagdo

Biofarmacéutica com exemplos de farmacos, adaptado de Sachan e colaboradores (2009).



Conforme descrito por estes autores, a solubilidade, a permeabilidade celular e a
dissolucdo oral, sédo fatores importantes que afetam a biodisponibilidade e o desempenho
farmacocinético in vivo de um farmaco. Um dos objetivos do SCB é fornecer uma ferramenta
que permita substituir determinados estudos de bioequivaléncia por testes rigorosos de
dissolucdo in vitro. Desse modo, pode-se reduzir a exposicao desnecessaria de individuos sadios,
0s custos e o tempo no desenvolvimento de farmacos e formula¢Ges farmacéuticas (AMIDON et
al., 1995; LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2010).

No que se refere a permeabilidade celular, ela pode ser investigada a partir de modelos in
vitro, in vivo ou modelos computacionais, estimando o grau de absorcdo do farmaco em
determinadas membranas celulares. Para avaliar isso podem ser considerados parametros como
os coeficientes de particdo (log P) e de permeabilidade aparente (Papp) (AMIDON et al., 1995).
Na literatura, estudos computacionais e in vitro, descreveram que a GLI apresentou valores de
log P e de Papp acima dos valores de referéncia, demonstrando uma alta permeabilidade celular
deste farmaco e indicando uma maior absorcéo e biodisponibilidade (MAPA et al., 2020).

Entretanto, é importante ressaltar que para farmacos de Classe 11, como no caso da GLI,
os fatores que influenciam na sua biodisponibilidade e absorcdo sdo a solubilidade e a taxa de
dissolugcdo (AMIDON et al., 1995). Conforme descrito por Mapa e colaboradores (2020), a GLI
apresenta uma baixa solubilidade em agua, de modo que a 25 °C, esse valor varia de 34 a 37
png.mL?, e a 37 °C, de 52 a 55 ug.mL™. Aliado a isso, a GLI exibe um perfil de solubilidade
dependente do pH, o qual esta disposto na Tabela 1.



Tabela 1 — Perfil de solubilidade dependente do pH da GLI a 25 e 37 °C.

Seedher e Kanojia (2009)

El-Sabawi e Hamdan (2014)

25°C 37°C

| pH Solubilidade (ug.mL™) pH Solubilidade (ug.mL™)
2,67 71,55 12 1242+2,1

3,69 32,57 4,5 40,4 + 3,8

4,47 33,84 6,8 182,4 +5,3

5,73 68,88 -

8,24 785,65 - -

9,74 1.475,36 -

E possivel observar que os valores de solubilidade nas extremidades da faixa de pH sdo

maiores do que os demais, indicando um carater anfétero para a GLI, ou seja, dependendo do pH

do meio, a GLI pode comportar como um &cido ou uma base. Esse carater pode afetar sua
biodisponibilidade, absor¢do e acdo terapéutica (SEEDHER; KANOJIA, 2009). A razdo para

isso pode ser explicada pelos valores de pKa dos grupos amino alifatico e sulfonamida,

destacados na Figura 5, como também pelas interagcBes intermoleculares realizadas pelas

moléculas do farmaco na solvatacao e dissolugéo.

Segundo Mapa e colaboradores (2020), a GLI se comporta como uma base em pH &cido,

devido a protonacao do grupo amino alifatico que possui pKa igual a 2,9. Por outro lado, em pH

alcalino, a GLI se comporta como um acido fraco, em decorréncia da desprotonacdo do grupo

sulfonamida, que apresenta pKa igual a 5,8 (MAPA et al., 2020).
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Figura 5 — Representacéo estrutural da gliclazida com os valores de pKa dos grupos sulfonamida

(vermelho) e amino aliféatico aliciclico (azul).

A taxa de dissolucdo pode ser definida como o processo no qual certa quantidade de
farmaco é dissolvida por unidade de tempo, se tornando disponivel para ser absorvida pelo
organismo (BUXTON; BENET, 2012). Nos estudos descritos por Mapa e colaboradores (2020),
a GLI apresentou em diferentes meios, uma dissolucdo menor do que 85 % em um periodo de
trinta minutos, a qual é considerada lenta, segundo a Resolu¢do RDC n° 31, de 11 de agosto de
2010.

Desse modo, tanto a GLI quanto outros farmacos de Classe Il sdo alvos de estudos que
visam aumentar suas solubilidades, taxas de dissolucdo e melhorar seus perfis de liberacdo em
formulacGes farmacéuticas, empregando diversas técnicas como dispersdes solidas, surfactantes
e a formagdo de compostos de inclusdo com ciclodextrinas, as quais sdo investigadas pela
Quimica Supramolecular e suas propriedades serdo abordadas nas proximas sessdes (PATIL;
GAIKWAD, 2011; SEEDHER; KANOJIA, 2009).

1.3.Quimica Hbspede-Hospedeiro

A Quimica Supramolecular, desenvolvida no século XX por Jean-Marie Lehn, Donald J.
Cram e Charles J. Pedersen, baseia-se no estudo de sistemas de maior complexidade formados
pela associacdo de duas ou mais espécies quimicas por meio de interacdes ndo covalentes
(LEHN, 1988). A unido entre duas fitas de DNA, o enovelamento de uma proteina e as micelas
formadas por agregados de moléculas sdao exemplos de sistemas supramoleculares.

Conforme Katsuhiko e Kunitake (2006), a Quimica Supramolecular pode ser dividida em
trés principais areas: reconhecimento molecular, controle da topologia supramolecular e

automontagem. A Figura 6 re(ine essas areas e suas respectivas espécies quimicas componentes.



Quimica Supramolecular

Reconhecimento Controle Fle Automontagem
Molecular topologia
Calixarenos Fulerenos Micelas
Poliaminas . Filmes mono e
P Dendrimeros .
macrociclicas multicamadas
Ciclodextrinas Catenanos Lipossomas
Eteres Coroa Rotaxanos Vesiculas

Figura 6 — Esquema ilustrativo com exemplos de espécies quimicas presentes em cada area da
Quimica Supramolecular, segundo Katsuhiko e Kunitake (2006) e Vepuri e colaboradores
(2013).

Pode-se encontrar diversas aplicacfes dos conceitos da Quimica Supramolecular, como
em maquinas e sensores moleculares, nano reatores, catalise quimica, extracdo de metais e
poluentes, sistemas de liberacdo de farmacos, macroestruturas de automontagem, biomateriais,
agregados metalo-supramoleculares e compostos de inclusdo (OLIVO et al., 2021; WILLIAMS
etal., 2021).

Os compostos de inclusdo sdo sistemas regidos por reconhecimento molecular, o qual
envolve interagbes ndo covalentes entre espécies denominadas hdspedes e hospedeiras. A
formacéo de compostos de inclusdo ocorre por meio de um balanco de interagdes ndo covalentes,
podendo envolver forcas de van der Waals, efeito hidrofébico, ligacdes de hidrogénio,
eletrostatica, entre outras (MEIRA, 2018; POULSON et al., 2022).

As espécies hospedes compreendem toda e qualquer espécie quimica, de natureza
inorganica ou organica, que pode interagir com a cavidade das espécies hospedeiras. Cabe
salientar que para ser considerada uma espécie hdspede, € relevante que ela apresente parametros
fisico-quimicos favoraveis a inclusdo na cavidade das espécies hospedeiras, como polaridade,
volume molecular e conformacdo estrutural. S8o0 exemplos de espécies hospedes: farmacos,

corantes, pesticidas, 6leos essenciais, entre outros. Por outro lado, como exemplos de espécies
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hospedeiras podem-se citar os calixarenos, éteres coroa, poliaminas macrociclicas e as
ciclodextrinas. (CRINI, 2014; DAVIS; BREWSTER, 2004; DELBIANCO et al., 2016;
POULSON et al., 2022; ZHANG; MA, 2013).

Contudo, as ciclodextrinas merecem destaque, em virtude da sua versatilidade de formar
compostos de inclusdo com uma variedade de outras moléculas e pela vasta possibilidade nos
modos de administracdo com farmacos. Desse modo, elas tém sido amplamente investigadas pela
area cientifica e industrial desde o século passado, sendo aplicadas como excipientes em
formulagBes farmacéuticas na Asia, Europa e América (CRINI, 2014; LOFTSSON; DUCHENE,
2007; PAN; HU; GUO, 2021).

131 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sd8o macroestruturas ciclicas, classificadas como
oligossacarideos, que possuem ligacdes do tipo alfa-1,4 entre unidades glicosidicas, como
ilustrado na Figura 7a (DE SOUSA et al., 2008). As CDs de maior interesse tecnologico sao
constituidas por seis, sete ou oito unidades de glicose em suas estruturas, sendo denominadas alfa
(a), beta (B) ou gama (y) ciclodextrina, respectivamente (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON,
2018; LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Estas CDs citadas séo classificadas como naturais, pois
podem ser obtidas a partir da quebra do amido pela acdo das enzimas CD glicosiltransferases
(VENTURINI et al., 2008).

De forma geral, as CDs apresentam estruturas similares a um tronco de cone com uma
cavidade central hidrofobica e um exterior com carater hidrofilico (ARTI et al., 2021,
LOFTSSON et al., 2005; ZHANG; MA, 2013). A cavidade central possui carater hidrofébico
devido aos hidrogénios H3 e H5, e aos grupos C-O-C das ligagdes glicosidicas. O exterior
apresenta carater hidrofilico devido as hidroxilas secundérias ligadas aos carbonos C3 e C2, e as
hidroxilas primarias ligadas aos carbonos C6, conforme demonstrado na Figura 7b (MEIRA,
2018; POULSON et al., 2022).
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Figura 7 — Representacéo estrutural: (a) Beta-ciclodextrina (f-CD); (b) mondmero de glicose

com a respectiva numeracao dos hidrogénios e carbonos. n =6, 7 ou 8.

A cavidade central das CDs desempenha um papel fundamental para a formagdo dos
compostos de inclusdo, uma vez que ela oferece um microambiente que pode permitir a
ocorréncia de um balanco de interacGes ndo covalentes com a espécie hospede. O processo de
formacdo também depende de fatores como tamanho e polaridade das moléculas hospedes,
ocorrendo por meio de interagfes ndo covalentes, formando assim os sistemas do tipo hdspede-
hospedeiro, como exemplificado na Figura 8 (ARTI et al., 2021; CRINI, 2014).

Molécula Hospedeira

Molécula Hospede Composto de inclusido

Figura 8 — Esquema ilustrativo sobre a formagéo de compostos de incluséo.

Em virtude do processo de inclusdo, as moléculas hdspedes exibem alteracdes em suas
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, volatilidade, dissolucéo, estabilidade quimica e
fisica, como também em suas propriedades organolépticas, isto €, sabores e odores indesejados
(ARTI et al., 2021; DEL VALLE, 2004; KAPOOR et al., 2022; SZEJTLI, 1998).
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As CDs sdo amplamente investigadas pela area cientifica e possuem aplicacdes nas
indastrias farmacéutica, agricola, alimenticia, téxtil, cosmética e de perfumes, devido a
capacidade de formar compostos de inclusdo com uma variedade de espécies quimicas (DAVIS;
BREWSTER, 2004; HEDGES, 1998; POULSON et al., 2022; SAOKHAM et al., 2018).

Além das CDs naturais mencionadas anteriormente (a, B e v), ¢ possivel sintetizar CDs
ditas modificadas, as quais podem apresentar diversos grupos substituintes nas hidroxilas
primarias e/ou secundarias, como indicado na Figura 9 (DE SOUSA, 2010). As modificacdes nas
CDs naturais tém como finalidade ampliar suas aplicagbes farmacéuticas e melhorar suas
propriedades fisico-quimicas, especificamente, a solubilidade e toxicidade (VENTURINI et al.,
2008; ZHANG; MA, 2013).

— — OH
\)\ (Hidroxipropil)
—CH; (Metil)

0
R S~ '
PN Na* (Sulfobutil)

0)

\)L OH (Carboxi)

Figura 9 — Representacdo estrutural do mondmero glicosidico com exemplos de grupos

substituintes (R), comn =6, 7 ou 8.

Dentre as propriedades das CDs naturais e de algumas CDs modificadas, descritas na
Tabela 2, pode-se notar que a solubilidade em agua da B-CD é expressivamente menor quando
comparada as solubilidades das demais CDs. Conforme descrito por De Sousa (2010) e Poulson
e colaboradores (2022), isso se deve ao fato da B-CD apresentar uma rigidez estrutural, em
virtude da formacdo de ligacdes de hidrogénio intramoleculares entre as hidroxilas secundarias
ligadas aos carbonos C2 e C3, conferindo menores interagdes com as moléculas de &gua ao

redor, e consequentemente menor solubilidade.
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Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas e modos de administracdo das ciclodextrinas naturais e

modificadas.

Ciclodextrinas

a-CD B-CD y-CD  HP-B-CD SBE-B-CD RM-p-CD HP-y-CD

N° de
unidades 6 7 8 7 7 7 8
glicosidicas
Massa Molar
972 1135 1297 1400 2163 1312 1576
(g.mol™?)
Diametro da
) 4,7-52 6,0-6,4 7,5-8,3 6,0 — — 8,0
Cavidade (A)
Solubilidade
145 18,5 232 > 600 > 500 > 500 > 500
(g.LYHa25°C
Administracdo OR,T,
) P,O O,R, T, Oc o,T O,P Oc, N T
Farmacéutica* Oc, P

* P = Parenteral; O = Oral; R = Retal; T = Topica; Oc = Ocular; N = Nasal.

Na literatura dentre os diversos exemplos de CDs modificadas, destacam-se a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), a sulfobutiléter-p-ciclodextrina (SBE-B-CD), a B-CD
metilada aleatoriamente (RM-B-CD) e a 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CD) (JANSOOK;
OGAWA; LOFTSSON, 2018; SAOKHAM et al., 2018). Assim como a a, 3 ¢ y ciclodextrina, as
CDs modificadas supracitadas sdo aprovadas como excipientes em formulagdes farmacéuticas
pela Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) e pela Joint
WHO/FAO Expert Committee on Food Additives (JECFA) (BRAGA, 2019; JANSOOK;
OGAWA; LOFTSSON, 2018; POULSON et al., 2022; SAOKHAM et al., 2018; STELLA; HE,
2008).

1.3.2 Compostos de Inclusdo — Ciclodextrinas e FArmacos

Como consequéncia da formagdo de compostos de incluséo, tém-se que propriedades

fisico-quimicas como solubilidade, estabilidade e taxas de dissolu¢do dos farmacos podem ser
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alteradas, principalmente daqueles de Classe 1l e IV (HEDGES, 1998; JACOB; NAIR, 2018). Na
literatura, sdo relatados mais de 120 medicamentos disponiveis no mercado que apresentam CDs
como excipientes, com destaque aqueles administrados por via oral e intravenosa (PUSKAS et
al., 2023). Dentre eles pode-se citar o vasodilatador alprostadil alfaciclodextrina
(PROSTAVASIN®), os anti-inflamatorios piroxicam betaciclodextrina (CICLADOL®) e
nimesulida betaciclodextrina (MAXSULID®), comercializados no Brasil, e o antifiingico
itraconazol hidroxipropil betaciclodextrina (SPORANOX®), comercializado nos Estados Unidos
da América e na Europa (DAVIS; BREWSTER, 2004; JAMBHEKAR; BREEN, 2016).

No que se refere a formacdo de compostos de inclusdo, as moléculas do farmaco podem
ser incorporadas de modo parcial ou total no interior da cavidade das CDs. E importante ressaltar
que ligacdes covalentes ndo sdo formadas ou quebradas durante esse processo, uma vez que 0
fendmeno de inclusdo consiste em interacdes ndo covalentes entre as espécies hospede e
hospedeira. Como consequéncia desse processo, forma-se um equilibrio quimico entre as
moléculas livres e associadas, ou seja, 0os compostos de inclusdo sdo continuamente formados e
dissociados em meio aquoso, coexistindo com as moléculas livres do farmaco e da CD em
solucdo (DEL VALLE, 2004; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

De modo geral, o equilibrio quimico consiste em um estado dindmico presente em
reacOes reversiveis, em que as concentracfes dos reagentes e dos produtos permanecem
constantes ao longo do tempo, devido as rea¢des no sentido direto e inverso ocorrerem com a
mesma velocidade.

A partir desses valores de concentracdo dos reagentes e dos produtos, pode-se calcular a
constante de equilibrio referente a reacdo analisada. A Equacdo (1) retrata a constante de
equilibrio (K) referente a formacdo de um composto de inclusdo, em que [F] e [CD] séo as
concentragdes molares do farmaco e da ciclodextrina livres, respectivamente; [F-CD] € a
concentragdo do composto de inclusdo; m e n sdo os coeficientes estequiométricos os quais

podem indicar a proporcao estequiométrica entre as espécies F e CD.

[F-CD]

Komin = Ty copm

Equacdo (1)
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Conforme descrito por Song e colaboradores (2009) e ilustrado na Figura 10, os trés tipos
mais comuns de estequiometrias para 0os compostos de inclusdo F-CD sédo 1:1, 1:2 e 2:1,
entretanto outras raz6es molares também séo possiveis de existir em solugdo. Desse modo, a fim
de estudar o comportamento das CDs sobre a solubilidade do farmaco e caracterizar os sistemas

supramoleculares formados, podem-se aplicar determinadas técnicas analiticas.

1:1 (a)
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Figura 10 — Esquema ilustrativo para exemplificar as estequiometrias citadas envolvendo: (a)
uma molécula de farmaco para uma molécula de CD; (b) uma molécula de farmaco para duas

moléculas de CD; (c) e duas moléculas de farmaco para uma molécula de CD.

Um dos métodos utilizados para investigar os compostos de inclusdo, consiste no estudo
de solubilidade desenvolvido por Higuchi e Connors. Neste estudo, investiga-se o efeito da
ciclodextrina na solubilidade do farmaco em meio aquoso, a partir de alteracGes no espectro de
absorcdo do farmaco na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) causadas pela adicdo de
concentragdes crescentes de ciclodextrina as solugbes aquosas.

Desse modo, a partir da relagdo grafica entre a concentracdo da espécie hdspede e
hospedeira, denominado diagrama de solubilidade de fase, é possivel estimar o perfil de
solubilidade, o valor da constante de equilibrio e a estequiometria do composto de incluséo
formado (HIGUCHI; CONNORS, 1964; JANSOOK; OGAWA,; LOFTSSON, 2018).
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As duas principais categorias de perfis de solubilidade sdo os tipos A e B, sendo divididas
em AL, Ar, AN, Bs e Bi, como ilustrado na Figura 11, a qual relaciona a concentracdo de farmaco
em funcéo da concentragéo de CD.

Concentrag¢do do Farmaco

Concentra¢ao de CD

Figura 11 — Representacdo grafica dos tipos de perfis de solubilidade relacionando a
concentracdo do farmaco em fungdo da concentragdo de CD.

Diagramas com perfil do tipo A demonstram a formacdo de compostos de incluséo
soluveis, em razédo da linearidade entre as concentragdes do farmaco e da ciclodextrina, enquanto
diagramas com perfil do tipo B revelam compostos de inclusdo com solubilidade limitada em
meio reacional.

O perfil do tipo AL demonstra uma relacdo linear entre as concentragdes das espécies, ou
seja, 0 aumento da solubilidade do farmaco a medida que ha o aumento da concentracdao de CD.
Este perfil geralmente esta associado a uma estequiometria 1:1, porém outras razbes molares
podem estar em equilibrio de forma simultanea. O perfil do tipo Ar possui um pequeno desvio
positivo da linearidade, que pode ser entendido como a formagdo de compostos de inclusdo de
ordem elevada em relagdo a CD. O perfil do tipo An apresenta um pequeno desvio negativo,
indicando possiveis agregados dos compostos de inclusio (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO,
2007; HAIMHOFFER et al., 2019; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

Devido ao comportamento gréfico distinto, o perfil do tipo Bs geralmente é dividido em

trés regides com caracteristicas singulares em cada uma delas. Na primeira regido, observa-se
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uma relacdo linear crescente entre as concentracdes do farmaco e da CD, sugerindo um aumento
na solubilidade do farmaco, porém até atingir uma solubilidade maxima. Esse valor se estende
pela segunda regido, marcada por um platd, a medida que a concentracdo de CD aumenta,
indicando um composto de inclusdo com solubilidade limitada. Por fim, na terceira regido ocorre
uma diminuicdo gradual da solubilidade do farmaco, sugerindo a possivel precipitacdo do
composto de inclusdo e a formacgéo de agregados de CDs. O perfil do tipo Bi exibe uma regiéo
com um platdé em baixas concentragdes de CD e ao final uma diminuicdo gradual na solubilidade
do farmaco, indicando um composto de inclusdo insoluvel (HAIMHOFFER et al., 2019;
SAOKHAM et al., 2018; SCHONBECK et al., 2017).

Um esquema ilustrativo do perfil do tipo Bs retratado por Schonbeck e colaboradores
(2017) esta disposto na Figura 12.

1 ]
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' Precipitados:
Precipitado: i Farmaco e . Precipitado:
- | ]
F:’u‘glaco ! Composto de ' Composto de

! inclusio ! inclusdo
|

'F+CD= F:CD !

Pl 1o F*CDN
i Fg F:CD(S)E F"CD

0 Concentrac¢iode ciclodextrina (CD)
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Figura 12 — Esquema ilustrativo do diagrama de solubilidade de fase do tipo Bs com os

equilibrios quimicos envolvidos em cada regido, adaptado de Schonbeck e colaboradores (2017).

Pode-se destacar, especificamente para o perfil do tipo Bs, a ocorréncia de equilibrios
quimicos envolvendo a precipitacdo de certas espécies. Na regido I, o precipitado é o proprio
soluto, no caso o farmaco em estudo, devido ao método determinar a adigdo de excesso de
farmaco as solugdes das CDs. Na regido Il, ttm-se a possibilidade de precipitacdo do farmaco e
do composto de inclusdo formado, uma vez que ocorre a saturacdo das solugdes e a solubilidade

do farmaco se mantém constante. Por fim, na regido 11, o farmaco coexiste em solucdo na sua
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forma livre e associada, contudo, o composto de inclusdo apresenta um equilibrio entre sua fase
aquosa e sua fase sélida @ medida que a concentra¢do de CD aumenta.

De acordo com Schonbeck e colaboradores (2017), para uma analise minuciosa das
etapas presentes nos diagramas de solubilidade de fase do tipo Bs, existe um tratamento
matematico mais complexo que foi desenvolvido considerando determinados componentes de
cada regido. Entretanto, ao admitir uma estequiometria 1:1, pode-se calcular o valor de Ka
considerando a regido | uma vez que ela apresenta linearidade entre as concentracGes das
espécies envolvidas (ABD EL-GAWAD et al.,, 2017; PRAPHANWITTAYA et al., 2020;
CHRISTOFORIDES et al., 2022).

Tanto Saokham e colaboradores (2018) quanto Schonbeck e colaboradores (2019)
descreveram que as CDs naturais tendem a formar compostos de inclusdo que apresentam perfis
de solubilidade do tipo B, enquanto CDs modificadas, geralmente formam compostos de
incluséo que exibem perfis do tipo A. Conforme Wankar e colaboradores (2020), o processo de
inclusdo envolve diversos pardmetros e fatores como polaridade, volume molecular,
conformacdo, quiralidade e até mesmo o solvente utilizado no preparo dos compostos. Desse
modo, isso faz com que ndo haja uma “regra padrdo” para a inclusdo de moléculas hospedes a
cavidade das CDs, impossibilitando prever o comportamento deste fendmeno.

Na literatura, Al Omari e colaboradores (2009) estudaram a interagdo entre o sal
ibuprofeno/trometamina com CDs naturais e modificadas. Nesse estudo, os autores obtiveram,
para o sistema ibuprofeno:3-CD, um diagrama de solubilidade de fase do tipo Bs, exibido na
Figura 13. E importante destacar que os diagramas e perfis do tipo B ndo sdo tdo estudados e

habituais como os do tipo A.
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Figura 13 — Diagrama de solubilidade de fase do tipo Bsdo sistema ibuprofeno:B-CD retirado e
adaptado de Al Omari e colaboradores (2009).

Os diagramas de solubilidade de fase, de forma geral, se enquadram em um dos métodos
utilizados para compreender o comportamento dos sistemas hospede-hospedeiro com CDs,
porém outras técnicas analiticas, fazem-se necessarias para de fato caracterizar os compostos de
inclusdo, tanto em solucdo quanto no estado sélido (MURA, 2015).

A caracterizagdo dos compostos de inclusdo envolve associar diferentes métodos
analiticos que explorem variacdes nas propriedades fisico-quimicas das moléculas héspedes e
hospedeiras livres juntamente com as propriedades dos sistemas obtidos. Quando os resultados
de cada técnica sdo analisados em conjunto, é possivel compreender melhor as interacfes entre
essas espécies, e, portanto, evidenciar a formacgdo dos compostos de inclusdo (MURA, 2014).

Além da espectroscopia eletrénica de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis), citada anteriormente no estudo de solubilidade, pode-se citar a espectroscopia de
ressonancia magnetica nuclear (RMN). Esta técnica é aplicada para a caracterizagdo dos sistemas
formados e é considerada uma das técnicas mais adequadas e robustas para o estudo dos
compostos de inclusdo em solucdo, uma vez que fornece informacoes referentes ao fenémeno de
inclusdo e sobre a estrutura dos compostos formados (MURA, 2014).

Dentre as técnicas utilizadas para caracterizar os compostos de inclusdo no estado solido,
pode-se citar a espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR). Essa

técnica pode identificar perturbaces nos modos vibracionais caracteristicos do farmaco e das
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CDs, sendo que essas perturbacbes sao recorrentes do processo de inclusdo e podem indicar

possiveis interacdes entre essas espécies (MURA, 2015).

1.3.3 Compostos de inclusédo — Ciclodextrinas e Sulfonilureias

Na literatura, pode-se encontrar trabalhos que abordam o estudo de compostos de
inclusdo tanto entre CDs e SULl (tolbutamida e tolazamida) quanto entre CDs e SU2
(glibenclamida, glipizida, glimepirida e gliclazida) (ALY; QATO; AHMAD, 2003; LUCIO et
al., 2017; PAULIDOU et al., 2010). Trabalhos que envolvem sistemas entre GLI e B-CD relatam
perfis de solubilidade do tipo Bs, entretanto, contam com poucas explicacdes sobre as estruturas
dos compostos de inclusdo formados e quando comparados apresentam diferentes valores de
constantes de afinidade (Ka) em uma mesma temperatura (ABOU-AUDA et al., 2006; LO et al.,
2006; MOYANO et al., 1997; OZKAN et al., 2000; RADI; EISSA, 2010; SAPKAL et al., 2007;
SOLTANI et al., 2024).

Para o sistema GLI:B-CD, Moyano e colaboradores (1997a) e Ozkan e colaboradores
(2000) obtiveram valores de Ka iguais a 1.094 e 195, respectivamente, ainda que ambos os
sistemas tenham sido submetidos a mesma temperatura e mesma técnica espectroscopica para
obter os diagramas de solubilidade de fase. Por outro lado, para este mesmo sistema, Abou-Auda
e colaboradores (2006) obtiveram um valor de Ka igual a 323 por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Essa discrepancia nos valores de Ka ndo foi discutida em outros trabalhos
pesquisados.

E importante destacar que somente Soltani e colaboradores (2024) calcularam parametros
termodinamicos e obtiveram valores de Ka em diferentes temperaturas pelo método de Benesi-
Hildebrand. Além disso, esses autores caracterizaram os compostos de inclusdo formados por
GLI e B-CD por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR).

Para o sistema GLI:HP-B-CD, Sharma e colaboradores (2011) relataram um perfil de
solubilidade do tipo AL e um valor de Ka igual a 183,76. Entretanto, ao caracterizarem esse
composto no estado solido por FTIR, os autores concluiram a auséncia de interagdes entre as

espécies.
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Desse modo, a partir do exposto acima, torna-se promissor empregar novos estudos a fim
de evidenciar os compostos de inclusdo e investigar os sistemas formados entre GLI e as CDs

mencionadas.

1.4 Estudo de estabilidade de farmacos — efeito das ciclodextrinas

Segundo Branddo e colaboradores (2004), além das aplicacbes como agentes
solubilizantes e transportadores de farmacos, as CDs também podem ser utilizadas como
modelos de enzimas artificiais, devido promoverem efeitos cataliticos e/ou inibitérios, agindo,
portanto, na estabilidade de compostos orgénicos. No trabalho de Popielec e Loftsson (2017),
foram reunidos diversos trabalhos que avaliaram o efeito das ciclodextrinas na estabilidade de
farmacos em solucdo, especificamente nos processos de hidrolise, fotdlise, racemizacao,
oxidagdo e inibicdo enzimatica.

Dentre esses trabalhos, no que se refere ao efeito das CDs na hidrélise de farmacos,
Hidaka e colaboradores (2010) verificaram que o farmaco amoxicilina apresentou maior
estabilidade em pH acido na presenga de $-CD, devido a formagdo do composto de inclusdo em
solucdo. Além disso, Jiang e colaboradores (2011) concluiram que a hidrélise em pH neutro do
farmaco 9-nitro-camptotecina diminuiu @ medida que houve o aumento da concentracdo de HP-
B-CD em solucdo. Por outro lado, El-Badry e colaboradores (2009) constataram que a adi¢cdo de
B-CD e HP-B-CD favoreceu a degradacéo do fArmaco omeprazol em pH neutro.

Portanto, pode-se notar que pela versatilidade em formar compostos de inclusdo com
inimeras moleculas, as CDs exibem comportamentos distintos sobre a hidrolise de farmacos em
solucdo aquosa, contudo, pode-se entender que os efeitos estabilizante e catalitico das CDs
compartilham uma caracteristica em comum: a inclusdo das moléculas do farmaco na cavidade
hidrofébica. Se ora a inclusdo total ou parcial de uma molécula pode acarretar uma estabilidade
contra a sua degradacdo, ora a inclusdo também pode favorecer a formacdo de produtos de
degradacdo como consequéncia da exposi¢cdo de uma parte desta molécula ao meio reacional.

O impacto das CDs na estabilidade do farmaco em solucéo aquosa pode ser avaliado por
meio de perfis e pardmetros cinéticos de cada sistema, elaborados apds o monitoramento das
solugdes por espectroscopia eletronica de absor¢do na regido do UV-Vis, uma vez que

modificacbes nos valores de absorbancia em funcdo de um intervalo de tempo estipulado, podem
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indicar o efeito estabilizante ou catalitico das CDs no processo de degradacdo (BRANDAO et
al., 2003; MONTEIRO et al., 2003; SALEEM et al., 2023).

Como descrito no topico 1.2, a GLI apresenta suscetibilidade a degradacédo em pH &cido,
0 que pode comprometer sua biodisponibilidade pelo trato gastrointestinal juntamente com sua
baixa solubilidade. Desse modo, torna-se cabivel investigar a influéncia das CDs na estabilidade
quimica da GLI, como também se fazem necessérias investiga¢cdes minuciosas para compreender

de fato a associacdo e a formacao dos compostos de inclusdo entre GLI e as CDs.

1.5 Objetivos

151 Objetivo Geral

Obter compostos de inclusdo formados por moléculas de B-CD e HP-B-CD com o

farmaco GLI a fim de compreender as interagcdes envolvidas entre essas especies.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Obter compostos de inclusdo entre a GLI e B-CD e HP-B-CD pelo método de liofilizacéo;

e Caracterizar os sistemas obtidos empregando métodos analiticos, fisico-quimicos e
espectroscopicos;

e Efetuar estudos de solubilidade para cada sistema estudado — GLI:B-CD e GLI:HP-B-CD;

e Investigar o efeito da B-CD e da HP-B-CD na solubilidade e estabilidade quimica do
farmaco;

e Analisar a influéncia dessas ciclodextrinas no perfil de degradacédo da GLI;

e Comparar as constantes de afinidade e os parametros fisico-quimicos de ambos o0s

compostos de inclusdo obtidos.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA
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2. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram empregadas analises de espectroscopia eletrénica de absorcdo na
regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do
infravermelho utilizando o acessorio de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), ambas
realizadas na Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI). Os experimentos de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear unidimensionais de *H e 3C, e bidimensionais foram realizados
em colaboracdo com a Dra. Ivana S. Lula no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).

2.1.Materiais e Reagentes

Nos experimentos foram utilizados agua tipo | (Milli-Q®), dimetilsulfoxido (DMSO-ds) e
cloroférmio deuterado (CDCIs) como solventes. Os reagentes utilizados nos estudos de
solubilidade, estabilidade, no preparo e na caracterizacdo dos compostos de incluséo, encontram-

se listados a seguir. juntamente com suas respectivas propriedades fisico-quimicas.

p-ciclodextrina:

Sigla: B-CD.

Formula Molecular: C42H70035.11H20.
Massa Molecular: 1135 g.mol ™.
Solubilidade em agua a 25 °C: 18,5 g.L ™.

Caracteristica: Solido branco.
Fabricante: Sigma-Aldrich.

Hidroxipropil-g-ciclodextrina
Sigla: HP-B-CD.
Férmula Molecular: C42Hs3035.nC3H-0.

Massa Molecular: 1400 g.mol ™.

Solubilidade em agua a 25 °C: > 600 g.L™.
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Caracteristica: Sélido branco.

Fabricante: Cerestar

Gliclazida
Sigla: GLI
Formula Molecular: CisH21N3OsS.

Massa Molecular: 323,41 g.mol ™.
Solubilidade em agua a 25 °C: 34 mg.L L.

Caracteristica: Sélido branco.

Fabricante: Sigma-Aldrich.

2.2 Descricdo dos experimentos

2.2.1 Obtencéo dos compostos de inclusao

Os compostos de inclusdo GLI:B-CD e GLI:HP-B-CD foram obtidos empregando o
método de liofilizacdo. O referido método consiste em submeter solucBes previamente
congeladas de forma rapida, a baixa pressdo com o intuito de extrair a agua dos sistemas e obter
solidos secos para posterior caracterizagdo (DE SOUSA et al., 2008).

Primeiramente, foram preparadas solu¢des aquosas constituidas pela molécula hospede
(GLI) com cada molécula hospedeira (B-CD ou HP-B-CD), seguindo as propor¢Ges molares 1:1,
1:2 e 2:1. As amostras foram denominadas de GLI:3-CD e GLI:HP-B-CD. Nos sistemas 1:1 e 1:2
foram adicionados 5,0 mg de GLI (15,5 umol), enquanto nos sistemas 2:1, adicionaram-se 2,5
mg (7,73 pmol) do farmaco as equivalentes massas molares de B-CD e HP-B-CD descritas na
Tabela 3. Todos os sistemas mencionados foram realizados em 45 mL de &gua Milli-Q® em
tubos Falcon de 50 mL.
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Tabela 3 — Dados referentes as massas de molécula hdspede (GLI) e moléculas hospedeiras
(B-CD e HP-B-CD) utilizadas em cada sistema.

Proporcdes Molares ~ Molécula Hospede Moléculas Hospedeiras
GLI (mg) B-CD (mg) HP-B-CD (mg)
11 5,0 17,5 21,6
1:2 5,0 35,1 43,3
2:1 2,5 4.4 5,4

As solugdes foram mantidas sob agitacdo magnética por aproximadamente 24 horas. Em
seguida foram inseridas em um banho de ultrassom, permanecendo em torno de 2 horas, devido a
presenca de particulas dispersas nas solucdes. Apos esse periodo, os sistemas foram congelados
quando imersos em nitrogénio liquido a -189 °C, para que posteriormente fossem submetidos a
baixa pressao, utilizando o liofilizador JJ Cientifica, modelo LJJ104, por um periodo de 96 horas
a temperatura de -50 °C aproximadamente.

De modo complementar, misturas mecanicas foram preparadas nas mesmas proporc¢oes
molares supracitadas na Tabela 3, a partir da mistura direta do fArmaco GLI com cada CD, por
aproximadamente 5 minutos utilizando o equipamento Vortex IKA MS3. Essas misturas
mecanicas foram denominadas MM(GLI:BCD) e MM(GLI:HPBCD). Todos os so6lidos, quer seja
aqueles obtidos por liofilizagcdo, quer seja as misturas mecénicas, foram posteriormente
caracterizados por espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do infravermelho com o
acessorio de reflectancia total atenuada com transformada de Fourier (FTIR-ATR) e por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

2.3 Caracterizag0es

231 Estudos de solubilidade

Para os estudos de solubilidade dos sistemas GLI:3-CD e GLI:HP-B-CD, empregou-se o
método desenvolvido por Higuchi e Connors (HIGUCHI; CONNORS, 1964). Os experimentos
envolveram a adicdo de aliquotas de solucBes aquosas com diferentes concentragdes de B-CD e

HP-B-CD em um excesso do farmaco gliclazida (1,0 mg de GLI), conforme exposto nas Tabelas
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4 e 5. Foram preparadas 13 amostras, em triplicata, totalizando 39 amostras, com as
concentrages de B-CD e HP-B-CD variando de 0,000 a 0,012 mol.L ™.

As amostras obtidas foram mantidas imersas em um banho a temperatura constante de 37
°C por 24 horas e posteriormente foram centrifugadas até a obtencdo de um sobrenadante
limpido. Aliguotas do sobrenadante foram devidamente diluidas e analisadas por espectroscopia
eletronica de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis). Este procedimento supracitado
foi repetido para as temperaturas 47 e 57 °C.

Tabela 4 — Esquema de preparo das amostras para a realizacéo do estudo de solubilidade de GLI

na presenc¢a de -CD nas temperaturas 37, 47 e 57 °C.

Volume (mL)
Amostras Concentracéo final
(1,0 mg de GLI) H,0 p-cD de p-CD
(0,012 mol.LY)
1 1,20 0,00 0,000
2 1,10 0,10 0,001
3 1,00 0,20 0,002
4 0,90 0,30 0,003
5 0,80 0,40 0,004
6 0,70 0,50 0,005
7 0,60 0,60 0,006
8 0,50 0,70 0,007
9 0,40 0,80 0,008
10 0,30 0,90 0,009
11 0,20 1,00 0,010
12 0,10 1,10 0,011
13 0,00 1,20 0,012
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Tabela 5 — Esquema de preparo das amostras para a realizacdo do estudo de solubilidade de GLI

na presenca de HP-B-CD nas temperaturas 37, 47 e 57 °C.

Volume (mL)
Amostras Concentracéo final
(1,0 mg de GLI) H,0 HP-p-CD de HP-B-CD
(0,012 mol.L-1)
1 1,20 0,00 0,000
2 1,10 0,10 0,001
3 1,00 0,20 0,002
4 0,90 0,30 0,003
5 0,80 0,40 0,004
6 0,70 0,50 0,005
7 0,60 0,60 0,006
8 0,50 0,70 0,007
9 0,40 0,80 0,008
10 0,30 0,90 0,009
11 0,20 1,00 0,010
12 0,10 1,10 0,011
13 0,00 1,20 0,012

A concentracdo de GLI em cada solucdo foi determinada em 227 nm, com base em uma
curva de calibragdo apropriada, pelo espectrofotdbmetro Varian, modelo Cary 50 Scan, com
varredura na faixa de 200 a 800 nm, utilizando uma cubeta de quartzo de caminho dptico de 10
mm. Para a determinacdo da concentracdo de GLI nos sistemas supracitados, uma curva de
calibracéo foi elaborada a partir de uma solugéo padrdo de GLI. Para isso, com base no estudo de
Revanthi e colaboradores (2010), preparou-se uma solu¢do de concentracdo conhecida de GLI
(3,093 mmol.L%) em NaOH (0,1 mol.L™%). Entretanto, precisou-se dilui-la até obter uma solugéo
de concentragdo 0,193 mmol.L™.

Para a construcdo da curva de calibracdo foram preparadas solugdes em triplicata e as
aliquotas foram analisadas por espectroscopia eletronica de absor¢cdo na regido do UV-Vis,
obtendo 7 pontos na curva. Por fim, a curva de calibracdo final foi determinada pela média

aritmética das trés curvas obtidas A partir da concentracdo do farmaco, foi possivel construir os
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diagramas de solubilidade de fase para o sistema GLI:3-CD. Sequencialmente, com base nos
diagramas foram determinadas as constantes de afinidade (Ka) e 0s demais parametros
termodinamicos — entalpia padrdo (AH°), energia livre de Gibbs padrio (AG®) ¢ o termo
entropico (TAS)

Para o calculo de Ka, primeiramente, aplicou-se a equacgdo de Higuchi e Connors descrita
a seguir na Equacdo (2), onde m é o coeficiente estequiométrico, So € o coeficiente linear e o
declive é o coeficiente angular da reta (DEL VALLE, 2004).

m.Kg.So™

declive = —
1+K.5¢

Equacéo (2)

Com o valor de m conhecido ou pré-estabelecido, pode-se determinar o Ka, a partir de um

rearranjo da Equacéo (2), o que resulta na Equacéo (3).

declive
Sg™.(m—declive)

K, =

Equacdo (3)

Para uma estequiometria dos compostos 1:1, tem-se m = 1, portanto, a Equacéo (4).

declive .
Ko = So.(1—declive) Equagdo (4)

Apos a determinagdo de Ka, pode-se calcular os demais pardmetros termodindmicos dos
sistemas formados, isto é, as variagdes de energia livre de Gibbs (AG®), 0 termo entropico
(TAS®) e entalpia (AH®) padréo. Primeiramente, os valores de AG®° para cada sistema foram
obtidas a partir da Equacéo (5), em fungédo de Ka, da temperatura, medida em Kelvin (T) e sendo
R a constante universal dos gases, dada em kJ. (DEL VALLE, 2004).

AG° = —RTInK, Equagcéo (5)
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Por fim, as variagdes de entalpia padrdo foram determinadas por meio da equagdo de Van’t
Hoff, utilizando a Equacéo (6), e por fim o termo entropico foi calculado pela Equacédo (7) (Del
Valle, 2004).

AH® d(InK
- = ( ) Equacéo (6)

R a(1/T)
AG° = AH° —TAS® Equacéo (7)
2.3.2 Espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho

De forma geral, a espectroscopia vibracional investiga os modos vibracionais das
moléculas, por meio da radiacdo na regido do infravermelho, de modo a obter informacdes
estruturais das moléculas ou de compostos. Neste trabalho, foram obtidos espectros de absorcao
na regido do infravermelho das moléculas livres (B-CD, HP-B-CD e o farmaco GLI), como
também dos compostos de inclusdo GLI:p-CD, GLI:HP-B-CD, e das misturas mecéanicas
MM(GLI:B-CD) e MM(GLI:HP-B-CD) de raz6es molares 1:1, 1:2 e 2:1. Os espectros foram
coletados utilizando o espectrdmetro Spectrum 100 (Perkin EImer®) acompanhado do acessorio
de refletancia atenuada com transformada de Fourier (FTIR-ATR), na regido de 4000 a 650 cm™,

com resolucéo espectral de 4 cm™ e 64 varreduras.

2.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Tanto os compostos de inclusdo obtidos por liofilizacdo com razdo molar de 1:1 (GLI:B-CD e
GLI:HP-B-CD) quanto o farmaco livre foram caracterizados pela espectroscopia de RMN, a partir de
experimentos uni e bidimensionais 2D-ROESY H-H. Para o farmaco livre (GLI) foram realizadas a
combinacdo de experimentos para a atribuicdo inequivoca dos sinais de hidrogénio da molécula. Para
isso, uma concentracdo de 5,0 mg de GLI foi adicionada a 0,7 mL de CDCls. Para os compostos de
inclusdo de razdo molar 1:1 (GLI:CD) foram utilizadas a massa de 10,0 mg, em cada caso, e
adicionadas a 0,7 mL de DMSO-ds. A diferenga na utilizacdo de CDCIls e DMSO-ds, foi

necessaria devido a possibilidade de as CDs ndo solubilizarem totalmente em CDCls.
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Adicionalmente, buscou-se evitar a utilizacdo de solventes que pudessem competir com o
farmaco pela cavidade das CDs, no caso para 0s compostos de inclusdo. Todos os experimentos
foram realizados em equipamento Bruker AVANCE NEO 600 MHz, em colaboragdo com a Dra.
Ivana Silva Lula do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

2.4 Estudo de estabilidade do farmaco GLI

Com o intuito de verificar o perfil de estabilidade do farmaco GLI ¢ avaliar o efeito da 3-
CD e da HP-B-CD neste perfil, um estudo de estabilidade foi conduzido preparando solu¢Ges em
pH acido, neutro e alcalino com as respectivas espécies mencionadas. Os valores de pH
utilizados foram iguais a 1,0, 7,0 e 13,0. As solucGes foram analisadas por espectroscopia
eletrbnica de absorcdo na regido do UV-Vis em uma cubeta de caminho 6ptico de 10 mm pelo
espectrofotdbmetro Varian, modelo Cary 50 Scan, com varredura na faixa de 200 a 800 nm.

As solucdes éacidas foram preparadas em HCI 0,1 mol.L?, as solugBes neutras foram
feitas em agua Milli-Q® e as solucdes alcalinas foram elaboradas em NaOH 0,1 mol.L™. No
total, desenvolveram-se 9 sistemas que consistiram em solu¢bes de GLI em meio &cido
(GLI:HCI), meio neutro (GLI:H20) e meio alcalino (GLI:NaOH) com ¢ sem a presenga de 3-CD
e HP-B-CD nestes meios.

Para o sistema GLI:HCI, adicionou-se 1 mg do farmaco GLI a 5 mL de HCI 0,1 mol.L™!
em um tubo Falcon de 15 mL. A solucéo foi agitada no equipamento Vortex Genie 2 da Ciencor
por 30 minutos, sendo posteriormente centrifugada para obter um sobrenadante limpido. Uma
aliquota de 2 mL dessa solugdo foi coletada e diluida em 2 mL de HCI 0,1 mol.L™%. Por fim, 1
mL da solucdo resultante foi analisado pelo espectrofotdmetro, o qual executou leituras
programadas em intervalos de 15 minutos por 24 horas. O procedimento envolvendo a agitagéo,
centrifugacdo e a programacdo das leituras foi repetido para os demais sistemas descritos a
seguir.

Para o sistema GLI:H20, preparou-se uma solucéo adicionando 1 mg do farmaco GLI a5
mL de dgua em um tubo Falcon de 15 mL. Apos a agitacdo e centrifugagéo, nao foi necessaria a

diluicdo da solucdo, sendo coletada uma aliquota de 1 mL para anélise no espectrofotdmetro.
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Para o sistema GLI:NaOH, preparou-se uma solucdo adicionando 1 mg do farmaco a 10
mL de NaOH 0,1 mol.L? em um tubo Falcon de 15 mL. Posteriormente a agitacio e
centrifugacdo da solugdo, uma aliquota de 2 mL foi diluida em 8 mL de NaOH 0,1 mol.L?,
sendo, por fim, 1 mL da solucéo diluida analisada pelo espectrofotdmetro.

Dispondo das absorbancias obtidas na primeira leitura de cada sistema (t = 0 min), foi
possivel determinar as concentragdes iniciais de GLI, a partir da equacdo da reta obtida pela
curva de calibracdo. Sabendo as concentracdes de GLI em cada sistema foi possivel preparar
solugdes das moléculas hospedeiras de concentracGes equivalentes, admitindo uma razdo molar
1:1 entre o farmaco e as ciclodextrinas.

Para a analise da estabilidade do farmaco na presenca das ciclodextrinas foram
preparadas solucdes de B-CD e HP-B-CD em meio acido, neutro e alcalino, como também novas
solugdes de GLI em cada um desses meios. As solucBes de B-CD em meio acido e em meio
alcalino foram elaboradas em microtubos de 1,5 mL, adicionando 1,6 mg de 3-CD a 1 mL de
HCI 0,1 mol.L™* (B-CD:HCI) e 3,2 mg de B-CD a 1 mL de NaOH 0,1 mol.L* (3-CD:NaOH). A
solugéo de B-CD em meio neutro foi realizada em um tubo Falcon de 15 mL, adicionando 10 mg
de B-CD a 1 mL de agua (B-CD:H:0).

ApO6s novamente 0 preparo, a agitacao e centrifugacdo do sistema GLI:HCI, uma aliquota
de 500 pL foi coletada e adicionada a 100 puL da solu¢do de B-CD:HCI e 400 puL de HCI 0,1
mol.L%, formando o sistema GLI:HCI:B-CD. Para o preparo do sistema GLI:H20:8-CD, uma
aliquota de 990 pL da solugdo de GLI:H20 foi coletada e adicionada a 10 pL da solugdo B-
CD:H20. Por fim, para o sistema GLI:NaOH:B-CD, coletou-se uma aliquota de 200 uL da
solucdo GLI:NaOH e adicionando-a em 100 pL da solugdo -CD:NaOH e 700 pL de NaOH 0,1
mol.L ™,

O preparo das solucbes de HP-B-CD em meio acido e em meio alcalino foi realizado em
eppendorfs de 1,5 mL, adicionando 2 mg de HP-B-CD a 1 mL de HCI 0,1 mol.L? (HP-p-
CD:HCI) e 4 mg de HP-B-CD a 1 mL de NaOH 0,1 mol.L? (HP-B-CD:NaOH). A solucio de
HP-B-CD em meio neutro foi elaborada adicionando 11,4 mg a 1 mL de 4gua em um tubo Falcon
de 15 mL (HP-B-CD:H20).

Para a formacdo dos sistemas GLI:HCI:HP-B-CD, GLI:H20:HP-B-CD e GLI:NaOH:HP-

B-CD, coletaram-se os mesmos volumes citados anteriormente na obtencdo dos sistemas com a
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solucdo B-CD. Todas as amostras resultantes foram analisadas no espectrofotometro programado
para realizar leituras em intervalos de 15 minutos por 24 horas.

A partir dos valores de absorbancia obtidos foi necessario empregar o artificio
matematico, denominado normalizacdo de dados. Essa normalizacdo consistiu em dividir os
valores de absorbancia obtidos em cada leitura pelo primeiro valor quando tempo foi igual a
zero. Desse modo, foi possivel organizar os dados coletados, modificando seus valores para usar
uma escala comum, sem distorcer as diferencas nos intervalos nem perder as informagoes

contidas nesses valores.
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CAPITULO 3
RESULTADOS E DISCUSSOES
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo abordados os resultados dos estudos de solubilidade, estabilidade, e
das caracterizagdes no estado sélido e aquoso, obtidos pelas técnicas de espectroscopia eletrénica
de absorcdo na regido do UV-Vis, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com o

acessorio ATR (FTIR-ATR) e por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

3.1.Estudos de solubilidade

Os estudos de solubilidade foram realizados para os sistemas GLI:3-CD e GLI:HP-B-CD,
com a finalidade de avaliar o efeito dessas CDs na solubilidade do farmaco GLI. Este efeito pode
ser analisado a partir dos diagramas de solubilidade de fase propostos por Higuchi e Connors,
discutidos no Capitulo 1, secdo 1.3.2 (HIGUCHI; CONNORS, 1964).

Para construir os diagramas de solubilidade de fase de ambos os sistemas, foram
determinadas as concentragdes do farmaco GLI em solugdo aquosa, por meio dos valores de
absorbancia maxima no comprimento de onda de 227 nm (Absmax = 227 nm). Tais valores foram
obtidos mediante leituras das aliquotas dos sobrenadantes por espectroscopia eletrdnica de
absorcdo na regido do UV-Vis e aplicados na equacdo da reta obtida pela curva de calibracdo
(REVATHI et al., 2010).
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Figura 14 — Espectro de absorgéo na regido do UV-Vis do farmaco GLI em NaOH 0,1 mol.L™*,
obtido a partir das amostras analisadas de concentragao variando de 0,01933 (A1) a 0,13520

mmol.L (A7), realizada em triplicata.

Com base nos dados obtidos nos espectros de absor¢do na regido na regido do UV-Vis
para a GLI obtidos em meio alcalino (NaOH 0,1 mol.L™?), os quais estdo dispostos na Figura 14,
foi possivel elaborar a curva de calibracdo com ajuste linear pela média das trés réplicas e com
coeficiente de relagdo linear proximo a 1 (R? = 0,9997), a qual esta exibida na Figura 15. Os
espectros foram obtidos em NaOH devido a GLI apresentar maior solubilidade em meio alcalino,

conforme seu perfil de solubilidade exposto na Tabela 1, no Capitulo 1 se¢do 1.2.1.
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Figura 15 — Curva de calibracdo com ajuste linear utilizada para determinar a concentracdo de
GLI nas amostras. Os valores estdo expressos com a média e o desvio padrdo da média de trés

réplicas.

Desse modo, foi possivel prosseguir com os estudos de solubilidade, elaborando os
diagramas de solubilidade de fase para cada sistema a partir da determinacdo dos valores de
concentracdo do farmaco em cada solucédo analisada com base na curva de calibracéo.

Os diagramas de solubilidade de fase dos sistemas GLI:f-CD e GLI:HP-B-CD nas
temperaturas de 37, 47 e 57 °C foram elaborados a partir da determinagédo das concentragdes do
farmaco GLI nas aliquotas tabeladas no Capitulo 2, se¢do 2.3.2. O sistema GLI:3-CD apresentou
um perfil de solubilidade do tipo Bs, enquanto o sistema GLI:HP-B-CD exibiu um perfil de
solubilidade do tipo AL nas trés temperaturas supracitadas. A seguir, serdo apresentados

separadamente os dados de cada um dos sistemas nas temperaturas indicadas.
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3.1.1. Sistema GLI:B-CD - diagramas de solubilidade de fase e parametros

termodinamicos

Referente ao sistema GLI:B-CD estudado neste trabalho, pode-se designar as trés regides
anteriormente descritas para o perfil de solubilidade obtido. O diagrama de solubilidade de fase
para o sistema GLI:3-CD a 37 °C, apresentado na Figura 16, possui a regido | (RI) situada na
faixa de 0,0 a 2,0 mmol.L de B-CD, a regido Il (RIl) exibe um plat6 entre 3,0e 7,0 mmol.L e a
regido Il (RI1) se estende de 8,0 a 12,0 mmol.L™.

031 g RII RII —— Ajuste Linear (RI)

RZ(0.96468)

[GLI] / mmol.L"

T

0’0'I'I':I'I'I'I'T:'I'l'l'
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

[BCD] / mmol.L"

T

T 1
1 12 13

Figura 16 — Diagrama de solubilidade de fase do tipo Bs para o sistema GLI:3-CD na

temperatura de 37 °C em agua.
O diagrama de solubilidade de fase para o sistema GLI:3-CD a 47 °C, exposto na Figura

17, possui a RI na faixa de 0,0 a 3,0 mmol.L™* de B-CD, a RII apresenta um platb entre 4,0 e 5,0

mmol.L? e a RIII se estende de 6,0 a 12,0 mmol.L™.
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Figura 17 — Diagrama de solubilidade de fase do tipo Bs para o sistema GLI:3-CD na

temperatura de 47 °C em agua.

O diagrama de solubilidade de fase para o sistema GLI:3-CD a 57 °C, exibido na Figura

18, possui a RI na faixa de 0,0 a 3,0 mmol.L de B-CD, a RII apresenta um platd entre 4,0 e 8,0

mmol.L? e a RIII se estende de 9,0 a 12,0 mmol.L™.

[GLI]/ mmol.L"

RI RII RIII

— Ajuste Linear (RI)
R2(0,98987)

T T T T
9 10 11 12 13

[BCD] / mmol.L"

Figura 18 — Diagrama de solubilidade de fase do tipo Bs para o sistema GLI:3-CD na

temperatura de 57 °C em agua.
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A partir da Equacdo (4) foi possivel determinar os valores de Ka em cada temperatura,
considerando a RI dos diagramas expostos para o sistema GLI:3-CD, conforme descrito na
literatura, e assumindo estequiometria 1:1 com m = 1. Com os valores de Ka, calcularam-se os
parametros termodindmicos por meio das Equacdes (5), (6) e (7). Todas as equacOes

mencionadas estdo descritas no Capitulo 2, Secdo 2.3.1.

Tabela 6 — Parametros termodinadmicos calculados para o sistema GLI:3-CD a 37, 47 e 57 °C.
Sistema GLI:$-CD

T (°C) Ka AG° (kJmolt)  AH° (kl.mol?)  TAS°® (kJ.mol?)
37 314,75 -14,83 -10,08 4,75
47 282,44 -15,02 -10,08 4,94
57 248,27 -15,14 -10,08 5,06

Como o valor da variacdo de entalpia padrdo é obtido a partir da Equagdo de Van’t Hof,
representada pela Equacdo (6), neste caso, considera-se que este parametro seja 0 mesmo em
todas as temperaturas (37, 47 e 57 °C). O valor de AH® foi extraido por meio da multiplica¢do do
valor da constante universal dos gases (R = 0,008314 kJ.mol1.K™) pelo valor do coeficiente
angular obtido do grafico exibido na Figura 19.

2807 v AiB*x
575 | mKa=1.84+1213.16* I/T
"7 1213,16 = —AH®/0,0083 14
5704 AH®°=-10,08 kJ.mol
o 5.65-
M ]
= 5604
5,55 -
5,50 4
T 1
0,00300 0,00325

1/T (K)
Figura 19 — Relagdo gréfica entre In Ka e 1/T para o sistema GLI:3-CD. Com R? = 0,997.
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Os valores de Ka obtidos sdo relativamente baixos quando comparados a outros sistemas
com CDs descritos na literatura (DENADAI et al., 2007; JAMBHEKAR; BREEN, 2016).
Moyano e colaboradores (1997a), Abou-Auda e colaboradores (2006) e Ozkan e colaboradores
(2000), realizaram um estudo de solubilidade do sistema GLI:3-CD, obtendo 0 mesmo diagrama
do tipo Bs, porém com valores de Ka iguais a 1.094, 195 e 323, respectivamente. Nota-se,
portanto, que os valores obtidos neste trabalho s&o menores do que os valores obtidos pelos dois
primeiros autores supracitados, porém sdo maiores do que aqueles obtidos por Ozkan e
colaboradores (2000).

Deve-se ressaltar que todos os autores supracitados ndo apresentaram curvas de média,
desvios padrdo e célculos referentes aos pardmetros termodindmicos (variagfes de entalpia,
energia livre de Gibbs e termo entrépico) do sistema GLI:3-CD. Além disso, submeteram este
sistema a apenas uma temperatura (25 °C). No estudo de solubilidade, ao submeter o sistema
estudado a um intervalo de temperaturas, pode-se determinar os parametros termodindmicos,
bem como inferir a influéncia da temperatura nas constantes de afinidade e consequentemente no
fendmeno de incluséo.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho e descritos na Tabela 6, pode-se
inferir, portanto, que conforme a temperatura aumenta, a afinidade entre GLI e 3-CD diminui,
uma vez que os baixos valores de Kasugerem uma menor concentra¢do do composto de inclusao
formado comparado as espécies livres em solucdo. Essa tendéncia também foi observada no
trabalho de Soltani e colaboradores (2024), os quais obtiveram os valores de Ka pelo método de
Benesi-Hildebrand nas temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35 °C.

Apesar dos valores de Ka serem considerados pequenos, 0 processo de formacgdo dos
sistemas pode ser entendido como espontaneo visto que em todas as temperaturas foram obtidos
valores negativos de AG®. Analisando os valores de TAS® e AH®, pode-se inferir que 0 processo
de formacéo do sistema GLI:3-CD é favorecido entalpicamente, devido a contribuicdo do termo
entalpico ser maior que a contribuicdo entropica (JAH®| > |TAS®|). Deve-se ressaltar que para
determinar os valores termodindmicos supracitados foi considerada a regido | dos diagramas.
Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por Soltani e colaboradores (2024), os quais
também observaram que o processo de formacdo deste sistema € espontaneo e favorecido

entalpicamente.
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No que se refere a termodinamica dos processos envolvendo os compostos de incluséo, a
contribuicdo entélpica esta relacionada com a quebra e formacdo de interagcGes ndo covalentes
em solug¢do. Quando se tem processos exotérmicos, isto ¢, com AH® negativo, pode-se entender
que as interacdes formadas no processo de inclusdo sdo mais estaveis do que aquelas anteriores a
inclusdo. Por outro lado, em processos endotérmicos, isto ¢, com AH® positivo, as interacoes
formadas sdo menos estaveis do que aquelas anteriores a inclusdo. No que se refere a
contribuicdo entropica, ela se relaciona com o maior ou menor grau de ordenagdo do sistema
associada a solvatacdo/dessolvatacdo, mobilidade molecular e conformacdo estrutural das
espécies presentes no processo (FERNANDES et al., 2007; REKHARSKY; INOUE, 1998).

Neste caso, como a contribuicdo entélpica € maior do que a entropica, isso indica que o
processo de inclusdo ocorre a partir da saida de moléculas de agua do interior da cavidade da B-
CD. Concomitantemente a isso, tem-se a formacdo de novas interagdes ndo covalentes mais
estaveis entre as espécies livres (GLI e B-CD) do que aquelas anteriores a inclusdo. Analisando
os valores positivos dos termos entrdpicos, pode-se inferir que o composto de inclusdo GLI:B-
CD exibe uma menor rigidez estrutural, uma vez que valores positivos de entropia sugerem uma
diminuicdo no grau de ordenacdo do sistema, o qual pode estar relacionado a um aumento na
liberdade conformacional e/ou uma redugdo no grau de solvatagdo em sistemas

supramoleculares.

3.1.2. Sistema GLI:HP-B-CD - diagramas de solubilidade de fase e parametros

termodinamicos
O sistema GLI:HP-B-CD, em todas as temperaturas, exibiu um diagrama de solubilidade

de fase do tipo AL, devido a linearidade existente entre as concentra¢fes de farmaco GLI e HP-f-

CD, como exposto nas Figuras 20, 21 e 22.
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Figura 20 — Diagrama de solubilidade de fase do tipo AL para o sistema GLI:HP-B-CD na
temperatura de 37 °C em agua.

Pode-se inferir, portanto, que & medida que h& o aumento da concentragdo de HP-B-CD
em solucéo, ocorre o aumento da solubilidade de GLI. Além disso, por meio deste perfil é
possivel entender que a solubilidade do composto de inclusdo formado é superior a do farmaco
GLI livre.
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Figura 21 — Diagrama de solubilidade de fase do tipo AL para o sistema GLI:HP-B-CD na
temperatura de 47 °C em agua.
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Figura 22 — Diagrama de solubilidade de fase do tipo AL obtido para o sistema GLI:HP-B-CD na

temperatura de 57 °C em agua.

Com base nos diagramas de solubilidade de fase obtidos, calcularam-se os valores de Ka,
a partir da Equacgéo (4), em cada temperatura (37, 47 e 57 °C), admitindo estequiometria 1:1,
com m = 1. A partir dos valores de Ka, foi possivel determinar os parametros termodinamicos por
meio das Equacdes (5), (6) e (7). Todas as equag0es citadas estdo descritas no Capitulo 2, Se¢do
2.4.2. Para indicar e demonstrar a linearidade entre as concentracfes de GLI e HP-B-CD foram
realizados ajustes lineares, e desse modo foi possivel calcular os valores de coeficiente de
correlagdo (R?) em cada temperatura. Os dados obtidos a partir das equagBes mencionadas,

referentes aos pardmetros termodinamicos do sistema GLI:HP-B-CD, estdo reunidos na Tabela 7.

Tabela 7 — Parametros termodindmicos calculados para o sistema GLI:HP-B-CD
em 37, 47 e 57 °C.

Sistema GLI:HP-$-CD

T (°C) Ka AG® (kJmoll)  AH° (kJl.mol?)  TAS° (kJ.mol?)
37 151,75 -12,95 -23,74 -10,79
47 56,81 -10,75 -23,74 -12,99
57 88,16 -12,29 -23,74 -11,44
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Do mesmo modo como explicado na secdo 3.1.1 deste capitulo, considera-se o valor de
AH° como sendo 0 mesmo para as trés temperaturas, sendo neste caso igual a -23,74 kJ.mol™.
Este valor foi extraido por meio do coeficiente angular obtido na relacdo grafica do logaritmo

natural (In) de Ka em funcéo do inverso da temperatura (1/T), exposta na Figura 23.

N
o
J

Y=A+B*X —— Ajuste Linea
s0] InKa=-4,41+285565* T 5
| 2855,65 = -AH®/0,008314
484 AH°=-23,74 kJ.mol’ P
= 4.6
B ] ]
= 44
4,2
4,0 "
X 1
0.00300 0.00325
1/T (K)

Figura 23 — Relagéo gréfica entre In Ka e 1/T para o sistema GLI:HP-B-CD. Com R? = 0,566.

A partir dos dados descritos na Tabela 7, nota-se que, de 37 para 47 °C, h4 uma
expressiva diminui¢do nos valores de Ka, enquanto de 47 para 57 °C, esse valor aumenta. Isso
pode ser explicado pela presenca, nos diagramas apresentados nas Figuras 21 e 22, de desvios-
padrdo relativamente maiores em determinadas concentragfes, 0s quais influenciam na
inclinagéo da reta, no valor de Ka e na variacdo de entalpia.

Essa influéncia pode ser observada na Figura 23, a qual apresenta a relagdo gréfica entre
0 In Ka e o inverso da temperatura (1/T), de modo que o ponto em 47 °C esta mais distante do
que os pontos em 37 e 57 °C e consequentemente, essa relacdo ndo apresenta linearidade. Porém,
o ajuste linear realizado tem como finalidade a determinacdo da variacdo de entalpia (AH®) do
sistema.

Como exposto anteriormente, o sistema GLI:HP-B-CD apresentou um diagrama de
solubilidade de fase do tipo AL, estando em consonédncia com o diagrama e o perfil obtidos por
Sharma e colaboradores (2011). Por outro lado, os autores citados, ndo expuseram curvas com

médias, desvios padrdo e calculos referentes aos pardmetros termodinamicos, diferentemente

46



deste trabalho no qual se realizaram triplicatas para determinar a concentracdo do farmaco em
solucdo e foi possivel calcular os valores de AG®°, TAS® e AH® deste sistema. No trabalho
referido, os autores obtiveram um valor de Ka igual a 183,76 a 25 °C, o qual € maior do que 0s
valores obtidos neste trabalho.

Conforme os resultados expostos na Tabela 7, pode-se inferir que a afinidade entre GLI e
HP-B-CD diminui @ medida que a temperatura aumenta, visto que os baixos valores de Ka
obtidos indicam uma menor concentracdo do sistema formado comparado as espécies livres em
solucdo. Além disso, também indicam certa influéncia da temperatura no processo de formacéo
do composto de inclusdo, assim como observado para o sistema GLI:B-CD.

Os valores de Ka obtidos neste trabalho podem ser considerados pequenos quando
comparados a outros sistemas supramoleculares com CDs relatados na literatura, assim como
observado para o sistema B-CD (DENADAI et al., 2007; JAMBHEKAR; BREEN, 2016).
Apesar disso, pode-se entender que o processo de formacdo deste sistema foi espontaneo visto
que em todas as temperaturas foram observados valores negativos de AG°. Ao analisar os valores
de TAS® e AH®, verifica-se que o processo de formacdo do sistema GLI:HP-B-CD é favorecido
entalpicamente, devido a contribuicdo do termo entélpico ser maior que a contribuicdo entrépica
(JAH®| > |[TAS?)).

Assim como observado no sistema GLI:-CD, ao apresentar maior contribuigédo
entalpica, pode-se entender que o composto de inclusdo GLI:HP-B-CD é formado a partir da
saida de moléculas de agua do interior da cavidade da HP-B-CD, seguida da formacdo de
interacdes ndo covalentes mais estaveis entre GLI e HP-B-CD em solucdo. Além disso, com base
nos valores negativos dos termos entrépicos pode-se inferir que o composto GLI:HP-B-CD exibe
uma maior rigidez estrutural quando comparado as espécies livres, uma vez que valores
negativos de entropia significam um aumento no grau de ordenacdo do sistema, 0 que em
sistemas supramoleculares pode estar relacionada a reducdo na liberdade conformacional e
mobilidade molecular e/ou no aumento do grau de solvatacao.

Embora exista a calorimetria de titulacdo isotérmica, a qual é uma técnica amplamente
empregada para investigar de fato a termodindmica do processo de formagdo de sistemas
supramoleculares, neste estudo ndo foi possivel aplica-la devido a baixa solubilidade do farmaco
em agua. Ao comparar os dois sistemas, pode-se verificar que a afinidade entre GLI e B-CD é

maior que a afinidade entre GLI e HP-B-CD, uma vez que os valores de Ka para o sistema
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GLI:B-CD s@o maiores do que aqueles para o sistema GLI:HP-B-CD. Por outro lado,
comparando os valores de entalpia, verifica-se que o sistema GLI:HP-B-CD exibe maior AH®, ou
seja, € mais exotérmico do que o sistema GLI:B-CD, sugerindo que as interacfes entre o farmaco
e a HP-B-CD sdo mais estaveis do que as interacdes entre GLI e B-CD. Desse modo, outras

técnicas analiticas fazem-se necessarias para avaliar e caracterizar os sistemas formados.

3.2 Caracterizagao dos compostos de incluséo

3.2.1 Espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho

Os compostos de inclusdo obtidos pelo método de liofilizacdo e as misturas mecanicas
foram analisados por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho. Quando aplicada a
andlise de compostos de inclusdo, esta técnica fornece informac6es sobre os modos vibracionais
das moléculas hdspedes, hospedeiras e nos sistemas hdspede-hospedeiros estudados.

A partir dos espectros obtidos pode-se verificar perturbacbes nos modos vibracionais,
como deslocamentos, desaparecimentos, alargamentos e/ou varia¢Oes de intensidade das bandas,
e desse modo pode-se fornecer indicios sobre as possiveis interagdes entre as moléculas
hospedes e hospedeiras. Agregado ao FTIR, o0 acessorio ATR apresenta rapida amostragem, isto
é, as amostras podem ser colocadas diretamente sob o cristal sem um preparo prévio, além disso
as amostras ndo sdo destruidas durante o processo de anélise (MURA, 2015).

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR para o
farmaco GLI e para as moléculas hospedeiras livres, B-CD e HP-B-CD, estdo expostos nas
Figuras 24, 25 e 26, respectivamente. O espectro da GLI foi dividido em duas partes, Figuras 24a
e 24Db, para que se possa ter uma melhor visualizagdo das bandas presentes na regido entre 2000 e
650 cm™. A partir dos espectros obtidos foram atribuidos os principais modos vibracionais da
GLI, B-CD e HP-B-CD.
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Figura 24 — (a): Espectro de absorcao na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para o
farmaco GLI. (b): Expans&o do espectro na faixa de 2000 a 650 cm™.

Para o farmaco GLI, as bandas caracteristicas foram observadas e atribuidas aos seguintes
modos vibracionais: em 3266 e 3193 cm™ tem-se o estiramento (v) (N-H) referente as amidas
secundarias do grupo sulfonilureia; em 3111 cm™ tem-se o v(C—H) presente no anel aromatico;
de 2950 a 2868 cm™ tem-se o0 v(C—H) alifatico pertencente ao anel azabiciclooctil; em 1707 cm™
tem-se o v(C=0) referente ao grupo carbonila; em 1597 cm™ tem-se a deformacdo angular ()

(N-H) referente as amidas secundarias do grupo sulfonilureia; em 1432 cm™ tem-se o v(C=C)
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pertencente ao anel aromatico; em 1345 cm™ tem-se v(S=0) assimétrico; em 1241 cm™ tem-se o
v(C-N) pertencente ao anel azabiciclooctil; em 1161 cm™ tem-se 0 v(S=0) simétrico; em 1088
cm tem-se 0 v(SO2) e por fim em 918 cm™ tem-se v(C—C) e §(C—C—N-C) referente ao anel
azabiciclooctil. Essas atribuicOes estdo destacadas nas Figuras 24a e 24b e estdo de acordo com
os dados prévios publicados na literatura (AL-OMARY, 2017; OZKAN et al., 2000; PANDA et
al., 2021).

Para B-CD, as bandas caracteristicas foram atribuidas aos seguintes modos vibracionais:
em 3298 cm™ tem-se o v(O-H) referente aos grupos hidroxilas; em 2925 cm™ tem-se 0 v(C—H);
de 1412 a 1205 cm™ tem-se a §(C-H); e em 1021 cm? tem-se v(C-O-C) ciclico presente nos
grupos glicosidicos. Tanto as atribui¢des para p-CD quanto para HP-B-CD estdo destacadas nos
espectros apresentados nas Figuras 25 e 26, respectivamente, e estdo de acordo com os dados
prévios publicados na literatura (DE PAULA et al., 2012; EGYED, 1990; MEIRA et al., 2018).
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Figura 25 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para a 3-CD,

representada pelo monémero de glicose.

A HP-B-CD é uma B-CD modificada, apresentando em sua estrutura grupos hidroxipropil
que substituem os hidrogénios das hidroxilas do C2, C3 e/ou C6, o que resulta em espectros de
absorcéo na regido do infravermelho semelhantes para ambas. Contudo, o espectro da HP-B-CD
tem como diferenca a presenca de mais bandas atribuidas aos v(C—H) em decorréncia dos grupos
hidroxipropil, quando comparado com o espectro da B-CD. Para HP-B-CD, as bandas
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caracteristicas foram atribuidas aos seguintes modos vibracionais: em 3349 cm tem-se o v(O-
H) referente aos grupos hidroxilas; de 2972 a 2927 cm™ tem-se v(C—H); de 1408 a 1209 cm™
tem-se a §(C—H); e por fim em 1011 cm™ tem-se o v(C-O-C) ciclico presente nos grupos
glicosidicos.
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Figura 26 — Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho obtido por FTIR-ATR para a HP-f-

CD, representada pelo mondémero de glicose e R igual a hidrogénio ou ao grupo hidroxipropil.

Apos atribuidos os principais modos vibracionais de cada uma das moléculas livres,
realizaram-se comparacdes qualitativas entre os espectros apresentados acima e 0S respectivos
espectros dos compostos de inclusdo (ClI GLI:B-CD e CI GLI:HP-B-CD) e das misturas
mecanicas (MM(GLI:B-CD) e MM(GLI:HP-B-CD)) nas devidas propor¢des molares 1:1, 1:2 e
2:1. Estas comparacdes qualitativas entre os espectros se tornam Uteis para verificar possiveis
perturbagdes nos modos vibracionais das moléculas livres (hospede e hospedeira), que podem

sugerir possiveis interac@es entre essas espécies.
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3.21.1  Sistema GLI:p

-CD

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho do composto de incluséo (CI GLI:j-
CD) e da mistura mecanica (MM(GLI:B-CD)), na proporcdo 1:1, estdo dispostos nas Figuras 27a

e 27b, respectivamente.
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Figura 27 — Espectros de absor¢édo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR: (a) do CI
GLI:B-CD; (b) da MM(GLI:B-CD) na proporcédo 1:1. Os valores dos modos vibracionais do

farmaco e da B-CD estdo destacados em vermelho e azul, respectivamente.
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Em ambos os espectros sdo observadas bandas caracteristicas do farmaco GLI e da B-CD.
Entretanto, no espectro do Cl pode-se destacar o desaparecimento da banda em 918 cm?,
referente ao estiramento e a deformacéo angular das ligacdes C—C e C-C-N-C, respectivamente,
que constituem o anel azabiciclooctil. Além disso, ocorre um deslocamento da banda de 1345
para 1334 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo S=0. Por outro lado, no espectro
da MM essas perturbacGes supracitadas ndo foram observadas.

Tanto o desaparecimento quanto o deslocamento das bandas, indicam que os modos
vibracionais citados estdo sendo afetados pela B-CD, devido ao novo ambiente quimico
proporcionado por esta CD ao farmaco. Desse modo, esses resultados podem sugerir indicios de
que o anel azabiciclooctil e a ligagdo S=O da GLI estejam interagindo com a 3-CD.

No que se refere ao Cl GLI:B-CD e a MM(GLI:3-CD), na proporcao 1:2, os espectros de

absorcéo na regido do infravermelho est&o expostos nas Figuras 28a e 28b, respectivamente.
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Figura 28 — Espectros de absorgéo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR: (a) do CI

GLI:B-CD; (b) da MM(GLI:B-CD) na proporcdo 1:2. Os valores dos modos vibracionais do

farmaco e da B-CD estéo destacados em vermelho e azul, respectivamente.

Neste caso, foi possivel averiguar que o ClI GLI:3-CD na propor¢do 1:2 apresentou as
mesmas alteracfes mencionadas no espectro do composto 1:1. Isto significa que ocorreu o
desaparecimento da banda na regido de 918 cm™ e o deslocamento da banda em 1345 para 1334
cm?, referentes aos modos vibracionais do anel azabiciclooctii e da ligagdo S=0,

respectivamente. Desse modo, esse sistema dispde das mesmas explicaces dadas anteriormente
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para o sistema 1:1. Entretanto, como esse sistema apresenta proporcdo 1:2, pode-se sugerir a
possibilidade de, simultaneamente, uma molécula de B-CD estar interagindo com a ligagdo S=O
e uma outra molécula de B-CD estar interagindo com o anel azabiciclooctil.

Por fim, os espectros de absorcdo na regido do infravermelho do CI GLI:B-CD e da

MM(GLI:B-CD), na proporgéo 2:1, estdo dispostos nas Figuras 29a e 29b, respectivamente.
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Figura 29 — Espectros de absor¢édo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR: (a) do CI

GLI:B-CD; (b) da MM(GLI:B-CD) na proporgdo 2:1. Os modos vibracionais do farmaco e da -

CD estéo destacados em vermelho e em azul, respectivamente.
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Tanto no espectro do composto de inclusdo, quanto no espectro da mistura mecéanica,
tem-se a presenca de bandas caracteristicas do farmaco GLI e da f-CD. No entanto, diferente dos
outros sistemas apresentados anteriormente, este espectro exibiu somente o deslocamento da
banda em 2868 para 2852 cm™ referente ao estiramento da ligagdo C-H alifatico do anel
azabiciclooctil, enquanto no espectro da mistura mecénica esse deslocamento néo ocorreu. O
deslocamento dessa banda indica que o modo vibracional citado esta sendo afetado pela p-CD,
devido ao novo ambiente quimico proporcionado por esta CD ao farmaco, sugerindo assim
possiveis interacdes entre as espécies envolvendo essa regido da molécula do farmaco.

Com base nesses resultados obtidos por FTIR-ATR, pode-se propor as estruturas dos
sistemas supramoleculares GLI:B-CD 1:1, 1:2 e 2:1, as quais estdo exibidas na Figura 30.
Entretanto, vale destacar que esta técnica ndo confirma a formacao dos compostos de inclusao,
uma vez que ela investiga os modos vibracionais das moléculas (estiramentos, angulos e
tor¢des), enquanto o fendmeno da incluséo envolve interaces ndo covalentes entre as espécies.
Portanto, quando se estuda sistemas envolvendo ciclodextrinas é importante confirmar a inclusdo

e as estruturas dos compostos formados.

@M',@ 11 (a)
pesy & Q< 12 (b)

GLI B-CD

2:1 (¢)

—

Figura 30 - Estruturas propostas para os sistemas GLI:B-CD 1:1, 1:2 e 2:1, a partir dos dados de
FTIR-ATR.
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3.2.1.2 Sistema GLI:HP-B-CD

Os espectros de absorc¢éo na regido do infravermelho do composto de incluséo (GLI:HP-
B-CD) e da mistura mecanica (MM(GLI:HP-B-CD)), na proporcdo 1:1, estdo dispostos nas
Figuras 31a e 31b, respectivamente. Os valores destacados em vermelho sdo referentes as bandas

atribuidas ao farmaco e em azul séo referentes as bandas atribuidas a HP-B-CD.
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Figura 31 — Espectros de absorg¢éo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR: (a) do CI

GLI:HP-B-CD; (b) da MM(GLI:HP-B-CD) na propor¢édo 1:1. Os modos vibracionais do farmaco

e da HP-B-CD estédo destacados em vermelho e em azul, respectivamente.
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Observa-se que ambos 0s espectros exibem bandas caracteristicas do farmaco GLI e da
HP-B-CD. Entretanto, no espectro do composto de inclusdo houve um desaparecimento da banda
em 2868 cm referente ao estiramento da ligagdo C-H alifatico presente no anel azabiciclooctil,
enguanto no espectro da mistura mecéanica essa banda continua aparente.

Nesse caso, 0 desaparecimento dessa banda, indica que este modo vibracional citado esta
sendo afetado pela HP-B-CD, devido ao novo ambiente quimico proporcionado por esta CD ao
farmaco. Portanto, esses resultados podem sugerir indicios de que o anel azabiciclooctil da GLI
esteja interagindo com a HP-B-CD.

Seguindo com as andlises, os espectros de absorcdo na regido do infravermelho do
composto de incluséo (Cl GLI:HP-B-CD) e da mistura mecanica (MM(GLI:HP-B-CD)), na

proporcao 1:2, sdo exibidos nas Figuras 32a e 32b, respectivamente.
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Figura 32 — Espectros de absorgéo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR: (a) do CI

GLI:HP-B-CD; (b) da MM(GLI:HP-B-CD) na propor¢ao 1:2. Os modos vibracionais do farmaco

e da HP-B-CD estédo destacados em vermelho e em azul, respectivamente.

Em ambos os espectros tem-se a presenca das bandas caracteristicas do farmaco GLI e da
HP-B-CD, contudo o espectro do composto de inclusdo apresenta deslocamentos de determinadas
bandas diferentemente do espectro da mistura mecanica que nao exibe essas perturbacoes.

Primeiramente, tem-se o deslocamento da banda em 2868 para 2852 cm™ referente ao

estiramento da ligacdo C-H alifatico do anel azabiciclooctil, como também tem-se o
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deslocamento da banda em 1432 para 1420 cm™ referente ao estiramento da ligagio C=C
presente no anel aromatico, ambos pertencentes ao farmaco GLI.

Os deslocamentos dessas bandas indicam que 0os modos vibracionais citados estdo sendo
afetados pela HP-B-CD, como resultado do novo ambiente quimico proporcionado por esta CD
ao farmaco. Desse modo, esses resultados podem sugerir indicios de que o anel azabiciclooctil e
a ligacdo C=C da GLI estejam interagindo com a HP-B-CD. Como esse sistema apresenta
proporc¢do 1:2, pode-se sugerir a possibilidade de, simultaneamente, uma molécula de HP-3-CD
estar interagindo com o anel aromatico e uma outra molécula de HP-B-CD estar interagindo com
0 anel azabiciclooctil, como ilustrado na Figura 34b.

Por fim, os espectros de absor¢éo na regido do infravermelho do composto de incluséo
(GLI:HP-B-CD) e da mistura mecéanica (MM(GLI:HP-B-CD)), na propor¢do 2:1, estdo
apresentados nas Figuras 33a e 33b, respectivamente.

Como descrito nos sistemas anteriores, em ambos 0s espectros ha a presenca de bandas
caracteristicas do farmaco GLI e da HP-B-CD. Entretanto, o espectro do composto de incluséo
exibe um deslocamento da banda em 1241 para 1254 cm™, referente ao estiramento da ligagdo C-
N presente no anel azabiciclooctil, ao contrario do espectro da mistura mecanica que nao
apresentou essa alteracdo. O deslocamento dessa banda indica que este modo vibracional citado
esta sendo afetado pela HP-B-CD, devido ao novo ambiente quimico proporcionado por esta CD
ao farmaco. Assim sendo, esses resultados podem sugerir indicios de que o anel azabiciclooctil

esteja interagindo com a HP-B-CD.
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Figura 33 — Espectros de absor¢éo na regido do infravermelho obtidos por FTIR-ATR: (a) do
composto de inclusédo (CI) GLI:HP-B-CD; (b) da mistura mecanica (MM(GLI:HP-B-CD)) na
proporcao 2:1. Os modos vibracionais do fAirmaco e da HP-B-CD estdo destacados em vermelho

e em azul, respectivamente.

Analisando, de uma forma geral, os resultados obtidos e descritos nesta se¢do para 0s
sistemas GLI:B-CD e GLI:HP-B-CD nas devidas propor¢des molares (1:1, 1:2 e 2:1), pode-se
inferir que a técnica de FTIR colaborou para a caracterizagdo dos compostos de inclusdo no

estado solido, como descrito na literatura, ao fornecer informacdes referentes as perturbacdes dos
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modos vibracionais envolvidos em cada sistema (DE PAULA et al., 2012). Com base nesses
resultados obtidos por FTIR-ATR, pode-se propor as estruturas supramoleculares dos sistemas
GLI:HP-B-CD 1:1, 1:2 e 2:1, as quais estdo exibidas na Figura 34.

1:1 (a)

M+ Q i 1:2 (b)
GLI HP-B-CD

2:1 (¢)

Figura 34 - Estruturas propostas para os sistemas GLI:HP-B-CD 1:1, 1:2 e 2:1, a partir dos dados
de FTIR-ATR.

Todavia, para se ter uma completa discussdo e compreensdo do fendmeno de incluséo,
bem como evidenciar a formagéo dos compostos de inclusdo, outras técnicas analiticas se fazem
necessarias, uma vez que o0s sistemas supramoleculares estudados se baseiam em interacfes
intermoleculares fracas e a técnica de FTIR ndo € sensivel o suficiente para detectar as
modificagGes do sistema com precisdo e comprovar a inclusdo do farmaco, uma vez que ela
analisa unicamente os modos vibracionais das moléculas, fornecendo indicios de possiveis

interagdes entre as espécies (MURA, 2015).

3.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas analiticas
mais (teis e robustas para esclarecer a estrutura quimica dos sistemas formados por CDs. Esta
técnica fornece informacdes precisas sobre a dindmica molecular entre a espécie hdspede e as

CDs, seja no estado solido ou em solucdo. A partir dos experimentos uni e bidimensionais
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presentes nessa técnica, pode-se investigar como 0s grupos constituintes da molécula hdspede
estdo interagindo com as CDs, principalmente com suas cavidades e deste modo, evidenciar a
formacdo dos compostos de inclusio (FORGO; VINCZE; KOVER, 2003; IMTIAZ;
MUZAFFAR; ALI, 2021; MURA, 2014; SCHNEIDER et al., 1998).

Referente as moléculas das CDs investigadas, Schneider e colaboradores (1998) atribui e
detalha os sinais de hidrogénios dessas espécies em diferentes solventes, ndo sendo necessaria a
discussdo dos espectros de RMN *H. Considerando os experimentos de RMN *H para a B-CD a
400 MHz e utilizando DMSO-ds como solvente, os autores atribuiram que os sinais dos
hidrogénios H3, H5 e H6, apresentam deslocamentos quimicos (8) proximos de 3,64; 3,59 e 3,64
ppm, respectivamente. Os demais hidrogénios, H1, H2 e H4, apresentam valores proximos de
4,82; 3,29 e 3,34, respectivamente.

Por outro lado, para a HP-B-CD, os experimentos de Hao e colaboradores (2021)
atribuem os sinais dos hidrogénios H1, H2, H3, H4, H5 e H6 apresentando 6 préximos a 4,79,
3,39, 3,70, 3,25, 3,51 e 3,57, respectivamente. As Figuras 35a e 35b ilustram a representagéo
estrutural do mondmero glicosidico e o cone truncado da CD com os hidrogénios identificados.

H6

() (b)
Figura 35 - Representacdo estrutural: (a) Mondmero de glicose da B-CD; (b) Cone truncado.

Ambos estdo com a respectiva numeragdo dos hidrogénios.

Os hidrogénios do farmaco GLI sem a presenca de moléculas de CD foram atribuidos
com base em uma analise de experimentos unidimensionais de *H e bidimensionais de H/*H e
1H/1C. O espectro de RMN *H do farmaco, obtido a 600 MHz em CDCls, esta exibido na Figura
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36. O uso desse solvente se deve a maior capacidade de solubilizar o farmaco em solucéo,

possibilitando a obtencdo de um espectro com melhor resolucao.

T | ’U“UU

T T T T T T T T T T
%0 8.5 80 75 20 &5 6.0 55 50 G 45 40 35 30 2.5 20 15 1.0 0s 0.0
ppmy)

Figura 36 — Espectro de RMN de 'H da GLI a 600 MHz em CDCls.
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Figura 37 — Expanséo do espectro de RMN de *H da GLI para a regido de & entre 5,0 a 8,5 ppm.

Para uma visualizacdo mais clara dos sinais de hidrogénio da GLI, o espectro de RMN foi
dividido em duas regides. A primeira expansdo foi na regido entre 5,0 e 8,5 ppm, enquanto a
segunda foi na regido entre 1,0 e 3,5 ppm. Essas duas expansdes estdo apresentadas nas Figuras

37 e 38, respectivamente.
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Figura 38 — Expanséo do espectro de RMN de 'H da GLI para a regido de & entre 1,0 a 3,5 ppm.

As atribuicGes dos sinais dos hidrogénios para o farmaco GLI estdo descritas na Tabela 8. Os
sinais de hidrogénio observados para a GLI estdo de acordo com os sinais relatados na literatura,
utilizando o CDCI3 como solvente (AL-OMARY, 2017; SANTA MARIA et al., 2009).

Tabela 8 - Valores de deslocamento quimico (8) para os hidrogénios do farmaco GLI, a 600

MHz em CDCls.
Hidrogénios 5 ™H (ppm) Hidrogénios 5 ™H (ppm)
H1 (_CHa) 2,42 H3a (_CH) 7.95
H2 (—CH) 7.32 H4 (-NH) 5,44
H2a (-CH) 7,31 H5 (-NH) 5,39
H3 (-CH) 7,96 H6-H12 (-CH.e-CH) 331-136

3.2.2.1. Sistema GLI:B-CD

O espectro de RMN *H do composto de inclusdo GLI:B-CD de razdo molar 1:1 foi obtido

a 600 MHz, utilizando DMSO-ds como solvente. A mudanga no solvente pode ser explicada pelo
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fato da p-CD néo ser totalmente solubilizada em CDClIs, o qual foi utilizado para o farmaco livre.
O referido espectro encontra-se exposto na Figura 39 com as respectivas atribui¢des dos sinais de
hidrogénio referentes ao farmaco GLI e a p-CD.

8
; 9 H1 (GLI)
(0] o] 6
3 U )I\ N 11 10
2 . ~
\0 B B 12
4 5
. 2 3a DMSO
A
i H3,HS5H6 H2eH4 H,0
(B-CD) -
H3/H3a
(GLI)
H2/ H2a
GLI H4 e H5 (GLI) H6 ao H12
(GLD) (GLD)
A i
| - X
M J LA»\___WJU LLJ

5 = = = F 5 = —— = = = + - = 5
80 75 70 65 &0 55 5.0 45 4.0 3s 34 25 20 15 10 o5 aa
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Figura 39 — Espectro de RMN ‘H do composto GLI:B-CD a 600 MHz em DMSO-ds com as

respectivas atribuicdes dos sinais de hidrogénio.

A fim de melhorar a visualizacdo dos sinais, foram realizadas expansfes neste espectro

entre 4,5 e 8,2, e entre 1,0 e 3,8, as quais se encontram nas Figuras 40 e 41, respectivamente.
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Figura 40 — Expans&o do espectro de RMN de *H do composto GLI:B-CD na regido de § entre

4,5¢e 8,2 ppm.
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Figura 41 — Expansao do espectro de RMN de 1H do composto GLI:3-CD na regido de 6 entre
1,0 e 3,8 ppm.
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Deve-se destacar que os experimentos de RMN H tém sido amplamente empregados
para detalhar as estruturas de sistemas supramoleculares. A partir da variagdo dos 6 dos H livres
e envolvidos, pode-se confirmar a inclusdo das moléculas hospedes na cavidade das CDs
(MURA, 2014; SCHNEIDER et al., 1998).

Neste caso, apesar de ndo ser possivel avaliar a variacdo dos deslocamentos quimicos,
devido a mudancga no solvente, pode-se destacar a presenca dos sinais de hidrogénio do farmaco
GLI e da B-CD no espectro de RMN *H do composto GLI:B-CD, como ilustrado anteriormente
na Figura 39.

A fim de confirmar as correlacdes espaciais a curta distancia entre os hidrogénios da GLI
e os hidrogénios da B-CD, foram realizados experimentos 2D ROESY H-'H. Esses
experimentos se baseiam no Efeito Nuclear Overhauser (NOE), sendo este um fendmeno
observado na espectroscopia de RMN. Esses efeitos nao se propagam pelas ligacdes quimicas e
sim pelo espaco, ocorrendo entre atomos de hidrogénio que estdo a curtas distancias entre si, de 4
a 6 A. Os experimentos ROESY sdo bastante (teis e capazes de evidenciar correlacdes espaciais
de estruturas de alta complexidade como proteinas e compostos de inclusdo (MURA, 2014;
SCHNEIDER et al., 1998). O mapa de correlacdo espacial do composto GLI:B-CD esta exibido
na Figura 42.
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Figura 42 — Mapa de correlagido de RMN 2D-ROESY *H-'H do composto de inclusdo GLI:3-CD

a 600 MHz em DMSO-ds, com as respectivas atribuigdes dos principais sinais de hidrogénio.

No mapa de correlagdo 2D ROESY foram observadas manchas de correlagdo a curta
distancia entre os hidrogénios H4 e H5 dos grupos amidas, destacados em vermelho,
pertencentes ao farmaco GLI e os hidrogénios internos da B-CD. Essas correlacdes indicam que a
inclusdo do farmaco na cavidade da B-CD ocorre pelas amidas do grupo sulfonilureia do
farmaco, confirmando a formacdo e a estrutura do composto de inclusdo GLI:B-CD de razdo
molar 1:1. Outras correlagdes menos evidentes foram consideradas ruidos.

Entretanto, as pequenas quantidades e a baixa intensidade das manchas de correlacédo
presentes no mapa demonstram a existéncia de fracas interagdes entre as moléculas de GLI e f3-
CD. E importante destacar que os baixos valores de Ka obtidos nos estudos de solubilidade,
corroboram com os resultados destes experimentos de RMN, uma vez que indicam uma menor
concentragdo do composto GLI:B-CD em solucdo, e desse modo, fracas interacGes entre as

espécies.
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3.2.2.2. Sistema GLI:HP-$-CD

O espectro de RMN de *H do composto de inclusdo GLI:HP-B-CD foi obtido a 600 MHz,

em DMSO-ds e estd apresentado na Figura 43, juntamente com as respectivas atribui¢es dos

sinais de hidrogénio da HP-B-CD e do farmaco.
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Figura 43 - Espectro de RMN *H do composto GLI:HP-B-CD a 600 MHz em DMSO-ds com as

respectivas atribui¢es dos sinais de hidrogénio.
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Figura 44 — Expanséo do espectro de RMN de *H do composto GLI:HP-B-CD na regifo de §
entre 4,2 e 8,0 ppm.

Além disso, nas Figuras 44 e 45 sdo exibidas as expansfes desse espectro para uma

visualizagdo mais clara dos sinais de hidrogénio.
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Figura 45 — Expanséo do espectro de RMN de *H do composto GLI:HP-B-CD na regido de §
entre 0,0 e 4,0 ppm.

Do mesmo modo como descrito anteriormente, devido a baixa solubiliza¢do da HP-B-CD
em CDCls, fez-se necessaria a mudanca do solvente para a obtencdo de um espectro com maior
resolucdo. Consequentemente, conforme discutido para o sistema GLI:B-CD, nédo foi possivel
avaliar a variagdo de o dos hidrogénios para esse sistema. Contudo, pode-se observar a presenca
tanto dos sinais de hidrogénios da HP-B-CD quando da GLI no espectro de RMN H do
composto GLI:HP-B-CD.

Além disso, experimentos 2D-ROESY foram realizados, obtendo um mapa de correlacéo,
apresentado na Figura 46, sendo possivel analisar a correlacdo espacial entre os hidrogénios do
farmaco GLI e da HP-B-CD. Entretanto, neste caso, ndo foram constatadas manchas de
correlagdo a curta distancia entre os hidrogénios dessas espécies. Desse modo, pode-se inferir
que ndo ha interacdes entre o farmaco e a cavidade da HP-B-CD, formando, provavelmente em
solugéo outro tipo de sistema supramolecular, como por exemplo, um composto de associagéo
GLI:HP-B-CD.
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Figura 46 — Mapa de correlacido de RMN 2D-ROESY *H-!H do sistema supramolecular GLI:HP-
B-CD a 600 MHZ em DMSO-ds.

Os compostos de associacdo consistem em diferentes tipos de associacdo entre as
moléculas, desde que ndo envolva a inclusédo da molécula hospede na cavidade das CDs. Pode-se
citar, por exemplo, agregados e nanoagregados automontados, 0s quais sdo descritos por também
contribuirem para a solubilizacdo de moléculas pouco soltuveis (DE JESUS et al., 2012;
MESSNER et al., 2010).

No trabalho de De Jesus e colaboradores (2012), os experimentos de RMN uni e
bidimensionais ROESY *H/*H revelaram nenhuma correlagdo entre a riboflavina e as CDs
investigadas. Portanto, os autores concluiram que a auséncia de efeitos NOE nos hidrogénios do
interior da cavidade e o aumento da solubilidade da riboflavina é consequéncia da formacédo de
compostos de ndo-inclusao.

Para o sistema GLI:HP-B-CD deste trabalho, pode-se inferir também que os grupos
substituintes hidroxipropil da HP-B-CD que podem dificultar ou impedir o processo de incluséo
do farmaco. Segundo Szente e Szejtli (1999), um dos fatores que podem influenciar a formacéo
de compostos de inclusdo sdo os grupos substituintes nas hidroxilas primarias e secundarias das

ciclodextrinas modificadas.
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Aliado a isso, os baixos valores de Ka obtidos nos estudos de solubilidade, corroboram
com os resultados dos experimentos de RMN deste trabalho, uma vez que indicam uma menor
concentragdo do sistema supramolecular GLI:HP-B-CD em solucdo, e desse modo, fracas
interacdes entre as espécies. Adicionalmente, comparando os resultados obtidos dos dois
sistemas em estudo, pode-se inferir que os experimentos de RMN foram capazes de confirmar a
formacdo do composto de inclusdo GLI:B-CD enquanto entre o farmaco e a HP-B-CD, os
experimentos sugerem a formacao de outro tipo de sistema supramolecular, provavelmente um

composto de ndo-incluséo.

3.3 Estudo de estabilidade

Neste estudo em particular, avaliou-se a estabilidade do farmaco GLI em diferentes faixas
de pH, principalmente em meio acido devido a formacdo de produtos de degradacdo, como
descrito por Bansal e colaboradores (2007). De modo complementar, foi avaliado o efeito
causado pela presenca de B-CD e HP-B-CD nas solucbes aquosas do farmaco em meio &cido,
neutro e alcalino. As solucdes foram analisadas por espectroscopia eletrdnica de absorcdo na
regido do ultravioleta-visivel, programando o espectrofotdmetro para fazer leituras num intervalo
de 15 minutos por 24 horas.

A partir dos espectros de absorcdo de todos os sistemas estudados, foi possivel obter
perfis de estabilidade, comparando os valores de absorbancia do farmaco GLI em funcdo do
tempo, na auséncia e presenca de B-CD e HP-B-CD, nos meios &cido, neutro e alcalino,
verificando o efeito causado por estas espécies na estabilidade do farmaco.

3.3.1 Sistemas em meio acido — espectros e perfis de estabilidade

Analisando os espectros dos sistemas GLI:HCI, GLI:HCI:3-CD e GLI:HCI:HP-B-CD,
apresentados na Figura 47a, 47b e 47c, respectivamente, pode-se observar que em todos houve
uma diminuicdo dos valores de absorbancia maxima na regido de 228 nm. Além disso, ocorre um
deslocamento da primeira leitura em 228 nm, destacada nos espectros em preto, para 226 nm na

ultima leitura, destacada em vermelho.
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A direcdo da seta maior indica o sentido das leituras, em que o valor acima € a

absorbancia inicial e o valor abaixo é a absorbancia final. Cabe ressaltar que o deslocamento de

228 para 226 nm estd dentro do limite de analise da espectroscopia eletrdnica de absor¢do na

regido do UV-Vis (+ 4 nm), ndo sendo possivel pressupor algo referente aos sistemas analisados.

Por outro lado, a diminuicdo dos valores de absorbancia pode sugerir a ocorréncia da hidrolise

acida do farmaco a temperatura ambiente.
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Figura 47 - Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis, na faixa de 200 a 300 nm, ()
sistema GLI:HCI; (b) para o sistema GLI:HCI: B-CD; (c) para o sistema GLI:HCI:HP-B-CD. A

primeira leitura esta destacada em preto e a Gltima leitura em vermelho.
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Para avaliar e comparar as variacfes entre os valores de absorbancia, sem alterar os
intervalos entre os dados, mas inseri-los em uma escala comum, utilizou-se a normalizagdo dos
dados como uma ferramenta matematica. A Figura 48 relne os perfis de estabilidade, a partir da
relacdo grafica entre as absorbancias normalizadas (Absnorm) em funcdo do tempo (t) dos
sistemas GLI:HCI, GLI:HCI:3-CD e GLI:HCI:HP-B-CD.

Todos os sistemas exibiram perfis semelhantes a uma hipérbole, porém com variagdes
distintas nos valores das absorbancias normalizadas. As linhas horizontais pontilhadas em
vermelho e em azul indicam o tempo em que houve mudanca nos perfis do sistema GLI:HCI: -
CD e GLI:HCI:HP-B-CD em comparacao ao perfil GLI:HCI.
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Figura 48 — Perfis de estabilidade dos sistemas GLI:HCI (preto), GLI:HCI1:B-CD (vermelho) e
GLI:HCI:HP-B-CD (azul).

Para o sistema GLI:HCI, no tempo igual a zero minutos (t = 0) a Absnorm foi igual a 100
%, enquanto no tempo igual a 1440 minutos (t = 1440) a Absnorm foi igual a 94 %, resultando em
uma variag¢ao (AAbs) igual a 6 %. Para o sistema GLI:HCI:3-CD, no t = 0, a Absnorm foi igual a
100 %, enquanto no t = 1440, ela foi igual a 92 %, resultando em um AAbs igual a 8 %. Por fim,
o0 sistema GLI:HCI:HP-B-CD apresentou em t = 0, uma Absnorm igual a 100% enquanto no t =
1440 ela foi igual a 95 %, apresentando um AAbs igual a 5 %.

A partir dos perfis apresentados, pode-se destacar também que ap6s 120 minutos, o
sistema contendo B-CD exibiu uma expressiva e gradual diminuicdo dos valores de AbSnorm
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comparando-se com os demais perfis neste meio reacional. Por outro lado, o sistema contendo
HP-B-CD somente exibiu uma alteracdo em seu perfil apds 615 minutos, projetando-se acima do
perfil do sistema GLI:HCI.

Com base nesses resultados, pode-se inferir, que a presenca de B-CD em meio acido
ocasionou um efeito na hidrolise acida do farmaco, ap6s 120 minutos, desempenhando uma
evidente funcdo catalitica na degradacdo da GLI neste meio do que quando comparada aos outros
sistemas. Em contrapartida, a HP-B-CD desempenhou um sutil efeito na degradacéo do farmaco,
apos 615 minutos, apresentando a menor variacdo de Absnorm dentre 0s demais sistemas neste
meio reacional, indicando menor influéncia sobre a hidrolise &cida da GLI.

Esses comportamentos observados para -CD e HP-B-CD em meio acido também foram
relatados na literatura em sistemas com outros farmacos. Alsarra e colaboradores (2007), por
exemplo, verificaram que a presenca de -CD em meio acido acelerou a degradacdo do farmaco
cefotaxima sodica em comparacdo com outras CDs modificadas, devido apresentar maiores
valores de constantes de velocidade referentes a degradacdo do farmaco. Os autores sugeriram
que esse efeito observado foi devido a natureza do composto formado entre cefotaxima sédica e
B-CD, como também pelos mecanismos de de-esterificacdo e/ou ruptura do anel B-lactamico
provocados pelos grupos hidroxilas adjacentes da p-CD.

Por outro lado, Linares e Longhi (2003) constataram que a estabilidade do farmaco
naftoquinona aumentou na presenca de HP-B-CD em meio &cido, uma vez que as taxas de
degradacdo foram menores do que quando comparadas com as do farmaco livre. Neste caso, 0s
autores indicaram que o mecanismo pode ndo ter sido afetado pela HP-B-CD, porém ela

provocou uma diminuigdo no grau de hidrolise do farmaco.
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Figura 49 — Esquema reacional referente a degradacdo da gliclazida em meio &cido a temperatura
ambiente, formando PTS e NACPP, adaptado de Bansal e colaboradores (2008).

Conforme descrito e proposto por Bansal e colaboradores (2008), a hidrolise do farmaco
GLI origina-se na protonagdo das ligacdes N-H e/ou C=0, a qual é facilitada em meio &cido a
temperatura ambiente. Posteriormente, ocorre um ataque nucleofilico de uma molécula de agua a
carbonila do farmaco, resultando na quebra da liga¢do do grupo amino alifatico e na formacao de
dois produtos principais, a para-toluilsulfonamida (PTS) e a N-aminociclopentapirrolidina

(NACPP), além da liberagdo de COz, como ilustrado na Figura 49.
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Com base no esquema reacional supracitado e nos experimentos de RMN descritos no
topico 3.2.2.1 deste capitulo, pode-se propor uma explica¢do para o comportamento do sistema
GLI:HCI:B-CD.

Apds a formacdo do composto de inclusdo GLI:3-CD pela interacao entre os hidrogénios
da cavidade com os hidrogénios dos grupos amida do farmaco, pode-se sugerir a ocorréncia da
protonacdo da ligacdo —NH pelas hidroxilas da p-CD. Em seguida, um ataque nucleofilico a
carbonila da GLI pelas hidroxilas primarias da p-CD ou até pelas moléculas de agua, provocando
a gquebra da ligacdo do tipo amida e resultando na formacdo de PTS e NACPP em solucdo. As
hidroxilas primarias localizadas em C6 sdo consideradas mais nucleofilicas, enquanto as
hidroxilas secundérias situadas em C2 séo consideradas mais acidas e em C3 mais inacessiveis,
tornando-as menos reativas, devido o impedimento estérico e as ligacdes de hidrogénio presentes
na estrutura das CDs (KHAN et al., 1998; PRZYBYLA; YILMAZ; REMZI BECER, 2020).
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3.3.2 Sistemas em meio neutro — espectros e perfis de estabilidade

Os espectros dos sistemas GLI:H20, GLI:H20:B-CD e GLI:H20:HP-B-CD, expostos nas

Figuras 50a, 50b e 50c, respectivamente. A direcdo da seta indica o sentido das leituras, em que

o valor acima é a absorbancia inicial e o valor abaixo é a absorbancia final.
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Figura 50 - Espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis, na faixa de 200 a 300 nm: (a) do sistema
GLI:H20; (b) do sistema GLI:H20:B-CD; (c) do sistema GLI:H20:HP-B-CD. A primeira leitura

esta destacada em preto e a ultima leitura em vermelho.
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Ao analisa-los, pode-se verificar que todos os espectros de absorcdo ndo apresentaram
reducdes ou aumentos expressivos nos valores de absorbancia ao longo do tempo, 0 que sugere a
estabilidade do farmaco em solu¢do seja na presenca ou auséncia das CDs.

A Figura 51 retne os perfis de estabilidade dos sistemas GLI:H20, GLI:H20:3-CD e
GLI:H20:HP-B-CD, a partir da relagdo grafica entre as Absnorm em funcéo do tempo. Todos 0s
sistemas apresentaram perfis lineares e constantes entre as absorbancias normalizadas, com

pequenas variagoes entre os valores de AbSnorm.
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Figura 51 — Perfis de estabilidade dos sistemas GLI:H20 (preto), GLI:H20:B-CD (vermelho) e
GLI:H20:HP-B-CD (azul).

A partir desses resultados, pode-se inferir que o farmaco GLI em meio aquoso, a
temperatura ambiente, ndo sofreu hidrélise, como também pode-se verificar que a presenca das
CDs néo afeta a estabilidade do farmaco GLI em solugdo, demonstrando que a p-CD e a HP-j-
CD neste meio ndo apresentaram efeitos cataliticos ou protetores. A hidrélise do farmaco em
meio aquoso somente foi observada a 85 °C por Bansal e colaboradores (2007).

Como a hidrolise e consequentemente a degradacdo do farmaco sao facilitadas pelo meio
acido, pode-se inferir que em meio aquoso, ndo ocorre a protonagdo do oxigénio da ligacdo C=0
ou do nitrogénio da ligacdo N-H, logo ndo se tem o ataque nucleofilico da hidroxila das CDs ou

da molécula de agua a carbonila do farmaco, de modo que os produtos PTS e NACPP nédo sdo
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formados em solucdo, o que explica os comportamentos lineares e sem alteracGes ao longo do

tempo, quer seja na presenca ou auséncia das CDs.

3.3.3 Sistemas em meio alcalino — espectros e perfis de estabilidade

Os espectros dos sistemas GLI:NaOH, GLI:NaOH:B-CD e GLI:NaOH:HP-B-CD estao
exibidos nas Figuras 52a, 52b e 52c, respectivamente. A direcdo da seta na Figura 52a indica o
sentido das leituras, em que o valor acima é a absorbancia final e o valor abaixo € a absorbancia
inicial, enquanto nas Figuras 52b e 52c o valor acima é absorbéncia inicial enquanto o valor

abaixo é a final.
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Analisando o espectro do sistema GLI:NaOH, verificou-se um aumento nos valores de
absorbancia. Este aumento pode estar relacionado a um aumento na concentracdo de GLI em
solucao em funcgdo do tempo, visto que este farmaco exibe um perfil de solubilidade dependente
do pH, como tabelado por Seedher e Kanojia (2009) e exposto no Capitulo 1, Secdo 1.2.1 deste
trabalho. Esses autores verificaram que a solubilidade da GLI é maior em meio alcalino do que
nos meios acido e neutro.

No espectro do sistema GLI:NaOH pode-se observar também um deslocamento da banda
na regido de 225 nm, referente a primeira leitura, destacada em preto, para 223 nm, referente a

ltima leitura, destacada em vermelho. Por outro lado, analisando os espectros dos sistemas
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GLI:NaOH:B-CD e GLI:NaOH:HP-B-CD, os valores de absorbancia mantiveram-se constantes,
com excecdo daqueles obtidos em t = 0, pois foram maiores do que as demais leituras em
sequéncia. Esses maiores valores podem estar associados ao aumento inicial da solubilidade do
farmaco em funcéo da adicdo das CDs.

A Figura 53 reune os perfis de estabilidade dos sistemas GLI:NaOH, GLI:NaOH:B-CD e
GLI:NaOH:HP-B-CD, a partir da relacdo gréfica entre as Absnorm em funcdo do tempo.
Verificam-se dois tipos de perfis, sendo que para o sistema GLI:NaOH observa-se um perfil
linear crescente, enquanto para os sistemas GLI:NaOH:B-CD e GLI:NaOH:HP-B-CD, observam-
se perfis lineares e constantes, porém com intervalos de valores distintos. Para o sistema
GLI:NaOH, no t = 0 a Absnorm foi igual a 95 % e em t = 1440 a Absnorm foi igual a 100 %,
resultando em uma variagdo (AAbs) igual a 5 %. Em contrapartida, para os sistemas contendo f3-
CD e HP-B-CD, os valores de Absnorm permaneceram na faixa entre 94 e 95% e entre 99 e 98%,

respectivamente.
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Figura 53 — Perfis de estabilidade dos sistemas GLI:NaOH (preto), GLI:NaOH:B-CD (vermelho)
e GLI:NaOH:HP-B-CD (azul).

A partir desses resultados, pode-se inferir que o farmaco GLI nao sofreu hidrdlise alcalina
a temperatura ambiente, bem como a presenca das CDs ndo exibiu efeito catalitico na hidrolise
alcalina do farmaco em solugdo, visto que apresentaram perfis de estabilidade lineares e

constantes, sem variagdes expressivas nos valores de Absnorm, diferentemente do observado no
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perfil do sistema GLI:NaOH. E importante destacar que a hidrélise e, consequentemente, a
degradacdo do farmaco GLI em meio alcalino somente foi constatada a 85 °C por Bansal e
colaboradores (2007) indicando a influéncia da temperatura neste processo.

O aumento gradual dos valores de Absnorm Observado para o sistema GLI:NaOH pode
estar relacionado a presenca de espécies desprotonadas da GLI em solucdo. Como descrito no
Capitulo 1 Secdo 1.2.1, a GLI apresenta carater anfétero e em pH alcalino se comporta como um
acido fraco, com valor de pKa igual a 5,8. Como neste sistema o pH foi igual a 13,0, é provavel a
ocorréncia da desprotonacdo do grupo sulfonamida e a formacdo de espécies que apresentam
maior absorbancia ao longo do tempo.

Por outro lado, os perfis de estabilidade dos sistemas GLI:NaOH:B-CD e GLI:NaOH:HP-
B-CD demonstram que ambas as CDs evitaram esse aumento gradual dos valores de Absnorm da
GLI neste meio reacional, fazendo com que permanecessem em determinada faixa de AbSnorm,
indicando que a associacdo entre o farmaco e essas CDs, neste caso, pode estar afetando a
formacéo de espécies desprotonadas da GLI em meio alcalino.

A priori e na temperatura analisada, este comportamento observado para p-CD e HP-f-
CD se mostrou divergente do que é descrito na literatura, uma vez que quando associadas a
outras espécies quimicas que contém grupos funcionais do tipo amida, como por exemplo
acetanilidas e farmacos B-lactdmicos, as CDs se comportam como catalisadores das reacfes de
hidrélise alcalina, acelerando a degradagdo dessas espécies em solugdo (GRANADOS; DE
ROSSI, 1993; POPIELEC; LOFTSSON, 2017).

No entanto, € importante ressaltar que ndo foram constatadas investigacfes prévias na
literatura que abordassem ou o efeito das CDs na estabilidade das sulfonilureias ou
especificamente na estabilidade da gliclazida em solucdes de carater &cido, neutro e alcalino.
Portanto, este estudo em particular se tornou relevante para que fosse possivel compreender o
comportamento dos sistemas em cada meio reacional e o impacto das CDs na suscetibilidade
hidrolitica da gliclazida, os quais podem ser avaliados em futuras investigacbes em meio

biologico.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos sistemas constituidos pelo fArmaco GLI e por moléculas de
B-CD e HP-B-CD por meio da técnica de liofilizacdo. Estes sistemas foram caracterizados por
técnicas espectroscopicas em meio aquoso e no estado solido, as quais foram fundamentais para
determinar a termodinamica do processo de inclusdo, bem como fornecer indicios de interacdes
entre as moléculas de GLI e B-CD ou GLI e HP-B-CD. Os sistemas GLI:3-CD e GLI:HP-B-CD
apresentaram diagramas de solubilidade de fase do tipo Bs e do tipo AL, respectivamente.

O perfil do tipo Bs indica que o composto formado apresenta solubilidade limitada
conforme ha o aumento da concentracdo de B-CD em solucdo. O perfil do tipo AL indica que a
solubilidade do composto de inclusdo formado é superior ao do farmaco livre, demonstrado pela
relacdo linear entre as concentragdes de HP-B-CD e GLI.

Além disso, a partir do estudo de solubilidade, verificou-se que o processo de formacéo
dos sistemas GLI:B-CD e GLI:HP-B-CD foi espontaneo em todas as temperaturas analisadas,
dados os valores negativos de AG. Para ambos os sistemas, 0s valores de AH, em modulo, foram
maiores do que os valores de variacdo de entropia, sugerindo que as interacGes formadas na
associacdo entre as espécies sdo mais estaveis do que aquelas anteriores a associacao.

A partir dos resultados obtidos por FTIR-ATR foi possivel verificar indicios referentes as
interacBes entre as espécies em todos os sistemas analisados. Entretanto, somente com o0s
experimentos de RMN foi possivel confirmar a formacdo do composto de inclusdo GLI:3-CD
1:1, devido as correlagBes dipolares de *H/*H entre os grupos amida do farmaco e a cavidade
dessa CD. Entretanto, ndo foi possivel comprovar a formacdo do composto GLI:HP-B-CD 1:1,
uma vez que ndo se obteve correlagGes entre os hidrogénios. Portanto, pode-se inferir a formacéo
de outro tipo de sistema supramolecular entre essas espécies.

O estudo de estabilidade revelou que, em meio &cido, a B-CD acelerou a degradacao da
GLI apos duas horas, enquanto a HP-B-CD desempenhou um efeito retardante apds 10 horas. Em
meio neutro, constatou-se que as CDs ndo desempenharam acdo catalitica ou protetora e,
portanto, ndo influenciam na estabilidade do farmaco em solucdo aquosa. O aumento da
concentragdo do farmaco observado em meio alcalino ndo foi visualizado quando foram
adicionadas as CDs e diferentemente do que é relatado na literatura para as amidas, ambas as

CDs nédo afetaram a estabilidade do farmaco neste meio.
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