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RESUMO

RODRIGUES NETO, Heitor. Estudo do complexo de inclusédo entre anestésico
local ropivacaina/2-hidroxipropil-B-ciclodextrina em lipossomas furtivos. 2016.
58 p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso de Licenciatura em Quimica),
Universidade Tecnolégica Federal do Parand-UTFPR. Londrina, Parana.

O sistema de liberacdo controlada de farmacos tem como objetivo principal o
controle temporal da concentracdo de farmacos para que o beneficio clinico da
administracdo do farmaco seja maximizado e os efeitos colaterais minimizados.
Sendo assim, € um ramo de pesquisa que envolve o dominio de conhecimentos
associados a areas cientificas como a medicina, farmacia, bioguimica, quimica,
materiais e também a nanotecnologia. Atualmente existem iniUmeras formulacdes
para liberacdo controlada com variados tipos de farmacos, entre eles estdo 0s
anestésicos locais (AL), utilizados como bloqueadores na conducdo de estimulos
nervosos que geram a sensacdo de dor. Este trabalho tem como fundamento o
estudo de uma formulacdo para liberagcédo controlada do anestésico local ropivacaina
(RVC) utilizando sistemas de duplo carreamento, caracteristico de vesiculas lipidicas
(lipossomas furtivos) e 2-hidropropil-B-ciclodextrina. O objetivo principal € a
caracterizacdo da formulacdo desenvolvida, entretanto, foi necesséario realizar a
caracterizacao fisico-quimica do complexo como topologia, solubilidade, eficiéncia
de encapsulacdo entre outros. Para caracterizacdo do complexo foi utilizado
técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H) e Uv-vis.

Palavras-chave: Anestésico local. Ropivacaina. Ciclodextrinas. RMN de *H.
Lipossomas furtivos.



ABSTRACT

RODRIGUES NETO, Heitor. Study of the inclusion complex between local
anesthetic ropivacaine/2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin in furtive liposome.
2016. 58 p. Final Paper (Teaching Certificate in Chemistry). Federal University of
Technology — Parana. Londrina, Parana.

The controlled release system of drugs has a main objective the temporary control of
drug’s concentration to clinical benefit of the drug’s administration
be maximized and minimize side effects. It is a line of studies what involves the
domain of associated knowledge scientific areas like medicine, pharmacy,
biochemistry, chemistry, materials and nanotechnology. Actually, there are numerous
formulations for controlled release with various types of drugs, these include local
anesthetics (LA), used as blockers in conducting nerve stimuli that generate a
sensation of pain. This work was based in the study of formulation of local anesthetic
ropivacaine (RVC) using as host two vehicle for release: lipid vesicles (furtive
liposomes) and 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin. The main objective is the
characterization of the developed formulation, however, was important to perform the
complex physical-chemical characterization like: topology, solubility, encapsulation
efficiency and among others. The complex characterization was studied by
experiments nuclear magnetic resonance (*H-NMR) and Uv-vis.

Keywords: Local anesthetic. Ropivacaine. Cyclodextrins. *H-NMR. Furtive
liposomes.
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1 INTRODUCAO

Todos os farmacos possuem efeitos principais pretendidos e efeitos
secundérios nao-pretendidos; os efeitos nao-pretendidos sdo conhecidos como
efeitos colaterais ou efeitos adversos. Como o desenvolvimento de uma nova
molécula de farmaco € caro e demorado, estratégias apontam para uma forma de
melhorar a relacdo eficacia e seguranca dos medicamentos. Uma alternativa é a
utilizacdo de métodos de liberacdo controlada do farmaco (TIWARI et al., 2012)
através da encapsulacdo em sistemas carreadores.

O estudo dos sistemas de liberacdo controlada (SLC) de farmacos teve
inicio na década de 70, com o intuito de entregar o farmaco a taxas preé-
determinadas e periodos de tempo predefinido, o que tem atraido cada vez mais a
atencdo dos pesquisadores da area (QIU; PARK, 2001; JEONG et al., 2002). Por
outro lado, a entrega de farmacos € uma area emergente focada no direcionamento
do farmaco ou genes para um grupo desejado de células. O objetivo € a distribuicdo
direcionada para o transporte de quantidades apropriadas do farmaco aos locais
desejaveis (tais como tumores, tecidos doentes, etc.), enquanto se minimizam 0s
efeitos colaterais indesejados dos medicamentos sobre outros tecidos (TRAN et al.,
2009).

Nesse aspecto, 0 uso da tecnologia de SLC de farmaco e a tecnologia de
encapsulamento de principios ativos (medicamentos, vacinas, perfumes, corantes,
etc.) dentro de moléculas hospedeiras estdo atraindo muita atencdo das areas da
guimica, de materiais, biologia, medicina, farmacologia e da nanotecnologia
(ZUCKER et al., 2009; YANG et al., 2013).

Atualmente sdo encontrados muitos exemplos de sistemas de liberacéo
controlada como ciclodextrinas, calixarenos (LIU et al., 2004), lipossomas (BATISTA
et al., 2007), entre outros. Um sistema de grande importéncia é o de geragédo de
lipossomas com superficie de membrana modificada, a qual da origem aos
lipossomas de longo tempo de circulacdo, conhecidos como lipossomas furtivos (LF)
(BOERMAN et al., 2000). Essa alternativa protege a camada lipidica superficial dos
lipossomas, impedindo sua rapida eliminacdo do organismo.

Os maiores beneficios dos carreadores de farmaco sdo o aumento da

solubilidade, o longo tempo de exposicao, o direcionamento seletivo ao sitio de acéo
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e 0 aumento do indice terapéutico. A farmacocinética desses carreadores depende
das caracteristicas fisico-quimicas como tamanho, carga superficial, lipidios
formadores de membrana, biopolimeros estabilizadores, dose e via de administracéao
(ZAMBONI 2008).

A classe de principio ativo a ser estudado e encapsulado neste trabalho é a
dos anestésicos locais (AL). O anestésico em estudo é a ropivacaina (RVC) e os
sistemas de carreadores utilizados serédo a2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD)
e lipossomas furtivos (LF), ou seja, um sistema ternario. O intuito € promover a
liberacdo lenta, reducdo da concentragdo plasmatica, baixa toxicidade e
consequentemente o aumento da anestesia (FRANZ-MONTAN et al., 2012).

Para caracterizacdo dos complexos sera utilizado técnicas de RMN de *H
para a investigacdo de interacfes intermoleculares, promovendo evidéncias sobre a
topologia e a formacdo de complexos através do nucleo do hidrogénio (KAPUR et
al., 2000) o qual tem alta sensibilidade e permite extrair um grande volume de

informacdes a partir da andlise de seus espectros.
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como foco caracterizar a formulacdo para o

anestésico local ropivacaina (RVC) em sistema ternario, através de sua

complexacdo em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) seguido da encapsulacao

em lipossomas furtivos (LF). ApGs o processo de encapsulacéo realizara o estudo

das interacdes do complexo utilizando como ferramenta basica a espectroscopia

RMN e espectrofotometria UV-vis.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar a estrutura vesicular dos lipossomas com membrana modificada
(lipossomas furtivos) através do uso de lipidios de fosfatidilcolina de ovo
(EPC),1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N[metoxi(polietilenoglicol)]-
2000 (DSPE-PEG-2000) e colesterol;

Preparar o complexo de inclusdo do anestésico local ropivacaina em 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina, (RVC/HP-B-CD) e o complexo de sistema
ternario entre os lipossomas furtivos e o complexo (RVC/HP-B-CD),
([RVC/HP-B-CDJ/LF);

Estudar a topologia, dindmica e caracteriza¢do da encapsula¢do do complexo
ternario ([RVC/HP-B-CD]/LF) através de técnicas de RMN (utilizando as
técnicas de DOSY e STD) e espectrofotometria UV-vis;
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3 JUSTIFICATIVA

Embora estudos de sistemas de liberacdo controlada de farmacos através de
lipossomas como carreadores datarem de algumas décadas existem um vasto
campo de pesquisa com uma literatura ainda restrita. Quando se leva em
consideracdo o estudo fisico-quimico das formulacdes, em relacdo a dinamica e
topologia dos complexos de lipossomas modificados a literatura ainda é mais
restrita. Neste aspecto, o estudo das interacbes de anestésicos locais com
lipossomas buscard compreender as alteracdes na eficiéncia dos farmacos
encapsulados, liberacédo e toxicidade. O desenvolvimento de uma formulacdo mais
potente, eficiente e com menor toxicidade € a grande justificativa que move o estudo
de novas formulagoes.

Contudo, as intencbes dos estudos sdo positivas, de maneira que O
conhecimento a respeito de liberacdo controlada de farmacos podera ser utilizado
para outros ativos de interesse industriais (outros farmacos, cosméticos, pesticidas e
herbicidas) o que atrelada a uma visdo de mercado poderd gerar produtos
agregando valores aos conhecimentos cientificos.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 QUIMICA SUPRAMOLECULAR, LIPOSSOMAS E LIPOSSOMAS FURTIVOS

Em 1988 Jean-Marie Lehn introduziu pela primeira vez o conceito de
quimica supramolecular, que definiu a quimica supramolecular como a “quimica
além das moléculas”. Ela se caracteriza por sistemas de alta complexidade
resultante da associacdo de duas ou mais espécies quimicas unidas por forcas
intermoleculares (DIEDERICH, 2006). Interacdo estas de natureza ndo covalente
como ligacdes de van der Waals, ligacdo de hidrogénio, interacdes ibnicas e
coordenacdo de metal (PINA,1996). Um exemplo de sistemas de quimica
supramolecular sdo o0s lipossomas, 0s quais sao sistemas transportadores
(carreadores) eficientes de biomoléculas (LASIC et al., 1995; LASIC et al., 1996;
NUNEZ, 2000; MAREUIL et al., 2002).

Ha 53 anos, Alec Bangham relatava pela primeira vez a formacao
espontanea de estruturas de membranas fechadas, que consistem de vesiculas
esféricas microscopicas de tamanhos variados (em escalas de nm a um), apos a
dispersédo de fosfolipideos num meio aquoso (RANADE, 1989). O termo lipossoma
(LP)surgiu posteriormente devido a Weissman, que deu origem a uma sO palavra
dois elementos de origem grega: lipo (significando gordura) e soma (significando
corpo) (SESSA; WEISSMANN, 1968).

LP contém uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas separadas por
compartimentos aquosos, em que as caudas hidrofébicas dos lipidios estao voltadas
para o interior e as cabecas polares para o exterior da bicamada (Figura 1),
mantendo contato com a fase aquosa (RANADE, 1989). Eles podem encapsular
substéancias hidrofilicas em seu cerne aquoso e as hidrofébicas e anfifilicas em suas
bicamadas (CABECA, 2009).
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Figura 1 - Representacdo esquemética da organizacdo de um lipossoma unilamelar
Fonte: Adaptada de Zeineldin e Skandani (2012).

Os lipossomas apresentam baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e capazes
de proteger os compostos encapsulados da diluicdo e degradacao, de forma que,
gquando alcancam os tecidos alvos podem liberar doses concentradas do
medicamento, aumentando a eficAcia do tratamento (SANTOS et al., 2002;
GONIOTAKI et al., 2004; PUGLIA et al., 2004).

A degradacdo dos lipossomas esta associada principalmente as opsoninas
presentes no sangue que aderem facilmente a membrana dos lipossomas
convencionais (KLUPPEL et al., 2007), devido a isto, sdo rapidamente capturados
pelo sistema fagocitario mononuclear, levando a sua eliminacdo (BATISTA et al.,
2007). Para solucionar esse problema foram desenvolvidos sistemas lipidicos
modificados, essencialmente pela insercdo de determinadas moléculas em sua
camada exterior com 0 objetivo de evitar sua eliminacdo pelo sistema reticulo-
endotelial (LOPES; OLIVEIRA, 2000;). Os lipossomas que apresentam este tipo de
superficie modificada sdo denominados lipossomas furtivos (lipossomas de longa
circulacéo) (SANTOS; CASTANHO, 2002; ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014).

Um método muito utilizado para modificar as vesiculas lipossémicas
tornando-os lipossomas de longa circulacdo é o revestimento da superficie
lipossémica com componentes hidrofilicos naturais, como polimeros hidrofilicos
sintéticos, especificamente os polietilenoglicois (PEG) (Figura 2) (BATISTA et al.,
2007; KLUPPEL et al., 2007). O PEG é um polimero biologicamente inerte usado em

carreadores farmacolbgicos para criar uma barreira estérica e uma estrutura aquosa
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ao redor dos lipossomas, para protegé-los contra as proteinas plasmaticas do corpo
(LOPES; OLIVEIRA, 2000; ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014).
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Figura 2 - A) Transformag&o do lipossoma convencional em furtivo e B) componentes do
lipossoma furtivo
Fonte: Adaptada de Azonano (2005).

A superficie polarizada (hidrofilica) criada pelos polimeros aumenta o tempo
de circulacdo dos lipossomas inibindo o processo de reconhecimento molecular.
Além disso, previne a fusdo, agregacdo e ruptura dos lipossomas (ANCHIETA-
JUNIOR, et al., 2014).

Tendo em vista que a principal limitacdo dos lipossomas convencionais é a
sua eliminacdo de circulacdo pelo sistema mononuclear fagocitario, reduzindo seu
periodo de circulagcdo no organismo, consegue-se obter com lipossomas furtivos
tempos de meia vida em circulacdo 100 vezes superiores aos dos lipossomas
convencionais (SANTOS; CASTANHO, 2002). Fato este que esta associado a
utilizacdo o PEG como componente do lipossoma furtivo, 0 peso molecular bem
como sua concentracdo na superficie da bicamada séo fatores que determina essa
maior duracéo (LOPES; OLIVEIRA, 2000).

Quando o farmaco é liberado controladamente dos sistemas lipossomais
tem-se uma melhor resposta farmacologica e com maior absorcdo do que os
mesmos livres (DISAPIO, 1999), aumentando, dessa forma, a eficiéncia da acao
terapéutica e retencao da sua estrutura e atividade por mais tempo (MORAES, 1996;
ZALLOUM, 2001; FRACETO et al., 2002).

Para a formulagdo dos LP os lipidios mais utilizados sdo os que se
aproximam de uma forma cilindrica como as fosfatidilcolinas, fosfatidilserinas e
fosfatidilglicerdis. As fosfatidilcolinas (Figura 3) sdo as mais empregadas em estudos
de formulagido de lipossomas (FREZARD et al, 2005; KLUPPEL et al, 2007) pois
apresentam grande estabilidade frente a variagées de pH ou da concentragéo de sal
no meio (BATISTA et al., 2007).
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(CH2)15CH3
Figura 3 - Estrutura de linhas da fosfatidilcolina de ovo (EPC)
Fonte: Adaptada de Christie (2016).

Os lipossomas podem ser classificados com relagcdo ao seu tamanho e ao
namero de lamelas existentes, podendo ser divididos de acordo com os diametros

médios das lamelas (Tabela 1):

Tabela 1 - Classificac&o de lipossomas quanto ao tamanho

Classificacéo Didmetro das vesiculas
Vesicula Multilamelar (MLV) 400 a 3500nm
Vesicula Multivisicular (MUV) 50 a 100 nm
Vesicula Unilamelar Gigante (GUV) > 1000 nm
Vesicula Unilamelar Grande (LUV) 200 a 1000 nm
Vesicula Unilamelar Pequena (SUV) 20 a 100 nm

Fonte: Adaptada de Cabeca (2009).

O método de preparacdo de vesiculas lipidica mais utilizada inclui a
hidratacdo de um filme lipidico (Figura 4), normalmente em um solvente organico e
seguido da evaporagcdo do solvente com consequente formacdo do filme. A
hidratacéo deste filme pode ser efetuada com agua ou solucéo tampao, sob agitacao
magneética vigorosa, promovendo a formacdo da dispersdo de lipossomas
multilamelares (MLV). O farmaco a ser encapsulado pode ser incorporado na

solugdo tampéao ou dissolvido na mistura lipidica (lipofilicos) (CABECA, 2009).
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Figura 4 — Possibilidade preparacdo de lipossomas pela hidratagdo de filme lipidico
Fonte: Adaptada de Lasic (1997).

A obtencéo de vesiculas unilamelares grandes e pequenas (LUV e SUV) tem
como base a utilizacdo de uma suspenséao de vesiculas multilamelares. A partir da
disperséo de MLV, utilizam-se varios métodos para produzir dispersées
homogéneas de SUV e LUV: como processos mecanicos, eletrostaticos ou
guimicos. Os processos mais frequentes sdo 0s mecanicos, que podem incluir a
sonicacdo ou a extrusao dos lipidios através de membranas de policarbonato com
diferentes porosidades (SANTOS; CASTANHO, 2002).

O processo de extrusdo geralmente é realizado utilizando-se um extrusor

com pressdo a base de nitrogénio, mas o processo de extrusdo também pode ser
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realizado utilizando um mini-extrusor (Figura 5). Neste caso, a presséo exercida pelo
usuario for¢a a passagem das vesiculas lipossomais MLV de uma seringa para outra
atraves de filtros (normalmente de policarbonato) com tamanho de poros adequados
ao tamanho do lipossoma desejado (CABECA, 2009).

A Suportes Suporte
Anel para Anel de
d Filtros Tef|°"'
Ve a;ao // \\ Vedagao
Saida Suporte interno t Suporte interno Porca
do g Membranas da de
B s membrana s membrana Retencdo
Policarbonato

Figura 5 - A) Componentes que compdem o mini extrusor e B) Imagem de um mini-extrusor
Fonte: Cabeca (2009).

Como afirma Mamot et al. (2003), atualmente, o mercado farmacoldgico
comercial dispde de diversas formulagdes utilizando lipossomas como carreadores,
como de exemplo o no tratamento de cancer. Por ser uma estratégia para a reducéo
de toxicidade sistémica, perante utilizacao de farmacos antineoplasticos.

Na fabricacdo de vacinas os lipossomas sdo aplicados como veiculos de
liberacdo de antigenos como auxiliar imunoldgico, apresentando vantagens como a
facil preparacdo, baixa toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, assim
como a liberacdo lenta de antigenos encapsulados (BEN-YEHUDA et al., 2003;
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MAZUMDAREet al., 2004). Também pode ser encontrado na terapia de doencas
infecciosas e parasitarias. Pesquisas realizadas em camundongos exibiram
liberacdo controlada dos farmacos encapsulados em lipossomas para doengcas como
tuberculose e leishmaniose(LABANA et al., 2002; FREZARDet al., 2005).

Outra aplicacdo das vesiculas lipossomais € no encapsulamento de
anestésicos locais (ALs), aumentando o tempo de meia-vida dos ALsin vivo,
prolongando o efeito da anestesia e diminuindo os efeitos colaterais (PAULA et al.,
1996; PINTO et al., 2000; FRACETO et al., 2002; CEREDA et al., 2004; UHRIKOVA
et al., 2004).

4.2 CICLODEXTRINAS

Os estudos a respeito das ciclodextrinas (CDs) vém despertando grande
interesse na comunidade cientifica e na quimica de macromoléculas (VENTURINI, et
al., 2008). As CDs sao oligossacarideos ciclicos (MONTANARI, et al.,, 1998),
compostos por unidades de glicose unidas através de ligagdes a-1,4, produzidas
naturalmente por micro-organismos e plantas que sao capazes de degradar o amido
em produtos ciclicos chamados ciclodextrinas (ARAUJO et al., 2003; VENTURINI et
al., 2008; LYRA et al., 2010).

O maior rendimento para obtencdo das ciclodextrinas é através das CDs
naturais, que contém seis, sete ou oito unidades de D-(+)-glucopiranose, sendo
denominadas de a-ciclodextrinas (a-CD), B-ciclodextrinas (B-CD) e y-ciclodextrinas
(y-CD) respectivamente (Figura 6). Estes compostos possuem exterior hidrofilico e
uma cavidade interna hidrofébica. Sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso
e ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofébicas.
(ARAUJO et al., 2003; CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007; FRACETO et al., 2007;
VENTURINI et al., 2008; LYRA et al., 2010).
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Figura 6 - Estrutura das principais ciclodextrinas naturais, a, B e y
Fonte:Skowron (2016).

Entretanto, as ciclodextrinas naturais, em particular a 3-ciclodextrina, possui
solubilidade aquosa limitada (16,4 mM ou 18,6 mg/mL), o que ocasiona na formacao
de complexos com compostos lipofilicos geralmente uma precipitacdo dos
complexos solidos, se o limite de solubilidade for atingido (RAJEWSKI; STELLA,
1996). As B-CDs sdo as dextrinas ciclicas mais largamente utilizadas para a
complexacdo com varias classes de farmacos, ja que sua cavidade interna tem
diametro grande o bastante para acomodar um hexanel aromatico (ARAUJO et al.,
2003; CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007).

A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) (Figura 7) € um derivado de
hidroxialquil, sendo uma alternativa das ciclodextrina naturais com propriedades de
solubilidade melhoradas quando em contato com agua. (UEKAMA et al., 1998;
YOSHIDA et al.,1988) e pode ser um pouco mais toxicologicamente benignos
(GOULD; SCOTT, 2005).


https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Ss181292
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Figura 7 -Forma da moléculade 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
Fonte: Prépria.

De um modo geral, por via oral a biodisponibilidade de ciclodextrinas €
muito baixa, e, devido a sua falta de absorcéo a partir do periodo gastrointestinal, a
HP-B-CD parece ser o mais seguro (STELLA; HE, 2008). A HP-B-CD vem sendo
muito utilizada pela Food and Drug Administration (FDA) por ser autorizada como
recipiente para farmacos, e é classificada pela Generally Recognized as Safe
(GRAS) como segura na aplicacdo em alimentos (Food e Drug Administration,
2015).

Sua cavidade interna hidrofébica promove a encapsulacdo de farmacos
poucos sollveis, sendo uma alternativa para aumento da solubilizacdo do mesmo.
Além deste, a maioria de compostos farmacolégicos ativos apresentam alguma
degradacdo e, frequentemente, a atividade terapéutica € prejudicada pela
instabilidade do farmaco(LOFTSSON et al.,, 1996). O uso de complexos farmaco-
ciclodextrina diminui a toxicidade local e/ou sistémica e favorece o prolongamento da
atividade (ARAUJO et al., 2003).

CcD FFarmaco Complexo 1:1
farmaco-CD

Figura 8 - Complexo farmaco-ciclodextrina
Fonte:Adaptada de Loftsson (2001).
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Entretanto, farmacos encapsulados em ciclodextrinas sdo rapidamente
removidos da circulacdo sanguinea quando passam pelo sistema renal, fazendo
moléculas de B-ciclodextrinas induzirem toxicidade nos rins, especialmente depois
de uso cronico (FRANK et al., 1976; MCCORMACK et al., 1996; FATOUROS et al.,
2001). Quando injetados intravenosamente uma rapida dissociacao ocorre, quer por
diluicdo ou por deslocamento do farmaco por outros componentes do sangue.
Portanto, ciclodextrinas aumentam a disponibilidade, sem alterar a farmacocinética
dos farmacos(MCCORMACK et al., 1998).

Para solucionar esse problema propde utilizar o encapsulamento de agentes
terapéuticos em sistemas multicomponentes (ternario) como farmaco-ciclodextrina-
lipossoma (MCCORMACK et al., 1996; LOUKAS et al., 1998; MCCORMACK et al.,
1998; FATOUROS et al., 2001; HAGIWARA et al., 2006; MAESTRELLI et al., 2006;
PIEL et al., 2006).

As propriedades da complexacdo em CDs convém a um futuro bastante
promissor, uma vez que uma série de produtos na forma de complexo de inclusédo
com diferentes tipos de ciclodextrinas sdo estdo sendo comercializados, tais como:
albendazol, cloranfenicol, fluoxetina, indometacina, cetoprofeno, miconazol,
nifedipino, piroxican, tacrolimus (LOFTSSON; MASSON, 2011).

4.3 ANESTESICOS LOCAIS

Anestésicos locais (AL) sdo farmacos que determinam bloqueio reversivo da
conducgdo nervosa, com perda de sensagbes em area circunscrita do organismo,
sem alteracdo do grau de consciéncia (BRASIL, 2010), as quais constituem de um
grande numero de moléculas, de diferentes estruturas quimicas, como amino-
ésteres, amino-amidas, amino-cetonas, amidas - ionizaveis proximo ao pH fisiol6gico
(LAGAN; MCLURE, 2004) - alcoois, tio-ésteres, tio-amidas, derivados de uréia,
poliéteres, capazes de bloquear reversivelmente a conducdo do estimulo nervoso
(GUPTA, 1991; DE JONG, 1994).

Albert Niemann (1834-1861) utilizou o primeiro composto como AL, a

cocaina, um alcaloide isolado das folhas de Erithroxylon coca, com agcédo anestésica


https://pt.wikipedia.org/wiki/1834
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oftalmolégica (GRZYBOWSKI, 2008). ApOds ter sido utilizado durante longo tempo
foi substituida por outros farmacos, devido aos seus efeitos téxicos, como
dependéncia quimica e psiquica (RUETSCH et al., 2001). Desta forma surgiram
varios outros compostos sintéticos como: benzocaina, procaina, prilocaina,
lidocaina, mepivacaina, bupivacaina, ropivacaina, levobupivacaina entre outros
(STRICHARTZ, 1987; DE PAULA; SCHREIER, 1996; MALAMED, 2001) que
possuem funcgdes e aplicacdes variadas.

A acao regional dos ALs e a forma como sao aplicados é o que os diferem
dos anestésicos gerais, sendo os ultimos aplicados intravenosa ou subcutaneos.
(DE JONG, 1994). A acdo é caracterizada pela cadeia de hidrocarbonetos e a
estrutura do anel aromatico, as quais determinam a lipossolubilidade. Farmacos
lipossoluveis penetram mais facilmente na membrana celular para exercer seu efeito
(BRASIL, 2010).

O composto (S) — N-(2,6-dimetilfenil) — 1 — propilpiperidina-2-carboxamida,
conhecido como ropivacaina (RVC) (Figura 9) € um AL do tipo amina, que apresenta
estrutura e propriedades farmacoldgicas similares a bupivacaina e mepivacaina,
(ZUO et al.,, 2004) sendo um agente de longa duragcdo, que promove bloqueio
sensitivo de duracéo igual ou discretamente inferior, com periodo de bloqueio motor
e toxicidade nervosa e cardiaca menores que outros anestésicos (WOLFF et al.,
1995; FELDMAN et al., 1996).

H
N

E muito utilizada como AL em consultérios oftalmolégicos e clinicas
veterinarias (STILES et al., 2001; DINCEL et al., 2007). Estudos mostram sua

eficacia imediata em dores pdés-operatoria, atingindo a sua intensidade maxima

Figura 9 - Molécula de ropivacaina
Fonte: Prépria.

dentro de 6-8 horas de funcionamento como um resultado da liberacdo de
mediadores quimicos (SEYMOUR et al., 19985).
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Estudos apontam a RVC como melhor alternativa ao uso comparada a
bupivacaina, por induzir menor toxicidade para o sistema nervoso central sistema
cardiaco (KENNEDY et al., 2001), sendo atil na administracdo epidural, infiltracdo e
alivio da dor pés-operatéria (WHITESIDE; WILDSMITH, 2001).

4.4  SISTERMA TERNARIO: COMPLEXO DO ANESTESICO E CICLODEXTRINA
EM LIPOSSOMA

E uma proposta inicialmente realizada por Loukas et al (1998), evidenciando
o avanco da tecnologia para a producdo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas e de vesiculas lipossomais como carreadores de farmacos. O termo
carreamento ternario € o uso combinado desses dois carreadores, isto €: farmaco
sob a forma de complexo de inclusdo com ciclodextrina encapsulado em lipossomas.

Fatouros et al. (2001) por estudos mostraram que a principal
eficacia/caracteristica de um sistema de duplo carreamento é que o farmaco em
ciclodextrina em lipossoma possui a habilidade de complexar-se, em altas
quantidades, com as moléculas da ciclodextrina.

Ensaios de liberacdo in vitro mostraram liberagdo mais prolongada para o
sistema de duplo carreamento (betametasona-ciclodextrina-lipossomas) que
farmaco encapsulado em lipossomas, comprovando a principal propriedade do
lipossoma como “reservatério”, mesmo quando encapsularam complexos com
ciclodextrinas (PIEL et al., 2006).

Além disso, a encapsulacédo do complexo AL/CD em lipossomas mostrou ser
capaz de aumento na duracéo de acdo anestésica do farmaco e reduzir o tempo de
laténcia, em relagdo ao AL em LP. Estes resultados mostraram que o sistema
ternario aumentou a eficacia terapéutica do farmaco, evitando o uso de
vasoconstritores para prolongar o efeito anestésico (BRAGAGNI et al., 2010).

A presuncdo da maioria dos estudos estd voltada na tentativa de obter
formulacbes lipossomais quimica e fisicamente estaveis, capazes de tardar a

cinética de liberacédo do farmaco e apresentar um indice de toxicidade menor.
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45 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As técnicas de RMN de 'H no estudo da quimica supramolecular s&o
utilizadas por serem capazes de definir as interagdes intermoleculares, promovendo
evidencias sobre a topologia e formagcdo de complexos através do nudcleo do
hidrogénio (RMN de *H) (KAPUR et al., 2000).

O estudo das interacdes moleculares € importante para entender e explicar as
topologias dos complexos em solucdo. Neste sentido, as ligacoes de hidrogénio néo
s6 desempenham um papel importante para a estabilidade dessas estruturas, mas
também séo importantes em todos 0s processos bioquimicos.

Dessa maneira, diversos métodos de RMN de 'H serdo utilizados para
triagem e caracterizacdo dos complexos supramoleculares, tais como Diffusion-
ordered Spectroscopy (DOSY) (MORRIS et al.,, 1992) e Saturation Transfer
Difference (STD) (MEYER et al., 2003; CARLOMAGNO, 2005).

Diffusion-ordered Spectroscopy (DOSY): O experimento DOSY, que significa

espectroscopia de difusdo ordenada, € crescentemente utilizado para a
determinacdo da difusdo, levando em consideracdo o tamanho e forma das
moléculas. Os numeros de aplicacdes desta técnica em diferentes areas refletem a
importancia dos experimentos de difusdo como uma valiosa ferramenta para o
estudo de associa¢gdes e movimentos moleculares (PRICE, 1998; SCHLORER et al.,
2002).

O coeficiente de difusdo € um valor que representa a facilidade com que cada
soluto em particular se move em um solvente determinado. Depende de trés fatores:
tamanho e forma do soluto, viscosidade do solvente e temperatura. Este pode
fornecer informacgbes importantes sobre organizacdo molecular, uma vez que o
coeficiente de difusdo de uma determinada molécula sob certas condi¢cdes depende
do seu peso molecular, tamanho e forma, fica evidente a utilizacdo da difuséo para
estudo das interagdes moleculares ou eventos de complexagdes (STILBS, 1987).

O DOSY é um experimento rapido e proporciona uma visdo global da
dindmica translacional dos constituintes de uma mistura, sejam eles moléculas

peguenas, macromoléculas, complexos ou agregados moleculares.
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O coeficiente de difusdo para um complexo é obtido através da troca entre um
estado livre e complexado do ligante. Assim, o coeficiente de difusdao do complexo
livre e ligante livre é representado por Dcompi € Divie. DesSta maneira pode-se obter o

valor da fracdo do ligante complexado (fcomp) € @ constante de associagdo (Ka)
través das Equacdes 1 e 2, respectivamente.

fcompI: (Dlivre_Dcomp.)/( Dlivre_Dmacro) (1)

Ka = feompi/ (1 —feompr) ((Molécula receptora] —feompi [ligante]) 2

Com os valores de difusdo obtidos experimentalmente na equacdo 1,
calculam-se os valores aproximados da percentagem das populacdes de moléculas
receptoras complexadas com os ligantes. A partir da fracdo complexada é possivel
obter o valor para a constante de associacdo (K,) para complexo, utilizando a
equacao 2.

Saturation _Transfer Difference (STD): O método de (STD), do inglés a

7

diferenca na transferéncia de saturacdo, € um experimento de RMN baseado na
transferéncia de magnetizacdo de hidrogénios da molécula receptora (baixa
mobilidade molecular) e hidrogénios labeis, para hidrogénios do ligante (alta
mobilidade molecular) (KALK et al., 1976; MAYER et al.,, 1999; YAN et al,
2003).Sendo um experimento capaz de identificar interagcdes de baixa afinidade
entre ligantes ligados em receptores especificos com constante de dissociacédo (Kp)
entre 10°a 10 M.

O método de STD envolve a comparagdo de espectros de RMN de 'H do
complexo (ligante e molécula receptora) com espectros de complexos sobre
irradiacé@o (pulso on) e fora de irradiacao (pulso off). Para o complexo com pulso on
somente a magnetizagdo dos hidrogénios do receptor é afetada.Ospulsos de
radiofrequiéncia (rf) sdo seletivo, e aplicado numa frequéncia onde ocorrem sinais do
receptor e ndo dos ligantes. Para a irradiacdo no pulso off da ressonancia, usa-se a
mesma irradiacdo com o mesmo rf no mesmo intervalo de tempo, porém fora da

ressonancia do receptor e do ligante. A diferenca dos espectros (4l) € gerada pela
subtracdo dos espectros de RMN de *H on ressonancia e off da ressonancia (4l = lo
— lon) (MAYER et al., 2001).

A magnetizacdo do ligante que interage com a macromolécula é saturada, o

gue resulta em um sinal com intensidade reduzida na irradiacéo do pulso on (lo#>lon).
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O experimento fornece um mapa de interacdo (Equacao 3) que € fornecido somente
para os hidrogénios que receberam magnetizagao, ou seja, 0s que estao dentro do
complexo. Calcula-se a interacdo através da area dos sinais do espectro de STD

dividido pela area dos sinais fora de ressonancia (CABECA, 2009).

Astp = liora = lem / lfora = Istn/ lfora (3)



30

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 TIPO DE PESQUISA

A presente pesquisa tem cunho experimental, tendo por finalidade a analise
de interac6es intermoleculares do complexo ternario formado pelo anestésico local
ropivacaina e os carreadores 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e o lipossoma de longa
circulacao (lipossoma furtivo — LF) (RVC/HP-B-CD/LF) através de experimentos de
espectroscopia Uv-vis e espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN de
'H). Com isso pode-se determinar a proximidade intermolecular, o que indicara a
orientacao e posicionamento preferenciais do AL no interior da vesicula lipossomal,
as forcas de interacdo do complexo ternario, a eficiéncia e cinética de liberacdo do

farmaco.

5.2 MATERIAL EM ESTUDO

Os solventes, o AL ropivacaina e a HP-B-CD foram adquiridos da Sigma
Aldrich. Amostras de fosfatidilcolina de ovo (EPC), colesterol e o 1,2-distearoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenoglicol)] - 2000(DSPE-PEG-2000)
obtidos da Avast Lipids.

Os presentes reagentes foram adquiridos via recursos do Projeto Universal
CNPq Processo: 448908/2014-0.

5.3 METODOS

5.3.1 Preparacdo do complexo binario RVC/HP-3-CD
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Em uma solugéo tampéo fosfato em pH 7,4 foi preparada uma solugéo de
HP-B-CD variando na concentracao de 1, 2 ,3, 5, 6 e 8 mM e em seguida adicionado
um excesso da solucdo tampdo de RVC de 10 mM. A mistura foi agitada por 5
minutos e deixada por 24 horas em mesa agitadora. Uma aliquota de 200 uL foi
retirada, filtrada em membrana (millexfilter, Millipore, USA com poro de 0,45 pm) e
analisadas em espectrofotdbmetro UV-vis (item 6.3.3.1).

Amostras do complexo com concentracdes de 10 mM de RVC e 10 mM de
HP-B-CD (1:1 razdo molar) (Araujo et al., 2008) foram preparadas em D,O com o
objetivo de adquirir os espectros de RMN de *H.

5.3.2 Preparacdo do complexo ternario RVC/HP-B-CD/LF

Os lipossomas furtivos foram preparados a partir dos compostos de
fosfatidilcolina de ovo (EPC), colesterol (Sigma Aldrich) e de DSPE-PEG-2000
(Avast lipids) a uma razdo molar de 54:41:5. Os componentes foram solubilizados
em cloroférmio (CHCI3), que posteriormente foi retirado a temperatura ambiente para
obtencdo de um filme lipidico (HAERI et al., 2013). Em seguida, o filme lipidico foi
hidratado com o complexo binario (RVC/HP-B-CD), levado ao vortex por 15 mintutos
e levado a mesa agitadora por 24 horas. A suspensao lipossomal formou lipossomas
multilamelares, que por sua vez foram extrusados em membrana de policarbonato
de 400 nm por um mini-extrusor Avanti, para a obtencdo de vesiculas unilamelares
pequena (SUV).

Outro filme lipidico de mesma concentragédo foi hidratado com o complexo
binario, preparado anteriormente em D,Opara a aquisicdo de espectros de RMN de

'H, e atribuir os referentes hidrogénios pertencentes ao complexo.

5.3.3 Eficiéncia de complexacao por Uv-vis
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Qualquer metodologia utilizada para mapear a complexacdo de anestésicos
locais em ciclodextrinas serd pautada nas mudancas nas propriedades fisico-
guimicas do complexo, como exemplo a determinacdo de parametros como a
solubilidade, a constante de associacao (K,), alteracbes na absorbancia (UV-vis) e a
eficiéncia da complexacao (EC) (LOFTSSON et al., 2007).

Para célculo da eficiéncia de complexacdo utilizou-se o complexo binario
(solucdo de HP-B-CD variando na concentracdo de 1, 2 ,3, 5, 6 e 8 mM com excesso
de ropivacaina) e analise espectroscopia de UV-vis (Spectrometer Lambda 25). A
partir disso foi possivel calcular a eficiéncia da complexa¢édo (EC) de acordo com a
Equacéo 4 (LOFTSSON et al., 2005, 2007):

[RVC]

Ec=12L = 2
[cD]  1-b

onde b = coeficiente angular da reta.

5.3.4 Ressonancia magnética nuclear

Para as atribuicbes dos referentes hidrogénios pertencentes a cada
molécula do complexo binario de ternario. Aliquotas de 600 pL foram levadas ao
espectrometro de ressonancia em tubos de RMN de 5 mm de diametro. Os
experimentos foram conduzidos a 25 °C usando-se como referéncia o pico do
deutério residual (4,70 ppm) utilizado como trava do campo e ajuste da
homogeneidade do campo magnético.

Os experimentos de RMN foram realizados no Laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear da Universidade de Londrina — UEL, o equipamento utilizado foi o
Bruker 400 MHz para a frequéncia de hidrogénio, realizados com “softwares”

padrdes Bruker sob condigdes tipicas.

5.3.5 Experimento de DOSY

Foram utilizadas 16 amplitudes diferentes de gradientes e com otimizac&do do

tempo de difusdo de 0,06 s para os experimentos. O programa de processamento de
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dados utilizado foi o DOSY Toolbox. Através da média aritmética foram calculados
os coeficientes para cada sinal de cada espécie, com 0s respectivos desvios
padrées. Coeficientes com valores diferentes daqueles apresentados pela maioria
foram descartados.

Os resultados do método de andalise DOSY sao espectros de duas dimensbdes
(2D) com deslocamentos quimicos de RMN de *H em um eixo e o coeficiente de

difusdo calculado (10*°m?s™) no outro eixo.

5.3.6 Experimento de STD

Todos os experimentos de STD foram seletivamente saturados usando
sequéncia de pulsos Gaussianos em -0,5 ppm para aquisicdo on ressonancia e 30
ppm para a aquisicdo off ressonancia. Os experimentos foram processados
utilizando o software TOP SPIN.
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6 RESULTADOS

Para obter a adsor¢gdo maxima do farmaco RVC foi realizada uma curva para
encontrar sua linearidade por meio do espectro de varredura (Figura 10) em
triplicata, a qual foi observada que o maior pico de absorcao foi em 263 nm e com
maior intensidade para a concentracdo de 3,6 mM. Apos foi realizado curva de
calibragdo da RVC com concentracdes variando de 0,75-3,6 mM (Figura 11) pela
sua respectiva absortividade, que apresentou coeficiente de correlacdo linear de
0,97686.

» ] rpc0,075mM
a ———rpc0,1mM
rpc0,3mM
129 rpc0,5mM
1 rpc0,8mM
1.0 —— rpc1mM
T rpc1,45mM
g 0,8 —— rpc1,5mM
G ] rpc2,4mMm
2 0,6 —— rpc3,6mM
2 |
o)
< 044
0,2
0,0
T T T T T T T T T 1
225 250 275 300 325 350

nm

Figura 10 — Espectro de absorbancia da RVC [0,075-3,6 mmol L]
Fonte: Dados da pesquisa.
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0,8

0,6

Abs (263nm)

04

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,97686

Value Standard Error
Abs Intercept 0,05545 0,02741
Abs Slope 0,31576 0,01716

0,2

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 35 4,0
Concent. ropivacaina (mM)

Figura 11 - Curva de calibragdo para RVC medida por absor¢cdo em 263 nm
Fonte: Dados da pesquisa.

Com a curva de calibracdo p6de-se correlacionar e obter os valores para o
coeficiente linear e coeficiente angular. Por entremeio destes obtém-se o valor da

concentracédo de RVC, com y = absorbancia e x= concentracdo de RVC.

6.1 EFICIENCIA DE COMPLEXACAO

A eficiéncia de encapsulacéo foi determinada através da espectroscopia Uv-
vis, realizada com amostras do complexo binario RVC/HP-B-CD, porém a
concentracdo do farmaco foi mantida fixa (10 mM) enquanto a concentragdo de

ciclodextrina variava de 1-8 mM. O espectro pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12 - Espectro de Uv-vis para amostra de RPV (5 mM) e HP-B-CD com massa variavel
Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de absorbancia obtidos na Figura 12 foram usados para encontrar
o valor da concentracdo de RVC encapsulada, com auxilio da equacéo da reta da
curva de titulacdo (Figura 10). Esse resultado forneceu o gréafico da Figura 13, onde

|é-se concentracdo de RVC no eixo y e concentracédo de HP-B-CD no eixo X.

3,6
3,54 -

3,4

RVC (mM)

3,2 1

3,14

3,0 —r - 1 - 1 - 1 T 1 1 1 T 1T

HP-BCD (mM)

Figura 13 -Diagrama para RVC com aumento de HP-B-CD
Fonte: Dados da pesquisa.
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A partir do valor de b (coeficiente angular 0,075) da Figura 13 pode-se obter a
eficiéncia de complexacédo através da Equacao 4 apresentada no item 5.3.3. O valor
encontrado foi de 0,0810, o que corrobora com os valores encontrados na literatura
0,0896 (ARAUJO et al., 2008), e estd de acordo devido a hidrofobicidade
intermediaria da RVC. A pequena variacdo de resultado pode ser explicada pelo
baixo valor de R = 0,91046. O resultado mostra que ocorreu formagdo do complexo,

entretanto com baixa afinidade.

6.2 ANALISE DOS ESPECTROS DE RESSONANCIA (RMN DE *H)

A topografia e caracterizacdo do complexo de inclusdo proposto no trabalho
foram realizadas primeiramente por de experimentos de ressonancia magnética
nuclear de 'H. Os experimentos realizados abrangeram o complexo por inteiro, feito
para as moléculas de RVC, HP-B-CD, LF, RVC/HP-3-CD e RVC/HP-B-CDI/LF,
fornecendo evidéncias diretas da formacao dos complexos.

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam os espectros de RMN de *H do anestésico
local RVC, ciclodextrina (HP-B-CD) e do lipossoma furtivo (LF), respectivamente. O
deslocamento quimico dos hidrogénios de ambas as moléculas, assim como a
atribuicdo dos hidrogénios foram identificados com auxilio de dados da literatura
(PIRNAU et al., 2013; FRACETO et al., 2007).
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Figura 11 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) da RVC
[10 mmol L'l]; a (axial), e (equatorial)
Fonte: Dados da pesquisa.

As atribuicdes feitas para a molécula de RVC livre no espectro de RMN da
Figura 11 tem-se sinais em 7,14 ppm que séo atribuidos aos hidrogénios aromaticos
da molécula. O hidrogénio do carbono 7 se encontra no pico 4,12 ppm. Os
hidrogénios 12 e 1l,axay €stdo localizados entre 3-3,12 ppm seguidos dos
hidrogénios 84, 9e (equatorial) € 10e localizados entre 1,9-1,94 ppm (ARAUJO, 2008). Os
hidrogénos 13, 10, e 9, estéo localizados entre 1,6-1,8ppm. As metilas 15 e 16 estao
presentes como um singleto em 2,12 ppm. O sinal da metila 14, apresenta-se como

um tripleto localizado em 0,89 ppm.
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Figura 12 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) da
molécula de 2-hioxipropil-B-ciclodextrina [10mmol L™]
Fonte: Dados da pesquisa.

T T T T T T T T T T T T T
T.o 6.5 B.0 55 5.0 4.5 4.0

O espectro de RMN de 'H obtido par molécula de HP-B-CD (Figura 12)
apresenta hidrogénios nomeados de A até I. O deslocamento referente ao sinal 1,07
ppm é atribuido a metila da hidroxipropil ligado a ciclodextrina ao hidrogénio da HI.
Em 5,16 ppm observa-se o H anomerico. Entre 3,4 ppm e 4ppm estéo localizados os

demais hidrogénios da molécula.
A Figura 13 mostra o espectro de H do LF, observam-se sinais largos em

funcdo do tamanho da macroestrutura.
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Figura 13 - Espectro de RMN de H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
Lipossoma Furtivo [10 mmol L™
Fonte: Dados da pesquisa.

A Figura 14 e 15 apresentam os espectros de RMN de 'H pertencentes ao

complexo binario RVC/HP-3-CD e ao complexo ternario, respectivamente.

#108_LFC_RPC_HPBCD 001 esp e
=

380
214

0.90

u
P

5.00

15

516

T

g0 I 75 I Eul ‘ 65 I 60 I 55 I 5.0 ‘ 4.|5 40 35
Chemical Shift (ppm)
Figura 14 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, D,0O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
complexo de inclusdo RVC/HP-B-CD [10mmol L™

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 15 - Espectro de RMN de ‘H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
complexo ternario RVC/HP-B-CD/LF [50 mmol L™
Fonte: Dados da pesquisa.

O primeiro indicio de formac&do de complexo € a variacdo no deslocamento
quimico. Assim, quando a RVC, molécula hospede, esta inserida na cavidade
interna da ciclodextrina, causa mudancas no ambiente quimico dos hidrogénios
tanto da ciclodextrina quanto da RVC. Os valores de deslocamento quimico do

composto RVC livre e do complexo RVC/HP-B3-CD foram apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Atribuicé@o e deslocamento quimico dos 'H da RVC (10 mM), HP-B-CD (10 mM) e LF
(20 mM), em D,0O

H RVC RVC/HP-BCD Ad RVC/HP-BCD/LF Ad
(ppm) (Ppm) (ppm) (Ppm) (Ppm)
1,2,3 7,14 7,15 0,01 7,14 -
aromatico
7 4,12 4,10 -0,02 - -
8e 2,37 2,37 0 - -
11e 3,67 ? - - -
12, 11, 3,08 3,06 -0,02 3,17 0,09
15, 16 2,12 2,14 0,02 2,14 0,02
14 0,89 0,9 -0,01 0,90 0,01

Fonte: Dados da pesquisa.

Os maiores valores de variagédo de deslocamento quimico dos *H da
RVC foram para os hidrogénios 1la, 12, 7, 15 e 16 (Ad -0,02ppm). A pequena

variacdo de deslocamento quimico indica que a parte do ciclo piperidinico pode estar
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interagindo com a cavidade da HP-B-CD com maior intensidade do que a parte
aromatica da RVC.

A Tabela 2 também apresenta valores de deslocamento quimico da RVC em
complexo RVC/HP-B-CD/LF. Observa-se que a variacdo no deslocamento quimico
foi muito pequena, com excec¢do dos H12 e H11,, indicando que a molécula de RVC
continua dentro do HP-B-CD, também dos os sinais H12 e H11l, em destaque,
concluindo que a RVC continua encapsulada mesmo depois do segundo
carreamento via LF.

Quando levamos em consideracao a variagdo do deslocamento quimico dos
hidrogénios da HP-B-CD ndo se observa grandes variacoes (Tabela 3). A

sobreposicao dos sinais dificulta uma analise mais correta dos dados.

Tabela 3 - Sinais de RMN de 'H da HP-B-CD, RVC/HP-B-CD e RVC/HP-B-CD/LF (Deslocamentos

observados nos sinais de HP-B-CD)

H HP-B-CD (ppm) RVC/HP-B-CD (ppm) A (ppm)
A 5,16 5,15 0,01

B 3,65

C 3,95 3,95 0

D 3,44 3,44 0

E 3,77

F 3,79 3,80 0,01

I 1,07 1,08 0,01

Fonte: Dados da pesquisa.

Desta maneira, para confirmar a formag&o complexo, utilizaremos 0s recursos

adquiridos via experimentos de DOSY e STD.

6.3 ANALISE DOS ESPECTROS DE RMN DOS EXPERIMENTOS DOSY

O experimento RMN-DOSY foi realizado para obtencdo de mais informacdes

sobre o complexo binéario e ternario, a partir dos valores para a fracdo molar (fx) e a
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constante de associacao (K,). Estes dados foram obtidos através dos coeficientes de
difusdo (D) resultantes dos experimentos.

Foram realizados experimentos DOSY para o RVC em sua forma livre (Figura
16), HP-B-CD livre (Figura 17), LF livre (Figura 18), para o complexo binario

RVC/HP-B-CD (Figura 19) e para o complexo ternario (RVC/HP-B-CD/LF) (Figura
19).

Diffusion coefficient /107"°m?s™

1

L 1 L
2 1 ) -1

Chemical shift /[ppm

Figura 16 -Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) da RVC
[10mmol L]

Fonte: Dados da pesquisa.

Com o experimento obteve-se a média dos coeficientes de difusdo da
molécula e RVC: 4,08 10°m?s™.
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Chemical shift /ppm

Figura 17 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) da HP-
B-CD [10mmol L]

Fonte: Dados da pesquisa.
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Com o experimento obteve-se a dos coeficientes de difusdo da molécula de
HP-B-CD: 2,0410°m?s™.

o
T
1

Diffusion coefficient /10"%m? s

®
T

6 5
Chemical shift /ppm

Figura 18 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do LF
[10 mmol L™
Fonte: Dados da pesquisa.

Com o experimento obteve-se a média dos coeficientes de difusdo do
Lipossoma Furtivo: 0,15 10°m?s™.
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Figura 19 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
complexo de inclusdo RVC/HP-B-CD[10 mmol L™].
Fonte: Dados da pesquisa.
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Com o experimento obteve-se a média dos coeficientes de difusédo do
complexo de inclusdo RVC/HP-B-CD: 3,64 10 °m3s™,
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Figura 20 - Espectro de RMN-DOSY (400 MHz, D,0O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
complexo inclusdo RVC/HP-B-CD/LF [10 mmol L]
Fonte: Dados da pesquisa.

Com o experimento obteve-se a média dos coeficientes de difusdo do
complexo de inclusdo RVC/HP-B-CD/LF: 3,14 10°m?s™.

A partir dos valores de D obtidos, péde-se calcular a do ligante complexado
(feompl) Seguindo a Equagéo 2 (pag. 21) e com este valor determinou-se a constante
de associacéo (K,) Equacéo 3 (pag. 21). Os valores de D, f, e K, encontrados estdo

dispostos na Tabela 4, a qual os dados foram compilados para melhor assimilacao e

comparacao dos resultados.
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Tabela 4 — Coeficientes de Difuséo (D) do RVC, HP-B-CD, RVC/HP-B-CD e RVC/HP-B-CD/LF. E
constante de associacéo (K,) e fracdo molar (f,) dos complexos RVC/HP-B-CD e RVC/HP-B-
CD/LF

Composto/ D Frac&o molar do Ka
Complexo (10™®m?™  complexo fx 100 L/mol

RVC 4,08 ; 3

HP-B-CD 2,04 - -

LF 0,15 - -

RVC/HP-B-CD 3,64 0,22 37

RVC/HP-B-CD/LF 3,14 0,24 43

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao analisar os espectros das substancias livres pode-se observar uma grande
diferenca nos valores de D=4,08 10'°m?s™ para a RVC livre e D=2,04 10°m?s™
para HP-B-CD (Tabela 4). Isso ocorre em funcdo da molécula de RVC apresentar
uma estrutura menor, o que gera uma difusdo mais rapida em relacdo a HP-B-CD

gue se difunde mais lentamente devido a sua maior e mais complexa estrutura. A
andlise do espectro do complexo RVC/HP-B-CD (Figura 18) evidencia que a difuséo

do RVC em sua forma complexada sofreu uma reducdo (D=3,6410"°m?s™)
comparada a sua forma livre, afirmando a formacdo do complexo de inclusao.
Sobretudo, a reducdo no valor do coeficiente de difusdo foi ainda maior para o
complexo ternario (RVC/HP-B-CD/LF) com o valor médio de D=3,14 10°m?3s™.

Assim como afirma Lin et al. (1989), a formacdo de complexo de inclusao
numa solugcédo contendo um farmaco e ciclodextrina pode ser observada por reducéo
do seu coeficiente de difusdo. Quanto maior a diferenca entre D em solu¢gdo com
ciclodextrina comparativamente a D obtida a partir da solugdo sem ciclodextrina,
maior a fracdo do complexo de inclusdo de farmaco.

Nesse caso, foi obtida uma fracdo de complexo da ordem de 22% para o
complexo RVC/HP-B-CD e 24% RVC/HP-B-CD/LF, ou seja, aproximadamente 20%
da RVC esta complexada. Para a constante de associagéo tem-se 37 e 47 L/mol do
complexoRVC/HP-B-CD e RVC/HP-B-CD/LF respectivamente. Observa-se valores
baixos de K,, uma vez que o baixo valor de eficiencia de complexacéo, que vai de
encontro com o trabalho de Araujo et al. (2008). O sistema ternario também

apresentou um baixo valor para a fracdo complexada e consequentemente também

para a constante de associagao.
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6.4 AVALICAO DO COMPLEXO TERNARIO RVC/HP-B-CD/LF PELO
EXPERIMENTO DE STD

O experimento de STD proporcionou outra analise do complexo ternario
RVC/HP-B-CD/LF, analise esta que fornece informacfes dos hidrogénios da

molécula RVC e do HP-B-CD que estdo encapsulados na vesicula do LF (Figura 21).
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TzersyUseryGoogle Dri eSTECs\Heitor\Heitor TCC RMI-I\S{TD_”.

dcale : 164,589

RPC-HP-LF 4 10000 : "C:\Wsers\User'Google DrivelTCCs\Heitor\feitor TCC RHI-I\S_‘TD_"E
. . . Goale @ 0031893
B ; :

: RPC-HP-LF 3 1 : "C:\flzers\UseriGoogle DriveiTCCs\HeitoryHeitor TCC Rm-]\sgm_"[
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Figura 21 - A) Espectro de STD (irradiando em -0,5 ppm). B) Espectro controle (irradiando em
30 ppm). C) Espectro de RMN de 'H (400 MHz, D,O/ referéncia H,O residual em 4,7 ppm) do
complexo RVC/HP-B-CD/LF [50 mmol L'1]. Tempo total de saturagéo 2,55 s

Fonte: Dados da pesquisa.

A Figura 21C refere ao espectro de *HRMN do complexo ternario e pode se
observar que os sinais da RVC estédo alargados devido ao grau de interacdo com a
vesicula lipossomal. A Figura 21B refere-se ao espectro controle (fora de
ressonancia) e a Figura 21A ao espectro de STD. Na regido de 3 a 4 ppm o0s sinais
sdo mais intensos, pois séo referentes aos hidrogénios da HP-B-CD do polimero
PEG (que reveste a superficie do LF). Em funcdo da sobreposicdo dos sinais essa
regido foi descartada para analises de STD.

O espectro de STD (irradiado em -0,5 ppm) indicou que ocorreu a
transferéncia de saturacdo do lipossoma para hidrogénios da RVC e HP-B-CD
indicando que ambas as moléculas foram encapsuladas no LF.

Os hidrogénios da RVC com maior intensidade detransferéncia de saturacao
foram os do anel aromatico 100% (H1, H2, H3 ), seguidos do H15-H16 e H14 34% e
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35% respectivamente. No espectro de STD também aparece o sinal H12 e H11,,
porém nado foi possivel calcular o valor de transferéncia de STD, pois sua
intensidade ndo € significativa no espectro controle, ou seja, outros sinais
apresentam maior intensidade e sobrepdem a sua intensidade maxima. Entretanto,
pode-se considerar que ele estd complexado na vesicula lipossomal.

Os hidrogénios da HP-B-CD tambem apresentaram transferéncia de
saturacao. Os hidrogénios da regidao entre 3-4 ppm nao foram levados em
consideracdo em funcdo da sobreposicdo dos sinais. O HI apresentou 0,4% na

transferéncia de saturacédo, indicando o menor valor de transferéncia (Tabela 5).

Tabela 5 — Dados obtidos nos experimentos de STD

Frequéncia (ppm) Area STD Areafora de Mapa de STD
ressonanica normalizado.
HI HP-B-CD: 1,07 0,00018 6,5079 0,4%
H14 RVC: 0,90 0,0035 1,3873 34%
H1, H2, H3 RVC:7,14 0,0074 1,0000 100%
H15, H16 RVC:2,14 0,0049 1,8851 35%

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de transferéncia de saturacdo do LF para os hidrogénios RVC e
HP-B-CD confirmam a encapsulacdo do complexo de inclusdo RVC/HP-3-CD nas
vesiculas de LF. O espectro de STD mostra que a parte aroméatica apresenta maior
interacdo com a vesicula lipossomal, uma vez que os Hs da N-propil amina e do anel

piperidinico também estéo interagindo com o LF, porém, com menor intensidade.



49

8 CONCLUSAO

O primeiro indicio de complexacdo entre a molécula de RVC e HP-B-CD foi
encontrado analisando o deslocamento quimico nos espectros de RMN de *H da
espécie livre RVC e complexada em HP-B-CD. Os valores de variagdo de
deslocamento quimico também sugerem que a parte do anel estad inserida na
cavidade hidrofébica da HP-B-CD.

Os resultados RMN-DOSY mostraram que o coeficiente de difusdo da RVC livre
foi de 4,08 10'°m?s’ e depois de complexado pelo primeiro carregador
(ciclodextrina) diminui para 3,64 10'°m?s™, o que indica interacdo da molécula de
RVC com a HP-B-CD. A fracdo complexada e a constante de associagdo foram
baixas indicando fraca interacdo tanto para o sistema binario quanto para o sistema
ternario. Entretanto, foi possivel observar que no sistema ternério os resultados
mostraram que a interacdo da RVC com o sistema hospede foi um pouco maior (K,
43 L/mol) do que para o binario (37 L/mol).

A encapsulacdo do complexo RVC/HP-3-CD em LF foi comprovada através dos
experimentos obtidos de RMN-STD. Ambas as moléculas de RVC e HP-B-CD foram
encapsuladas, uma vez que o experimento de STD indicou transferéncias de
saturacdo do LF para os hidrogénios externos da HP-B-CD e hidrogénios da
molécula de RVC.

Apds a comprovacdo da encapsulacédo pude concluir que o trabalho realizado
com uso das técnicas de RMN foi de grande satisfacdo. O que abre portas para
novos estudos, visando o melhor sistema para protecéo do farmaco e liberacdo, uma

vez que o campo de estudo em quimica supramolecular cresce exponencialmente.
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