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Resumo

No presente trabalho foram preparados e caracterizados sistemas supramoleculares e
poliméricos envolvendo a [-ciclodextrina. Mais especificamente, foi estudado o sistema
héspede:hospedeiro entre a B-ciclodextrina e o BPP10c, peptideo potencializador de bradicinina,
com atividade anti-hipertensiva. Envolveu ainda o estudo da auto-agregacdo da [-ciclodextrina, bem
como a influéncia de uma molécula modelo solivel em agua, a Ampicilina (AMP) um antibidtico de
amplo espectro de acdo, sobre esse fendmeno de agregacdo. Finalmente foram estudadas as
propriedades fotocromicas da p-ciclodextrina e do polimero (PMAA) modificados com a
espiropirano, visando a aplicagcdo desses materiais como suporte celular.

Os estudos de ressonancia magnética nuclear com o auxilio dos resultados obtidos por
calorimetria de titulacdo isotérmica permitiram propor o modo de interacdo entre essas moléculas
de BPP10c e AMP com a BCD. Os parametros termodinamicos de interagdo para esses sistemas
supramoleculares indicaram a espontaneidade do processo de formag¢do dos complexos de incluséo,
indicando para a molécula de AMP que diferentes estequiometrias poderiam co-existir em solugao,
resultado que ndo foi observado para o BPP10c que apresentou um sitio de interagdo preferencial.

Os experimentos de FTIR-ATR e dicroismo circular demonstraram que a intera¢do da BCD
com o peptideo ndo alterou de forma significativa a estruturacdo secundaria do BPP10c. Porém,
para o sistema formado pela auto-agregacdo da BCD, a presenca da molécula hdspede (AMP)
demonstrou uma dependéncia entre a concentrag¢do de BCD e a forma do agregado. Os célculos de
dindmica molecular permitiram propor os arranjos espaciais dos agregados de BCD, corroborando os
resultados experimentais.

O estudo dos materiais fotocromicos sintetizados nesse trabalho demonstram que esses
apresentam fotocromismo reverso e que o processo de isomerizacdao dos materiais é dependente da
vizinhanca da molécula de espiropirano, demonstrando uma maior velocidade de isomerizacdo para
a BCDsp. As nanofibras obtidas por eletrofiagdo a base do polimero PMAABCDs, apresentaram uma
maior caracteristica hidrofébica, quando esse material é comparado com as nanofibras de PMAA.
Além disso, foi determinada a dependéncia das caracteristicas hidrofdbicas da superficie do material

apos a irradiacdo de luz UV ou visivel.

Palavras-chave: ciclodextrina, quimica supramolecular, complexo de inclusdo, auto-agregacdo,

polimeros, fotocrémismo, pardmetros termodindmicos.

XV



Abstract

Herein, supramolecular systems involving -cyclodextrin and polymer matrix were prepared
and characterized. More specifically, the host-guest system formed between B-cyclodextrin and
BPP10c, a bradykinin potentiating peptide with antihypertensive action, was studied. Additionally,
the B-cyclodextrin self-assembly was investigated, as well as, the influence of the Ampicillin (AMP), a
broad spectrum antibiotic highly water soluble, in the self-assembly process. Moreover, the
photochromic properties of the modified B-cyclodextrin and the PMAA polymer with spiropyran
were studied looking forward their application as support for cellular growth.

Combining the nuclear resonance magnetic and isothermal titration calorimetry results, the
supramolecular interactions between BPP10c and AMP with BCD were obtained. The
thermodynamic inclusion parameters for these supramolecular systems indicated the spontaneity of
the inclusion process. In addition, for the BCD:AMP supramolecular system, these results indicated
that different stoichiometries can exist simultaneously in solution, which was not observed for the
BCD:BPP10 system, since only one binding site was observed between these molecules.

The FTIR-ATR and circular dichroism results demonstrated that the BCD:BPP10c interaction
was not able to modify significantly the peptide secondary structure, however, the AMP molecule
was capable to change the supramolecular arrange of the PCD aggregates, indicating the
dependence between BCD concentration and the aggregate arrange. Molecular dynamics simulation
allowed proposing the tridimensional structure for the BCD aggregates and these complexes, are in
agreement with the experimental finds.

The photochromic materials synthesized in this work based on spiropyran molecule
presented reverse photochromism and it was also observed that their isomerization rates depend on
the microenvironment around the spiropyran molecule. In this sense, the BCDsp molecule presented
the fastest isomerization rate comparing to the other materials synthesized, PMAAs, and
PMAABCDsp. The PMAABCDsp electrospun nanofibers surface was more hydrophobic than those
nanofibers obtained from PMAA polymer. Moreover, this hydrophobicity observed for the

PMAABCDsp was light dependent, indicating the presence of the spiropyran on the mats surface.

Key words: cyclodextrin, supramolecular chemistry, inclusion complex, self-aggregation, polymers,
photochromism, thermodynamic parameters
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Introdug¢do

“Chorces have to be made. Chance and circumstance
also play a part in what went in and what had to be left out.”
Steven A. Edwards



Capitulo 1: Introdugéo

1. Introdugdo

1.1. A Auto-organizagdo e a Quimica Supramolecular

A automontagem é a associacdo espontanea de diversos componentes moleculares para
formar um agregado discreto, nao covalente ligado e com uma estrutura definida, além de envolver
processos de reconhecimento molecular.’ Neste sentido, a auto-organizacdo de atomos, moléculas
ou mesmo nanoestruturas é considerada uma técnica eficiente para a construcdo de nanomateriais
com propriedades especificas, sob condicdes termodinamicas apropriadas.”* Entretanto, projetar
essas estruturas em escala nanométrica com forma e tamanho uniformes, controlando sua
composicdo, com propriedades de superficie caracteristicas e ainda organiza-las em uma, duas e trés
dimensGes com estrutura espacial previsivel € um grande desafio para os cientistas que trabalham
com quimica supramolecular. Essa dificuldade se deve ao fato da dificuldade em se obter
informacbes sobre o(s) mecanismo(s) de interagdo entre as moléculas, fator que é indispensavel
para compreensao do sistema, principalmente para que futuras aplicacGes praticas destes
nanomateriais possam ser alcancadas de maneira eficaz.”

A auto-organizagao é tradicionalmente definida como a associagdo espontanea e reversivel
de estruturas dispostas em uma geometria tri-dimensional sob condicdes especificas.®’ Existem duas
formas principais para a definicdo da auto-organizacdo, a estdtica e a dindmica. Na auto-organizacao
estatica os atomos, as moléculas ou as estruturas monoméricas encontram-se em equilibrio com os
agregados formados. Neste sistema, as forcas intermoleculares tais como, forcas eletrostaticas, de
van der Waals ou ainda ligacdes de hidrogénio favorecem a formacdo espontanea das estruturas
supramoleculares. Por outro lado, a auto-organizacdao dinamica é definida pelo processo no qual as
estruturas de partida ndo se encontram em equilibrio com os nanoagregados e a energia que
estabiliza e mantém essas estruturas organizadas é fornecida pelo sistema.””

Os nanoagregados formados a partir da interacdo entre os mon6meros sdo estabilizados por
um balanco de forgas atrativas e repulsivas. Esse fendmeno pode ser observado, por exemplo, para
as micelas formadas pela associacdo de moléculas de surfactante, na qual um balango entre forgas
atrativas (efeito hidrofébico) e forgas repulsivas (repulsdo eletrostatica e/ou hidratagdo) estabiliza o
sistema sem nenhum tipo de ligacdo covalente. Como ndo ha formacao de ligacGes covalentes, os
monomeros estdo em equilibrio com aquelas moléculas de surfactante que formam as micelas em
solucdo e a concentracdo necessaria para a formacdo da primeira micela é chamada de
concentracdo micelar critica, cmc.® Os agregados formados por moléculas de surfactante n3o s3o os
Unicos sistemas que se enquadram nos processos de auto-organiza¢do e auto-agregagdo. Sistemas

formados por suspensdes coloidais e emulsées também apresentam um balango de forgas atrativas
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Capitulo 1: Introdugéo

e repulsivas que irdo determinar a estabilidade dos agregados. Porém, as forcas atrativas e
repulsivas para esses sistemas podem ser diferentes daquelas observadas para a formacdo de
micelas.®*°

Dois modelos termodinamicos sdo utilizados para explicar o processo de formacdo das
micelas em solucdo: o modelo de acdo das massas e o modelo da separacdo da pseudofase. O
modelo de acdo das massas trata a formacao da micela como sendo a reacdo de um certo numero
de mondmeros para que haja a formacao do agregado. Ja no modelo da separacao da pseudofase, o
processo de micelizacdo é tratado como uma transi¢do de fase, entre a fase monomeérica e a micelar.
Essa abordagem é muito Util para explicar a variacdo de concentragdo do mondmero e da micela em
funcdo da concentra¢do de surfactante. Ambos os modelos apresentam vantagens e desvantagens,
porém os dois s3o capazes de descrever o processo de micelizagio de forma satisfatéria.®

Para as entidades formadoras de agregados antes da concentragdo de agregacao critica, cac,
a maioria de suas propriedades sdo equivalentes aquelas observadas para os mondmeros.
Entretanto, para concentracBes mais elevadas (acima da cac) algumas propriedades podem variar
guando comparadas com aquelas verificadas para os monémeros, como por exemplo, a tensao
superficial e a pressdao osmodtica podem tornar-se constantes, enquanto que a intensidade de luz
espalhada pode aumentar e o coeficiente de difusdao diminuir. A Figura 1.1 apresenta a variacdo de

algumas dessas propriedades dos monémeros em solucdo em fungdo de sua concentragdo.'

|
™N Pressdia osmdtica
|

Turbidez

Solubilidade

Propriedade magnética

Tensdo superficial

Condutividade

Difusdo

—— >
cac concentraclio
Figura 1.1: Representacdo esquematica entre a dependéncia da concentracdo e algumas

propriedades fisico-quimicas para sistemas auto-agregados.
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O fato de algumas propriedades fisico-quimicas dos nanoagregados serem diferentes
daquelas observadas para os monomeros isolados pode favorecer a aplicacdo dessas nanoestruturas
para diversas areas da ciéncia, dentre as quais podemos ressaltar a liberacdo controlada de
farmacos. Esses nanoagregados quando utilizados como carreadores de farmacos sdo capazes de
vetorizar o farmaco a um ponto especifico do organismo, aumentando sua especificidade, reduzindo

1214 Além  das

assim a toxicidade e, consequentemente, melhorando a eficdcia do mesmo.
propriedades mencionadas acima para os sistemas supramoleculares e nanoagregados, esses podem
apresentar uma melhor permeabilidade nos sitios de acdo, permitindo assim diferentes rotas de
administracdo do medicamento, como por exemplo, oral, intravenosa, transdérmica e a ainda a
nasal.*>®

Apesar dos grandes avangos no desenvolvimento e estudo de diferentes sistemas para a
liberacdo controlada de farmacos para algumas classes de macromoléculas com potencial agao
terapéutica, como é o caso dos peptideos e das proteinas, a administracdo por via oral ndo é
favoravel, devido as diferentes barreiras apresentadas no sistema gastrointestinal.”” Dentre os
problemas na administracdo por via oral podem ser mencionadas a sua baixa biodisponibilidade,
devido ao grande tamanho e solubilidade caracteristica.'® A alta solubilidade em solventes polares
da maioria dos peptideos e para as proteinas influenciam de forma determinante na
biodisponibilidade dessas moléculas, uma vez que um minimo de hidrofobia é necessaria para que
essas moléculas sejam absorvidas de forma passiva.> Como a maioria dos peptideos e proteinas

2023 5y aprovados'’ como medicamentos apresentam um alto carater hidrofilico, a

estudados
biodisponibilidade dessas moléculas fica limitada, fazendo com que essas necessitem ser associadas
a algum tipo de sistema de liberagdo modificada. Outro obstaculo na administracdo dos peptideos e
das proteinas por via oral estd relacionado a vulnerabilidade destas moléculas no trato
gastrointestinal, a degradacdo enzimdatica ou quimica, o que resulta em uma baixa
biodisponibilidade.®

Desta forma, diversas alternativas para sistemas de liberagdo, visando a administra¢do oral
de peptideos e de proteinas tém sido estudadas. Dentre esses sistemas a utilizacdo de polimeros
naturais ou sintéticos, biodegraddveis ou ndo, representam grande parte das alternativas
utilizadas.”* Adicionalmente aos polimeros, a Quimica Supramolecular também tem sido
amplamente empregada no desenvolvimento de sistemas carreadores de moléculas bioativas.”?’

Neste sentido, o nosso grupo de pesquisa tem utilizado tal estratégia que envolve
ciclodextrinas como carreadores de peptideos, principalmente, daqueles com a¢do hipotensora com
20-23

o intuito de suprir as limitacdes descritas anteriormente para essa classe de macromoléculas.

Dentre os diferentes peptideos estudados com potencial atividade hipotensora pode ser destacada a
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classe dos BPPs, os peptideos potencializadores de bradicinina, que sdo oriundos do veneno de
Brothops jararaca. A associagdo dessas moléculas com ciclodextrinas estd baseada em estudos
prévios dos peptideos que demonstram a potencial aplicacdo dessas moléculas como farmacos com

20,28-31

atividade anti-hipertensiva. Dentre esses peptideos podemos destacar o BPP10c, cuja estrutura

é apresentada na Figura 1.2 que possui a seguinte sequéncia primaria: Pyr-Asn-Trp-Pro-His-Pro-GIn-

Ile-Pro-Pro-OH.
NH
T
o HaG o
| P\ V.
o EZ\\ /C‘\ Pl e NH _GHy Ho—e?
S eH N (l: /C/) e Sy Hj’c o
l N 7N
HN =° e CH Hae— // c—N
NH; ~ P \”/ AN 03 \CH/C\N
o
=
HN & /
\N 2
H \CH2
© HoN
\C __CH,
Vi
o

Figura 1.2: Férmula estrutural do peptideo BPP10c.

A area de pesquisa conhecida como quimica supramolecular pode ser definida como “a
quimica que vai além da molécula”. Essa definicdo surgiu uma vez que essa area tem como objetivo
principal investigar o modo como as moléculas ou as entidades isoladas se agrupam e interagem
entre si, para formar sistemas ou agregados moleculares de diferentes tamanhos e com
propriedades especificas.*® Estes agregados ou sistemas supramoleculares moleculares formados
pela associacdo de duas ou mais moléculas, através de interacdes nao covalentes, sdo conhecidos
como supermoléculas.®

A quimica supramolecular tem se difundido de forma rdpida devido a sua grande
contribuicdo em diversas areas da ciéncia e da tecnologia, incluindo a nanociéncia e a
nanotecnologia. Sendo assim, a quimica supramolecular pode ser dividida em trés principais
subdreas segundo alguns autores: (i) a quimica relacionada ao reconhecimento molecular, (ii) aos
sistemas do tipo hdspede-hospedeiro e (iii) aos sistemas auto-organizados e aos agregados
moleculares. Sistemas como os lipossomas, os surfactantes, os capsideos, os polimeros
supramoleculares e ainda as ciclodextrinas podem ser considerados sistemas supramoleculares, os

quais tém sido amplamente aplicados como sistemas de liberacdo de farmacos.***’ Neste contexto,
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as ciclodextrinas tém desempenhado um papel importante como sistemas de liberagdo,
. ;. . . . . T 38
principalmente por suas caracteristicas multifuncionais e a sua biocompatibilidade.

Embora as ciclodextrinas tenham sido descobertas ha mais de 100 anos, periodo no qual
esta classe de moléculas foi estudada por diversas dreas da ciéncia e da tecnologia, a investigacao
dos processos de auto-organizacdo e de auto-agregacdao em solucdo sé tem sido descrita na
literatura recentemente, devido ao avango das técnicas de caracterizacdo tanto em solugao quanto

4,39-41

no estado sélido. Para as ciclodextrinas naturais (aCD, BCD e yCD) agregados moleculares com

tamanho entre 150 a 300 nm, dependendo da concentracdo de ciclodextrina, do pH da solucdo, do
modo de preparo da solug3o e ainda do tipo de ciclodextrina s3o reportados.***

A estabilidade dos agregados moleculares formados por ciclodextrinas, considerando-as
como surfactante,* pode ser descrita como o balango de forcas atrativas e forcas repulsivas.*®*4*
Além desse balanco entre forcas atrativas e repulsivas, o processo de agregacdao ou associacao
dependerd também do meio no qual esse processo ocorrera, particularmente do solvente. Sendo
assim, se esse meio for alterado a estrutura supramolecular formada podera ser quebrada.*** S3o
descritos na literatura sistemas demonstrando a auto-organizacdao e a auto-agregacdao de
ciclodextrinas naturais e modificadas em solugdo. 31434647

Com o objetivo de caracterizar esses agregados moleculares, técnicas de microscopia tém
sido amplamente utilizadas na determinac¢do do arranjo estrutural formado, enquanto que as
técnicas de espalhamento de luz tém auxiliado de forma significativa na identificacdo do tamanho

3940434699 Fntretanto, ainda n3o é bem descrita na literatura

dos agregados formados em solucdo.
para os sistemas envolvendo as ciclodextrinas a correlacdo entre a forma do agregado, o nimero de
moléculas de ciclodextrina por agregado e seu tamanho. Além disso, mesmo com o grande numero
de resultados disponiveis na literatura, os parametros termodindmicos que comprovam 0 processo
de auto-agregacdo das ciclodextrinas naturais ainda ndo sao descritos.

No contexto dos sistemas de liberacdao modificada, a formacao dos agregados moleculares
formados pela associacdo de diversas moléculas de ciclodextrina pode ser um fator adicional que
explicaria o perfil sustentado de liberagdo das moléculas hdospedes da cavidade da ciclodextrina. Isso
porque, ndo somente um sistema do tipo hospede-hospedeiro precisaria ser dissociado, mas sim um
grande numero de ligacGes de hidrogénio e outras forcas atrativas necessitariam ser rompidas para
que a molécula ativa fosse liberada para o meio, como apresentado na Figura 1.3. Outro ponto
importante relacionado a auto-agregacdo diz respeito a formagdo do complexo de inclusdo, para

moléculas que apresentam baixa constante de afinidade com a cavidade das ciclodextrinas. Uma vez

formado os agregados formados por moléculas de ciclodextrina, tais moléculas héspedes nao seriam
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capazes de quebrar os agregados supramoleculares formados e desta forma ndo haveria a formacao

dos complexos de inclus3o.”

Ciclodextrina Farmaco Complexo

Agregado molecular

Figure 1.3: Representagdo esquematica do processo de auto-agregacdo dos complexos

supramoleculares.

Diferentes sistemas supramoleculares envolvendo ciclodextrinas tém sido estudados pelo
grupo de pesquisa, demonstrando a formac¢do de agregados moleculares e o equilibrio entre
diferentes formas de inclusdo das moléculas hdspedes na cavidade das ciclodextrinas.”>> Neste
contexto, diferentes classes de farmacos foram estudadas, dentre essas os antimicrobianos
(clorexidina e hidroclorotiazida), anti-depressivos (fluoxetina e imipramina) e ainda os antibioticos

como a ampicilina®®*’

, apresentada na Figura 1.4. Esses trabalhos tém demonstrado a dependéncia
da atividade bioldgica do fdrmaco em funcdo da concentracdo de ciclodextrina utilizada no preparo

do complexo de inclusao.

I
H H S CHs
C CH N VRN /
he Xx¢ S NHHG /C\CH
H(|:| C|)H (|)| \C/N\CH 3
~NF /
H % ONa
O +

Figura 1.4: Férmula estrutural do sal de sédio da Ampicilina.

1.2. As Ciclodextrinas e Suas Aplicagoes

As ciclodextrinas pertencem a classe dos oligossacarideos ciclicos constituidos por unidades

glicosidicas, na qual cada mon6mero apresenta-se na conformacdo do tipo cadeira e suas unidades
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s3o unidas por ligagdes do tipo a-1,4.”” Durante o periodo de descoberta das ciclodextrinas, de 1891
a meados de 1930, as trés principais ciclodextrinas naturais (o-, - e y-ciclodextrina) foram obtidas
através da hidrélise enzimatica do amido. Porém, as respectivas massas moleculares e estruturas
quimicas foram conhecidas somente em 1938, durante o periodo de investigacdo dessas
moléculas.””*® Atualmente, as ciclodextrinas naturais s3o obtidas através da digestdo enzimatica do
amido pela enzima ciclodextrina glicosil transferase (CGTase) que apresenta como vantagem ser
mais ativa e especifica para a produgdo de a.CD, BCD e yCD, Figura 1.5.”’
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Figura 1.5: Representagdo estrutural da: a) a-ciclodextrina, b) B-ciclodextrina e c) y-ciclodextrina.

Estas trés ciclodextrinas, aCD, BCD e yCD, sdo as principais ciclodextrinas naturais que
apresentam maior interesse do ponto de vista tecnoldgico. Esses trés macrociclos possuem
respectivamente 6, 7 e 8 unidades glicosidicas. No estado sdlido estas ciclodextrinas encontram-se
hidratadas com uma média de 6, 11 e 17 moléculas de dgua, as quais podem estar localizadas tanto
no interior da cavidade, quanto entre as moléculas das ciclodextrinas.®®

Além das ciclodextrinas obtidas naturalmente, macrociclos modificados podem ser
sintetizados utilizando diferentes rotas sintéticas. Essas macromoléculas podem ser modificadas por
diversas razées como, por exemplo, obter uma ciclodextrina com a solubilidade desejada em um
solvente especifico. Logo, a estratégia de sintese depende do produto final desejado; se o objetivo é
uma ciclodextrina altamente solivel em agua entdo a substituicdo das hidroxilas presentes nas
bordas do cone em grupos sulfatos pode ser facilmente realizada. Entretanto, se o produto de
interesse é uma ciclodextrina solivel em solventes organicos a substituicdo dos grupos hidroxila por
grupos éteres deve ser realizada. Porém, em ambos os casos relatados acima, o produto final ndo
apresentard uma substituicio homogénea, dificultando a caracterizacdo.”® Além desses exemplos

mais simples, as ciclodextrinas tém sido modificadas com diferentes grupos funcionais, formando
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bis-ciclodextrinas, ciclodextrinas ligadas a cadeia lateral de polimeros e polimeros formados por
diversas moléculas de ciclodextrinas entre outros exemplos.®®’

As ciclodextrinas modificadas sao obtidas através da substituicdo das hidroxilas primarias
(OH 6) ou das hidroxilas secundarias (OH 2 e 3), Figura 1.6. Dois fatores importantes devem ser
considerados na sintese das ciclodextrinas modificadas: a nucleofilicidade das hidroxilas e a
habilidade das ciclodextrinas em formarem complexos de inclusdo com os reagentes utilizados na
sintese. Dentre as trés hidroxilas presentes nas ciclodextrinas, aquelas localizadas na posi¢do 6 sdo
as menos acidas. Os grupos localizados nas posi¢gdes 2 sdo os mais acidos e 0s grupos na posicdo 3 os

6889 Desta forma, sob condicGes normais, um reagente eletrofilico ira atacar as

mais inacessiveis.
hidroxilas nas posi¢des 6, entretanto, reagentes mais reativos atacarao as hidroxilas da ciclodextrina
de forma menos seletiva, levando a mistura de produtos mono-, di- ou trissubstituidos reagindo
ainda com as hidroxilas primarias e/ou secunddrias localizadas nas duas faces da molécula de

ciclodextrina.>

OH

OH

CH OH

Figura 1.6: a) Formula estrutural da unidade glicosidica da ciclodextrina na conformacdo cadeira e b)

representacdo esquemadtica da estrutura da B-ciclodextrina.

As propriedades fisicas e quimicas das ciclodextrinas estdo diretamente relacionadas a
estrutura das mesmas. As liga¢Ges glicosidicas (C;—0,—C,) presentes na ciclodextrina, fazem com que
a estrutura seja relativamente rigida e nao perfeitamente simétrica. A geometria das ciclodextrinas é
comumente descrita como sendo a de um cone truncado e como consequéncia da conformacgdo de
cadeira dos monoémeros, as hidroxilas primarias encontram-se situadas na borda de menor didmetro
do cone, enquanto que as hidroxilas secundarias estdo localizadas na borda de maior diametro da

molécula, como apresentado na Figura 1.7.%®
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Figura 1.7: Representagdo esquematica da estrutura em cone da ciclodextrina.

Embora as ciclodextrinas sejam relativamente sollveis em agua, uma diferenca de
solubilidade é observada entre a o.CD (145,0 mg.mL™), a BCD (18,5 mg.mL") e a yCD (232,0 mg.mL™).
Esta diferenca é explicada pela formacdo de ligacbes de hidrogénio intramoleculares entre as
hidroxilas secundarias (OH 2 e 3). A estrutura mais rigida observada para a BCD é consequéncia da
formacdo de ligagGes de hidrogénio entre todas as hidroxilas secundarias, conferindo a BCD uma
menor solubilidade em agua do que a a.CD e a yCD. Como a a.CD apresenta uma unidade glicosidica
distorcida, as seis possiveis ligagcdes de hidrogénio intramoleculares ndo ocorrem, favorecendo assim
a sua alta solubilidade em agua. Ja a maior solubilidade observada para a yCD deve-se ao fato desta
apresentar uma estrutura mais flexivel, desfavorecendo as interagdes intramoleculares, levando a
sua maior solubilidade em 4gua.’® Alguns autores atribuem ainda que as diferentes de solubilidades
observadas para a a-, 3- e yCD estdo relacionadas com a formacdo de agregados moleculares em
solucdo, diminuindo a solubilidade das ciclodextrinas.*!

Embora algumas hidroxilas localizadas na parte externa do cone estejam comprometidas
efetuando liga¢gdes de hidrogénio intramoleculares, as ciclodextrinas possuem uma capacidade de
serem solvatadas, o que confere um carater hidrofilico a esta parte da molécula. No interior da
cavidade das ciclodextrinas encontram-se presentes os hidrogénios dos grupos CH 3 e 5 e ainda os
grupos C;—0,—C,4, 0os quais fazem ligagcdes de hidrogénio com as moléculas de agua presentes na
cavidade. Essas ligacGes de hidrogénio apresentam um alto carater energético, quando comparadas
com ligacbes de hidrogénio convencionais presentes em solugdao. Desta forma, esse aspecto
contrario a presenga das moléculas de dgua no interior da cavidade confere a esta parte da molécula
um carater mais hidrofébico.”®

Devido a essas propriedades citadas anteriormente sobre as ciclodextrinas, como a
solubilidade, caracteristicas anfifilicas, sua biocompatibilidade e seu baixo custo, estas
macromoléculas tém sido amplamente utilizadas com sistemas hospedeiros para outros tipos

moléculas através da formag3o de complexos de inclusdo ou complexos de associaggo.?’26385870.71
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As interacdes intermoleculares como as ligacdes de hidrogénio, forcas de van der Waals, efeito
hidrofébico e interacdes eletrostaticas sdo as principais forcas que estabilizam esses sistemas
supramoleculares.””” Esses sistemas do tipo héspede-hospedeiro envolvendo ciclodextrinas tém
sido extensivamente investigados para diversas classes de moléculas, organicas ou inorganicas,?®’>%
com aplicacdes na industria téxtil, de alimentos, de cosméticos e farmacéutica, nesta ultima tendo
como principal foco a busca por sistemas modificados de liberacdo de farmacos.?%*""*8

As ciclodextrinas tém demonstrado um papel importante no contexto farmacéutico, uma
vez que apds a formacdo do complexo de inclusdo, as ciclodextrinas sdo capazes de alterar
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas das moléculas incluidas. Para alguns farmacos incluidos
em ciclodextrinas, a solubilidade pode ser modificada, aumentando a sua biodisponibilidade e
consequentemente reduzindo os efeitos colaterais pré-existentes.®? Além disso, um aumento na
estabilidade fisica e quimica pode ser obtido com a complexagdao com a ciclodextrina, eliminando
propriedades indesejadas.®®

O processo de formacdo dos complexos de inclusdo em solucdo pode ser descrito pela saida
das moléculas de dgua do interior da cavidade, com posterior inclusdo da molécula hospede, ou
parte desta na ciclodextrina, como descrito nas Equacdes 1.1 e 1.2. Na qual “S” é a molécula
hdspede, “CD” a ciclodextrina “CD,S,,” o complexo de inclusdo. Os indices estequiométricos da

nou n

reacdo sdo representados por “n”, “m”, “q” e “K¢q” a constante de equilibrio.”®

Keq

nS + mCD.qH,0 CD,S, + qH,© Eq. 1.1
Ou de forma simplificada
nS + mCD CD,Sp, Eq. 1.2

Entretanto, os parametros termodindmicos para o processo de inclusdo nem sempre sdo
obtidos de forma simples e direta. Isso porque as técnicas de caracterizacdo fisico-quimicas
existentes e aplicadas aos sistemas supramoleculares envolvendo ciclodextrinas ndo sdo capazes de
distinguir as espécies livres (a ciclodextrina e a molécula hospede ndo complexada) das espécies
complexadas (complexos de inclusdo).®® Outra limitagdo dos modelos existentes para determinacdo
dos parametros termodinamicos de complexacdao é a impossibilidade de obtencdo destes dados

guando ha a possibilidade de existirem diferentes estequiometrias em solucdo simultaneamente,
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como por exemplo, sistemas envolvendo a interagdo de uma ciclodextrina com duas moléculas
hdspedes, duas ciclodextrinas com uma unica molécula héspede ou ainda a presenca de agregados
51,52,84,85 s ™ P
moleculares. Isso porque os modelos matematicos utilizados nos cdlculos da constante de
formacao assumem que o complexo hdspede-hospedeiro formado é uma solucdo ideal, na qual esse
complexo é individual e independente dos outros, ndo levando em consideracdo agregados
e A s . . . 83

moleculares formados ou existéncia de diferentes estequiometrias.

Aproveitando-se das propriedades relacionadas as interagdes ndo covalentes envolvendo as
ciclodextrinas e as moléculas hdspedes, esses macrociclos tém sido aplicados em diferentes

807377 Dentre esses materiais a associacdo das ciclodextrinas com polimeros tem tido

materiais.
grande destaque. Essas associacGes podem acontecer através da sintese de polimeros a base de
ciclodextrinas, nos quais as moléculas de ciclodextrina sdo ligadas covalentemente com a utilizagao

de um ligante ponte entre os macrociclos, formando as poli-ciclodextrinas.®®¢%%¢%’

A interagao
dessas poli-ciclodextrinas com outros polimeros podem levar a formacdo de hidrogéis devido a
inclusdo de parte da cadeia lateral do polimero hdéspede nas cavidades das ciclodextrinas,
favorecendo a utilizacdo como sistema de liberagdo de farmaco.®

Outra possibilidade de associacdo das ciclodextrinas com polimeros é através da
modificacdo da cadeia lateral do polimero com a molécula de ciclodextrina.®’ Logo, esse novo
polimero apresentard propriedades oriundas das ciclodextrinas e ainda aquelas presentes no
sistema polimérico, ampliando as aplicacdes dos materiais obtidos em areas tais como a de sistemas
de liberacdo de farmacos na forma de micro- e nanoesferas, hidrogéis, filmes finos e
nanofibras.®%¢"888

Uma alternativa para ampliar a utilizagdo dos materiais poliméricos modificados com
ciclodextrinas seria o emprego de técnicas de producdo de estruturas poliméricas com diferentes

arranjos.”® Dentre essas metodologias, a técnica de eletrofiacdo poderia ser uma alternativa, devido

a sua grande versatilidade na obtencdo de diferentes arranjos estruturais a base polimérica.

1.3. Eletrofia¢do

O processo que utiliza forgas eletrostaticas para formar fibras sintéticas é chamado de
eletrofiacdo. Essa metodologia é conhecida ha mais de 100 anos e possui seus fundamentos

baseados em estudos anteriores.”*

A evolucdo do uso de corrente elétrica para a obtengdo de
fibras iniciou-se em 1745, quando Bose descreveu a formacgdo de aerossol através da aplicagdo de
um corrente elétrica alta em solugdes. O primeiro equipamento que utilizou corrente elétrica para a

obtengdo de um jato liquido foi patenteado por Cooley e Morton em 1902 e 1903. Porém, somente
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em 1934, Anton Formhals patenteou o primeiro equipamento no qual fibra polimérica a base de
celulose utilizando-se como solvente acetona/alcool pdde ser obtida, demonstrando a viabilidade do
processo de eletrofiacdo.”

Embora a invencdo de Formhals apresenta grandes avangos comparados aos métodos
descritos anteriormente, alguns problemas ainda eram observados em seu equipamento. Um desses
problemas estava relacionado com a curta distdncia entre o bico injetor e a placa coletora. A
pequena distancia entre os eletrodos impossibilitava a evaporacdao completa do solvente durante o
processo de obtencdo das fibras, fazendo com que fossem obtidas fibras poliméricas com superficie
irregular e de dificil remocdo da placa coletora. Entretanto, em uma segunda patente, uma maior
distancia entre os eletrodos foi utilizada solucionando esse problema observado previamente.
Adicionalmente a maior distancia utilizada, multiplos bicos injetores, bem como, as diferentes
orientacBes entre os eletrodos também foram descritas nesse trabalho.”

Apesar dessas e de outras publica¢cdes sobre a técnica de eletrofiacdo, somente na década
de 90 o processo de obtencdo de fibras poliméricas recebeu atencdo substancial pela comunidade
académica. Esse feito deve-se as pesquisas iniciadas pelo grupo de pesquisa do professor Darrel H.
Reneker, da Universidade de Akron.’*%?

Em um tipico experimento de eletrofiacdo em escala laboratorial, a solu¢gdo de um polimero

é bombeada através de uma agulha fina ou bico injetor com didmetro na ordem de 100 um, como

representado na Figura 1.8a.

=T

\J
Solugdo polimérica

~ Bicoinjetor

-
;— By 4
g

Eletrodocoletor T

Figura 1.8: a) representacdo esquematica do aparelho de eletrofiagdo b) formacdo do cone de Taylor
para a solugdo de oxido de polietileno a 5 % ap0ds diferentes voltagens aplicadas® c) nanofibras
obtidas por eletrofiacdo de: (1) polivinilpirrolidona com nanoparticulas de éxido de ferro®, (2) 6xido
de polietileno com nanotubos de carbono®, (3) nanofibras concéntricas do copolimero poliestireno-
B-dimetilsilixano com &cido polimetacrilico®, (4) copolimero fluoreno-trifenilamina com zedlita

fluorescente”, (5) polivinilpirrolidona com AgS® e (6) poliuretano.”
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O bico injetor de metal ira servir como eletrodo, na qual uma corrente elétrica é aplicada. A
uma distancia aproximada de 10 a 25 cm é posicionado um eletrodo com polaridade contraria
aquela aplicada no bico injetor ou ainda pode ser utilizada uma placa coletora aterrada, a qual
servird de placa suporte para as fibras formadas. O alinhamento entre os eletrodos, bico injetor e
placa coletora, é significante no processo de obtencdo das fibras para favorecer o jato polimérico.
Porém, esses dois eletrodos podem ser posicionados tanto horizontal quanto verticalmente, Neste
dltimo as fibras podem ser obtidas de baixo para cima.?#%10%102

A diferenca de voltagem aplicada entre o bico injetor e a placa coletora é responsavel por
uma deformacdo em forma de cone na gota polimérica pendente presente no bico injetor, como
demonstrado na Figura 1.8b. Para a obtencdo da gota pendente pode ser utilizada bomba
peristaltica, a forga gravitacional ou mesmo um fluxo de gds. O cone formado durante a formagao da
fibra é conhecido como cone de Taylor, em homenagem as pesquisas de Geoffrey Taylor nos anos 60
que identificou esse fendmeno.’® Durante o tempo no qual o jato de polimero é formado do bico
injetor até placa coletora ocorre a evaporacao do solvente, levando assim a deposicdo da fibra seca
no coletor.

Uma razdo para o crescente interesse na area das fibras obtidas por eletrofiacdo deve-se as
suas aplicacbes praticas e académicas em diferentes areas da ciéncia, como demonstrado no
exemplo da Figura 1.8c, na qual diferentes polimeros foram utilizados para a obtencdo de fibras
funcionalizadas com diferentes materiais. Esse aumento na pesquisa de fibras obtidas por
eletrofiacdo pode ser confirmado também pelo crescimento exponencial no nimero de patentes e
publicacbes na area no periodo de 1994 a 2006, além da possibilidade de obtencdo de fibras
poliméricas em condicBes laboratoriais e ainda em escala industrial.*

A utilizacdo da técnica de eletrofiagdo possibilita a obtengdo de fibras Unicas com diametros

9092104 Eoca capacidade de obtencdo de fibras em

que podem variar entre 10 e 10.000 nanémetros.
uma escala compativel com a escala bioldgica tem renovado ainda mais o interesse pela técnica,
levando a aplicagGes em areas tais como a de engenharia de tecidos e sistemas de liberacdao de
farmacos, além de aplicacdes em sistemas de filtracdo e purificacdo de materiais em solucdo, como

apresentado na Figura 1.9.°*%
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Figura 1.9: Comparag3o de tamanho entre fibras obtidas por eletrofiagio e outros materiais.”*

Embora a técnica de eletrofiacdo possibilite a obtencdo de fibras com diferentes
propriedades de superficie e didmetros, existem alguns parametros que podem influenciar de forma
significativa na formacdo desses materiais e em sua estrutura. Dentre esses parametros podemos
destacar a diferenga de voltagem aplicada entre o bico injetor e a placa coletora, fluxo de injecdo da
solucdo de polimero e a distancia entre os eletrodos injetor e coletor.”'%

Uma das principais diferengas observadas na morfologia das fibras é verificada quando a
voltagem aplicada ao bico injetor é reduzida, originando gotas poliméricas no meio das fibras como
demonstrado na Figura 1.10a, quando comparado com aquelas fibras que apresentam uma
superficie regular, Figura 1.10b. A presenca das gotas poliméricas na estrutura das nanofibras ndo é
prejudicial para a estrutura do material, essas gotas muitas vezes s3o necessdrias para que
propriedades especificas de superficie sejam adquiridas.’®*°®® Dentre as propriedades mais afetadas
destaca-se a alteracdo do carater hidrofilico da superficie do material. Nesse sentido a presenca de
gotas poliméricas aumenta a hidrofobia da superficie devido ao aumento da rugosidade do material.

Porém, é observada uma reducdo na propriedade mecanica das fibras, uma vez que grande parte do

polimero encontra-se presente nas gotas poliméricas e n3o nas fibras.

.
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Figura 1.10: Fibras obtidas por eletrofiagdo a base de a) poliestireno em dimetilformamida al0 % e

(|

b) poliestireno em dimetilformamida 10 % em presenca de B-ciclodextrina.'*
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O parametro de fluxo de injecdo influencia diretamente no didmetro das fibras obtidas,
desta forma, quanto maior o fluxo de injecdo maior o didmetro das fibras. J4 a distancia entre a
placa coletora e o bico injetor ira influenciar na secagem das fibras, portanto quanto maior a
distancia utilizada maior a possibilidade de obtencdo de fibras secas na placa coletora.”* A
concentracdo do polimero também é um fator que influencia na obtencdo das fibras, uma vez que
solugdes muito concentradas impedem a formacdo do jato de fibra. Além desses parametros, a
volatilidade e a condutividade do solvente influenciam na presenca de poros na estrutura da fibra e
na estabilidade do jato polimérico, como mostrado respectivamente nas Figuras 1.11a, 1.11b, 11ce
1.11d.”* Embora, uma relagdo geral possa ser verificada entre os pardmetros de obtenc3o das fibras
e sua morfologia, é importante ressaltar que essa relacdo pode variar para cada sistema

polimero/solvente.

c)

Figura 1.11: Nanofibras obtidas por eletrofiacdo: a) acido poli lactico em THF??, b) 4cido poli

(metacrilico) em DMF®’ e dxido polietileno em c) dgua e d) 4gua destilada.'*

Com a ampla diversidade de fibras obtidas por eletrofiacdo nas mais diversas formas e com a
utilizacdo de diferentes polimeros, a aplicacdo desses materiais tem se expandido a cada dia,
originando materiais com propriedade de filtracao, sistemas de liberacao de farmacos, matrizes para

112 pentre os diversos

crescimento de tecidos e ainda com aplicacdo em equipamentos eletrénicos.
materiais que podem ser inseridos na matriz polimérica das fibras, aqueles materiais ou moléculas

com propriedades fotocrdmicas tém sido investigados para diversas aplicagdes.'®
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Moléculas fotocromicas sdao aquelas que apresentam a capacidade de mudar de cor quando
irradiadas por um comprimento de onda especifico, cujo processo pode ser revertido pela irradiacdo
com outro comprimento de onda. Geralmente, as moléculas fotocrodmicas apresentam propriedades
solvatocrémicas e termocromicas, onde o solvente ou temperatura também sdo capazes de
isomerizar a molécula.’*® A classe dos espiropiranos compreende um grupo de moléculas organicas
gue podem ser modificadas pela irradiacdo de luz, permitindo processos reversiveis entre a forma
sem cor de cadeia fechada, forma espiro (SP), e a forma colorida de cadeia aberta, forma
merocianina (MC), Figura 1.12."* As moléculas de espiropiranos s3o moléculas que apresentam
resposta fotocrémica, solvatocromica e termocrémica, as quais envolvem a quebra da ligacdo C-0O

da molécula e a ionizagdo na dupla ligagdo.'®

uv NO,

—_—
—

no, Visivel

Espiro (SP)

N o]

R
Merocianina (MC)

Figura 1.12: Estruturas da molécula de espiro (SP) e merocianina (MC) que sdo obtidas pela

irradiacdo por luz ultravioleta e visivel.

Enquanto a molécula de MC apresenta uma grande conjugacdao do sistema w e alto
momento de dipolo devido a natureza zwiteridnica, a molécula na forma SP ndo é completamente
conjugada, apresenta os anéis aromaticos perpendiculares, sdo neutras e possuem um pequeno
momento de dipolo.”***® Assim como outros materiais dependentes de estimulos externos para
serem utilizados, os materiais fotocromicos dependem da irradiacdo para que a isomerizacao

ocorra. 1%

121

Os espiropiranos foram caracterizados inicialmente na década de 50°°" e desde entdo essas

moléculas tém sido incorporadas em diferentes matrizes organicas ou inorganicas com aplicacdes

100,114116,122.123 4 ambiente guimico e fisico

gue vao de dispositivos dpticos a materiais biocompativeis.
ao redor dessas moléculas podem alterar significantemente suas propriedades fotocrémicas como, o
numero de vezes que a molécula pode ser isomerizada ou mesmo determinar qual das formas

isoméricas é a mais estavel.'*® Para os espiropiranos, dois tipos de fotocrdmismo tém sido
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observados, o normal quando a forma fechada é observada em ambientes escuros (sem luz) e o
fotocromismo reverso, quando a forma aberta e colorida, é a mais estdvel em solucdo na ausencia
de qu.124,125

O fendbmeno de fotocromismo reverso tem sido atribuido a estabilizacdo da forma aberta via
ligacdo de hidrogénio com o microambiente ao redor da molécula.”***?® Neste sentido, uma forma
de manter ou mesmo adaptar as propriedades fisicas e quimicas dessa classe de moléculas pode ser
através da encapsulacdo destas em uma matriz apropriada.’?’ Isso tem sido feito tanto pela
modificagdo quimica da molécula ou pela adigdo ndo covalente destas no interior de matrizes

119,128,129

poliméricas ou na cavidade das ciclodextrinas utilizando-se dos principios da quimica

116125 Nesse sentido, a utilizagdo de sistemas nanométricos com

supramolecular e da nanotecnologia.
diferentes arranjos espaciais pode favorecer e viabilizar o emprego desses materiais fotocromicos e
ainda direcionar a aplicacdo desses nanomateriais para diferentes sistemas, como por exemplo,

sistemas de liberagao de farmacos, dispositivos épticos, eletronicos e para biosensores.

1.4. Objetivos
1.4.1 Objetivos Gerais:

Face ao apresentado sobre o estado da arte para os sistemas envolvendo as ciclodextrinas e
as suas aplicacGes, o presente trabalho tem como objetivo geral preparar e caracterizar os sistemas
supramoleculares envolvendo a p-ciclodextrina e as moléculas hdspedes com potencial
farmacéutico. Além de sintetizar materiais inteligentes através da associa¢do da BCD com matrizes

poliméricas.

1.4.2 Objetivos Especificos:

Preparar os complexos de inclusdo entre a B-ciclodextrina e as moléculas héspedes: BPP10c
e a Ampicilina.

Caracterizar os sistemas supramoleculares formados pela interagdo entre a -ciclodextrina e
as moléculas hdspedes utilizando diferentes técnicas de caracterizagao em solugao.

Investigar os parametros termodinamicos de interagdo entre as moléculas hdspedes e a B-
ciclodextrina com o objetivo de propor o arranjo espacial formado pelo complexo de inclusao.

Investigar o processo de auto-agregacdo da f-ciclodextrina tanto em solu¢do aquosa quanto

no estado sdlido, determinando o ponto da concentracdo de agregacao critica, os parametros
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termodindamicos de interacdo entre as moléculas e o nimero de moléculas de ciclodextrina por
unidade de agregado.

Avaliar a influéncia de um fdrmaco hidrossoluvel no processo de auto-agregacdo da BCD
para inferir ndo somente sobre o arranjo espacial formado.

Sintetizar materiais poliméricos com propriedades fotocromicas a base de B-ciclodextrina.

Caracterizar o sistema polimérico e a B-ciclodextrina modificada para confirmar a estrutura
das moléculas sintetizadas.

Investigar a cinética de isomerizacdo para determinar a velocidade de interconversdo dos
isbmeros da molécula fotocromica presente nos materiais sintetizados.

Determinar a reversibilidade da molécula fotocromica para conhecer o nimero de vezes que
a molécula podera ser isomerizada.

Preparar nanofibras a base desse polimero com o intuito de estudar as propriedades desse
material, caracterizando esses materiais tanto por técnica de microscopia quando por técnica
espectroscépica.

Caracterizar as propriedades de superficie, como a hidrofobia e a hidrofilia, em func¢do do

tipo de isdmero por técnica de angulo de contato da dgua com a superficie do material.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

Todos os reagentes (solventes e matérias-primas) foram utilizados como recebidos sem
purificacdo prévia. O peptideo BPP10c foi gentilmente cedido pelo COINFAR, Consércio das

Industrias Farmacéuticas — Pesquisa e Desenvolvimento Ltda.

Codigo BCD

Férmula molecular C4;H70035.11H,0

Massa molecular média 1135 g.mol*

Solubilidade em 4gua a 25 oC®® 15,9 mmol.L™

Ponto de fusdo** 311,31 °C

Fabricante Xiamem Mchem Pharma LTD
Lote 20031210

Cadigo BPP10c

Seqiéncia primaria Pyr*-Asn-Trp-Pro-His-Pro-GIn-lle-Pro-Pro-OH
Formula molecular Cs7H77N15014

Massa molecular média 1196,31 g.mol'1

Solubilidade em &gua Pelo menos 1,0 mg.mL™
Fabricante Bachem

Lote B03264

*Pyr — Acido Piroglutémico.

Outros reagentes e solventes:

1. Agua tipo 1: Milli-Q — Millipore.

Agua tipo 1: Milli-Q — Millipore filtrada em membrana Durapore (Millipore) 0,1 um.
Oxido de deutério (D,0): Cambridge Isotope Laboratories, Inc. 99,9 % de pureza.
Dimetil sulféxido 46: Cambridge Isotope Laboratories, Inc. 99,9 % de pureza.
1,3-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC): Sigma-Aldrich.

2,3,3 trimetil 3H indol: Sigma-Aldrich.

Acido 3-iodo propiénico. Sigma-Aldrich.

© N o vk~ W N

2-hidroxi 5-nitrobenzaldeido: Sigma-Aldrich.
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9. Piperidina: Sigma-Aldrich.

10. 2-Butanona: Sigma-Aldrich.

11. 3-iodo 1-propanol: Sigma-Aldrich.

12. Tetrahidrofurano: Sigma-Aldrich.

13. N,N-dimetil formamida: Sigma-Aldrich.
14. Piridina: Sigma-Aldrich.

15. Diclometano: OmniSolv.

16. Triclorometano: OmniSolv.

17. Dimetilformamida: Sigma-Aldrich.

18. Acido Poli (metacrilico): Polyscience, Inc.
19. Ampicilina: Sigma-Aldrich.

20. Acido a-ciano-4-hidrocinamico: Sigma-Aldrich.

21. 2,5-dihidroxibenzdico: Sigma-Aldrich.

2.2. Descrigdo dos Experimentos

2.2.1. Preparo do complexo de inclusdo

Para o preparo dos complexos de inclusdo entre as moléculas hdospede e a molécula

23235152 Este método de preparo consiste em

hospedeira foi utilizado o método de liofilizagdo.
solubilizar tanto a molécula héspede quanto a CD em solugdo aquosa, mantendo-os sob agitagdo
por uma tempo suficiente para que o equilibrio entre as espécies livres e complexadas seja atingido,
formando assim o complexo de inclusdo. Para os dois sistemas estudados, a solucdo foi mantida sob
agitacdo por pelo menos trés horas. Apds o periodo de agitacdo, a solucdo foi imediatamente
congelada em nitrogénio liquido e entdo o material foi submetido ao processo de liofilizacao até que
o solido seco fosse obtido.

Para ambos os sistemas foram utilizadas uma razdo molar de 1:1 entre a molécula
hospedeira (B-ciclodextrina) e as moléculas hdspedes (BPP10c ou Ampicilina). Para o sistema
supramolecular formado entre o peptideo e a BCD, foram dissolvidos em aproximadamente 50 mL
de agua 47,4 e 50,0 mg de B-ciclodextrina e de BPP10c, respectivamente. Para o sistema formado

entre a Ampicilina e a p-ciclodextrina foram utilizadas as massas de 152,8 e 50,0 mg,

respectivamente, para a molécula héspede e para a hospedeira.
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2.2.2. Sintese das moléculas SP, fCDsp, PMAA [SCDsp e PMAA p

Abaixo é descrita a sintese da molécula de espiropirano, Figura 2.1, segundo trabalhos

BL132 Eoram sintetizadas duas moléculas de espiropirano

previamente descritos na literatura.
diferentes, cuja a diferenca entre estas moléculas encontra-se no grupo “R”, parte alifdtica da
molécula, como apresentado na Figura 2.1. Logo, dois grupos funcionais foram posicionados na
parte terminal da cadeia alifatica: o acido propilico (—CH,CH,COOH) e o alcool propilico (-
CH,CH,CH,0H). A sintese das duas moléculas, uma contendo o grupo acido carboxilico (SPCOOH) e

outra com o grupo alcool (SPCOH) na parte alifdtica da molécula, foi necessaria para a sintese da j3-

ciclodextrina modifica (BCDsp) e do polimero modificado (PMAAgp), respectivamente.

Espiro (SP)

Merocianina (MC)

Figura 2.1: Férmula estrutural dos isomeros da molécula de espiropirano.

A molécula de SPCOOH, aquela com o grupo 4cido terminal, foi sintetizada de acordo com
Fissi et. al. 1995. Para isso, foi feita a reacao do 2,3,3-trimetil-3H-indol (10, 1 mL, 0,06 mol.L') com o
acido 3-iodo-1-propidnico (12,6 g, 0,06 mol.L™) sob aquecimento a 100 °C (refluxo) em atmosfera de
argonio durante trés horas. O material sélido, iodeto de 1-(B-carboxietil)-2,3,3-trimetil-3H-indol,
resultante da reacdo, foi dissolvido em agua (aproximadamente 100 mL) e essa solucdo aquosa foi
lavada com cloroférmio e a dgua removida a baixa pressdo. O sélido obtido a partir da fase aquosa,
apods secagem em estufa, foi utilizado para a etapa seguinte da reagao sem purificagao prévia.

Desta forma, 14 g (0,04 mol.L™") do iodeto de 1-(B-carboxietil)-2,3,3-trimetil-3H-indol, 6,5 g
(0,04 mol.L'") de 2-hidroxi-5-nitrobenzaldeido e 3,8 mL (0,04 mol.L™") de piperidina foram dissolvidos
em 2-butanona e a soluc3o agitada por trés horas sob refluxo a 78 °C em atmosfera de argénio. Apds

esse periodo, a temperatura e a agitacdao foram desligadas e o material foi mantido em repouso
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durante 12 horas, para que um precipitado amarelo fosse obtido. Esse material foi filtrado, lavado
com metanol e seco em estufa, originando o SPCOOH (75 % de rendimento).

A sintese da molécula com o grupo funcional alcool na parte terminal da cadeia alifatica
(SPCOH) foi realizada de forma semelhante aquela descrita anteriormente para a molécula de
SPCOOH.™ Logo, 10 mL (0,06 M) do 2,3,3-trimetil-3H-indol foi adicionado ao &lcool 3-iodo-1-
propanol (11,7 g, 0,06 M) sob aquecimento a 100 °C sob refluxo, em atmosfera de argdnio durante
trés horas. O material resultante da reacdo foi dissolvido em agua (aproximadamente 100 mL) e essa
solucdo aquosa foi lavada com cloroférmio e a 4gua removida a baixa pressdo, dando origem a um
6leo amarelado, o qual foi utilizado na segunda etapa da reacdo.

Aproximadamente 14 g do material obtido anteriormente, 6,5 g (0,04 moI.L'l) de 2-hidroxi-5-
nitrobenzaldeido e 3,8 mL (0,04 mol.L™) de piperidina foram dissolvidos em 2-butanona e a solucdo
agitada por trés horas (refluxo) a 78 °C em atmosfera de argdnio. Apds esse periodo, a temperatura
foi desligada assim como a agitacdo e o material foi mantido em repouso durante 12 horas, para que
um precipitado roxo escuro fosse obtido. O material foi filtrado, lavado com etanol e seco em estufa,
originando o SPCOH (70 % de rendimento).

Para essa sintese foram dissolvidos em piridina (aproximadamente 40 mL), 0,76 g (2,0
mmol.L'") de SPCOOH (1) em presenca de 1,03 g (5,0 mmol.L"") de 1,3-diciclo-hexilcarbodiimida
(DCC) (2) e a solucdo mantida sob agitacdo durante 10 minutos em atmosfera de argbénio, dando
origem ao intermedidrio (3).

A essa solugdo foi adicionado 2,3 g (2,0 mmol.L™) de B-ciclodextrina (4) dissolvidos em
aproximadamente 50 mL de piridina. Durante a adigdo da solugdo de BCD a solugdo de SPCOOH a
reacdo foi resfriada com banho de gelo, permanecendo assim durante 12 horas. A agitacdo foi
mantida por mais 24 horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a solucdo foi filtrada para
remover a diciclohexilureia (DCU) (4). O solvente (piridina) foi removido a baixa pressdo e o sélido
obtido lavado com diclorometano e filtrado.

Para a separagao da ciclodextrinas di- e trisubstituidas com a molécula de SPCOOH o sélido
resultante foi dissolvido em dgua (200 mL) a aproximadamente 50 °C e a solu¢do filtrada. A solucdo
aquosa resultante foi adicionada tetrahidrofurano para precipitar a B-ciclodextrina ndo modificada.
O procedimento de recristalizacdo foi repetido varias vezes para remover toda a -ciclodextrina que
ndo reagiu. O THF foi removido a baixa pressdo e a solucdo aquosa resultante foi liofilizada para
obtencdo de um sélido roxo BCDsp (6) (25 %de rendimento).'****

A estratégia de sintese utilizando DCC e piridina como solvente foi utilizada para a sintese do
polimero modificado com a BCDsp, 0 PMAABCDsp. Desta forma, 1,5 g de do acido poli (metacrilico) e

0,32 g de DCC foram dissolvidos em 20 mL de piridina. A solugdo de BCDsp, 1,5 g em 30 mL de
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piridina, foi adicionada a solucdo contento o polimero. A solucdo resultante foi mantida sob agitacao
por trés dias a temperatura ambiente em atmosfera de argbnio. Foi adicionado aproximadamente 5
mL de solucdo de NaOH a 0,25 % p/v a essa solucdo para que o DCC precipitasse como DCU. Essa
solucdo foi seca a baixa pressdo, removendo a piridina, e o material sélido lavado com
diclorometano para remover o DCC e o DCU. Para a purificacdo do material o sélido resultante foi
dissolvido em agua e essa solucdo dialisada em dgua durante cinco dias utilizando Slide-A-Lyzer
dialysis cassettes MWCO 20 KDa, Pierce. O material resultante dentro da cela de didlise foi
congelado e liofilizado para obteng¢do do polimero modificado, PMAABCDsp (70 % de rendimento).
Para a sintese do polimero com a molécula de SPCOH, o PMAAs;, 0 mesmo procedimento
acima foi utilizado. Porém, nesse caso 0,32 g DCC foram adicionados a solucdo do polimero 1,5 g
com posterior adicdo da solucdo de SPCOH 0,32 g em piridina. O procedimento de secagem e

purificagdo foi realizado da mesma forma como descrito para o polimero PMAABCDsp.

2.2.3. Ressondncia Magnética Nuclear

Para o peptideo, BPP10c, foram utilizadas solu¢des de D,0 e D,0/H,0 a 10 % de solvente
deuterado. Os experimentos foram obtidos a temperatura de 5 e 20 °C em espectrdmetro Bruker
DRX 400 AVANCE (400 MHz) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais
e Varian INOVA — 500 AS (500 MHz), Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS em Campinas,
Sdo Paulo.

Para a caracterizacdo estrutural do BPP10c foram utilizados experimentos uni- e
bidimensionais, dentre esses: experimentos hidrogénio (‘*H), carbono (*C) e o método de
intensificacdo da distorcdo por transferéncia de polarizacdo, “Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer”, (DEPT). Esse experimento permite a determinacdo dos carbonos
hidrogenados e a distincdo entre os grupos CH;, CH, e CH."*® Os experimentos bidimensionais
homonucleares utilizados foram *H/*H TOCSY “Total Correlation Spectroscopy” e *H/*H 2D NOESY
“Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy” e heteronucleares 'H/**C HSQC “Heteronuclear
Single Quantum Coherence”, 'H/*C HMBC “Heteronuclear Multiple Bond Coherence”. Os
experimentos de 'H/*H TOCSY e *H/*H NOESY permitem identificar correlagdes escalares e dipolares,
respectivamente entre os hidrogénios. Os experimentos heteronucleares 'H/"c HsQcC permitem
identificar correlaces diretas entre carbonos e hidrogénios, enquanto que o experimento de *H/**C
HMBC possibilita correlacionar a longa distancia hidrogénios e carbonos (4 e %). A
complementaridade desses experimentos faz possivel a atribuicdo dos sinais de hidrogénio e

carbono de macromoléculas.
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Para a caracterizacdo do complexo supramolecular preparado pelo método de liofilizacao
descrito na Se¢do 2.3.1, a razdo molar de 1:1 BCD/BPP10c, foram realizados experimentos de
hidrogénio, 'H/"H NOESY e DOSY “Diffusion-Ordered Spectroscopy”. Esses experimentos foram
realizados para avaliar se o peptideo interage com a ciclodextrina e de que modo esta interacdo
ocorre.

Os espectros de RMN para o complexo de inclusdo formado pela interagdo da BCD com a
Ampicilina foram obtidos em um equipamento Bruker DRX 600 AVANCE (600 MHz). Esses
experimentos foram realizados no Department of Chemistry's Instrumentation Facility do
Massachusetts Institute of Technology em Cambridge, Massachusetts, EUA. Desta forma, foram
realizados experimentos uni- e bidimenionais para a caracterizagdo dos sinais de hidrogénio para a
molécula de AMP e BCD, utilizando D,0 como solvente. Para o complexo de inclusdo foi realizado o
experimento de "H/*H ROESY “Rotating frame Overhause Effect SpectroscopY”.

Os espectros de RMN para o sistema de [B-ciclodextrina e do d4cido poli (metacrilico)
modificados com a molécula de espiropirano foram obtidos em espectrofotémetro Bruker DRX 400
AVANCE (400 MHz) e Bruker DRX 600 AVANCE (600 MHz) localizados no Department of Chemistry's
Instrumentation Facility do Massachusetts Institute of Technology em Cambridge, Massachusetts,
EUA. Foram realizados experimentos unidimensionais e bidimensionais para caracterizar as
moléculas fotocromicas e também os produtos obtidos pelas sinteses descritas na Se¢do 2.2.2.

Todos os espectros foram obtidos utilizando DMSO,s como solvente.

2.2.4. Espectroscopia de Infravermelho por Reflectédncia Total Atenuada

Os espectros de infravermelho obtidos por Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) foram
obtidos em espectrofotdmetro Perkin Elmer Spectrum GX e Bruker Alpha-E, utilizando um cristal de
seleneto de zinco (ZnSe). Os experimentos foram feitos a uma resolucgdo de 4 cm™, em intervalos de
1 cm™ com acumulagdes de 128 a 512 interferogramas por amostra, a temperatura ambiente. Todos
os espectros foram obtidos para a regido de 4000 — 590 cm™.

Para o sistema BPP10c e BCD, a técnica de FTIR-ATR>*®>*71% o utilizada para investigar a
estruturacdo secunddria do peptideo em solugdo em espectrofotémetro Perkin Elmer Spectrum GX
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram utilizadas soluges de
10 mg.mL'1 para o BPP10c puro e para seu respectivo complexo de inclusdo na razdo molar 1:1 nos
solventes DMSO, D,0 e H,0. Os espectros dos solventes puros foram obtidos sob as mesmas

condigdes em presenca e auséncia de BCD e esses espectros subtraidos do espectro das amostras.
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Para determinar a estrutura secundaria do BPP10c foi utilizada a regido do espectro de
infravermelho referente a banda de amida I (1700 — 1600 cm™). Para identificar o nimero de bandas
sobrepostas e suas respectivas posicoes, a derivada segunda do espectro foi obtida utilizando o
programa Spectrum v5.0.1, Perkin Elmer Instruments LLC. A atribuicdo das bandas sobrepostas na
regido de amida | e a correlacdo com a estrutura secunddria do BPP10c foram feitas com base em
resultados da literatura.**®** O deslocamento dessas bandas identificadas pela derivada segunda foi
utilizado como parametro para o ajuste das curvas guassiana. Cada curva gaussiana ajustada obtida
foi atribuida a um tipo de estrutura secundaria e sua area calculada pelo programa AutoCAD 2007 —
Autodesk e a drea relacionada com a porcentagem da contribui¢cdo de cada estrutura do BPP10c em
solugao.

A Figura 2.4 exemplifica a metodologia utilizada. Todos os espectros foram normalizados

(Origin 7.0, OriginLab Corporation) para permitir a comparacgao direta.
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Figura 2.2: llustracdo das etapas utilizadas na metodologia para determinar a estruturacao
secundaria do peptideo
Para o sistema formado pela B-ciclodextrina e o acido poli (metacrilico) modificados com a
molécula de espiropirano a técnica de FTIR-ATR foi utilizada para caracterizar os materiais de

partida, as moléculas sintetizadas, e principalmente, caracterizar a superficie das nanofibras obtidas

por eletrofiacdo. Esses experimentos foram realizados em um espectrofotémetro Bruker Alpha-E do
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Laboratério do Prof. Robert Langer (Langer Lab) do Department of Chemical Engineering do
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts, EUA.

Para a andlises dos materiais no estado sdlido, aproximadamente 1 mg, foram dispostos
sobre a superficie do cristal de ZnSe e os espectros obtidos sem nenhum tratamento prévio das
amostras. O espectro da cela vazia foi obtido e subtraido daquele espectro do material em questao,
como branco. Os espectros foram processados pelo programa OPUS versao 6.5 e os espectros finais

obtidas pelo programa Origin 7.0 da Microcal.

2.2.5. Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

As curvas de calorimetria isotérmica de titulagdo para o sistema formado pelo BPP10c e a [3-
ciclodextrina foram realizadas em duplicata em um microcalorimetro VP-ITC, Microcal Company, do
laboratério do Prof. Marcelo Santoro, do Departamento de Bioquimica e Imunologia, da
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Cada curva de titulagao foi obtida pela injecdo sucessiva de 41 pontos da solugdo aquosa do
peptideo (60 mmol.L™) em 1,5 mL de solugdo aquosa de B-ciclodextrina (4,0 mmol.L"). Nesse
experimento a concentragdo de BCD na cela variou de 4,0 mmol.L"! a 3,43 mmol.L"! e de peptideo de
0,0 mmol.L'" a 6,92 mmol.L™. Um intervalo de 260 segundos foi programado entre cada ponto de
injecdo nesses experimentos. Para eliminar efeitos de difusdo da solugdo de peptideo na cela
calorimétrica o primeiro ponto de injecdo (1 pL) foi descartado, apds esse ponto injegdes de 5 pL
foram injetadas com um tempo de 2 segundos.

Os picos produzidos durante o processo de titulagdo sdo convertidos a fluxo de calor e a
corregao das concentragdes das espécies em solucdo é realizada. Além da titulagdo do BPP10c em
solugdo aquosa de BCD, a diluigdo do peptideo foi feita em dgua e sua respectiva curva de titulagdo
subtraida daquela curva titulagdo obtida para o BPP10c em [-ciclodextrina para eliminar efeitos de
diluicdo do peptideo em agua. Os parametros termodinamicos de interacdo para o processo de
complexacdo entre as moléculas foram obtidos por ajuste ndo linear da curva de titulacdo, pelo
programa Microcal Origin 5.0 para ITC, assumindo um unico sitio de interacdo. Todas as titulacGes
foram conduzidas a temperatura de 25 °C.

Para a titulacdo da solugdo aquosa de Ampicilina (20 mmol.L™) em solugdo aquosa de BCD (1
mmol.L™) foram realizadas 51 inje¢des sucessivas. As concentracdes das espécies na cela variaram
de 1,0 mmol.L™ a 0,86 mmol.L™" para a BCD e de 0,0 mmol.L" a 2,81 mmol.L™ para a Ampicilina. Além
dessa titulagdo de AMP em solugdo aquosa de BCD, foi conduzida a diluigdo da AMP em agua e sua

curva de titulagdo foi subtraida daquela curva obtida para o sistema AMP em B-ciclodextrina para
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eliminar efeitos de diluicdo do peptideo em agua. Todos os experimentos foram realizados a
temperatura de 30 °C e foi utilizado um intervalo de 300 segundos entre cada inje¢do. Assim como
realizado no sistema anterior, para eliminar efeitos de difusdo da solucdo de AMP na cela
calorimétrica o primeiro ponto de inje¢do (1 pL) foi descartado e apds esse ponto foram utilizadas
injecdes de 5 puL com um tempo de 2 segundos de injecdo.

Os experimentos de calorimetria isotérmica de titulagdo para o sistema BCD:AMP foram
realizados no Computational and Systems Biology, no Massachusetts Institute of Technology,
Cambridge, Massachusetts, EUA e os parametros termodinamicos de interagdo para o processo de
complexacdo entre as moléculas forma obtidos pelo ajuste ndo linear da curva de titulacdo, pelo

programa Microcal Origin 7.0 para ITC.

2.2.6. Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos em um espectrofotdmetro JASCO modelo
J-720 do Laboratério da Prof®. Adelaide Faljoni-Alario, do Departamento de Bioquimica, do Instituto
de Quimica, da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

O ponto isoelétrico para o peptideo foi calculado utilizando o programa PI/M,,, publicado no
site (http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html - visitado em 23/09/2010). Os espectros foram obtidos
para o intervalo de comprimento de onda de 190 a 320 nm, com um tempo de medida de 100
nm.min, com resolugdo de 0,5 nm e 1 nm de largura de banda. Os espectros obtidos s3o curvas
médias de quatro medidas realizadas com cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho 6ptico. Todos os
experimentos foram realizados a temperatura de 25 °C. Para o peptideo BPP10c (0,1 mmol.L™) de
solucdo em tampao K,HPO,/H3PO, (pH 4,0) foi utilizada para a obtencdo dos espectros. As mesmas
condi¢Oes de analise foram repetidas para o complexo de inclusdo na razdo molar 1:1 com a j3-

ciclodextrina, com o peptideo na concentragdo de 0,1 mmol.L™.

2.2.7. Espalhamento de Luz

As medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS) e estatico (SLS) foram realizadas em um
Zetasizer ZS NanoSeries, Malvern Instruments, utilizando cubetas de poliestireno (DTS 0112) e
quartzo (PCS8501), respectivamente. Para todos os experimentos de espalhamento de luz (DLS e
SLS) 4gua tipo 1 (Milli-Q) foi filtrada em membrana Durapore (Millipore) de 0,1 um e essa agua foi
utilizada para preparar as solugdes de [B-ciclodextrina. As demais caracteristicas da agua, como

viscosidade e indice de refragdo foram fornecidas pelo programa da Malvern Instruments.**°
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As amostras foram submetidas a um feixe monocromatico de laser He-Ne de 10 mW com
comprimento de onda de 632,4 nm. Os experimentos de espalhamento de luz foram executados
com o objetivo de obter informag8es sobre o processo de auto-agregag¢do da [B-ciclodextrina em
solucdo aquosa. Mais especificamente, os experimentos de DLS tiveram como objetivo obter
informagdes sobre o tamanho e a respectiva concentragdo de agregacdo critica (cac) da BCD em
solugdo. Para isso, a titulagdo de uma solugdo na concentragdo de 12,0 mmol.L™! de BCD em agua foi
realizada a trés diferentes temperaturas, 20, 25 e 30 °C e os valores de intensidade de luz espalhada
medidos. A titulacdo foi conduzida pelo menos 10 vezes e as curvas médias de intensidade de luz
espalhada (Kcps — contagem em kilo por segundo)**’ plotadas em funcdo da concentracdo de BCD.
Para cada ponto da titulacdo foi feita a medida de tamanho do agregado formado em solucdo
aquosa.

Os experimentos de SLS foram conduzidos para determinar o nimero de moléculas de BCD
por unidade de agregado. Esses experimentos foram conduzidos nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C,
segundo as condi¢des do experimento proposto por Debye, no qual a curva de KC/Rq é plotada em
fungdo da concentra¢do do soluto, a B-ciclodextrina. Para essa curva a interse¢do do ajuste linear
com o eixo y fornece o inverso da massa molecular, neste caso a massa do agregado ou numero de
moléculas por agregado. O coeficiente angular do ajuste linear fornece o segundo coeficiente do
virial, que ird determinar a afinidade, atragdo ou repulsdo, entre as moléculas de BCD e a solugdo.

A Equacdo 2.1 é a equacdo de Debye que relaciona a massa molecular (M) com o segundo

coeficiente do virial (A4,).*

K—C:L+2A2C 2.1

6

Na qual C é a concentracdo, K é a constante dptica e Ry a razao de Rayleigh, onde essas duas
ultimas sdo definidas por:
> 2
K= ;LN[TIO %) 2.2
otV a ¢
Na qual N, é o numero de Avogadro, 4, o comprimento de onda do laser, n, o indice de
refragcdo do solvente e dn/dc é o incremento do indice de refragdo em fung¢do da concentragdo do

soluto.

R, = R, 23
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Onde I, é a intensidade residual espalhada, n, o indice de refracdo do solvente, I a
intensidade de espalhamento do padrao (tolueno), ny o indice de refracdo do padrdo e Ry a razdo de

Rayleigh do padréo.44 O valor de dn/dc para a B-ciclodextrina foi obtido em dados da literatura.**®

2.2.8. Espectroscopia de Absor¢do na Regiéo do Ultravioleta-visivel

A espectroscopia de absorcdo na regido do UV-visivel foi utilizada para caracterizar o
processo de auto-agregacao da B-ciclodextrina em solugdo aquosa em presenga de Ampicilina. Além
disso, essa espectroscopia foi utilizada para caracterizar o processo de isomerizagdo da molécula de
espiropirano e das moléculas sintetizadas (BCDsp, PMAAs, € PMAABCDsp), bem como investigar a
cinética de isomerizacdo desses sistemas. Esses experimentos foram conduzidos no Laboratdério do
Prof. Robert Langer (Langer Lab) do Department of Chemical Engineering do Massachusetts Institute
of Technology, Cambridge, Massachusetts, EUA.

Os espectros de absor¢do na regido do UV-visivel para a auto-agregac¢do da P-ciclodextrina
foram obtidos em um espectrofotometro de UV-visivel Varian Cary 50 utilizando cubetas de quartzo.
Solugdes aquosas de AMP a 6,7 x 102 mmol.L™ foram tituladas com agua (branco) e com solucdo
aquosa de B-ciclodextrina (12 mmol.L") pela adigio sucessiva de 10 pL. As concentragdes das
espécies variaram de 6,7 x 102 a 4,8 X 10 mmol.L* para a AMP e de 0,0 a 3,3 mmol.L™ para a BCD.
As leituras foram feitas em 215 nm para a banda de absor¢do da Ampicilina. As curvas plotadas
foram originadas pela diferenca dos valores de absorbancia entre a diluicdo da AMP com 4gua e da
titulagdo com a solugdo de B-ciclodextrina (AAbs = Absayp — Absamvp.pco) €m fungdo da concentragdo
de BCD.

Para a caracterizacdao das bandas de UV-visivel dos sistemas contendo espiropirano foi
utilizado o espectrofotometro de UV-visivel Varian Cary 50, utilizando cubetas de quartzo. Para a
molécula de espiropirano foi utilizado tetrahidrofurano como solvente, e para as moléculas
modificadas: BCDsp, PMAAs; € PMAABCDs, o solvente utilizado foi dgua. Para esses sistemas
fotocrémicos as solugdes foram irradiadas por luz ultravioleta e luz visivel, para que as duas formas
das moléculas (a aberta e a fechada) pudessem ser identificadas.

Além da caracterizagdo das espécies em solugdo, a interconversao entre as formas também
foi testada. Para isso solugdes aquosas de BCDsp (0,2 mg.mL™) e dos polimeros modificados (20,0
mg.mL") foram mantidas a 40 °C e irradiadas alternadamente por luz ultravioleta e visivel para que a
isomerizacdo ocorresse. Esse teste foi feito pelo menos 10 vezes para demonstrar a capacidade de

obtencado das formas SP e MC quando a molécula é conjugada a um ligante.
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Para a molécula de PCDs (3,0 mg.mL") e dos polimeros (15,0 mg.mL") foram ainda
realizados experimentos de cinética de coloracdo, demonstrando a espontaneidade de
interconversdo da forma fechada (SP) para a forma aberta (MC) em solu¢do aquosa. Esses
experimentos foram conduzidos a uma temperatura de 25 °C em espectrofotdmetro SpectraMax

Plus®*

, Molecular Devices. As solugdes foram previamente irradiadas por luz visivel durante 10
minutos para garantir o maximo de moléculas na forma SP. Foram realizadas medidas com um

intervalo de tempo de 2 minutos durante 14 horas para A de 514 nm.

2.2.9. Microscopia de For¢a Atémica

A técnica de microscopia de forca atdbmica (AFM) foi utilizada para obter informacdes sobre
a forma de agregacdo da B-ciclodextrina e seu complexo supramolecular com a Ampicilina no estado
sélido. Os experimentos foram conduzidos no Center for Materials Science and Engineering do
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts, EUA.

Para essas andlises, foram preparadas solugbes aquosas de [-ciclodextrina nas
concentracdes de 0,9 e 2,0 mmol.L™ e dos respectivos complexos supramoleculares na qual a AMP
foi adicionada ao sistema na concentracdo de 6,7 x 10 2 mmol.L™". Aliquotas de cada uma dessas
solugBes (100 pL) foram depositadas sobre folhas de mica e o solvente (agua) removido a baixa
pressdo em estufa a vacuo. Uma vez obtido o material sdlido sobre a mica os experimentos de
microscopia de forca atomica foram realizados. Foi utilizado um microscépio Veeco/Digital
Instruments Nanoscope llla Scanned Probe Microscope Controller com Dimensoin 3000 SPM,
operando no modo de contato intermitente com a utilizacdo de sonda de silicio. Para todas as
analises foram obtidas imagens de contraste de fase simultaneamente com as imagens de

topografia.

2.2.10. Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa utilizando ionizacdo e dessorcdo de matriz assistida a laser —
(MALDI-TOF) foi utilizada para caracterizar o peso molecular da B-ciclodextrina modificada com a
molécula de espiropirano. Os espectros foram obtidos em um espectrometro Bruker Daltonics
Omniflex, do Department of Chemistry's Instrumentation Facility do Massachusetts Institute of
Technology em Cambridge, Massachusetts, EUA.

O espectro de massa de uma referéncia externa (ProteoMass™ Peptide MALDI-MS, Sigma —

Aldrich) foi utilizada para a calibragdo do equipamento. Para a calibragdo foi utilizado o acido a-
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ciano-4-hidrocindmico (CHCA) como matriz. Desta forma, 20 mg de CHCA foram adicionados em 1
mL, essa suspensdo foi submetida a centrifugacdo e o sobrenadante retirado. Para o preparo do
padrdo, 100 pL dessa solugdo foram retirados e a esse volume foram adicionados a 1,0 pL de cada
peptideo padrdo. Essa solucdo padrdo foi adicionada ao disco de amostragem utilizando trés
volumes: (i) 0,5, (ii) 1,0 e (iii) 1,5 pL.

Para as andlises 25 mg de 4cido 2,5 dihidroxibenzdico (2,5-DHB) foram dissolvidos em 1,0 mL
de metanol:agua (60:40). A solucdo estoque de BCDsp foi preparada dissolvendo 1 — 2 mg do
composto em 1,0 mL de metanol. Dessa solugdo estoque foram retirados 10 pL, os quais foram
adicionados a 100 pL de solugdo estoque da matriz de 2,5-DHB. Dessa nova solugdo contendo a
molécula de BCDsp mais a matriz foram retiradas trés aliquotas com diferentes volumes: (i) de 0,5 pL,

(i) de 1,0 uL e o (iii) de 1,5 uL, as quais foram colocadas no disco de amostragem.

2.2.11. Eletrofiagdo

As nanofibras poliméricas a base de PMAA e PMAAPBCDs, foram obtidas pela técnica de
eletrofiacdo.”*®! As fibras foram obtidas no equipamento de eletrofiacdo do Laboratério do Prof.
Robert Langer (Langer Lab) do Department of Chemical Engineering do Massachusetts Institute of
Technology, Cambridge, Massachusetts, EUA.

Foram preparadas solugdes de PMAA e PMAAPBCDs, a 15 % do peso utilizando
dimetilformamida como solvente. Essas solugdes foram mantidas sob agitacdo por pelo menos 12
horas para que todo o polimero fosse dissolvido. O potencial elétrico aplicado no bico injetor foi
préximo de 20 a 25 kV para as solugdes poliméricas de PMAA e PMAABCDsp, utilizando um gerador
de voltagem da Gamma High Voltage Research, Bench Unit - Series ES. As solugdes poliméricas
foram injetadas através da bico injetor com um fluxo de 0,02 mL.min™ utilizando uma bomba de
injecdo da Harvard Apparatus PHD 22/2000 e a distancia utilizada entre o bico injetor e a placa
coletora foi de aproximadamente 25 cm. Essa placa coletora de metal foi aterrada para que a
diferenca de potencial entre esta e o bico injetor fosse obtida. Apds a obtengdo das fibras com
arranjo aleatdrio, esse material foi submetido ao tratamento térmico a aproximadamente 170 °C

durante 12 horas, como objetivo de aumentar a resisténcia do material obtido.™**

2.2.12. Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia das fibras obtidas por eletrofiacdo foi investigada por microscopia eletronica

de varredura (MEV) e essas imagens foram obtidas em um microscépio eletrénico de varredura
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JEOL-JSM 6060, JEOL Ltda, 30 kV. As micrografias das nanofibras foram obtidas no Institute for
Soldier Nanotechnology, no Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts.

As nanofibras obtidas utilizando os polimeros PMAA e PMAABCDs, foram aderidas com
auxilio de fita dupla face a um suporte metalico, o qual foi colocado em um Desk Il, Denton Vacuum
LLC, para serem recobertas com uma camada de ouro de aproximadamente 5 — 8 nm, permitindo a
andlise da superficie do material. A analise do diametro das nanofibras obtidas para os dois
polimeros foi realizada pelo programa AnalySIS, Software Imaging System Corp e para isso foram

utilizadas pelo menos 10 medidas de fibras diferentes.

2.2.13. Angulo de Contato

A andlise de caracteristicas de hidrofilia e hidrofobia da superficie das nanofibras de PMAA e
PMAABCDSP foram investigadas pela medida do dngulo de contato da dgua com o material. As
medidas de angulo de contato da dgua foram realizadas em um DAS 10, Kriiss, no Laboratério do
Prof. T. Alan Hatton (Hatton Group) do Department of Chemical Engineering do Massachusetts
Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts.

Para comparar as caracteristicas de hidrofobia entre as nanofibras de PMAA e aquelas
obtidas com o polimero modificado foram colocadas 10 gotas de agua (volume de 10 L) sobre cada
uma das nanofibras e realizadas 6 medidas de angulo de contato da agua para cada uma dessas
gotas. Os valores de angulo de contato da dgua observados para cada um dos sistemas foi obtido
como média dessas medidas e o desvio padrao calculado.

Para comparar as propriedades de superficie das nanofibras de PMAABCDsp em fungdo da
presencga das formas isoméricas da molécula fotocrémica na superficie do material, as nanofibras de
polimero modificado foram irradiadas durante 24 horas com luz ultravioleta e luz visivel. Apds esse
periodo gotas de dgua de 10 uL foram colocadas sobre a superficie do material e o angulo de
contato da agua medido.

Para comparar os resultados obtidos para o angulo de contato da agua com as fibras, as
quais foram irradiadas por ultravioleta e luz visivel, foram preparados filmes com o PMAABCDsp.
Esses filmes poliméricos foram preparados utilizando a técnica de recobrimento por rotagio™*® em
um equipamento da Speedline Technologies — P6708, no Laboratério do Prof. Robert Langer (Langer
Lab) do Department of Chemical Engineering do Massachusetts Institute of Technology, Cambridge,
Massachusetts.

Para a obtengdo dos filmes 300 uL de solugdo polimérica a 15 % do peso, utilizando DMF

como solvente, foram colocados sobre lamina de vidro. A essa lamina contendo a solucdo de
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PMAABCDs; foi aplicada uma rotagdo de 400 rpm durante 5 segundos com posterior rotagdo de
2300 rpm por mais 50 segundos. Os filmes poliméricos formados foram colocados em estufa para o
tratamento térmico a 170 °C durante 12 horas, assim como realizado para as nanofibras. Apds esse
periodo, os filmes foram irradiados por luz ultravioleta e visivel durante 24 horas e entdo o angulo
de contato da dgua com a superficie do material medido. Para confirmar a presenca do filme sobre a
superficie da lamina de vidro, medidas do angulo de contato da dgua depositada diretamente sobre

a superficie do vidro foram realizadas.
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Capitulo 3: Sistema Hdspede-Hospedeiro formado pela f-ciclodextrina e o BPP10c

3. Resultados e Discuss@o

Neste capitulo serdo apresentados os resultados da preparacdo e caracterizacdo o sistema
supramolecular do tipo hdspede-hospedeiro formado pela interagdo entre a B-ciclodextrina e o
decapeptideo, BPP10c, cuja sequéncia primaria é: Pyr-Asn-Trp-Pro-His-Pro-GlIn-lle-Pro-Pro-OH,
Figura 3.1. Para a caracterizacdo desse sistema supramolecular foram utilizadas técnicas fisico-
quimicas de analise em solugdo, como ressonancia magnética nuclear, calorimetria de titulagdo

isotérmica, espectroscopia de infravermelho por reflectancia total atenuada e dicroismo circular.?

3.1. Sistema Hospede-Hospedeiro formado pela [(-ciclodextrina e o BPP10c

3.1.1. Ressondncia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear é uma das principais técnicas de andlise envolvendo
sistemas com ciclodextrinas, possibilitando propor a estrutura de sistema do tipo hdspede-
hospedeiro formado em solucdo. Neste trabalho foram utilizadas técnicas uni- e bidimensionais e
hetero- e homonucleares para a identificacdo e para a atribuicdo dos hidrogénios tanto para a

molécula hdspede quanto para aqueles hidrogénios presentes na molécula hospedeira.

NH
e
o H,C
N— o)
. gz /(!\ /J:H\ /o \NH o, HO—\_C/
\C/ \CH H C 7 G \ H7C
o]
lle N ° N C\ C/H Hsc/CH\ // C—N
o) ﬁ/ \C,/;’O CH/C\
o © / N
r\{ // \C/NH
c

CH,
o H,N
\c __~CH,
/
o

Figura 3.1: Formula estrutural do peptideo BPP10c.

Primeiramente, foi realizada a atribuicdo dos sinais de ressonancia para a B-ciclodextrina

livre, utilizando como solvente tanto o D,0O quanto o DMSOg. Na Figura 3.2a é apresentada o
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espectro de hidrogénio para a B-ciclodextrina em D,0 e na Figura 3.2b em DMSQys. O deslocamento
quimico para os sinais de hidrogénio da BCD estdo de acordo com aqueles jd reportados na

literatura,™® confirmando assim a estrutura e a auséncia de sinais referentes a outras moléculas.

a)
H5
H1
H3 Hé6a,6b
H2,4
\
./
L L L L A B
ppm 55 50 45 4,0 3,5
b)
H3,5,6a,6b
H1
OH3
OHé6
OH2 H2,4
DMSO
I I I I 6{0I I I I 5I,0I I I4.|0 I I 3,0I I I I

ppm
Figura 3.2: Espectros de RMN de 'H para a BCD, a 400 MHz e a 25 °C, com as respectivas atribuigdes

dos sinais de hidrogénio utilizando-se como solvente a) D,0 e b) DMSO .

Na Figura 3.3 é apresentado o espectro de carbono (**C) para a B-ciclodextrina em DMSOs,
no qual os valores de deslocamento quimico também estdo de acordo com dados descritos na

150

literatura. Os valores de deslocamento quimico dos sinais de hidrogénio e carbono sdo

apresentados na Tabela 3.1.
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100 90 80 70 60 50 40

ppm

Figura 3.3: Espectro de RMN de *C para a BCD, a 400 MHz e a 25 °C, em DMSO .

Tabela 3.1: Deslocamento quimico para os sinais de hidrogénio e carbono para a B-ciclodextrina em

Dzo e DMSOdG a25°C.

pcb H1 H2 H3 H4 H5 H6a,b OH2 OH3 OH6

DMSQgs (ppm)
4,82 3,36 3,64 3,30 3,60 3,54 5,75 5,70 4,49
D,0 (ppm)
5,03 3,61 3,93 3,55 3,84 3,81

BCD c1 c2 c3 c4 c5 c6
DMSOQgs (ppm)
101,92 72,02 73,04 81,50 72,39 59,88

Com o intuito de caracterizar de forma mais precisa a estrutura do peptideo BPP10c foram
utilizadas técnicas uni- e bidimensionais, de correlacio homo- e heteronucleares para uma
atribuicdo mais precisa dos sinais de hidrogénio da molécula. Para isso foram obtidos espectros de
ressonancia magnética nuclear a 400 e 500 MHz, utilizando como solvente D,0 e também misturas a
5 % de D,0 em agua. Nas Figuras 3.4a e 3.4b sdo apresentados os espectros de hidrogénio para o

peptideo BPP10c em D,0/H,0 e em D0, respectivamente.
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Figura 3.4: Espectros de RMN de 'H para o peptideo BPP10c em a) D,0/H,0 a 500 MHz e b) D,0 a

400 MHz.

A comparagdo dos dois espectros permite observar os hidrogénios ligados aos atomos de
nitrogénio (—NH) referentes as ligacGes peptidicas e também aqueles grupos (—NH,) presentes na
cadeia lateral do peptideo, na regido de & 6,5 a 10,0. E importante ressaltar que em ambos os
espectros podem ser observados um maior nimero de sinais de hidrogénio do que o esperado para
o peptideo, tais como o desdobramento do sinal de (—NH) referente ao residuo de triptofano em o
9,91 apresentado na Figura 3.4a e o hidrogénio (—CH) do residuo de histidina em 8,51, Figura 3.4b.
Esses resultados sugerem a presenca de diferentes estruturas secunddrias para o peptideo em
solugdo, como relatado na literatura para outros sistemas semelhantes envolvendo peptideos.”****?

A Figura 3.5 apresenta o mapa de contorno homonuclear *H/*H TOCSY, o qual foi utilizado
para auxiliar na atribuicdo dos sinais de hidrogénio para os residuos de aminoacido, uma vez que
esse experimento possibilita identificar a conectividade sequencial entre os hidrogénios para cada
residuo de aminoacido. Foram destacadas nesse mapa de contorno algumas conectividades, como
aquelas observadas para os hidrogénios dos residuos de: triptofano (Trp), a isoleucina (lle), uma das
prolinas (Pro) e para a asparagina (Asn). Além disso, analisando esse espectro bidimensional pode

ser verificada a correlacdo entre os hidrogénios da cadeia principal do peptideo com os hidrogénios
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(—=NH) referentes a ligacdo peptidica. Entretanto, devido a complexidade do mapa de contorno fica
invidvel a atribuicdo inequivoca de todos os hidrogénios da molécula. Uma das razdes para essa
complexidade é a presenca de mais de uma estrutura secundaria do peptideo em solugdo o que
consequentemente leva a uma sobreposicdo dos sinais de hidrogénio, principalmente para os sinais

da prolina, regido de 6de 1,5 a 3,5.

lle & 3 Cama e | ] .10
: 2 ToT Tes |f
' 1 4 - L@ o es E
s . § W & 8 2,0
. .. ] Poes PSS & E
Y ° L C
) o v y ot 3.0
k4 B e S 1 o) F
. w5 - 4,0
Trp ’ E
- PR e o s . . TR R R |
£-6,0
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P : i 38 ia a oem C
9,0
. R 10,0
Fppm
IIIIIIIII|IIII|IIII|II|I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I
ppm 10,0 9,0 8,0 7,0 6,0 5,0 4,0 3,0 2,0 1,0

Figura 3.5: Mapa de contorno *H/*H TOCSY para o peptideo BPP10c a 500 MHz em D,0/H,0 a 20 °C.

O experimento de 'H/C HSQC, Figura 3.6, foi realizado para ajudar a identificar se o
peptideo BPP10c apresenta mais de uma estrutura secundaria em solugdo. Analisando esse espectro
podem ser destacados os hidrogénios alfa do BPP10c referentes a ligacao peptidica, localizados na
regido entre 6 3,9 a 4,7. Para essa regidao do espectro pode ser observado um nimero maior de
sinais do que o esperado para essa molécula, como destacado na Figura 3.6. Além disso, esse
espectro ajudou a distinguir os hidrogénios primarios e terciarios (em azul) dos hidrogénios
secundarios (vermelho). Essa evidéncia pode ser observada para os hidrogénios yCH; e 6CHs do
residuo de isoleucina em 60,62 a 0,52, respectivamente e para os hidrogénios da regido aromatica

do espectro 66,50 a 8,50, dos aminoacidos de triptofano e histidina.
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Figura 3.6: Mapa de contorno 'H/BC HSQC para o peptideo BPP10c a 400 MHz em D,0/H,0 a 20 °C.

Com base nos experimentos de RMN ndo foi possivel fazer a atribuicdo completa dos sinais
de hidrogénio para o peptideo BPP10c. Isso porque, a sobreposicdo dos sinais de hidrogénio para os
residuos de prolina (regido de 6 de 1,5 a 3,5) e a existéncia de mais de uma estrutura em solugdo
impossibilitam a distingdo entre os sinais de RMN do peptideo. Embora exista essa limitacao
experimental, um dos residuos de prolina da cadeia do peptideo teve seus sinais de hidrogénio
atribuido como apresentado na Tabela 3.2. Porém, os valores de deslocamento quimico dos

hidrogénios dos residuos que puderam ser identificados encontram-se apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Deslocamento quimico para os hidrogénios do peptideo BPP10c a 500 MHz em D,0/H,0

a 20 °C, utilizando o sinal da dgua como referéncia em 54,8.

Aminodcido ONH (nH-Ha) oa-H oB-H ooutros
Pyr 8,43 3,98 1,62/1,77 v(CH,) 2,03
Asn 8,13 4,36 2,35/2,24
Trp 7,98 4,11 2,84/2,90 1(NH) 9,91

2(CH) 6,92
4(CH) 7,16
5(CH) 6,75
6(CH) 6,83
7(CH) 7,16
Pro,’ 8,42 4,04 1,66 v(CH,) 2,07
d(CH,) 3,34
His 7,87 4,68 3,03/2,79 2(CH) 8,24
4(CH) 6,97
Pro®
Gln 8,45 3,98 1,63/1,20 v(CH,) 2,01
lle 8,19 4,15 1,54 v(CHs) 0,62
v(CH,) 1,18/0,85
O(CH3) 0,52
Pro®
Pro®

® Deslocamentos quimicos obtidos pelos experimentos 1D e 2D de RMN.
® Residuos de Prolina no puderam ser distinguidos entre si e sobrepostos a Pro;.

A caracterizagdo do complexo supramolecular formado entre o BPP10c e a B-ciclodextrina
foi feita utilizando experimentos de RMN homonucleares "H/*H NOESY e a difusdo (DOSY). Além
disso, a comparacdo da variacdo de deslocamento quimico dos sinais de hidrogénio do peptideo foi
utilizada como indicativo da(s) regido(Ges) de interacdo entre o peptideo e a molécula hdspede.
Esses dados auxiliaram na proposicdo da estrutura supramolecular formada em
SOl ug50.51,52,85,150,153,154
Os espectros de RMN de hidrogénio para o sistema BCD/BPP10c em D,0/H,0 5 % e em D,0
estdo apresentados nas Figuras 3.7 e 3.8, respectivamente. As Figuras inseridas em cada um dos

espectros apresentam a comparagao dos sinais de RMN para os hidrogénios da regido aromatica do

peptideo em presenca e na auséncia de B-ciclodextrina, regido de 66,0 a 10,0.
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Figura 3.7: Espectro de RMN de 'y para o sistema BCD/BPP10c a 400 MHz em D,0/H,0a 5 % a 20 °C.
Figura inserida: comparacdo entre a regido aromatica do espectro de hidrogénio do BPP10c e de seu

complexo supramolecular.
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Figura 3.8: Espectro de RMN de H para o sistema BCD/BPP10c a 400 MHz em D,0a 5 % a 20 °C.
Figura inserida: comparacgao entre a regido aromatica do espectro de hidrogénio do BPP10c e de seu

complexo supramolecular.
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E possivel observar nos espectros de RMN de hidrogénio que em ambos os solventes
utilizados (D,0 e D,0/H,0) ha uma maior variacdo nos valores de deslocamento quimico para a
regido referente aos hidrogénios aromaticos. Esse resultado pode ser verificado de forma mais
evidente para aqueles hidrogénios do residuo de triptofano, principalmente para o (—NH) que variou
de 69,94 (BPP10c) para 6 10,1 (BCD:BPP10c) em D,0/H,0. Porém, a comparagdo da variagdo de
deslocamento quimico para cada hidrogénio ndao foi possivel devido a sobreposicio e ao
desdobramento desses sinais na presenga de BCD.

Além da maior variacdo no deslocamento quimico para o residuo de triptofano, foi
verificado um desdobramento dos sinais de hidrogénio no espectro, principalmente para aqueles
referentes a regido aromatica. Esses resultados estdo de acordo com outros dados da literatura que
demonstram uma afinidade preferencial dos anéis aromaticos com a cavidade de diferentes
moléculas de ciclodextrina, que estdo relacionadas principalmente ao efeito hidrofébico. 2127385130

Analisando ainda esse espectro, é possivel verificar a presenca de pelo menos duas
estruturas secundarias para o BPP10c nos espectros para os complexos supramoleculares, através
do desdobramento dos sinais de hidrogénio para o grupo (—NH) do residuo de triptofano na regido
de 69,8 e para o grupo (—CH) da histidina na regido de 08,6, Figuras 3.7 e 3.8 respectivamente. Esse
resultado também foi verificado para o peptideo puro, analisando esses mesmos sinais de
hidrogénio. Porém, quando sdao comparadas as intensidades desses desdobramentos para os dois
sinais de hidrogénio (—NH do triptofano e —CH da histidina) fica evidente uma diferenga no perfil do
espectro do BPP10c puro e em presenca de BCD. Esse resultado sugere uma interacdao entre a
molécula hdspede e hospedeira e ainda que esta interagao intermolecular possa ser responsavel por
uma mudanca sutil na estrutura secundaria do peptideo em solucao.

Com o objetivo de determinar a interagao intermolecular existente entre essas moléculas e
ainda propor um arranjo supramolecular para o sistema, experimentos bidimensionais homonuclear
'H/*H NOESY foram realizados. A Figura 3.9 apresenta o mapa de contorno 2D NOESY para o sistema
BCD/BPP10C.

Analisando esse mapa de contorno 2D NOESY é possivel verificar correlagdes entre os
hidrogénios —NH do peptideo (66,0 a 9,0) com outros grupos da molécula do BPP10c (61,0 a 5,0),
demonstrando interagdes intra- e intermoleculares do BPP10c. Esse resultado demonstra que o

peptideo pode apresentar estruturacdo secundaria em solucdo.
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Figura 3.9: Mapa de contorno 'H/*H NOESY para o sistema supramolecular BCD/BPP10c a 500 MHz a
20°Cem D,0/H,0 a5 %.

Além de correlacdes dipolares entre os residuos de aminoacido do peptideo, o espectro de
2D NOESY também demonstrou correlagdes entre os hidrogénios internos da B-ciclodextrina, H3 e
H5, e ainda o H6 (O de 3,5 a 4,0) com aqueles hidrogénios aromaticos referentes ao residuo de
triptofano (o de 6,5 a 7,5). Essa interacdo intermolecular de forma preferencial com o triptofano
confirma a inclusdo desse residuo de aminoacido na cavidade da B-ciclodextrina e corrobora os
resultados observados nos espectros de hidrogénio, que demonstram uma maior variacdo de
deslocamento quimico para esses sinais de hidrogénio em presenca de BCD.

A afinidade preferencial da cavidade da B-ciclodextrina por anéis aromdticos tem sido

observada para diferentes sistemas supramoleculares descritos na literatura,?%>*>%8>10

Mais ainda,
a presenca dessas correlagdes dipolares entre a BCD e o residuo de triptofano sugere a formagdo de
um complexo supramolecular com estequiometria do tipo 1:1 entre as moléculas de BCD e de
BPP10c. Com o objetivo de confirmar a interagdo entre o peptideo e a B-ciclodextrina, foi realizado o

experimento de difusdo na razdo molar 1:1, razdo essa sugerida pelo resultado do experimento de

2D NOESY. A Figura 3.10 apresenta o espectro de 'H/'*H DOSY para o sistema 3CD/BPP10c.
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Figura 3.10: Espectro de RMN de difusdo para o sistema BCD/BPP10c a 400 MHz a 20 °C em D,0/H,0
a5%.

A técnica de difusdo tem sido aplicada como uma ferramenta complementar para a

caracterizacdo de sistemas supramoleculares envolvendo ciclodextrina,?>%***’

principalmente
guando hd sobreposicdao de sinais da ciclodextrina e da molécula hdspede, impossibilitando
identificar as correlagdes por *H/*H NOESY. E possivel verificar através desse experimento que as
duas moléculas apresentam um mesmo coeficiente de difusdo, com valor equivalente a D = -9,48 x
10™ cm®s™?, o qual esta relacionado como o tamanho, a forma e o peso molecular do sistema em
solucdo.*

Desta forma, macromoléculas que apresentam menores valores de “Log D” demonstram a
existéncia de sistemas com maior peso molecular do que aquelas macromoléculas que apresentam
valores de “Log D” maiores. Logo, quando esse valor de difusdo para o complexo de inclusdao é

comparado com aquele observado para a BCD livre (d ~ -6,7 10™ cm’.s™),™®

verifica-se que o
sistema supramolecular apresenta maior peso molecular do que a B-ciclodextrina pura, indicando a
interacdo entre as moléculas. Este resultado de difusdo, no qual somente um valor de Log D foi
observado, sugere a interacdo entre as moléculas em solucdo, resultado ja observado pelos
experimentos de RMN de hidrogénio e de *H/*H NOESY, no qual foi verificada a correlacdo entre os

hidrogénios do residuo de triptofano e aqueles hidrogénios da cavidade da 3CD.
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3.1.2. Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

A técnica de calorimetria de titulagdo isotérmica foi utilizada para determinar os parametros
termodinamicos do processo de formagdo do sistema supramolecular entre a B-ciclodextrina e o
peptideo BPP10c, além fornecer informacdes sobre o processo de agregacdo do peptideo.
Embora, os parametros termodinamicos obtidos por ITC sejam um somatério dos efeitos de
diferentes intera¢Oes tais como, a agregacdo do complexo supramolecular formado, mudangas na
estrutura do peptideo e ainda dissocia¢do do titulado ou titulante em solugdo, essa técnica permite
determinar de forma direta a estequiometria do sistema, variacdo de entalpia e a constante de
formacdo.™

Na Figura 3.11a estdo apresentadas as curvas de diluicdo do peptideo em agua, assim como,
a titulagdo do BPP10c em solugdo aquosa de B-ciclodextrina. Na Figura 3.11b é apresentada a curva
final de titulagdo, na qual a diluicdo do peptideo é subtraida da curva de titulagdo entre o BPP10c e a

BCD.
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Figura 3.11: Curva calorimétrica para a) o BPP10c 60,0 mmol.L™ em 4gua (M e em solugo aquosa de
BCD 4,0 mmol.L™" (&) e b) figura final (__) curva apds a subtracdo e regressdo n3o-linear (isoterma de

Wiseman)™® (---).
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Analisando a curva de diluicdo do BPP10c em &agua verifica-se um carater exotérmico,

161 Esse

sugerindo um processo de auto-associacdo ou auto-agregac¢do do peptideo em solucgdo.
mesmo comportamento exotérmico é observado no caso da titulacdo desse peptideo em solugdo de
BCD, Figura 3.11a, mesmo apds a subtracdo da curva de dilui¢do do peptideo em agua, Figura 3.11b.
Esse resultado é caracteristico de interacdes do tipo hdspede-hospedeiro e ja foi observado para

outros peptideos da mesma familia?®?

e também para outros sistemas envolvendo ciclodextrinas
com diferentes moléculas héspedes.”®

A curva final de titulagdo da solugdo de BCD na solugdo do BPP10c ndo apresentou um ponto
de inflexdao referente ao ponto de equivaléncia do sistema. Embora este ponto de equivaléncia nao
tenha sido observado de forma evidente, os parametros termodindmicos para o sistema BCD-
BPP10c foram obtidos pelo ajuste ndo-linear da curva assumindo uma estequiometria do tipo 1:1,

isoterma de Wiseman, Equacgao 3.1.1%°

Q _pv|ly X or 3.1

1
dlx} 12 2J0+x, +r) -4x,

A qual relaciona a variacdo de calor do sistema com o nimero de moles do titulante
adicionado em cada inje¢do (dQ/d[X],) com a razdo de concentra¢do absoluta entre o titulado e o

titulante em cada ponto durante o processo de titulacdo (Xg =[X]/[M];) para uma reacdo:

X+M > MX 3.2
Onde,

L o= kdm), b 3.3
r Kd

E V, é o volume efetivo da cela calorimétrica, K, a constante de associacdo e c a razdo da
concentracdo do titulado.

A escolha dessa razdo molar para o calculo dos parametros termodindmicos baseou-se nos
resultados prévios obtidos pelos experimentos de ressonancia magnética nuclear, os quais indicaram
a interagdo preferencial entre a cavidade da B-ciclodextrina e o residuo de aminoacido triptofano.

Sendo assim, o valor da variagdo da energia de Gibbs padrdo foi de AG® = -10,6 kJ.mol™, da variacdo
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de entalpia padrdo foi de AH® = -15,6 ki.mol™ e a variagdo entrdpica padrio foi de TAS® = -5,0 kJ.mol’
1

Porém, através da analise da curva de titulacdo isotérmica pode ser verificado que o sistema
formado pela interagdo entre as moléculas de BCD e BPP10c exibe uma interagdo supramolecular
fraca uma vez que um modelo sigmoidal ndo foi observado. Isso pode ser confirmado pelo valor da
constante de equilibrio de complexagdo (K.,) obtido através do ajuste ndo-linear assumindo uma
estequiometria do tipo 1:1, K., = 71. Esse valor de constante pode ser considerado baixo quando
comparado a outros sistemas reportados na literatura, (K, > 7000)>"* ou ainda para sistemas
envolvendo interagdo entre enzimas e substratos (K, > 20.000)"%*°. A curva de titulagdo da B-
ciclodextrina em 3agua como descrito na literatura ndo apresentou nenhum perfil aparente,
exotérmico ou endotérmico, o que sugere que nenhum efeito de agregac¢do ou de dissociacdo possa
ser quantificado por ITC.>* O processo de interacdo entre as moléculas, BPP10c e BCD, pode ser

descrito através da Equacao 3.2.

BPP10c.mH,0 + BCD.pH,0 <> [BCD.BPP10c].(m + p — x)H,0 + xH,0 3.4

De acordo com a Equacdo 3.1 acima, a complexacdo entre as espécies depende de dois
processos simultdneos, a formagdo das interagdes ndo covalentes entre o peptideo e a B-
ciclodextrina e a reorganizacdo do solvente. Do ponto de vista entalpico, a formacdo das intera¢des
ndo covalentes é um processo exotérmico (AH;uimseco < 0), €NquUanto que a quebra das interacdes do
solvente é endotérmico (AH;uinseco > 0). Sendo assim, as interagdes sdo predominantes para a
formacgdo do complexo supramolecular BCD:BPP10c, uma vez que a varia¢do entalpica observada
para o sistema foi negativa. Tem sido proposto que durante o processo de formacao das interagdes
ndo covalentes, a reorganizacdo do solvente conta para a contribuicdo da variacdo entalpica. Porém,
a formacdo do complexo geralmente reduz a acessibilidade do solvente as moléculas do sistema.
Consequentemente, a variacdo entalpica observada é o resultado compensatério da entalpia de

76,161

dessolvatacdo e a entalpia intrinseca. A contribuicdo entrdpica desfavoravel observada para

este sistema é atribuida a restricdo conformacional dos residuos de aminoacidos apds a interagdo e

complexag¢do com a ciclodextrina.’®8%11163

3.1.3. Espectroscopia de Infravermelho — FTIR-ATR

A técnica de espectroscopia de infravermelho por reflectancia total atenuada em solugao,

FTIR-ATR, foi utilizada para identificar as possiveis estruturas secundarias para o peptideo, tanto na
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presenca como na auséncia de B-ciclodextrina. Com esse objetivo, foram obtidos os espectros de
infravermelho na regido da banda de amida | de v entre 1750 a 1550 cm™ para o peptideo e seu
complexo com BCD em diferentes solventes.

Analisando o espectro do peptideo livre em DMSO, é verificada uma Unica banda de
infravermelho em v 1663 cm™, referente aos grupos C=0 da molécula, Figura 3.12a. Uma vez que os
grupos carbonilicos presentes na cadeia do peptideo sdo responsaveis pelas ligacGes de hidrogénio
com os grupos (—NH) da estrutura da molécula, as liga¢Ges de hidrogénio intra- ou intermoleculares
irdo determinar a estruturacdo secundaria dos peptideos.’® Logo, a existéncia de uma Unica banda
referente ao grupo C=0 na regido de amida | para o BPP10c puro pode ser explicada pela quebra das
interacOes intramoleculares do peptideo pela molécula de DMSO, uma vez que grupos S=0 do
solvente irdo competir com aqueles grupos C=0 do peptideo para formar ligacGes de hidrogénio
com os grupos (-NH) da cadeia do peptideo.’**** Esse fendmeno é observado porque as ligagdes de
hidrogénio entre os grupos S=0...H-N em solucdo sdo mais fortes do que as ligacdes intra- ou
intermoleculares entre o peptideo, ligacdes C=0...H-N peptideo — peptideo que serdo rompidas,
como representado na Figura 3.13. Como consequéncia da quebra das liga¢gdes de hidrogénio intra-
e intermoleculares do BPP10c, os grupos C=0 estardo livres favorecendo a presenca de uma Unica
banda em v 1663 cm™. Essa quebra nas interacdes intramoleculares do peptideo indicam ainda a
acessibilidade do solvente a estrutura da molécula, favorecendo uma estruturacdo estendida para o

peptideo, como ja relatado na literatura para outros sistemas. ®>%’
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Figura 3.12: Espectro de FTIR-ATR na regido de v/cm™ 1750 a 1550 para o0 BPP10c em DMSO a) na
auséncia de BCD, b) em presenga de BCD com o ajuste ndo-linear (gaussiana) (---) e c¢) comparagao

entre BPP10c puro, complexo BCD/BPP10c e CD pura.
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Figura 3.13: Representacao esquematica das interagdes ndao covalentes para o sistema em equilibrio

entre peptideo-peptideo, peptideo-solvente e peptideo-ciclodextrina.

Analisando o espectro de infravermelho de FTIR-ATR para o sistema BCD/BPP10c em DMSO
para a razao molar de 1:1, vérias bandas referente a carbonila foram observadas quando o espectro
é tratado pelo método da derivada segunda, Figura 3.12b. Esse resultado sugere que a B-
ciclodextrina é capaz de competir com as moléculas do DMSO para interagir com o peptideo de
forma ndo covalente como observado pelos experimentos de RMN. Desta forma, as moléculas de [3-
ciclodextrina rompem algumas ligacGes de hidrogénio do tipo S=0...H-N favorecendo diferentes
vizinhangas para os grupos C=0, como apresentado na Figura 3.13.

Sendo assim, um desdobrando daquela Unica banda em v 1663 cm™, em seis bandas
distinguiveis, foi verificado. Além disso, as modificacdes nas bandas de carbonila confirmam a
interagdo intermolecular entre as moléculas de BCD e BPP10c em solugdo, além de sugerir que esta

interacdo intermolecular é capaz de alterar a estrutura secundaria do peptideo. A Tabela 3.3
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apresenta a atribuigdo das conformagdes do peptideo na presenca e na auséncia de -ciclodextrina,

gue foi baseada em atribuicGes ja descritas para outros peptideos na literatura,

140,145,164 & ainda suas

respectivas contribuicdes, que foram obtidas pela integracdo das areas de cada gaussiana ajustada

para cada banda de infravermelho.

Tabela 3.3: Posi¢do e porcentagem das bandas de FTIR-ATR (v/cm™) determinadas pela derivada

segunda para as regidao de amida | do BPP10c e seus complexos em DMSO, H,0 e D,0.

DMSO H,O D,0
Amostra v/em™® Atribuic3o v/em™® Atribuig3o v/em™ Atribuigdo
1663 1611 Folha-B e 1622
BPP10c . Folha-B3
(100) (26,0) Agregacdo (17,2)
1631 1625
(16,1) Folha-B (18,2) Folha-B3
1645 L. 1639
Aleatorio Folha-B
(7,7) (16,5)
1661 1654 .
Volta-p a-hélice
(11,4) (17,2)
1673 1671
(38,8) Folha-p (30,9) Volta-§
BCD/BPP 1607 Cadeia 1608 B-folha e 1622 Folha-p
10c (2,7) lateral (20,3) Agregacao (10,2)
1624 1620 1625
(3.7) Folha-f (10,8) Volta-p (36,2) Folha-f
1edl Volta-§ 163> Folha-3 1639 Folha-B3
(32,1) (11,5) (11,4)
1eol Volta-§ 1647 Aleatdrio 1636 a-hélice
(26,0) (17,1) (22,6)
1675 1662 1673
(4.3) Folha-f (9.3) Volta-p (19,6) Volta-p
1688 Folha-f3 1676 Folha-B
(31,2) (31,0)

Valores em itdlico entre parénteses representam a porcentagem de cada estrutura obtida pela

integracao das areas para cada gaussiana obtida.

Foram observadas conformacgdes estruturais do tipo p-folha em v 1624, 1675 e 1688 cm™

totalizando um percentual de 39,28 %. Além dessa estrutura B-folha, estrutura do tipo volta-p foi

observada para os valores de v 1641 e 1661 cm™, com um total de 58,05 % de estruturacao. Deve

ser ressaltado que a B-ciclodextrina pura ndo apresentou bandas de infravermelho significativas nas
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concentracoes e condic¢Oes utilizadas para a avaliacdo da estruturacdo do peptideo na regido de v
1750 a 1550 cm™ que pudesse sobrepor aquelas bandas de amida | do peptideo em solucdo de
DMSO. Esse resultado pode ser demonstrado através da comparagdo dos espectros do BPP10c, fCD
e do sistema BCD/BPP10c, Figura 3.12c.

Os espectros de FTIR-ATR para o peptideo em d4gua na auséncia e presenca de [3-
ciclodextrina sdo apresentados nas Figuras 3.14a e 3.14b, respectivamente. A atribuicdo das bandas

observadas para o peptideo e seu complexo supramolecular encontra-se apresentadas na Tabela

3.3.

© o Q o ——BPP10c
b) © © © : “*Complexo
. |\ """ BCD
= Complexo —H,0 T
------- Ajuste Gaussiano ; §
o
wr
O
<«
e
1750 1700 1650 1600 1550
Numero de onda (cm™}
© P
° e K
« ' T T T 1
p
(o]
o
£
< a)

1673
1611

BPP10c—H,0
Ajuste Gaussiano

[ T 1
1750 1700 1650 1600 1550

Numero de onda (cm!)

Figure 3.14: Espectro de FTIR-ATR na regido de v/cm™ 1750 a 1550 para o BPP10c em H,0 a) na
auséncia de BCD, b) em presenga de BCD com o ajuste ndo-linear (gaussiana) (---) e ¢) comparagdo

entre BPP10c puro, complexo BCD/BPP10c e CD pura.
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E possivel verificar que os valores de nimero de onda (v) para a banda de amida | em
solu¢do na presenca da P-ciclodextrina ndo apresentou variagdo significativa quando comparado
com o espectro FTIR-ATR do BPP10c puro. Porém, foi verificada uma variagdo no percentual da
contribuicdo de cada tipo de estrutura em solucdo. Para o peptideo livre a contribui¢cdo da estrutura
p-folha foi de 80,89 % para os valores de v 1611, 1631 e 1673 cm™ e para o complexo
supramolecular para esta mesma estrutura a contribuicao foi de 62,80 % para v em 1608, 1635 e
1676 cm™, indicando uma reducdo nesta estruturacdo secundaria quando a ciclodextrina é
adicionada ao sistema. Ja para a estrutura do tipo randémica, um aumento de 7,70 (v 1645 cm™)
para 17,05 % (v 1647 cm™) foi observado quando a B-ciclodextrina é adicionada ao sistema. O
mesmo fendmeno foi verificado para estrutura do tipo “turns”, na qual um aumento de 11,41 em v
1661 cm™ para 20,15 em v 1662 cm™ foi verificado. Os resultados em solugdo aquosa demonstram
uma redugdo na contribuicdo do tipo -folha com um aumento nas contribui¢ées do tipo randémica
e “turns” quando o complexo de inclusdo é formado.

Para o peptideo e o sistema supramolecular em solugdo de D,0, Figuras 3.15a e 3.15b, um
mesmo perfil no espectro de infravermelho foi observado com uma pequena variagao nos valores de
v em cm™. Porém, desta vez em ambos 0s casos a estruturacdo do tipo a-hélice foi observada, com
uma contribuicdo para o peptideo puro foi de 17,07 % (v 1654 cm™) valor esse inferior aquele obtido
em presencga de B-ciclodextrina, 22,57 % (v 1656 cm™). A contribuigdo da estrutura do tipo B-folha
para o peptideo livre foi de 52,18 %, para os valores de v 1622, 1625 e 1639 cm™ e em presenca de
BCD foi de 57,85 % para os mesmo valores de v 1622, 1625 e 1639 cm™. O ultimo tipo de
contribuigdo foi o tipo “turns” o qual em presenca de B-ciclodextrina foi de 19,58 % em v 1673 cm™
e para o peptideo livre foi de 30,75 % em v 1671 cm™.

Os resultados obtidos utilizando os solventes DMSO, H,0 e D,0 monstram a capacidade da
B-ciclodextrina interagir com a molécula do peptideo nas condigdes estudadas. Além disso, a
possibilidade de identificar as diferentes estruturas secundarias do peptideo em solucdo permite
inferir sobre a possibilidade da B-ciclodextrina em modificar a estrutura da molécula héspede.
Assim, os estudos em solucdo por FTIR-ATR podem ser uma forma rdpida de analise para auxiliar a
prever possiveis mudangas de estruturacdao de macromoléculas complexadas com ciclodextrina e
uma relacdo entre a estrutura e a atividade dessas moléculas quando incluidas em ciclodextrina

pode ajudar a entender resultados obtidos em testes biolégicos.
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Figura 3.15: Espectro de FTIR-ATR na regido de v/cm™ 1750 a 1550 para o BPP10c em D,0 a) na

auséncia de CD, b) em presenga de BCD com o ajuste ndo-linear (---) e c) comparagdo entre BPP10c

puro, complexo BCD/BPP10c e BCD pura.

3.1.4. Dicroismo Circular

Com o objetivo de confirmar os tipos de estruturas secundarias observadas pelo método da
derivada segunda obtidas por FTIR-ATR em solugdo, espectros de dicroismo circular para o peptideo
e seu complexo de inclusdo na razdao molar 1:1 foram obtidos. Para peptideos e proteinas o grupo
cromdforo de maior importancia presente em sua cadeia € o R;(C=0)-NHR, referente a ligacdo
peptidica. A presenca desses grupos na estrutura primaria dos peptideos e proteinas interagindo de
forma intermolecular faz com que essas macromoléculas apresentem estruturacdes secundarias do

tipo a-hélice, B-folha ou ainda randémica, quando nenhuma regularidade conformacional é
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44,168

observada. A investigacdo da estruturacdo dessas macromoléculas apresenta uma grande

importancia, uma vez que a atividade dessas moléculas pode estar relacionada com a estrutura.
Sendo assim o estudo dessas estruturas em presenca de ciclodextrina faz-se necessaria, uma vez que

esses macrociclos podem modificar a estrutura do peptideo através da quebras das ligacOes

intramoleculares da molécula.?®”

A Figura 3.16 apresenta os espectros para o peptideo BPP10c puro e para o complexo

supramolecular CD/BPP10c na razdo molar de 1:1. O espectro de dicroismo circular para o BPP10c

apresenta um padrdo randdmico, que é comumente observado para peptideos pequenos.?®*

Contudo, fazendo uso da deconvolucdo dos espectros do peptideo e seu complexo de incluséo,

169

utilizando o programa PEPFIT, uma estrutura mais refinada pode ser obtida para os dois sistemas.

04

‘Tt"\ -5 4
5
= ——1:1 BCD/BPP10c (0.1 mM)
5 - -~ -BPP10¢ (0.1 mM)
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Figura 3.16: Espectro de dicroismo circular para o BPP10c (0,1 mmol.L") e para o complexo

supramolecular BCD/BPP10c (0,1 mmol.L™?) em tamp&o K,HPO./H3PO, (pH 4,0).

Para o BPP10c foi possivel observar 50 % de estrutura do tipo gfas e ainda 25 % de
estruturas do tipo volta-f e 25 % de estruturas do tipo gbt.*® A estrutura do tipo gfas é observada
guando a conformacdo do tipo randémica apresenta um deslocamento para vermelho de
aproximadamente 10 nm. Este fendmeno pode ser explicado pela presenca dos residuos de prolina,
0s quais previnem a formacdo de estruturas do tipo a-hélice e também ao reduzido tamanho da
cadeia do peptideo. Ja a estrutura do tipo gbt pode ser atribuida a sistemas nos quais estruturas do
tipo volta-p estdo presentes, mas um rdpido equilibrio entre os possiveis angulos de torgdo ¢ e v,

Figura 3.17 167,169,170
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Figura 3.17: Representacao esquematica da estrutura molecular para a regido de ligacdo peptidica

com os respectivos angulos de torcao.

O complexo supramolecular na razao molar de 1:1 apresentou um espectro de dicroismo
circular com perfil semelhante aquele observado para o peptideo puro. Foi verificada uma mudanca
na estruturacdo do peptideo na presenca de BCD com: gfas (52 %), gbt (21 %) e volta-3 (20 %). Os
resultados obtidos por dicroismo circular estdo de acordo com aqueles verificados por infravermelho
em solucdo. Além disso, combinando os resultados das duas técnicas observa-se a existéncia de
estruturas secundarias semelhantes, sugerindo que essas metodologias podem ser uma boa
ferramenta para a analise estrutural de peptideos mesmo na presenca de ciclodextrina. A
complementaridade dessas duas ferramentas de analise tem sido aplicada a diferentes sistemas
para peptideos e proteinas auxiliando na determinacdo da estrutura secundarias dessas

macromoléculas,#014#145:171

| 59



Capitulo 4

Agregagdo da [-ciclodextrina e seu Complexo Supramolecular



Capitulo 4: Agregagdo da [-ciclodextrina e seu Complexo Supramolecular

4. Resultados e Discuss@o

Neste capitulo serdo apresentados os resultados para a auto-organizacdo e para a auto-
agregacao da P-ciclodextrina em 4gua e também para o complexo supramolecular formado pela
interagdo da Ampicilina com a BCD. Para a caracterizagdo desses agregados moleculares e seus
parametros termodinamicos serdo utilizadas técnicas de espalhamento de luz, dindmica e estdtica,
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel, ressonancia magnética nuclear,
calorimetria de titulacdo isotérmica, microscopia de forca atdomica e também calculos de dinamica

molecular em solug3o.*

4.1. Auto-organizagdo e Agregagdo da f-ciclodextrina e seu Complexo Supramolecular

4.1.1. Espalhamento de Luz Dindmica e Estatico

Os experimentos de espalhamento de luz dindmica foram conduzidos nesse trabalho para
avaliar o processo de auto-agregacdo da P-ciclodextrina em solugdo aquosa. Para essas titulagGes a
variacdo da concentragdo de BCD foi plotada em fungdo da intensidade de espalhamento de luz,

)'*”. As curvas de titulagdo da BCD

medida em contagens por segundo (Kcps — “kilo cout per second”
em dagua para as temperaturas estudadas de 293,15, 298,15 e 303,15 K estdo apresentadas nas

Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, respectivamente.

420 —

m  Regido 2
304 Ajuste Linear (R* = 0,976)

280__ ;}
210 4 E E

Intensidade de Luz Espalhada (Kcps)

140 4
< = Regido 1 E,
. . 2 _ o
70 Ajuste Linear (R” = 0,870)
L SN
1 =T
0 . ‘ concentragdo de agregacgdo critica (1,24 mM)
! | ! | ! | ! | ! | ! |

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Concentragédo de pCD (mM)

Figura 4.1: Curva de concentragdo de agregagdo critica para a fCD em agua a 293,15 K.
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Figura 4.2: Curva de concentracdo de agregagao critica para a BCD em agua a 298,15 K.
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Figura 4.3: Curva de concentragdo de agregagdo critica para a fCD em agua a 303,15 K.
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Analisando as curvas de titulagdo da BCD em &agua verifica-se duas regides distintas, a regido

1 e a regido 2. Essas duas regides ficam evidentes com a analise dos ajustes lineares dos pontos de

titulacdo. Os ajustes lineares para cada curva de titulacdo podem representar a existéncia de dois
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sistemas supramoleculares distinguiveis, resultantes da interacdo intermolecular entre as moléculas
de B-ciclodextrina em fung¢do da concentragdo. Neste sentido, a primeira parte da curva de titulagdo
(regido 1) pode representar a forma ndo agregada da [-ciclodextrina em solugdo ou ainda, a
formacdo de pequenos agregados os quais seriam menores do que aqueles observados para a
segunda parte (regido 2) da curva de titulagao.

Para confirmar a existéncia desses dois tipos de sistema distintos e sua dependéncia com a
concentragdo de 3CD, foi feita a medida de distribuicdo de tamanho para cada ponto da titulagdo. O

grafico de distribuicdo de tamanho para a regido 1 estd apresentado na Figura 4.4.

120 S
: T Distribuiczo dos agregados a 0,89 mM
100 - A Ajuste n3o linear (R* = 0,87)
80 T %
60 -

Distribuicdo da Populagédo de Agregacéao (%)

| I
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Tamanho (nm)

Figura 4.4: Distribuicdo da populagdo de agregacdo para a BCD na concentragdo de 0,9 mmol.L'! em

agua a 298,15 K, representando a regido 1.

Esta curva de distribuicdo da populacdo foi obtida pela soma das porcentagens de cada
distribuicdo de tamanho em todas as medidas realizadas para a concentra¢do de 0,9 mmol.L" de
BCD, com posterior normalizagdo dos dados. Para esse sistema foi verificada uma distribuicdo de
tamanho entre 0,6 a 2,5 nm. Contudo, o ponto de maximo da distribuicdo de populacdo apresentou
um tamanho médio de aproximadamente 1,5 nm. Para esse tamanho de sistema alguns arranjos

supramoleculares foram propostos e apresentados na Figura 4.5.
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[Pciclodextrina
0,78 + 0,01 nm

Prciclodextrina Dimero de p-ciclodextrina
1,54 7 0,04 nm 1,56 0,01 rm

Trimero de f-cicladextrina
2,34 20,01 nm

Figura 4.5: Representacdo esquematica de alguns possiveis sistemas antes da cac a) diametro da
molécula de BCD, b) possiveis agregados formados pela interagdo frontal entre monémeros de BCD

e c¢) agregado formado de estrutura em ziguezague.

De acordo com o ponto de maximo equivalente a 1,5 nm obtido pela curva de distribuicdo
esse resultado pode representar o didmetro médio de uma molécula de BCD livre, Figura 4.5a.®
Além desse monOGmero, esse resultado pode também representar a interacdo frontal de duas ou trés
moléculas de B-ciclodextrina, formando dimeros ou trimeros em solucdo aquosa, Figura 4.5b.""> E
por ultimo, essa medida poderia estar relacionada com formacdo de estruturas agregadas em
ziguezague, como apresentada na Figura 4.5c."

A possibilidade de formacdo de agregados lineares pode ser sustentada pela presenca dos
grupos funcionais (-OH) nas bordas do cone da molécula de BCD, que sdo capazes de formar ligacdes
de hidrogénio intermoleculares. A existéncia dessas estruturas formadas por moléculas de f-
ciclodextrina conectadas pela interacdo frontal é considerada uma das etapas fundamentais para a
sintese de rotaxanos e polirotaxanos. Porém, para a sintese dessas macroestruturas sdo utilizadas

solucBes concentradas de ciclodextrina e mais ainda, a presenca da molécula hdspede geralmente
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um polimero de cadeia linear, pode favorecer o alinhamento dessas ciclodextrinas que serdo

7577173 Encontram-se descritas na literatura evidéncias

estabilizadas por ligacGes de hidrogénio.
tedricas da formacdo de dimeros de a-ciclodextrina em fase gasosa, considerando diferentes tipos
de interag¢des frontais entre as moléculas de aCD, na qual a interagao entre duas cavidades menores
foi energeticamente favoravel comparada as outras estruturas estudadas. As estruturas em
ziguezague, por sua vez, ja foram determinadas teoricamente e também no estado sdlido por alguns
autores na literatura, evidenciando a possibilidade real de existéncia dessa macroestrutura.*’4"
Para a regido 2 da curva de titulacdo sdo observados a presenca de agregados de tamanho
maior do que aqueles observados para a regido 1, como observado na curva de distribuicdo de
populacdo que estd apresentada na Figura 4.6. A confirmacdo da presenca de agregados de tamanho
maior é feita pela presenca de nanoestruturas com didmetro que podem variar de 40 a 250 nm.
Além disso, com a analise desse grafico é possivel verificar dois pontos de maximo de distribuicao,
um em aproximadamente 60 nm e outro em 120 nm, demonstrando que ndao ha uma distribuicdo
homogénea dos agregados para a regido 2. Esse resultado pode ajudar a entender o motivo pelo

qual um desvio padrdo maior observado para os pontos da curva de titulagdo plotada em funcdo da

intensidade de luz espalhada, para os pontos da segunda parte da curva (regido 2).

120

. Distribuigdo dos agregados a 0,20 mM

100 — Ajuste nZo linear (R* = 0,93)
; - - - - Grupos de agregados

Dsitribuigcao da Populagdo de Agregacéao (%)

ST =

NN

Yy -

T T T T
50 100 150 200 250

Tamanho (nm)

Figura 4.6: Distribuicdo da popula¢do de agregacdo para a fCD na concentragdo de 2,0 mmol.L'! em

agua a 298,15 K, representando a regido 2.
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Esses resultados obtidos para as curvas de distribuicao da populagao, para as duas regides
na temperatura de 298,15 K, também foram verificados para as temperaturas de 293,15 e 303,15 K.
Os resultados obtidos para o tamanho dos agregados de B-ciclodextrina em solugdo aquosa estdo de
acordo com outros dados ja descritos na literatura para a auto-agregacao de ciclodextrinas naturais,
entretanto, solucdes de diferentes concentracées de ciclodextrina foram utilizadas nesses
trabalhos.***4¢

Analisando as curvas de titulagdo da solugdo aquosa de CD em agua, o ponto de intersecdo
entre os dois ajustes lineares, refere-se ao ponto de concentracdo de agregacdo critica, que é

definido como cac. Os valores de cac obtidos para as trés temperaturas analisadas estdao

apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Parametros termodinamicos de agregac¢do obtidos por espalhamento de luz para a fCD.

Temperatura cac AgeG° AgH® TA;S° A,

/K /mmol.L*? /kJ.mol™ /k).mol™* /kJ.mol™ /mol.mL.g™
293,15 1,239 -16,31 -26,48 -10,17 -8,88x10°
298,15 1,604 -15,95 -26,48 -10,53 9,00 x 10°
303,15 1,821 -15,90 -26,48 -10,58 -5,44 x 10°

Além disso, os valores de cac determinados por espalhamento de luz encontram-se

3940 Esses autores identificaram estruturas

proximos aqueles obtidos previamente por Bonini e Rossi.
de 90 nm de didmetro para solugdes com concentracdo a partir de 3 mmol.L" de BCD. Para os
valores de concentragdo de BCD inferiores a 3 mmol.L?, foram observados sinais negligenciaveis por
Bonini e colaboradores,® porém, no presente estudo esse fato n3o ocorreu. Essa diferenca na
resposta observada para a medidas de espalhamento de luz pode estar relacionada como o método
de preparo das solucdes de B—ciclodextrina,41 uma vez que no trabalho de Bonini e colaboradores as
solugdes de B-ciclodextrina foram filtradas o que pode remover da solugdo agregados de BCD,
influenciando na concentragdo de soluto no solvente (dgua), desfavorecendo assim a formacgao dos
agregados. No presente estudo a agua foi filtrada antes do preparo das solugdes, método que nao
altera a concentragdo de BCD na solugdo final.

Com base nos valores obtidos de cac pelos experimentos de espalhamento de luz dinamico,
os parametros termodinamicos de agregacdo para a B-ciclodextrina foram calculados, uma vez que a
auto-agregacdo da BCD em solugdo pode ser tratada de forma semelhante aquela observada para
surfactantes de baixa massa molecular.” Para isso foi utilizado o modelo de separagio de

pseudofase, o qual considera os agregados como sendo uma fase separada no ponto da cac. Desta
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forma a variacdo da energia livre de Gibbs de agregac¢do padrdo pode ser expressa pela Equagdo

49,176,177
4.1:

A,G" =RT.In(X,,) a1

Na qual R é a constante da lei dos gases (8,314 J.mol™.K?), T a temperatura absoluta (Kelvin)
e X, € a concentracdo de agregacdo critica. Além disso, aplicando a equacdo de Gibbs-Helmholtz,

Equacdo 4.2, a variaco da entalpia de agregacdo padrio pode ser encontrada.’’®

A H =R mLf) 4.2
a/T )

A variacdo de entropia de agregacdo padrao pode ser obtida pela Equacao 4.3, uma vez que

os valores de A,,G’ e A,;H’ ja foram obtidos.
AagS° =(AagH° —AagG°)/T 4.3

Os valores encontrados para os parametros termodinamicos de agregac¢do da B-ciclodextrina
estdo apresentados na Tabela 4.1. Os valores negativos obtidos para a variacdo de energia livre de
Gibbs padrdo de agregagdo (A,G°) da BCD nas trés temperaturas estudadas demonstram a
espontaneidade do fendmeno de auto-agregagdo em solugdo aquosa. Esses valores de A,,G° para o
processo de auto-agregacdo da BCD sdo préximos a outros valores reportados na literatura, para p-
ciclodextrinas modificadas (A,G° = -40,28 e -43,00 kl.mol™). Nesse trabalho os grupos hidroxila
primarios e secundarios foram substituidos por grupos de oligo etilenoglicol.*’ Porém, esse sistema
formado pela agregagdo da BCD modificada foi favorecido pela interagdo intermolecular dos
substituintes das bordas da B-ciclodextrina, justificando o cardter mais espontaneo do processo. Em
outro estudo no qual foi analisada a formacdao do poli-rotaxano formado pela associacdo de

Y77 o valor de AyG° = -34,03 kJ.mol™ foi determinado, corroborando os

pentaetilenohexamina e aCD,
resultados obtidos no presente estudo.

Fazendo uso da Equacdo 4.2 e do grafico de In.,. em funcdo de 1/T determinou-se a variacdo
de entalpia padrdo de agregagdo (A,.H°), Figura 4.7. Do ponto de vista entalpico a formagdo de

interacOes ndo covalentes é considerado um processo exotérmico (AHiimseco < 0), €NqUanto que a
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quebra da estrutura definida do solvente é endotérmico (AHessowatacio < 0).'®! Assim, para o sistema

formado pela auto-agregacdo da BCD a variagdo entalpica determinada foi de A,;H’ = -26, 48 kl.mol’

1.
6,00 —
6,15
630 g

-6.45 '

In cac

-6,60 -

-6,75 -

1 Coeficiente Angular =-3184,72

------ Ajuste Linear (R* = 0,982)
—6,90 . T r T T T T T T 1 T 1 T 1 1

3,3x10°  3,3x10°  3,3x10°  3,3x10°  3,4x10° 34x10° 3,4x10° 3,4x10°
1T (K)

Figura 4.7: Curva de Inc,c X 1/T e ajuste linear para a determinagdo da A,,H° para a BCD.

Os valores positivos de TA,,S’ calculados pela Equagdo 4.3 estdo apresentados na Tabela 4.1
demonstram um carater entropicamente desfavoravel. Vale ressaltar que no processo de agregacao
pode ocorrer contribuicdo entrdpica desfavoravel devido a restricdo conformacional apds a
formacdo dos agregados em solucdo. Assim, os valores negativos de entropia observados para as
trés temperaturas podem indicar uma organizacdo do sistema apdés com a formacdo dos
agregados.>®°%%®

Com o objetivo de determinar o niumero de unidades de B-ciclodextrina por agregado (M) e
o segundo coeficiente do viral (A,) foram realizados experimentos de espalhamento de luz estdtico

para a regido 1. As Figuras 4.8, 4.9 e 4.10 apresentam as curvas de Debye para as temperaturas de

293,15, 298,15 e 303,15 K, respectivamente.
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Figura 4.8: Curva de Debye para determinar o nimero de moléculas de BCD por unidade de

6,00x10™

1
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KCIR,

0,00

-1,50x10™

agregado em agua a 293,15 K para a regido 1.

= Titulagcdo de BCD em agua a 25 °C
Ajuste Linear (R* = 0,956)

Massa Molecular = 1/2,92578.10* = 3417 g.mol”
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Figura 4.9: Curva de Debye para determinar o nimero de moléculas de fCD por unidade de

agregado em agua a 298,15 K para a regido 1.
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3,2x10
= Titulagdo de BCD em agua a 30 °C

24x10*4 Ajuste Linear (R* = 0,984)
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0,0

Massa Molecular = 1/1,84673.10* = 5415 g.mol”
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x4+ 7———7———— 71—

0.2 04 06 08 1,0 12 14 16
Concentragao de BCD / mg.mL"’

Figura 4.10: Curva de Debye para determinar o numero de moléculas de BCD por unidade de

agregado em agua a 303,15 K para a regido 1.

Para a determinagao dos parametros M e A, foi utilizada Equacdo 4.4, a qual correlaciona o
numero de moléculas por agregado (M), o segundo coeficiente do virial (4;), a constante dptica (K), a
concentracdo do soluto (C) e o raio de Rayleigh (Rg) sem levar em consideragdo o fator de forma do

agregado (P).

= 124 4.4
M

A constante oOptica (K) é definida pela Equagdo 4.5, na qual n, é o indice de refragdo do
solvente, dn/dc representa o incremento do indice de refracdo da solugdo pelo aumento das
unidades de concentragdo de massa da PCD (equivalente a 0,139 mL.g")*, 1, é o nimero de luz

espalhada no vdcuo e N, o nimero de Avogrado.

AN,
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A partir dos experimentos de Debye foi possivel determinar o peso médio de 3378 g.mol™
dos agregados formados em solugdo para as temperaturas de 293,15 e 298,15 K, Figuras 4.8 e 4.9.
Levando em consideracdo a massa molecular®® da BCD que é equivalente a 1135 g.mol™?, pode-se
determinar que o agregado formado nas temperaturas de 293,15 e 298,15 K é constituido de trés
moléculas de PB-ciclodextrina. Esse resultado sugere que mesmo em solugdes diluidas de -
ciclodextrina, regido antes do ponto de concentragdo de agregacdo critica, a BCD tende a formar
agregados moleculares estabilizados por interagdes ndo covalentes. A temperatura de 303,15 K,
Figura 4.9, um agregado com maior massa (5307 g.mol™) foi verificado em solugdo do que aqueles
observados anteriormente. Esse valor de massa pode ser correspondente a agregacao de quatro ou
cinco moléculas de B-ciclodextrina.

Outra evidéncia que suporta nossa hipdtese para a agregagdo da P-ciclodextrina antes do
ponto de cac foi obtida pelos valores obtidos para o segundo coeficiente do virial. Esse parametro foi
utilizado para avaliar as forgas atrativas e repulsivas entre o soluto (moléculas de BCD) e o solvente
(4gua).’”®*® Foram obtidos valores negativos de A, para as trés temperaturas estudadas, como
verificado pela inclinacdo das curvas de Debye, Figuras 4.8, 4.9 e 4.10, os quais encontram-se
apresentados na Tabela 4.1. Esses valores negativos refletem uma interacao entre as moléculas de
B-ciclodextrina, levando ao processo de formagdo dos agregados. A comparagdo direta dos
resultados de A, para as trés temperaturas ndo pode ser feito, uma vez que estes valores sdo muito
pequenos, o que levaria a um erro de interpretacdo dos resultados. Porém, resultados com valores
negativos e ainda na mesma ordem de grandeza para A, jd foram descritos na literatura para
sistemas envolvendo lipossomas, associacdo de polimeros com ciclodextrina e proteinas.””**° 0
mesmo experimento de Debye conduzido para a regido 1 (antes da cac) foi realizado para a regido 2.
Porém, devido ao alto desvio padrdao para as medidas feitas para essa regido, oriundo da grande
polidispersidade ou heterogeneidade do sistema, ndo puderam ser obtidos ajustes satisfatorios e
assim ndo foi possivel obter o nimero de 3CD por agregado.

A partir dos dados obtidos por espalhamento de luz dindmica e estética, o agregado de BCD
formado antes do ponto de cac é constituido de aproximadamente trés moléculas de B-ciclodextrina
com um tamanho de aproximadamente 1,5 nm. Além disso, esses resultados sugerem que esse
ponto de agregacdo, identificado por espalhamento de luz possa ser a segunda agregac¢do da CD,
na qual a primeira seria antes de 1,60 mmol.L"* a 298,15 K. Para o sistema ap6s a cac (regido 2),
agregados com distribuicdo de tamanho entre 40 — 250 nm, apresentando pontos de maximo em 60
e 120 nm, foram observados. Porém, devido a heterogeneidade desses agregados, apds a cac nao foi
possivel inferir sobre o nimero de moléculas de BCD por unidade de agregado e sobre o segundo

coeficiente do virial.
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Desta forma, com o objetivo de avaliar as possiveis estruturas tridimensionais para os
agregados formados antes da cac foram realizados calculos de dinamica molecular em solugéo.
Foram avaliados, através dos cdlculos de dindmica molecular, cinco arranjos possiveis para a
formacdo do agregado molecular envolvendo trés moléculas de [B-ciclodextrina. Quatro dessas
estruturas foram arranjadas levando em consideracdo a possibilidades de intera¢des frontais entre
as cavidades maior e menor da BCD, como representado na Figura 4.11. Além dessas estruturas,
uma quinta foi testada considerando o trabalho publicado previamente pelo grupo do Prof. Hélio F.

dos Santos, para agregados envolvendo trés moléculas de a-ciclodextrina.®

TT HT
e s = g£e
B BT
ht-th-ht th-th-th
—
b bl
B= <<>» D= ><<
\—,—l E—v_ﬂ
HH HT
th-th-ht ht-th-th th

Figura 4.11: Nomenclatura das estruturas de BCD usadas nas simulagdes de dindmica molecular.

Na Figura 4.12 estdo apresentadas as curvas de tamanho médio do agregado (2Rg) em
fun¢do do tempo de simulagdo para todos os arranjos moleculares estudados. O raio de giro (Rg) foi
utilizado como parametro de referéncia, o qual descreve a “mass-weighted distance” do dtomo “i”

ao centro de massa do agregado associado, segundo a Equacao 4.6:

4.6

As geometrias ap6s o tempo t = 0 ps, Figure 4.12, foram praticamente lineares com um 2R,
variando de 1,60 a 1,86 nm, valores estes um pouco maiores do que aqueles determinados
experimentalmente. Pode ser observado através da andlise dos resultados apresentados na Figura
4.12 que o tamanho das estruturas A, B e C ndo sofrem uma variacao significativa ao final da
simulacgdo (t = 5000 ps), na qual a estrutura A e C apresentaram um tamanho de 1,6 nm e a estrutura

B um de aproximadamente 2,0 nm. Por outro lado, o arranjo supramolecular D se tornou maior (3,2
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nm) ao final da simulagdo. O resultado para a estrutura 3P (trés ciclodextrinas perpendiculares)
também foi incluido na Figura 4.12. Esse arranjo foi proposto com base na estrutura estavel
estudada previamente para a a-ciclodextrina (trés moléculas perpendiculares), o qual ndo possuia

nenhuma associagdo HH.'®

Como demonstrado na Figura 4.12, o arranjo 3P foi estavel durante toda
a simulagdo, apresentando uma estrutura final de 1,53 nm que se encontra em um bom acordo com
o valor obtido experimentalmente por espalhamento de luz de 1,50 nm. A andlise das estruturas
finais obtidas por dinamica molecular nos permite inferir sobre as associa¢es locais HH, HT e TT na

estabilizacdo do agregado de BCD.

4.0
|—3P
— A (ht-th-ht)
3.5- B (th-th-ht)
| —— ¢ (th-th-th)
- D (ht-th-th)
&
o
~ 2.5
mﬁlﬂ
o~
. MW
L VLA
154 -
1.0 ' T T T ' | y T '
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tempo de Simulag¢do / ps
Figura 4.12: Variacdo do tamanho do agregado em fun¢do do tempo de simulacdo em solucdo

aquosa a 298,15 K.

As estruturas encontradas ao final da simula¢do para os arranjos iniciais A (ht-th-ht) e B (th-
th-ht) sdo apresentadas nas Figuras 4.13a e 4.13b. Essas duas estruturas possuem associacées HH
gue sdo mantidas quase inalteradas durante todo o tempo da simulacdo. A diferenca entre essas
duas estruturas estd na segunda associacdo, na qual o arranjo A apresenta a interacdo TT e a
estrutura B HT. Para a estrutura B, essa segunda associacdao assume um arranjo perpendicular
aquele dimero formado pela associagao HH, aumentando assim o tamanho do agregado formado
pela interagdo entre as trés moléculas de B-ciclodextrina. Esse fendmeno ndo é observado para a

estrutura A, a qual mantém seu arranjo ht-th-ht até o fim da simulacdo, comportamento este que
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ndo foi observado para o arranjo formado pela associacdo das trés moléculas de aCD estudadas
anteriormente. Esse resultado confirma que o numero de unidades glicosidicas é importante na
estabilizacdo dos dimeros lineares de ciclodextrina em solugdo aquosa.'”

Nas Figuras 4.13c e 4.13d sdo apresentadas as estruturas finais para os arranjos C e para o
arranjo 3P, o0s quais apresentam uma estrutura espacial similar com trés associacoes
perpendiculares. Para esses dois agregados moleculares os valores de 2R, sdo 1,57 e 1,53,
respectivamente. Embora, a energia de agregacdo nao tenha sido calculada no presente trabalho,
devido a dificuldade de avaliar a exatiddo da metodologia seria capaz de representar as energias em
solucdo, no trabalho prévio envolvendo a associacdo da aCD, o arranjo 3P foi pelo menos 10

kcal.mol™ mais estavel que os outros arranjos possiveis em solucdo.

Figura 4.13: Estruturas obtidas por dinamica molecular para os agregados de BCD apds tempo de

5000 ps.

Desta forma, duas conclusdes principais podem ser obtidas com os resultados experimentais
somados aqueles obtidos teoricamente: (i) dentre varias possibilidades, quatros estruturas
supramoleculares formadas pela interagdo de trés moléculas de PBCD foram propostas com
tamanhos estimados entre 1,93 a 1,53 nm e (ii) a estruturas espacial 3P, ndo linear, pode
representar a média dos arranjos supramoleculares a baixas concentracées de BCD em solu¢do

aquosa, o qual seu tamanho (1,53 nm) estd em bom acordo com aquele obtido experimentalmente.
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4.1.2. Medidas Espectroscopicas e Termodindmicas para o Sistema -CD:Ampicilina

Com o intuito de estudar o comportamento dos agregados de B-ciclodextrina, antes e apds a
cac, em presenca de uma molécula héspede foi utilizada espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho e para isso a Ampicilina foi utilizada como modelo. Outros sistemas envolvendo a -
ciclodextrina com diferentes farmacos tém sido estudados.’****>%153 Nesses trabalhos, diferentes
técnicas fisico-quimicas tém demonstrado que a B-ciclodextrina é capaz de formar agregados
organizados com as moléculas hodspede, os quais podem apresentar diferentes arranjos
supramoleculares em equilibrio com estruturas que podem chegar a razGes molares de 4:1
BCD:molécula héspede.

Visando monitorar o sistema BCD:AMP dois experimentos foram realizados: (i) a titulagdo de
BCD em solugdo aquosa de AMP e a titulagdo de dgua em solugdo aquosa de AMP. Desta forma,
medidas de absorg¢do na regido do ultravioleta-visivel para a molécula héspede (Ampicilina) foram
realizadas em A 215 nm. Na Figura 4.14 sdo apresentados os valores de absorbancia obtidos para

cada ponto da curva de titulacao.

0,7 H
0,6 -
1S J
()
To)
~ 0,54
©
[5) 4
oy
«©
2
o 044
(7]
Q
< e
A Titulagéo B-CD:AMP
0.3 Ajuste Exponencial
® Diluicdo da AMP em agua
T Ajuste Exponencial
0)2 I T l T I T | T I T I T I T l 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Concentragéo de BCD / mM
Figura 4.14: Curvas de titulagdo e ajuste ndo-linear para a BCD a 12 mmol.L" em AMP a 6,7 x 10
mmol.L" e agua em AMP a 6,7 x 10 mmol.L™.
Comparando as curvas de titulagdo de BCD em AMP e da diluicdo de AMP com agua fica
evidente uma maior declividade da primeira (BCD em AMP). Esse resultado indica que a variagdo nos

valores de absorbancia para a AMP em A 215 nm medidos para a titulagdo de BCD em AMP em
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funcdo do aumento da concentragdo de ciclodextrina é maior. Esse resultado sugere que a molécula
de B-ciclodextrina estad influenciando no perfil do espectro da AMP, indicando que as moléculas
estdo interagindo em solugdo. Logo para uma melhor visualizacdo desse efeito da BCD na

intensidade da absor¢do medida para a AMP em A 215 nm a Figura 4.15 foi obtida.

m  Absorbancia em 215 nm
Ajustes Lineares

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Concetracdo de CD / mM

Figura 4.15: Variacdo da absorbancia da AMP (Aabs = Aabsawe — Aabspcp.ame) @ 215 nm.

A Figura 4.15 foi obtida através da subtracdo dos valores de absorbancia obtidos para a
curva de titulacdo de diluicdo da AMP em agua por aqueles valores de absorbancia da curva de
titulagio de BCD em AMP. E possivel verificar na Figura 4.15 um ponto de inflexdo na curva em
aproximadamente 1,43 mmol.L" de B-ciclodextrina. Esse valor é muito préximo aquele valor de
concentragdo de BCD obtido por espalhamento de luz dindmica para a titulagdo de BCD em agua.
Esse resultado obtido por espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel indica que o
ponto de agregac¢do da P-ciclodextrina pode ser monitorado através de uma propriedade fisico-
guimica, neste caso variacdo da absorbancia, da molécula hdspede.

Analisando a curva obtida na pela subtracdo das titulacbes, Figura 4.15, esse ponto de
inflexdo sugere a existéncia de dois sistemas supramoleculares distintos presentes em solucdo
aquosa. Um comportamento similar foi observado para outro sistema supramolecular formado pela
BCD, no qual medidas de absorbancia e fluorescéncia foram medidas, onde foi observada uma

inflexdo quando a concentragdo de 11 mmol.L™ de PCD é atingida.”” Desta forma, para melhor
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propor um arranjo para o sistema supramolecular formado, foram realizados experimentos de
ressonancia magnética nuclear e experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica para que os
parametros termodinamicos para o processo de interagdo entre as moléculas de fCD e AMP fossem
obtidos.

Primeiramente, foram realizados experimentos de RMN para identificar o deslocamento
quimico dos hidrogénios presentes na molécula de Ampicilina. Analisando o espectro da AMP,
utilizando D,0 como solvente, é verificado que o valor de deslocamento quimico para os sinais de
hidrogénio da AMP est3o de acordo com resultados ja descritos na literatura, Figura 4.16a.>” A

atribuicdo dos sinais para a molécula de Ampicilina estd apresentada na Tabela 4.2.
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c CH N N /
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3
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Figura 4.16: Espectros de RMN de *H a 600 MHz e a 30 °C em D,0 para: a) AMP, b) complexo de

inclusdo BCD:AMP na razdo molar de 1:1 e ¢) BCD pura.
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Tabela 4.2: Deslocamento quimico para os sinais de hidrogénio para a Ampicilina em D,0 a 30 °C.

Hidrogénio SAMP livre OAMP CI AS(Cl - AMP)

Ha/Hb 5,50 5,60e5,49 0,10e0,01 NHz
e Lo AU
Hc 4,72 4,74 0,02 HC/ \\C/ \c/ N~ C\
D S A
Hd 7,47 7,48 0,01 "C\ﬁ//’c” o O/C )\ )
ONa
He 1,55e 1,47 1,56e1,51 0,01e0,04 d *

Hf 4,21 4,24 0,03

O espectro de hidrogénio para o complexo de inclusdo é apresentado na Figura 4.16b.
Comparando os valores de deslocamento quimico dos sinais de hidrogénio das moléculas de AMP e
BCD (livres) com os respectivos sinais apds a formag¢do do complexo de inclusdo ndo foram
observadas variagdes significativas para maioria dos sinais. Porém, para os hidrogénios Ha e Hb foi
verificada uma separac¢do desses sinais que se apresentavam sobrepostos no espectro de hidrogénio
para a molécula livre. Esse resultado sugere a interacdo entre as moléculas hdospede e hospedeira e
essa variacdo no deslocamento quimico do hidrogénio esta relacionada com a variagdo na densidade
eletronica apds a inclusdo da molécula, ou parte desta, na cavidade da ciclodextrina. %4

A inclusdo da molécula de Ampicilina na cavidade da B-ciclodextrina foi confirmada através
dos experimentos bidimensionais *H/*H ROESY no qual é possivel verificar correlacdes dipolares a
curta distancia (menor do que 5 A) entre as moléculas presentes no sistema, Figura 4.17.
Experimentos bidimensionais envolvendo correlagdes dipolares tém sido amplamente utilizados
para obter informagbGes sobre a estrutura tridimensional de sistemas envolvendo

ciclodextrinas.?°%>%82150182
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Figura 4.17: Mapa de contorno 'H/*H ROESY para o sistema supramolecular BCD:AMP a2 400 MHz e a
30 °C em D,0.

Pode ser verificado no espectro de 2D ROESY correlacGes dipolares entre todos os
hidrogénios da molécula de Ampicilina e aqueles hidrogénios localizados no interior da cavidade da
B-ciclodextrina (H3 e H5). Esse resultado demonstra que a molécula de AMP estd totalmente
inserida na cavidade da BCD. Uma vez que a molécula de AMP é maior do que a cavidade da
molécula hospedeira, esse resultado sugere que diferentes complexos supramoleculares CD:AMP
possam estar se formando em solugdo, como 1:1, 2:1 ou maiores, como reportado para outros
sistemas. 271283153183 \13is ainda, comparando qualitativamente a intensidade das correlagdes
observadas no mapa de contorno 2D ROESY fica evidente uma interacdo mais forte entre os
hidrogénios internos da [B-ciclodextrina com aqueles hidrogénios aromaticos da Ampicilina. Esse
resultado demonstra uma inclusdo preferencial dessa regido da molécula héspede na cavidade
hidrofébica da BCD, resultado que esta de acordo com a literatura.™

Além da andlise da estrutura supramolecular formada, investigada por ressonancia
magnética nuclear, experimentos de calorimetria isotérmica de titulagdo foram realizados para
avaliar os parametros termodindmicos de interacdo do sistema e dentre esses parametros foi
analisada a estequiometria do sistema. As curvas de titulacdo calorimetria para a diluicdo da
Ampicilina em agua e sua titulagdo em solugdo aquosa de B-ciclodextrina estdo apresentadas na

Figura 4.18a.
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Figura 4.18: Curvas de titulacdo calorimétrica para: a) (m) AMP 20,0 mmol.L™" em 4gua e (m) AMP
20,0 mmol.L" em solugdo aquosa de BCD a 1,0 mmol.L™ e b) () dado original, (m) curva apds
subtracdo da diluicdo de AMP com 4gua e (---) regressao nao-linear para o ajuste dos dados

(isoterma de Wiseman).

Analisando o ajuste para a curva final para a titulagdo de AMP em solugdo de BCD (apds a
subtracdo da curva de diluicdo da AMP em agua, Figura 4.18b, foi observado um valor de n
(coeficiente estequiométrico) equivalente a n = 0,83 + 0,05. Esse resultado demonstra a existéncia
de estruturas com diferentes estequiometrias em solucdo, o que também foi verificado por
ressonancia magnética nuclear, uma vez que foram observadas correlacdes dipolares com toda a
molécula da AMP e a cavidade da BCD nos experimentos de 2D ROESY.

Além disso, a titulagdo demonstrou que o processo de inclusdo da AMP na cavidade da BCD
é espontaneo com um valor de variagdo de energia livre de Gibbs padrdo AG® = -19,4 ki.mol™. Os
valores obtidos para a variacdo de entalpia padrdo foi de AH® = -4,8 kl.mol™ e uma variacdo de
entropia padrdo de TAS° = 14,6 kl.mol™. Esses valores demonstram que o processo de interacdo
entre as moléculas é favorecido tanto por entalpia quanto por entropia. Os resultados obtidos por
calorimetria de titulacdo isotérmica e aqueles verificados por ressonancia magnética nuclear indicam
a existéncia de um equilibrio entre diferentes sistemas supramoleculares em solucdo aquosa. Os
resultados do presente trabalho estdo de acordo com resultados previamente publicados.”® Vale

ressaltar que esse trabalho da literatura sé considerou a formacdo de complexos de inclusdo na
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razdo molar 1:1 BCD:AMP, com diferentes formas de inclusdo da AMP na cavidade da f-
ciclodextrina. Em um segundo trabalho, a inclusdo da molécula de AMP com a hidroxipropil-BCD foi
investigada demonstrando que estrutura do tipo 2:1 HPBCD:AMP também pode ser estavel, assim
como diferentes arranjos do tipo 1:1."%*

Com o intuito de avaliar a possiveis estruturas supramoleculares formadas em solucao,
calculos de dindmica molecular foram estudados assumindo primeiramente a estequiometria de 1:1.
Esses resultados propuseram duas estruturas estaveis (estruturas A1 e A2), com a Ampicilina

incluida na cavidade da BCD através do anel aromatico, Figuras 4.19a e 4.19b.

Figura 4.19: Estruturas iniciais (esquerda) e finais (direita) das trajetdrias da dindmica molecular para
os arranjos moleculares na razdo molar 1:1 quando a AMP ¢é incluida pela (a) cavidade maior e (b)

cavidade menor da BCD.

A diferenca de energia obtida entre as estruturas A1 e A2 oriundas das médias de energia
potencial foi de 22,1 kJ.mol™, favorecendo o arranjo estrutural A2 o que sugere que essa forma de
inclusdo deve representar a maioria das espécies presentes de razdo molar 1:1 em solucdo. Além
dessa analise, para esses complexos de inclusdo foram monitoradas as distancias entre os
hidrogénios H3 e H5 presentes na cavidade da BCD com dtomos da molécula de AMP. Uma distancia
de 4 A para os atomos internos da BCD e os aromaticos da AMP foi verificada. Para os atomos do

centro da cadeia da AMP a distancia foi de 7 A e para os grupos metil foi de 11 A. Esses resultados
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suportam, em parte, aqueles obtidos por experimentos 2D ROESY, no qual a intensidade das
correlagBes foi maior para a regido aromatica da molécula de AMP. Vdrias tentativas foram feitas
para identificar estruturas nas quais a parte polar da molécula de AMP estivesse incluida na cavidade
da BCD, porém, esses complexos de inclusdo ndo foram estaveis ao longo dos 2,5 ns de simulagdo,
levando a estruturas do tipo A2 ou complexos de associacdo, com a AMP interagindo com os grupos
(-OH) das bordas do cone. Esses dados estdo de acordo com aqueles previamente publicados,*® onde
os autores verificaram que a molécula de AMP deixava a cavidade da BCD apds 20 ps de simulagdo.
Além daquelas estruturas na razdo molar 1:1, arranjos supramoleculares de BCD:AMP 2:1 e
2:2 com todas as possiveis associa¢Ges locais (HH, TT e TH) para os dimeros de BCD foram propostas.
De todas as possibilidades somente aquelas com associacdes frontais do tipo HH foram estaveis apds
os 2,5 ns da simulagdo. As estruturas iniciais e finais obtidas para a simulacdo de dindmica molecular
para os arranjos BCD:AMP 2:1 (A3) e BCD:AMP 2:2 (A4) BCD:AMP estdo apresentados na Figura

4.20a e 4.20b, respectivamente.

b

Figura 4.20: Estruturas iniciais e finais das trajetérias da dinamica molecular para os arranjos
moleculares na razdo molar (a) 2:1 BCD:AMP e (b) 2:2 BCD:AMP, nos quais a AMP é incluida pela
cavidade menor.

Para o sistema 2:1, o arranjo A3, a molécula de AMP se move ao longo do eixo da cavidade
levando a formacdo de um complexo supramolecular similar aquele A2, com o anel aromatico

incluido dentro da cavidade da BCD pelo lado menor. A saida da outra regido da molécula de AMP da
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cavidade da BCD pode ser explicada pela similaridade de carga, uma vez que ocorrera uma repulsdo
entre os grupos C=0 da AMP com os grupos C-O-C do interior da cavidade. Nessa estrutura, as
distancias entre os hidrogénios internos da BCD e aqueles presentes na AMP foram as mesmas
observadas para o complexo A2. Para o complexo 2:2 um resultado interessante foi observado, das
duas moléculas de AMP incluidas nas cavidades da BCD, somente uma permaneceu desta forma
apos 2,5 ns. A segunda molécula de AMP saiu da cavidade assumindo uma orientacdo paralela a
cavidade menor da BCD, sendo estabilizada por duas ligagdes de hidrogénio. Esse complexo A4 é

muito estavel e também deve contribuir para as formas de inclusdo em equilibrio.

4.1.3. Microscopia de For¢a Atémica para o Sistema [-CD:Ampicilina

Os processos de auto-agregacdo e auto-organizacdo da [-ciclodextrina e seu complexo
supramolecular com Ampicilina foram investigados no estado sélido por microscopia de forca
atomica. Para isso, duas concentragcdes de B-ciclodextrina e do seu complexo foram testadas, uma
antes do ponto de agregacdo critica (0,9 mmol.L") e outro apds a cac (2,0 mmol.L™). Para o
complexo de inclusdo BCD:AMP, a concentragdo de AMP utilizada foi a mesma utilizada nos
experimentos de ultravioleta-visivel (6,7 x 10> mmol.L"). A imagem de AFM para a BCD a 0,9

mmol.L'! é apresentada na Figura 4.21a e a andlise de sua secdo estd apresentada na Figura 4.21b.

Figura 4.21: a) imagem de AFM para a BCD a 0,9 mmol.L™ b) andlise da altura da nanoparticula.

Analisando a imagem apresentada na Figura 4.21a é possivel identificar nanoestruturas com
tamanho de aproximadamente 20 nm que apresentam forma esférica. Estruturas esféricas ja foram

reportadas para agregados de P-ciclodextrina em concentragdes de 6 mmol.L”, estudas por crio
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microscopia eletrénica de transmiss30.>® Além disso, através da andlise da imagem apresentada na
Figura 4.21b foi possivel verificar que esses agregados possuem uma altura de aproximadamente 0,7
nm. Os resultados obtidos por AFM sugerem a agregacdo da P-ciclodextrina mesmo no estado
solido, entretanto, é dificil afirmar que as nanoparticulas observadas pela AFM sejam semelhantes
aquelas verificadas pela técnica de espalhamento de luz em solugdo, antes do ponto de cac da 3CD.
Para o sistema BCD:AMP nas concentracbes de 0,9 e 6,7 x 102 mmoI.L'l, respectivamente,
foram observadas estruturas semelhantes a aquelas verificadas sem adicdo de Ampicilina ao

sistema, Figuras 4,22a e 4.22b.

Figura 4.22: a) imagem de AFM para o sistema BCD:AMP a 0,9:6,7 x 10> mmol.L™" b) anélise da altura

da nanoparticula.

Para esse sistema supramolecular, na qual a concentragdo da BCD é inferior a cac, sdo
verificadas nanoestruturas globulares com tamanhos entre 20 — 30 nm. Mais uma vez, analisando as
imagens foi possivel verificar que esses agregados moleculares apresentavam uma altura
equivalente aquela observada para os agregados formados pela interacao da 3CD somente, 0,702 —
0,778 nm. Comparando o resultado obtido para o sistema BCD:AMP com aquele no qual ha somente
BCD (antes da cac) é possivel verificar que a adigdo da molécula héspede ndo influenciou de forma
significativa o processo de agregacdo da BCD e tdo pouco introduziu mudangas no arranjo estrutural
globular observado no estado sélido para ambos os casos.

A andlise da imagem de microscopia de forca atdmica para a B-ciclodextrina apds a cac a
uma concentragdo de 2,0 mmol.L™ apresentou um tipo de estrutura espacial indefinida e somente a

formagao de um filme foi verificado no estado sélido, Figura 4.23.
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Figura 4.23: Imagem de AFM paraa fCD a 2,0 mmol.L™.

Porém, a essa mesma concentragdo de B-ciclodextrina (2,0 mmol.L™") quando adicionada a
molécula de Ampicilina (6,7 x102 mmol.L) foi possivel verificar a formacdo de estruturas tubulares,

Figuras 4,24a e 4.24b.

B-CD: AMP

140 nm

Altura— 0,650 nm

Figura 4.24: a) imagem de AFM para o sistema BCD:AMP a 2,0:6,7 x 10> mmol.L" b) anélise da altura

da nanoparticula.

O comprimento e a altura das estruturas formadas pela CD e a AMP apds a cac sdo de
aproximadamente 100 a 150 nm e de aproximadamente 0,7 nm, respectivamente. Esse resultado
indica que no estado sdlido a formacdo de estruturas tubulares é favorecida com o aumento da
concentragdo de BCD. Com base nos resultados de AFM para os agregados de BCD antes e apds a
cac em presenca de molécula hdspede indicam que o arranjo supramolecular formado no estado
sélido é dependente da concentracdo de BCD. Estruturas tubulares semelhantes a estas ja foram

descritas na literatura para outros sistemas, como os poli-rotaxanos e pseudopoli-rotaxanos.”””*8>
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187 Esses poli-rotaxanos e pseudopoli-rotaxanos sdo estruturas nas quais a ligacdo de hidrogénio

77,188,189

favorecem sua estabilidade. Uma estrutura similar envolvendo ciclodextrina e uma molécula

hospede foi observada por Sowmiya e colaboradores para concentragdo de ciclodextrina equivalente
a 9,0 mmol.L'~Y

A importancia de se avaliar as estruturas formadas pela associagdo de moléculas de BCD em
presenca e auséncia de AMP pode estar relacionada tanto com a atividade do farmaco quanto ao
seu perfil de liberagdo apds a inclusdo na cavidade da BCD. Uma vez que o tamanho e a forma de
sistemas supramoleculares bem como de nanoparticulas poliméricas tém sido investigados como um
parametro primario para a interacdo entre células e as essas nanoestruturas.’®®**! Mais ainda tem
sido reportado que estruturas tubulares tendem a permanecer na circulacdo por um tempo superior
do aquelas estruturas globulares, enfatizando o efeito da forma da particula influencia sua atividade
e essa dependéncia esta relacionada com fagocitose do material.****%

Como o objetivo de tentar entender a estrutura tridimensional na forma tubular e as forgas
qgue contribuem para a estabiliza¢do dos sistemas formados, calculos de dindmica molecular para o
arranjo formado por quatro moléculas de B-ciclodextrina e quatro de Ampicilina foram realizados.
Essas estruturas, contendo oito moléculas, foram utilizadas como um modelo que poderia
representar o menor monémero formador de estruturas tubulares, sistema esse que foi construido a
partir da estrutura 2:2 BCD:AMP. Para fim de comparagdo também foi realizado o cdlculo de
dindmica para o arranjo formado por quatro moléculas de BCD na auséncia das moléculas de AMP.

Os resultados para esses dois sistemas foram plotados na Figura 4.25a, na qual a energia
potencial normalizada de cada sistema foi plotada em funcdo do tempo de simulacdo na
temperatura de 298,15 K. Para os dois sistemas pode ser observado que as estruturas sdao quase
lineares no inicio da simulagdo, entretanto, apds 10 % da trajetdria de simulagdo o agregado
formado pelas quatro B-ciclodextrinas tende a se dissociar. Porém, quando o sistema 4:4 CD:AMP é
utilizado esse se mantém estdvel durante todo o periodo da simulacdo. A estrutura inicial e final
para o arranjo 4:4 BCD:AMP é apresentado na Figura 4.25b. Da mesma forma como observado para
os sistemas menores, apenas uma molécula de AMP permanece incluida na cavidade da BCD para
cada dimero. Mas de forma determinante para a estabilidade do arranjo linear, essa estrutura é
estabilizada pela interacdo entre as moléculas de AMP que estdo fora da cavidade da B-ciclodextrina
pela associagdo TT. A formacdo de dimeros de AMP tem sido demonstrada pela interagdo entre o
grupo amino de uma molécula com a carbonila da molécula seguinte.”’®*** Esse tipo de estrutura
pode explicar o tipo de interagdo entre as moléculas de AMP que estabilizam as estruturas em forma

de tubo observadas no presente trabalho.
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Figura 4.25: a) energia potencial normalizada em fung¢ao do tempo de simulagdo e b) estruturas

iniciais e finais para o complexo supramolecular 4:4 BCD:AMP.

Em geral, os arranjos supramoleculares formados pela auto-agregacdo de moléculas
héspede e hospedeira, como esse observado para a BCD e a AMP, podem afetar as propriedades do
complexo em pelo menos duas formas diferentes. Primeiramente, moléculas héspedes com baixa
constante de afinidade com as ciclodextrinas podem nao ter energia suficiente para quebrar os
agregados moleculares formados pelas ciclodextrinas e entdo ndo formam complexos de inclusao,
sugerindo uma dependéncia da concentracdao de molécula hospedeira ideal para a formacdo do
complexo de inclusdo. Por outro lado, uma vez que um arranjo supramolecular é formado por
diversas moléculas de BCD e moléculas hospede, uma energia adicional seria necessaria para
guebrar esses agregados moleculares e esse efeito poderia ser uma razdo adicional para o perfil

modificado de liberacdo do fdrmaco. Uma vez que, ndo somente o conjugado ciclodextrina-farmaco
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precisa ser rompido, mas um grande nimero de interagdes intra- e intermoleculares precisariam ser
qguebradas. Desta forma, arranjos supramoleculares com grande nimero de particulas formadoras
de agregado poderiam agir como dispositivos nanoparticulados para sistemas de liberagdao de

farmacos, dependentes do meio e da concentragao de ciclodextrina.
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5. Resultados e Discussdo

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para a sintese e caracterizacdo da
ciclodextrina modificada com a molécula fotocromica (espiropirano), bem como o estudo das
propriedades fotocrémicas quando a ciclodextrina modificada é incorporada em sistema polimérico
(acido polimetacrilico — PMAA). Foram utilizadas técnicas de ressondncia magnética nuclear,
espectroscopia de infravermelho por reflectancia atenuada (FTIR-ATR) e de absorcdo na regido do
ultravioleta-visivel, espectrometria de massa no modo (MALDI-TOF) para a caracterizagdo dos
materiais de partida, da B-ciclodextrina modificada e para os polimeros modificados. Para as
nanofibras obtidas por eletrofiacdo, foram utilizadas técnicas de microscopia eletrénica de varredura
e angulo de contato da agua, além da técnica de FTIR-ATR. As propriedades fotocrémicas da B3-
ciclodextrina e dos polimeros modificados em solucdo (isomerizagdo e cinética) e para a nanofibra
obtida por eletrofiagdo também foram investigadas por espectroscopia de absorcdo na regido do
ultravioleta-visivel. Para comparar os resultados de angulo de contato da agua obtidos para as
nanofibras, foram preparados filmes utilizando o polimero modificado com a B-ciclodextrina

fotocrémica por recobrimento por rotacdo.®’

5.1. Sintese da S-ciclodextrina com Espiropirano e dos Polimeros: PMAABCDsp e PMAAsp

5.1.1. Ressondncia Magnética Nuclear

A estratégia de sintese da [-ciclodextrina modificada com a molécula fotocrémica
espiropirano (SP) usando a substituicdo das hidroxilas primarias da p-ciclodextrina® foi eficiente com
um rendimento de aproximadamente 25 %, Figura 5.1. O produto da reacdo foi caracterizado por
ressonancia magnética nuclear, utilizando experimentos de 'H. Foram identificados os sinais de

hidrogénio para a molécula de SP para auxiliar na caracteriza¢do da fCD modificada.
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Figura 5.1: Representag¢do esquematica da molécula de BCDsp.

Na Figura 5.2 esta apresentado o espectro de RMN de 'H para a molécula de SP em DMSO,

e a respectiva atribuicdo dos sinais de hidrogénio estd apresentada na Tabela 5.1. Os sinais de

hidrogénio para a molécula de SP estdo em acordo com aqueles resultados ja descritos na

literatura.
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Figura 5.2: Espectro de RMN de H para a SP, a 400 MHz e a 25 °C, em DMSOgs.
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Tabela 5.1: Deslocamento quimico para os hidrogénios da molécula de Espiropirano, a 400 MHz e a

25 °C, em DMSO .

Hidrogénio O (ppm) Hidrogénio (ppm)
1 6,80 16 8,01
2 7,12 18 8,22
3 6.67 19 3,38 -3,49
6 7,12 20 2,47 -2,55
13 7,22 22 12,25
14 6,01 24 1,07
15 6,87 25 1,18

Além do experimento de hidrogénio, experimentos bidimensionais (*H/*H COSY) foram
realizados para identificar a correlacdo escalares entre os hidrogénios, para confirmar a estrutura da
molécula obtida, Figuras 5.3 e 5.4. Esse experimento permitiu atribuir de forma inequivoca os sinais
de hidrogénio da molécula de SP, principalmente aqueles referentes a regido aromatica de 65,5 a

8,5.
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Figura 5.3: Mapa de contorno 1H/lH COSY para a SP, a 400 MHz e a 25 °C, em DMSO.
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ppm

Figura 5.4: Expansao do mapa de contorno 'H/*H cosy para a SP, a 400 MHz e a 25 °C, em DMSOg.

Dentre os sinais de hidrogénio para a molécula de SP é importante destacar o valor de
deslocamento quimico para aquele grupo referente a hidroxila do 4cido carboxilico, em §12,25. Isso
porque esse grupo funcional serd utilizado para a ligagdo da molécula fotocrémica com a -
ciclodextrina, através da formac¢do de um grupo éster. Na Figura 5.5 estd apresentado o espectro de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para a molécula de [3-ciclodextrina modificada com a

SP.
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Figura 5.5: Espectro de RMN de 'H para a BCDsp, a 600 MHz € a 25 °C, em DMSO 4 (*sinais da

molécula de SP).

Analisando o espectro de RMN de hidrogénio para a BCDsp podem ser observados todos os
sinais referentes a molécula de BCD e ainda aqueles referentes a molécula de SP. O Unico sinal que
n3o é observado no espectro de RMN de *H é aquele referente ao hidrogénio do acido carboxilico da
molécula fotocromica em ¢ 12,25, indicando a ligacdo covalente através desse grupo entre as
moléculas de BCD e de SP. A sintese da BCDsp apresentou um rendimento final de aproximadamente
25 %, o que estd de acordo com outros trabalhos publicados na literatura que utilizaram 1,3-diciclo-

133,135,196

hexilcarbodiimida (DCC) para a sintese de diferentes ciclodextrinas modificadas. O processo

de recristalizagdo permitiu separar os isdmeros da molécula de BCDsp mono- di- e trisubstituida

>%135 31ém das moléculas de BCD livre.

obtidas por essa rota sintética,

A estrutura da molécula de BCDs, monosubstituida sintetizada foi confirmada pela analise da
relagdo entre as integrais dos hidrogénios da molécula de BCD e de SP. Desta forma, foram
comparadas as relagdes das integrais para o singleto da SP em 8,2 e os sinais de hidrogénio para os
grupos CH1 em 4,8 e OH6 em 4,4 da B-ciclodextrina, possibilitando determinar uma razdo
aproximada de 1:7:6 entre esses hidrogénios. Esse resultado indica a monosubstituicio da B-

ciclodextrina de forma preferencial na hidroxila primdria, localizada na borda de menor diametro do

cone, originando a estrutura que esta apresentada na Figura 5.1.
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Adicionalmente aos experimentos de RMN, espectro de massa, por ioniza¢ao e dessorcao de
matriz assistida a laser (MALDI-TOF), foram obtidos para confirmar o peso molecular da molécula de
BCDsp e assim definir o nimero de hidroxilas primarias substituidas da ciclodextrina com a SP. Na
Figura 5.6 estd apresentado o espectro de massa para a molécula de BCDsp, no qual pode ser
verificada a massa molecular equivalente a 1497,4 g.mol”, referente & molécula de BCDsp
monosubstituida. Esse resultado se encontra em bom acordo quando comparado a massa molecular
tedrica de 1496,5 g.mol™’. Vale a pena ressaltar que n3o foi observado nenhum pico em

aproximadamente 1877 e 2257 g.mol ™ referente as moléculas de [BCDsp di- e trisubstituidas.

1497,4 g.mol”

u.a.

1000 2000 3000 4000
m/z

Figura 5.6: Espectro de massa (MALDI-TOF) para a molécula de BCDsp.

Para a sintese da molécula de BCDsp com o PMAA, Figura 5.7, foi utilizada a mesma
estratégia de sintese empregada para modificar a BCD com a molécula de SP, com a reagdo de

esterificagcdo da cadeia lateral do polimero com a hidroxila da BCDsp.

CH;

Hz
| -C

Figura 5.7: Formula estrutural do monémero do acido polimetacrilico.
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O espectro de ressonancia magnética nuclear de *H do polimero puro, PMAA, e para aquele

com a cadeia lateral modificada com a molécula de BCDsp estdo apresentados nas Figuras 5.8 e 5.9,

respectivamente.
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Figura 5.8: Espectro de RMN de 'H para o polimero PMAA, a 600 MHz e a 25 °C, em DMSOys.
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Figura 5.9: Espectro de RMN de H para o polimero PMAABCDsp, a 600 MHz e a 25 °C, em DMSO.
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Analisando o espectro de RMN de hidrogénio para o polimero PMAA verificam-se os
respectivos sinais de CH; (6 0,92), CH, (6 1,70) e o grupo OH (6 12,29). Esses mesmos sinais,
referentes a cadeia do PMAA, também sdo observados no espetro de RMN para o polimero
modificado, assim como os sinais de RMN referentes a molécula de BCDsp.

O grau de substituicdo da cadeia lateral do polimero com a ciclodextrina fotocrémica (BCDsp)
foi determinado utilizando a razdo entre a integral dos sinais de hidrogénio da molécula de PMAA
para os grupos CHs (0 0,92) e CH;, (0 1,70) e os hidrogénios da regido aromadtica referentes a
molécula de SP. Essa razdo entre as integrais desses sinais foi equivalente a 1,3 %, sugerindo assim
uma substituicdo maxima de 1,3 % das hidroxilas da cadeia lateral do polimero pelas moléculas de
BCDsp.

Com o intuito de obter um polimero com propriedades fotocromicas que sirva de branco
para comparar com o PMAA substituido com a CDsp, a sintese do polimero PMAA foi realizada.
Para isso uma molécula de espiropirano com um grupo alcool na parte alifatica foi sintetizada, Figura
5.1, de acordo com uma rota de sintese previamente descrita na literatura.”® Utilizando DCC em
piridina o grupo alcool foi utilizado para formar uma ligacdo do tipo éster com o grupo acido do
polimero (PMAA). O espectro de ressondncia magnética nuclear para o polimero PMAAg, esta

apresentado na Figura 5.10.
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Figura 5.10: Espectro de RMN de H para o polimero PMAAgp, a 600 MHz e a 25 °C, em DMSO.
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Analisando o espectro é possivel verificar a presenca dos sinais de hidrogénio caracteristicos
tanto do polimero (PMAA) quanto aqueles sinais de hidrogénio da regido aromatica referentes a
molécula de espiropirano. Esse resultado indica que a formacdo da ligacdo covalente entre as
moléculas de PMAA e SP ocorreu, dando origem ao polimero de interesse. Porém, devido a alta
relag3o sinal ruido obtida no espectro de RMN de 'H, n3o foi possivel verificar o grau de substituicdo
da cadeia lateral do polimero.

Foi possivel verificar de forma qualitativa que todas as moléculas sintetizadas (BCDsp,
PMAAs, e PMAABCDsp) apresentaram propriedades fotocromicas e termocrémicas, como descrito

113,197

para a classe dos espiropiranos, propriedades essas que sdo observadas no estado sélido e em

solucdo.

5.1.2. Espectroscopia de Infravermelho — FTIR-ATR

A espectroscopia de infravermelho, através da técnica de reflectancia atenuada (FTIR-
ATR),%1391% foj utilizada para a caracterizacdo dos materiais utilizados na preparacdo das fibras: B-
ciclodextrina, espiropirano, ciclodextrina modificada (BCDsp), acido polimetacrilico e o polimero
modificado com a BCDsp (PMAABCDsp). Os espectros de infravermelho de FTIR-ATR para a B-

ciclodextrina, espiropirano e a -ciclodextrina modificada (BCDsp) estdo apresentados na Figura 5.11.
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Figura 5.11: Espectros de infravermelho para a CD, SP e BCDsp: a) aproximagdo da regido de 4000 a
2000 cm™ e b) regido de 2000 a 500 cm™.
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O espectro de infravermelho para a B-ciclodextrina apresenta os sinais caracteristicos para a
molécula, como por exemplo: em 3300 cm™ os modos v OH (referente aos grupos alcodis primarios
e secundarios), em 2930 cm™ 05 Vim € Vass CH € 0 v C-O-C em 1027 cm™.** Outras bandas de
infravermelho s3o observadas na regido entre 1500 a 1100 cm™ referente a outros modos
vibracionais menos intensos detectados por FTIR-ATR, como o estiramento e deformagdo CH.®>*%
Para a molécula de espiropirano o espectro de infravermelho apresenta os seguintes modos
vibracionais: em 2930 cm™ os Vsim € Vass CH, em v 1707 cmiov CO, entre 1605 - 1575 cm™ os modos
de v C=C (anel aromatico conjugado) e C=N e ainda os modos v CN em 1329 cm™ e v OCN em 940
cm™.2%292 para a molécula de BCDsp € possivel verificar bandas caracteristicas de infravermelho das
duas moléculas, a BCD e a SP. Esse resultado demonstra e corrobora os dados obtidos por
ressonancia magnética nuclear e MALDI-TOF, as quais indicaram a formagdo do sistema [3CDsp.

Os espectros de infravermelho para os polimeros PMAA e PMAABCDsp estdo apresentados

na Figura 5.12a e 5.12b.
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Figura 5.12: Espectros de infravermelho para os polimeros PMAA e PMAABCDsp: a) regido de 4000 a
500 cm™ e b) regido de 2000 a 1000 cm™.

Analisando o espectro de FTIR-ATR do polimero puro verificam-se as seguintes bandas de
infravermelho: em 1160 cm™ uma banda de vibragdo do grupo C-O-C, em 1702 cm™ uma banda

referente a v CO, entre 2985 — 2930 cm™ referente aos Vi € Vass CH, uma banda larga na regido de
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3300 cm™ referente ao v OH. A presenca de ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares favorece
uma reducdo na intensidade da banda de infravermelho, quando essa é comparada com a banda OH
da BCD, por exemplo.m'204 Para o polimero modificado, PMAABCDsp, podem ser verificadas bandas
referentes a P-ciclodextrina, como o estiramento OH em 3300 cm™, bandas de infravermelho
referente @ molécula de espiropirano em 1575 cm™ atribuidas ao v C=C do anel aromatico
substituido e em 1337 cm™ referente ao v CN, mesmo que em baixa intensidade uma vez que a
porcentagem de substituicdo foi de apenas 1,3 %, além de modos vibracionais referentes ao

polimero PMAA, como destacadas na Figura 5.12b.

5.1.3. Espectroscopia de Absorgdo na Regido do Ultravioleta-visivel

As propriedades fotocromicas das moléculas de espiropirano, B-ciclodextrina modificada
(BCDsp) € dos polimeros PMAABCDs, e PMAAS, foram caracterizadas por espectroscopia de absor¢do
na regido do ultravioleta visivel. Para a molécula de espiropirano foram utilizadas solu¢dGes em
solvente organico (metanol) uma vez que essa molécula é pouco soltivel em agua. Entretanto, foram
utilizadas solugdes aquosas para a molécula de BCDsp e para os dois polimeros modificados com SP e
BCDsp na cadeia lateral. O espectro de UV-vis para a molécula de espiropirano, em ambas as formas

isoméricas (SP e MC) estdo apresentados na Figura 5.13.
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Figura 5.13: Espectros de absorbancia na regido do ultravioleta visivel em metanol para o sistema

SP-MC.
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O espectro para a forma merocianina apresenta uma banda caracteristica em A
aproximadamente 530 nm referente a isomeria cis-trans (7— 7*) com maior extensao de conjugacdo
do que a forma espiro,”® enquanto que na forma espiro, apés irradiagdo com luz visivel essa banda é
suprimida. Em solvente organico, como o utilizado, a forma fechada da molécula fotocromica e sem
cor é a mais estdvel. Sendo assim, a molécula de espiropirano quando dissolvida em metanol
apresenta o fotocrémismo normal, esse fendmeno é verificado quando a forma incolor é mais
estavel em solugdo, s6 podendo ser obtida a forma aberta (merocianina) através da utilizagdo de
uma fonte externa de energia, como por exemplo, irradiacdo de luz ultravioleta ou
aquecimento.'**'*

Entretanto, quando a molécula de espiropirano é ligada covalentemente a molécula de B-
ciclodextrina o fenémeno de fotocrémismo reverso é observado.”® Para esse sistema a forma mais
estavel em solugdo aquosa é a forma aberta, a merocianina.'®® Os espectros de absorbancia para a
forma MC e SP da molécula de BCDs, estdo apresentados na Figura 5.14a. E possivel verificar no
espectro de UV-vis para a forma aberta da molécula de BCDsp um deslocamento no valor de Ayax 530
para 514 nm, o qual estd em acordo com os dados publicados previamente. Esse deslocamento no
valor de absorbancia esta associado a interagdo da molécula fotocrémica com a BCD.*

Além disso, na Figura 5.14b pode ser verificada a reversibilidade do processo de
isomerizacdo da BCDsp, entre as formas aberta e fechada. Esses resultados demonstram que o
processo de isomerizagdo em solugdo aquosa a 40 °C para a molécula de BCDsp pode ser realizado

pelo menos dez vezes com alternancia de irradiacdo entre luz visivel e ultravioleta por um tempo

equivalente a dois minutos.
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Figura 5.14: a) espectros de absorbancia de ultravioleta visivel em agua para o sistema BCDsp.yc € b)
reversibilidade do processo de isomerizagdo para o sistema BCDsp.yc alternando ciclos de luz visivel e

ultravioleta.
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A mesma andlise de UV-vis realizada para a molécula de BCDsp foi conduzida para o polimero
PMAABCDsp, 0 qual contém a B-ciclodextrina modificada, Figura 5.15a e 5.15b. Foi verificado, assim
como para o sistema BCDsp, que o polimero modificado apresenta fotocrémismo reverso, na qual a
espécie mais estavel é a forma aberta da molécula fotocromica. Pode ser observada pela andlise dos
espectros de absorbancia de UV-vis a presenca da banda referente ao isomero mero quando a
solugdo de polimero PMAABCDs foi irradiada por luz ultravioleta. De forma semelhante ao sistema
BCDsp, a solugdo do polimero apresentou reversibilidade através da irradiagdo alternada entre luz
visivel e ultravioleta, com ciclos de pelo menos dez vezes entre as fontes de irradiacdo. A avaliagdo
da reversibilidade do processo de interconversdo entre os isomeros é de extrema importancia para
uma possivel reutilizacdo do polimero e maior aplicagdo do mesmo, como por exemplo, em sistemas
de armazenamento de dados, componentes para dispositivos de Optica ndo-linear e ainda na

producdo de lentes oftdlmicas, no qual a interconversao e a velocidade de isomeriza¢do sdo fatores

de extrema importancia para o produto final.*>***
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Figura 5.15: a) espectros de absorbancia de ultravioleta visivel em dgua para o sistema PMAABCDsp.
mc € b) reversibilidade do processo de isomerizagdo para o sistema PMAABCDsp.yc alternando ciclos

de luz visivel e ultravioleta.

De forma comparativa, foram obtidos os espectros de UV-vis e verificada a reversibilidade
do processo de isomerizacdo para o polimero PMAAgp, na qual a molécula de espiropirano foi ligada
diretamente a cadeia lateral do polimero sem utilizar a BCD como ponte entre a SP e o PMAA, Figura
5.16a e 5.16b. Um mesmo perfil de absorbancia para o PMAAs, foi verificado, quando o espectro
desse polimero é comparado ao espectro do PMAABCDsp, apresentando fotocrémismo reverso e

ainda a possibilidade de interconversdo de pelo menos dez ciclos. O fenébmeno do fotocromismo
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reverso observado em solucdo aquosa tem sido reportado para a molécula de espiropirano quando
associada a diferentes matrizes, organicas ou inorganicas. Esse efeito de maior estabilidade para a
molécula na forma aberta (merocianina) tem sido atribuido a estabilizagdo desse isdmero através de
interagGes ndo covalentes, principalmente ligacdo de hidrogénio com o micro ambiente entorno da

124129 pesta forma, esses dados indicam que a molécula de espiropirano esta

molécula fotocrémica.
estabilizada na sua forma mero mais estavel e é estabilizadas por ligacdes de hidrogénio com as

hidroxilas dos materiais BCD e PMAA.
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Figura 5.16: a) espectros de absorbancia de ultravioleta visivel em dgua para o sistema PMAAgp.c €
b) reversibilidade do processo de isomerizagdo para o sistema PMAAsp.\c alternando ciclos de luz

visivel e ultravioleta.

Foram conduzidos experimentos de cinética para avaliar o tempo de interconversdo da
forma fechada (espiro) para a forma aberta (mero), uma vez que as moléculas BCDsp, PMAAs; €
PMAABCDsp apresentaram fotocromismo reverso. As curvas de cinética de coloragao para essas trés
moléculas avaliadas durante 14 horas estdo apresentadas na Figura 5.17, bem como, os valores das
constantes de velocidade. Os parametros obtidos pelos ajustes biexponenciais sdo apresentados na
Tabela 5.2.

As curvas cinéticas foram analisadas utilizando o modelo de ajuste biexponencial, Equacao
5.1, na qual A é a densidade éptica, B; e B, sdo as contribui¢cdes para a densidade dptica inicial, k; e
k, as constantes de velocidade para os componentes de isomerizacdo rapida e lenta,
respectivamente, e C é descoloragdo quando o tempo se aproxima de infinito.”*'** A escolha do

122,126,207

modelo biexponencial foi baseada em outros trabalhos da literatura, o qual tem sido

utilizado devido a estabilizacdo de uma das formas isoméricas da molécula de espiropirano por
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ligacdes de hidrogénio com o solvente ou ainda com a matriz na qual a molécula encontra-se

associada.
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Figura 5.17: Curvas de colorag¢do para as moléculas de BCDsp, PMAAs, € PMAABCDsp obtidas a 25 °C.

Tabela 5.2: Parametros obtidos pelos ajustes biexponenciais para as curvas cinéticas para os

sistemas ﬁCDsp PMAASP e PMAA'BCDSPZ

Sistema K,/s*t Ky/st Cc B; B,
BCDsp 1,4 X 10 4,6X10°  0,051+0,001 1,44+0,008 0,57 +0.007
PMAAg» 5,3X10° 4,1X10° 0,092 +0,001 0,05+0,140 1,62 +0,107
PMAA-BCDsp 9,7X10° 2,0X10° 0,22 +0,001 0,46 +0,030 0,33 +0,027

O ajuste através desse modelo biexponencial demonstrou que a molécula de BCDsp
apresenta a colora¢cdo mais rdpida, indicando a isomerizacdo da forma espiro para a forma mero.
Para essa molécula de BCDsp foi obtida uma constante de velocidade k; = 1,4 X 10" s, a mais rapida,
quando comparada com a constante de velocidade do PMAAp, k; = 5,3 X 10” s a mais lenta. Para o
polimero PMAAPBCDs, a constante de velocidade k; = 9,7 X 10° s apresentou uma velocidade de

isomerizacdo entre as forma espiro e mero intermedidria em relacdo as duas outras moléculas. As
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constantes de velocidade k, para os trés sistemas investigados sdo: 4,6 X 10°s%,2,0X10°s e 4,1 X
10° s para as moléculas de BCDsp, PMAAs, e PMAABCDsp, respectivamente.

O microambiente ao redor da molécula fotocrémica tem demonstrado ser responsavel pela
estabilizacdo da forma merocianina da molécula e também pela velocidade de interconversao entre
as formas isoméricas.”**?% Os resultados de interconversio da molécula de espiropirano associadas
aos diferentes sistemas (polimero, BCD e polimero-BCD) revelam um resultado interessante acerca
das propriedades dos materiais. Primeiramente é verificada que a presenga da molécula de BCD leva
a uma isomerizacdo mais rapida da forma espiro para a forma mero, fator que a cadeia polimérica
do PMAA ndo é capaz de proporcionar. Isso demonstra que os grupos (-OH) das bordas do cone da
molécula de B-ciclodextrina favorecem um microambiente que estabiliza a forma aberta, mais
hidrofilica, provavelmente por intera¢des de hidrogénio.

Embora a estrutura do PMAA também apresente hidroxilas em sua cadeia lateral, o sistema
PMAAs» é aquele que apresenta a menor velocidade de interconversao, isso se deve ao fato da
cadeia do polimero apresentar grupos (-CHs) os quais podem ser responsaveis pela estabilizacdo da
forma fechada da molécula de espiropirano. Além disso, devido a menor mobilidade da molécula de
SP no sistema polimérico, a velocidade de isomerizacdo pode ser diretamente influenciada,
estabilizando a forma espiro.*

Desta forma, combinar as propriedades de ambos os sistemas, CD e PMAA, levou a uma
taxa de isomerizacdo intermediaria quando esse sistema é comparado com os outros dois
anteriores, através da parte hidrofilica da molécula de BCD e da cadeia polimérica do PMAA. A baixa
taxa de interconversao da espiropirano no sistema PMAA., foi causada pela baixa mobilidade da SP
no sistema e/ou ainda pela presenca da parte hidrofébica da molécula, porém, com a utilizagdo da
molécula de BCD como ponte entre os sistemas foi observada uma interconversdo mais rapida. Esse
resultado confirma a importancia das hidroxilas da molécula de ciclodextrina ao sistema,

favorecendo a isomeriza¢do mais rapida.

5.2. Nanofibras a Base do Acido Polimetacrilico e PMAASCDsp

5.2.1. Microscopia Eletrénica de Varredura

As micrografias para as duas fibras obtidas por eletrofiagdo utilizando dimetilformamida

como solvente estdo apresentadas nas Figuras 5.18a, 5.18b, 5.18c e 5.18d.
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G ' 4

Figura 5.18: Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura para fibras obtidas por
eletrofiagdo do polimero PMAABCDs, aproximagdo de (a) 950 X (b) 5000 X e para o polimero PMAA
(c) 950 X e (d) 5000 X.

Analisando as micrografias verifica-se que as fibras obtidas com o polimero PMAABCDsp ndo
apresentam gotas e poros em sua estrutura. A auséncia de poros em sua estrutura deve-se a
utilizacdo de um solvente pouco volatil, o DMF.”>™ J4 a homogeneidade da superficie é uma
combinag¢do dos parametros de distancia entre o bico injetor e a placa coletora, bem como o fluxo
de injecdo da solugdo polimérica e da voltagem a aplicada no bico injetor, no qual esse ultimo é mais
relevante dentre os demais.”* O efeito da variacdo de voltagem aplicada no bico injetor pode ser
melhor verificado para a solugdo de um poli carbonato utilizado para obtencdo de nanofibras por
eletrofiacdo, onde a corrente aplicada variou de 10 a 25 kV. Para esse sistema o aumento da
voltagem aplicada favorecia o desaparecimento das gotas poliméricas na estrutura das nanofibras,

% Mais ainda, pode ser observada uma

confirmando a hipotese para o polimero de PMAABCDsp.
pequena distribuicdo no didmetro das fibras obtidas, que apresentam um tamanho médio de 422 +
24 nm.

Para as fibras obtidas a base de PMAA, Figuras 5.18c e 5.18d, essas também apresentaram
caracteristicas morfoldgicas semelhantes aquelas obtidas para o polimero PMAABCDsp, as quais ndo

apresentam de gotas poliméricas em sua estrutura e nem porosidade em sua superficie. O resultado
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comparativo entre as fibras de PMAABCDs, e PMAA sugere que a presenga da molécula de BCDsp
presente na cadeia lateral do polimero ndo alterou significantemente as propriedades do PMAA. As
fibras obtidas utilizando o PMAA também apresentaram uma pequena distribuicdo de tamanho, 526
+ 24 nm, porém, verifica-se um aumento de aproximadamente 20 % no didmetro dessas nanofibras
guando comparado aquelas obtidas com o PMAARCDsp.

As propriedades fotocrémicas, sob irradiagdo de luz UV e luz visivel e ainda termocrémicas
das moléculas de BCDsp, referentes a isomerizagdo da SP em MC, foram verificadas nas nanofibras
obtidas por eletrofiacdo, como apresentado nas Figuras 5.19a e 5.19b. As nanofibras apresentadas
na Figura 5.19a foram aquecidas a 80 °C durante 12 horas e entdo irradiadas por luz visivel através
de um molde (representado pelas iniciais de nome Massachusetts Institute of Technology — MiT).
Apds esse processo as nanofibras de PMAABCDsy apresentaram duas cores: uma cor vermelha clara
associada a presenca de moléculas na forma merocianina a qual foi mantida protegida de luz visivel
e outra parte branca referente a forma espiro, a qual foi irradiada pela luz visivel. Essas observac¢oes
demonstram a presenga da molécula fotocromica na nanofibra, bem como sua possibilidade de
interconversdo entre as formas SP e MC. Além disso, as fibras foram colocadas sob irradiacdo de luz
UV, Figura 5.19b, e a diferenga entre as formas SP e MC foram evidenciadas devido as propriedades

fluorescentes da molécula merocianina.

Figura 5.19: Nanofibras (tamanho 10 X 7 cm) obtidas por eletrofiag3do: a) aquecidas a 80 °C e

iluminada por luz visivel através de um molde e entdo b) expostas a luz ultravioleta.
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5.2.2. Angulo de Contato da Agua

A técnica de medida de angulo de contato da agua com a superficie da nanofibra foi utilizada
para determinar as caracteristicas de hidrofobia e hidrofilia da superficie das nanofibras obtidas por
eletrofiacdo. Foram realizadas medidas de angulo de contato da dgua de forma dindmica e também
estdtica. Primeiramente foi feita uma comparacdao entre as propriedades de superficie das
nanofibras de PMAA com aquelas obtidas com o polimero modificado, PMAABCDsp.

Nas Figuras 5.20a — 5.20f estdo apresentadas as propriedades de absorgao da agua nas
superficies de PMAA e também de PMAABCDsp em fungdo do tempo. O processo de absorgdo da
agua foi feito para os dois sistemas apds o processo de tratamento térmico das nanofibras, onde
ambos os materiais foram mantidos a aproximadamente 170 °C por 12 horas em estufa. Esse
tratamento térmico é descrito na literatura para diferentes nanofibras obtidas por eletrofia¢do,
incluindo aquelas com PMAA em sua estrutura, com o intuito de aumentar a resisténcia das fibras a

agua.”®
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Figura 5.20: Gotas de agua em nanofibras a base de PMAABCDsp (a esquerda) e PMAA (a direita)
apds o tempo de: a) zero s, b) 180, ¢) 360 s, d) 3705, e) 420 s e f) 480 s.

Analisando as imagens obtidas pelo experimento de angulo de contato da agua com a
superficie das nanofibras de PMAA e PMAABCDs, em fungdo do tempo, fica evidente que a medida
gue o tempo passa a superficie das nanofibras a base de PMAA adsorve a gota de dgua, o que ndo é
verificado para o polimero modificado. Isso pode ser concluido uma vez que apds 420 segundos as

nanofibras de PMAA absorveram toda a agua de sua superficie, enquanto que a gota de agua se
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manteve praticamente inalterada sobre a superficie da nanofibra de PMAABCDs;. Esse resultado
demonstra o maior carater hidrofébico para a superficie das nanofibras de PMAABCDsp, 0 que é
consequéncia ndo somente do tratamento térmico utilizado, mas também da modificacdo da cadeia
lateral polimérica do acido poli (metacrilico) com a ciclodextrina fotocrémica.

Demonstrado o maior carater hidrofébico das nanofibras de PMAAPBCDsp, foi realizado o

estudo do angulo de contato da dgua com a superficie desse polimero apds a irradiacdao com luz

visivel e também com luz UV, como apresentado nas Figuras 5.21a 5.21b, respectivamente.

=3 i
a) B}

Figura 5.21: Medidas de angulo de contato da dgua com a superficie das nanofibras de PMAABCDsp

apos 24 horas sob irradiagdo de: a) luz visivel, PAMMfBCDsp e b) luz UV, PAMM[BCDyc.

O angulo de contato da dgua com a superficie irradiada por UV apresentou um valor de 138
+ 2 ° e para aquela nanofibra irradiada por luz visivel o valor do 4ngulo de contato foi de 155 + 5 °.
Essa variacdo no angulo de contato da dgua para as duas nanofibras que foram irradiadas por fontes
de luz diferentes pode estar relacionada com a presenca das moléculas de espiropirano na superficie
do material. Desta forma, é coerente que valores menores de angulo de contato sejam observados
para a espécie na forma aberta da molécula (MC), devido ao seu maior carater hidrofilico. Enquanto
gue a presenca de moléculas na forma fechada (SP) com maior caracteristica hidrofébica apresente
maiores valores de dngulo de contato da dgua com o material polimérico. Essa diferenca de 15 °
observada entre as duas superficies estd de acordo com outros resultados ja publicados na
literatura, nos quais a molécula de espiropirano ou ainda outras moléculas com propriedades
fotocrémicas encontram-se incorporada a matrizes poliméricas.?*%*!!

Segundo o trabalho de Wang e colaboradores quando a molécula de SP foi incorporada em
uma matriz polimérica, sem modificacdo da cadeia lateral do polimero e o material irradiado

durante 10 minutos por luz visivel e UV ndo foi observada nenhuma variagao significativa nos valores

de angulo de contato da dgua com a superficie das nanofibras.’® Entretanto, os valores de angulo de
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contato obtidos por Wang e colaboradores em seus experimentos para o sistema contendo a
molécula de espiropirano foi de 145 °, o que estd de acordo com os resultados observados no
presente trabalho. A auséncia de variagdo nas medidas de dngulo de contato quando as nanofibras
foram irradiadas por luz UV e visivel para o sistema de Wang quando comparadas com os resultados
do presente trabalho, demonstram que o processo de substituicdo da cadeia lateral do polimero
com a molécula fotocrémica, neste caso a BCDsp, é fundamental para que uma resposta mais
sensivel possa ser obtida a partir de nanofibras poliméricas.

Para verificar se a variacdo nas medidas de angulo de contato com a 4dgua, observada para a
superficie das nanofibras, foi oriunda da presenca de moléculas de espiropirano na superficie do
material, filmes a base do polimero modificado foram obtidos. Esses filmes obtidos pela técnica de
recobrimento por rotagao utilizando dimetilformamida como solvente foram tratados termicamente
do mesmo modo que as nanofibras (170 °C) e irradiados por UV e luz visivel durante 24 horas. Os

filmes obtidos apds esse periodo estdo apresentados nas Figuras 5.22a e 5.22b.

Figura 5.22: Filmes a base de PMAABCDsp obtidos por recobrimento por rotacdo e irradiados durante

24 horas por: a) luz UV e b) luz visivel.

O valor de 4ngulo de contato da dgua com o filme irradiado por UV foi de 59 + 4 ° e para o
filme que foi exposto a luz visivel o valor foi de 68 * 2 °. Mais uma vez foi verificada uma coeréncia
entre os valores de dngulo de contato com a agua e a forma isomérica da molécula fotocrémicas no
sistema polimérico, uma vez que angulos de contato menores foram observados para o filme
irradiado por UV, indicando a presenca de moléculas na forma MC na superficie do filme. Esses
resultados est3o de acordo com outros ja publicados na literatura.”> Com o objetivo de confirmar a
presenca do polimero sobre a superficie de vidro no qual os filmes foram obtidos, medidas de
angulo de contato da dgua com esse suporte foram obtidas, 23 + 1 °. Esse resultado demonstra que

a placa de vidro apresenta um grande carater hidrofilico, confirmando que os valores de angulo de
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contato da 4gua medidos anteriormente sdo oriundos do filme polimérico. Além disso, a variagdo no
angulo de contato da dgua com as duas superficies distintas, nanofibras e filmes oriundos do mesmo
polimero, indicam a dependéncia do angulo de contato da dgua com a radiacdo incidente e com a

rugosidade da superficie.’?’ %

5.2.3. Espectroscopia de Infravermelho — FTIR-ATR

Com o objetivo de confirmar a presenca da BCDsp na superficie das nanofibras, a técnica de
espectroscopia de infravermelho por reflectancia atenuada foi utilizada. Nas Figuras 5.23a e 5.23b

estdo apresentados os espectros de FTIR-ATR para a nanofibra de PMAA e de PMAABCDsp.

PMAABCD PMAABCD,, .

T

SP-MC

PMAA PMAA

Transmitancia / u.a.
Transmitancia / u.a.

S S S S S ! T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 2000 1500
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T 1
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Figura 5.23: Espectros de infravermelho para as nanofibras de PMAA e PMAABCDsp: a) regido de

4000 a 500 cm™ e b) regido de 2000 a 1000 cm™.

O espectro de FTIR-ATR para a nanofibra de PMAA apresentou trés bandas de C=0
distinguiveis em 1802, 1756 e 1701 cm™, onde essas duas Ultimas sdo atribuidas & presenca de C=0
livres (1756 cm™) e aquelas que estdo interagindo com outros grupos fazendo ligacdes de hidrogénio
(1701 cm™).2** Além disso, ocorreu o surgimento de uma nova banda em 1017 cm™ como

consequéncia do tratamento térmico, banda essa que esta relacionada a interagdo entre os grupos
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carbonilicos. No espectro de FTIR-ATR para as nanofibras de PMAABCDsp, sdo observadas bandas
referentes as moléculas de PMAA e ainda da B-ciclodextrina. Mais ainda, duas bandas referentes a
molécula de espiropirano também foram verificadas no espectro, como destacado na Figura 5.23b.
Essas duas bandas de (C=C) em 1575 e (CN) em 1337 cm™ demonstram a existéncia de moléculas de
espiropirano na superficie das nanofibras, ou a uma distancia muito pequena. Embora, a
identificacdo dessas bandas referentes a molécula fotocromica tenha sido possivel as mesmas
apresentam baixa intensidade, uma vez que a concentracdo de espiropirano na cadeia polimérica é
pequena, com substituicdo da cadeia lateral de 1,3 % de BCDsp.

Os resultados de infravermelho confirmam que a variacdo nos valores obtidos para o angulo
de contato da agua com a superficie das nanofibras em funcdo da irradiacdo de luz se deve a
presenca da ciclodextrina fotocrédmica na superficie. Essa modificacdo das propriedades de
superficie em func¢do da irradiacdo de luz visivel ou UV e com possibilidade de foto-reversibilidade
do sistema pode tornar a aplicagdao desse material muito interessante. Esse material poderia ser
aplicado como matrizes para crescimento celular, onde a mudanga de hidrofobicidade da superficie
pode favorecer ou ndo a adesdo das células na superficie das nanofibras. Filmes finos com diferentes
materiais fotocromicos tém sido utilizados para esse fim nos quais alternando a irradiacdo de luz UV

120,212,214

por visivel tem modificado as propriedades de adesdo celular na superficie. Uma vantagem

gue as nanofibras apresentam sobre os filmes finos estd relacionada a sua maior area superficial o

que favorece a interag3o entre a célula e a superficie.?*>**
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6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos para os sistemas estudados no presente trabalho é
possivel concluir que a B-ciclodextrina pode ser utilizada como molécula hospedeira para sistemas
supramoleculares envolvendo o peptideo BPP10c, apresenta ainda caracteristicas de sistemas auto-
organizaveis e pode ser associada a sistemas poliméricos.

De maneira especifica, para o sistema envolvendo a interacdo entre o peptideo (BPP10c) e a
B-ciclodextrina, a utilizagdo de técnicas de RMN uni- e bidimensionais possibilitou confirmar a
estrutura primaria do peptideo. Os resultados de RMN demonstraram a existéncia de pelo menos
duas estruturas secunddrias para esse peptideo em solug¢do aquosa. A interagdo entre o BPP10c e a
molécula de B-ciclodextrina foi confirmada por RMN, através de correlagdes dipolares entre os
hidrogénios aromaticos do residuo de triptofano e os hidrogénios internos da B-ciclodextrina. Esses
resultados indicam a formacdo preferencial de um complexo de inclusdo na razdo molar 1:1. Embora
a interacdo entre as moléculas héspede e hospedeira tenha sido confirmada em solu¢do por RMN, a
inclusdo do residuo de triptofano na cavidade da BCD ndo modificou significantemente a estrutura
secundaria do peptideo.

Os parametros termodinamicos de intera¢do entre a BCD e o BPP10c foram obtidos por
calorimetria de titulagdo isotérmica, demonstrando a espontaneidade do processo com uma
variacdo entalpica favoravel, porém, com uma baixa constante de formacdo. Os tipos de
estruturacdes secundarias do BPP10c e as respectivas contribui¢cdes foram identificadas por FTIR-
HATR em solugdo. O espectro de FTIR-HATR do BPP10c em solu¢ao de DMSO demonstrou que o
peptideo possui uma estrutura estendida, entretanto, em presencga de [B-ciclodextrina diferentes
tipos de estrutura secundaria foram identificadas. A existéncia de pelo menos trés estruturas
secundarias diferentes foi verificada para o sistema envolvendo a BCD, para os solventes utilizados.
A técnica de dicroismo circular confirmou essas estruturas secundarias identificadas por FTIR-HATR.

Com base nas medidas de espalhamento de luz dindmico foram obtidos os valores de
concentragdo de agregacdo critica (cac) da BCD e a distribuicdo de tamanho das particulas antes e
apos o ponto de agregacdo, demonstrando a existéncia de nanoagregados na ordem de 1,5 nm
antes da cac de 60 a 120 nm apds esse ponto. A partir dos valores de cac foram calculados os
parametros termodinamicos da auto-agregacdo para a PCD, evidenciando a espontaneidade do
processo, com uma contribuicdo entalpica favoravel.

Os resultados de espalhamento de luz estdtico determinaram que trés moléculas de BCD
compdem os agregados antes da cac, e ainda a afinidade entre as moléculas em solugdo através dos

valores negativos obtidos para o segundo coeficiente do virial.
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A auto-agregacdo da BCD foi estudada em presenca da molécula héspede Ampicilina e as
interacOes intermoleculares para esse sistema investigadas por técnicas fisico-quimicas de analise.
Experimentos de UV-visivel determinaram o valor da cac para o sistema e este foi equivalente ao
obtido por espalhamento de luz. As técnicas de RMN e de ITC demonstram a inclusdo da molécula
héspede na cavidade da BCD e identificou os parametros termodindmicos de interagdo para o
sistema supramolecular, respectivamente. Para o sistema auto-organizado foi identificada a
dependéncia da forma do agregado em fung¢do da concentragdo de B-ciclodextrina na presenca da
molécula hdspede, demonstrada pela presenga de estruturas globulares antes da cac e arranjos
lineares apds a este ponto de agregacao.

Com base nos resultados experimentais, os calculos de dindmica molecular identificaram os
arranjos estruturais tanto dos agregados formados por trés moléculas de BCD, quanto para os
sistemas supramoleculares com a molécula hdspede. Os resultados dessas simulagOes
demonstraram a estabilidade dos arranjos estudados e a importancia da molécula hdspede para
estabilizar os arranjos lineares.

Para o sistema polimérico, as rotas de sintese escolhidas permitiram obter as moléculas de
interesse para o presente trabalho. As estruturas dessas moléculas foram confirmadas por RMN e
espectrometria de massa (MALDI-TOF). As moléculas sintetizadas associadas a Espiropirano
apresentaram propriedades fotocromicas e termocromicas em solucdo e no estado sélido. Em
solucdo, foi observado o fotocromismo reverso para as moléculas de BCDsp, PMAAs, € PMAABCDsp. A
reversibilidade da isomerizacdo desses trés sistemas foi observada e caracterizada, indicando que o
processo pode ser repetido pelo menos 10 vezes em solugdo. As curvas cinéticas de isomerizagdo
para esses sistemas demonstraram que a BCDsp apresentou o processo de isomerizagdo mais rapido,
enquanto que o polimero PMAAs possui a isomerizacdo mais lenta. Porém, a combinacdo as duas
moléculas (BCD e PMAA) no polimero PMAABCDsp leva a uma taxa de isomerizagdo intermedidria a
observada para os sistemas anteriores.

Desta forma, foram obtidas nanofibras por eletrofiacdo utilizando o polimero modificado
com a BCDsp, fibras estas que também apresentaram propriedades fotocrémicas. Essas nanofibras
possuem caracteristicas hidrofébicas, principalmente quando sdo comparadas com aquelas obtidas
a partir do polimero PMAA ndo modificado. Além disso, mediante os diferentes tipos de irradiacoes
(luz UV ou visivel) sobre a superficie das nanofibras o dngulo de contato da dgua pode ser alterado,
sugerindo a presenca da molécula de espiropirano na superficie do material. Esse mesmo fenémeno
foi verificado para filmes obtidos utilizado esse mesmo polimero. A presenga da molécula de SP na
superficie das nanofibras de PMAABCDsp foi confirmada por FTIR-ATR, através da identificagdo dos

modos vibracionais da molécula de espiropirano.
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