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Resumo

O cloridrato de metformina (MET) e cloridrato de fenformina (FEN) sdo farmacos anti-
hiperglicemicos da classe das biguanidas, sendo um farmaco de primeira linha no tratamento de
diabetes tipo II (DM2). O MET apresenta como limitagdo sua baixa biodisponibilidade, enquanto
o FEN foi retirado do mercado devido aos efeitos colaterais atribuidos ao seu uso. As CDs que sao
de grande interesse para a industria, em especial a farmacéutica, devido sua capacidade de alterar
propriedades proprias de farmacos como solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade. O
presente trabalho teve como objetivo estudar dos parametros termodindmicos envolvidos entre os
farmacos FEN e MET e as CDs naturais (a-CD, B-CD e y-CD), e as CDs modificadas (CM-B-CD,
HP-B-CD e M-B-CD) e caracterizar estruturalmente os compostos formados. Para a determinagao
dos parametros termodinamicos foi realizada a técnica de calorimetria de titulacdo isotérmica
(ITC), sendo feito, adicionalmente o efeito da variagdo da temperatura para o sistema FEN:CM--
CD. Os compostos de inclusdao no estado solido foram obtidos por liofilizagdo. A caracterizagao
dos compostos de inclusdo no estado sélido foi realizada por espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho (FTIR-ATR). E a confirmag¢do da inclusdo foi realizada por experimentos uni e
bidimensionais de '"H RMN. Ao se comparar os sistemas formados pelo farmaco MET e FEN por
titulagdo calorimétrica foi possivel verificar que a presenca do anel aromatico na estrutura do FEN
favoreceu a formagao de compostos de inclusdo com as CDs a-CD, B-CD e CM-B-CD. Com os
resultados dos experimentos de 'H RMN foi possivel confirmar a formagdo de compostos de
inclusdo para os sistemas FEN:B-CD e FEN:CM-B-CD e sugerir as possiveis estruturas para os

compostos formados.

Palavras-chaves: Cloridrato de metformina; cloridrato de fenformina; sistemas supramoleculares.



Abstract

Metformin hydrochloride (MET) and phenformin hydrochloride (FEN) are antihyperglycemic
drugs belonging to the biguanide class, with MET being a first-line therapy for the treatment of
type II diabetes mellitus (DMII). MET is limited by its low bioavailability, whereas FEN was
withdrawn from the market due to adverse side effects associated with its use. Cyclodextrins (CDs)
are of great interest to industry, particularly the pharmaceutical sector, because of their ability to
modify intrinsic drug properties such as solubility, stability, and bioavailability. The aim of this
study was to investigate the thermodynamic parameters involved in the interactions between the
drugs FEN and MET and natural cyclodextrins (a-CD, B-CD, and y-CD), as well as modified
cyclodextrins (CM-B-CD, HP-B-CD, and M-B-CD), and to structurally characterize the compounds
formed. Thermodynamic parameters were determined using isothermal titration calorimetry (ITC);
additionally, the effect of temperature variation was evaluated for the FEN:CM-B-CD system.
Solid-state inclusion compounds were obtained by freeze drying. The inclusion compounds were
characterized by vibrational spectroscopy in the infrared region (FTIR-ATR), and inclusion was
confirmed by one- and two-dimensional '"H NMR experiments. By comparing the systems formed
by MET and FEN using calorimetric titration, it was possible to verify that the presence of an
aromatic ring in the FEN structure favored the formation of inclusion compounds with a-CD, [-
CD, and CM-B-CD. Based on the 'H NMR results, the formation of inclusion compounds was
confirmed for the FEN:B-CD and FEN:CM-B-CD systems, and possible structures for the

complexes formed were proposed.

Keywords: Metformin hydrochloride; phenformin hydrochloride; supramolecular systems.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1.INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus ¢ uma doenca cronica que faz parte de um grupo de condigdes
metabolicas caracterizadas por alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas,
geralmente associadas a resisténcia a insulina ou a deficiéncia na sua producdo. No caso do
Diabetes, a principal caracteristica € a hiperglicemia, que pode ocorrer devido a destrui¢ao das
células B-pancredticas ou a uma ac¢do ineficaz da insulina nos tecidos (ADA, 2014; Schuster;
Duvuuri, 2002). Esta ¢ uma condigao que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo e seu impacto
aumenta a cada ano. Estima-se que até¢ o ano de 2030 cerca de 578 milhdes de pessoas terdo
diabetes, o que evidencia a necessidade de estratégias de preven¢do e manejo adequados (Pouya
Saeedia et al., 2019).

O diagnostico em fase inicial e tratamento adequado sdo fundamentais para a redugdo de
prejuizos para a qualidade de vida dos pacientes que apresentam tal condi¢do. Muitas
complicagdes sdo atreladas a hiperglicemia a longo prazo associada a falta de tratamento adequado
da diabetes mellitus que envolve retinopatia e perda da visdo; insuficiéncia renal; amputagdo de
membros. Além disso, outros importantes riscos associados a diabetes sdo: hipertensdo e doengas
cardiovasculares, arterial periférica e cerebrovascular (Schuster; Duvuuri, 2002; Tan et al., 2019).
Os casos diagnosticados sao classificados em grupos (Figura 1-1), diabetes mellitus tipo I (DM1)
e diabetes mellitus tipo II (DM2), essa classificacdo ¢ importante para o entendimento da causa e

principalmente para a determinacgdo do tratamento mais eficaz.
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Figura 1-1: Diagrama esquematico da diabetes.

Conforme descrito na Figura 1-1, DM1 possui fator genético, e é causada pela destrui¢cao
das células pancredticas por resposta autoimune que leva a ndo producao de insulina. O tratamento
para pessoas com DM1 envolve de inje¢des diarias de insulina como forma de evitar hiperglicemia
(ADA, 2014). O segundo tipo, DM2 corresponde a maioria dos casos diagnosticados
(aproximadamente 90% dos casos correspondem a DM2), esta relacionado com a resisténcia a
insulina, e tem causa multifatorial (ADA, 2014; DeMarsilis et al., 2022; Pouya Saeedia et al.,
2019). Sao fatores de risco para o desenvolvimento da DM2 o sobrepeso e obesidade;
sedentarismo; alimentagdo hipercalorica; além de predisposicdes genéticas (Tan et al., 2019).

Para o tratamento de pacientes com DM2, além de mudanca de dieta e estilo de vida, s@o
empregados medicamentos de uso oral com objetivo de reduzir os niveis de glicose, para esta
funcdo sdo conhecidos diversos farmacos pertencentes a diferentes classes de medicamento e que

atuam por diferentes mecanismos de agdo. As classes de farmacos de uso oral utilizados no
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controle da hiperglicemia em pacientes com DM2 sdo: as sulfonilureias; meglitininas ou glidina;
inibidores da alfa-glicosidase; tiazolidinedionas e as biguanidas (DeMarsilis et al., 2022). Para a
realizacdo do presente trabalho serdo utilizados dois farmacos anti-hiperglicémicos da classe das
biguanidas: o cloridrato de metformina e o cloridrato de fenformina. A escolha destes dois
farmacos se deu devido a DM2 ser uma doenga com grande impacto no mundo por afetar milhoes
de pessoas, portanto a importancia de se buscar estratégias para um melhor tratamento. Além disto,
ao tamanho das estruturas destes farmacos, tratando-se de duas moléculas pequenas e semelhantes

entre si. Isto possibilita que o trabalho atue como modelo para novos trabalhos.

1.2 Cloridrato de metformina e cloridrato de fenformina

As biguanidas sdo uma classe de medicamentos de uso oral utilizados no tratamento de
diabetes mellitus, DM2, tem origem na planta Galega officinalis, que historicamente foi utilizada
na medicina popular no tratamento de sintomas associados a diabetes mellitus por sua propriedade
anti-hiperglicémica. Seu uso como agente antidiabético estd associado ao principio ativo guanidina
presente na planta, muito toxico para uso cronico, que mais tarde foi utilizado na sintese das
biguanidas que apresentam menor toxicidade mantendo sua capacidade de reduzir os niveis de
glicose no sangue (Kim, 2021; Triggle, 2022). No ano de 1957, foram sintetizados as biguanidas,
dentre elas o cloridrato de metformina e o cloridrato de fenformina que apresentaram atividade

hipoglicémica.
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N/

H,N
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Figura 1-2: Representacdo da estrutura do cloridrato de metformina.

O cloridrato de metformina (Figura 1-2), no presente estudo serd denominado MET, ¢ um

solido cristalino branco, muito solivel em 4gua (300 mg mL™! a 25°C). Sua férmula molecular é

4



C4H11N5.HCI e massa molecular igual a 165,63 g mol™' (Metry et al., 2021). Ligeiramente solavel
em alcool etilico e insoltivel em acetona. Em sua forma de cloridrato, o MET € bastante estavel a

temperatura ambiente e a luz (Da Trindade; Kogawa; Salgado, 2018).
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Figura 1-3: Protonacao/desprotonagdo do MET em diferentes valores de pH. Adaptado de
Hernandez et al., 2015.

As diferentes formas do MET sdo descritas na Figura 1-3, os valores de pKi (2,8) e pKz
(11,6) referem-se, respectivamente, a biprotonagdo/monoprotonacdo € monoprotonacao/forma
neutra. o MET se encontra biprotonado em pH ~2,8 (carga global +2), enquanto em um pH mais
alto, proximo de neutro, se encontra monoprotonado. Para o MET monoprotonado sdo possiveis
duas formas, conforme ¢ mostrado na Figura 1-3 (Herndndez et al., 2015).

O MET ¢ um farmaco de primeira linha no tratamento do DM2 e o mais utilizado para esta

finalidade, sendo prescrito para em 70 % dos pacientes recém diagnosticados em todo o mundo,



sendo 55,6 % utilizado em monoterapia e 14,4 % combinado com uma sulfonilureia. Como
tratamento de segunda linha, ¢ em sua maioria prescrito em combinagdo com inibidor um de DPP-
4 (23,5 %) ou com uma sulfonilureia (20,9 %). O que representa, aproximadamente 200 milhdes
de pessoas em todo o mundo fazem uso do MET atualmente (Gomes et al., 2019; Schernthaner;
Schernthaner, 2020). A ampla utilizagao deste farmaco se deve a sua eficacia no controle dos niveis
de glicose no sangue sem efeito na concentragao de insulina, nao associado a hipoglicemia clinica,
seu uso € seguro a longo prazo e baixo custo para o paciente (Bailey, 1992; Galicia-Garcia et al.,
2020; Triggle, 2022).

A absor¢do do MET por via oral acontece no trato gastrointestinal, absorvido
principalmente pelo intestino delgado (Abbasi; Heath; McGinness, 2024; Bailey, 2017; Feng et
al.,2022; Song; Zhang; Meng, 2021). Doses orais de 500 a 1.000 mg, o tempo médio que o farmaco
atinge a maxima concentracao plasmatica ¢ de 2,5 horas (Abbasi; Heath; McGinness, 2024). Os
mecanismos de acdo antidiabética estdo associados a inibi¢ao da producao de glicose pelo figado,
e desta forma, melhorando a atuagao da insulina e diminuindo a resisténcia a mesma, sem causar
ganho de peso, ou aumento na secre¢do de insulina (Cao et al., 2022; Feng et al., 2022). Ao ser
ingerido, ndo se liga as proteinas plasmaticas, mas se distribui rapidamente em varios tecidos do
corpo. A maior concentracdo tecidual alcangada ¢ quase cem vezes maior do que a do plasma
sanguineo, se concentrando principalmente no figado, rim, intestino delgado. O MET nao ¢
metabolizado pelo figado, sendo secretado pelos rins em sua forma original (Feng et al., 2022).
Possui uma meia-vida de eliminagdo entre 6 e 7 horas, podendo ocorrer em um tempo maior caso
o paciente apresente fun¢do renal comprometida (Bailey, 2017; Mbara et al., 2021). A meia vida
bioldgica apresentada pelo farmaco varia entre 1,5 e 4,5 horas, sendo, portanto, necessarias doses
frequentes durante o dia como forma de manter concentragdes plasmaticas eficazes (Corti et al.,
2007).

Por se tratar de um farmaco hidrofilico, a permeabilidade do MET nas membranas lipidicas
¢ limitada, considerando que o ambiente onde ocorre sua absor¢ao, sua biodisponibilidade oral ¢
em média de 55 %. Embora ja existam disponiveis no mercado formulagdes de liberagao
prolongada e ndo prolongada, a biodisponibilidade oral em as ambas as formulacdes ¢ semelhante
(Abbasi; Heath; McGinness, 2024). A sua baixa biodisponibilidade ¢ uma limitagdo, pois isto

exige ao paciente administracdo de maiores doses no dia (Setter et al., 2003).



Os efeitos adversos mais comuns associados ao uso de MET s3o problemas
gastrointestinais (nduseas, vomito, diarreia), que sao diminuidos com o uso continuo. O uso a
longo prazo estd também relacionado com deficiéncia de vitamina B12 que ¢ resultado da ma
absorcao desta ligada a alteragdes na microbiota (Triggle, 2022).

O cloridrato de fenformina (Figura 1-4), sendo denominado neste trabalho como FEN, ¢
um solido branco, soluvel em agua, sua formula molecular ¢ C10HisNs.HCI e massa molecular
241,72 g mol (Kuwayti; Rado, 1959). FEN, assim como o MET, pertence a classe das biguanidas,
possuindo semelhante estrutura, exceto pela presenga de um anel aromatico no FEN. O FEN, assim
como o MET pode sofrer duas protonagdes, o que pKi, referente a primeira protonacao do FEN,
equivalente a -13,27. Enquanto o valor de pK; equivale a -3,26 para a segunda protonagdo A
primeira protonagdo ocorre em pH alcalino (>13,9), enquanto a segunda protonagdo ocorre em pH
acido (< 4) (Orgovan; Noszal, 2011). Foi sintetizado no ano de 1957 e apresentou eficacia no
tratamento da DM2, porém no ano de 1970 foi retirado do mercado devido ao risco aumentado de
acidose lactica atribuido ao seu uso, que ¢ especialmente prejudicial a saude de pessoas mais idosas

(Fimognari et al., 2008).

NH NH

HCI

N N NH,
H H

Figura 1-4: Representacdo da estrutura do cloridrato de fenformina.

Conforme mencionado anteriormente, o MET ¢ de grande importancia no tratamento do
DM2, sendo utilizado por milhdes de pessoas em todo o mundo, isto justifica a busca por
estratégias que visam melhorar sua biodisponibilidade. Além disso encontrar estratégias de reduzir
efeitos adversos atribuidos ao uso da FEN como forma de inserir no mercado mais uma op¢ao no
tratamento do DM2. Para isto, estes fArmacos serdo testados com diferentes ciclodextrinas (CD) a
fim de formar sistemas supramoleculares.

Os sistemas supramoleculares do tipo hospede-hospedeiro formados por CDs sao

amplamente estudados e de grande interesse para a industria farmacéutica devido sua capacidade
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de interagir com diversas moléculas organicas, como farmacos, modificando propriedades
intrinsecas destas moléculas tais como solubilidade em &gua, estabilidade quimica,

biodisponibilidade (De Sousa et al., 2008).

1.3 Quimica supramolecular

Jean-Marie Lehn, Charles Pedersen, e Donald J. Cram receberam o Prémio Nobel de
Quimica no ano de 1987 em reconhecimento ao seu trabalho em quimica supramolecular. A
quimica supramolecular, entendida como a quimica além da molécula, ¢ a area da quimica onde
sdo estabelecidas apenas interagdes intermoleculares entre as espécies, ndo se tratando das ligagdes
covalentes, tendo como base as identidades organizadas de maior complexidade que resultam da
associacdo de mais duas espécies quimicas mantidas juntas por interacdes intermoleculares
(LENH, 1987; Vicens; Vicens, 2011).

Trés vertentes podem ser descritas no desenvolvimento da quimica supramolecular, cada
uma delas diz respeito a um tema. Sendo descritas como (i) reconhecimento molecular, reatividade
supramolecular, catélise e transporte, se baseia no design e na pré-organizacao; (ii) automontagem
€ 4 auto-organizagdo, auto processos em geral, se baseia no design e implementa programagao e
sistemas programados; (iil) adaptacdo e evolucdo, se baseia na auto-organizagdo por meio da
sele¢ao (Lehn, 2002).

O reconhecimento molecular diz respeito a capacidade das moléculas de reconhecer e
interagir umas com as outras por meio de interagdes nao covalentes. E um conceito fundamental
para a formagdo de estruturas e funcdes complexas em sistemas biologicos e quimicos (Lehn,
2002). A interacdes ocorrem em um meio altamente organizado, onde a espécie interage
seletivamente com uma outra, como a modelo chave-fechadura para enzimas e substratos, € a
quimica hospede-hospedeiro, sendo um conceito mais amplo onde uma molécula hospedeira
interage com uma molécula hospede formando uma supramolécula (Ariga; Kunitake, 2006).

A automontagem se refere ao processo pelo qual componentes individuais se agregam
espontaneamente para formar estruturas organizadas, depende das propriedades intrinsecas dos
componentes, como sua forma, tamanho e interagdes quimicas. As moléculas ou particulas se
unem por meio de interagdes ndo covalentes (por exemplo, ligacdo de hidrogénio, for¢as de van

der Waals, intera¢des hidrofobicas) para formar estruturas maiores e mais complexas. A auto-



organizacdo abrange a automontagem no que diz respeito a sistemas que podem gerar
espontaneamente estruturas organizadas por meio de processos dinamicos. E envolve além da
agregacdo de componentes, o desenvolvimento de padrdes, estruturas ou comportamentos que
surgem das interagdes entre os componentes. Esse processo pode incluir mecanismos de feedback,
adaptagao e evolugdo, levando a sistemas mais complexos e funcionais (Lehn, 2002).

Os conceitos de adaptagdo e evolucao sao introduzidos na quimica supramolecular. Sao
dependentes da auto-organizacao por meio da selecao, além do design, e implementam diversidade
quimica e dinamica informada. Reflete uma mudanca em dire¢do a compreensdao de como os
sistemas supramoleculares podem evoluir e se adaptar ao longo do tempo, semelhante aos sistemas

bioldgicos (Lehn, 2002).

14 Ciclodextrinas

As CDs (Figura 1-5) s3o macromoléculas que pertencem a familia dos oligossacarideos
ciclicos formadas por unidades de glicose unidas por ligacdo do tipo a-1,4 D-glicose, ¢ sdo
produzidas a partir da degrada¢do enzimdtica do amido pela enzima ciclodextrina glicosil
transferase (CGTase). Resultado do tipo de ligacdo apresentado pelas CDs, é uma estrutura
semelhante a base de um cone, os grupos hidroxilas voltados para o exterior resultando em uma
superficie hidrofilica e cavidade hidrofébica, caracteristica que explica sua capacidade de formar
compostos de inclusdo com diversas moléculas organicas hidrofobicas ou com parte hidrofobica
que interage por ligagcdes ndo covalentes com cavidade da CD (Szejtli, 2004). Esta interacdo ¢
conhecida como do tipo hospede-hospedeiro, em que a CD atua como hospedeiro, enquanto as

espécies que sdo incluidas em sua cavidade sdo classificadas como hospede (Barbosa et al., 2019).
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Figura 1-5: a) representacdo estrutural da a-ciclodextrina e b) representacdo estrutural da unidade

glicosidica.

A formacgao dos compostos de inclusdo ¢ comumente realizada em solugdo aquosa, e que
se da pela substitui¢do das moléculas de agua presentes na cavidade da CD pela molécula hdospede,
ou por sua parte hidrofébica (Loftsson; Duchéne, 2007). As moléculas de agua inicialmente
presentes na cavidade da CD sdo mantidas por interagdes de Van der Waals e interacdes
hidrofobicas (Angelova et al., 2025). Este processo acontece em equilibrio, em solu¢do coexistem
moléculas hospedes livres e incluidas as moléculas de CDs, conforme descrito na Equagao 1.1.
Além de compostos de inclusdo, € conhecida também a capacidade das CDs em formar compostos
de interacdo superficial, ou seja, os grupos hidroxilas do exterior da CD podem interagir com

outras moléculas por ligacdes de hidrogénio (Loftsson; Duchéne, 2007).

mH +nCD < H,,CD, Equacao 1.1

Na Equagdo 1.1, onde um niumero m de moléculas do hdéspede H, interagem com um
nimero n de moléculas de CD formado um composto de inclusdo HmCDn que apresenta
caracteristicas proprias, diferentes das observadas para a molécula hospede e a CD puros

(Loftsson; Mésson; Brewster, 2004).
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As CDs sao amplamente estudadas devido a suas caracteristicas estruturais proprias,
conforme mencionado anteriormente, permite a formagao de sistemas supramoleculares de grande
interesse para diversas areas da industria, especialmente a farmacéutica. As CDs vém sendo
utilizadas em formulagdes farmacéuticas como forma a atribuir modificagdes de propriedades
especificas de uma grande variedade de farmacos. Estes sistemas podem ser utilizados como forma
de aumentar a solubilidade do farmaco em dagua; aumento de estabilidade quimica;
biodisponibilidade entre outras (Liu; Guo, 2002).

Sao conhecidas trés CDs de ocorréncia natural que apresentam diferentes propriedades que
estdo descritas na Tabela 1-1. A a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) e y-ciclodextrina
(y-CD), se diferem pelo numero de glicose em suas estruturas, sendo 6, 7 e 8 unidades de glicose
para a-CD, B-CD e y-CD, respectivamente (Szejtli, 1998). Como consequéncia direta da diferenca
do numero de unidade de glicoses, o tamanho de suas cavidades, a solubilidade em dgua também
¢ diferente para CDs naturais. Das CDs naturais, B-CD ¢ a que apresenta menor solubilidade em
agua, isto se deve a sua conformagdo que favorece as interacdes intramoleculares e desfavorece as

interagdes intermoleculares com as moléculas de dgua circundantes (Loftsson; Duchéne, 2007).

Tabela 1-1: Propriedades das CDs naturais.

CD a B Y
Unidades de glicose 6 7 8
Massa molecular (g mol™!) 972,0 1135,0 1297,0
Solubilidade em agua (g L™ a 25°C) 145,0 18,5 232,0
Diametro da cavidade (A) 4.7 6,0 7.5
Altura da CD (A) 7,9 7.9 7,9

Dentre as CDs naturais, a mais utilizada ¢ a B-CD, das CDs naturais ¢ a mais
abundantemente formada na sintese e de sua cavidade compativel com um ntimero consideravel
de moléculas organicas (Valente; Soderman, 2014). Apesar de suas vantagens em comparagao
com as demais CDs naturais, a f-CD apresenta baixa solubilidade em 4gua, apesar de ter em sua
estrutura maior namero de hidroxilas que a a-CD. Isto € explicado pelas interagdes
intramoleculares que sao formadas entre os grupos OH secundarios da superficie externa da -CD,
desfavorecendo a interagdo com as moléculas de dgua. Esta caracteristica ¢ considerada uma
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limitagdo para o uso farmacéutico, pois torna inviavel uso parental. A estratégia encontrada pela
industria ¢ a modificagcdo quimica, a substituicao do hidrogénio das hidroxilas, ou de parte delas,
por diferentes grupos funcionais de forma a melhorar a solubilidade (Davis; Brewster, 2004).
Embora exista uma grande quantidade de trabalhos publicados na literatura que abordem
na formagao de compostos de inclusdo envolvendo CDs e diferentes farmacos com foco em seu
estudo termodinamico. Ainda h4 uma auséncia de trabalhos que tratem de estudos termodinamicos
envolvendo diferentes CDs com os farmacos antidiabéticos MET e FEN, sendo uma lacuna que o
presente trabalho se propde a preencher. Além disto, o presente estudo traz a determinacdo dos
parametros termodindmicos por titulagdes colorimétricas, técnica que permite também a
terminacao da estequiometria envolvida na interagdo entre as espécies, € a caracterizacao estrutural

dos compostos formados por meio de técnicas espectroscopicas.

1.5 Técnicas utilizadas no estudo

1.5.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV) se baseia no
entendimento de que a excitagdo de uma molécula em um nivel de energia vibracional para outro
quando esta absorve radiacao na regido do infravermelho em comprimento de onda especifico. O
espectro de infravermelho € nico para cada molécula sendo como sua impressao digital, desta
forma a técnica € utilizada para diferenciar moléculas similares (Pavia et al., 2010).

Uma molécula ¢ ativa no infravermelho somente quando hé variagdo em seu momento de
dipolo, o que faz com que moléculas homonucleares e apolares sejam pouco ativas no espectro de
IV. Além disto, um maior momento de dipolo determina uma maior polaridade da molécula e
maior intensidade da banda referente a ligagdo no espectro. Em uma molécula diatdmica e
heteronuclear, os &tomos ligados por ligacdo covalente tém sua ligagdo estirada (o estiramento de
uma ligacdo € representado por v), onde a distancia entre eles varia, aumentando e diminuindo. Ja
moléculas com maior nimero de atomos podem sofrer outros tipos de vibracao, entre trés atomos
podem ocorrer vibragdes de deformacao angular (8) no plano e fora do plano, além de estiramento

simétrico e assimétrico. Em um espectro de infravermelho, a intensidade das bandas ¢ dada em %
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de transmitancia pelo niimero de onda, expresso em cm™' que, em geral, abrangem uma faixa entre
4000 e 400 cm™! (Pavia et al., 2010; SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018).

Esta técnica ¢ particularmente 1til para o estudo de compostos de inclusdo formados por
CDs tanto no estado so6lido quanto em solugdo, sendo 1til para verificar alteragdes nos modos
vibracionais de hospedes e hospedeiros no processo de inclusdao. Observacao de mudangas em
bandas caracteristicas das moléculas, como desaparecimento, alargamento, variacdes na
intensidade da banda e ou mudancgas em seu nimero de onda, sdo indicativos de possivel formagao
do complexo. A ocorréncia destas mudancas pode ser resultado da restricdo das vibragdes de
estiramento das moléculas causada pela inclusdo da molécula héspede na cavidade da CD (Mura,
2015).

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) com acessorio de
reflectancia total atenuada (ATR) ¢ uma técnica de simples realizagdo que ndo requer preparo
especifico da amostra o que gera uma alta reprodutibilidade dos espectros (Crupi et al., 2007). O

experimento ¢ esquematizado na Figura 1-6.

Amostra Espectro

A

Transformada de Fourier
-

Polarizador \

Cristal de ZnSe Detector

Fonte de radiacdo

Figura 1-6: Esquema da trajetoria da radiacdo pela amostra na técnica de FTIR-ATR.

Conforme mostrado na Figura 1-6, o feixe de radiacdo IV passa pela amostra que ¢
pressionada pelo pistdo, localizada acima do cristal, a energia refletida ¢ comparada com a que é
refletida na auséncia da amostra. O sinal recebido pelo detector ¢ dado pelo tempo em fungdo da
intensidade do sinal que ¢ posteriormente convertido pela operacdo matematica chamada

transformada de Fourier. O espectro resultante ¢ dado pela absorbancia (%) em fungdo do
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comprimento de onda (cm™') (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018). A sua simples operagio
e informagdes fornecidas torna a técnica FTIR-ATR muito utilizada para a caracterizagdo dos

compostos de inclusdo e misturas fisicas formados por CDs e moléculas hospedes (Crupi et al.,

2007).

1.5.2 Calorimetria de titulacao isotérmica (ITC)

A calorimetria de titulagdo isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry - ITC) ¢ uma
técnica amplamente empregada em diversos estudos de sistemas supramoleculares, em especial
sistemas do tipo hdspede-hospedeiro envolvendo CDs. Isto se deve a sua capacidade de determinar
por meio de uma Unica técnica os parametros termodinamicos envolvidos na interagao entre duas
espécies em solugdo, a estequiometria e a constante de associagdo. Estes parametros sdo obtidos
pela medicao da variagdo do calor liberado ou absorvido durante o processo de interagao (Bastos;
Velazquez-Campoy, 2021; Lima Cavalcanti et al., 2023).

A realizagao do calculo dos valores termodinamicos, os dados de fluxo de calor fornecidos
pelo calorimetro s3o analisados utilizando o modelo matematico da isoterma de Wiseman (equagao
1.2), desta forma, a estequiometria de interagdo (n), a constante de equilibrio (Keq) € a variacdo da
entalpia (AH®) sdo calculados e (Turnbull; Daranas, 2003; Velazquez-Campoy, 2015), e partindo
destes valores calculados, € possivel determinar a variagdo da energia livre de Gibbs do processo
(AGP®) e variagdo do termo entropico (TAS®), calculando a partir das equagdes 1.2 e 1.3 (Levine,

2012).

I 42 17rXR AH Equagdo 1.2
Vod[L]e 2z \/xE—sz (1-1)+(1+1)2
AG° = —RTInK Equagado 1.3
AG° = AH° — TAS® Equacao 1.4

Na Equacdo 1.3 onde R é a constante dos gases ideais (J.mol™!. K'!), T ¢ a temperatura

expressa em Kelvin.
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O esquema de procedimento de uma titulagao isotérmica, conforme descrito na Figura 1-
6, o equipamento ¢ formado por um revestimento adiabatico, no seu interior estdo localizadas as
celas de referéncia (contendo somente o solvente) e titulagdo (contendo o titulado) mantidas sob
mesma temperatura (isotérmica). A seringa onde estd contido o titulante. A técnica consiste em
injecdes consecutivas de pequenos volumes do titulante com intervalo de tempo pré-determinado

ao titulado sob agitagdo constante (Bouchemal; Mazzaferro, 2012; Lima Cavalcanti et al., 2023).

Seringa
—~—

Revestimento adiabatico

N

AT

Cela de referéncia )
Cela de titulagao

e ~ 7
=

Figura 1-7: Esquema de funcionamento de uma titulagdo calorimétrica.

A variacdo na temperatura gerada pela interagdo das espécies ¢ detectada pelo calorimetro
e convertida em um sinal a cada inje¢do, como demonstrado na Figura 1-7a, a 4rea sob cada sinal
¢ integrada (Figura 1-7b) obtendo para cada injecdo um valor que relaciona a quantidade de calor
liberado ou absorvido pela razdo molar (Bouchemal; Mazzaferro, 2012; Lima Cavalcanti et al.,

2023).
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Figura 1-8: Perfil de curva de titulacdo de (a) fluxo de calor liberado na titulagdo (b) valores de
entalpia molar de inje¢do integrados. Imagem adaptada de.(Bouchemal; Mazzaferro, 2012)

Antes do inicio do experimento, a cela de titulacao € preenchida com a solugao do titulante,
a cada inje¢do ocorre a interagdo das moléculas do titulante com as moléculas do titulado, neste
processo sdo desfeitas e formadas novas interacdes intermoleculares, o que resulta em uma
liberacdo ou absor¢@o de calor que ¢ medida pelo calorimetro (Bouchemal; Mazzaferro, 2012).
Demonstradas na Figura 1-8a, no eixo y compreende a P (poténcia térmica) dado pelo fluxo de
calor medido pelo tempo. Cada pico de P ¢ integrado (Figura 1-8b) e seu resultado ¢ dado como
entalpia molar. A quantidade de calor envolvido no balanco das interagdes entre as espécies, a
pressdo constante, ¢ equivalente a variagdo da entalpia AH® (Levine, 2012). Apds todas as
moléculas do titulante interagirem com as moléculas do titulado, o excesso de titulante na cela de

titulacdo ¢ verificado quando a entalpia deixa de variar (Bouchemal; Mazzaferro, 2012).

1.5.3 Ressonincia magnética nuclear (RMN)

Ressonancia magnética nuclear (RMN), € uma técnica espectroscopica capaz de fornecer
importantes informacdes acerca da estrutura de moléculas, baseiam-se na excitacdo de nucleos

atdmicos em um campo magnético externo, que resultam em sinais caracteristicos de acordo com
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seus ambientes quimicos (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018). Possui grande utilidade no
estudo de sistemas supramoleculares, pois apresenta capacidade de comprovar a inclusao da
espécie hospedeira na cavidade da CD, diferentemente de outras técnicas, que sugerem de forma
indireta a formacao do composto de inclusdo (Jug et al., 2014).

Experimentos unidimensionais de RMN fornecem informagdes acerca da interagdo entre
as moléculas héspede e hospedeiras pela observagdo de variagdes de deslocamento quimico (A9),
Equacdo 1.4, para os hidrogénios das espécies apos a interagdo. Interacdes entre as espécies em
um sistema supramolecular podem ser observadas por alteragdes do deslocamento quimico por
indicar mudan¢a no ambiente quimico sentido por um determinado proton. Um deslocamento a
esquerda, ou seja, para mais alta frequéncia, demonstra uma maior desblindagem eletronica deste
préton gerada sua pela proximidade com atomos retiradores de elétrons (SOLOMONS; FRYHLE;
SNYDER, 2018). E uma evidéncia que corrobora para a determinagdo da formagdo de um
composto de inclusdo quando se ¢ observado uma variagdo de deslocamento quimico nos
hidrogénios que estdo direcionados para a cavidade da CD que sdo o H3 e H5 (Jug et al., 2014;

Schneider et al., 1998).

AS = 6composto formado — 6espécie livre Equagdo 1.4

Conforme mostrado na Equagdo 1.4, o valor de Ad ¢ calculado subtraindo o valor de
observado para cada hidrogénio da espécie livre do valor encontrado para o determinado
hidrogénio no composto formado.

O NOE (Nuclear Overhauser effect) ocorre quando nticleos de hidrogénio (‘H) ligados a
carbonos (**C), ao serem submetidos a um campo magnético externo (Bo) e irradiados por um
campo de radiofrequéncia (B1), sdo promovidos para um estado de maior energia. Quando o campo
B1 ¢ desligado, esses protons retornam ao estado fundamental, transferindo energia para os atomos
de *C mais préoximos de forma espacial. Como consequéncia, o sinal do carbono diretamente
ligado ao hidrogénio ¢ intensificado em relacdo ao sinal dos carbonos vizinhos, sendo essa
intensidade proporcional ao numero de hidrogénios acoplados (Claridge, 1999; Pavia et al., 2010).

A compreensdo do NOE ¢ fundamental no uso de técnicas bidimensionais que exploram
interacdes espaciais, como o 'H/'H 2D ROESY (Rotating-frame Overhauser Enhancement

Spectroscopy). Esse método bidimensional, baseado na detec¢do do efeito ROE (Rotating-frame
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Overhauser Effect), permite identificar nucleos de hidrogénio que se encontram proximos
espacialmente (até aproximadamente 5 A), mesmo que nio estejam conectados por ligacdes
covalentes, diferindo, portanto, do NOE convencional (Claridge, 1999). Essa caracteristica torna
0 2D ROESY especialmente util em estudos de compostos de inclusdo de ciclodextrinas (CDs),
pois possibilita observar correlagcdes cruzadas entre os protons internos da cavidade da CD e os
protons da molécula hospede. Dessa forma, a técnica fornece informacdes essenciais sobre a
proximidade espacial, a orientacdo do hospede no interior da cavidade para a elucidacdo estrutural

do composto de inclusao formado (Mura, 2014; Schneider et al., 1998).

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo realizar um estudo termodinamico e caracterizagao
estrutural com dois firmacos pertencentes a classe das biguanidas, que apresentam estrutura

quimica diferentes, em sistemas supramoleculares utilizando ciclodextrinas.

1.6.2 Objetivos Especificos

e Realizar um estudo dos parametros termodindmicos envolvidos na interacdo dos

farmacos como cada uma das CDs estudadas;
e Determinar a estequiometria envolvida na interacdo entre os farmacos e as CDs;

e Determinar as estruturas dos compostos de inclusdo formados por técnicas

espectroscopicas.
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2 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento do presente trabalho, bem como a utilizacio das técnicas de
espectroscopia na regido do infravermelho FTIR-ATR e calorimetria de titula¢ao isotérmica (ITC)
ocorreram na Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI). Os experimentos de ressonancia
magnética nuclear (RMN) unidimensionais e bidimensionais foram realizados em parceria com a
Dr* Ivana Silva Lula do departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG).

2.1 Reagentes

Para o preparo das solugdes utilizadas nas titulagdes e preparo dos compostos de inclusao,
foi utilizada exclusivamente agua tipo I (Milli-Q®). Os farmacos utilizados neste estudo, foram
adquiridos dos fabricantes Sigma-Aldrich (FEN) e (MET) gentilmente cedido pela Aché. As CDs
presentes no estudo naturais foram adquiridas do fabricante Sigma-Aldrich. Sdo as CDs naturais
a-CD, B-CD, y-CD, suas caracteristicas foram descritas na se¢ao 1.4. E as CDs modificadas CM-
B-CD (1375 g mol), HP-B-CD (1400 g mol') e M-B-CD (1320 g mol™). Os reagentes foram

utilizados conforme disponibilizados pelo fabricante, sem realizacao de purificagcdo adicional.
2.2 Producio dos compostos de inclusido para caracterizagdes estruturais

Os compostos de inclusdo foram obtidos pelo método de liofilizagdo, o procedimento
realizado consistiu no preparo de solucdes visando a formagdo do sistema supramolecular,
formado por uma massa da espécie hospede e da espécie hospedeira em propor¢ao molar de 1:1,
conforme descrito na Tabela 2-1. A solu¢ao formada de cada um dos sistemas foi submetida a um
rapido congelamento pelo contato com nitrogénio liquido, isto ¢ fundamental para se evitar
possivel precipitacao da espécie de menor solubilidade. As solucdes congeladas, foram levadas ao
liofilizador JJ Cientifica modelo LJJ104 e mantidas sob vacuo até que toda a 4gua presente seja

sublimada, restando apenas o solido.

20



Tabela 2-1: Massas dos farmacos e das CDs usados na formagao dos compostos de

inclusdo na propor¢ao molar de 1:1.

Sistema Massa do farmaco (mg) Massa da CD (mg)
FEN:B-CD 50,0 227,0
FEN:CM-B-CD 10,0 5,5
MET:3-CD 50,0 340,0

Os sistemas escolhidos que passaram pelo método de liofilizagdo em que sua a interagao
foi verificada pela técnica de ITC FEN:B-CD, FEN:CM-B-CD, e para o sistema MET:3-CD. Apos
a pesagem das massas, conforme descrito na Tabela 2-2, preparadas com volume de dgua suficiente
para a completa dissolug¢ao dos s6lidos e mantidas sob agitacdo magnética na placa de agitacao de

modelo IKA® C-MAG HS7.

Tabela 2-2: Massas dos farmacos ¢ das CDs usados na realiza¢do das misturas fisicas na

propor¢ao molar de 1:1.

Sistema Massa do farmaco (mg) Massa da CD (mg)
FEN:B-CD 1,00 4,60
FEN:CM-B-CD 0,29 0,17
MET:B3-CD 1,00 6,30

A mistura fisica foi preparada para os mesmos sistemas na propor¢ao molar de 1:1 das
espécies, assim como realizado para o método de liofilizacao a fim de serem caracterizadas por
FTIR-ATR e posteriormente seus resultados comparados com os obtidos para os compostos
liofilizados. Os sistemas foram nomeados da seguinte forma: MF(FEN:B-CD), MF(FEN:CM--
CD) e MF(MET:B-CD). As massas utilizadas sdo descritas na Tabela 2-4, foram mantidas sob

agitacdo no vortex IKA® MS3 até a obtengiio de uma mistura homogénea.
23 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho
A caracterizacdo dos compostos de inclusdo no estado solido foi feita pela técnica de

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier equipado com acessorio de
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refletancia total atenuada (FTIR-ATR), os experimentos foram realizados e os espectros foram
obtidos pelo espectrometro Spectrum 100 (Perkin Elmer®) na faixa espectral de comprimento de
onda entre 4000 e 650 cm™!, em 64 varreduras, com resolu¢do de 4 cm™!. Os espectros das espécies
héspede e hospedeira foram obtidos separadamente, e posteriormente os espectros dos compostos

de inclusao obtidos pela técnica de liofilizagao e mistura fisica (Vieira et al., 2023).

24 Calorimetria de titulacio isotérmica

O procedimento realizado para a cada umas das titulagdes calorimétricas ¢ descrito da
seguinte forma:
1) preparacio das solugdes aquosas dos titulantes e titulados em dgua Milli-Q®, conforme descrito
nas Tabelas 2-3 e 2-4;
2) preenchimento da cela de referéncia com agua Milli-Q®;
3) preenchimento da cela de titulagdo com a solugdo do titulado;
4) preenchimento da seringa com a solucdo do titulante;
5) configurag¢do do microcalorimetro e inicio da titulagao;
6) diluicodes;

7) tratamento dos dados. As etapas sdo detalhadas a seguir.

Tabela 2-3: Descri¢ao das concentracoes das solucdes de MET e das CDs utilizadas na

realizagao das titulagdes a 25°C.

Concentracdo de MET (mmol.L'')  Concentra¢do da CD (mmol.L™")

MET:0-CD 100,0 1,0
B-CD: MET 50,0 1,0
MET:B-CD 100,0 1,0
MET:y-CD 100,0 1,0
M-B-CD: MET 1,0 30,0
MET:HP-B-CD 100,0 1,0
HP-B-CD:MET 1,0 60,0
MET:CM-B-CD 1,0 12,0
MET:CM-B-CD 1,0 8,0
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Tabela 2-4: Descricao das concentracoes das solucdes de MET e das CDs utilizadas na

realizacao das titulacoes a 25°C.

Concentracdo de FEN (mmol.L'')  Concentragio da CD (mmol.L™)

FEN:0-CD 50,0 1,0
a-CD:FEN 1,0 60,0
FEN:B-CD 1,0 14,0
B-CD:FEN 50,0 1,0
FEN:y-CD 50,0 1,0
vy-CD: FEN 1,0 60,0
FEN:CM-B-CD 1,0 12,0
FEN:CM-B-CD 1,0 20,0
FEN:HP-B-CD 1,0 60,0
FEN:M-B-CD 1,0 30,0

A etapa 1) do procedimento, foram utilizadas diferentes concentragcdes das espécies para
realizar as titulagdes visando obter uma curva com perfil de sigmoide ou semelhante, de forma a
verificar a interagdo entre as espécies e calcular os parametros termodinamicos envolvidos na
interacdo. Os farmacos estudados apresentam alta solubilidade em agua na temperatura aplicadas
nas titulagdes, o que permitiu que ambos fossem trabalhados tanto como titulante quanto como
titulado de modo a realizar os ajustes necessarios para obtencdo da curva (Hernandez et al., 2015;
Orgovan; Noszal, 2011).

A etapa 5), para a realizacdo da titulacao foi configurado o programa do microcalorimetro
em 25 injecdes consecutivas do titulante, a primeira inje¢do com volume de 1 pL, sendo esta
injecdo descartada para a eliminacdo do efeito de difusdo, e as demais inje¢des com volume de
10pL. Cada injegdo foi realizada com intervalo de 300 s e a temperatura foi mantida a 25 °C
(Morais et al., 2024).

A etapa 6), a fim de descontar o calor envolvida na diluicao do titulado e do titulante em
4gua, o procedimento foi realizado para titulagdo do titulante em agua Milli-Q® e dgua Milli-Q®
no titulado. As curvas obtidas nesta etapa foram subtraidas da curva da titulagdo na etapa 7).

A etapa 7), os dados obtidos apds a subtragdo das diluigdes foram analisados pelo software

ORINGIN 7.0 com extensao para ITC, realizando o ajuste ndo linear para a curva obtida, sendo
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determinados os valores de constante de associacao (Ka), variagao da entalpia padrao da interagao
(AH®) e coeficiente estequiométrico (n). Para os célculos de energia livre de Gibbs padrao (AG®)
e do termo entropico (TAS®), foram utilizadas as Equagdes 1.2 e 1.3, descritas na se¢do 1.5.1

(Vieira et al., 2023).

2.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

No presente foram realizados experimentos de RMN 'H uni e bidimensionais, para a
confirmacao da inclusdao dos farmacos estudados na cavidade das CDs. Foi, primeiramente,
realizada a caracterizagdo das espécies livres pelo método unidimensional (MET, FEN, B-CD e
CM-B-CD), posteriormente para os compostos liofilizados em razao molar de 1:1 (MET:B-CD;
FEN:B-CD e FEN:CM-B-CD) (Passos et al., 2011). Para cada sistema foram identificados os
deslocamentos quimicos & dos hidrogénios das espécies livre, apos isto, foram calculadas suas
variagdes Ad quando unidas (Jug et al., 2014).

Os experimentos bidimensionais, 'H/'H 2D ROESY, foram aplicados aos compostos
liofilizados para a verifica¢do de proximidade espacial entre os hidrogénios dos fArmacos com os
das CDs como forma de confirmar do composto de inclusdo. As condigdes experimentais:
equipamento utilizado na realizagdo dos experimentos Bruker AVANCE NEO, operado a 400
MHz e o solvente utilizado no preparo das solucdes foi D>O ou D2O/H2O 5%. Para as analises

foram utilizadas aproximadamente 10 mg de cada uma das amostras em 0,7 ml de solvente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

3.1.1 Sistema formado pelo MET e B-CD.

A caracterizacao estrutural dos compostos no estado so6lido foi realizada se utilizando da
técnica de FTIR-ATR para a determinacao dos espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho
vibracional para as espécies livres (Figura 3-1 e Figura 3-2) para posterior comparagao com os
espectros obtidos para o composto liofilizado e mistura fisica do MET e B-CD (Figura 3-3). Estes
experimentos foram realizados com a finalidade de verificar mudangas nos modos vibracionais
das moléculas hospedes e hospedeiras como forma de fornecer evidéncias da formagdo de

compostos de inclusdo entre os farmacos estudados e as CDs.
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Figura 3-1: Espectro FTIR-ATR para o cloridrato de metformina.
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O espectro para o MET livre ¢ descrito na Figura 3-1. Duas bandas de estiramento da
ligagio N-H nas regides de 3366 e 3291 cm™'. A presenca das bandas nas regides de 3147, 1622
cm! referente ao estiramento das ligacdes N-H e C=N respectivamente, s3o bandas tipicas para as
biguanidas (Mura, 2015). Outras regides que podem ser observadas para o MET sdo as bandas

referentes ao estiramento das ligagdes CHj presentes em sua estrutura em 1446 e 1418 cm™.

—
‘\ T S e S AVA e
Vay ’ "-,"‘"l "\ - (n)
/2025 Y

é A4
= 3300
2
&
= 1152
£
&
[
S
F

— BCD 1020

¥ 1 T I ' I T I ' I T I ' 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

Figura 3-2: Espectro FTIR-ATR para a $-CD.

Os modos vibracionais observados para o espectro da B-CD (Figura 3-2) € possivel
verificar a presenca das bandas na regido de 3300 cm™! atribuida ao estiramento da ligagdo -OH
que bastante caracteristico para as CDs. Outras bandas referentes ao estiramento das ligagdes -CH
e -CO nas regides de 2925 e 1152 cm’!, respectivamente. Uma banda também caracteristica para
as CDs estd em 1020 cm’!, esta banda é referente a ligagio glicosidica (C-O-C), sendo coerente

com os dados reportados na literatura (Rezende et al., 2009).
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Figura 3-3: Espectros FTIR-ATR para: __ MET; _ B-CD;

Com base na Figura 3-3, sdo apresentados os espectros no infravermelho para o MET, a -
CD, o composto liofilizado e a mistura fisica. Ao se comparar os espectros atribuidos a mistura
fisica (MF) e ao composto liofilizado (CI), € possivel verificar uma diferenca de intensidade da
banda na regido do espectro que compreende os estiramentos das ligagdes OH e NH (entre 3403 e
3140 cm™). Nesta regido é observada para a mistura fisica uma clara combinagio das bandas de
OH e NH, da CD e do farmaco respectivamente.

Para o CI ¢ verificada uma sobreposi¢ao quase total da banda de NH pela banda de OH.
Sendo assim ¢ possivel verificar que ha diferengas estruturais para os compostos no estado solido

formados por técnicas distintas.
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O ntimero de onda referente a vibragao da ligacdo C-O-C, tipica da ligacao glicosidica da

CD, um apresentou um pequeno deslocamento de seu numero de onda para o composto liofilizado,

diferindo da mistura fisica, o que demonstra diferenca do composto formado no estado sélido por

métodos diferentes. Entretanto, partindo dos resultados obtidos pela técnica de FTIR-ATR nao ¢

demonstrada comprovacao de formacao de um composto de inclusao.

3.1.2 Sistema formado pelo FEN e B-CD.

Para a caracterizacdo do sistema FEN: B-CD, na Figura 3-4 ¢ apresentado o espectro de

absorcdo na regido do infravermelho para o FEN livre. O espectro da B-CD foi apresentado na

Figura 3-2 e seus modos vibracionais foram descritos. Na Figura 3-5 sdo apresentados e

comparados os espectros para o FEN, a $-CD, o composto liofilizado e a mistura fisica.
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Figura 3-4: Espectro FTIR-ATR para o FEN.

Conforme mostrado na Figura 3-4, as bandas observadas para o espectro do farmaco puro

nas regides de 3308 e 3147 cm™! sdo atribuidas aos estiramentos das ligagdes N-H, bandas em
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numero de onda bastante similar ao observado para o MET por se tratar de uma biguanida. A banda
observada na regido de 1633 cm™ é atribuida ao estiramento da ligagio C=C que se refere ao anel

aromatico presente na estrutura do FEN.
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Figura 3-5: Espectro FTIR-ATR para: __ FEN; _ B-CD; _Cle _ MF.

A Figura 3-5 apresenta os espectros de IV para o FEN, a $-CD, composto liofilizado e a
mistura fisica. Na regido que compreende os estiramentos das ligagdes OH e NH (entre 3500 e
3000 cm’, é verificada a combinagdo das bandas de OH da CD e NH do farmaco, no entanto, é
observada uma maior intensidade da banda para a MF. J4 na regido de 1020 cm™ que compreende
a ligacdo glicosidica C-O-C, ndo foi verificado um deslocamento significativo desta banda. Desta

forma, ndo foi possivel inferir que houve a inclusao do FEN na cavidade da B-CD.
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3.1.3 Sistema formado pelo FEN e CM-§-CD.

A caracterizacdo do sistema formado pelo FEN e a CM-B-CD ¢ realizada abaixo, sendo
apresentado o espectro de absor¢ao na regido do infravermelho para a CM-B-CD pura (Figura 3-
6), o espectro para o FEN ja foi apresentado na Figura 3-5. Em seguida est4 descrito os espectros

comparados para o FEN, a CM-B-CD, o composto liofilizado e a mistura fisica (Figura 3-7).
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Figura 3-6: Espectro FTIR-ATR para a CM-B-CD.

O espectro para a CM-B-CD, como descrito na Figura 3-6, por tratar-se de uma B-CD
modificada, tem suas bandas caracteristicas referente a ligagdes que também estdo presentem na
estrutura da B-CD, caracterizada anteriormente na Figura 3-2. Estiramento das ligagdes -OH, -CH,
C-C e C-O-C, que sao comuns as CDs, sao atribuidos nos nimeros de onda 3299, 2926, 1412 e
1012 cm™!, respectivamente. Na regido de 1585 cm™ ¢ atribuida ao estiramento da ligagio C=0O

presente no grupo carboximetil da CM-B-CD (Pavia et al., 2010).
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Figura 3-7: Espectro FTIR-ATR para: __ FEN; _ CM-B-CD; _Cle __ MF.

Conforme observado na Figura 3-7, ao serem comparados os espectros referentes ao FEN,
a CM-B-CD, o composto liofilizado e mistura fisica, foi observado tanto para o composto
liofilizado quanto para a mistura fisica, € possivel verificar que houve uma sobreposicdo uma
combinacao das bandas de OH e NH, para ambos os espectros. Porém no espectro referente a MF
¢ verificada uma maior intensidade da banda nesta. Isto ¢ verificado para a banda na regido de
1012 cm ™!, que compreende o estiramento da ligacio glicosidica, ndo havendo deslocamento desta
banda, somente ¢ observada uma maior intensidade ao se comparar com o espectro atribuido ao
CI. Com base nos resultados obtidos por esta técnica, ndo € possivel confirmar a formagao de um

composto de inclusdo entre as espécies, sendo necessario a realizagdo de outras técnicas
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espectroscopicas (Marques et al., 2019), como experimentos uni ¢ bidimensionais de RMN,

fornecendo, além disto, a estrutura dos compostos formados.

3.2 Calorimetria de titulacio isotérmica
3.2.1 Sistemas formados pelo MET e as CDs naturais

As titulacdes calorimétricas realizadas para farmaco MET se iniciaram com as CDs
naturais, entendendo que as CDs naturais apresentam como principal diferenca entre si o nimero
de unidades de glicose em suas estruturas, o que resulta em tamanhos diferentes de cavidade (a-
CD < B-CD < y-CD), conforme descrito na secdo 1.4. Tendo em vista que o processo de inclusao
depende da forma e o tamanho do héspede em relagdo ao hospedeiro, se faz interessante avaliar
qual das CDs possui tamanho de cavidade suficiente, com o intuito de maximizar a interacao
intermolecular, e para acomodar o farmaco, ou parte dele (Garcia-Rio et al., 2006, 2010; Inoue;
Yoshihisa et al., 1993).

Sao descritos abaixo os graficos contendo as curvas de dilui¢des e titulagdo, Figura 3-8a, e
a curva final gerada apds feitas as subtragdes das dilui¢des, Figura 3-8b. As condi¢gdes empregadas
a titulagdo foram: MET a 100 mmol L', como titulante na seringa, e a-CD a Immol.L!, na cela

de titulagdo como titulado.
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mmol L' es MET a 100 mmol L' em 0-CD a 1 mmol L™! (b) Figura final MET a 100 mmol L"!

em a-CD a 1 mmol L.

Na Figura 3-8a, a curva observada para a diluigdo do MET em agua apresentou perfil

bastante semelhante ao observado para a titulacdo, enquanto a diluicdo da a-CD, ndo apresentou

variagdo expressiva de entalpia. Desta forma, ao se realizar a subtracao dos efeitos de dilui¢do nao

foi verificada variagdo na entalpia expressiva, ou seja, sendo observada uma fraca interagdo entre

o MET e a a-CD nao havendo indicios de formacao de um composto de inclusao.

Abaixo estdo descritas as curvas obtidas para as dilui¢des e titulagdo realizada para o

sistema formado pelo MET a 50 mmol L', e como titulante na seringa e a B-CD a4 1 mmol L}, na

cela de titulacdo como titulado (Figura 3-9a). E a curva final obtida apos as subtragcdes das

diluicdes (Figura 3-9b).
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Figura 3-9: Curvas de titulagio para (a)s MET a 50 mmol L' em 4gua; = 4gua em p-CD a 1
mmol L' e= MET a 50 mmol L' em B-CD a 1 mmol L (b) Figura final MET a 50 mmol L' em
B-CD a 1 mmol L.

Conforme os resultados observados na Figura 3-9a ¢ verificado que o fluxo de calor
envolvido na titulagdo ¢ bastante proximo do calor evolvido na dilui¢ao da solugao de MET, o que
justifica a reta obtida apds a subtragdo das diluicdes (Figura 3-10b), demonstra que nao houve
formacdo de um composto de inclusdo, apenas uma interagdo muito fraca entre o MET e a $-CD
nas dadas condigoes.

O sistema formado pelo MET com a y-CD foi avaliado sob as condi¢des experimentais
MET a 100 mmol L', como titulante e a y-CD a 1 mmol L', como titulado. Os perfis das curvas
obtidas nas diluicdes e titulagdo sdo descritos na Figura 3-10a e o perfil da curva resultante apos

as diluigdes € descrito na Figura 3-10b.
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em y-CD a 1 mmol L.

Para o sistema formado entre o MET e a y-CD ndo foi verificada variacdo de entalpia
significativa, conforme demonstrado pela reta gerada apds serem subtraidas as diluigdes (Figura
3-10b), € possivel determinar que nao houve formagao de um composto de inclusao entre 0o MET
e ay-CD, apenas uma interagdo muito fraca entre as espécies. Os resultados obtidos para o sistema
foram semelhantes aos obtidos nas titulagdes envolvendo o MET e as demais CDs naturais nas
condigoes aplicadas no estudo.

Conforme os dados obtidos pela técnica de ITC, os experimentos realizados entre 0 MET
e as CDs naturais, ndo foi verificada interagdes expressivas, nem formagdo de compostos de
inclusdo mesmo em altas concentragdes do titulante (Turnbull; Daranas, 2003), isto pode ser
explicado pelo fato da molécula de MET ser bastante pequena, o que favorece sua solvatagdo no
solvente (4gua). Moléculas menores e altamente solvatadas possuem muitas moléculas de agua
associadas a elas, podendo interagir mais fortemente com a agua. O processo de inclusdo na
cavidade da CD implica na dessolvatacdo da molécula hospede, sua alta solvatacdo pode

desfavorecer interagcdes que ocorreriam entre a molécula hospede e a cavidade da CD. A formacao
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de complexos de inclusdo também estd relacionada a mudangas na entropia, para moléculas
menores que sao muito solvatadas, a liberagdo de dgua na dessolvatagao nao ¢ suficiente para gerar
uma mudanga entropicamente favoravel, o que pode contribuir para a ndo espontaneidade no
sentido da formagao do complexo. O processo de formagdo de complexos entre CDs e moléculas
hospedes ¢ governado por interagcdes ndo covalentes, como interagdes hidrofobicas e van der
Waals. Uma molécula hospede altamente solvatada, essas interagdes podem ser enfraquecidas,
uma vez que a agua pode reduzir a efetividade das interagdes intermoleculares entre as espécies
(Cova; Milne; Pais, 2019). Além de seu tamanho também ocorrem forgas do tipo ions-dipolo entre
a parte negativa das moléculas de d4gua com a parte positiva das moléculas do MET, o que propicia

sua solvatacao (Atkins; Jones, 2011).

3.2.2 Sistemas formados pelo MET e CDs modificadas

De acordo com o que ¢ relatado na literatura que demonstra que a compatibilidade de
tamanho da cavidade da B-CD com diferentes moléculas, conforme foi mencionado no capitulo
1.4. Sendo assim, outras titulagdes foram realizadas, desta vez do farmaco MET com trés CDs
modificadas, sendo duas neutras (HP-B-CD, M-B-CD) e uma negativamente carregada (CM-f-
CD). Estas titulagdes tiveram como objetivo verificar se presenga de grupos substituintes nas
estruturas das CDs poderiam favorecer sua interagdo com o farmaco. Em especial com as CDs
carregadas negativamente, que poderia maximizar interagdes do tipo ion-ion entre o firmaco (um
sal) e as moléculas hospedes.

A titulagdo realizada para o sistema formado pela CM-B-CD a 12 mmol L' com o MET a
1 mmol L, ¢ discutida a seguir na Figura 3-11. Na Figura 3-11a estdo descritas as curvas obtidas
para as diluicdes do MET e CM-B-CD e na Figura 3-11b, ¢ descrita a curva resultante apds as

subtragdes das diluigoes.
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Figura 3-11: Curvas de titulagio para (a) = 4gua em MET a 1 mmol L!; s CM-B-CD a 12 mmol
L' em 4agua es CM-B-CD a 12 mmol L' em MET a 1 mmol L! (b) Figura final CM-B-CD a 12
mmol L' em MET a 1 mmol L.

Conforme observado na Figura 3-11b, apds realizadas as subtracdes dos efeitos de dilui¢do
a curva obtida para o sistema envolvendo o MET e a CM-B-CD, a variagdo da entalpia nao
apresentou perfil que se aproxime de uma sigmoide, embora possa ser verificada variacdo de
entalpia, a curva obtida pode estar relacionada a interacdes eletrostaticas atrativas entre os contra
ions a carga positiva do firmaco com a carga negativa da CD.

A seguir sdo descritas as curvas obtidas para a titulagdo e dilui¢des para o sistema formado
pelo MET a 100 mmol L', como titulante e a HP-B-CD a 1 mmol L (Figura 3-12a). O perfil da

curva resultante das subtragdes das dilui¢des € descrito na Figura 3-12b.
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Figura 3-12: Curvas de titulagdo para (a)= MET a 100 mmol L' em 4gua; = 4gua em HP-B-CD a
1 mmol L' es MET a 100 mmol L' em HP-B-CD a 1 mmol L (b) Figura final MET a 100
mmol L' em HP-B-CD a 1 mmol L.

Conforme foi observado na Figura 3-12a, o perfil da curva de titulagdo obtido para o
sistema foi semelhante ao obtido para a diluigdo do MET em agua, enquanto para diluigao da HP-
B-CD foi obtida uma reta. Desta forma, apds feitas as subtracdes, nao foi verificada variagao de
entalpia expressiva entre as espécies, o que demonstra que a interagcdo observada entre 0 MET e a
HP-B-CD foi muito fraca.

Em seguida foi realizada a titulagao entre o MET e a M-B-CD nas seguintes condigdes: M-
B-CD a 30 mmol L™, como titulante e o MET a 1 mmol L™!, como titulado. Abaixo estio descritos
os perfis de curva para as diluig¢des e titulagdo para as espécies (Figura 3-13a) e o perfil da curva

resultante das subtracdes das dilui¢des (Figura 3-13b).
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Figura 3-13: Curvas de titulagio para (a) = 4gua em MET a 1 mmol L!; s M-B-CD 4 30 mmol L!
em 4gua e = M-B-CD a 30 mmol L' em MET & 1 mmol L™! (b) Figura final M-B-CD a 30 mmol
L' em MET a 1 mmol L.

Conforme verificado na Figura 3-13a, o perfil da curva obtida para a titulagdo entre o
farmaco e a CD foi muito semelhante ao perfil da curva obtida para a dilui¢do da CD, enquanto a
dilui¢do do MET nao apresentou variagdo significativa de fluxo de calor. O que justifica o perfil
da curva resultante ser muito proximo de uma reta, ndo possibilitando a realizagao de ajuste nao

linear, portanto ¢ possivel inferir que ndo houve interagdo entre o MET e a M-B-CD.

3.2.3 Sistemas formados por FEN com as CDs naturais.

Os farmacos do presente estudo (MET e FEN), como pertencentes a classe das biguanidas,
apresentam semelhante estrutura, se diferindo apenas pela presenga de um anel aromatico na
estrutura do FEN. Tendo em vista diversos trabalhos documentados na literatura que demonstram
a interagdo do anel aromatico de diferentes moléculas com a cavidade de CDs (De Sousa et al.,
2008; Sohajda et al., 2010; Vieira et al., 2023), foi investigada a influéncia do anel aroméatico na

estrutura do FEN na interacdo com as CDs utilizadas no estudo.
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Assim como procedido para o farmaco MET, foram realizadas titulagdes entre o FEN e as
CDs naturais. Como ja& mencionado anteriormente, € interessante avaliar com base apenas no
tamanho das cavidades das CDs naturais, qual delas seria mais adequada para a formacdo de
compostos de inclusdo com o fArmaco FEN. Desta forma, as titulagdes calorimétricas para o FEN
se iniciaram pelas CDs naturais.

Abaixo estdo descritos os perfis das curvas obtidas para os sistemas formados pelo FEN e
a a-CD, nas seguintes condi¢des: a-CD a 60 mmol L' em FEN a 1 mmol L' (Figura 3-14a) e
perfil da curva obtida apds feitas as dilui¢des (Figuras 3-14b). Objetivando obter uma melhor
curva, também foi testado o mesmo sistema nas seguintes condi¢des: FEN a 50 mmol L' em a-
CD a 1 mmol L (Figura 3-15a) e as curvas resultantes das subtragdes realizadas para o sistema

(Figura 3-15b)
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Figura 3-14: Curvas de titulagio para (a) = 4gua em FEN a 1 mmol L'; = a-CD a 60 mmol L' em
dguaw 0-CD a 60 mmol L' em FEN a 1 mmol L' (b) Figura final a-CD a 60 mmol L' em FEN

a1 mmol L.

Conforme verificado na Figura 3-14b, com base na curva resultante das subtracdes das

dilui¢des, embora o fluxo de calor tenha sido baixo, foi possivel realizar o ajuste linear para a
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curva. O resultado se difere ao obtido para o MET, o que demonstra que a presenca do anel
aromatico favoreceu a intera¢ao do farmaco com a CD.

A estequiometria (n) encontrada foi de 5,55 £ 0,19, o valor fracionério indica que em
solucdo coexistem diferentes equilibrios (Passos et al., 2011), o alto valor para a estequiometria
também pode indicar interagdo do farmaco com a superficie externa hidrofilica da CD, além disto,
a grande quantidade de moléculas de FEN em solu¢ao pode favorecer a formacgao de agregados de
FEN. Constante de associacdo (Keq) 673,0 = 99,60 o que demonstra que a afinidade entre as
espécies € baixa, resultados semelhantes sdo observados na literatura para outros sistemas com a
a-CD (Wszelaka-Rylik; Gierycz, 2013). O processo foi exotérmico e espontaneo verificado pelos
valores negativos de AH® e AG® (-0,30 £ 0,01) e (-16,14 + 0,0), respectivamente. O valor do termo
entropico (TAS) encontrado para interagdo (15,84), o que indica que a interagdo mais dependente

da entropia do que da entalpia (JTAS®| > |AH®)).
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Figura 3-15: Curvas de titulagio para (a)» FEN a 50 mmol L' em 4gua; = 4gua em a-CD a 1
mmol L"'s FEN 4 50 mmol L' em a-CD a 1 mmol L' (b) Figura final FEN a 50 mmol L' em a-
CD a1 mmol L.
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Com base nos resultados observados na Figuras 3-15a, a curva obtida para a titulagao

possui perfil proximo do observado para a diluicdo do FEN, enquanto para a dilui¢ao nao foi

verificada variacao de entalpia significativa. Feitas as subtracdes das dilui¢des resulta em uma reta,

indicando que nas condi¢des aplicadas a este sistema, ndo foi favorecida a interagdo entre o FEN

e a a-CD.

Abaixo estdo descritos os perfis das curvas para o sistema B-CD:FEN nas seguintes

condi¢des B-CD a 14 mmol L' em FEN a 1 mmol L' e suas dilui¢cdes (Figura 3-16a) e a curva

resultante apos feitas as subtracdes (Figura 3-16b). Com objetivo de obter melhor ajuste de curva,

foi testado o mesmo sistema nas condi¢gdes FEN a 50 mmol L' em B-CD a 1 mmol L'e suas

diluigdes (Figura 3-17a) e a curva resultante das subtrac¢des (Figura 3-17b).
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Figura 3-16: Curvas de titulagio para (a)= d4gua em FEN a 1 mmol L';= B-CD 4 14 mmol L! em
dguam B-CD a 14 mmol L™! em FEN a 1 mmol L (b) Figura final p-CD a 14 mmol L' em FEN
a1 mmol L.,
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Figura 3-17: Curvas de titulagdo para (a)= FEN a 50 mmol L' em 4gua; = 4gua em p-CD a 1
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Com base nos perfis das curvas obtidas, se difere do que foi obtido para o FEN foi
verificada interagdo com a -CD, desta forma foi possivel realizar os ajustes nao lineares para as
curvas e determinar os pardmetros termodinamicos para a interagdo entre as espécies, bem com a
estequiometria atribuida. S3o descritos abaixo na Tabela 3-1 os dados obtidos para as duplicatas

para os sistemas.

Tabela 3-1: ParAmetros termodinamicos para (a) BCD a 14 mmol L' com FEN a 1 mmol

L' (b) FEN a 50 mmol L' com B-CD a 1 mmol L.

n K AH® (kJ/mol) TAS® (kJ/mol) AG® (kJ/mol)

(a) 1,09+0,05 1650,0+3959 -0,87+0,09 17,28+0,44  -18,14+0,34

(b) 2,38+0,58 385,0+186,06 -1,44+0,22 13,3+ 1,08 -14,76 £ 0,91
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De acordo com os dados resultantes do ajuste nao linear, € possivel determinar que a
interacdo entre as espécies foi espontanea e exotérmica para o sistema em ambas as condigdes,
apresentando valores de AG®° e AH® negativos.

A estequiometria para os sistemas se difere sendo n (1,09 + 0,05) para o sistema (a), quando
utilizada a razdo molar de 14:1, e em (b), enquanto para o sistema com razao molar de 50:1 a
estequiometria atribuida foi de 2,38 esta maior estequiometria observada pode ser explicada pelo
grande nimero de moléculas da CD em solu¢do, podendo ocorrer interagdes de agregacao do FEN
em solucdo. Os valores fracionarios encontrados para a estequiometria sugerem a existéncia de
multiplos equilibrios em solugdo de compostos com diferentes estequiometrias (Passos et al.,
2011). E o alto valor pode indicar interagdo com a parte externa da CD.

O valor de K maior para o sistema BCD a 14 mmol L' K em FEN a 1 mmol L (1650,0 +
395,9) se comparado com o sistema FEN a 50 mmol L! com B-CD a 1 mmol L' K (385,0 +
186,06), sugere este ser o sistema mais termodinamicamente favoravel dentre os dois sistemas
devido ao maior nimero de espécies incluidas em solucdo do que espécies livres.

A contribui¢do da entalpia para a interago esta diretamente relacionada formagao de novas
interagdes cooperativas entre as espécies hdspede e hospedeiras com a saida de moléculas de agua
da cavidade da CD sendo substituidas por moléculas hospedes. Ja a contribui¢do do termo
entropico estd relacionada com o equilibrio de dessolvatagao das moléculas hospedes, as moléculas
de 4gua adquirem maior grau de liberdade, enquanto ¢ formada uma estrutura mais rigida com
menor grau de liberdade atribuida a inclusdao (Morais et al., 2024). A interacdo que ocorre para
ambos os sistemas ¢ dependente da entropia, de acordo com os valores mais altos observados para
o termo entropico quando comparados com os valores dos termos entalpicos (|TAS®| > |AH®)).

Por fim foi testado o FEN com a y-CD. Sao descritos os perfis das curvas para o sistema
nas seguintes condi¢des y-CD a 60 mmol L' em FEN a 1 mmol L e suas dilui¢des (Figura 3-18a)
e a curva resultante apos feitas as subtragdes (Figura 3-18b). Com objetivo de obter melhor
resultado, foi testado o sistema nas condi¢gdes FEN a 50 mmol L' em y-CD a 1 mmol L 'e suas

diluicdes (Figura 3-19a) e a curva resultante das subtragdes (Figura 3-19b).
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CD a1 mmol L.,

Com base nos perfis das curvas de titulagdo e diluigdes apresentados nas Figuras 3-18a e
3-19a, ¢ possivel verificar que a curva obtida para a titulagdo se aproxima do que ¢ observado para
a dilui¢do do FEN, enquanto nao ¢ verificada variag¢do de entalpia para a dilui¢do da y-CD. Sendo
assim, apds subtraidas as diluicdes ¢ obtida uma curva com perfil proximo a de uma reta,
demonstrando que ndo variagdo de entalpia, o que sugere que ha uma interacdo muito fraca entre
as espécies.

Assim € possivel inferir que o tamanho da cavidade da y-CD ndo ¢ adequado para a
formacao de um composto de inclusdo com o farmaco, a presencga do anel aromatico do FEN nao
favoreceu sua intera¢do neste sistema, o resultado € coerente com o que ¢ documentado na

literatura para outras moléculas que contém anel aromatico em sua estrutura (Garcia-Rio et al.,

2006; Park et al., 2022).
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3.2.4 Sistemas formados por FEN com as CDs modificadas

Abaixo estdo descritos os perfis das curvas para o sistema FEN:CM-B-CD, Figura 3-20a ¢
apresentada os perfis das curvas das dilui¢des e titulacdo para o sistema formado CM-B-CD a 12
mmol L' com o FEN a 1 mmol L', na Figura 3-20b é a apresentado o perfil da curva resultante
das dilui¢des. Com objetivo de se obter melhor ajuste da curva, o sistema foi testado em diferente
condi¢do, a Figura 3-21a, sdo exibidos os perfis das curvas de titulagdo e dilui¢do para o sistema
CM-B-CD a 20 mmol L' com o FEN a 1 mmol L™, Figura 3-21b ¢ apresentado o perfil da curva

resultante das subtragoes.
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Figura 3-20: Curvas de titulagio para (a) = 4gua em FEN a 1 mmol L''; = CM-B-CD a 12 mmol L-
"'em 4agua = CM-B-CD a 12 mmol L' em FEN a 1 mmol L! (b) Figura final CM-B-CD a 12
mmol L' em FEN a 1 mmol L.
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Figura 3-21: Curvas de titulagio para (a) = 4gua em FEN a 1 mmol L''; # CM-B-CD a 20 mmol L-
"'em 4gua » CM-B-CD a 20 mmol L' em FEN a 1 mmol L™ (b) Figura final CM-B-CD a 20

mmol L' em FEN & I mmol L.

Com base no perfil da curva obtida apos as subtragdes das dilui¢des, foi possivel determinar
os parametros termodindmicos envolvidos na interagdo entre as espécies. Os valores médios para
as duplicatas para os sistemas FEN a 1 mmol L™! com CMBCD a 12 mmol L' e FEN a 1 mmol L-

' com CM-B-CD a 20 mmol L' sdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 3-3-2: Pardmetros termodindmicos para (a) FEN a 1 mmol L' com CM-B-CD a
12 mmol L (b) FEN a I mmol L' com CM-B-CD a 20 mmol L.

n K AH® (kJ/mol)  TAS® (kJ/mol)  AG® (kJ/mol)
(a  0,89+0,06 3690,0+791,9 -477+0,71 15,59+ 1,23 220,36+ 0,51
(b)  090+0,05 15350+2192 -930+0,60  8,51+101 -17,82 £ 0,40

Conforme descrito na Tabela 3-3-2, a interagcdo entre as espécies FEN e CM-B-CD foi
espontdnea em ambas as condi¢des experimentais, sendo verificado pelos valores negativos

obtidos para AG®° (-20,36 = 0,51) e (-18,16 &+ 0,08) em (a) e (b), respectivamente. Foi observado
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que com o aumento da concentragdo da CM-B-CD houve uma diminui¢do da constante de
equilibrio K (3690,0 £ 791,9) em (a) para (1530,0 + 56,56) em (b), do termo entrépico (TAS®) e
energia livre de Gibbs (AG®), isto demonstra que a interagdo entre o farmaco e a CD ¢ menos
favoravel em titulacdes com maiores concentragdes do titulado. A interagdo entre as espécies, em
ambos os sistemas, foi contribuida mais fortemente pelo termo entrépico mais do que pela
entropia, isto ¢ demonstrado pelos valores mais altos ([TAS| > |AH|) para o termo entrdépico em
ambas as condi¢des experimentais.

Os valores de N obtidos foram de 0,89 + 0,06 em (a) aproximadamente uma estequiometria
de 1:1.Jaem (b) ¢ 0,77 £ 0,12 o valor fraciondrio de N sugere a ocorréncia de multiplos equilibrios
em solucdo, estequiometria de 1:1 e 1:2 (Passos et al., 2011). A maior concentracdo de CM-B-CD
em (b), 20 mmol L', possibilita que haja diferentes interagdes ocorrendo simultaneamente em
solugao.

Ao ser comparado com o resultado apresentado para o sistema envolvendo o MET e a CM-
B-CD, a presencga do anel aromatico do FEN, favoreceu a formagao de um sistema supramolecular.
Além disto, os valores de K e AG® para o sistema envolvendo o farmaco com a CD natural B-CD,
¢ verificado um aumento na estabilidade dos compostos formados entre o FEN a CM-3-CD,
resultados semelhantes sdo descritos na literatura para compostos formados entre farmaco com
carga positiva e a CM-B-CD. Na literatura ¢ descritos comportamento similar, isto pode ser
explicado por interagdes eletrostaticas atrativas adicionais entre a molécula do firmaco com a CD
(Zia; Rajewski; Stella, 2001).

Comparando o sistema FEN:CM-B-CD com o sistema FEN:B-CD, ¢ verificado um
aumento da constante de associacdo (K) o que demonstra que a presenga do grupo substituinte da
CD levou a uma maior afinidade entre as espécies que pode ser devido as interagdes eletrostaticas
atrativas entre a parte positiva do farmaco com a parte negativa da CD. Além disto, também houve
uma diminui¢do, ou seja, um AG® mais negativo para o sistema com a CD modificada, o que
mostra um ganho na estabilidade e espontaneidade dos compostos de inclusdo formados (Levine,
2012). E um maior fluxo de calor demostrado pelo valor mais negativo de AH®°, mesmo em
concentracdes mais baixas do titulante, que ¢ reflexo do maior nimero interagdes sendo formadas
e desfeitas no processo de inclusdo. Os valores de TAS® ndo variaram de forma expressiva ao se
comparar os dois sistemas, o que demonstra que a maior espontaneidade da interagdo tem

contribui¢ao maior do termo entalpico.
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A seguir sao apresentados os perfis das curvas atribuidas ao sistema formado pela HP-j3-
CD 4 60 mmol L' em FEN a 1 mmol L e as respectivas dilui¢des da HP-B-CD em 4gua e do FEN

em agua (Figura 3-23a). E a curva resultante apos as subtracdes das dilui¢des (Figura 3-23b).
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Figura 3-22: Curvas de titulagiio para (a) = 4gua em FEN a 1 mmol L''; = HP-B-CD a 60
mmol L' em 4gua » HP-B-CD a 60 mmol L' em FEN a 1 mmol L' (b) Figura final HP-B-CD a
60 mmol L' em FEN a 1 mmol L.

De acordo com as curvas atribuidas as dilui¢des e a titulagdo do FEN com a HP-B-CD
(Figura 3-22a), ¢ possivel verificar que o perfil da curva para a titulagdo tem perfil proximo ao
apresentado para a diluicdo da HP-B-CD em 4agua, e ndo € observada variagcdo expressiva de
entalpia para a diluicdo do fairmaco. Sendo assim, apds feitas as subtragdes das dilui¢des, ndo ¢
verificada variacao de entalpia, logo ndo ¢ entendido que ndo houve interagdo entre as espécies,
resultado semelhante ao obtido para o MET. Pode-se inferir que a presenga do anel aromatico nao
foi capaz de alterar a interagdo com a CD.

O sistema avaliado obteve resultado que se difere do que foi apresentado entre o FEN e a
B-CD, o que sugere que a presencga de grupos substituintes da B-CD pode ter ocasionado em um
impedimento espacial que impossibilitou a inclusao do farmaco na cavidade da CD, sendo coerente
com outros sistemas descritos na literatura (Morais et al., 2024).

51



Foi avaliado também a interacdo do FEN com a M-B-CD, pelo seguinte sistema: M-B-CD
a 30 mmol L' em FEN a 1 mmol L', Abaixo estdo descritos os perfis das curvas dilui¢do para o
FEN e para a M-B-CD e a titulacdo para o sistema (Figura 3-23a) e a curva resultante obtido apds

as devidas subtracdes (Figura 3-23b).
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Figura 3-23: Curvas de titulagio para (a) = 4gua em FEN a 1 mmol L'; » M-B-CD a 30 mmol L
em agua = M-B-CD a 30 mmol L' em FEN a 1 mmol L' (b) Figura final M-p-CD a 30 mmol L!
em FEN a 1 mmol L.

De acordo com os resultados apresentado na Figura 3-23a, ¢ possivel verificar que a curva
atribuida a titulacdo ¢ muito semelhante a obtida para a diluicdo da M-B-CD em 4gua, enquanto
para a diluicdo do FEN ndo ¢ verificada varia¢ao de entalpia. Sendo assim, ap0s feitas as subtracdes
o perfil obtido ¢ uma reta (Figura 3-23b), o que demonstra que ndo ha variacao de entalpia atribuida
ao sistema formado pelo farmaco e pela CD, ou seja, o calor envolvido € proveniente do efeito da
diluicdo da M-B-CD. O resultado ¢ semelhante ao obtido para o MET, o que indica que a presenca
do anel aromdtico ndo alterou a interacdo entre as espécies do sistema. Assim como o que foi
apresentado para o sistema FEN:HP-B-CD, a presen¢a do grupo substituinte metil ligado a -CD

pode gerar um impedimento espacial que impede a aproximagao do FEN a cavidade da M-B-CD.
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3.2.5 Sistema FEN:CM-B-CD em diferentes temperaturas.

Considerando a maior interagao entre 0o FEN CM-B-CD verificada nas titulagcdes nas seguintes

concentragdes: FEN a 1 mmol L™ como titulado, e CM-B-CD a 20 mmol L' como titulante, foi

realizado um estudo do efeito da variagcdo da temperatura nos parametros termodinamicos para o

sistema. Abaixo nas Figuras 3-24, 3-25 e 3-26 estdo descritas as curvas obtidas para as titulagdes

para o sistema FEN:CM-B-CD nas temperaturas de 15, 35 e 45°C.
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Figura 3-24: Curvas de titulagio a 15°C para (a) = 4gua em FEN a 1 mmol L';=s CM-B-CD a 20
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Figura 3-25 Curvas de titulagio a 35°C para (a)= 4gua em FEN a 1 mmol L!;s CM-B-CD 2 20
mmol L' em 4gua =« CM-B-CD a 20 mmol L' em FEN a 1 mmol L! (b) Figura final CM-B-CD
420 mmol L' em FEN a 1 mmol L.
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Tabela 3-3: ParAmetros termodinamicos para CM-B-CD a 20 mmol L' com FEN a 1

mmol L' em funcdo da temperatura.

Temperatura

(°O) n K AH® (kJ/mol) TAS® (kJ/mol) AG°® (kJ/mol)
15 1,75¢0,01  1650,0+£28,28  -5,76+0,02 12,41+0,06 -17,75+0,04
35 0,54+0,00  1440,0+14,14  -10,95+0,34  7,43+0,30 -18,63+1,10
45 0,64+0,0 1425,0+£7,07 -12,20+0,16  6,57+0,14 -19,21+0,01

Partindo dos resultados obtidos para as titulagdes nas diferentes temperaturas (15, 25,35 e
45°C), foi avaliada a influéncia da temperatura na constante de equilibrio (Keq), assim como nos
parametros termodinamicos. Abaixo estdo descritos o grafico dos valores Keq (Figura 3-27a) e os

pardmetros termodindmicos (Figura 3-27b) para o sistema em func¢do da temperatura.
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Figura 3-27:Sistema CMBCD e FEN em razao molar de 20:1 em fung¢ao da temperatura

a) Variagdo do Keq € b) parametros termodinamicos: AH®, TAS e AG°.

Tendo em vista os valores de Keq, conforme mostrado na Figura 3-37a, a variacdo da
constante Keq apesar de ser verificado uma maior constante a 25°C ¢ observado também um maior
erro associado, colocando seu valor bastante proximo dos valores associados as demais
temperaturas avaliadas. Sendo assim ¢ possivel entender que a variagdo de temperatura nao

interfere significativamente na afinidade entre as espécies FEN e CMBCD.
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Os parametros termodinamicos em fun¢do da temperatura, conforme mostrado na Figura
3-37b, ¢ observado que nao ha variacdo significativa no AG® nas temperaturas avaliadas no
presente estudo, o que ¢ resultado da compensagao dos termos entropicos e entalpicos. Enquanto
os valores de TAS diminuem com o aumento da temperatura o AH cresce com a medida que a
temperatura aumenta. Comportamento similar ¢ observado na literatura para sistema composto

pela CMBCD e outro farmaco (Morais et al., 2024).

33 Ressonincia magnética nuclear (RMN).

3.3.1 Sistema formado pelo MET e B-CD.

Para o estudo do sistema formado pelo farmaco MET com a B-CD, ndo foi verificada
interagdo entre as espécies pelas técnicas anteriormente utilizadas, desta forma a técnica de RMN
teve como objetivo verificar por meio da estrutura obtida se corrobora com os resultados obtidos
pelas técnicas de ITC e FTIR-ATR. Foram realizados experimentos unidimensionais visando a
caracterizacao das espécies livres, determinando os deslocamentos quimicos para os hidrogénios
presentes na estrutura do MET, B-CD (Figuras 3-24 e 3-25). Posteriormente, feita a caracterizagao
do composto obtido por liofilizagdo na razao molar de 1:1 (Figura 3-26), para melhor visualizagao,

o espectro expandido (Figura 3-29b).
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Figura 3-28: Espectro de RMN 1H 4 400 MHz para o MET em D20O/H20.

Na figura 3-25 é descrito o espectro de RMN 'H para o MET livre, ndo sdo visualizados os
hidrogénios ligados aos 4tomos de nitrogénio neste espectro, pois estes sdo trocados por deutério
do solvente DO, uma vez que sua ligagdo a atomos eletronegativos os tornam labeis
(SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018). A estrutura do MET apresenta dois grupos metila (-
CHs) totalizando seis hidrogénios, que sao equivalentes, portanto, ¢ observada a formagao de um
unico sinal com um unico pico (singleto), com deslocamento quimico (8) localizado na regido de

2,96 pmm (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018).
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Figura 3-29: Espectro de RMN 'H para a p-CD em D,O/H,O.

Na figura 3-26 é apresentado o espectro de RMN 'H para a B-CD, que corresponde com o
que ¢é verificado na literatura. E possivel verificar os deslocamentos quimicos para os hidrogénios
internos H3 e H5 com valores de 6 3,88 e 3,82 pmm, respectivamente. Os hidrogénios externos
H1, H2, H4 e H6 com valores de 6 5,0; 3,58; 3,51 e 3,80 respectivamente (Schneider et al., 1998).

Apos feita a caracterizagdo das espécies livres, foi realizada a comparacdo dos
deslocamentos quimicos para os hidrogénios do MET e B-CD para o composto liofilizado (Figura
3-27). Verificadas variacdes dos deslocamentos quimicos serd possivel determinar se houve

interacdo entre as espécies.
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Figura 3-30: Espectro de RMN 'H para o composto formado pelo MET e B-CD b) expansio do
espectro na regido de d entre 2.9 e 4.0 ppm.

De acordo com a Figura 3-27, os valores de deslocamento quimico (0) atribuidos aos
hidrogénios dos grupos metila presentes na estrutura do MET, em sua forma livre e no composto
formado sdo 2,96 e 2,95 pmm respectivamente. A variagdo do deslocamento quimico (Ad)

verificado para o MET foi 0,01pmm. Foi realizado posteriormente o experimento de 'H/'H 2D
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ROESY para a verificagdo se de proximidade espacial entre os hidrogénios do MET e da cavidade
da B-CD.

H (3,5 e 6) da p-CD
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Figura 3-31: Mapa de correlacdo 1H/1H 2D ROESY para o composto formado MET:-CD em
D20/H20.

Conforme demonstrado pelo experimento 'H/'H 2D ROESY na Figura 3-28, nio foi
observada correlagdo entre os hidrogénios do farmaco e da CD, ou seja, ndo foi verificada mancha
de correlagdo entre os hidrogénios do MET e os hidrogénios internos da B-CD, que estaria
localizada na regido circulada em vermelho na imagem. Desta forma ¢é possivel inferir que nao
houve formag¢do de um composto de inclusdo entre as espécies o MET e a B-CD, corroborando
com o que foi obtido pela técnica de ITC. Além disto, ndo foi observada interacao do fArmaco com

a parte externa da CD, o que indica que ndo existe a formag¢do de um composto de ndo inclusao.
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3.3.2 Sistema formado pelo FEN e B-CD.

Foram realizados experimentos uni e bidimensionais de RMN 'H para o FEN puro (Figura
3-29) e o composto formado entre o farmaco e a B-CD (Figura 3-30), assim como feito para os
compostos de MET, para verificacao de possiveis mudangas nos deslocamentos quimicos (0) dos
hidrogénios presentes na estrutura do FEN quando em presenga de cada uma destas CDs. Para
verificagdo de manchas de correlagio entre farmaco e CD, foi realizado experimentos de 'H/'H

2D ROESY (Figura 3-30).
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Figura 3-32: Espectro de RMN 1H para o FEN a 400 MHz em D20O/H20.

Para a verificagdo de variagdo do deslocamento quimico A, o mesmo procedimento foi
realizado para o composto liofilizado. Ap6s isto, os calculos foram realizados comparando os 8 do

FEN livre e em presenca da -CD.
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Figura 3-33: Espectro de RMN 1H para o composto formado entre FEN e B-CD (a) na regiao
entre 2,3 e 4,1 ppm (b) na regido entre 4,0 e 7,4 ppm.

Tabela 3-4: Valores de deslocamento quimico (8) para os hidrogénios da molécula de

FEN.
Hidrogénio FEN & 'H/ppm FEN:B-CD § 'H/ppm A
1 2,72 2,82 0,1
2 3,34 3,42 0,08
3-7 7,20 7,22 0,02
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Os valores de deslocamentos quimicos para observados para o FEN estdo descritos na
tabela 3-3, pode-se verificar que houve uma variagdo de deslocamentos quimicos (Ad) para os
hidrogénios da estrutura do FEN quando em presenga da B-CD. Sendo em ondem crescente de Ad
H1>H2>H(3-7). E possivel verificar os hidrogénios referentes ao anel aromatico apresenta
deslocamento quimico em 7,20 ppm, valor coerente com o que ¢ relatado na literatura (Pavia et
al., 2010). J& o deslocamento quimico para o H2, que estd localizado mais proximo ao anel
aromatico, se encontra mais desblindado, portanto apresenta um valor de deslocamento quimico
de 3,34 ppm. O H1, que se encontra mais distante do anel aromatico, por estar menos deslindado

que o H2 apresenta um menor valor de deslocamento quimico, 2,72 ppm (Pavia et al., 2010).
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Figura 3-34: Mapa de correlacao 1H/1H 2D ROESY para o composto formado FEN:B-CD, em
D20/H20, as regides em destaque referem-se aos HI1 e H2 do FEN.

De acordo com os resultados observados no mapa de correlagdo 'H/'H 2D ROESY (Figura

3-31), ¢ verificada manchas de correlagdo entre os hidrogénios do anel aromatico, assim como o
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H1 do FEN com os hidrogénios internos da B-CD, H3 e HS5, o que comprova uma inclusdao
profunda do FEN na cavidade da B-CD, corroborando com os resultados verificados pela técnica
de ITC. Desta forma foi possivel sugerir possiveis estruturas para o composto de inclusdo formado,

que sdo descritas na Figura 3-32.

3

I

Figura 3-35: Possiveis estruturas para o composto de inclusdo FEN:3-CD.

As possiveis estruturas para o composto de inclusdo formado para o sistema FEN:B-CD
sdo descritas na Figura 3-32, onde de inclusdo do anel aromatico do FEN na cavidade da B-CD

pode ocorrer por ambas as extremidades da CD, podendo coexistir as duas formas em solucao.

3.3.3 Sistema formado pelo FEN e CM-B-CD.

A seguir é descrito o espectro de RMN 'H para a CM-B-CD (Figura 3-33), e os valores de
seus deslocamentos quimicos (8) sdo descritos para posterior comparagdo com os deslocamentos
observados para o composto formado (Figura 3-34) para o célculo da varia¢do de deslocamento
quimico (A9). E para confirma¢do da formagdo do composto de inclusdo e descricdo de sua

estrutura, 'H/'H 2D ROESY (Figura 3-35).
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Figura 3-36: Espectro de RMN 1H para a CM-3-CD.

Os valores de deslocamento quimico para a CM-B-CD, conforme observado na figura 3-
33, onde os hidrogénios internos H3 e H5 estdo localizados na regido entre 3,80 e 3,91 ppm. Ja os
hidrogénios externos H1 apresenta 6 de 5,0 ppm, enquanto os demais hidrogénios externos, H2,
H4 e H6, estao localizados na regido entre de 6 3,40 até 3,79 ppm. E os hidrogénios do grupo

substituinte carboximetil, H7 em 5,22 ppm (He et al., 2019).
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Figura 3-37: Espectro de RMN 1H para o composto formado entre FEN e CM--CD (a) na
regido entre 2,8 e 7,4 ppm (b) na regido entre 6,0 e 7,4 ppm.

Tabela 3-5: Valores de deslocamento quimico (d) para os hidrogénios da molécula de

FEN.
Hidrogénio FEN § 'H/ppm FEN:CM-B-CD & 'H/ppm Ad
1 2,72 2,83 0,11
2 3,34 3,43 0,09

3-7 7,20 7,23 0,03




Como descrito na Tabela 3-4, foi verificado a ocorréncia de variagdo de deslocamentos
quimicos para os hidrogénios do farmaco sendo em ordem crescente HI > H2 > H(3-7). Além
disto, também ¢ observado deslocamento quimico para os hidrogénios da CD, destacando-se os
hidrogénios externos H7 e H1, o que sugere uma interacdo do farmaco com a superficie externa

da CD. O que podera ser melhor entendido pelo experimento de correlagio 'H/'H 2D ROESY.
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Figura 3-38: Mapa de correlagdo 1H/1H 2D ROESY para o composto formado FEN:CM-B-CD,
em D20O/H20.

De acordo com o mapa de correlagio 'H/'H 2D ROESY (Figura 3-38) é confirmada a
formacao do composto de inclusdo entre o FEN e a CM-B-CD, sendo possivel verificar manchas
de correlacdo entre os Hs do anel aromatico do FEN com os Hs internos da CD, também sao
observadas manchas de correlagao entre os Hs do FEN (circuladas em vermelho). Os resultados
corroboram com os dados obtidos pelas técnicas utilizadas anteriormente. Diferente do que foi
observado para o sistema FEN:B-CD, a inclusdo do FEN na cavidade da CM-B-CD nao ¢ profunda,

conforme ilustrado na Figura 3-38, o que ¢ verificado pela ndo proximidade do HI e H2 do FEN
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com os hidrogénios internos da CD, o que sugere que a presenga de grupos substituintes da CD
limita a inclusdo a inclusao do farmaco. No composto formado ¢ observado a interagdo dos
hidrogénios do anel aromatico do FEN com hidrogénios internos da CD, entretanto, o mesmo ndo
¢ verificado para os H1 e H2 do FEN, o que ¢ entendido que nao hé inclusdo desta parte da estrutura

do farmaco.

Figura 3-39: Possiveis estruturas para o composto de inclusao FEN:CM-B-CD.

As possiveis estruturas para o composto de inclusdo formado entre o FEN e a CM-3-CD ¢
descrito na Figura 3-36, sendo considerada a estequiometria sugerida pelos resultados obtidos pela
técnica de ITC. As possibilidades sdo a inclusdo do anel aromatico do FEN sdo semelhantes as

observadas para o composto de inclusdo do sistema FEN:B-CD.
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4 CONCLUSOES

Para os sistemas formados entre o MET e as CDs utilizadas no estudo, foi verificado que
ndo houve formacao de compostos de inclusdo entre 0 MET com nenhuma das CDs naturais. Nos
experimentos de FTIR-ATR realizados para o composto MET:B-CD, nao foi possivel verificar
alteracdo dos modos vibracionais do MET e nem da 3-CD, apenas sobreposi¢ao de bandas do MET
para as misturas fisica e compostos liofilizados.

Além disto, foram realizados experimentos de RMN uni e bidimensionais para o composto
liofilizado de MET:B-CD, ndo sendo verificada formag¢do de um composto de inclusdo entre o
farmaco e a CD, corroborando os resultados obtidos pelas técnicas realizadas anteriormente. Desta
forma ¢ possivel concluir que a estrutura do MET nao ¢ favoravel para interagao com as CDs
utilizadas no estudo.

Os resultados obtidos pelas titulagdes calorimétricas demonstraram que a presenga do anel
aromatico na estrutura do FEN favoreceu a interacdo com diferentes CDs, demonstrada por
interagdes com as CDs a-CD, B-CD e CM-B-CD. Nestes sistemas a interacdo ocorreu de forma
espontanea, sendo favorecida pela entropia mais do que pela entalpia, sendo o sistema FEN:CM-
B-CD o mais termodinamicamente favoravel. O estudo que avaliou o efeito da variagdo da
temperatura para o sistema CM-B-CD:FEN demonstrou fraca influéncia das temperaturas
trabalhadas no estudo para o favorecimento da interagdo entre as espécies. Pelos experimentos de
FTIR-ATR, ndo foi possivel identificar alteracdes nos modos vibracionais do farmaco e das CDs
devido a sobreposi¢des de bandas do FEN. Os resultados observados para os experimentos uni e
bidimensionais corroboraram com os resultados de ITC, confirmando a formacgao de compostos

de inclusdo para os sistemas FEN:3-CD e FEN:CM-3-CD.
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