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RESUMO

As reacOes multicomponentes ocorrem com a adi¢cdo de trés ou mais componentes em um
frasco, sem a necessidade de purificacdo de cada intermediario. Uma classe de compostos
obtida por essa reacdo € as benzo[c]acridinonas, que possuem potencial em atividade
antimicrobiana e anticancerigena. Entretanto, este composto apresenta baixa solubilidade em
agua. Para contornar esse problema, se propGe a obtencdo de complexos de inclusdo, usando
como molécula hospedeira, as ciclodextrinas. Estas possuem o formato de um tronco conico
com polaridade diferente dentro e fora de sua estrutura, permitindo abrigar em seu interior
outras moléculas. Diante do exposto, o0 objetivo deste estudo foi investigar a formacao dos
complexos de inclusdo entre ciclodextrina e dois derivados de benzo[c]acridinona. A sintese
foi realizada partindo de trés componentes: benzaldeido, a-naftilamina e dimedona (BCA1)
ou 5,5-cicloexanodiona (BCA2), que foram posteriormente caracterizados por RMN e FTIR.
A ciclodextrina foi selecionada através da cinética de inclusdo. Além disso, foi verificada a
formagdo do complexo de inclusdo no estado liquido, em que foram realizados ensaios de
isoterma de solubilidade e estudos de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear uni e
bidimensional. No estado s6lido o complexo foi estudado por meio da calorimetria diferencial
de varredura e espectroscopia na regido do infravermelho. Foi verificada a dissolucdo in vitro
das moléculas e complexos de inclusdo, bem como o potencial bioldgico através de ensaios de
atividade de fosfolipase A2, atividade proteolitica e antibacteriana. Como resultados
observou-se que a B-CD foi a ciclodextrina mais eficiente na complexagdo das duas
moléculas, sendo a mesma utilizada nos outros ensaios. No estudo da formacgédo do complexo
de incluséo no estado liquido, foi possivel observar a formacgdo de complexos poucos estaveis
indicado pela constante de associacdo (BCA1l Ka= 29 M* e BCA Ka=68 M) e pelos
resultados de RMN!H. Também foi determinada a interacio espacial entre os atomos da
molécula e a B-CD por ROESY-2d, observando a formacdo de complexo de inclusdo com a
molécula BCA2 e complexo de ndo inclusdo com a molécula BCAL. Os complexos sélidos
foram caracterizados e foram observadas poucas alteragdes nos espectros e perfil
calorimétrico, sugerindo a formacéo de sistema instaveis e que o processo de inclusdo gerou
complexos instaveis, corroborando os resultados dos demais experimentos. Observou-se no
ensaio de dissolucédo in vitro que houve um aumento na solubilidade intrinseca da molécula
em agua. As benzo[c]acrdinonas e seus complexos de inclusdo demonstraram potencial in
vitro para inibir a atividade das enzimas fosfolipase A2 e protease, e potencial para inibir a
bactéria Bacillus subtilis. Foi observada a presenca de uma molécula contaminante,
possivelmente derivada de reacGes paralelas durante a sintese. Essa molécula foi
caracterizada, sendo um Xxanteno, composto que interagiu com a CD na formacdo do
complexo com o derivado 1 (BCAL). Desta forma, foi possivel obter os complexos de
inclusdo e nado inclusdo, com melhores propriedades fisico-quimicas como um aumento na
dissolucdo da molécula em agua e potencializou seus efeitos biologicos.

Palavras-chave: Rea¢des multicomponente, quimica verde, complexos de ndo- incluséo,
Ressonancia magnética nuclear, fosfolipase A2, protease



ABSTRACT

Multicomponent reactions occur by adding three or more components to one vial, without the
need to purify each intermediate. One class of compounds obtained by this reaction is the
benzo[c]acridinones, which have potential antimicrobial and anticancer activity. However,
this compound has low solubility in water. To overcome this problem, it is proposed to obtain
inclusion complexes, using cyclodextrins as host molecules. These have the shape of a conical
trunk with different polarity inside and outside its structure, allowing other molecules to be
housed inside. Given the above, the aim of this study was to investigate the formation of
inclusion complexes between cyclodextrin and two benzo[c]acridinone derivatives. The
synthesis was performed starting from three components: benzaldehyde, a-naphthylamine and
dimedone (BCAL1) or 5,5-cyclohexanedione (BCAZ2), which were later characterized by NMR
and FTIR. Cyclodextrin was selected through inclusion kinetics. In addition, the formation of
the inclusion complex in the liquid state was verified, in which solubility isotherm tests and
one- and two-dimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy studies were performed.
In the solid state, the complex was studied using differential scanning calorimetry and
infrared spectroscopy. The in vitro dissolution of molecules and inclusion complexes was
verified, as well as the biological potential through assays of phospholipase A2 activity, and
proteolytic and antibacterial activity. It was found that B-CD was the most efficient
cyclodextrin in complexing the two molecules. This was the same cyclodextrin used in the
other assays. In the study of the formation of the inclusion complex in the liquid state, it was
possible to observe the formation of poorly stable complexes indicated by the association
constant (BCAl Ka= 29 M-1 and BCA Ka=68 M-1) and by the results of NMR1H. The
spatial interaction between the atoms of the molecule and the -CD was also determined by
ROESY-2d, observing the formation of an inclusion complex with the BCA2 molecule and a
non-inclusion complex with the BCA1 molecule. The solid complexes were characterized,
and few changes were observed in the spectra and calorimetric profile, suggesting the
formation of unstable systems and that the inclusion process generated unstable complexes,
corroborating the results of the other experiments. It was observed in the in vitro dissolution
assay that there was an increase in the intrinsic solubility of the molecule in water.
Benzo[c]acrdinones and their inclusion complexes demonstrated in vitro potential to inhibit
the activity of phospholipase A2 and protease enzymes, and potential to inhibit Bacillus
subtilis bacteria. The presence of a contaminating molecule was observed, possibly derived
from parallel reactions during the synthesis. This molecule was characterized as a xanthene, a
compound that interacted with CD in the formation of the complex with derivative 1 (BCA1).
In this way, it was possible to obtain the inclusion and non-inclusion complexes, with better
physicochemical properties such as an increase in the dissociation of the molecule in water
and potentiated its biological effects.

Keywords: Multicomponent reactions, green chemistry, non-inclusion complex, Nuclear
magnetic resonance, phospholipase A2, protease
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1.INTRODUCAO

A quimica sintética apresenta uma ampla relevancia para a sociedade. Por meio dela,
foi possivel a expansao dos fertilizantes e agroquimicos, que promoveram um incremento na
producdo de alimentos, reflexo do crescimento populacional. Atualmente, os estudos referem-
se ao melhoramento desses fitossanitarios para a concepcao de compostos gque possam ser
usados de forma sustentavel (LI et al., 2021). Além disso, a sintese orgéanica é indispensavel
na producdo dos farmacos, associados, por sua vez, a0 aumento da expectativa de vida. As
indUstrias farmacéuticas estdo sempre em busca da otimizacdo de metodologias para
acompanhar o desenvolvimento de novos principios ativos e para a preparacdo mais rapida
dessas substancias (DENIS et al., 2021).

Um tipo de sintese pela qual tem-se demonstrado interesse é a reacdo
multicomponente (RMC). A partir da RMC ¢é possivel a elaboracdo de produtos dos mais
simples aos mais complexos. Todo o processo é realizado em um unico frasco (também
chamada de one pot), ndo sendo necessario realizar diversas etapas sintéticas. E considerada
vantajosa, principalmente no que se refere a quimica verde, ja que ela segue varios dos seus
12 principios, além de permitir a obtencdo de altos rendimentos do produto desejado
(BOSICA et al., 2021) (FUNICELLO et al., 2021).

As RMC sdo estratégias sintéticas simples e eficientes, que consistem na mistura de
trés ou mais reagentes, que sdo mantidos em determinadas condicdes reacionais, obtendo-se o
produto, que, por sua vez, contém todos ou a maioria dos d&tomos do material de partida
(RAMOS; RODRIGUES; NETO, 2019). Diversos cientistas como Hantzsch, Biginelli,
Mannich, Ugi, Passerini, dentre outros, dedicaram-se a estudar as RMC, produzindo
compostos com potencial para diversas aplicacGes bioldgicas, como anti-inflamatérios,
antimicrobianos, antitumorais, anti-hipertensivos, dentre outras (YAZDANI; HOOSHMAND;
STENZEL, 2022).

A partir das RMC € possivel obter as benzo[c]acridinonas. Na literatura encontram-se
diversas metodologias sintéticas baseadas nessas reacfes, muitas delas, produzem altos
rendimentos das substancias. As metodologias descritas utilizam diferentes estratégias. Como
exemplo pode-se citar o uso de irradiacdo por micro-ondas (KUMAR et al., 2018) e por
ultrassom (ZANG et al, 2011) ou a utilizagho de diversos catalisadores
(ABDOLMOHAMMADI; MOHAMMADNEJAD, 2013; ZIRANI et al, 2013). Essa classe de
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compostos tem despertado interesse e ja foram descritas na literatura apresentando potencial
antitumoral e antimicrobiano (BEHBAHANI et al., 2019).

As benzo[c]acridinonas possuem baixa capacidade de dissolucdo em agua. Diversos
estudos demonstram como possivel alternativa para resolver esse problema a obtencdo dos
complexos de inclusdo, a partir das ciclodextrinas. Essa estratégia permite melhorar as
propriedades fisico-quimicas como a solubilidade intrinseca, estabilidade e permite que o
composto seja liberado para o meio aquoso de uma forma controlada, sendo um atributo

desejavel para as industrias farmacéuticas, alimenticias, dentre outras (LIU et al., 2022).

As ciclodextrinas sdo hidratos de carbono formados pela unido de unidades de a-D-
glicopiranose, por ligacdes glicosidicas a-1,4. Possuem estrutura na forma de um cone, ideal
para abrigar em seu interior diversas estruturas, e isso é possivel pois a cavidade é hidrofobica
e seu exterior hidrofilico (BOCZAR; MICHALSKA, 2022).

Diante do exposto, este trabalho objetivou aliar a sintese organica, através das reaces
multicomponente, para a preparacdo de principios ativos e promover melhorias em suas
propriedades fisico-quimicas, garantindo que, ao serem complexados em ciclodextrinas, 0s

compostos possuam maior aplicabilidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi sintetizar dois derivados de benzo[c]acridinonas e realizar a

complexacdo de dois compostos derivadas das benzo[c]acridinonas com as ciclodextrinas.

Propds analisar o potencial biologico das moléculas e os seus complexos de inclusdo para

reduzir ou inibir a atividade enzimatica da fosfolipase A2 e serinoprotease.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar dois derivados das benzo[c]acridinonas por reacdo multicomponente e
realizar a caracterizacdo das moléculas usando técnicas espectroscopicas como:
Espectroscopia na regido do infravermelho e Espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear;

Realizar a selecdo da ciclodextrina através dos ensaios de cinética de incluséo.

Avaliar a afinidade das substancias com as ciclodextrinas e verificar alteraces na
solubilidade intrinseca dessas moléculas em agua, através da isoterma de solubilidade
e estudos de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear;

Obter os complexos de inclusdo entre as benzo[c]acridinonas e a molécula hospedeira
e caracterizar 0s complexos de inclusdo por técnicas espectroscépicas como
infravermelho, calorimetria diferencial de varredura, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear uni e bidimensional.

Realizar ensaios de dissolu¢do in vitro;

Verificar potencial na atividade fosfolipase A2, atividade proteolitica usando a caseina

e atividade antibacteriana para Bacillus subtillis
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sintese multicomponente

A demanda por uma maior quantidade de moléculas por parte das inddstrias
farmacéuticas, aliada ao desenvolvimento de novos métodos sintéticos, fez com que a
obtencdo dos farmacos a partir dos produtos naturais fosse substituida parcialmente pelos
sintéticos. E inegavel a importancia da sintese organica para a elaboracdo de novos
medicamentos, uma vez que a partir dela é possivel planejar uma substancia especifica para
interagir com o sitio ativo de uma enzima, por exemplo, ou obter uma série de compostos com
maior diversidade estrutural e maior complexidade, permitindo maior abrangéncia na
aplicacdo (SANGI, 2016).

A sintese organica é responsavel pela criacdo de substancias através de uma sequéncia de
reagdes, podendo-se replicar no laboratdrio moléculas de grande interesse, obtidas a partir de
produtos naturais (NICOLAOU, 2014). Utilizam-se de diferentes vias sintéticas para essa
finalidade. A via linear envolve varias etapas, podendo envolver reacdes de protecdo e
desprotecdo e transformacdes de grupos funcionais. Nessa via, pequenas unidades sdo
adicionadas a uma cadeia (MACHADO, 2011; YOSHIDA et al., 2018). Ja na via convergente
ocorre a unido de fragmentos. Essa via apresenta vantagens, uma vez que sdo mais seletivas,
possuem menor necessidade de grupos de protecdo, sdo mais rapidas, utilizam materiais de
menores custos etc. (MACHADO, 2011).

Independente da via escolhida, ela deve possuir algumas caracteristicas para ser
considerada uma sintese proxima ao “ideal”, tais como: seletividade, alto rendimento e pureza
do produto desejado, possuir um menor nimero de etapas, usar solventes menos toxicos e nao
inflamaveis, dentre outros (CHEN et al., 2019; SANGI, 2016).

As reacdes multicomponentes (RMC) séo processos realizados em um Unico frasco
reacional (one pot), altamente convergente. Consiste na condensacdo de trés ou mais
substratos, gerando estruturas quimica diversas, das mais simples as mais complexas
(IBARRA; ISLAS-JACOME; GONZALEZ-ZAMORA, 2018). Ao nivel molecular as RMC
irdo ocorrer seguindo um principio cascata, onde, ao efetivar a primeira reacdo, ha a formagéo
de um intermediario que ira condensar com um outro substratos (ZHI; MA; ZHANG, 2019).
As subreacbes envolvidas sdo reversiveis, porém a etapa de formacdo do produto &
irreversivel (WEBER, 2002), sendo que os componentes podem ser adicionados em qualquer
ordem (HOUCK; YOUNAI; SHAW, 2010).
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Diante disso, as RMCs sdo importantes estratégias sintéticas, uma vez que estdo de
acordo com varios dos 12 principios da quimica verde, formulados por Anastas e Warner
(Figura 1). Como exemplo, a economia atdbmica, uma vez, que nessa rea¢do o produto contém
0 maximo dos 4tomos envolvidos no processo. Além disso, como nao é necessario isolar cada
intermediario gera menos residuos. Também possibilita o uso de catalisadores e estdo
associadas a diminuicdo do gasto energético, pois, ocorrem normalmente em condicGes

amenas (menores temperaturas e a pressdo ambiente) (CIOC; RUIJTER; ORRU, 2014).

Figura 1- Os 12 principios da quimica verde

12
Quimica segura
1 na prevengao de 11
incéndios
Prevencao de residuos Analise da poluicao

10
& Produtos degradaveis

9
Sintese menos perigosa<:| |:> Catalise

4 8

Produtos Evitar a formacéao
seguros \Q ﬂ de derivados

Solventes e

auxiliares seguros Materla prima
Efucuencua renovavel

energética

2 %
Economia at6mica&

3

Fonte: Do autor (2023)

As RMC apresentam diversas vantagens, como exemplo, podemos citar o rendimento
global, muitas sinteses descritas na literatura apresentam maior rendimento quando
comparado aos processos que envolvem etapas multiplas. Tem-se uma reducdo na mao de
obra necessaria, uma vez que, mistura-se os reagentes e a reacdo € mantida por determinado

momento, sem a necessidade de etapas de purificacdo dos intermediarios (GU, 2012).

As RMCs foram descritas pela primeira vez na literatura em 1850 através do estudo de
von Adolph Strecker, que reagiu um aldeido, uma cetona e uma fonte de cianeto, gerando
como produto os a-aminoacidos (Figura 2). E um método simples e eficiente para a obtengo
dos aminoéacidos, moléculas biologicamente importantes (EZZATZADEH; HOSSAINI, 2020;
KOUZNETSOV; GALVIS, 2018). Uma aplicagdo da sintese de Strecker é de farmacos, como

exemplos, pode-se citar o copidogrel utilizado para prevenir a formacdo de coagulos
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sanguineos. Tal como, para a sintese de medicamentos analgésicos opidides a base de 4-
anilidopiperidina como o carfentanil, remifentanil e alfentanilou (KOUZNETSOV; GALVIS,
2018).

Figura 2- Representacdo geral da sintese de Strecker

O ® 9
HoN_CN igreli HsN_ _COO
-2H,0 2 Hidrélise 3
R/LH + HCN + NH, OH ——2» R1><H = Fa1><H

Fonte: Do autor (2023)

Outros pesquisadores estudaram as RMC, como exemplo, pode-se citar o estudo de
Hantzsch, em 1882, ele desenvolveu uma sintese utilizando quatro componentes (dois
compostos dicarbonil, uma amina e um aldeido) adquirindo a diihidropiridina (DHP) (Figura
3a) (BRINKERHOFF et al.,, 2019; HOUCK; YOUNAI; SHAW, 2010). Um exemplo
industrial da sintese de Hantsch € a obtencdo do nifedipino (Adalat®) (Figura 3b), esse
farmaco é utilizado como blogueador dos canais de calcio, sendo empregado para 0
tratamento de hipertenséo e como vasodilatador (BRINKERHOFF et al., 2019).

Figura 3- Reacdo multicomponente a) Reacdo de Hantzsch b) Estrutura do farmaco

Nifedipino
a) R,
0 0 R,0,C CO4R,
- o HNRy e . ﬁ
1 4
CO,R, R N° Ry

Fonte: Do autor (2023)

Biginelli, em 1893, foi outro pesquisador que estudou esse tipo de reacdo, estudou as
sinteses de 3,4-di-hidropirimidin-2(1H)-ona (DHPM), partindo de trés componentes:
benzaldeido, acetoacetato de etila e tiouréia (Figura 4). O mecanismo para esse processo tem
sido estudado por meios tedricos e experimentais, sendo motivo de muitos debates. A sintese
de Biginelli tem sido amplamente utilizada para sistemas heterociclicos, para compostos com
diversas  propriedades  farmacologicas, como antimalarico e  antituberculose
(NAGARAJAIAH; MUKHOPADHYAY; MOORTHY, 2016; RAMOS; RODRIGUES;
NETO, 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/remifentanil
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Figura 4- Reagdo multicomponente de Biginelli entre aldeido, acetoacetato de etila e tiouréia
para a sintese de di-hidropirimidinonas

o) O o) R,

15 S SRS S

3

| NH
COsR
2R R, HAO

Fonte: Do autor (2023)

Em 1912, Carl Mannich, partindo de trés componentes desenvolveu uma RMC,
utilizou uma amina, um aldeido e um composto carbonilico, na presenca de &cido, e obteve-se
produtos, denominados bases de Mannich (Figura 5). Sdo compostos descritos com potencial
bioldgico, como exemplo, os compostos bis 1,2,4-triazolicos, que apresentam atividades
antifungica e bactericida. Na sintese de alcaloides diterpenos, que apresentam atividade anti-
inflamatoria, analgésico, antitumoral, dentre outras (FILHO et al., 2017). Além disso, 0s
produtos das sinteses de Mannich sdo importantes intermediarios sintéticos, tanto para a
elabolacdo de medicamentos como de moléculas oriundas de produtos naturais. Sendo
indispensavel na construcdo de moléculas que possuem o nitrogénio (N) na estrutura
(ROGERIO et al., 2016).

Figura 5- Reacdo multicomponente entre uma amina, um aldeido e um composto carbonilico
para obtencédo das bases de Mannich

o O O Rs
SEN_R1 ) Rs)J\H + RHH . R“MN’%
Rs Rs Ry
Fonte: Do autor (2023)

Posteriormente, Passerini (1921) e Ugi (1959) estudaram a reatividade das isonitrilas.
A RMC de Ugi, parte de quatro componentes sendo um aldeido, uma amina, um acido
carboxilico e uma isonitrila (Figura 6) (RAMOS; RODRIGUES; NETO, 2019). J4 a reacdo de
Passerini parte de um aldeido, um &cido carboxilico e uma isonitrila, produzindo
aciloxicarboxamidas (Figura 6), sintese util para a produgdo de fungicidas (LAMBERTH,
2020). Muitas sinteses por RMC baseiam-se na isonitrila como reagente, pois apresentam

grande versatilidade e a possibilidade do desenvolvimento de uma grande variedade de
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compostos. Além disso, a isonitrila é Gtil na formacdo de heterociclicos com aplicacéo
medicinal (LUO et al., 2020).

Figura 6- Reacfes multicomponente de Ugi (quatro componentes) e de Passerini (trés

componentes)
Reacdo de Ugi H
@] |
N
R4—NH> + + o @ ~Nep
RQ)LH + CENiR4 —_— ] J\ 4
\hll Rz
R4
Reacao de Passerini
H
0] |
o+ + 9@ . o5 MR,
R1 H C=N-Rj3
R

Fonte: Do autor (2023)

As RMC sdo conhecidas ha vérias décadas e muitas apresentam diversas vantagens
como altos rendimentos, geracdo de menor quantidade de residuos, dentre outras ja
mencionadas. Essa sintese ficou muito tempo esquecida devido a falta de interesse comercial
pelos seus produtos. Porém, com as descobertas bioldgicas e farmacoldgicas de alguns desses
produtos, seu estudo estd em crescimento (ROGERIO et al., 2016). O aumento no destaque
das RMC ocorreu na década de 90 devido ao uso da quimica combinatéria e a formacdo de
bibliotecas de sintese. Nessa época, também foi desenvolvida sua aplicacdo na sintese de
moléculas oriundas da natureza (HOUCK; YOUNAI; SHAW, 2010).

3.2 Tetrahidrobenzo[c]acridinonas

Acridinas, também conhecidas por dibenzo [b, €] piridina, benzo [b] quinolina,
2,3,5,6- dibenzopiridina ou 10-azaantraceno, podem ser encontradas na natureza como
alcaldides da acridona ou pode ter alteragdes em suas estruturas parciais, como sistemas de
anéis tetraciclicos, pentaciclicos ou ainda maiores. O primeiro relato da obtencdo desse
alcaloide foi a partir de plantas da familia Rutaceae. As substéncias isoladas, por sua vez,
serviram de inspiracdo para o desenvolvimento de compostos antitumorais (SCHMIDT; LIU,
2015).

As acridinas (Figura 7a) podem ser obtidas por sinteses a partir das RMCs. Essas
substancias séo conhecidas desde o século 19, sendo inicialmente utilizadas como corantes e

pigmentos. Durante a primeira guerra mundial, essas moléculas foram testadas para combater
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infeccOes causadas por bactérias e protozodrios e contra malaria. Em 1920, suas propriedades
anticancer foram consideradas e, a partir desse momento, inumeras acridinas, sintéticas e
naturais, foram testadas como agentes antitumorais. Dentre essas, merece destaque a
Amsacrine (Figura 7b), que atualmente € utilizada clinicamente no tratamento de leucemia
aguda (DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001).

Figura 7- a) Acridina e b) Amsacrine (principio ativo para o tratamento de leucemia)

H,CO NHSO,CHs
a) e
X HN

Fonte: Do autor (2023)

Devido as inimeras duplas conjugadas presentes nas acridinas e seus derivados, existe
relato dessas substancias como luminoéforos, ou seja, possuem propriedades luminescentes,
podendo ser utilizadas em diversas aplicacdes, por exemplo, em quimica forense. E citada
também sua utilizacdo na producdo de plasticos e microeletrénicos (ZHIKHARKO;
KOZLOV; BASALAEVA, 2016).

As benzo[c]acridinonas sdo uma subclasse das acridinas, sdo descritas na literatura
possuindo atividade antimicrobiana, através dos estudos realizados para os derivados do
7,10,11,12-tetra-hidrobenzo|[c]acridin-8(9H)-ona substituido. Nesse trabalho verificou a
capacidade antifungica dessas substancias, para o fungo, Rhodotorula rubra, uma levedura
oportunista responsavel por causar infeccfes nos seres humanos (NADARAJ;, SELVI;
MOHAN, 2009; WIRTH; GOLDANI, 2012). Os derivados também apresentam potencial
para serem usados contra diversos outros micro-organismos como Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Aspergillus niver, A. flavus, A. parasiticus, dentre outros
(NADARAJ; SELVI; MOHAN, 2009).

Além disso, estudos com os derivados dessa subclasse sugerem potencial in vitro para
células cancerigenas de diversas linhagens celulares como de prostata, ovario, fibrossarcoma,
cervical e rins (KUMAR et al., 2018b).

Na literatura encontra-se diversas metodologias utilizando como reagentes 1-

naftilamina, dimedona e aldeido, para a obtencdo dos derivados das benzo[c]acridinonas
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(Figura 8). O método cléssico envolve a utilizagdo de solventes orgénicos (etanol, benzeno
etc.) e o uso de refluxo para a obtencdo dos produtos. O rendimento pode variar entre (24-
99%), e esse, depende dos grupos substituintes presentes no aldeido, do solvente utilizado e
das demais condicdes utilizadas. Além disso, o tempo para a obtencdo desse produto pode
variar entre 2- 20 horas (CORTES et al., 1987).

Figura 8- Reacdo entre 1-naftilamina, dimedona e aldeido para obtencdo das
benzo[c]acridinonas

Fonte: Do autor (2023)

Outras metodologias foram e estdo sendo desenvolvidas para melhorar o rendimento e
diminuir o tempo reacional. Como exemplo de estratégias podemos citar as metodologias que
utilizam irradiagdo por ultrassom (ZANG et al., 2010), transformacéo eletrolitica (HERAVI et
al., 2018), irradiacdo de micro-ondas (TU et al., 2006). Além disso, estd cada vez mais
crescente o uso de catalisadores, alguns que ja foram relatados na literatura sdo: Cloreto de
benziltrietilamonio (TEBAC) (WANG et al., 2006), SBA-Pr-SOzH como nano catalisador
(ZIARANI et al., 2014), fosfato de ferro 111 (FePO4) (BEHBAHANI; FARAHANI, 2015), 0s
acidos sulfamicos (HsNSOz) e 0 HeP2W15062.18H20 (HERAVI et al., 2012), utilizando a L-
prolina (HERAVI; AGHAMOHAMMADI, 2012), dentre outros.

Diversos autores sugerem mecanismos de como ocorre a reacdo entre a 1-naftilamina,
dimedona e o aldeido, ZIARANI e colaboradores (2014), sugere que o catalisador SBA-Pr-
SOsH age como fonte de hidrogénio protonando a carbonila do aldeido. 1sso, aumenta o foco
de carga positiva no carbono, deixando-o mais reativo, ocorre uma reagdo de Knoevenagel,
formando um intermediario entre a dimedona e o aldeido. Posteriormente, ocorre uma
desidratacdo produzindo o intermediario 1, apos ocorre a adi¢do da 1-naftilamina, produzindo
o intermedirio 2, e seguido por uma tautomerizacéo e ciclizagdo gerando o produto (Figura
9).
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Figura 9- Mecanismo para a obtencdo de derivados de benzo[c]acridinona utilizando como
catalisador o SBA-Pr-SOzH
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Fonte: Do autor (2023)

HERAVI e AGHAMOHAMMADI (2012) propuseram um mecanismo para explicar a
reacao entre a dimedona, 1- a-naftilamina e o aldeido correspondente, através de uma RCM
utilizando a L-prolina como catalisador. Eles sugeriram dois caminhos diferentes (Figura 10);
no primeiro, ha ativacdo do oxigénio do aldeido pela parte acida da L-prolina através de uma
ligagéo intermolecular com o H e posteriormente ocorre a condensagdo com a dimedona. No
segundo caminho, ela reage com o aldeido formando o ion iminio; posteriormente, ird ocorrer
a condensacdo com a dimedona. Ambas as reacdes geram o intermediario B, que reage com a
amina, formando o intermediario C, que sofre uma desidratacéo.

Figura 10- Mecanismo de sintese dos derivados de benzo[c]acridinonas utilizando L-prolina
como catalisador.
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Embora grande parte dos trabalhos sobre essa classe de compostos lide com
informacdes sobre sua sintese, pouco se sabe sobre seu potencial biologico. Ao analisar sua
estrutura e dados teoricos (SCIFINDER) sobre a solubilidade dessa molécula, constatou-se
que ela possui baixa solubilidade. Considerando o uso, por exemplo na industria farmacéutica,
€ necessario que esses compostos tenham uma certa solubilidade (COLTESCU; BUTNARIU,;
SARAC, 2020). Uma forma de contornar as dificuldades de utilizacdo dessa classe de

compostos seria a formacgédo de complexos de inclusédo com as ciclodextrinas.

3.3 Complexos de incluséo

Em 1891, Antoine Villiers isolou uma substéncia cristalina, que ele denominou de
celulosina, a partir da digestdo do amido pela bactéria Bacillus amylobacter. Mais tarde essa
substancia ficou conhecida como ciclodextrinas (CD). Em 1903, Franz Schardinger descreveu
0 preparo, separacdo e purificacdo e em 1911 estudou as propriedades das CD (JANSOOK;
OGAWA; LOFTSSON, 2018). Nos anos de 1950 e 1970, os estudos foram focados nos
complexos de inclusdo e somente por volta de 1970, iniciou-se a produgdo em escala
industrial. Nessa época também se iniciaram as pesquisas toxicologicas das CDs e
consequentemente as aplicacdes em diversas areas, como nas industrias farmacéuticas, de
alimentos e cosméticos (MORIN-CRINI et al., 2021).

As CDs podem ser definidas como oligossacarideos ciclicos, que contém em sua
estrutura unidades de glicopiranose unidas por liga¢des glicosidicas a-1,4. S&o encontrados
trés principais ciclodextrinas naturais; elas contém seis, sete ou oito unidades de glicose,
sendo denominadas, respectivamente, a-CD, B-CD e y-CD (Figura 11). Apresentam estruturas
cristalinas, homogéneas e ndo-higroscopicas (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018;
SOMSRI et al., 2020).
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Figura 11- Principais CD naturais, a-CD (n=6), p-CD (n=7) ¢ y-CD (n=8), sendo “n” as unidades de glicose de cada ciclodextrina e suas

dimensdes internas
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As CDs possuem diferentes solubilidades em agua; a menos soltvel é a B-CD (18
mg/Ml), seguido da a-CD (145 mg/mL) e y-CD (249 mg/mL), sendo esses valores obtidos em
uma temperatura de 25 °C. A B-CD possui menor solubilidade devido a sua estrutura
tridimensional; contém as hidroxilas posicionadas para o exterior, 0 que permite a formacéo
de ligagdo de hidrogénio intramolecular, o que torna a estrutura rigida em comparacdo com a
a-CD. A a-CD possui uma glicose distorcida, o que dificulta a ligacdo de hidrogénio
intramolecular; por esse motivo possui uma maior solubilidade quando comparada a -CD. A
v-CD ¢é mais flexivel e isso permite sua maior solubilidade (LIU et al., 2022) (ARRUDA et
al., 2022).

As CDs interagem umas com as outras por ligacbes de hidrogénio, intermolecular
fortes no estado cristalino, isso ocasiona um decréscimo nas suas solubilidades. Para resolver
esse problema desenvolveram as ciclodextrinas modificadas, substituindo o0s grupos
hidroxilas por outros grupos como grupo alquil. Os derivados podem ser classificados como
modificados quimicamente ou naturalmente, os modificados naturalmente sdo produzidos
pelas enzimas pululanase, como exemplo, a glicosil-CD (970 mg/mL) e maltosil-CD (>1500)
(JAMBHEKAR; BREEN, 2016; SZENTE; SZEJTLI, 1999).

Enquanto para a obtencdo das quimicamente modificadas encontra-se diversas
metodologias para a inser¢do de grupos, como a metilacdo de Kuhn-Trischmann, para obter as
metil-ciclodextrina (Me-CD). As hidroxipropil-ciclodextrina (HP-CD) sdo produzidas pela
reacdo das CDs com 6xido de propileno. Outros derivados das CDs que sdao comumente
utilizadas sdo: sulfobutiletil-ciclodextrina (SBE-CD) e a CDs sulfatadas (SZENTE; SZEJTLI,
1999). A solubilidade da HPB-CD, MeB-CD e SBEB-CD (Figura 12), sdo respectivamente,
1200, >500 e >1200 mg/mL (SAOKHAM et al., 2018) .

Figura 12- Ciclodextrinas modificadas Mep-CD, HPB-CD e SBEB-CD
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Mesmo sendo a menos soluvel dentre as trés CD naturais e as modificadas, a p-CD é a
mais comumente utilizada. Um dos fatores sdo devido sua estrutura poder acomodar
compostos com massa molecular entre 100 e 400 g/mol, sendo essa faixa de massa molecular
de uma grande maioria de moléculas de interesse bioldgico. Além disso, ela interage
facilmente com um grande grupo de compostos organicos. E seu valor comercial € menor que
as outras CDs (AGUIAR et al., 2014; PRABU; SIVAKUMAR; RAJAMOHAN, 2018).

As estruturas das CDs possuem o formato de um cone truncado e 0 seu interior €
ligeiramente hidrofobico, ou seja, tem afinidade por compostos ndo polares. O exterior das
CDs é hidrofilico, isso se deve as hidroxilas, expostas para fora da estrutura, tendo afinidade

por agua e outros solventes polares (Figura 13) (PEREVA et al., 2019).

Figura 13- Estrutura tronco conica das ciclodextrinas, unidades de o-D-glicopiranose e
representacdo da organizacao dos atomos na ciclodextrina, mostrando a cavidade
hidrofébica e exterior hidrofilica.

Cavidade
hidrofobica H

Exterior hidrofilico

Fonte: Do autor (2023)

A capacidade de interagir com substancias hidrofobicas na sua cavidade sao
responsaveis pelas CDs agirem como molécula hospedeira, abrigando em seu interior as
moléculas convidadas. Os compostos que podem que podem ser usadas para o preparo dos
complexos de inclusdo (Cl) podem estar de diferentes estados fisicos como sélidas, liquidas

Ou gasosas.

Complexos podem ser definidos como um conjunto molecular formado pela
associacdo de espécies quimicas, ligados por interacbes mais fracas que uma ligacdo
covalente. Sendo os complexos de inclusdo formados quando um dos componentes formam
cavidades, tuneis ou canais onde uma segunda espécie pode ser inserida (MCNAUGHT,;
WILKINSON, 2014).

Ao formar o CI causa alteragcGes nas propriedades fisico-quimicas das moléculas,
aumentando por exemplo sua solubilidade, sua estabilidade fisico-quimica, e a distribui¢do do

farmaco na membrana plasmatica (SAOKHAM et al., 2018).
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Em solucdo aquosa as moléculas de agua preenchem a cavidade das ciclodextrinas,
formando um ambiente termodinamicamente desfavoravel, devido as interagdes que ocorrem
no interior da ciclodextrinas com a agua que € polar. Moléculas menos polar que a agua, sao
adicionadas no interior das CD, expulsando moléculas de agua, formando os complexos de
inclusdo, a formacdo desse, depende também de varios outros fatores (Figura 14) (SZEJTLI,
1998; WANKAR et al., 2020).

Figura 14- Representacdo da formacdo dos complexos de inclusdo, as esferas em vermelho

representam os atomos de oxigénio e em preto os hidrogénios presentes na
molécula de agua.

Fonte: SZEJTLI, 1988 com modifica¢des pelo autor (2023)

A formacédo dos CI pode ser influenciada pelo efeito estérico, ou seja, depende do
tamanho da CD, seu didmetro interno, e do tamanho da molécula héspede ou dos grupos que
serdo inseridos na cavidade da CD (DEL VALLE, 2004). Outro fator que influencia, é a
polaridade das moléculas, compostos hidrofilicas sdao fracamente complexadas, somente
guando possuem menor polaridade que a dgua € complexada por ciclodextrinas. A presenca
de grupos substituintes hidrofobicos nessas moléculas também aumenta a estabilidade dos
complexos de inclusdo (SZEJTLI, 1988).

A temperatura também pode influenciar, 0 aumento faz com que se aumente a
solubilizacdo da CD e da molécula, poréem altas temperaturas desestabilizam os CI. Além
disso, altas temperaturas pode decompor os CIl. Alguns estudos demonstram que 0s
complexos comecam a se decompor entre 50-60 °C. Porem em compostos altamente
insolUveis ou quando a interacdo que ocorre entre a CD e a molécula hospede é muito forte
essa temperatura € mais alta. Quando se utiliza moléculas em particulas finas dispersas ou

solubilizadas o processo de formacdo dos Cl também é facilitado. Para a solubilizacdo



30

normalmente utiliza-se a agua, porém quando a molécula possui baixa solubilidade em &gua é
necessario o uso de solvente organico, para aumentar a velocidade de complexagéo ou mesmo
torna-la possivel (DEL VALLE, 2004).

Ao formar o Cl ndo ocorre a quebra ou a formacdo de nenhuma ligacdo; a molécula
convidada e a CD, em um CI s8o mantidas através de intera¢fes intermoleculares como
exemplo podemos citar a ligacdo de hidrogénio, interacdo eletrostatica, interacdo de van der
Waals, dentre outras (LIU et al., 2018). Além disso, sdo encontrados complexos de inclusédo
com as seguintes estequiometrias 1:1, 1:2, 2:1 ou 2:2, a propor¢do de molécula hospedeiro:
hospede vai depender do tamanho da molécula héspede (Figura 15) (ASTRAY; MEJUTO;
SIMAL-GANDARA, 2020; CRINI, 2014).

Figura 15- Exemplos de complexo de inclusdo formado pela molécula hospedeira e hdspede
e estequiometrias possiveis

Fonte: Do autor (2023)

Além dos complexos de inclusdo, tem sido relatado na literatura a obtencdo de
complexos de ndo inclusdo, onde a molécula é ancorada no exterior da CD. Estudos tem
demonstrado que algumas moléculas coexistem em solugdo como complexos de inclusdo e
ndo inclusdo com as CDs. Além disso, ocorre alteraces nas propriedades das moléculas como
um aumento na solubilidade intrinseca nesses complexos de ndo inclusdo (DE JESUS et al.,
2012; MESSNER et al., 2010).

Na literatura encontra-se diversos estudos a respeito da toxicidade das CD, as trés CD
naturais mais comuns, a-CD, B-CD e y-CD, sdo consideradas nédo toxicas quando
administradas por via oral e isso é devido a baixa absorc¢ao no trato intestinal. Porém, estudos
demonstraram que colirios contendo a-CD em dosagens >4%, pode causar toxicidade nas
corneas de coelho, isso pode ser justificado pela capacidade da a-CD e B-CD de extrair
colesterol e compostos lipidicos das membranas das células (ABDELKADER et al., 2018).

Devido a possibilidade de funcionalizar as principais CDs é possivel encontrar mais de 1500
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derivados e a toxicidade dessas moléculas € variavel, alguns dos danos que alguns derivados
podem causar envolvem acdo hemolitica e toxicidade renal, porém outras CD funcionalizadas

foram desenvolvidas para ndo apresentarem nenhuma toxicidade (BRAGA, 2019).

Devido suas propriedades, as ciclodextrinas possuem diversas aplicagdes, podendo ser
utilizada na industria farmacéutica, de alimentos, cosméticos, nanotecnologia, de fragrancias e
aromas, dentre outras (CRINI, 2014). Na area de alimentos, por exemplo, as CDs podem ser
usadas para produzir ou extrair compostos bioativos, para produzir produtos livres de agucar,
glaten ou reduzir a quantidade de colesterol em ovos e leite, modificar as caracteristicas
organolépticas como o odor de peixes; podem ser usadas também em embalagens de
alimentos, entre outras aplicacbes (ALONSO; CALVO; FONTECHA, 2019; MATENCIO et
al., 2020).

As CDs sdo muito utilizadas na inddstria farmacéutica, sendo usado associados a
diferentes principios ativos, por exemplo, na Franga é encontrado o 17p-estradiol + Me-B-CD
(spray nasal). Nos EUA os farmacos ziprazidona (antipsicético) e voriconazol (antimicético)
sdo usados com a SBE-B-CD. No Brasil 0 piroxicam em conjunto com a 3-CD é um anti-
inflamatorio e analgésico de uso pediatrico. Medicamentos contendo as CD séo encontrados
em outros paises como Japdo, italia, Alemanha, dentre outros (BHARGAV; SHEEBA, 2021).

As CDS também sdo utilizadas para superar problemas biofarmacéuticos através dos
sistemas de liberacdo de farmacos. S&o desenvolvidos complexos de inclusdo com a
finalidade de entregar a quantidade necessaria do principio ativo ao local que ira reagir de
forma habil, concisa e em um periodo especifico (UEKAMA; OTAGIRI, 1987) (REAL et al.,
2021).

Os complexos de inclusdo podem ser preparados usando diferentes técnicas. Nos
métodos em solucdo, os componentes sdo solubilizados em um sistema de solvente
organico/agua, podendo variar a temperatura e pH, para garantir uma interacdo efetiva entre a
molécula hospede e hospedeira (JUG; MURA, 2018). Diferentes metodologias sdo usadas
como co-precipitacdo, método adequado para compostos ndo soluveis em &gua. Spray-drying
e liofilizagdo (CID-SAMAMED et al., 2022). S&o meétodos considerados simples e eficientes,
sendo necessario a utilizagdo, em alguns casos, de aparelhagem especifica (CID-SAMAMED
etal., 2022).
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No método em estado semissélido a molécula e a CD sdo amassadas utilizando um
pequeno volume de solvente, normalmente &gua/etanol. Obtém-se um material pastoso, o

solvente é entdo seco, obtendo o complexo sélido (JUG; MURA, 2018).

No estado sélido envolve, por exemplo, a utilizacdo de micro-ondas, tem como
desvantagem a degradacdo da molécula por irradiacdo. Porém gera altos rendimentos e
tempos reacionais mais curtos. O método do aquecimento suave, utiliza temperaturas
menores que o ponto de fusdo dos componentes. Outra técnica € a ativacdo mecanoquimica
que operam com diferentes tipos de moinhos, tém a vantagens de ndo utilizar solventes
organicos. Também apresenta rapidez, eficiéncia, econdmica e ambientalmente favoravel
(JUG; MURA, 2018).

3.4 Caracterizacao de compostos organicos e complexos de inclusido

Os complexos de inclusdo podem ser obtidos no estado soélido e no estado liquido,
para caracteriza-los, lidam-se com diversas ferramentas analiticas. No estado liquido séo
comumente empregadas técnicas espectroscopicas como: ressonancia magnética nuclear
(RMN), espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV/vis), espectroscopia de
dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia, métodos eletroanaliticas e de separacdo
como a cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC) (MURA, 2014).

Os complexos no estado so6lido sdo normalmente caracterizados por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analises térmicas como a calorimetria
diferencial exploratéria (DSC) e termogravimetria (TG), microscopia eletrénica de varredura,
dentre outras (MURA, 2015). S8o0 processos essenciais e muito empregues devido a sua
capacidade de obter resultados com eficiéncia (DE MIRANDA et al., 2011; FICARRA et al.,
2002). Abaixo estdo descritos os recursos analiticos usados no desenvolvimento desse
trabalho.

3.4.1 Métodos analiticos para a caracterizacdo dos complexos em solucéo

3.4.1.1 Espectroscopia de Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN é uma ferramenta essencial nas mais diversas areas. Na
quimica organica ¢ aplicada na identificacdo da estrutura de um composto sintético ou isolado
de plantas, fungos e animais marinhos (NASCIMENTO, 2016). E empregado em estudos
metabolémicos de biofluidos e tecidos (WISHART, 2019) e de plantas (LANZOTTI et al.,
2022; XIAO et al., 2022) e andlise de polissacarideos (YAO et al.,, 2021), de células
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(SIEGAL,; SELENKO, 2019), alimentos e nutrientes (HATZAKIS, 2019), dentre outras.
Outra aplicacdo é seu uso para a caracterizacdo dos complexos de inclusdo, tendo potencial
para verificar a orientacdo da molécula hospede na cavidade da CD, e determinar a
estequiometria (MURA, 2014).

Baseia-se na interacdo entre radiacdo eletromagnética com a matéria. Para
determinados compostos serem analisados por essa técnica é necessario que sua estrutura
contenha ndcleos com propriedades magnéticas, que sdo descritas em termos de seu momento
angular e de spin. Isso é verificado através de calculos mateméticos e quando o nimero de
spin é zero, indica que o nucleo ndo exibe propriedades magnéticas ndo podendo ser
identificados por RMN. Alguns exemplos de atomos que possuem numero de spin diferente
de zero, portanto analisaveis por RMN sdo: *H, °C, 3P, 15N, °F, dentre outros (PAVIA et al.,

2015).

No processo, quando um material é colocado em um campo magnético, podem
absorver energia eletromagnética, o que faz com que ocorra inversdo do spin (ressonancia). A
frequéncia que ele ird absorver depende da posi¢cdo dos nucleos na molécula e da forca do
campo, a energia é liberada (relaxacdo) e detectada na forma de espectros (JACOBSEN,
2007).

Para a analise dos complexos de inclusdo uma forma simples de comprovar é através
de modificacBes nos sinais de espectros de RMN de H ou *3C, onde é possivel notar
alteracdes nos valores de deslocamento quimico (LAVERDE et al., 2002; MURA, 2014). As
técnicas unidimensionais podem nao ser suficientes para obter as informacgdes desejadas.
Comumente utilizam-se dos métodos bidimensionais, que tem como finalidade simplificar a
visualizacdo de espectros complexos consistindo em muitas bandas sobrepostas. A partir
desses, é possivel adquirir informacdes como estabilidade, estequiometria e orientacdo das
moléculas hospede no interior das CDs (DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007).

Um exemplo de RMN bidimensional é a espectroscopia ordenada por difusdo (DOSY,
do inglés "Diffusion Ordered Spectroscopy"), empregam-se medidas de difusdo molecular por
RMN, através do nicleo de *H. Nessa ferramenta os deslocamentos quimicos sdo mostrados
em uma dimens&o e o coeficiente de difusdo em outra. Obtendo informagdes sobre a constante
de associacéo, por exemplo (LAVERDE et al., 2002; MURA, 2014).
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A DOSY consiste em separar os sinais obtidos por RMN em funcéo do coeficiente de
difusdo. Onde os espectros “spin eco”, sequéncia de pulso, séo medidos com diferentes
intensidades de gradiente de campo pulsado, com a atenuacdo do sinal é possivel calcular os
coeficientes de difusdo (D) (KLEKS et al., 2021). Difusdo ¢ o movimento brawniano da
molécula, ou seja, as moléculas em solucdo se movimentam de forma aleatdria, depende de

parametros como: tamanho, forma, viscosidade e temperatura (SILVA, J. M.; LIMA, 2007).

O coeficiente de difusdo é descrito pela equagédo de Stokes- Einstein (Equacao 1), que
permite estimativas do tamanho das particulas quando sdo maiores que o solvente
(NEUFELD; STALKE, 2015). Os parametros da equacédo séo: k: constante de Boltzmann, T:

temperatura, 1: viscosidade do liquido e rs: raio hidrodindmico da molécula.

Equacéo 1: Equacdo de Stokes-Einstein que descreve o coeficiente de difusdo

D= kT
6

Alguns RMN bidimensional dependem do Efeito Nuclear Overhauser (NOE) a partir
dos espectros é possivel verificar as conformacdes espaciais da molécula no interior da
ciclodextrina (MURA, 2014). O NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) fornece
dados via acoplamento dipolar. Baseado nos dados fornecidos por essa metodologia é
possivel investigacdes sobre a distancia intermolecular pelas medidas de intensidade dos picos
(NASCIMENTO, 2016; PAVIA et al., 2015).

A ROESY (Rotational Overhauser Effect Spectroscopy), assim como a NOESY,
também se baseia no acoplamento dipolar. A partir da ROESY é possivel a obtencdo dos
espectros quando o efeito NOE é muito fraco, ndo sendo possivel utilizar a NOESY. 1sso
ocorre devido a diferenca em relacdo ao tempo de correlacdo e a relaxacdo entre essas duas
técnicas (NASCIMENTO, 2016; PAVIA et al., 2015).

A ROESY tem como vantagem a empregabilidade em moléculas de tamanho médio
(1000 a 3000 Da), quando nédo é possivel usar o NOE (a diminuicdo do NOE depende da
solucéo e do equipamento usado). Nesses casos 0 ROESY é mais eficiente em comparacéao
com o NOESY onde os picos sdo fracos. Uma desvantagem dessa técnica é que nao sao
consideradas altamente sensiveis, sendo necessario concentracbes maiores da amostra, na
faixa de mM (DOOST et al., 2019).
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3.4.1. 2 Espectroscopia na regido do UV/vis

A regido do ultravioleta (UV) abrange entre 10-380 nm do espectro eletromagnético,
que pode ser dividido em UVA (320-380 nm), UVB (280-320 nm), UVC (100-280 nm) e
regido de vacuo (10-200 nm). A faixa utilizada na espectroscopia de UV vai de 180-380 nm,

enquanto a faixa do visivel (vis) esté entre 380-750.

Nessa técnica uma molécula ou um atomo absorve um foton de luz; nesse processo,
toda a energia é transferida e a energia interna aumenta de acordo com a quantidade de
energia que o foton possuia. Isso faz com que ocorra um processo de transicao eletronica, 0s
elétrons passam de um estado de baixa energia para um estado excitado, ao voltar para seu
estado fundamental a energia liberada é medida para detectar a concentracdo (PENNER,
2017; PICOLLO; ACETO; VITORINO, 2018).

Nem todos os compostos podem ser analisados por UV/vis, para tal é necessario a
presenca de grupos cromoforos, ou seja, a presenca em sua estrutura de ligagoes 7 (ligagoes
duplas) e orbitais ndo ligantes (n). As transicdes de menor energia, portanto mais Gtil em
diversas andlises sdo n a n* e n a o *. Grupos como o0s alcanos que possuem apenas transi¢des
eletronicas o a o*, de alta energia, absorvendo no comprimento de onda de 111 nm. Os
equipamentos operam na faixa de 190-800 nm, dessa forma ndo é possivel analisa-los. O
mesmo é observado em alcenos que contém apenas uma ligacdo dupla, dentre as transicdes
possiveis a de menor energia ¢ ® & n* (160 nm), ndo ¢é detectavel pelo equipamento. A

presenca de grupos substituintes influencia nesses valores nos alcenos (PAVIA et al., 2015).

Dois cientistas, Johann Heinrich Lambert e August Beer, formularam através de
calculos matematicos, a relacdo entre a absorbancia do material medida é proporcional a
concentracdo. Nos seus estudos eles comprovaram que a intensidade da luz (absorbancia) é
proporcional a concentracdo e ao caminho 6ptico, e pode ser demonstrado através da equacao

para medidas de radiacao:
A=¢b.c

Onde: A: absorbancia; &: absortividade molar da amostra; b: caminho O6ptico

percorrido; c: concentracdo da amostra (PICOLLO; ACETO; VITORINO, 2018).

As técnicas UV/vis sdo capazes de seres aplicados na detec¢do da formacdo dos

complexos de inclusdo através de modificacdes nas absorbancias dos espectros UV/vis tem
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potencial para indicar sua formacdo. Podem ser verificados deslocamentos hipsocromicos ou

batocromicos, constatando se houve aumento ou diminuic¢do na intensidade (MURA, 2014).

Os deslocamentos hipsocromicos sdo deslocamentos para comprimentos de onda
menores que 0 comprimento maximo absorvido por determinado grupo cromdforo (azul). O
batocromico é a alteracdo para comprimentos de ondas maiores (vermelho) (PAVIA et al.,
2015).

3.4.1. 3 Isoterma de solubilidade

Em 1965, Higuchi e Connors desenvolveram um método para avaliar complexos de
inclusdo em solucdo. Baseia-se na medicdo de mudancas na solubilidade em 4agua de uma
molécula em contato com diferentes concentraces da molécula hospedeira, como as
ciclodextrinas (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Essa técnica permite obter a constante de
associacao (Ka), que é um indicador das alteracdes nas propriedades fisico-quimicas
resultantes do processo de inclusdo molecular (HIGUCHI; CONNORS, 1965).

Os complexos de inclusdo formados podem exibir diferentes perfis de isoterma, com
aumento ou diminuic&o da solubilidade. E proposto cinco perfis de isoterma (Figura 16), onde
Ap, AL e An, formam complexos muito sollveis, sendo sua solubilidade determinado pelo
tipo de ciclodextrinas. Complexos com solubilidade Bs indica uma limitag&o na solubilidade e
B indica a formacdo de complexos insoltveis (HIGUCHI; CONNORS, 1965). Sendo essa,
uma informacdo de grande importancia, principalmente em relacdo a aplicabilidade do
complexo.

Figura 16- Isotermas de solubilidade AP, AL e AN: Complexos com solubilidade limitado
pela CD, BS: Complexos de solubilidade limitada e BI: Complexos insolaveis.
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Fonte: (KFOURY; LANDY; FOURMENTIN, 2018)
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3.4. 2 Métodos analiticos para a caracterizacdo dos complexos solidos

3.4.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Podemos dividir a regido do infravermelho (IR) em: IR préximo que corresponde entre
400-10 cm™, IR médio que abrange entre 4000-400 cm™ e IR distante 14000-4000 cm™
(DUTTA, 2017). Para a obtencao dos espectros de IR, os equipamentos utilizam o IR médio.
A partir da espectroscopia de IR € possivel obter informacGes estruturais de moléculas em
diferentes estados fisicos (solido, liquido e gasoso). Essa técnica apresenta aplicacbes em
diferentes areas como: biotecnologia, producgdo industrial, medicamentos, analise ambiental,
dentre outras (HAAS; MIZAIKOFF, 2016).

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) baseia-se nas transi¢cGes de
energia vibracional. Quando as ligagcdes quimicas sdo expostas a radia¢cdes no IR, devido sua
capacidade de vibrarem em frequéncias caracteristicas, elas absorvem radiacéo e essa energia
é convertida pela amostra a energia vibracional ou rotacional. Medir a frequéncia de absorcao
produz os espectros, que permitem, analisar grupos funcionais e compostos, cada molécula

contém um espectro Unico (DUTTA, 2017).

Apenas compostos que possuem ligagcBes covalentes, e essas possuem momento de
dipolo que muda em funcéo do tempo, absorvem na regido do IR. Essa técnica é usada para
determinar os grupos funcionais presentes em determinadas amostras, ja que cada grupo

absorve uma frequéncia caracteristica de radiacdo no infravermelho (PAVIA et al., 2015).

3.4.2.1 Andlise térmica: Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Dentre as analises térmicas a DSC é muito utilizada para detectar a formacéo do ClI,
onde é possivel verificar alteracdes fisico-quimicas na molécula hospede no interior das CDs.
Com base nesse método é possivel medir as propriedades térmicas do material, e estabelecer
uma relacdo entre a temperatura e as propriedades fisicas. Também pode-se obter informac6es
a respeito de sua estabilidade, cristalinidade e sobre a entalpia relacionada ao sistema
(AGUIAR et al.,, 2014; GILL, POORIA; MOGHADAM, TAHEREH TOHIDI AND
RANJBAR, 2010).

Para o procedimento experimental a amostra é colocada no instrumento dentro de um
suporte, chamado de panela, esse pode ser de metal, porcelana, de caolina etc. A amostra é
submetida a uma faixa de temperatura especifica, e ocorrem modificagdes quimicas, como as
reacOes de desidratacdo, de dissociacdo, de decomposicao, de Oxido-reducgéo, dentre outras.

Também podem ocorrer transi¢bes fisicas como fusdo, ebulicdo, sublimacgédo, congelagéo,
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inversbes de estruturas cristalinas. Essas modificacbes causam 0s eventos endotérmicos ou
exotérmicos, criando um fluxo de calor especifico que é medido pelo instrumento
(IONASHIRO, 2004; ZHENG et al., 2019).

3.5 Atividades bioldgicas

Os complexos de inclusdo além de melhorias as atividades fisico-quimicas, tem
demonstrado melhora na biodisponibilidade dos compostos em diversas atividades bioldgicas
como exemplo atividade anticancerigena, antioxidante, inibicdo da colinesterase, anti-
inflamatorio, antimalarico, dentre outras (GAO et al., 2022; GONZALEZ; SOTO TELLINI;
BENJUMEA GUTIERREZ, 2022; PONGSAMART et al., 2022; WDOWIAK et al., 2022;
ZAFAR et al., 2022). Essas atividades bioldgicas podem ser verificadas por ensaios in vivo,
usando diferentes animais como camundongos, ratos, peixes, dentre outros. Ou com 0s
ensaios in vitro como 0s antimicrobianos e utilizando enzimas como exemplo a atividade

fosfolipésica ou caseinolitica.

3.5.1 Atividade fosfolipasica

A espécie Bothrops Moojeni pertence a familia Viperidae, pode ser encontrada na
América do sul em paises como Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil. Seu pe¢onha tem agéo
rapida causando inflamacéo, dor e aumento no tempo de coagulacdo, quando néo tratado pode
causar necrose ou gangrena (AMELIO et al., 2021). O constituinte majoritario dos peconhas

das serpentes pertencentes a familia das Viperidae, sdo as fosfolipase A2 (HIU; YAP, 2020).

Figura 17- Bothrops Moojeni

Fonte: Savio Stefanini Sant’ Anna, Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan

As fosfolipases A2 (E.C.3.1.1.4) sdo enzimas de enorme relevancia. Nos processos

inflamatdrios é responsavel por catalisar a lise nos fosfolipidios presentes nas membranas
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plasmaéticas, liberando o acido araquidénico. Esse sofre acdo de outras enzimas, como a
ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX), que converte o &cido araquiddnico em
eicosanoides, como as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (Figura 18). Essas
moléculas sdo sinais quimicos da inflamagdo responsaveis pela dor, vasodilatacédo, febre,
agregacdo plaquetaria e quimiotaxia (migracéo celular) (KUDO; MURAKAMI, 2002; SUN et
al., 2021).

As peconhas de serpente tem sido usadas para verificar a resposta inflamatdria através

da inibicdo dessa enzima por produtos sintéticos e naturais (CESAR et al., 2021; MARQUES
etal., 2021).

Figura 18- Esquema da acdo das fosfolipase A2 no processo inflamatoério
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Fonte: Do autor (2023)

3.5.2Atividade proteéasica

As proteases sdo enzimas que catalisam as reacdes de hidrolise das ligaces peptidicas
entre 0os aminoacidos presentes nas proteinas, podem ser encontradas em animais, plantas e
micro-organismos (FLORES-GALLEGOS et al., 2018). Essas enzimas atuam em diversos
processos bioldgicos tanto benéficos como maléficos. Estédo relacionadas a digestdo como
exemplo a quimiotripsina e a tripsina, enzimas encontradas no sistema digestivo dos

humanos. Também atuam na coagulacdo sanguinea, combatem infec¢des, no virus da hepatite
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C ajudam a infectar as células, também agem amplificacdo dos sinais celulares, regulacdo do
ciclo celular e apoptose (BRAS-COSTA et al., 2023; NEITZEL, 2010).

Algumas enzimas proteasicas podem agir no meio da cadeia polipeptidica, enquanto
outras agem nos terminais, sendo denominadas endoproteases e exoproteases,
respectivamente (DI CERA, 2009). Também sdo categorizadas em glutdmicas, asparticas e
metaloproteases. Essas utilizam a molécula de agua como nucledfilo para quebrar as ligacoes
peptidicas. As outras classificacfes sdo cisteina, treonina e serina, essas por sua vez, utilizam
um fragmento do aminoécido localizado no sitio ativo enzimatico como nucleofilo, o nome
delas refere-se a porcéo que ira reagir. Podem ser divididas em familias e em cl&s, com base
em suas sequéncias de aminoacidos e semelhancas nas suas estruturas tridimensionais
(LOPEZ-OTIN; BOND, 2008).

Dentre os seis grupos mencionados, existem um grande ndmero de serina proteases,
sendo responsaveis por cerca de 40% das proteases conhecidas (KASPERKIEWICZ, 2021).
Dispde de diferentes alvos de acdo como mucosa intestinal ou pulmonar, célula epitelial,
dentre outras. Além disso, elas podem reagir com diferentes substratos como caseina,
albumina, hemoglobina, proteinas da matriz extracelular como fibronectina, fibrinogénio,
colageno, dentre outros. Detém diversidade na sua especificidade e isso é devido a diferentes
fatores contidos na estrutura da enzima como a presenca de revestimento de aminoacidos
hidrofébicos, ser carregado negativamente ou positivamente, sitios ativos grandes ou
pequenas, dentre outros (NEITZEL, 2010; PATEL, 2017).

Assim como as enzimas fosfolipases A2, as serina proteases sdo encontradas
abundantemente nas peconhas de serpentes terrestres das familias Viperidae, Elapidae e
Crotalidae (BOLDRINI-FRANCA et al., 2020). Sdo usadas no diagnostico de irregularidades
médicas como problemas de coagulagio sanguinea (LATINOVIC et al., 2020).

As metaloproteases também sdo encontradas nas peconhas de cobras, sobretudo em
espécies da familia Viperinae e Crotalinae, em especial no género Bothrops. Sdo enzimas que
dependem de um cofator (zinco), moléculas auxiliares, que ajudam na atividade catalitica da

enzima, pertencentes as familias metzincina (LARRECHE et al., 2021).

As serina proteases e as metaloproteases sdo enzimas que interferem em diferentes
rotas da cascata de coagulacdo sanguinea, sendo importante para o desenvolvimento de

farmacos (AMORIM et al., 2018). As serina proteases podem ser pro-coagulante é capaz por
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ativar os fatores I, VII ou X, ou as trombinas (enzimas) que s&o responsaveis pela clivagem
do fibrinogénio para fibrina, promovendo a ativacdo plaquetaria. Em contrapartida agem na
ativacdo da proteina C, plasminogénio, inibicdo da antitrombina, nessa etapa ocorre a
fibrinogénolise, a destruicdo da fibrina, tendo efeito anticoagulante (LARRECHE et al.,
2021).

O mecanismo de catalise das serina proteases envolvem uma reacdo de acilacdo, onde
0 grupo serina da enzima se conecta a ligacdo que sera quebrada do substrato, formando um
intermediério tetraédrico e depois uma acil enzima, seguida do ataque de uma molécula de
agua, levando a formag&o de outro intermediario com a liberacdo de um fragmento N-terminal
(Figura 19) (RADISKY et al., 2006).

Existe uma necessidade inerente de regular as proteases, uma vez que elas catalisam
reacOes hidroliticas irreversiveis, sendo essencial para tratar a inflamagcdo e hemostasia
(LOPEZ-OTIN; BOND, 2008).

Figura 19- Mecanismo de quebra de uma ligacéo peptidica com a serina protease, e auxilio da
porcdo histidina
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Fonte: FREMOUT (2014) com modifica¢fes pelo autor (2023)

3.5.3 Atividade antibacteriana

As bactérias podem ser definidas como organismos unicelulares, ndo visiveis a olho
nu, possuem de 0,5 um a 1,0 um de diametro e de 2,0 um a 5,0 um de comprimento. Podem
ser classificadas com base nas suas caracteristicas morfoldgicas em cocos, bacilos e espirilos
(SALVATIERRA, 2014).
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Também séo classificadas como gram-positivas e gram-negativas, essa classificacdo
tem origem no sistema de cor desenvolvida por Hans Cristiam Gram (1884) (SILHAVY;
KAHNE; WALKER, 2015). As gram-positivas emite uma colora¢do azul, vista no
microscopio, isso ocorre devido sua parede mais espessa de peptidioglicano que retém o
corante. Enquanto, as gram-negativas ndao retém o corante azul, pois sua parede celular é
formada por lipopolissacarideos, apresentando uma coloragdo do vermelho a rosa. As
bactérias gram-negativas possuem uma parede externa que a deixa menos susceptivel a
antibioticos (PANAWALA, 2017).

Como exemplo de bactérias patogénicas gram-negativas tem a Vibrio cholerae
causadora da colera, Treponema pallidum (sifilis), etc. Alguns exemplos de gram-positivas
responsaveis por causar patologias sdo Streptococcus pneumoniae (pneumonia), Clostridium
botulinum é responsavel por causar intoxicacdo alimentar letal, Mycobacterium tuberculosis
(tuberculose), dentre outras (BLACK; BLACK, 2021).

As doencas causadas por bactérias sdo combatidas com o uso de antibidticos, o
desenvolvimento dessa classe de medicamentos é indispensavel e a pesquisa por novos
compostos estd em constante crescimento. As industrias farmacéuticas investem no
desenvolvimento de novos principios ativos devido a resisténcia bacteriana, causada pela
facilidade de mutacdo das bactérias (ROY et al., 2008; SINGH et al., 2018).

Os compostos antibacterianos podem ser classificados como substéancias que destroem
ou diminuem o crescimento de bactérias sem apresentar toxicidade para os tecidos proximos.
Sdo categorizados como bactericidas aqueles agentes que matam as bactérias ou

bacteriostaticos que retardam o crescimento bacteriano (SINGH et al., 2018).

Pensando em desenvolver novos principios ativos diversas classes de substancias
foram estudas como compostos fendlicos, polifendis, alcaloides, esteroides, acidos graxos,
dentre outras. Fitoquimicos muitas vezes extraidos de plantas como Ageratum conyzoides L.
(mentrasto), Gossypium hirsutum (algoddo), Phyllanthus tenellus (quebra pedra), e
Polygonum hydropiperoides (erva de bicho), Allium sativum Lineu (alho) que possuem
potencial antimicrobiano (MIRANDA et al., 2013; ROY et al, 2008; SILVA,
ALEXSANDRA PRUDENCIO DA et al., 2012).
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Os nanomateriais tem chamado a atencdo para o seu uso devido a melhorias na
eficiéncia das drogas, causado por alteracdes nas suas propriedades fisico-quimicas e
medicinais (GAIKWAD et al., 2019; URNUKHSAIKHAN et al., 2021).

As benzo[c]acridinonas foram estudas para uma série de bactérias como E. Coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella aerogenes, Salmonella typhimurium, dentre outras
(NADARAJ; SELVI; MOHAN, 2009). Sendo de amplo interesse o estudo da atividade
antibacteriana dos complexos de inclusdo formados entre essa molécula e a ciclodextrina, para

avaliar possiveis melhorias na sua atividade bactericida.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Tetrahidrobenzo[c]acridinonas
4.1.1. Sintese das Tetrahidrobenzo[c]acridinonas

Para a sintese dos derivados benzo[c]acridinonas foi usada a metodologia descrita por
ZHANG et al., 2010. Foi adicionado em um baldo de fundo redondo 1 mmol de a-
naftilamina, 1mmol de benzaldeido e 1 mmol de 5,5-dimetilciclo-hexano-1,3-diona (1°
sintese) ou ciclohexan-1,3-diona (2° sintese) (Figura 20a). Essa solucdo foi mantida em
refluxo a 80 °C, por 2 horas (Figura 20b). Ap6s o termino da reacdo, o produto foi vertido
sobre agua gelada (Figura 20c) e, posteriormente, filtrado e recristalizado com etanol a
quente.

Figura 20- Sintese das benzo[c]acridinonas a) mistura dos reagentes b) refluxo e ¢) produto
bruto na agua gelada

Fonte: Do autor

As benzo[c]acridinonas foram caracterizadas por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C, espectroscopia na regifo do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV/vis). Os

equipamentos e condigdes que foram utilizados s&o:
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4.1.2. Ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C

Para a caracterizacdo dos compostos sintetizados foi utilizada a técnica de RMN
unidimensional de *H e *3C. Para o preparo da amostra, o material sintetizado foi solubilizado
em 600 pL de cloroformio deuterado (CDCls) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6). Os
espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Bruker Avance 11l — 14,1 Tesla (600,23
MHz para frequéncia do hidrogénio) com magneto blindado (Ultrashield Plus®) da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). O espectrometro é equipado com sonda
criogénica TCI (Triple Resonance Cryoprobe Inverse) de 5 mm, com bobinas de *H e 3C e
pré-amplificador refrigerados a uma temperatura de aproximadamente 77 K. A sonda possui
bobina de gradiente de campo no eixo z (53G/cm) e unidade de ajuste automatico de sintonia
— ATMA® (Automatic 0Tunning e Matching). O processamento para os espectros de RMN
de 'H foi feito aplicando-se uma transformada de Fourier com 65.536 pontos (SI). A fase
(apk) e a linha de base (abs) foram corrigidas automaticamente. Os espectros de 3C {*H}
necessarios serdo realizados com a sequéncia de pulso zgpg30, sem girar a amostra e numa
temperatura de 25 °C. Os parametros de aquisicdo padrdo sdo: nimero de pontos do dominio
de tempo (TD) 32.768; janela espectral (SW) 240,0 ppm; tempo de aquisicdo (AQ) 0,68 s;
numero de promediagdes (ns) 1024; duracio do pulso de 30° (13C) 4,95 us; frequéncia central
do pulso (O1P) 100,0 ppm; tempo de relaxacdo (d1) 0,2 s; programa de desacoplamento
(CPDPRG) waltz16; duracdo do pulso de 90° para desacoplamento 90 ps. Na sequéncia, os
dados foram processados utilizando uma rotina que o fabricante denomina cl3cryo. Esta
rotina contempla a realizacdo da transformada de Fourier, que é realizada com 32.768 pontos
(SI), e as correcdes automaticas de fase (apk) e de linha de base (abs). Além dessas correcdes
rotineiras o processamento ainda elimina ruidos eletronicos tipicos da criossonda, uma vez
gue a bobina transmissora e receptora de sinal é sensivel a aplica¢fes de pulsos de mais alta

poténcia, como é o caso dos pulsos no carbono-13.

4.1.3. Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um aparelho Digilab
Excalibur, série FTS 3000 com faixa espectral de 4000 a 400 cm™ e resolugdo de 8 cm™ e 32
scans. Para a analise foram utilizadas pastilhas de KBr. Foram pesadas 2,0 mg da amostra que
foi diluida em 200,0 mg de KBr.A mistura foi homogeneizada e seca. Esse ensaio foi
executado na Central de Anéalise e Prospeccdo Quimica (CAPQ), localizada no Departamento
de Quimica/UFLA.
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4.2. Selecdo da CD usando a cinética de inclusdo

A metodologia utilizada foi descrita por (PINTO et al., 2021). O estudo da cinética de
inclusdo foi realizado com o objetivo de averiguar qual ciclodextrina acomoda melhor a
molécula de benzo[c]acridinona e para investigar 0 tempo necessario para correr a
complexacdo. As ciclodextrinas utilizadas foram: B-CD, y-CD, Me-CD, HP-CD e SBE-CD.
As ciclodextrinas e as benzo[c]acridinona foram pesadas em proporgGes equimolares de 1:1
em agua ultrapura, adicionadas em frasco reacional e utilizou-se como solvente agua
ultrapura. As solugdes foram mantidas em agitacdo a 25 °C. Também foi utilizado um
controle com a molécula hospede pura nas mesmas condi¢fes. Apos a homogeneizacdo e em
momentos especificos (iniciando a cada 5 minutos e aumentando até a estabilizacdo), foram
retiradas aliquotas e medidas por espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda
méaximo da molécula até que o equilibrio fosse atingido. As absorbancias foram normalizadas
em relacdo a absorbancia inicial, e as curvas que foram obtidas foram analisadas usando uma
regressdo linear dos dados: absorbancia vs tempo, In absorbancia vs tempo e 1/absorbancia vs
tempo (zero-, primeira e segunda ordem, respectivamente) para determinar a constante

cinética do processo. O experimento foi realizado em triplicata.

4.3. Avaliagdo do processo de incluséo

4.3.1. Isotermas de solubilidade

Os ensaios de isotermas de solubilidade e determinacdo da constante de associacao
foram realizados para analisar a afinidade da molécula hdspede pela cavidade da
ciclodextrinas. Para esse ensaio foi utilizada a metodologia descrita por Higuchi e Connors
(1965). Foram preparadas solucbes contendo excesso das moléculas de benzo[c]acridinonas
(5 mM) e foi adicionada a 3-CD (escolhida a partir dos resultados da cinética de incluséo) nas
concentracgdes (0, 3 ,6, 9, 12 e 15 mM). O solvente empregado para o preparo dessa solucédo
foi a agua ultrapura. Essa solucdo foi mantida em agitacdo a uma temperatura de 25 + 2 °C,
por um periodo de 48 horas (BCA1-Derivado 1) e 24 horas (BCA2- Derivado-2). Foi retirada
uma aliquota que foi centrifugoada a 13000 rpm, por 30 minutos. O sobrenadante foi
removido com o auxilio de uma seringa e filtrado usando membranas Millex de 0,22 um. A
quantificacdo foi realizada em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12) em 260 nm. A
constante de associacdo (Ka) foi calculada a partir da Equacéo 1.

Equacdo 1: Equacdo para o célculo da constante de associacao
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inclinagao

K, =
Sy (1 — inclinagio)

onde Sp € a solubilidade intrinseca da molécula hospede.
Além disso, foi determinada a eficiéncia de complexacéo utilizando a Equacao 2.
Equacao 2: Eficiéncia de complexacédo

Inclinacio
EC=r—7—77—
1 — Inclinagao

4.3.2. Ressonancia magnética nuclear de 'H, ROESY e DOSY

A ressonancia magnética nuclear de préton (RMN de H) foi usada para investigar as
interacbes entre molécula/ciclodextrina em solucdo aquosa. As benzo[c]acridinonas foram
solubilizadas em DMSO-d6, a CD em &gua deuterada e o complexo de inclusdo em uma
solugdo 1:1 de DMSO-d6/ D,O. Os experimentos de RMN de 'H foram registrados na
temperatura de 20 °C, utilizando o espectrometro descrito no item 4.1.2. Os deslocamentos
quimicos (o) foram registrados em partes por milhdo (ppm) relativo ao pico do solvente
residual para observar alteracdes depois da complexacdo. Também foram realizadas analises
bidimensionais ROESY e DOSY.

Para os espectros bidimensionais, os dados foram processados aplicando-se uma
transformada de Fourier com 2048 pontos em F2 (SIF2) e 512 em F1 (SIF1), utilizando a

funcdo de apodizacdo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 3, em ambos 0s eixos.

4.4. Complexo de incluséo

4.4.1. Preparo do complexo de incluséo

Os complexos de inclusdo no estado solido foram preparados empregando a B-CD e
utilizando a metodologia descrita por (DE CARVALHO; PINTO, 2012) com modificagdes.
Para isso, as benzo[c]acridinonas foram solubilizadas em acetona e foi adicionada B-CD
solubilizada em &gua ultrapura, foi colocado o minimo de solvente para solubilizar as
moléculas hdspede/hospedeira. O experimento foi realizado usando quantidades equimolares
de molécula/CD (1:1). Esse sistema foi mantido em agitacdo constante, pelo tempo e
temperaturas descritos na metodologia 1 e 2. Posteriormente a solucdo obtida foi
rotoevaporada e suspensa em agua ultrapura, congelada e liofilizada (Labconco Freezone 4.5).

Os complexos obtidos foram armazenados na geladeira para posterior uso.
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Metodologia 1: O tempo reacional foi de 24 horas e temperatura ambiente. Os complexos
obtidos sdo descritos como Clla (complexo entre B-CD e BCA1) e Cl2a (complexo entre [3-
CD e BCAL). Proporcao acetona/agua (8:2).

Metodologia 2: O sistema foi mantido em agitagcdo constante por 28/48 horas (dependendo do
tempo de cinética da molécula) em temperatura de 55 °C. Foi obtido o Cl1b (complexo entre
B-CD e BCAL) e Cl2b (complexo entre B-CD e BCAL). Proporcao acetona/agua (2:8).

Além disso, foi preparada também uma mistura fisica para cada composto, foram pesadas
quantidades equimolares (1:1) de benzo[c]acridinona e B-CD, foram maceradas em almofariz
e pistilo por trinta minutos obtendo as misturas fisicas que foram armazenadas em eppendorfs

na geladeira sendo eles: MF1 e MF2.
4.4.2. Caracterizacao dos complexos de incluséo

4.4.2.1. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A andlise de DSC foi realizada no CAPQ para verificar o aparecimento de picos
endotérmicos ou exotérmicos. Para a obtencdo das curvas de calorimetria, foram realizadas
leituras em um equipamento DSC 60 Shimadzu. As amostras a serem analisadas, foram
pesadas (5 mg das amostras, com precisdo) em panelas de amostra DSC, e aquecidas a uma
taxa de 10 °C min, em um intervalo de 30 a 300 °C, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo

de 50 mL min.

4.4.2.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

Para obter os espectros de infravermelho foi utilizado um aparelho Digilab Excalibur,
série FTS 3000 com faixa espectral de 4000 a 400 cm™ e resolugdo de 8 cm™ e 32 scans. Para
a analise foram utilizadas pastilhas de KBr, pesadas 2,0 mg da amostra e diluidas em 200,0
mg de KBr. Esse ensaio foi executado na Central de Anélise e Prospeccdo Quimica (CAPQ),
localizada no Departamento de Quimica/UFLA.

4.5. Ensaio de dissolucgéo in vitro

Foram pesadas 0,0060 g da molécula de benzo[c]acridinona (BCA2 e BCAL) e a
massa correspondente para que em cada complexo de incluséo tenha 0,0060 g da molécula.
Foram adicionados 10 mL de agua e essa mistura foi mantida em agitagéo a 37 °C. Foram
retiradas aliquotas de 2 mL, diluido em 10 mL de &gua, foram filtradas usando filtro de
membrana de 0,45 mm e foram realizadas leituras em espectrofotobmetro de UV/vis em 260

nm. A cada 2 mL removidos foram adicionados a mesma quantidade de agua ultrapura.
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4.6. Atividade biologica

4.6.1. Atividade Fosfolipase A2

A inibicdo da enzima fosfolipase A2 foi avaliada em meio solido segundo a
metodologia descrita por Gutiérrez et al (1988) com modificacGes. Foram preparadas placas
de Petri contendo um gel a base de agar 1% e PBS 1:3 v/v (pH 7,4). Essa solucdo foi aquecida
até ficar translucida, resfriada a 75 °C e foi adicionado o cloreto de célcio. A solucdo foi
novamente resfriada até 60 °C e foi colocada a gema de ovo e 0,1 g de azida de sédio.
Quando o gel atingiu a temperatura de 45-50 °C, foi vertido sobre as placas de petri. Apos a
gelatinizacdo foram cortados orificios de 0,4 cm. Para induzir a clivagem dos fosfolipidios foi
utilizada a peconha de Bothrops moojeni. Os compostos e 0s complexos de inclusdo foram
incubados previamente com 30 pg de pegonha em diferentes propor¢des peconha:tratamento
(1:0,05; 1:0,1; 1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:2,5) por 30 minutos a temperatura de 37 °C. Apos, foi
adicionado, em triplicata, as solugdes incubadas nos orificios das placas de petri. As placas
foram incubadas por 24 h a 37 °C em camara de cultura de células. As atividades
fosfolipasicas foram avaliadas pela medida (mm) do halo transltcido formado ao redor dos
orificios nos géis onde as amostras foram adicionadas. Os resultados foram expressos em
porcentagem de atividade enzimatica considerando-se a média dos controles contendo

somente peconha como 100% de atividade. O experimento foi realizado em triplicata

4.6.2. Atividade proteolitica sobre a caseina

O ensaio da atividade proteolitica foi realizado para estudar o efeito das moléculas
puras e complexos de inclusdo sobre a coagulacdo sanguinea. O ensaio da atividade
proteolitica utilizando substrato de caseina foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por (Gutiérrez et al. (1988) e por Wang, Shih e Huang (2004)). Foi preparada uma solugdo de
caseina na concentragdo de 5 mg mL?, em tampdo Tris-HCI 50 mmol L (pH 8,0), essa
solucdo ficou em agitacdo por 24 horas. Em seguida foi preparado o gel, usando agar, azida
sodica e a solucdo de caseina. Foi usado a peconha de B. moojeni (10 pg) e os tratamentos
(moléculas sintetizadas e complexos de inclusdo) nas proporcdes peconhas:tratamento
(1:0,05; 1:0,1; 1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:2,5), a solugdo contendo pegonha e tratamento foram
incubados por 30 minutos a 37 °C. Os tratamentos foram aplicados aos orificios feitos no gel,
em um volume final de 30 uL, utilizou-se como controle as amostras sem a pegonha de cobra,
0 solvente e a peconha. As placas de petri foram incubadas por 20 horas a 37 °C.
Posteriormente o gel foi submetido & coloragdo com solucdo de amido black a 1%, seguido

por descoloracdo utilizando acido acético a 10%. Para andlise foram medidos os halos
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transllcidos e os resultados foram expressos em porcentagem, onde os controles contendo
apenas peconha foram considerados como 100% de atividade proteolitica. O experimento foi

realizado em triplicata.

4.6.3. Atividade antibacteriana

A analise de atividade antibacteriana foi realizada de acordo a metodologia descrita
por NADARAJ; SELVI; MOHAN (2009) com modificacGes, pelo método de disco-difusdo.
Foram utilizadas as amostras nas concentracfes de 2000 e 1000 pg/mL em DMSO, onde o0s
discos de 5 mm, foram dispostos nas placas contendo como meio agar nutritivo inoculado
com as bactérias, posteriormente foi pipetado 5 uL dos tratamentos em cada disco. O solvente
usado para preparar as solu¢cbes como controle negativo. As placas foram mantidas a 25 °C
por 24 h e a atividade antibacteriana foi avaliada medindo a zona de inibicdo. O experimento
foi realizado em triplicata. O experimento foi realizado utilizando o Bacillus subtilis e
Escherichia coli.

4.6.4. Analise estatistica dos ensaios bioldgicos
Os resultados foram apresentados como média + desvio padréo de trés replicatas. Os
dados foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey com

5% de probabiblidade (p < 0,05) por meio do software GraphPad Prism (versdo 8.02).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Tetraidrobenzo[c]acridinonas

5.1.1. Sintese das Tetrahidrobenzo[c]acridinonas

Foram sintetizados dois compostos através de uma RMC. A reacdo partiu de trés
reagentes, sendo os componentes comuns entre eles o benzaldeido e a a-naftilamina. O
composto 7,10,11,12-tetrahidro-10,10-dimetil-7-phenilbenzo[c] acridin-8(9H)-one (BCA1)
foi obtido a partir do dimetilciclo-hexano-1,3-diona (dimedona) (Tabela 1 -1°sintese). Para o
segundo composto, 7,10,11,12-Tetrahidro-7-phenilbenzo[c]acridin-8(9H)-one (BCA2), foi
utilizada para a sintese a ciclohexan-1,3-diona (Tabela 1-2°sintese).

Tabela 1- Reagentes utilizados para a sintese das benzo[c]acridinonas e produtos das sinteses.

Sintese Produto
1° (0]

05,5
dimetilciclg- 7,10,11,12-Tetrahidro-10,10-dimetil-7-
hexano-1,3-diona fenilbenzo[c] acridin-8(9H)-ona

(BCAL)
20 0

L,

ciclohexan-1,3-
diona

7,10,11,12-Tetrahidro-7-fenilbenzo[c]acridin-
8(9H)-ona (BCA2)
Fonte: Do autor

Mecanismo

Para 0 mecanismo (Figura 21), sugere que primeira reacdo que ocorre ao misturar
todos os reagentes no baldo de fundo redondo é a formacdo do intermediario I; este é obtido
devido a reacdo entre a dimedona (R= CHs) ou ciclohexan-1,3-diona (R= H) com o
benzaldeido. A sintese que ocorre entre esse tipo de composto é conhecida como condensacéo
de Knoevenagel. Nessa sintese, uma base, como, por exemplo o etanol, pode remover um
préton da dimedona ou do ciclohexan-1,3-diona; o préton removido sera o que esta ligado ao

carbono da posicdo 6, sendo esse 0 H mais acido desse composto. Ao remover esse
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hidrogénio, forma-se um &nion que pode se estabilizar por ressonéncia com 0s dois grupos
carbonilicos na estrutura.

O anion se condensa com o benzaldeido, ligando-se na posi¢do 1’do benzaldeido. Em
seguida, 0 oxigénio, que possui agora uma carga negativa, captura um préton do meio
reacional, deixando o intermediario formado neutro. Uma base presente no meio reacional
pode remover o outro hidrogénio &cido presente no carbono 6, ao mesmo tempo em que o par
de elétrons que antes ligava esse hidrogénio ao carbono, se move em direcdo aos carbonos 6 e
1’, formando a dupla ligacao, ao mesmo tempo em que a hidroxila ¢ expulsa. A hidroxila nao
€ um bom grupo abandonador, porém vai sair devido a formacéo de um composto carbonilico
a, B-insaturado, o intermediario I, que € um produto muito estavel. Agora, a ligagdo dupla
formada pode entrar em ressonancia com o anel aromatico e com os grupos carbonilicos. Essa
etapa é uma reacdo de eliminacdo (Elcb) e é favorecida devido ao uso de uma temperatura
mais elevada (80°C), ocasionada pelo sistema de refluxo utilizado.

O intermediario | € um aceptor de Michael, um composto contendo uma carbonila e
uma ligacdo dupla, separados por uma ligagdo simples. O frasco reacional contém a -
naftilamina, que reage com o intermediario | por meio de uma adi¢éo conjugada. Mas o atomo
que vai reagir ¢ o carbono 2°’ do anel aromatico. O atomo de carbono 2’’ préximo ao grupo
amino, se conecta ao carbono 1’ do aceptor de Michael, a0 mesmo tempo em que o par de
elétrons da ligacao C6 e C1° se movimenta na direcao do carbono 6. Além disso, o nitrogénio
usa o seu par de elétrons livres para estabelecer uma ligacdo dupla com o atomo de carbono
1°, ficando com uma carga positiva. Em seguida, ocorre uma transferéncia de protons com o
uso de uma base, formando o intermediario I1.

O intermediario 1l pode perder o H acido (presente no carbono 2°’) com 0 uso de uma
base. Os pares de elétrons que antes estabeleciam uma ligacdo entre o carbono e o hidrogénio,
se movimentam em dire¢do aos carbonos 1°” e 2”°, formando uma ligacdo dupla C-C. Essa
reacdo é favorecida, pois reestabelece a aromaticidade do sistema, formando o intermediario
II.

O intermediario 111 sofre uma condensacao intramolecular. A reagdo que ocorre dentro
da molécula é favoravel, uma vez que ndo € necessaria uma diminuigdo na entropia. O par de
elétrons livres do nitrogénio pode ficar de frente para o carbono carbonilico que possui um
foco de carga positiva, ocorre uma atracdo eletrostatica e o nitrogénio se liga ao carbono, ao
mesmo tempo em que a ligacdo dupla é rompida e os pares de elétrons vao em direcdo ao

oxigénio. Em seguida, ocorre uma transferéncia de prétons, formando o intermediario 1V.
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Novamente ocorre uma reacdo de eliminacdo, pois no intermediario 1V ainda contém
um hidrogénio muito acido, o hidrogénio ligado ao carbono 6. Uma base pode usar seus pares
de elétrons e remover esse préton e, ao remové-lo, ocorre a formacéo de uma ligagcdo dupla
entre os carbonos 5 e 6, a0 mesmo tempo em que ocorre a expulsdo da hidroxila, formando o

produto um sistema altamente conjugado e estavel



Figura 21- Mecanismo reacional para a formacéo das benzo[c]acridinonas
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Intermediario 1V
Produto
Fonte: Do autor (2023)
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5.1.2. Ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C BCA1l

A molécula de BCA1 (Figura 22) contém formula molecular C2sH23NO e foi analisada
em espectros de RMN de *H e *3C utilizando como solvente o cloroférmio deuterado (CDCls3)
(Figura 23 e Figura 24).

Figura 22- Estrutura do composto organico BCAL - Derivado 1 da benzo[c]acridinona com 0s

ndmeros em rosa indicando a posic¢éo dos atomos de hidrogénio

Fonte: Do autor (2023)

Os sinais observados usando esse solvente na regido entre 7,22 e 7,81 observa-se um
padrdo de picos referentes ao anel fundido, totalizando 6 hidrogénios, esses possuem maior
deslocamento quimico quando comparado aos hidrogénios monossubstituido devido a soma
dos efeitos da anisotropia diamagnética de dois anéis aromaticos que desblinda em maior

proporcéo os sinais, uma vez que sdo somados os efeitos de cada anel.

O deslocamento quimico (8) entre 7,78-7,81 ppm referente a dois hidrogénios. Esse
sinal se desdobra em um multipleto, com o sinal referente dos dois hidrogénios sobrepostos.
Um dos hidrogénios acopla a trés e a quatro ligagdes com os hidrogénios H-2 e/ou H-3, sendo
esse referente ao H-1 (7,78-7,80 ppm). O outro hidrogénio é referente ao H-6 (7,79-7,81
ppm). Os 612 e OH-4 apresentam valores 7,45-7,49 ppm e 7,44-7,48 ppm, respectivamente,
apresentando como desdobramento multipleto. S& mais blindados devido ao efeito
mesomérico causado pelo atomo de nitrogénio sobre o sistema aromatico, assim como 0s
valores de Ow.s entre 7,22-7,24. Esse sinal € um dubleto com valor de constante de
acoplamento de 8,30 Hz, devido a interagcdo com o hidrogénio 5. O 6n-3 possui desdobramento
de duplo duplo dubleto (ddd), com duas constante de acoplamento J=1,35 Hz e J=8,40 Hz,

devido ao acoplamento com os H1 e H2 a trés ligagGes e com o H4 a quatro ligagdes.
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O anel benzénico possui cinco hidrogénios, sendo dois hidrogénios com 6 entre 7,27-
7,29 (duplo dupleto) referente aos hidrogénios H-13 e H-15, com constante de acoplamento
de 8,3 e 1,75 Hz, devido ao acoplamento a trés ligacdes com os hidrogénios 12/16 e 14 além
disso, integra para 2. Os H-12 e H-16 se desdobram em um triplo dupleto com & entre 7,15-
7,19 e J: 8,3 e 1,32 Hz. O valor de & entre 7,04-7,08 é referente ao H-14 sendo um triplo
tripleto devido ao acoplamento com os hidrogénios H-14/16 a trés ligacdes e com H-13/17 a

quatro ligacdes.

O H-7 possui ¢ de 5,41, valor caracteristico de hidrogénios metilicos (CH). Esse sinal
é um singleto, uma vez que nao contém hidrogénios proximos para acoplar. Valores de sinais
semelhantes foram encontrados para esse proton; NADARAJ e colaboradores (2009), por

exemplo, encontraram 6n 5,64-5.86 para diversos derivados das benzo[c]acridinonas.

No espectro observa-se, também, dois singletos que integram cada qual para 3. Os
valores de ¢ 1,05 e 1,13 sugerem que sdo compativeis com os hidrogénios metilicos (10a e
10b). Os metilénicos H-9 e H-11 possuem 6 de 2,26-2,29 (d, J = 9,97 Hz) e 2,52-2,53 (d, J:
3,15 Hz), respectivamente. Sendo H-9 mais desblindado devido a maior proximidade com o
atomo de oxigénio, que por ser mais eletronegativo retira densidade eletrénica desblindando

esse proton.

Além da confirmacdo dos hidrogénios presentes no composto, conforme demonstrado
acima, foi verificado o RMN de 3C, em que foi observado a presenca de 25 atomos. Os
carbonos saturados (metilicos, metilénicos e metinicos) possuem o entre 27,27 e 50,71, sendo
0c-750,71; 8¢9 42,34, 6c-10 40,85, dc-11 32,76, dc-12a1 27,37 € 29,45. O carbono 8, carbono de
carbonila apresenta dc de 195,05, pois esse carbono estd ligado diretamente a um &tomo
eletronegativo, 0 que o deixa muito desblindado; como consequéncia, seu valor de

deslocamento quimico € maior. Os carbonos aromaticos possuem oc entre 109 e 149,8.
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Tabela 2- Deslocamentos quimicos (J), multiplicidade dos sinais e a constante de acoplamento (J)
obtidos a partir de espectros de RMN de *H e RMN de 3C experimental (*H 600 MHz,
CDCls) e RMN de e encontrado na literatura (*H 300 MHz, DMSO-d6) para BCAL.

Posicédo Experimental (ZANG et al.,
8 H; multiplicidade; J 2011)
1 7,78-7,80; m (1H) *
la - -
2 7,45-7,49; m (1H) *
3 7,52-7,56; ddd; J: 1,35 Hz e J: 8,40 Hz (1H) *
4 7,44-7,48; m (1H) *
4a - -
5 7,22-7,24; d; J: 8,30 Hz (1H) *
6 7,79-7,81; m (1H) *
6a - -
6b - -
7 5,41, s (1H) 5,87, s (1H)
7a - -
8 - -
9 2,52-2,53; d, J: 3,15 Hz (2H) 2,567-2,78; dd; J:15
Hz (2H)
10 - -
10aeb 1,05e 1,13; s (6H) 1,01 e 1,06; s (6H)
11 2,26-2,29; d,J=9,97 Hz 2,03-2,27; dd;
J:12,5 Hz
12a - -
12/16 7,15-7,19; dt, J: 8,3 e 1,75 Hz (2H) *
13/15 7,27-7,29; dd, J: 8,3 € 1,32 Hz (2H) *
14 7,04-7,08, tt, J: 8,3 e 1,75 Hz (1H) *
N-H - 9,22,s (1H)

Fonte: Do autor (2023)

*Hidrogénios com deslocamentos quimicos entre 6,85-8,42 ppm, refere-se aos hidrogénios do anel
aromatico, ndo foi explorado no artigo a qual refere-se cada um hidrogénio.
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Figura 23- Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *H para o BCA1 em CDCl3
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Figura 24- Espectro de RMN de **C para 0o BCA1 em CDCls;
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5.1.3. Ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C das BCA2

A molécula de BCA2 (Figura 25), que possui formula molecular C23H19ON, teve sua
obtencio confirmada através dos espectros de RMN de *H (Figura 26 e Figura 27) em CDCl3
e em DMSO-d6 e o espectro de *C (Figura 28) em DMSO-d6.

Figura 25- Estrutura do composto organico BCA2 - Derivado 2 da benzo[c]acridinona com 0s
numeros em rosa indicando a posi¢do dos atomos de hidrogénio

Fonte: Do autor (2023)

No espectro de RMN de 'H é possivel verificar um sinal singleto com deslocamento
quimico referente a hidrogénios metinicos (CH), dn.7 de 5,48 em CDCls, ja em DMSO o valor
observado foi de 5,26 ppm, sendo um singleto. Na literatura encontraram-se sinais
semelhantes, sendo o valor do H-7 de 5,84 ppm em DMSO (NADARAJ; SELVI; MOHAN,
2009).

A regido dos alifaticos é representada na Figura 24 em CDCIs, que mostra uma
ampliagdo do espectro de RMN de 'H. Nessa regido é possivel visualizar os deslocamentos
quimicos referentes aos hidrogénios metilénicos (CH2). Os valores de deslocamentos
quimicos de hidrogénio 9 (dn-9) possuem multipleto com dn-9 2,67-2,72 que integra para 2,
sendo esse sinal um multipleto. Esse valor maior no deslocamento indica que esses
hidrogénios estdo mais desblindados e isso ocorre devido a sua proximidade com a carbonila.
O multipleto com Jn-11 2,42-2,48 (referente a dois hidrogénios) também possui um valor de
deslocamento maior e isso se deve a presenca do nitrogénio proximo a esses atomos. Assim
como o oxigénio, o nitrogénio desprotege os hidrogénios, causando alteracdo nos valores de
deslocamentos. O sinal multipleto entre 6H-10 2,04-2,12 também é referente a dois hidrogénios
metilénicos. Esse sinal apresenta menor deslocamento quimico, pois esses hidrogénios estéo
mais blindados que os outros hidrogénios. Essa maior blindagem ocorre porque esses atomos

estdo mais afastados dos atomos eletronegativos.
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A regido com on entre 6.5 e 8,5, corresponde a regido dos oleofinicos e regido
aromatica (Figura 25). No espectro é possivel observar 11 hidrogénios nessa regido e a partir
deles é possivel notar alguns padrdes. Observa-se a presenca de um anel benzénico
monossubstituido, que possui quatro hidrogénios. E importante destacar que esse anel contém
uma simetria e isso influencia nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios. O H-12 estd num
mesmo ambiente quimico que H-16, sendo o 6H-12 € SH-16 €ntre 7,17-7,22, sendo um duplo
tripleto com constante de acoplamento de 7,3 e 1,76 Hz devido a interacdo com dois tipos de
hidrogénios diferentes (H-13 ou H-15 e H-14).

Os sinais H-13 e H-15 também estdo no mesmo ambiente quimico, indicando que vao
apresentar 0os mesmos valores de deslocamentos quimicos; para esses hidrogénios
encontraram-se os seguintes valores de dH-13 € dH-15 entre 7,29-7,31. O seu sinal se desdobra
em um multipleto. Observa-se, também, um triplo tripleto com Jdn-14 entre 7,08-7,12 devido a
interacdo a trés ligacbes com H-13 e H-15 e a quatro ligagdo com H-12 ou H-16 seu

desdobramento é um triplo tripleto com constante de acoplamento de 7,30 e 1,76 Hz.

Outro padrdo que é possivel observar é referente a um anel benzénico dissubstituido,
contendo os substituintes em posigdo orto. Como sdo substituintes diferentes, observa-se que
0s deslocamentos quimicos para os hidrogénios serdo diferentes para cada. Além disso, é
possivel identificar os hidrogénios H-1 e H-6 como os mais desblindado, isso porque ele esta
a quatro ligacbes do atomo de nitrogénio, atomo eletronegativo, 0 que isso deixa esse
hidrogénio mais desprotegido, apresentando valores mais altos de deslocamento quimico. Foi
observado o desdobramento do sinal desses hidrogénios como multipleto (devido a
sobreposigdo desses dois sinais), sendo o dn-1 entre 7,82-7,84 e para don-¢ entre 7,84-7,85 . Para
hidrogénios nessa posicdo de outros derivados das benzo[c]acridinonas, encontram-se na
literatura valores da ordem de 61-18.38 (KOVAL’SKAYA; KOZLOV; DIKUSAR, 2010).

Os hidrogénios 2 e 4 apresentam deslocamento quimico entre 7,47-7,52, seus sinais
estdo sobrepostos, integrando para 2 hidrogénios e desdobram como um multipleto. O H-3 se
desdobra em um duplo, duplo dubleto com valor de deslocamento entre 7,54-7,58 ppm e
constante de acoplamento de 1,5 Hz e J: 8,2 Hz. Ja o hidrogénio H-5 é dubleto entre 7,25-7,28

com constante de acoplamento de 8,42 Hz, devido sua interagdo com o H-6.

Os valores de deslocamentos quimicos de hidrogénio com o DMSO-d6 tém uma

ligeira modificacdo, conforme pode-se observar na Tabela 3.
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No espectro de RMN de *C (Figura 28), em DMSO, observam-se carbonos na faixa
de 15-55 ppm, que corresponde aos carbonos metilénicos e metinicos. O sinal dc-10 21,53 foi
atribuido a esse carbono, pois é o C metilénico mais blindado e isso significa que o seu
deslocamento & o menor. 6c-11 27,45 é levemente mais desblindado que o H-10 devido ao
efeito do nitrogénio sobre esse 4&tomo. Ja o dc-9 37,26 € 0 mais desblindado, pois esta ao lado
de uma carbonila, que desprotege esse atomo, fazendo com que seu valor de deslocamento
quimico seja maior. Como o oxigénio € um atomo mais eletronegativo que o nitrogénio ele
exerce maior influéncia, desblindando os atomos proximos. O sinal referente com d¢c 198,9 €
referente a carbonila; os sinais com dc entrel108-160 referem-se a regido dos carbonos

aromaticos.



62

Tabela 3- Deslocamentos quimicos (8), multiplicidade dos sinais e a constante de
acoplamento (J) obtidos a partir de espectros de RMN de 'H e RMN de 3C
experimental (*H 600 MHz, CDCl; e DMSO-d6) e RMN de e encontrado na
literatura (*H 400 MHz, DMSO-d6) para BCA2.

Posicédo Experimental (CDCls) Experimental (DMSO-d6) (NADARAJ;
& tH; multiplicidade; J & tH; multiplicidade; J SELVI;
MOHAN,
2009)
1 7,82-7,84; m (1H) 7,81-7,83; d; (1H) *
la - - -
2 7,48-7,52; m (1H) 7,49-7,51; d; (1H) *
3 7,54-7,58; ddd; J: 1,5 Hz e J: 7,55-7,60; t; (1H) *
8,2 Hz (1H)
4 7,47-7,49; m (1H) 7,45-7,47; d; (1H) *
4a - - -
5 7,25-7,28; d; J: 8,42 Hz (1H) 7,29-7,31; d;(1H) *
6 7,84-7,85; m (1H) 8,46-8,48; d; (1H) *
6a - - -
6b - - -
7 5,48, s (1H) 5,26, s (1H) 5,84, s (1H)
7a - - -
8 - - -
9 2,67-2,72; m (2H) 2,71-2,97; m (2H)
10 2.04-2,12: m (2H) 1,80-2,00; m (2H) 1’81(';’_?)5' m
11 2,42-2,48; m (2H) 2,20-2,29; m (2H)
12 - - -
12/16 7,17-7,22; dt, J: 7,3e 1,76 Hz 7,15-7,18; t, e Hz (2H) *
(2H)
13/15 7,29-7,31; m (2H) 7,21-7,23; d; (2H) *
16 7,08-7,12, tt, J: 7,3 e 1,76 Hz 7,03-7,06, t (1H) *
(1H)
N-H - - 9,22, s (1H)

*Hidrogénios com deslocamentos quimicos entre 6,92-8,42 ppm, refere-se aos hidrogénios do

Fonte: Do autor (2023)

anel aromatico, ndo foi explorado no artigo a qual refere-se cada um hidrogénio.
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Figura 26- Espectro de RMN de *H para 0 BCA2 em CDCl3
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Figura 27- Espectro de RMN de 'H para 0 BCA2 em DMSO-d6
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Figura 28- Espectro de RMN de *C para o BCA2 em DMSO-d6
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5.1.3. Espectroscopia na regido do Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Outra técnica utilizada para comprovar a formacdo dos dois derivados de

tetrahydrobenzo[c]acridinona foi a espectroscopia na regido do Infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR), sendo possivel verificar as fungdes organicas presentes na

amostra analisada.

Para o derivado BCAL (Figura 29) as bandas observadas foram: 3309, 3055, 2956,
1570, 1496, 1388, 1257, 1147 e 756 cm™. Dados semelhantes foram encontrados para o
BCAL1 na literatura, sendo os valores descritos: 3312, 3077, 2888, 1566, 1511, 1433, 1132 e
811 cm™* (GHASHANG; MANSOOR; ASWIN, 2017). Para a molécula BCA2 (Figura 30) os
estiramentos observados foram: 3290, 3053, 2943, 1635, 1583, 1487, 1386, 1265,1188 e 696
cm. Para o composto BCA2 o relato de caracterizagdo por FTIR contém apenas as bandas
em 1590 cm™? (C=0) e 3220 cm™? (NH) (NADARAJ; SELVI; MOHAN, 2009), mas suas

bandas néo diferem das obtidas para o derivado BCA1.

A regido de nimero de onda entre 4000-3000 cm™ corresponde aos estiramentos das
ligacdes O-H e N-H. Geralmente a banda formada pela ligacdo O-H é um pico largo,
enquanto a ligacdo N-H é formada por uma ou duas bandas mais finas e de menor intensidade
quando comparadas aos da ligagdo O-H. Proximo a regido de 3000 cm™ encontram-se 0s
estiramentos das ligagdes C-H, sendo referente aos carbonos com hibridizacdo sp®, sp?e sp. A
regido entre 3000-2000 cm™ é atribuida as ligagBes triplas. Em 2000-1500 cm™ aos
estiramentos das ligacGes duplas; ja a regido entre 1500-1000 cm™ corresponde a impresséo

digital, sendo especifica para cada molécula (PAVIA et al., 2015).

As bandas em 3309/3294 cm™ sdo referentes aos estiramentos das ligagdes N-H de
aminas secundarias. Em 3055/3053 cm™ referem-se as ligacdes entre os atomos de carbono
sp? e atomos de hidrogénio; em  2956/2943 cm™ s3o devidos aos estiramentos das ligacoes
carbono sp® -H. A banda em 1570/1583 cm™ é referente ao estiramento da carbonila de
cetona; possivelmente esses picos estdo sobrepondo as bandas correspondentes as ligacoes
duplas carbono-carbono, referentes aos anéis aromaticos. Entre 2000-1500 cm™* foi possivel

observar as hormonicas de combinacéo do anel aromatico.
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Figura 29- Espectro na regido do FTIR para BCA1
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Figura 30- Espectro na regido do FTIR do BCA2
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5.2. Selegdo da CD usando cinética de inclusao

A selecdo da ciclodextrina foi realizada com base nos resultados do ensaio de cinética
de incluséo. Foram testadas diferentes ciclodextrinas, com a finalidade de verificar quais delas

seriam mais eficientes para formar complexos de inclusdo com a molécula.

De acordo com os resultados foi observado que quando a molécula BCAL foi
submetida a agitacdo com as ciclodextrinas: hidroxipropil (HP), sulfobutileter (SBE) e metil
(Me), ambas derivadas da B-CD, na proporcdo 1:1, ndo se diferiu estatisticamente da molécula
pura. Isso pode indicar que o tamanho da molécula hospede foi um fator que impediu a
formacdo dos complexos de inclusdo, devido aos grupos que substituem as hidrdxilas. As
CDs mais eficientes para formar complexo de inclusdo com a BCA1 foram y-CD e -CD, na
proporcéo 1:1 (Figura 31). Um dos fatores que podem justificar esses dados observados € o
impedimento estérico nas CDs modificadas, pois, como a molécula é volumosa,
possivelmente dificultou o processo de incluséo.

Figura 31- Estudo da cinética de solubilidade para BCA1 utilizando B-CD, y-CD, Me- B-CD,
SBE- 3-CD e HP- 3-CD na proporgéo 1:1.
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Fonte: Do autor (2023)

Como resultado para o ensaio de cinética de solubilidade do derivado 2, observou-se
que os complexos formados por BCA2 e as CDs: HPB-CD e MeB-CD na proporgao 1:1, e B-
CD e SBEB-CD na proporcdo equimolar 1:2, ndo diferiram estatisticamente da molécula pura.



69

Ja y-CD, B-CD e SBEB-CD, na razdo molar 1:1, apresentaram melhores resultados, sendo
superiores e diferindo estatisticamente do BCA2 (Figura 32).
Figura 32- Estudo da cinética de solubilidade para BCA1 utilizando B-CD, y-CD, Me- B-CD,

SBE- B-CD e HP- B-CD na proporc¢do 1:1. E SBE- B-CD ¢ 3-CD na propor¢éo
1:2.
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Possivelmente a diferenca estrutural dos dois derivados interferiu na complexacao,
uma vez que foram observadas preferéncias por CD diferentes. A presenca de dois grupos
metilas no BCA1 pode ter causado um ligeiro aumento no volume da molécula, o que
dificultou a complexagdo com a SBEB-CD. Entretanto, sua auséncia no BCA2 fez com que o

encapsulamento fosse favorecido.

Posteriormente foi determinada a ordem da reacdo, sendo construidos os seguintes
gréficos: absorbancia versus tempo (ordem zero), In da absorbancia versus tempo (primeira
ordem) e 1/absorbancia versus tempo (segunda ordem) para os valores de absorbancia para a
molécula complexada (BCA1 e BCA2) com a 3-CD (Figura 04). A escolha do melhor ajuste
da curva foi baseada no valor de R?: quanto mais proximo de 1, maior o ajuste, indicando que
possivelmente refere-se a um processo de ordem zero, com R?=0,9823 (BCAL) e R?>=0,9666
(BCAZ2), para a razdo estequiométrica 1:1. Um processo de ordem zero indica que alteragdes
na concentracdo de qualquer um dos reagentes (BCA e CDs) néo influencia na velocidade de

formag&o do complexo de incluséo.
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Com base no grafico de ordem zero foi possivel determinar a constante cinética (k);
para BCA1 foi de 0,649 h' e para 0 BCA2 foi 0,483 h™. Na literatura alguns valores sdo
descritos para o complexo de inclusdo entre praziquantel com HP-B-CD e Me-B-CD sendo os
valores de k de 0,183 h'' e 0,147 h%, respectivamente (CHAVES et al, 2010) (RODRIGUES
et al, 2011). J& para o complexo de inclusdo entre a B-CD e a dibenzalocetona o valor de k
obtido foi de 0,1855 h' (Pinto et al, 2020).

A constante cinética descreve a formacéo dos Cl em funcdo do tempo. Possivelmente
BCAZ2 é inserido mais rapido dentro da cavidade da ciclodextrinas, quando comparado ao
BCAL, indicado pelo menor valor na constante cinética. Como mencionado, possivelmente
devido a auséncia dos grupos metil. Em comparacdo com os complexos mencionados na
literatura, tanto BCA1 quanto BCA2 formam complexos de forma mais lenta, provavelmente

devido ao volume dessas moléculas.

Devido as vantagens da p-CD, como exemplo, pode formar complexos de inclusdo
com diversas substancias pelo tamanho de sua cavidade. Aliadas ao seu baixo custo quando
comparada as outras CDs, ela foi escolhida para o ensaio de isoterma de solubilidade e para
obtengédo dos complexos de inclus&o.

5.3. Avaliagéo do processo de incluséo

5.3.1. Isotermas de solubilidade

A partir da isoterma de solubilidade foi possivel verificar a afinidade da BCA1 (Figura
33-item a) pela cavidade da CD em &gua. O diagrama de solubilidade mostra que a B-CD
promoveu um aumento de 1,5 vezes na solubilidade a concentracdo de BCA1 na auséncia de
CD foi 0,0093 mmol/L e teve um aumento para 0,01395 mmol/L quando adicionou 15
mmol/L de B-CD. Oque indica a formagdo de complexos muitos sollveis; o limite de

solubilidade desse complexo depende da ciclodextrina utilizada.

Para o complexo de inclusdo com BCA2 (Figura 33-item b), o diagrama de
solubilidade indicou que a 3-CD promoveu um aumento de solubilidade de 1,94 vezes, sendo
a concentragdo da molécula pura de 0,069 mmol/L aumentou para 0,14 mmol/L na
concentracdo mais alta de B-CD. Mesmo a 3-CD sendo a CD menos soltuvel em agua, ela foi
capaz de duplicar a solubilidade de BCAl e BCA2, que sdo compostos praticamente

insoluveis. Alem disso, de acordo com a classificagdo de Higuchi e Connors, ambas as
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moléculas apresentaram um perfil do tipo AL, o que sugere a formacao de complexos sollveis
e o limite depende da ciclodextrina utilizada.

A constante de associacao (Ka) indica o quéo forte é a associagdo entre a ciclodextrina
e BCA1, o valor obtido foi de 29,7 M. O baixo valor da constante de solubilidade sugere
uma fraca interagdo entre a molécula héspede ¢ a B-CD. Valor préximo foi descrito na
literatura para o complexo de inclusdo entre HPB-CD e imiquimode com K, de 23,3 M
(RAMINENI et al, 2013).

Entre a B-CD e BCAZ2, o valor obtido foi de 68,24 M. Esse valor baixo de Ka pode
estar associado a uma pouca interacdo da molécula com a CD devido ao tamanho da cavidade
da molécula, porém mesmo que pequena a interacdo, foi capaz de duplicar a solubilidade da
molécula. Complexos de inclusdo com valores de Ka menores que 100 sdo considerados
instaveis e indica uma pouca melhora na solubilidade do composto, sendo o intervalo ideal
entre 100-5000 M (BERA et al, 2016) (YIN et al, 2021).

Entretanto, alguns pesquisadores sugerem que o valor de Ka para aplicac@es bioldgicas
seria entre 50-2000 M (SIERPE et al., 2017) (GUEDES et al., 2020). Ademais, valores
semelhantes foram encontrados na literatura para outras moléculas, sendo o K, de 67,90 M 1
para o complexo de inclusédo entre o albendazol ¢ a p-CD (GARCIA et al., 2014). O K, para o
complexo de inclusdo entre o omeprazol e B-CD foi de 57 M (FIGUEIRAS et al, 2007). Para
o sistema aceclofenaco/B-CD o valor de K, encontrado foi de 42,0 M (RAO, UDGIRKAR
AND MULE, 2010).

Possivelmente a presenca dos grupos metilas no BCAL influencia na associa¢do da
molécula com a CD. Como o valor da constante de estabilidade foi menor em BCAL do que
em BCA2, isso indica que a interacdo intermolecular entre os componentes do complexo é
menor em BCAL e os complexos formados por essa molécula e essa CD formam complexos
menos estaveis que o formado com o BCA2.

Estudos descritos na literatura sugerem que em compostos que apresentam baixa
solubilidade podem ocorrer erros na determinacdo da constante de associacdo. I1sso porque a
constante é dependente da solubilidade inicial da molécula. Além disso, em solugdes aquosas
podem existir complexos de inclusdo e ndo inclusdo, autoassocia¢do das moléculas com baixa
solubilidade, autoagregacdo dos complexos e formacdo de micelas (KFOURY; LANDY;
FOURMENTIN, 2018; LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2007). A eficiéncia de
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complexacdo (EC) pode ser calculada pela equagéo 2, descrita na sessdo Materiais e métodos.
E independente da solubilidade inicial da molécula, sendo um pardmetro mais preciso nesse
caso (KFOURY; LANDY; FOURMENTIN, 2018).

A inclinacdo da reta refere-se a inclinacdo obtida a partir do diagrama de solubilidade.
Foi verificado para o derivado 1 de benzo[c]acridinoa, BCAL, uma eficiéncia de complexacéo
de 0,000286, enquanto para o derivado 2, BCA2, a EC foi de 0,00474, ambos quando
submetidos ao processo de inclusdo com a -CD. Outro parametro passivel de ser calculado é
a razéo entre molécula héspede/hospedeira pela equagéo 3.
Equacéo 3: Rela¢do molar molécula/ciclodextrina calculada a partir da eficiéncia de
complexagéo

Molécula

1
D = 1(1+R)

Foi observada para o derivado 1 de benzo[c]acridinoa, BCA1, uma razdo molar de
1:3497, ou seja, uma molécula de BCAL para 3497 B-CD, em solugdo aquosa e temperatura
ambiente. Ja para o derivado 2, BCA2, a foi de razdo de 1:211 (1 molécula de BCA2 para 211
moléculas de B-CD).

De acordo com os resultados apresentados na literatura, o valor de EC pode variar;
como exemplo, o complexo formado entre tamoxifen/HP-B-CD e cyclosporine A/HP-a-CD
obteve uma EC de 0,004 e razdo molar de 1:250, enquanto o complexo formado entre
omeprazol/HP-B-CD apresentou uma eficiéncia de complexacao de 0,002 (1:500). Sugere-se
gue a baixa eficiéncia de complexacdo estd relacionada a baixa solubilidade da molécula
hospede (LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2007).
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Figura 33- Isoterma de solubilidade a) BCA 1 ¢ B-CD e b) BCA2 ¢ B-CD

a)o.014— . b) 0144 -
g : (]
— 013 -
Z 0.013 1 . 2 -
= £0.12 1
— | | [aY] )
S 0012 S 014 '
m _ m
t% , » Equation y=a+bx ‘%. 0.10 = Equation y=a+bx
© 0.011 " Plot Mean ® P'Iot. Mean .
i< - Weight Instrumental (=1/ei’2) F 0.00 4 Weight Instrumental (=1/ei"2)
o] Intercept 0.00964 + 2.05056E-4 @ Intercept 0.06955 + 8 36375E-4
€ 4010 g Slope 2.86562E-4 + 1 51729 € Slope 0.00472 +1.32298E4
o U 7 - : O 0.08 - o i 12.07278
&) Residual Sum of Square 21.26959 O Residual Sum of Squares
Pearson's 1 0.99444 1 ’ u Pearson's r 0.99843
u R-Square (COD) 0.98891 0.07 E - R-Square (COD) 0.99686
0.009 + Adj. R-Square 0.98614 ] Adj. R-Square 0.99608
L e e e L L D 0.06 — T * T ' T ‘* T T T * T " T T T 1
-2 0 2 4 ¢} 8 10 12 14 16 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentragdo CD (mM) Concentragdao CD (mM)

Fonte: Do autor (2023)
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5.3.2 Ressonancia magnética nuclear de *H, ROESY e DOSY

Ressonancia magnética nuclear 'H (RMN de 'H)

Para verificar a formacdo do complexo de inclusdo a partir do RMN de *H foram
analisadas alteragdes nos deslocamentos quimicos (8). Essas variagdes sao causadas pela
mudanca no meio fisico e quimico devido a formacdo do complexo (ZHU; ZHU; XIAO,
2019). Na andlise dos espectros sdo realizadas comparacGes entre 0s deslocamentos quimicos
(6) dos complexos de inclusdo (CI) com os valores de & das moléculas hospede/hospedeira

livres.

As moléculas BCAL e BCA2 foram caracterizadas de forma detalhada no item 5.1.1.
As pequenas alteracBes nos valores de deslocamento sdo devidas a utilizacdo de um solvente
diferente. Os valores de 6 podem ser observados nas Tabela 4 e Tabela 6 (BCA1) e Tabela5 e
Tabela 7 (BCA2) e os espectros na Figura 36 (item b (BCAL)), Figura 35 e Figura 37
(BAC2). Sendo H referente aos hidrogénios das moléculas e Hcp referente aos hidrogénios
das ciclodextrinas.

A B-CD possui 6 sinais referentes aos hidrogénios ligados a carbono de sua estrutura,
sendo eles: Hep-1 (4,83-4,84 ppm), Hep-2 (3,31 ppm), Hep-3 (3,66-3,67 ppm), Hep-4 (3,31-3,33
ppm), Heps (3,62-3,64 ppm) e Hep-s (3,55-3,58 ppm). Contém também os picos referentes as
hidroxilas Hcp-onz (5,75-5,77 ppm), Hcp-ons (5,68-5,70 ppm) e Hcp-ons (4,45-4,50 ppm)
(Tabela 4 a Tabela 7 e Figura 37, item a).Para confirmar a atribuicdo dos sinais, estes foram
comparados com os valores mencionados na literatura PINTO et al. (2021) descreveram

resultados similares para o descrito nesse trabalho.

O Hcp-1 na posicdo 4,83-4,84 ppm confirma que a ciclodextrina é composta por
glicose em sua forma beta. Uma vez que nessa posi¢do, o hidrogénio 1, esta mais blindado
devido a interacdo orbitalar entre os pares de elétrons livres do oxigénio e o orbital antiligante

da ligagéo C-H.

Na metodologia 1, ao analisar os dados do espectro de RMN de 'H (Tabela 4) para o
Clla na Figura 34-item c, foi possivel verificar que ocorre pouca variacdo nos valores de
deslocamento quimico; todos apresentaram uma variacdo de 0,01 ppm, sendo os hidrogénios
que tiveram modificagdes 0 Hcp-s (3,56-3,59 ppm), Hep-onz2 (5,72-5,74 ppm), Hep-ons (5,68
ppm), Hco-one (4,44-4,47 ppm), Hep-2 (3,30ppm), H 11 (2,20-2,27ppm), Hiz1e (7,17-7,18
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ppm), Hizs (7,22-7,24 ppm) e R2NH (9,25 ppm). Também foi observado uma variagdo de
0,02 ppm para Hcp-4 (3,31 ppm) e H1 (7,81-7,83 ppm).

Para o Cl2a (Figura 35-item c e Tabela 5) observou-se pequena diferenca nos
deslocamentos quimicos para os hidrogénios Hcps (3,56-3,59 ppm), Hcp-on2 (5,72-5,74
ppm), Hcp-orsz (5,68 ppm), Hep-oms (4,44-4,47 ppm), He (8,47-8,49 ppm), H 11 (2,68-2,72
ppm), His (7,04-7,07 ppm). Uma variacdo de 0,02 ppm para os hidrogénios Hi216 (7,16-7,19
ppm) e Hio (1,92 ppm). Os hidrogénios Hcop-4 (3,31 ppm) e Ho (2,91-2,95 ppm) teve uma
variagdo nos seus deslocamentos de 0,03 e 0,06, respectivamente.

A variacdo nos deslocamentos obtidos para os complexos de inclusdo obtidos pelas
moléculas 1 e 2 com a B-CD sugere que a interacdo entre a molécula e a CD é fraca.
Indicando que possivelmente a formacdo de complexos instaveis sendo o processo de inclusdo
principalmente na parte externa para o Clla e Cl2a. Uma vez que ndo observa nenhuma
alteracdo nos hidrogénios Hcp-s € Hep-3, sendo um indicativo da formagdo de complexos de

nao inclusao.

Na metodologia 2, para o Cllb, observou-se alteracbes pouco expressivas em seus
deslocamentos quimicos (1A81 < 0,01) Hep-1 (4,83-4,84 ppm), Hep-s (3,62-3,64 ppm) e R2NH
(9,26 ppm). Também foi observado uma variacdo de 0,02 ppm para Hcp-4 (3,31 ppm), Hcp-s
(3,56-3,59 ppm) e Hcp-2 (3,28 ppm). Uma variacdo de 0,03 ppm Hcp-oH2 (5,72-5,74 ppm) e
H> (7,50-7,51 ppm). E de 0,04 ppm referente aos hidrogénios Hcp-ons (4,44-4,47 ppm) e Hep-3
(3,67-3,70 ppm) (Tabela 6 e Figura 36, item c).

Os hidrogénios Hep-s (3,62-3,64), Hep-s (3,66-3,69 ppm), Hep-s (3,56-3,58 ppm), Hep-
oHs (4,47-4,50 ppm), H7 (5,24 ppm), Hize (7,15-7,19 ppm), Hizns (7,21-7,23 ppm), Hia
(7,04-7,05 ppm) e H-NR2 (9,33 ppm) presentes no complexo CI2f apresentaram alteracoes
nos deslocamentos quimicos menores ou iguais a (Ad<) 0,01 ppm. Nesse complexo 0s
hidrogénios mais relevantes foram Hi (7,79-7,84 ppm) Ad de 0,02 ppm, Hcp-oH2 (5,72-5,77
ppm) e Hi1 (7,79-7,84 ppm) Ad de 0,03 ppm. O Hio (1,84-1,99 ppm) Ad de 0,04 e Ho (2,91-
2,95 ppm) Ad de 0,06 ppm. (Tabela 7 e Figura 37). Os hidrogénios ndo mencionados néao

tiveram nenhuma alteracdo em seus valores de deslocamentos.

A partir dos dados de RMN de H pode-se concluir que ocorre a formacdo de

complexos de incluséo para as duas moléculas na metodologia 2, uma vez que sdo observadas
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alteracdes nos hidrogénios 3 e 5 da ciclodextrina, esses hidrogénios estdo voltados para sua

cavidade e variagdo nos valores de deslocamento sdo indicativos da formagdo dos complexos.

Além disso, para o Cl1b observou-se que o valor de deslocamento de Hcp-3 (3,67-3,70
ppm) foi 0,04 ppm, enquanto para Hcps (3,62-3,64 ppm) foi de 0,01 ppm, isso € um
indicativo que possivelmente a molécula interage principalmente pela borda larga da CD. A
alteracdes nos valores de deslocamentos das hidroxilas (Hcp-oH2 € Hcp-ors) € com Hcp-s
sugere que em paralelo aos complexos de inclusdo, também ocorre a formacao dos complexos

de ndo incluséo.

Para o ClI2b as alteragbes observadas para Hcp-s € Hcep-s foram iguais, ndo sendo

possivel determinar a borda em que ocorre preferencialmente o processo de inclusao.

Os sinais observados sdo de baixa frequéncia, sugerindo a formacdo de complexos
fracos. Resultados similares sdo observados nas isotermas de solubilidade, demonstrado pela
baixa constante de associacdo. Além disso, para os complexos de inclusdo com a molécula 1
molécula e 2 nas duas metodologias, as informacdes de RMN de *H ndo foram suficientes
para fornecer informacdes sobre a parte da molécula que foi inserida no interior da CD e qual

a parte da molécula sdo responsaveis pela formacdo de complexos de ndo inclusao.

Resultados semelhantes foram encontrados para o complexo de inclusdo entre
heptakis-(2,3-diacetil-6-sulfo) -B-ciclodextrina e R-tedizolida, com a formagdo de complexo
de inclusdo fraco. Para determinar a posicdo das moléculas de BCA1 e BCA2 dentro da

cavidade das CDs, foram realizados ensaios de RMN bidimensional ROESY.

Nos espectros de RMN de *H da molécula e do complexo de inclusdo, foi notado o
aparecimento de picos que ndao eram previstos, sugerindo que possivelmente a amostra
contém contaminantes. Entretanto, foi realizada a analise de ROESY para verificar se a
molécula de benzo[c]acridinona estava interagindo com a CD.
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Tabela 4- Valores de deslocamentos quimicos para a p-CD, BCA1 e Clla e variagdo de o
entre complexo e moléculas livres para metodologia 1 (24 h e T. ambiente).

Hidrogénios  B-CD (ppm) BCAL (ppm) Clla (ppm) Ad
Hcp-1 4,83-4,84 4,83-4,84 0
Hco-2 3,31 3,30 -0,01
Hcop-3 3,66-3,67 3,66-3,67 0
Hco-4 3,33 3,31 0,02
Hcp-5 3,62-3,64 3,62-3,64 0
Hcp-6 3,56-3,58 3,56-3,59 -0,01
OH2 5,73-5,74 5,72-5,74 0,01
OH3 5,68-5,69 5,68 0,01
OH6 4,44-4.48 4,44-4 A7 0,01
H1 7,79-7,83 7,81-7,83 -0,02
H2 7,50-7,52 7,50-7,51 0,01
H3 7,56-7,60 7,56-7,60 0

H4 7,27-7,29 7,27-7,29 0

H5 7,45-7 47 7,45-7 47 0

H6 8,47-8,49 8,46-8,48 0,01
H7 521 521 0

H9 2,69-2,73 2,69-2,73 0
H1l0aeb 1,01e1,09 1,01e1,09 0
H11 2,21-2,27 2,20-2,27 0,01
H12/H16 7,16-7,19 7,17-7,18 0,01
H13/H15 7,23-7,24 7,22-7,24 0,01
H14 7,02-7,05 7,02-7,05 0
NH: 9,26 9,25 0,01

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 34- Espectro de RMN de *H (600 MHz) B-CD (em D20), Clla (em DO/ DMSO-d6) e
BCAL (em DMSO-d6) para metodologia 1 (24 h e T. ambiente).
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Tabela 5- Valores de deslocamentos quimicos para B-CD, BCA2, Cl2a e variacdo de o entre
complexo e moléculas livres para metodologia 1 (24 h, T. ambiente)

Hidrogénios B-CD (ppm) BCA2 (ppm) Cl2a (ppm) Ad
Hcp-1 4,83-4,84 4,83-4,84 0
Hcop-2 3,31 3,31 0
Hcp-3 3,66-3,67 3,66-3,67 0
Hco-4 3,33 3,36 -0,03
Hcp-5 3,62-3,64 3,62-3,64 0
Hcop-6 3,56-3,58 3,56-3,59 -0,01
OH2 5,73-5,74 5,72-5,74 -0,01
OH3 5,68-5,69 5,68 0,01
OH6 4,44-4,48 4,44-4.47 -0,01
H1 7,82-7,84 7,82-7,84 0

H2 7,49-7,52 7,49-7,52 0
H3 7,56-7,60 7,56-7,60 0

H4 7,30-7,32 7,30-7,32 0
H5 7,46-7,48 7,46-7,48 0

H6 8,47-8,48 8,47-8,49 -0,01
H7 5,25 5,25 0

H9 2,91-3,01 2,91-2,95 0,06
H10 1,90 1,92 -0,02
H11l 2,69-2,72 2,68-2,72 0,01
H12/H16 7,14-7,19 7,16-7,19 -0,02
H13/H15 7,22-7,24 7,22-7,24 0
H14 7,03-7,06 7,04-7,07 -0,01
RN-H 9,32 9,32 0

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 35- Espectro de RMN de *H (600 MHz) B-CD (em D20), Cl2a (em D,O/ DMSO-d6) e
BCA2 (em DMSO-d6) para metodologia 1 (4 h, T. ambiente)
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Tabela 6- Valores de deslocamentos quimicos para a -CD, BCAL e Cl1b e varia¢do de ¢
entre complexo e moléculas livres para metodologia 2 (48 h, 55 °C)

Hidrogénio  B-CD (ppm) BCAL (ppm) Cl1b (ppm) Ad

Hcop-1 4,83 4,83-4,84 -0,01
Hcop-2 3,31 3,28 0,02
Hco-3 3,65-3,66 3,67-3,70 -0,04
Hcp-4 3,33 3,31 0,02
Hcop-5 3,61-3,63 3,62-3,64 -0,01
Hcop-6 3,55-3,57 3,56-3,59 -0,02
OH2 5,75-5,77 5,72-5,74 0,03
OH3 5,70 5,68 0,02
OH6 4,48-4,50 4,44-4 A7 0,04
H1 7,81-7,83 7,81-7,83 0
H2 7,47-7,49 7,50-7,51 -0,03
H3 7,56-7,60 7,56-7,60 0
H4 7,27-7,29 7,27-7,29 0
H5 7,45-7 47 7,45-7 47 0
H6 8,46-8,48 8,46-8,48 0
H7 521 521 0
H9 2,69-2,73 2,69-2,73 0
H10aeb 1,00 e 1,09 1,00e 1,09 0
H11 2,23-2,27 2,23-2,27 0
H12/H16 7,16-7,19 7,15-7,19 0
H13/H15 7,22-7,24 7,22-7,24 0
H14 7,02-7,05 7,02-7,05 0
RN-H 9,27 9,26 0,01

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 36- Espectro de RMN de *H (600 MHz) B-CD (em D,0), CI1p (em D20/ DMSO-d6) e
BCAL (em DMSO-d6) para metodologia 2 (48 h, 55 °C)
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Tabela 7- Valores de deslocamentos quimicos para a p -CD, BCA2 e CI2p e variagdo de o
entre complexo e moléculas livres para metodologia 2 (28 h, 55 °C)

Hidrogénios  B-CD (ppm) BCA2(ppm) CI2b (ppm) Ad

Hcp-1 4,83 4,83-4,84 0
Hcp-2 3,30 3,30 0
Hco-3 3,65-3,69 3,66-3,69 0,01
Hco-4 3,33 3,33 0
Hco-5 3,61-3,63 3,62-3,64 -0,01
Hco-6 3,55-3,57 3,56-3,58 0,01
OH2 5,75 5,72-5,77 0,03
OH3 5,70 5,70 0
OH6 4,48-4,50 4,47-4,50 0,01
H1 7,81-7,83 7,79-7,84 0,02
H2 7,46-7,51 7,46-7,51 0
H3 7,56-7,60 7,56-7,60 0
H4 7,30-7,32 7,30-7,32 0
H5 7,46-7,51 7,46-7,51 0
H6 8,47-8,49 8,47-8,49 0
H7 5,25 5,24 0,01
H9 2,91-3,01 2,91-2,95 0,06
H1l0aeb 1,88-1,99 1,84-1,99 0,04
H1l 2,68-2,74 2,68-2,71 0,03
H12/H16 7,16-7,19 7,15-7,19 0,01
H13/H15 7,22-7,23 7,21-7,23 0,01
H14 7,03-7,05 7,04-7,05 0,01
H-NR: 9,34 9,33 0,01

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 37- Espectro de RMN de *H (600 MHz) p-CD (em D.0), CI2p (em DO/ DMSO-d6) e
BCA2 (em DMSO-d6) para metodologia 2 (48 h, 55 °C)
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Espectroscopia de efeito Overhauser nuclear de estrutura rotativa - ROESY

Para confirmar a formacdo do CI e identificar como as interacfes ocorrem entre a
molécula hospede e a CD, foi utilizada a técnica de RMN bidimensional com o experimento

de ROESY 2D, que correlaciona os hidrogénios proximos (até 4,5 angstroms), espacialmente.

Para os complexos de inclusdo obtidos entre BCA1 ou BCA2 com a B-CD, pela
metodologia 1, Clla e Cl2a (Figura 40 e Figura 41), foram analisados 0s espectros de
ROESY 2D. Nao foram observadas correlacbes entre a molécula e a ciclodextrina. As
correlacBes observadas foram entre hidrogénios que estdo espacialmente proximos na
estrutura da molécula, como entre 7,23 (H12 ou H16) e 7,31 (H6) com 5,21 (H7), referente a
molécula de BCAL e entre os hidrogénios que correlacionam na estrutura da CD, 5,72 (OH2)
e 4,45 (OH6). Isso sugere que possivelmente ocorreu a formacdo de agregados entre
moléculas de ciclodextrinas e que elas estdo interagindo uma com a outra por meio de ligacdo
de hidrogénio entre as bordas estreitas e larga, conforme j& descrito na literatura
(RYZHAKOQV et al., 2016).

Porém, ndo se pode descartar a formacdo de complexos de inclusdo por essa
metodologia; é provavel que tenham sido formados complexos de inclusdo instaveis, que
duraram poucos milésimos de segundos ao serem adicionados a agua. Outro fator que
possivelmente afetou a formagdo dos complexos pode ter sido a utilizacdo de uma maior
proporcdo de acetona. Solventes organicos facilitam a solubilizacdo da molécula, porém, em
alguns casos, podem dificultar a entrada da molécula no interior da ciclodextrina
(CHARUMANEE et al., 2016).

Para os complexos obtidos pela metodologia 2, as seguintes observacdes foram
realizadas: Para Cl1b houve correlagdo entre 0 Hep-1 (4,84 ppm) e 0 Hep-6 (3,55 ppm) da B-
CD com os hidrogénios H10a ou H10b (1,00 e 1,09 ppm), também com H7 (5,21 ppm) da
molécula BCA1; o hidrogénio da hidroxila 2 (5,75 ppm) presente na estrutura da B-CD
interage com H7 (5,21 ppm), H14 (7,03 ppm), H12 e/ou H16 (7,22 ppm), H13 e/ou H15
(7,17) e H10a ou H10b (1,00 e 1,09 ppm); ja o hidrogénio da hidroxila 3 (5,70 ppm) se
correlaciona com H12 e/ou H16 (7,22 ppm) e H10a ou H10b (1,00 e 1,09 ppm), enquanto o
hidrogénio da hidroxila 6 (4,49 ppm) com H7 (5,21 ppm), H12 e/ou H16 (7,22 ppm), H13
e/ou H15 (7,17 ppm) e H10a ou H10b (1,00 e 1,09 ppm). Tais correlagdes sdo expostas nas
Figuras 44 e 45.
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Esses dados sugerem que a parte da molécula em verde na estrutura da BCAL,
formada pelo anel 5,5-dimetil-2-ciclohexe-1-ona e o fenil, esti proxima a CD e possivelmente
estd relacionada ao processo de formacdo desse complexo. Os resultados sugerem também
que a superficie externa da CD € o que interage com a molécula (Figura 38). Além disso, ndo
foram observadas correlages entre os hidrogénios da molécula com os hidrogénios internos
da CD (Hcp-3 e Hcp-5), sendo esse um possivel indicativo de que a molécula estd formando
complexo com a CD, porém, pelo lado externo. Resultados similares foram observados para a
obtencdo do complexo de incluséo entre a riboflavina e ciclodextrina. Nesse ensaio também
ndo houve correlagdes com os hidrogénios Hcp-3 e Hcp-5, sugerindo-se a formacgdo de um

complexo de ndo incluséo.

Possivelmente o complexo é mantido através de uma ligacdo de hidrogénio entre a
carbonila e uma das hidroxilas externas. Outra interagdo intermolecular que pode estar
acontecendo sdo as forcas de Van der Waals, entre as por¢des apolares da molécula e a CD.

Figura 38- Estrutura das moléculas hdspede/hospedeira e 0s hidrogénios presentes e sugestao
da forma como ocorre a interacdo para formar o complexo
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AD AL
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AQP
Fonte: Do autor (2023)

Para o CI2b (Figura 44), complexo formado entre BCA2 e f-CD, foram observadas
diversas correlagdes, dentre elas a estabelecida entre os hidrogénios da molécula: H9 (2,91
ppm), H10 (1,84 ppm) e H11 (2,71 ppm) com o Hcp-3 (3,66 ppm). J& os hidrogénios H1 (7,82
ppm), H2 (7,58 ppm), H13/H15 (7,17 pmm) e H6 (7,32 pmm) se correlacionam com a
hidroxila 3 (5,70 ppm); os hidrogénios H12 e/ou H16 (7,21 ppm) com a hidroxila 2 (5,75
ppm); e os hidrogénios da CD Hcp-1 (4,83 ppm), Hep-2 (3,30 ppm) e Hep-4 (3,35 ppm), com
respectivamente, H12/H16 (7,21 ppm), H1(8,49 ppm) e H6 (7,32 ppm).

Diferente dos outros complexos, foram observadas nesse Cl correlagbes com o0s

hidrogénios Hcp-3 da CD, que ficam na cavidade. Isso é um indicativo de que, ao contrario da
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BCA1, quando se utiliza a molécula BCA2 uma pequena parte da estrutura dessa molécula
interage com a cavidade da CD (Figura 39). Esse resultado, associado ao espectro de RMN de
'H, sugere que a molécula entra parcialmente na estrutura da CD, sendo sua entrada pela
borda larga da estrutura, o que pode ser verificado pela auséncia de interacdo com Hcp-6 e
OH6.

A cavidade interna da CD ndo possui a capacidade de formar ligacfes de hidrogénio,
isso porque as hidroxilas estdo dispostas nas extremidades superior e inferior. Com isso, 0
complexo formado é mantido por forcas de Van der Waals, que tém a capacidade de
estabilizar o complexo formado entre B-CD/BCA2. O grupo acila é descrito na literatura
presente em diversas moléculas que foram complexadas; é sugerido que esse grupo interage
através da forca de Van der Waals ao formar complexos de inclusdo (POULSON et al, 2021).
Além disso, estudos sugerem que a principal contribui¢do para a formacgdo dos complexos de
inclusdo, que faz com que as moléculas entrem espontaneamente e permane¢cam na cavidade,
é devido as interacOes de Van der Waals (DENG et al., 2022a).

Figura 39- Estrutura das moléculas hdspede/hospedeira e 0s hidrogénios presentes e sugestao
da forma como ocorre a interacdo para formar o complexo

Fonte: Do autor (2023)

Cada molécula se comportou de uma forma ao ser inserida na cavidade da B-CD; com
a BCA2 foi formado um complexo de inclusdo e possivelmente a BCA1 forma um complexo
de ndo inclusdo. Uma provavel justificativa para a molécula de BCA1 ndo conseguir entrar na
cavidade da B-CD pode ser devido a um efeito estérico adicional, formado pelos grupos
metila, que, possivelmente, junto com toda a molécula, que € volumosa, causa repulsdo entre

os atomos da molécula e da CD. Como alternativa, a molécula interage na superficie externa
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da CD devido a atracdo eletrostatica, formando uma ligacdo de hidrogénio entre um dos

hidrogénios de suas hidroxilas com o oxigénio da carbonila.

Para BCA1 com diferentes CDs observou-se a formacdo do complexo de ndo incluséo,
quando se usa a B-CD. Possivelmente o maior tamanho da CD pode influenciar nesse

resultado favorecendo a formacao de complexo de incluséo.

Nos espectros de RMN de ROSY observou-se correlagdo com hidrogénios referente a
uma outra molécula, possivelmente a molécula contaminante que foi observada em outras
andlises, ja citadas anteriormente, como DSC e RMN de 'H. Desta forma, ndo se pode
descartar que as impurezas possam estar influenciando na formacdo do complexo de incluséo,
agindo como um competidor. Outro fator a ser considerado é que os complexos foram
preparados em quantidade menor de moléculas devido a presenca das impurezas e esse fator
pode ter influenciado nos resultados.

Esses resultados estdo de acordo com os dados observados no estudo da cinética de
inclusdo. Para a molécula 1, BCA1, os resultados indicam que ao substituir os grupos
hidroxilas por grupos maiores, se reduz a interacdo da molécula com a CD, o que dificulta a
formacdo do complexo de ndo inclusdo. Os resultados observados na isoterma de solubilidade
indicam também a formacéo de um sistema mais estavel para a molécula 2, pela formacgédo do

complexo de incluséo, com maior constante de associagao.



Figura 40- Espectros de RMN ROESY 2D do complexo Clla em DMSO-d6 e D,O
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Figura 41- Espectros de RMN ROESY 2D do complexo Cl2a em DMSO-d6 e D,O
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Figura 42- Espectros de RMN ROESY 2D do complexo Cl1b em DMSO-d6 e D20. Os hidrogénios representados com a coloragéo rosa (no eixo
X), refere-se aos hidrogénios da molécula e no eixo y, em verde, refere-se aos hidrogénios da CD.
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Figura 43- Representacdo dos 4&tomos envolvidos na formagdo do complexo de inclusdo, as correlagdes mostradas por setas referente ao RMN
ROESY 2D do complexo Cl1b em DMSO-d6 e D20. Os hidrogénios representados com a coloracao rosa referem-se aos hidrogénios
da molécula e em verde, refere-se aos hidrogénios da CD.

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 44- Espectros de RMN ROESY 2D do complexo CI2b em DMSO-d6 e/ou D-O. Os hidrogénios representados com a coloragdo rosa (no
eixo X), refere-se aos hidrogénios da molécula e no eixo y, em verde, refere-se aos hidrogénios da CD.
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Figura 45- Representagdo dos 4tomos envolvidos na formagdo do complexo de inclusdo, as
correlagdes mostradas por setas referente a0 RMN ROESY 2D do complexo Cl1b
em DMSO-d6 e D.O. Os hidrogénios representados com a coloragcdo rosa
referem-se aos hidrogénios da molécula e em verde, refere-se aos hidrogénios da
CD.

Fonte: Do autor (2023)
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Espectroscopia por Difusdo Ordenada - DOSY

A partir do experimento de espectroscopia por difusdo ordenada, foram obtidos os
dados brutos, os graficos foram processados e foi obtido o mapa de difusdo, onde todos 0s
sinais referentes a uma molécula vao estar em uma determinada velocidade. A partir deste, é
possivel obter diversas informacdes, como a constante de difusdo e a proporcdo de cada

constituinte.

Uma reducdo no coeficiente de difusdo demonstra a formacdo do complexo de
inclusdo, uma vez que no processo de complexacdo ocorre um aumento no raio
hidrodinamico, o que ocasiona um acréscimo na mobilidade do meio (MURA, 2014). Além

disso, essa diferenca é um indicativo da propor¢éo da fragdo complexada.

Relativo ao complexo Cllb o valor de coeficiente de difusdo encontrado para a
molécula de BCAL livre foi de 2,26 x 10™° m? s, Além disso, foi observado outro pico em
1,69 x 10° m2s? (Figura 46 b). Para a B-CD o coeficiente de difusdo foi de 1,02 x 10 m?s'?
(Figura 46 c); esses valores foram obtidos para as moléculas hospede e hospedeira em sua
forma livre. Quando complexados, os valores observados no complexo de inclusdo foram
Cl1b: 2,18 x 109 m?ste 1,69 x 102 m? s para a molécula BCA1 e 1,09 x 10 m?s? para a

ciclodextrina, referente ao valor de constante de difusdo para a molécula (Figura 46 a).

Para as moléculas livres foram observados os seguintes valores de constante de
difusdo: 1,02 x 10"° m? s para a B-CD (Figura 47 c) e 2,31 x 10"° m? s para o derivado 2
das benzo[c]acridinonas- BCA2 (Figura 47 b). Ao se formar os complexos de incluséo,
observou-se uma pequena alteracdo nos valores de coeficientes de difusao, sendo estes 1,07 x
101 m? s para o sinal caracteristico da B-CD e 2,20 x 101° m?s* para BCA2, ligados (Figura
47 a).

Observa-se uma pequena varia¢do nos valores de coeficiente de difusdo ao se formar o
complexo de incluséo para todos os complexos testados, sugerindo uma fraca interagdo entre
a molécula e a CD. DE JESUS e colaboradores (2012) obtiveram resultados semelhantes, em
que se observou pequenas mudangas nos coeficientes de difusdo, ndo sendo possivel calcular

a fracdo e a constante de associacao.

Mesmo se obtendo uma pequena varia¢ao nos valores de coeficiente de difusdo, foram
calculadas a fragdo complexada (fiigado) (EQuagdo 1) e a constante de associacdo (Ka)

(Equacéo 2). Para tal, utilizaram-se as equacOes abaixo:
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Equacéo 4: Célculo de fracdo complexada
Dops = fiigado Diigado + fiivre Diivre
Equacdo 5: Célculo para a constante de associagdo

— fligado
(1 = fiigaao)([CD] = fiigaao[molécula]

Kq

Onde D ons=constante de difusdo do complexo, D jwe= constante de difusdo da
molécula livre e D iigado= constante de difuséo da ciclodextrina ligado. O f significa a fracéo,
onde f iivre= indica a quantidade de moléculas livre em solucdo e f ligado= Mostra a quantidade
de moléculas ligadas a ciclodextrinas. Para os complexos obtiveram-se 0s seguintes valores:
CI1B (f ligado = 6,93% € Ka =7,56 L mol 1) e CI1B (f ligado = 8,87 % e Ka =9,74 L mol ). Isso
indica que os complexos CIIP e CI2P apresentam as seguintes porcentagens de moléculas

livres: ~93% e ~90%, respectivamente.

O baixo valor observado na fragdo complexada e constante de associa¢do para todos
0s complexos testados sugere interacdo pouco favoravel entre a molécula e a cavidade das CD
testadas, indicando a possivel formacdo de complexos de ndo-inclusdo, ou a formagdo de

complexos muito instaveis, ndo detectaveis pela técnica.

Em um estudo com a ropivacaina ¢ a B-CD, encontraram-se valores maiores para a
formagéo desse complexo, sendo fiigaso = 22 % e Ko = 37 L mol 1. Ao se substituir a CD pela
HP-CD os valores foram consideravelmente superiores, sendo fiigado = 98,3 % e Ka = 72.279 L
mol "1 (SOUZA et al., 2022), indicando nesse caso que tal substituicio determinou aumento na

afinidade.

Além disso, ao se comparar os valores da constante de associacdo obtida pelo DOSY
com o da isoterma de solubilidade, observa-se uma reducdo no valor. Um fator que
possivelmente influenciou os resultados obtidos por essa técnica é o uso de solventes, que
pode ter influenciado a molécula a dispersar pelo DMSO, reduzindo a fragdo complexada e o
valor da constante de dissocia¢do. Além disso, a utilizacdo de um método de analise diferente
do usado na isoterma de solubilidade, o tempo de armazenamento e a temperatura também

podem ter influenciado os resultados.
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Figura 47- Mapa de contorno de difusdo a) Cl2b b) BCA2 livre c) -CD livre
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5.4. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Os complexos de inclusdo no estado s6lido foram confirmados através da calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e espectroscopia na regido do infravermelho e visivel (FTIR).

5.4.1. Calorimetria exploratoria diferencial- DSC

A calorimetria exploratoria de varredura (DSC) tem sido usada de forma eficiente para
a deteccdo da formacdo dos complexos de inclusdo no estado sélido, através do
desaparecimento dos picos da molécula héspede, deslocamento da temperatura caracteristica
dos picos ou diminui¢do nos valores de entalpia (AH) (JIANG et al., 2021; WDOWIAK et al.,
2022).

Complexo de inclusio entre BCA1 e p-CD-Metodologias 1 e 2

Os valores das temperaturas referentes aos picos podem ser observados na Tabela 8,
assim como nos perfis calorimétricos de DSC obtida para BCA1, B-CD, Cl1a/Cllb e MF1

para as metodologias 1 Figura 48 e metodologia 2 Figura 49.

No perfil calorimétrico da B-CD, na metodologia 1, foi observado um pico
endotérmico acentuado em 87,2 °C, sendo a entalpia (AH) de 204,61 J/g. Segundo Martins e
colaboradores (2020) esse pico é referente a perda de moléculas de agua do interior da cavidade

da ciclodextrina.

Foi observado no termograma de DSC para o composto BCA1 a presenca de dois
picos endotérmicos em 259,69 °C e 270,38 °C, sendo os valores de entalpia, respectivamente,
11,99 J gt e 4,72 J g*. Na literatura, diversos autores relataram a temperatura de fuso (T.F.)
desse composto; como exemplo, (BABAEE et al., 2018) relataram T.F.: 260-263 °C e
(GHASHANG; MANSOOR; ASWIN, 2017) obtiveram a T.F. desse composto entre 258-260
°C. Normalmente compostos organicos puros apresentam um pico acentuado referente ao
ponto de fusdo, como os observados para 0 amiodarona (RUBIM et al., 2017). Também ¢é
possivel observar mais de um pico agudo, que pode ser indicativo de outros eventos termicos,

como o da degradacdo observado para o dissulfiram (PEREIRA et al., 2022).

Nos termogramas do complexo entre BCAl e da mistura fisica (Clla/MF1), na
metodologia 1, também foi observado um pico intenso, como na $-CD, com deslocamento nos
valores de temperaturas e reducéo na entalpia, sendo os valores encontrados para Cl1 em 72,4
°C (AH=169,71 J/g), enquanto MF1 apresentou um pico em 80.03 °C com AH=162,47 J/g.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517320307481?casa_token=zhILry55PZ0AAAAA:r76opApskEuayFkR8_3ldoqiAbOPeeW-plsWC1pPse66np8rz274znwwLtTE2WkCwwXu8tmbaA#b0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517320307481?casa_token=zhILry55PZ0AAAAA:r76opApskEuayFkR8_3ldoqiAbOPeeW-plsWC1pPse66np8rz274znwwLtTE2WkCwwXu8tmbaA#b0080
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Além disso, foi observado outro pico endotérmico com menor intensidade em 260,6 °C
(AH=3,60 J/g) e um pico exotérmico em 276,94 °C (AH=-20,53 J/g) para o complexo. Também
foi observado na MF1 picos em 255,33 °C (AH=2,36 J/g) ¢ em 274,83 °C (AH=-24,29 J/g)
(Figura 06).

Tabela 8- Valores referentes aos picos observados nas curvas calorimétricas de DSC para
BCAL1, B-CD, Clla (metodologia 1) e Cl1b (metodologia 2) e MFL1.

Metodologia 1 Metodologia 2
Amostra Pico Entalpia (AH) (J/g) Pico (°C)  Entalpia (AH) (J/g)
(°C)

263,90 11,99 259,69 11,99
BCA1 273,13 4,72 270,38 4,72
291,48 -4,59 291,48 -4,59

8.CD 87,2 204,61 90,19 266,02
217,22 217,22 -0,74

72,4 169,71 75,17 207,56
Clla/ Cllb 260,6 3,60 200,52 3,26
276,94 20,53 260,28 2,87

80,03 155,44 80,03 155,44
MEL 218,65 1,36 218,65 1,36
256,16 4,53 256,16 4,53

276,47 -12,13 276,47 -12,13

Fonte: Do autor (2023)

Nos resultados de DSC observou-se uma pequena diferenga nos valores de AH, por
exemplo, o valor de entalpia do pico em 87,2 °C da B-CD foi de 204,61 J/g enquanto para o
Clla (72,4 °C) e MF1 (80,03 °C) os valores foram respectivamente AH=169,71 J/g ¢
AH=162,47 J/g. Tanto para complexo de inclusdo quanto a mistura fisica para a metodologia 1,
observa-se uma pequena interacdo entre a molécula e a ciclodextrina, sugerindo a formacéao de
um complexo de inclusdo no estado solido pouco estavel. Isso é observado devido a
permanéncia e pouca alteracdo no pico em 72,40 e 80,03 °C, indicando pouca alteracdo no pico

referente a saida da molécula de agua do interior da CD.

Foi observado nos perfis calorimétricos de DSC para o composto BCAL, na

metodologia 2, a presenca de dois picos endotérmicos, como foi observado anteriormente. Os
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picos possuem temperaturas de 259,69 °C e 270,38 °C e os valores de entalpia,
respectivamente, 11,99 J gt e 4,72 J g*. A B-CD apresentou dois picos, um endotérmico em
90,19 °C (AH = 266, 02 J g), referente & perda da molécula de agua no interior da cavidade
hidrofébica da CD e outro pico em 217, 22 com AH =-0,74 J g’* referente a volatilizac&o,
dados semelhantes foram encontrados na literatura sendo 97 e 162 °C, respectivamente
(MARTINS et al., 2020).

O ClI1b apresentou quatro picos, um em 75,17 °C (AH = 207,56 J g'1), correspondente
a perda de agua da B-CD. Foi observada uma redugdo nesse pico, caracteristico da CD ao
formar o ClI, indicando um possivel deslocamento das moléculas de &gua pelas moléculas de
BCAL. Os outros sinais que aparecem no Cl1b sdo um pico em 200,52 °C com AH de 3,26 J
gl eem 260, 28 °C (AH = 2,87 J g1). Observa-se uma reducéo no valor da entalpia no sinal
em 260,28 °C quando comparado com os picos observados na molécula (259,69 °C e 270,38
°C com AH, respectivamente, 11,99 J gt e 4,72 J g).

No termograma da MF1 foi observado quatro picos com temperaturas de 80,03;
218,65; 256,16 e 275,82 °C com valores de entalpia de 155,55; 1,36; 4,37 e 12,13 J g},
respectivamente. Os valores entre os complexos e as misturas fisicas sdo andlogos. Diversos
trabalhos na literatura descrevem uma curva tipica de DSC para a mistura fisica como uma

sobreposicao da curva da molécula e da CD (YAO et al., 2020).

Para o Cl1b e MF1 o pico residual da molécula de agua sofreu poucas alteracfes nos
valores dos picos e entalpia, indicando que as moléculas de agua possivelmente ndo foram
completamente substituidas pelas moléculas de agua dentro da cavidade da CD. No complexo
de inclusdo entre a riboflavina e B-CD, observou resultados analogos, no trabalho em questéo,
foi notado a formacédo de um complexo com fraca interagdo (DE JESUS et al., 2012). De fato,
ao observar a constante de associacdo para o complexo de inclusdo entre BCAI e B-CD no
estudo da isoterma de solubilidade, foi observado um valor baixo (29 M), indicando que a

interacdo que ocorre entre eles é fraca.
Complexo de inclusio entre BCA2 e $-CD- Metodologia 1 e 2

Na metodologia 1, foi observado que o composto BCAZ2 possui dois picos
endotérmicos em 205,53 °C e 269,25°C com AH de 25,61J/g e 2,63 J/g, respectivamente. No
Cl2a e MF2 foram observados quatros picos, um em 74,04 °C e 81,95 °C, respectivamente,

sendo esse pico intenso, como o presente na B-CD. Estes, possuem valores de entalpia,
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respectivamente, 211,35 J/g e 221,79 J/g. O Cl2a ainda possui 0s picos nas seguintes
temperaturas 194,44 °C (AH=15,20 J/g), 245,4 °C (AH=3,97 J/g) ¢ 281,67 °C (AH=-4,18 J/g).
E a MF2 possui picos em 186,95 °C (AH=3,46 J/g), 220,28 °C (AH=4,16 J/g) ¢ 280,07 °C
(AH=-2,82 J/g)

Figura 50. Nesses dados de DSC observou-se uma pequena diferenga nos valores de AH, por
exemplo, o valor de entalpia do pico em 87,2 °C da B-CD foi de 204,61 J/g ou nos valores dos

picos.

Para a metodologia 2, foi verificado também a formacdo do complexo de incluséo com
a molécula 2 (BCAZ2), todos os resultados podem ser observados na Figura 51. Para a BCAZ2,
foram observados dois picos endotérmicos, em 205,53 °C e 269,25 °C, com valores de
entalpia de 21,68 J gt e 2,59 J g?, respectivamente. NADARAJ; SELVI; MOHAN (2009)
sintetizou essa molécula e o valor de temperatura de fusdo obtido foi entre 246-248 °C, sendo

esse um possivel indicativo que essa molécula também contém impurezas.

O termograma do CI2b mostra uma redugdo no pico caracteristico da -CD (90,19 °C
e AH = 293,85 J g'1) para 83,28 °C e 169,31 J g™*. Uma reducdo analoga pode ser observada
para a MF2 (81,95 °C e AH = 204,07 J g1). Esses resultados indicam uma fraca interagio

entre a molécula e B-CD, sugerindo que ha um pequeno deslocamento das moléculas de agua.

Uma diminuicdo foi verificada para o pico da molécula presente no Cl. Tanto o valor
de temperatura como o valor de AH foram deslocados para valores de temperaturas menores,
187,27 °C e AH = 2,28 ] g*. A MF apresentou resultados analogos aos do ClI, sugerindo
novamente a formacdo de complexos de inclusdo com fraca interacdo. Enquanto a MF2
apresento um pico em 186,06 °C e AH=3,74 J g'*.

Tabela 9- Valores referentes aos picos observados nas curvas calorimétricas de DSC para
BCA2, B-CD, Cl2a (metodologia 1) e CI2b (metodologia 2) e MF2

Metodologia 1 Metodologia 2
Amostra Pico Entalpia (AH) (J/g) Pico (°C) Entalpia (AH)
(°C) (J/9)
BCA2 205,53 25,61 205,53 21,68
269,25 2,63 269,25 2,59
B-CD 87,2 204,61 90,19 266,02

217,22 217,22 -0,74




CI2p 74,04 83,28 169,31
194,44 15,20 187,27 2,28
245,4 3,97 234,41 0,83
281,67 4,18 270,04 -13,80

MEF283 81,95 204,07 81,95 204,07
186,06 3,74 186,06 3,74
220,28 2,59 220,28 2,59
280,08 -9,05 280,08 -9,05

Fonte: Do autor (2023)
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Na literatura foi observado para o complexo obtido entre a sulfadiazina e B-CD a

formacgdo de CI com interacdes fortes entre a molécula hdspede e hospedeira, envolve o

desaparecimento do pico referente ao P.F. e reducdo considerdvel no pico endotérmico

relacionado a perda da &gua do interior da cavidade da CD (MICHEL et al., 2022).

Entretanto, foram comparados os valores obtidos para os complexos de incluséo,

levando em consideracdo a alteracdo no valor da entalpia na formagdo do complexo de

incluséo, observa-se que o CI2p possui uma interagdo mais forte, o que é demonstrado tanto

pelos valores da constante de associacdo no experimento da isoterma de solubilidade, como

em uma maior alteragdo nos valores de entalpia, uma reducdo de 97 J g (AH = 169,31 J g?)

na formacdo do complexo de inclusdo quando se compara com o CI1 uma reducdo de 59 J g

L(AH =207,56 ] g1), referente ao pico caracteristico da substituicio da dgua pela molécula de
BCA1 ou BCA2 na B-CD que possui entalpia de 266 J g*.



Figura 48- Perfil calorimétrico de DSC para BCA1, B-CD, Clla e MF1 obtidos pela metodologia 1
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Figura 49- Perfil calorimétrico de DSC para BCA1, B-CD, Cl1lb e MF1, para a metodologia 2
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Figura 50- Perfil calorimétrico de DSC para BCA2, B-CD, Cl2a e MF2, para a metodologia 1
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Figura 51- Perfil calorimétrico de DSC para BCA2, B-CD, CI23 e MF2p, para a metodologia 2
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5.4.2. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Outra técnica comumente utilizada para averiguar a formacdo do complexo de
inclusdo no estado sdlido € a espectroscopia de FTIR. Nessa técnica sdo verificadas alteracdes
nas vibracbes das moléculas ao se formarem o complexo de inclusdo, tais como o
desaparecimento do pico, alargamento das bandas ou mudancga na intensidade (MURA, 2015).

Todos os espectros de FTIR podem ser observados nas figuras 52-55.

Figura 52- Espectro na regido do FTIR para BCA1, B-CD, CIla e MF1 metodologia 1
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Fonte: Do autor (2023)

A analise do espectro de Infravermelho com transformada de Fourier para a
metodologia 1 foi realizada. As moléculas BCA1 e BCA2 foram caracterizadas no item 5.2.2
- Espectroscopia na regido do FTIR, onde foram discutidas detalhadamente todas as bandas
caracteristicas. Para BCA1 foram observadas bandas de estiramento em 3304 cm™ e 1571 cm-
! sendo uma banda de absorcao fraca, referente a presenca de amina secundaria e uma banda
em 2956 cm™?, referente aos estiramentos C-H de carbonos alifaticos, possivelmente do grupo
CHa, assim como a banda observada em 1382 cm™, atribuida a deformagéo angular do CHa.
As bandas de estiramento 1492 cm™ e 754 cm™ podem ser referentes a deformagio angular do
grupo CH.. A ligagio C-N pode ser observada na banda em 1261cm™. Ja a banda em 754 cm'?

também pode indicar a deformac&o angular do anel aromatico monossubstituido (Figura 50)
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No espectro da B-CD, a banda em 3392 cm™ é referente ao estiramento O-H, sendo
uma banda larga, 2927 cm, devida ao estiramento C-H do grupo CHa; 1651 cm™ referente a
deformacdo angular H-O-H; a banda em 1151 cm™ devida ao estiramento C-O-C do anel e da

ligacéo glicosidica e o estiramento em 1022 cm referente a ligagdo C-O-C de alcool.

No Clla e MF1, observa-se bandas caracteristicos da p-CD, como a banda 3392 cm™
que foi mantida na MF1. Porém no Clla esse valor aparece deslocado, com estiramento em
3373 cm™. A banda de estiramento 2927 cm™ é observado no Clla e a MF1 apresenta em
2926 cm™. Outras bandas presentes na B-CD e que também aparecem sdo: 1157 cm™, devido
ao estiramento C-O-C do anel e da ligagdo glicosidica (CI1 e MF1); e 1028 cm™ (CI1) e 1029
cm? (MF1), que seriam referentes a ligagdo C-O-C e que aparecem um pouco deslocadas
guando comparadas as obtidas para a ciclodextrina. Além disso, Clla e MF1 apresentaram
bandas de estiramento que foram observadas em BCAL. Para MF1 observaram-se as bandas
1492 cm™, 1377 cm™ e 1265 cm, enquanto para o CI1 as bandas em 1573 cm™, 1489 cm?,

1382 cm™ e 1269 cm™ foram observadas.

Na Figura 53 os dados obtidos a partir da espectroscopia na regido do IV para o
composto BCA2, B-CD, complexo de inclusdo e mistura fisica sdo mostrados. Para o
composto BCA2 observam-se as bandas de estiramento 3300 cm™ e 1587 cm™, sendo uma
banda de absorcio fraca, referente a presenca de amina secundaria. A banda em 2960 cm™ é
referente aos estiramentos C-H de carbonos alifaticos, possivelmente do grupo CHz, assim
como 1375 cm, atribuida & deformagéo angular do CH3. As bandas de estiramento 1494 cm'?
e 694 cm™ podem ser referentes a deformagéo angular do grupo CHa. A ligagdo C-N pode ser

observada na banda em 1184 cm™.

No espectro da B-CD, a banda em 3392 cm™ é referente ao estiramento O-H, sendo
uma banda larga, 2929 cm™, devida ao estiramento C-H do grupo CHa, 1651 cm™ referente a
deformacédo angular H-O-H; 1151 cm™ devida ao estiramento C-O-C do anel e da ligacéo

glicosidica e o estiramento em 1022 cm™ referente a ligagio C-O-C de alcool.

Os espectros obtidos para Cl2a e MF2 ndo se diferenciam, ambos apresentam 0s
mesmos picos com uma ligeira variagdo. Para Cl2a observou-se uma banda em 3354 cm™,
referente ao estiramento OH; em 2931 cm™, referente ao estiramento C-H do grupo CHy,
assim como as bandas em 1163 cm™ e 1026 cm™, que sdo caracteristicos das B-CD. As bandas

em 1587 cm™, 1492 cm™ e 1379 cm™ sdo sinais encontrados no BCA2. O mesmo padréo é
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observado para as MF2, onde os seguintes picos sdo observados: 3373 cm™, 2927 cm™?,1591
cm?,1494 cm™,1382 cm™,1163 cm™ e 1026 cm™.

Figura 53- Espectro da regido do FTIR para BCA2, B-CD, Cl2a e MF2, metodologia 1
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Fonte: Do autor (2023)

Na metodologia 2 s&o observadas as seguintes bandas para BCAL (Figura 54): 3307
cm® (N-H), 2954 cm™ (Csp3-H), 1567 cm™ (C=0) e, referente a regido de impressio digital
da molécula, as bandas 1497, 1373, 1259, 1151, 755 e 694 cm™.

No espectro da B-CD Figura 54, a banda larga observada em 3392 cm™ é referente ao
estiramento O-H. A banda em 2927 cm™ é devida ao estiramento da ligagdo C-H de carbono
sp®. A banda em 1651 cm™ é referente & deformagcéo angular H-O-H, da molécula de agua
complexada. Ja a banda em 1151 cm™ é devida ao estiramento C-O-C do anel da ligagéo
glicosidica e o estiramento em 1022 cm referente a ligagdo C-C e C-O. Essas bandas estdo
de acordo com os valores encontrados na literatura; (ZHU; ZHU; XIAO, 2019) encontraram

0s seguintes valores para essas bandas: 3369, 1647, 1158 e 1022 cm™™,

Para o Cl1lb e MF1 (Figura 54) foi possivel verificar algumas bandas caracteristicas da
B-CD, como as bandas largas em 3288/3272 cm™ e 2911/2929 cm™, que possivelmente

sobrepuseram os sinais de 3307 cm™ e 2954 cm™ da molécula de menor intensidade. Foi
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observado também o desaparecimento da banda 1567 cm™, caracteristica da molécula BCAL1 e
referente ao estiramento C=0 da carbonila de cetona. Além disso, observa-se uma reducdo

nas intensidades das bandas 1494 cm™e 1373 cm™.

Figura 54- Espectro na regido do FTIR para BCA1, B-CD, Cl1b e MF1 metodologia 2
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Fonte: Do autor (2023)

No espectro da BCA2 (Figura 55) as bandas observadas foram 3295 cm™(N-H), 2948
cm? (Csp®-H), 1583 cm™ (C=0) e referentes & regido de impressdo digital da molécula as
bandas 1492, 1378, 1263 e 696 cm™.,

Os dois ultimos espectros na regido do FTIR (Figura 55, letras ¢ e d) contém as
informacgdes para CI2b e MF2. Foi possivel observar o desaparecimento da banda em 1583
cm?, caracteristica da BCA2, nem como reducéo nas intensidades das bandas caracteristicas
da molécula presentes no CI2B/MF2 (1488/ 1490 cm™, 1371/1376 cm™ e 1261/1266 cm™).

Nos espectros dos complexos foi observada pouca alteragdo nas bandas caracteristicas
da molécula pura e das CDs. Um dos efeitos foi a reducdo na intensidade das bandas, que
sugere que esses grupos podem estar relacionados a formacao do Cl, uma vez que a insercao
da molécula na cavidade da CD provoca uma restricdo conformacional, reduzindo a
intensidade do sinal (KRINGEL et al., 2017).

As bandas 1567 e 1583 cm™, referentes ao estiramento da ligagdo C=0, ndo foram

observadas no Cllb e CI2b, sugerindo que possivelmente a carbonila estd interagindo de
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alguma maneira com a CD, de forma que seu sinal foi suprimido. (DENG et al., 2022a)
também observaram o desaparecimento da banda referente a carbonila e sugerem que ao se

formar o complexo de incluséo, a cavidade da CD sobrep®e esse sinal.

Figura 55- Espectro da regido do FTIR para BCA2, B-CD, CI2b e MF2, metodologia 2
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5.5. Dissolucéao in vitro

O ensaio de dissolugdo in vitro é um teste fisico-quimico que determina quantidade de
uma substancia que se dissolvem no meio em um determinado periodo. O objetivo de se obter
um perfil de dissolucdo foi prever ou simular o comportamento de um principio ativo (DE
SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007). Este ensaio permite a verificacdo do aumento
inerente na solubilidade das moléculas ap6s a formacdo de complexos de inclusdo. O
aumento na solubilidade intrinseca da molécula, pode estar relacionado ao aumento na
biodisponibilidade das moléculas, uma vez que moléculas pouco sollveis, mesmo que
sejam biologicamente ativas in vitro, dificilmente estdo disponiveis quando testadas in vivo
(BOU-CHACRA et al., 2017; RAJEWSKI; STELLA, 1996).

Através do teste de dissolucdo in vitro, foi possivel verificar os perfis de dissolucdo
para o complexo CI1b (BCA1 e B-CD) e para Cl2b (BCA2 ¢ B-CD) e para as moléeculas
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pura BCAL1 e BCA2. Observa-se que os complexos se dissolvem mais rapidamente do que

as moléculas puras (Figura 56), verificando um aumento em sua solubilidade intrinseca.

Foi determinado que 9,6% das moléculas estavam sollveis ap6s 30 minutos (DP3o),
enquanto apos 180 minutos, tempo total do ensaio, ndo foram dissolvidos 50% do composto
(Tso) para a amostra BCAZ2, substancia pura (Tabela 10). Para o Cl2b, 34% foram

dissolvidos apds 30 min e 50% do composto foi detectado em solugédo apos 55 min.

Para a molécula BCA1 ap6s 30 minutos 8,52 % das moléculas estavam dissolvidas,
no tempo em que foi realizado o experimento ndo chegou a 50% da molécula dissolvida.
Para o Cllb, 53,66% foram dissolvidos apds 30 min e 50% do composto foi detectado em

solucdo apos 25 min.

Diversos trabalhos na literatura observaram esse aumento na dissolucdo da molécula
hospede, como exemplo, podemos citar o complexo de inclusdo com a piperina e a B-CD
modificada com etilenodiamina, esse sistema libera 100% da molécula em 1 hora, sendo
que liberada quando o experimento é realizado para a molécula pura € de 40% (LIU et al.,
2020). Para o complexo entre a diosmina ¢ a HP B-CD, foi observado que 63,63% da
molécula estava dissolvida apds 30 minutos e apenas 16,25%, quando foi usado a molécula
pura (Al et al., 2014).

Esses valores observados na literatura sdo superiores ao observado para 0s
complexos de inclusdo entre a B-CD e BCA1/BCA2, e para a molécula pura, pois essas
moléculas sdo consideravelmente mais apolares que as dos exemplos. Porém, ao comparar
com o complexo de inclusdo obtido por liofilizacdo entre a B-CD e a hidroquinolina, foi
possivel observar que o tempo necessario para 50% da molécula estar dissolvida foi de 70
minutos (PINTO et al., 2021), um tempo maior que o observado nesse trabalho, isso pode

ser um indicativo de formacdo de complexos de inclusdo mais estavel.

Embora, vérias teorias sejam propostas acerca da melhora na dissolugdo ao formar o
complexo de inclusdo ou ndo-inclusdo, por exemplo, o0 processo ainda ndo é totalmente
compreendido. Entretanto, alguns dos efeitos que podem contribuir para um aumento na
dissolucdo, descritos na literatura como a diminui¢éo da tensdo interfacial entre a molécula e
0 solvente, isso se deve a proporcao hidrofilica da molécula hospedeira (RUAN et al., 2005).
Outros fatores predominantes sdo: diminuicdo no estado cristalino da molécula, pois ao

formar o complexo de incluséo a molécula tende a passar para um estado amorfo, assim como
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uma diminui¢do no tamanho da particula (CRAIG, 2002). E o aumento na molhabilidade, ou
seja, ocorre o umedecimento da superficie hidrofébica da molécula devido a solubilizagdo da
ciclodextrina (DUA et al., 2011).

Figura 56- Perfil de dissolucdo em agua da molécula de benzo[c]acridinona (BCALl e BCA2)

e dos complexos de inclusdo BCA1/[1-CD e BCA2/(1-CD obtido pelo método de
liofilizag&o na proporgéo 1:1.
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Fonte: Do autor (2023)

Tabela 10- Taxa de dissolugdo em agua para BCA2 e complexo de inclusdo BCA2/ 3-CD em

agua
Amostras DP30 (%) Tso(min)
BCA2 9,6 > 180
Cl2b 34,0 55
BCA1l 8,52 > 180
Clib 53,66 25

Fonte: Do autor
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5.6. Atividade biolégica

5.6.1. Atividade sobre a fosfolipase A2

O ensaio da atividade fosfolipasica permitiu observar os efeitos da molécula sobre os
processos inflamativos, devido a inibicdo da fosfolipase A2. Essa enzima é responsavel por
catalisar a clivagem da por¢do lipidica da membrana plasmatica, nesse experimento, foi
utilizado a gema de ovo como substrato, fonte de fosfolipidios (KUPFERBERG;
YOKOYAMA; KEZDY, 1981). Utilizou o cloreto de calcio como cofator enzimatico, uma
vez que 0 Ca?* é essencial no mecanismo de hidrolise dos fosfolipidios (TEIXEIRA et al.,
2020). Esse experimento foi realizado usando a mesma propor¢do da molécula, tanto em sua

forma pura ou complexo.

Foram medidos os halos formados (Figura 57) e os dados obtidos foram analisados

utilizando anélise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey.

Figura 57- Atividade da enzima fosfolipase A2, demonstrada pela formacéo dos halos

-

\Iid;ite: Do autor (2023)

Além disso, foi obtido o controle, a amostra que continha apenas a peconha, sem
nenhum tratamento, ela foi considerada como referente a 100% da atividade fosfolipasica e a
partir dela foi calculado a porcentagem de atividade para cada tratamento. Foi plotado os
gréficos para cada tratamento, sendo a) BCAL, b) BCA2, c¢) Cllb (complexo de inclusao
obtido entre BCA1 e B-CD) e d) CI2b (complexo de inclusdo obtido entre BCA1 e B-CD)
(Figura 58).

Ao usar as concentragdes de 15, 30 e 75 ug os melhores resultados foram obtidos para
o tratamento utilizando o complexo de incluséo CI2b, obtendo 85,71, 84,09%, 80,92 da

atividade fosfolipasica.
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Figura 58: Efeitos da molécula a) BCA1 b) BCA2 c) Cllb e d) Cl2b sobre a atividade
fosfolipasica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni. O controle positivo
(10 pg) foi considerado como 100% de atividade enzimatica. Os resultados foram
expressos como as médias das triplicatas obtidas em cada concentracdo da
substancia e seus desvios padrdo. * As médias diferem estatisticamente do
respectivo controle positivo - teste de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Do autor

Todas as amostras testadas BCA1, BCA2, Cllb e CI2b, apresentaram bons resultados,
diferenciaram estatisticamente do controle na concentragdo de 7,5 pg, obtendo 89%,
89%,76% e 80%, respectivamente. Nessa concentracdo, foi possivel observar que o0s

complexos foram mais eficientes para inibir a atividade fosfolipasica.

Os resultados obtidos um potencial para reduzir a atividade fosfolipasica, utilizando baixas
concentragfes da substdncia, ao utilizar o complexo de inclusdo, em uma quantidade
proporcional a da molécula pura, observa-se uma reducdo na atividade da enzima quando

comparado com o composto puro. Foi obtido uma reducdo em torno de 13-30% da atividade



117

enzimética para os derivados de benzo[c]acridinonas complexados ou ndo com a CD, de

acordo com os valores descritos na literatura.

Como para o derivado da poliidroquinolina, que se utilizou concentracdes na faixa 50-
125 mg e teve uma reducdo de 30% na atividade fosfolipidica (MACHADO et al., 2021).
Alguns estudos com extratos de plantas também obtiveram valores similares utilizando
concentracdes na faixa de 5 a 400 pg para a inibi¢do entre 12-16 % da atividade da enzima
(MARQUES et al., 2021).

5.6.2. Atividade proteolitica sobre a caseina

A caseina foi utilizada no ensaio de atividade proteolitica. Ao ser quebrada por uma
enzima protease, presente na peconha de cobras, como as serina proteases, libera aminoacidos
e fragmentos de peptideos. Foi adicionado o amido black, que reage com as proteinas,
fazendo com que sua coloracdo fique azul, conforme mostrado na Figura 59 (WILSON,
1979). Posteriormente, ocorre a descoloracdo das placas, utilizando o &cido acético, para a
verificacdo dos halos, que foram medidos e convertidos em porcentagem, considerando o
valor obtido para o controle, contendo apenas a peconha, como 100%. Além disso, ndo foi
verificada a formacdo de halos para os controles negativos. Os dados foram analisados por
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey.

Figura 59- Estrutura do amido black usado na coloragéo das placas contendo agar, substrato e
0s tratamentos (pos- incubacdo) e os halos, pds-descoloracao.
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Fonte: Do autor (2023)

A molécula de BCA2 e o complexo de inclusdo (CI2b) (Figura 60) reduziram a atividade
proteasica em todas as concentracfes e diferiram estatisticamente do controle, sendo as
porcentagens de inibi¢do para as concentracdes 1,5; 3; 7,5; 15; 30 e 75 ng para BCA2: 91,3%,
84,78%, 86,95%, 84,78%, 78,26% e 84,78% e para Cl2b: 78,26%, 78,26%, 82,61%, 78,26%,
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78,26% e 80,43%, respectivamente (Tabela 11). Foi verificado que, ao comparar a molécula
pura com a mesma concentracdo da molécula complexada, houve um efeito significativo

sobre a atividade enzimatica, demonstrado por um aumento na inibi¢do da enzima

A molécula BCA1 (Figura 60) diferenciou-se estatisticamente (p < 0,05) do controle
nas concentragdes de 3; 7,5 e 30 pg, reduzindo a atividade em 10,87% nas trés concentragdes,
enguanto o complexo de inclusédo reduziu a atividade enzimatica nas concentragdes 1,5; 3; 15;
30 e 75 pg em 15,22%, 19,57%, 8,7% e 15,22%, 19,57%, respectivamente. Nesse estudo foi
observado que as concentragdes de 3 e 30 ug foram as melhores em reduzir a atividade
protedsica para todos os tratamentos.

Tabela 11- Médias em porcentagem obtidas para cada tratamento para BCALl, BCA2 Cllb e

ClI2b sobre a atividade proteédsica. = As médias diferem estatisticamente do
respectivo controle positivo - teste de Tukey (p < 0,05).

Concentracao
(ug/mL) BCA1 BCA2 Clib Cl2b

1.5 9566  91.3* 84.78* 78.26*

3 89.13* 84.78* 80.43* 78.26*
7.5 89.13* 86.95* 9566 80.43*
15 97.84 84.78* 91.3* 78.26*
30 89.13* 78.26* 84.78* 78.26*
75 97.84 84.78* 80.43* 80.43*

Fonte: Do autor (2023)

Esses resultados estdo de acordo com os dados descritos na literatura. Diversos
trabalhos relatam a atividade da enzima protease em extratos de diferentes espécies de
plantas, como Averrhoa carambola L. (carambola) (OLIVEIRA et al., 2021) e Morinda
citrifolia (noni) (MARQUES et al., 2021). Com a substancia isolada/ou composto sintético,
pode-se se mencionar o estudo utilizando o acido vanilico para inibir a atividade proteasica
sobre a caseina, em que se obteve porcentagens de inibicdo entre 10-20% com concentraces
da substancia entre 4-400 ug, utilizando peconha de diferentes espécies de serpentes (CESAR
etal., 2021).

Compostos organicos como as benzo[c]acridinonas podem se ligar ao sitio de
coordenacao no interior das proteases, modificando sua forma e, consequentemente, causando
alteracdes na sua atividade (OLIVEIRA et al., 2021).
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Figura 60- Efeitos da molécula a) BCA1 b) BCA2 c) Cllb e d) Cl2b sobre a atividade
protedsica (%) induzida pela pegonha de Bothrops moojeni. O controle positivo (10
pg) foi considerado como 100% de atividade enzimatica. Os resultados foram
expressos como as médias das triplicatas obtidas em cada concentracdo da
substancia e seus desvios padrdo. = As medias diferem estatisticamente do
respectivo controle positivo - teste de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Do autor (2023)
5.6.3. Atividade antibacteriana
A atividade antimicrobiana foi relatada para varios derivados das benzo[c]acridinonas,
demonstrando potencial para reduzir o crescimento de diversos micro-organismos
(NADARAJ; SELVI; MOHAN, 2009). Para verificar se os complexos de inclusdo causam
algum efeito sobre a bactéria Bacillus subtilis (gram positiva) e Escherichia Coli (gram

negativa), foi realizado o ensaio de difusédo em dico.
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Para a E. coli ndo foi observado a formagéo de halos em nenhum dos tratamentos e nas
condigdes utilizadas, entretanto, Nadaraj e colaboradores (2009), verificaram a inibicdo do
crescimento bacteriano para uma série de derivados das benzo[c]acridinonas. Esse fenbmeno
é constantemente observado em fungos e bactérias, devido as diferentes cepas existentes e a
capacidade de mutacdo desses microorganismos (BRIDIER et al., 2011; KYAW; ARORA,
LIM, 2012). Foi observado a formacdo de halos para a bactéria Bacillus subtilis (Figura 61),
que indicam a zona de inibicdo do crescimento bacteriano, tanto para a molécula pura como
para os complexos de inclusao.

Figura 61- Halos de inibicdo causados pelos derivados de benzo[c]acridinonas sobre a bactéria
Bacillus subtilis

Fonte: Do autor (2023)

Para todos os tratamentos foi observado o aparecimento de halos de inibicdo e as

meédias dos resultados podem ser observadas na (Figura 62).

Figura 62- Gréafico das médias dos halos de inibicdo para Bacillus subtilis. * As médias
diferem estatisticamente do respectivo controle positivo - teste de Tukey (p <

0,05).
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Na concentragdo de 2000 pg/mL, todos os tratamentos diferenciaram estatisticamente
do controle negativo, mas ndo houve diferenca entre estatistica entre nenhum dos tratamentos
testados, sendo os valores médios dos halos de BCA1- 9 mm, BCA 2- 9,67 mm, Cl1b- 9,33
mm e Cl2b- 9,67 mm. Na concentragdo de 1000 pg/mL, a molécula BCA1 nao foi diferente
estatisticamente do controle, entretanto o complexo de inclusdo com esse derivado, BCAL,
demonstrou maior potencial de inibir o crescimento bacteriano que a molécula pura, sendo as
médias do halo de inibicdo para BCAL de 7,33 mm e para Cl1b de 8,67 mm. Ja entre BCA2 e
CI2b, ndo teve diferenca estatistica, sendo a média dos seus halos de inibicdo 9 mm e

8,67mm, respectivamente.

A B-CD ndo apresenta atividade antimicrobiana, o que esta de acordo com varios dos
relatos descritos na literatura. Ou seja, a atividade observada é referente a molécula de
benzo[c]acridinonas e os valores observados estdo proximos aos descritos (NADARAJ;
SELVI; MOHAN, 2009).

A formacdo do complexo de inclusdo aparentemente ndo influenciou na atividade
bactericida da molécula (LI et al., 2017). Resultados similares foram observados ao formar
complexo de inclusdo com o acido clorogénico ¢ a B-CD, ndo foi observado diferencas
estatisticas entre a molécula pura e o complexo (ZHAO et al., 2010). Entretanto, outros
trabalhos relatam uma atividade melhorada, como entre o eugenol e a B-CD, os autores
relataram que possivelmente a ciclodextrina impediu a volatilizacdo rapida o que causou
beneficios na atividade bioldgica (WANG et al., 2011).

5.7. Reacdes paralelas e subprodutos

Durante as analises dos experimentos de DSC e RMN para as moléculas BCA1 e
BCA2 foi observado que elas ndo estavam puras. A formacdo de compostos de reagdes
paralelas fora relatada, na obtencdo de compostos em que se utiliza a 1-naftilamina. A
presenca de subprodutos utilizando uma metodologia similar, com o uso de refluxo, para as
benzo[c]acridinonas foi mencionado na literatura, sendo necessario o uso de cromatografia

liquida de alta resolucéo para obter o produto com maior pureza (MAGALHAES, 2019).

Os dados sugerem que o composto contaminante é um xanteno (XAN), como o 3,3,6,6
tetrametil-9-fenil-3,4,5,6,7,9-hexahidro-2H-xantheno-1,8-dione (Figura 63). Esse composto
foi relatado como subproduto de outras reacgdes, foi sintetizado de forma simultanea junto
com o decahidroacridine-1,8-diona, o estudo tinha como finalidade aplicar essas moléculas
para aplicacdes de bicromoforos em fotofisica (MARTINEZ GOMEZ et al., 2014).
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Figura 63- Estrutura do3,3,6,6 tetrametil-9-fenil-3,4,5,6,7,9-hexahidro-2H-xantheno-1,8-dione

Fonte: Do autor

A comprovacédo da formacgdo desse composto pode ser obtida a partir do espectro de
RMN DE H, um espectro com maior grau de contaminantes foi usado para verificar e provar
a presenca do xanteno. No espectro € possivel observar a presenca de um sinal em 4,93,
referente ao carbono 9, também foi observado a presenca dos carbonos metilenos que estéo
sobrepostos aos sinais do grupo CHz da molécula. Além disso, sdo observados sinais entre
6,88-7,30 que possivelmente pertence a essa molécula. Na literatura essa molécula os valores
de deslocamentos quimicos encontrados para ela sio RMN de *H (DMSO-d6): 7,26-6,89 (m,
5H), 4,93 (s, 1H C-9), 2,42 e 2,03 (8H, CH2) e 0,9 (s, 6H, CH3) (MOHAMMADIAN,;
AKHLAGHINIA, 2018).

Figura 64- Espectro de RMN mostrando os hidrogénios referentes as moléculas de xanteno,
intermediario e benzo[c]acridinona
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Foram observados outros sinais no RMN de *H, acredita-se que além do xanteno, essa

amostra contém um intermediério reacional (Figura 64).

Figura 65- Intermediario reacional, isolado junto com a benzo[c]acridinona

OH H3N

Fonte: Do autor
A presenca desse composto pode ser evidenciada pela presenca de hidrogénios
metilicos com deslocamento em 1 e 1,09 ppm. Além disso, o sinal em 8,42-8,54 ppm indica a
presenca do H-1. Outro indicativo é a presenca de um hidrogénio singleto em 6,05 referente
ao H-7, ele aparece mais desblindado, pois esse hidrogénio possui uma maior mobilidade,
podendo se aproximar dos grupos OH e NH2, que contém atomos doadores de ligagdo de
hidrogénio. A observacdo desse composto sugere que € necessario um maior tempo reacional

para um maior rendimento do produto.

A presenca do xanteno e de um intermediario reacional similar foi observado como
subprodutos na reacdo para a obtencdo de benzoxantenos. Neste trabalho o autor observou
que ao modificar condi¢Ges experimentais como 0 tempo, temperatura, quantidade de
catalisador e o tipo de catalisador e o solvente, mudou a quantidade do produto majoritario e

dos contaminantes (xanteno e intermediario) (LI; LU; SU, 2010)

O mecanismo para obtencdo das benzo[c]acridinonas, segue a via (1 (Figura 66) tem a
formacdo do intermediario |, através de uma condensacdo de Knoevenagel, ocorre a saida de
um atomo de hidrogénio entre as duas carbonilas. Esse anion se conecta ao carbono

carbonilico do benzaldeido, sequida de uma reacéo de eliminacéo.

O intermediario 11, que foi um dos contaminantes observados foi formado através da
reacdo do intermediario | com a 1-naftilamina. A benzo[c]acridinona é formada através da

ciclizacdo intramolecular.
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A via (2) (Figura 66) é uma reacdo paralela, onde o intermediario I, reage com outra
molécula de dimedona, seguida de uma cicliza¢do intramolecular com a liberacdo de uma

molécula de 4gua e a formacéao do xanteno.

Figura 66- Mecanismo reacional para obtencdo das benzo[c]acridinonas (1) e reacdo paralela
para formacdo dos xantenos
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No CI2 ndo foi observado a formagcdo de complexos inclusdao entre a molécula
contaminante e a CD, observou-se apenas a formagéo do Cl com a benzo[c]acridinona, uma
possivel justificativa, talvez seja a maior proporcdo desse composto, ndo sendo influenciado

pelo xanteno.

Entretanto no CI1 foi observado a interacdo do xanteno com a ciclodextrinas,
formando complexo de inclusdo. Sendo comprovado através das correlacbes no ROESY,
observou-se correlacdo, principalmente entre o h9 (do xanteno) com H5, OH2, OH3, OH6 e
H1 e H6, hidrogénios da ciclodextrina (Figura 67). Sugerindo que o xanteno possivelmente
pode-se ligar a ciclodextrina tanto pelo lado externo como pelo interno, interagindo pela
borda estreita. E isso pode justificar os valores de RMN de *H obtido para o complexo 1, uma
vez que foi observado alteracdo no hidrogénio 5 (variacdo no deslocamento quimico de -
0,01), e possivelmente é referente a formacao do Cl entre a CD e o0 xanteno.

Figura 67- Partes do espectro de ROESY 2D obtido para o complexo de inclusao entre BCA1
e B-CD pela metodologia 2
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6. CONCLUSAO

Apesar de ter encontrados dificuldades para obter as benzo[c]acridinonas com maior
pureza, elas foram sintetizadas de forma majoritaria para os dois compostos, sendo necessario
possivelmente uma etapa adicional de purificacdo, quando for observado a presenca de
impurezas. As técnicas de Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e Espectroscopia
na regido do infravermelho com transforma de Fourier foram técnicas essenciais para a

caracterizacdo dessas moléculas, podendo identificar e caracterizar esses subprodutos.

Nos ensaios preliminares das benzo[c]acridinonas foi demonstrado que elas podem
formar complexo de inclusdo com diversas ciclodextrinas, sendo a B-CD uma das mais
eficientes para ambas as moléculas. Além disso, essa ciclodextrina também aumentou em

duas vezes a solubilidade da molécula, indicado pelo estudo da isoterma de solubilidade.

Apesar disso, os complexos de inclusdo podem ser formados com o derivado 2
(BCA2). Enquanto para o derivado 1 (BCAL), foi observado os complexos de ndo-inclusao
(CNI). Seria interessante verificar se com a auséncia de impurezas formaria o complexo de
inclusdo, uma vez que foi verificado a presenca de complexos com o xanteno. As técnicas
usadas para a caracterizagdo dos complexos de inclusdo foram suficientes para comprovar a
formacdo dos Cl e CNI, através das interacGes entre os atomos de hidrogénio da estrutura
tridimensional, alteracdes nas intensidades dos sinais em FTIR e dos picos em calorimetria

exploratoria diferencial.

A formacdo de complexos de inclusdo e ndo inclusdo favoreceram a taxa de dissolugédo
da molécula em ambos os casos, sugerindo uma maior disponibilidade da molécula em

solucéo.

Para as atividades bioldgicas: atividade fosfolipasica, caseinolitica e antibacteriana, a
molécula pura apresentou potencial para serem utilizadas. E quando associada a B-CD teve

seu potencial ampliado, principalmente em menores concentragoes.

Desta forma, utilizar as ciclodextrinas como materiais para alterar as propriedades
fisico-quimicas dessa classe de compostos podem ser realizadas de forma eficaz, com
melhorias na solubilidade intrinseca e no potencial bioldgico, tanto na formacéo de complexos

de inclusdo como os complexos de ndo inclusao.

Como perspectivas futuras € interessante testar a formagéo dos complexos de inclusao

dessas moléculas com ciclodextrinas mais solUveis com a Y-CD e a SBE-CD. Como sdo
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ciclodextrinas mais sollveis, podem aumentar a propor¢do de solubilidade das moléculas
dessa classe. Também seria interessante o uso de outros aldeidos, a fim de obter,

benzo[c]acridinonas com maior potencial biologico.

De acordo com os resultados obtidos € possivel inferir que o complexo de incluséo
obtido a partir da molécula 2, foi mais eficiente para a formacdo do complexo de incluséo e

apresentou uma maior inibicéo na atividade fosfolipasica, proteolitica e antibacteriana.
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