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RESUMO

As reacdes multicomponentes (RMCs) ocorrem quando trés ou mais reagentes sao colocados
em um unico frasco reacional, para geracao de uma molécula maior, sem a necessidade de
purificacdo de cada intermediario. Um exemplo disso, sdo as dihidropirimidinonas (DHPM),
que foi descrita pelo italiano Pietro Biginelli, partindo-se de um aldeido, ureia e acetoacetato
de etila. Essa classe de compostos vem sendo muito explorada, devido as suas atividades
farmacologicas, como atividade antimalarica, antituberculose e atividade citotoxica. Porém,
muitas das vezes esses compostos, apresentam baixa solubilidade em agua, e com isso, utilizam-
se as ciclodextrinas (CDs), para melhorar tal caracteristica. As CDs sdo estruturas com um
formato de cone truncado, compostas por varios monomeros de glicose. Elas s3o utilizadas para
abrigar diversas moléculas em sua cavidade, formando-se entao os complexos de inclusao (CI).
O objetivo deste trabalho, ¢ obter o CI entre a DHPM e a B-ciclodextrina (B-CD), pelo método
da liofilizagcdo. Para isso, a sintese da molécula utilizou-se um sistema de refluxo a uma
temperatura de 80 °C, por um periodo de 1,5h. Para a caracterizagdo dos CI, foram utilizadas
técnicas espectroscopicas como espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H, calorimetria
exploratoria de varredura (DSC) e microscopia eletronica de varredura (MEV). O ensaio de
isotermas de solubilidade foi usado para determinar a constante de associac¢do (Ka), permitindo
avaliar o comportamento e a mudanga de solubilidade do sistema (DHPM + B-CD), mediante
ao aumento da concentracdo da molécula hospedeira. Ensaios de dissolugdo in vitro, foram
realizados, para estabelecer a relagdo entre o tempo e a porcentagem de DHPM dissolvida.
Propos também analisar o potencial biologico dos CI e a molécula obtida do produto de sintese,
avaliando a toxicidade aos efeitos na germinagao, utilizando modelo vegetal Lactuca sativa L.
(alface). Como resultados obtidos, a DHPM foi caracterizada pelas técnicas de FTIR e RMN
de 'H, confirmando sua obten¢do. No ensaio de solubilidade em solugdo aquosa, foi observado
que a solubilidade aumentou 1,73; 1,53 e 1,43 vezes nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C,
respectivamente, com o aumento na concentragdo de ciclodextrina. As analises
espectroscopicas, térmicas € microscopicas puderam confirmar a forma¢ao dos complexos de
inclusdo. Ensaios de dissolugdo in vitro mostraram que os complexos de inclusdo melhoraram
significativamente a solubilidade da DHPM em agua e sua taxa de dissolu¢do, indicando
potenciais benéficos para liberagdo controlada e biodisponibilidade. No ensaio utilizando o
modelo vegetal, os CI e a molécula ndo apresentaram toxicidade nas sementes de alface, na
concentracgdo testada. Adicionalmente, estudos como por exemplo, Biologia Molecular, podem
ser necessarios para investigar potenciais efeitos citogenetdxicos e os mecanismos de acao que
estas substancias podem causar em células vegetais. Ainda, por se tratar de um composto
relacionado a area farmacéutica, testes in vivo sdo de extrema importancia e devem ser
realizados pois confirmam a biodisponibilidade do farmaco, garantindo a0 mesmo tempo a
seguranca toxicologica antes de considerar sua aplicagdo clinica e terapéutica.

Palavras-chave: Reacdo multicomponente; dihidropirimidinona; ciclodextrina; complexo de
inclusdo; biodisponibilidade; ensaios in vitro



ABSTRACT

Multicomponent reactions (MCRs) occur when three or more reactants are placed in a single
reaction vessel to generate a larger molecule, without the need to purify each intermediate. An
example of this is the dihydropyrimidinones (DHPMs), described by the Italian scientist Pietro
Biginelli, starting from an aldehyde, urea, and ethyl acetoacetate. This class of compounds has
been extensively explored due to their pharmacological activities, including antimalarial,
antitubercular, and cytotoxic activities. However, these compounds often present low water
solubility, which is why cyclodextrins (CDs) are used to improve this characteristic. CDs are
structures with a truncated cone shape, composed of multiple glucose monomers. They are used
to encapsulate various molecules in their cavity, thus forming inclusion complexes (ICs). The
objective of this work is to obtain the IC between DHPM and B-cyclodextrin (B-CD) via the
lyophilization method. For this, the synthesis of the molecule utilized a reflux system at 80 °C
for a period of 1.5 hours. To characterize the ICs, spectroscopic techniques such as Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, proton nuclear magnetic resonance ('H NMR)
spectroscopy, differential scanning calorimetry (DSC), and scanning electron microscopy
(SEM) were used. Solubility isotherm assays were used to determine the association constant
(Ka), allowing the evaluation of the system's (DHPM + B-CD) solubility behavior and changes
in response to increased host molecule concentration. In vitro dissolution assays were
performed to establish the relationship between time and the percentage of DHPM dissolved.
Additionally, this study proposed analyzing the biological potential of the ICs and the
synthesized product, evaluating toxicity effects on germination using the plant model Lactuca
sativa L. (lettuce). As for the results, DHPM was characterized using FTIR and 'H NMR
techniques, confirming its synthesis. In the solubility assay in an aqueous solution, solubility
increased by 1.73, 1.53, and 1.43 times at 25, 35, and 45 °C, respectively, with increased
cyclodextrin concentration. Spectroscopic, thermal, and microscopic analyses confirmed the
formation of inclusion complexes. In vitro dissolution assays showed that inclusion complexes
significantly improved DHPM’s solubility in water and its dissolution rate, indicating potential
benefits for controlled release and bioavailability. In the plant model assay, the ICs and the
molecule showed no toxicity at the tested concentration on lettuce seeds. Additionally, studies
such as Molecular Biology may be necessary to investigate potential cytogenotoxic effects and
the mechanisms of action that these substances might exert on plant cells. Furthermore, as this
is a compound related to the pharmaceutical field, in vivo tests are extremely important and
should be conducted to confirm drug bioavailability, ensuring toxicological safety before
considering clinical and therapeutic applications.

Keywords: Multicomponent reaction; dihydropyrimidinone; cyclodextrin; inclusion complex;
bioavailability; in vitro assays



Impactos sociais, tecnologicos, econdomicos e culturais

A industria sintética apresenta atualmente uma grande relevancia para a populagdo, pois
diversas formulagdes sao destinadas para a mesma afim de trazer melhorias. Um exemplo disso,
¢ aindustria farmacéutica, que tenta sempre melhorar a expectativa de vida dos humanos. Nesse
cenario, a utilizagdo de compostos farmacéuticos advindos de reagdes multicomponentes tem
chamado aten¢do, devido ao seu facil manuseio, aplicagdao e estudos interessantes devido as
suas propriedades farmacologicas. As reacdes multicomponentes sdo definidas como reagdes
rapidas, que ocorrem em uma Unica etapa, sem causar impactos ambientes, visto que engloba
principios que sao estudados e elucidados pela Quimica Verde. O impacto deste trabalho
transcende o campo econOmico e cultura, atingindo também o meio ambiente, pois a formacao
de complexos de inclusdao com ciclodextrinas em farmacos ¢ de grande importancia. No
contexto econdmico, as ciclodextrinas melhoram a solubilidade e a biodisponibilidade de
farmacos pouco soluveis, o que permite o desenvolvimento de formulagdes mais eficientes com
quantidades reduzidas de principio ativo. Isso gera economia nos custos de producdo e
desenvolvimento. Além disso, ajudam a estabilizar moléculas farmacéuticas, prolongando a
vida util dos medicamentos, o que reduz perdas financeiras relacionadas a degradagdo de
compostos instaveis. Sob o aspecto ambiental, esses carreadores sdo obtidos a partir de fontes
renovaveis, como o amido, sendo compativeis com os principios da quimica verde. Seu uso
pode reduzir a necessidade de solventes organicos durante a produgdo e diminuir a toxicidade
ambiental, ja que possibilitam a administracdo de doses menores de farmacos, contribuindo
para uma menor pegada ecologica das industrias farmacéuticas. No campo social, os complexos
de inclusdo com ciclodextrinas trazem beneficios a saude publica ao aumentar a eficacia e a
seguranga dos medicamentos. Ao melhorar a biodisponibilidade de farmacos de dificil
absorcao, as ciclodextrinas viabilizam o desenvolvimento de novos tratamentos, inclusive para
doengas cronicas e raras, tornando os tratamentos mais acessiveis e promovendo maior
qualidade de vida para a populagdo. A utilizacdo destes materiais esta alinhada com diversos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagdo das Nac¢des Unidas (ONU).
O trabalho contribui para o crescimento econdmico e a geragao de emprego (ODS 8), fomenta
a inovag¢do na industria quimica (ODS 9), promove o consumo e a producao responsavel (ODS
12) e possibilita o estabelecimento de parcerias entre indistrias de diferentes setores (ODS 17).
Dessa forma, essa iniciativa nao so reduz custos e valoriza a cultura local, mas também fortalece
préticas sustentaveis e promove impactos sociais € econdmicos positivos e significativos.



Social, technological, economic, and cultural impacts

The synthetic industry currently holds significant relevance for society, as various formulations
are designed to bring improvements to it. An example of this is the pharmaceutical industry,
which is always striving to improve human life expectancy. In this context, the use of
pharmaceutical compounds derived from multicomponent reactions has gained attention due to
their easy handling, application, and interesting studies on their pharmacological properties.
Multicomponent reactions are defined as fast reactions that occur in a single step, without
causing environmental impacts, as they encompass principles studied and elucidated by Green
Chemistry. The impact of this work transcends the economic and cultural fields, also reaching
the environment, as the formation of inclusion complexes with cyclodextrins in drugs is of great
importance. From an economic perspective, cyclodextrins improve the solubility and
bioavailability of poorly soluble drugs, allowing the development of more efficient
formulations with reduced amounts of active ingredients. This results in cost savings in
production and development. Furthermore, they help stabilize pharmaceutical molecules,
extending the shelf life of medications, which reduces financial losses related to the degradation
of unstable compounds. From an environmental standpoint, these carriers are obtained from
renewable sources, such as starch, aligning with the principles of green chemistry. Their use
can reduce the need for organic solvents during production and decrease environmental toxicity
since they enable the administration of lower doses of drugs, contributing to a smaller
ecological footprint for pharmaceutical industries. On the social front, inclusion complexes with
cyclodextrins offer public health benefits by enhancing the efficacy and safety of medicines.
By improving the bioavailability of poorly absorbed drugs, cyclodextrins facilitate the
development of new treatments, including for chronic and rare diseases, making treatments
more accessible and promoting a higher quality of life for the population. The use of these
materials is aligned with several Sustainable Development Goals (SDGs) of the United Nations
(UN). The work contributes to economic growth and job creation (SDG 8), fosters innovation
in the chemical industry (SDG 9), promotes responsible consumption and production (SDG 12),
and enables partnerships between industries from different sectors (SDG 17). In this way, this
initiative not only reduces costs and values local culture but also strengthens sustainable
practices and promotes positive and significant social and economic impacts.
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1 INTRODUCAO

Umas das maiores preocupagdes dos pesquisadores na area de sintese organica, ¢ o
aprimoramento da eficiéncia nas reacdes, reducdo e gerenciamento dos residuos quimicos. Toda
essa preocupacdo esta diretamente relacionada com o bem estar do ser humano ¢ do meio
ambiente. Dentre essa vertente, surge-se entdo a Quimica Verde que tem por objetivo reduzir
ou eliminar o uso de substancias que sejam prejudiciais a saide e ao meio ambiente, buscando
solucdes com base em conhecimentos quimicos € am bientais. Ela ¢ composta por doze
principios, procurando sempre minimizar o uso de solventes toxicos em sinteses e analises
quimicas, o que consequentemente gera residuos ambientalmente desfavordveis
(DUVAUCHELLE; MEFFRE; BENFODDA, 2023).

Dessa forma, as sinteses multicomponentes (RMCs) vem ganhando espago na industria
sintética, pois engloba todos os principios postulados pela Quimica Verde . Elas sdo reagdes
que ocorrem em apenas uma unica etapa, partindo de trés ou mais reagentes em um Unico frasco
reacional. A finalidade desse tipo de reacdao ¢ a constru¢do de uma molécula maior, sem a
formagao de subprodutos ou derivados. Elas sdo consideradas eficientes, pois ndo requerem um
método de purificagdo e ndo ha a necessidade de isolamento de intermediarios, o que facilita a
sua execucdo e também a reducgdo de residuos quimicos, que sdo descartados indevidamente na
natureza (ZHANG; YOU; HONG, 2018).

A produgdo de uma classe de moléculas notaveis, sdo os derivados de
dihidropirimidinonas (DHPM), descoberta pelo italiano Pietro Biginelli, em 1893. Ela ¢
considerada uma sintese multicomponente, produzida a partir de um aldeido, acetoacetato de
etila e ureia. Diversas moléculas pertencentes a classe, possuem diversas atividades bioldgicas
importantes, sendo amplamente utilizadas no tratamento de doengas cardiovasculares, como a
hipertensdo. Além disso, sdo conhecidas por sua agdo antibacteriana, antituberculose e
citotoxica (anticancer) (MATOS et al., 2018).

No entanto, essas moléculas obtidas por processos sintéticos, apresentam uma
desvantagem no que diz respeito a sua solubilidade aquosa. Para melhorar a biodisponibilidade
das mesmas, diversas metodologias foram desenvolvidas, como a utilizagcdo por exemplo de
lipossomas e microemulsdes. Dentre essas metodologias, a formagao de complexos de inclusao
(CI) utilizando as ciclodextrinas (CDs), tem chamado aten¢do (PINTO et al., 2021).

As ciclodextrinas sdo considerados oligossacarideos, formados por unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas al->4. Sdo compostos ciclicos produzidos a partir da

degradacdo enzimatica do amido pela acdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (EC
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2.4.1.19) , encontradas abundantemente na mandioca, milho, batata, trigo e seus derivados.
Possuem formato de um cone truncado, possuindo a cavidade interna hidrofobica e a parte
externa, hidrofilica (PESTOVSKY; MARTINEZ-ANTONIO, 2018).

Podem ser encontradas em suas formas naturais ou modificadas. As ciclodextrinas
naturais sdo denominadas: a-CD, B-CD e y-CD, contendo seis, sete ¢ oito monOmeros de
glicose, respectivamente, em sua composi¢do. Dentre elas, a mais comum ¢ a B-CD, devido a
sua cavidade interna poder suportar uma molécula hospedeira com massa molecular entre 100
e 400 g mol ™! Além disso, devido as suas grandes propriedades, ela ¢ amplamente utilizada pelo
seu custo beneficio e por ter um uma cavidade com um didmetro com cerca de 7 A, capaz de
acomodar um anel aromatico. Ja as ciclodextrinas modificadas, sdo submetidas a processos
quimicos através de reagdes com varias moléculas. O intuito desse processo ¢ formar derivados
com diferentes propriedades fisico-quimicas, afim de melhorar a solubilidade e estabilidade
(CARVALHO, 2018).

A finalidade de formar o complexo de inclusdo com as CDs, ¢ modificar as propriedades
fisico-quimicas do sistema hdspede-hospedeiro, melhorando a dissolugdo da molécula hospede
em agua, e assim, aumentando a sua biodisponibilidade (CARVALHO, 2018).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho ¢ preparar um complexo de inclusdo entre
ciclodextrina ¢ DHPM e aliar a sintese organica, através da sintese multicomponente, para
obtenc¢do de principios ativos e promover melhorias no potencial dessas substancias. Propos
também analisar o potencial bioldgico da molécula de DHPM e dos complexos de inclusdo,
avaliando a toxicidade dos compostos e seus efeitos na germinag¢ao, utilizando o modelo vegetal

Lactuca sativa L. (alface).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho ¢ preparar o complexo de inclusdo entre DHPM e B-CD,
combinando a sintese organica, através de reacdes multicomponentes, para obter principios
ativos e aprimorar o potencial dessas substancias. Prop0s analisar o potencial bioldgico da
molécula de DHPM e dos complexos de inclusdo, avaliando a toxicidade dos compostos e seus

efeitos na germinacgao, utilizando o modelo vegetal Lactuca sativa L. (alface).
2.2 Objetivos especificos

e C(Caracterizagdo da dihidropirimidinona por técnicas espectroscopicas como:
Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN);

e Avaliar a afinidade da molécula pela ciclodextrina e verificar alteragdes na solubilidade
intrinseca em agua, utilizando as isotermas de solubilidade;

e Obtencdo e caracterizacdo da formag¢do do complexo de inclusdo (CI), utilizando
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), microscopia eletronica de varredura (MEV) e ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H;

e Realizar ensaio de dissolugdo in vitro dos complexos de inclusdo e da molécula em sua
forma pura

e Investigar as potencialidades do complexo de inclusdo em ensaios biologicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sinteses Multicomponentes - RMCs

Atualmente, os quimicos tém buscado alternativas sustentaveis para o desenvolvimento
de novas sinteses e para a conservacao e preservacdo do meio ambiente. Um exemplo disso,
sdo as reagdes multicomponentes (RMCs), que consiste na formagdo de moléculas maiores,
possibilitando a formagao de diversas novas estruturas com diferentes grupos funcionais e suas
aplicagoes, por meio de variagdes nos materiais de partidas (TABASSUM; GOVINDARAIJU;
PASHA, 2017; ZHU et al.,, 2022).

Elas s3o definidas como reagdes que partem de trés ou mais reagentes, em um Unico
frasco reacional (denominada one pot) com a finalidade de gerar uma estrutura mais complexa,
fazendo com que todos os compostos reajam entre si, para a formag¢ao do produto. Além disso,
nessas reagdes ndo ha a formagdo de derivados e subprodutos (CIMARELLI, 2019;
DOMLING, 2006). Essa sintese tem chamado muito aten¢io da industria quimica, pois
apresenta vantagens em relag@o as sinteses tradicionais e esta de acordo com os principios da
quimica verde. Como exemplo, pode estar relacionado a eficiéncia das reagdes, reducdo de
residuos, prevencao de uso de reagentes toxicos e utilizacdo de forma responsavel dos recursos
disponiveis (NISHANTH RAO et al., 2021). A Figura 1, mostra o esquema de como ocorre as
reacdes tradicionais e as sinteses multicomponentes.

Figura 1 — Representa¢do esquematica de como ocorre as sinteses tradicionais e as sinteses
multicomponentes. Dentro do Erlenmeyer, a cor em roxo, representa uma
substancia A; em vermelho, representa a substancia B e em verde, representa a

substancia C.

SINTESES TRADIGIONAIS

B c (c)
(noN (@0

SINTESES MULTICOMPONENTES

Eow no

Fonte: Do autor (2024).
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No entanto, as RMCs se tornam vantajosas e mais eficientes do que as sinteses organicas
tradicionais, pois conseguem formar grandes estruturas, a partir de uma unica etapa e somente
um processo de purificacao, ou seja, nao necessita fazer o isolamento de intermediarios. Isso €
ecologicamente vidvel, pois facilita a simplificagdo da sintese e reduz a produgdo de residuos
quimicos (CIMARELLI, 2019; ELDERS et al., 2009).

Nesse contexto, a busca por maiores lucros nas industrias quimicas, juntamente com o
avango dos métodos sintéticos e o uso de produtos naturais, a busca de substancias naturais e
artificiais estdo em ascensao no mercado, pois estdo diretamente ligadas ao desenvolvimento
de farmacos e outras substancias que podem ser benéficas ao ser humano e ao meio ambiente.
Dessa forma, € inegavel a presenca da quimica organica, em conjunto com a industria sintética,
uma vez que muitos produtos obtidos através destas sinteses sdo explorados de produtos e fontes
naturais, devido as suas propriedades que muitas das vezes sdo satisfatorias e benéficas para
fins medicinais (SANGI, 2016).

Diante do exposto, as RMCs surgem como estratégias sintéticas fundamentais, pois
estdo em consonancia com os 12 (doze) principios da quimica verde, formulados por Anastas e
Warner, conforme mostra a Figura 2, abaixo.

Figura 2 — Os principios da Quimica Verde.

12. Quimica intri t
segura para a prevengao de
acidentes

11. Analise em tempo real para
a prevengao da poluigao 1. Prevengao

10. Produtos degradaveis %

9. Catalise = => 3. Sintese segura

8. Evitar aformagaode % \ 4. Desenvolvimento de

derivados produtos seguros

2. Eficiencia atomica

5 Uso de solventes e
7. Uso de fontes de matéria auxiliares seguros
prima renovavel 6. Busca pela eficiéncia
de energia

Fonte: Do autor (2024).
No entanto, ha véarios relatos de sinteses multicomponentes que ja foram descritas e

elucidadas na literatura, conforme mostra a linha do tempo ilustrada na Figura 3.
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Figura 3 — Linha do tempo das sinteses multicomponentes descritas na literatura.

Strecker

Hantzsch

Mannich

Fonte: Do autor (2024).

A primeira, foi postulada em 1850, através de estudos de Von Adolph Strecker. Essa
reacdo tem como principio a formacao de a-aminoacidos e a-aminonitrilas, partindo de aldeido
ou cetonas, aminas primarias ou secundarias e sais de cianeto, conforme mostra a Figura 4. Ela
foi de extrema importancia, uma vez que foi a primeira sintese que constituiu de um método
simples e eficiente, para a obtengdo de aminodcidos, cujas moléculas sdo biologicamente
importantes aos seres vivos (EZZATZADEH; HOSSAINI, 2020; KOUZNETSOV, GALVIS,
2018). Além disso, estudos demonstraram que essa classe de moléculas possui atividade como
inibidores da enzima acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) e moduladores do bioprocesso de
carboidratos (ROGERIO et al, 2016).

Figura 4 - Sintese multicomponente proposta por Strecker.

Q NH, NH

2
)j\ NH./HCN /k +
R H ———— r7ion A2, R/LH\COOH

Fonte: Do autor (2024).

Em 1882, o alemao Hantzsch, estudou as sinteses das dihidropiridina (DHP), utilizando
dois compostos dicarbonil, uma amina e um aldeido, conforme mostra a Figura 5a. As
dihidropiridinas tem demonstrado grande importancia para a induastria farmacéutica, pois se
destacam principalmente por sua atividade anti-hipertensiva. Um dos exemplos dessa sintese,
¢ a obten¢do do farmaco felodipino (Figura 5b), que tem a¢do vasodilatadora, bloqueador dos
canais de célcio e utilizado também para o tratamento de hipertensdo (BRINKERHOFF et al,
2019).



25

Figura 5 - Reagdo multicomponente a) Reacdo de Hantzsch b) Representagdo da estrutura
quimica do farmaco Felodipino.

a)
4
o o fo) (@] R (@]
2 JJ\/U\ z 2 JJ\ Rz\ /R2
! O/R + R=NH, + R% H o 10 | | o
RY 'T‘ Rr!
R3
b)
Cl
Cl
O (0]
/\O O/

Fonte: Do autor (2024).

Na Universidade de Florenga, em 1893, o italiano Pietro Biginelli, foi capaz de estudar
a sintese multicomponente, investigando as sinteses de 3,4-dihidropiridin-2-(1H)-ona (DHPM),
partindo de trés reagentes: aldeido, acetoacetato de etila e ureia, conforme mostra a Figura 6a.
Essa classe de compostos tem chamado aten¢do dos pesquisadores em relacdo as suas
propriedades farmacologicas, visto que derivados dessa sintese tem atividade antimalarica,
antituberculose e citotdoxica (anticancerigena) (NAGARAJAIAH; MUKHOPADHYAY;
MOORTHY, 2016; RAMOS; RODRIGUES; NETO, 2019). Um exemplo de derivado dessa
classe, ¢ o monastrol (Figura 6b), um inibidor alostérico da proteina cinesina Eg5, que tem a
capacidade de atuar com agentes anticancer, o que impossibilita a proliferacdo de células
cancerigenas, sem conter efeitos colaterais (AL-OBAIDI et al, 2016; SEBASTIAN;
RAGHAYV; RATHINASAMY, 2022; WU et al., 2020).



Figura 6 - Sintese proposta por Biginelli (a). Em (b) a formula estrutural do monastrol.

a)
o R
0] 0] O O 2
R\
J\/U\ R? ' )]\ + J\ © NH
R' o7 HNT SNH, RNy —— | /g
1
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|
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Fonte: Do autor (2024).
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Partindo de uma amina, um aldeido e um reagente com uma carbonila, em meio acido,

como ¢ mostrado na Figura 7, é possivel obter uma classe de compostos com propriedades

bioativas de enorme interesse, essa classe de substincias ficou conhecida como bases

de

Mannich, em homenagem ao pesquisador que desenvolveu essa sintese, Carl Mannich (1912).

Essas bases sdo conhecidas pelo seu grande potencial, por serem usadas como intermediarios

sintéticos em compostos que possuem N (nitrogénio). Além disso, estudos relatados

na

literatura, inferem que essa classe de compostos tem demonstrado seu potencial em diversas

atividades biologicas como antimicrobianas, anti-inflamatorias e analgésicas (FILHO et al,

2017; ROGERIO et al, 2016).

Figura 7 - Sintese multicomponente proposta por Mannich.

Fonte: Do autor (2024).
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Também foi possivel estudar sobre a reatividade das isonitrilas, através de estudos
propostos por Passerini (1921) e Ugi (1959). Da reagdo de Passerini (Figura 8a), utilizam-se
materiais de partidas como acido carboxilico, aldeido e uma isonitrila, para a producdo de a-
acilocarboxamidas, que possuem propriedades fungicidas (ROGERIO et al, 2016) Enquanto as
sinteses de Ugi (Figura 8b), dispdem de quatro componentes, sendo um aldeido, uma amina,
um 4acido carboxilico e uma isonitrila, para fabricagdo e obtengdo de a-aminoacilamidas, que
sao produtos com alta aplicabilidade no ramo medicinal (ROGERIO et al, 2016).

Figura 8 - Sintese multicomponente. Em a) Sintese de Passerini b) Sintese de Ugi.
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Fonte: Do autor (2024).

Nota-se entdo, que com as reagdes multicomponentes, ja foram comercializadas
diversas substancias das mais variadas classes. Diante disso, estas sinteses ndo s6 despertam o
interesse dos quimicos, mas também constituem um grande desafio da pesquisa em sintetiza-
las, devido a grande versatilidade de reagentes dispostos em nosso meio, para a construg¢ao de
diversas estruturas quimicas (PINTO et al, 2021).

Por algum tempo, houve pouco interesse por esse tipo de sintese entre os pesquisadores.
No entanto, o grafico ilustrado na Figura 9, revela um aumento significado desse interesse,
impulsionado pelas descobertas recentes e pelas vantagens das reagcdes multicomponentes, em
comparagdo com as metodologias de sinteses tradicionais. Uma andlise na base de dados Web
of Science do portal Periddicos Capes, utilizando as palavras-chaves “multicomponent and
synthesis”, revela uma tendéncia de crescimento consistente. Em 1995, foram identificadas
apenas 39 publicagdes utilizando as sinteses multicomponentes. Apds o decorrer dos anos,
houve um aumento gradativo, mesmo apds ao cenario mundial enfrentado pela pandemia do

Covid-19, o namero de publicacdes ndo diminuiu. Esse aumento na produgdo cientifica
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demonstra o crescente interesse dos pesquisadores nas RMCs, motivado pela sua grande
versatilidade e potencial para impulsionar avangos significativos na area.

Figura 9 - Numero de publicagdes na Web of Science utilizando as sinteses multicomponentes
dos anos de 1995 até final do ano de 2023.
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Fonte: Do autor (2024).

3.2 Dihidropirimidinonas

Os compostos organicos heterociclicos sdo de grande importancia na quimica organica,
sendo encontrados em aproximadamente um terco de todas as publicagdes na area. Esses
compostos possuem uma cadeia carbonica ciclica, contendo um heteroatomo, geralmente O
(oxigénio), N (nitrogénio) ou S (enxofre). Desempenham um papel crucial em diversas
aplicacdes farmacoldgicas, uma vez que sdo componentes essenciais de acidos nucleicos (DNA
e RNA), aminodcidos e produtos naturais (GONZALEZ—HERNANDEZ; etal.,2019; KAUR
etal.,2017).

Como ja mencionado, a sintese das DHPM ¢ realizada através de um aldeido, ureia e
acetoacetato de etila, em meio 4cido. Entretanto, a literatura dispdes de trés propostas possiveis
de mecanismo, formando assim trés intermediarios diferentes de reacdo. Essas propostas sao
denominadas de rota do ion iminio, enamina e Knoevenagel.

A rota do ion iminio, surgiu no ano de 1993, por Folkers e Johnson, considerando o meio
reacional acido. Ocorre inicialmente, uma condensagao aldolica entre a ureia e o aldeido, tendo
como intermediario da reacdo, o ion iminio. Posteriormente, ocorre uma adicao nucleofilica
com o acetoacetato de etila, fornecendo a molécula de interesse, conforme ¢é elucidado o

mecanismo reacional, na Figura 10.
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Figura 10 - Proposta de mecanismo de Folkers e Johnson — Rota do ion iminio.
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Fonte: Do autor (2024).

A segunda proposta, também desenvolvida por Folkers e Johnson, relatado no ano de
1993, ficou conhecida como rota da enamina. O mecanismo reacional ¢ descrito na Figura 11,
abaixo.
Figura 11 - Proposta de mecanismo de Folkers e Johnson — Rota da enamina.
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Fonte: Do autor (2024).

Ja em 1973, Sweet e Fissekis propuseram o mecanismo denominado reagdo de
Knoevenagel. O intermedidrio dessa reacao ¢ denominado carbanio e ocorre inicialmente uma
condensacdo alddlica entre o benzaldeido e o acetoacetato de etila. Por fim, ocorre a reagao
com a ureia, para dar origem ao produto da sintese de Biginelli. A Figura 12, evidencia o

mecanismo reacional.
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Figura 12 - Mecanismo reacional de Knoevenagel.
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Fonte: Do autor (2024).

Estudos realizados por Souza e colaboradores (2009), demostraram que a rota do ion
carbanio ocorre de forma muito lenta, o que ocasiona uma contribuicdo muito lenta para a
formagao do produto. Ainda, os autores inferem que a reacdo de Knoevenagel possui uma
energia de ativagdo maior. Dessa forma, através de calculos tedricos, evidencia que a rota do
fon iminio, proposto em 1993 ¢ o mecanismo mais plausivel em termos cinéticos e
termodinamicos.

Através das sinteses das dihidropirimidinonas, uma ampla variedade de farmacos e
compostos com potencial farmacologico possuem estruturas contendo heterociclicos. Desde o
final do século XIX, esses compostos vém ganhando espago na quimica medicinal, devido as

suas atividades bioldgicas (KAZEMI, 2020; MATOS et al., 2018).

3.2.1 Atividades biologicas das dihidropirimidinonas

Os compostos heterociclicos sdo de extrema importancia para a quimica organica e
quimica bioldgica, pois desempenham varios mecanismos de a¢do, devido as suas propriedades
farmacologicas. Dentre elas, destacam-se atividade antitumoral, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antifungica e atividade inibidora dos canais de calcio (SAFARI et al.,
2020; SAGHA et al., 2022; SANA et al., 2019). Um esbogo das diferentes atividades bioldgicas

das dihidropirimidinonas ¢ mostrada na Figura 13.
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Figura 13 - Algumas atividades bioldgicas das dihidropirimidinonas.
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Fonte: Kaur et al (2017), com modificagdes pelo autor (2024).
3.2.1.1 Atividade anti-inflamatoria

Em 2004, Kumar e colaboradores puderam sintetizar e avaliar derivados do acido 4,6-
(-aril substituido)-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroirimidina-5-il]-acético como possiveis agentes anti-
inflamatoérios. A atividade desses compostos foi avaliada com base no diclofenaco sédico, que
¢ um medicamento padrao de referéncia. No trabalho, foi realizado a atividade anti-inflamatoéria
em ratos albinos, no qual a redugdo percentual na inflamagdo foi registrada apos 3 horas da
administracdo de carragenina (um polissacarideo sulfatado extraido de algas vermelhas
marinhas), comparando-se os compostos testados com os animais tratados com o farmaco
(diclofenaco sodico) e o carboidrato (carragenina). Trés séries de moléculas foram sintetizadas,
cada uma com diferentes grupos funcionais, mencionados como R! e R? conforme mostrado na
Figura 14. Alguns compostos demonstraram atividade anti-inflamatoria, sendo denominados de
A, B e C os mais potentes, destacando-se a importancia do grupo 4-metoxi em C-4 na atividade
dos compostos. A presenga do grupo 4-metoxi fenil aumentou a atividade dos compostos,
enquanto o grupo fenil em C-6 reduziu essa atividade. Substituicdes diferentes para o grupo
metoxi em C-4 resultaram em uma diminui¢ao da atividade anti-inflamatéria (KAUR et al,

2017).
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Figura 14 - Exemplo de dihidropirimidinona com atividades anti-inflamatoéria.
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Fonte: Do autor (2024).
3.2.1.2 Atividade antibacteriana

Rajaarendar e colaboradores puderam sintetizar compostos derivados da piperazina e
pirimidina ligados a morfolina para testar como agentes antimicrobianos. Eles avaliaram a
atividade desses compostos contra diferentes tipos de bactérias, sendo Gram-positivas, quanto
Gram-negativas. Os resultados indicaram que os compostos possuiram uma boa atividade
antibacteriana, até superando a ciprofloxacina, um antibidtico comum. Os compostos mais
eficazes denominados de A, B e C, demonstraram atividade comparavel a ciprofloxacina

(KAUR et al., 2017). As estruturas desses compostos estao ilustradas na Figura 15.

Figura 15 - Exemplos de dihidropirimidinonas com atividade antibacteriana.
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Fonte: Do autor (2024).
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3.2.1.3 Atividade anti-HIV

No ano de 2015, Sari e pesquisadores puderam sintetizar derivados do acido
dihidropirimidina a,y-dicetobutanodico para atingir a integrase do HIV (uma enzima essencial
para o ciclo de vida do Virus da Imunodeficiéncia Humana). Eles sintetizaram duas classes de
compostos, denominados de primeira e segunda geracdo. O objetivo principal foi avaliar a
atividade enzimatica contra a integrase do HIV. Os compostos A, B, C e D (Figura 16) foram

0s que mais inibiram a transferéncia e as cadeias submicromolares.

Figura 16 - Exemplos de dihidropirimidinonas com atividades anti-HIV.
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Fonte: Do autor (2024).

Os estudos revelaram que a substituigdo do C-6 emerge como um determinante critico
da eficacia dos compostos em questdo. Quando o grupo funcional R? foi substituido por radicais
menores (como metila ou etila), uma notavel elevacao da atividade bioldgica foi constatada.
Em contrapartida, a substitui¢io do R? por grupos volumosos, como fenil e isopropil, resultou
em uma diminuicdo progressiva da atividade. Este fenomeno evidencia a intolerancia ao
impedimento estérico no carbono 6, sugerindo sua influéncia direta na poténcia dos compostos

(KAUR et al., 2017).
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3.2.1.4 Atividade anti-hipertensiva

Em 2010, Alam e pesquisadores, conduziram a sintese de 1,4-dihidro-5-pirimidina
carboxamidas visando sua aplicagdo como agente anti-hipertensivos. Foram sintetizadas um
total de trinta moléculas e submetidos a avaliacdo da sua atividade por meio do método do
manguito de cauda, que mede a pressdo arterial sistolica. Estas moléculas foram comparadas
ao nifedipino, um medicamento padrdo. Entre os trinta compostos, apenas cinco se destacaram
como 0s mais potentes. A analise da relacdo de atividade estrutura revelou que substituigdes
variadas no anel fenil, ligado a por¢ao pirimidina, desempenharam papel crucial na modulagao
da atividade anti-hipertensiva. Especificamente, a introdu¢do de grupos doadores de elétrons,
como -OCHj3 nas posigdes 3 e 4, resultou em um aumento da atividade anti-hipertensiva.
Substituigdes em outros anéis fenil também influenciaram a atividade, destacando-se a maior
atividade observada nos derivado benzil substituidos. Além disso, constatou-se que os
derivados substituidos por cloro demonstraram ser mais ativos em comparagdo com outros
halogénios. Também, o anel fenil ligado a ligagdo amida ndo apresentou efeito significativo na
atividade bioldgica em pesquisa (KAUR et al., 2017). A Figura 17, evidencia as estruturas dos
5 derivados que apresentaram melhor atividade anti-hipertensiva.

Figura 17 - Estruturas quimicas dos derivados das dihidropirimidinonas com atividades anti-
hipertensiva.
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3.2.1.5 Atividade antioxidante

No ano de 2009, Kumar e colaboradores, realizaram a sintese de trinta e dois compostos,
os quais foram submetidos a avaliagdo de atividade antioxidante utilizando o método DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil). De todos os compostos, apenas dois destacaram-se (Composto A
e B), sendo os mais potentes, conforme mostra a Figura 18. Os autores relatam que a presenga
da por¢ao 3- nitro fenil na posi¢do da dihidropiridina demonstrou ser responsavel pela atividade

antioxidante, com os valores de ICso de 58 e 63 pg, respectivamente (KAUR et al., 2017).

Figura 18 - Estruturas quimicas de derivados de dihidropirimidinonas com atividades

antioxidantes.
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Fonte: Do autor (2024).
3.2.1.6 Atividade anti-fungica

No ano de 2012, Aly e Kamal, desenvolveram um derivado fundido de cromono [2,3-d]
pirimidina e pirano [2,3-d] pirimidina e realizaram uma triagem in vitro para avaliar a atividade
fungica. Os testes foram conduzidos contra duas espécies de fungos: Aspergillus flavus e um
fungo de levedura Candida albicans, utilizando o método de difusdo em poco de agar. Nove
compostos foram testados e comparados com a Anfotericina B, um medicamento padrdo para
determinar sua poténcia. Os resultaram indicaram que o composto apresentou uma maior
poténcia e relevancia que a Anfotericina B contra o fungo Aspergillus flavus, mas foi
considerado inativo contra a Candida albicans (KAUR et al., 2017). A estrutura do composto

mais potente ¢ mostrada na Figura 19, abaixo.
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Figura 19 - Estrutura quimica de derivado da dihidropirimidinona com atividade antifingica.

Fonte: Do autor (2024).

3.2.1.7 Atividade anticancerigena

As pirimidinas e seus derivados demonstram atividades anticancerigenas ao interagir
com diversas enzimas, tais como, tirosinase (EC 1.14.18.1), citocromo P450 e também com
processos facilitados pela glutationa. Além disso, esses compostos interagem com receptores
especificos, tais como somatostatina, receptores de estrogénio e progesterona, contribuindo

para sua eficacia no combater ao cancer (KUMAR et al., 2017).

3.2.1.7.1 Cancer de colo

Em 2011, estudos realizados por Agbaje e colaboradores, demonstraram as sinteses de
dezessete derivados de hexahidropirimidina. Essas moléculas foram avaliadas quanto a
toxicidade contra a linhagem celular COLO 320. Dentre elas, apenas quatro compostos (A, B,
C e D) apresentaram atividade cancerigena com valores de ICso iguais a 11,5, 9,3, 8,1 ¢ 9,9 uM
(KUMAR et al., 2017). A Figura 20, exemplifica as estruturas dos quatro compostos que

apresentaram as melhores atividades anticancerigenas.



37

Figura 20 - Estruturas quimicas das hexahidropirimidina com atividades anticancerigenas

(cancer de colo).
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Fonte: Do autor (2024).
3.2.1.7.2 Cancer de mama

Yadlapalli e colaboradores, no ano de 2012, puderam sintetizar dihidropirimidinas
ligadas a diarilpirazol e pesquisar a respeito da sua atividade anticancerigena in vitro contra a
linha celular de cancer de mama humano MCF-7. Foram sintetizados cerca de vinte e trés
compostos, sendo somente seis considerados os mais ativos (Composto A até F). A selecao dos
compostos foi realizada utilizando o protocolo de ensaio SRB, sendo todos testados em quatro
diferentes concentragdes sendo 1x107 M, 1x10° M, 1x10° M e 1x10* M. Todos os seis
compostos apresentaram excelente inibicdo do crescimento das células no Glso (concentragao
que causa 50% de inibi¢ao do crescimento celular). A Figura 21, evidencia as estruturas

quimicas dos compostos sintetizados.
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Figura 21 - Estruturas quimicas das dihidripirimidinas ligadas a diarilpirazol com atividade
anticancerigenas (contra o cancer de mama).
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Fonte: Do autor (2024).

Os autores ainda inferem que o estudo da relagdo estrutura-atividade indicou que
compostos contendo o grupo tio sdo mais potentes do que aqueles contendo o grupo oxo. Além
disso, a presenca do grupo funcional tio-ureia nas dihidropirimidinas aumentou sua atividade

anticancerigena (KAUR et al., 2017)

3.2.1.8 Atividade analgésica

No ano de 2005, Sondhi e colaboradores puderam sintetizar derivados de pirimidina
mono, bi e triciclicos as quais conseguiram avaliaram a sua atividade analgésica. No estudo
conduzido, foram sintetizadas dez moléculas, onde foram examinadas utilizando o ensaio de
contor¢do de fenilquinona. O medicamento utilizado como referéncia para comparacao da

atividade, foi o ibuprofeno. Os compostos 1, 2 e 3 mostrados na Figura 22, demonstraram
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apresentar 100%, 70% e 75% de atividade respectivamente, na dose de 100 mg/Kg (KAUR et
al, 2017).

Figura 22 - Estruturas quimicas de derivados de dihidropirimidina com atividade analgésica.

NO,
S NC S NC S
HN)I\N/\giNC HN)I\N/\giNC HN)I\N/Q
1 2 3

Fonte: Do autor (2024).

3.3 Ciclodextrinas

De acordo com o contexto historico, em 1891, Villiers obteve uma pequena quantidade
de uma substancia cristalina a partir do meio cultural da bactéria Bacilus contendo amido, o
qual a denominou de celulosina, devido a sua semelhanga com a celulose. Apos alguns anos,
essa substancia ficou conhecida como ciclodextrinas (CDs). (AMEEN et al., 2019; CID-
SAMAMED et al., 2022).

As ciclodextrinas (CDs) s@ao denominadas oligossacarideos formadas por unidades de
glicose unidas por ligagdes glicosidicas al = 4 (PESTOVSKY; MARTINEZ-ANTONIO,
2018). Sdo compostos ciclicos, produzidos a partir do meio da degradacdo enzimatica do amido
pela acdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase — CGTase (EC 2.4.1.19) e encontradas
abundantemente na mandioca, milho, batata, trigo e seus derivados (CARNEIRO et al., 2019;
GUEDES et al., 2020).

Esses carboidratos em sua forma natural, podem ser formadas por seis (a-CD), sete (-
CD) ou oito (y-CD) subunidades de glicose. Essas ligagdes sdo capazes de permitir que as CDs
apresentem uma forma de um tronco conico ou de um cilindro oco. Dentre suas interacdes, as
hidroxilas primérias (C6), que estao localizadas na parte debaixo, estas apresentam uma rotagao
livre, o que reduz o didmetro afetivo da cavidade das CDs. J4 na parte superior € capaz de se
encontrar hidroxilas secundarias, encontradas no C2 e C3, que apresentam uma cadeia
relativamente rigida e sem rotagdo (TANG et al., 2020). A Figura 23, evidencia a representagao

das diversas ciclodextrinas existentes.
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Figura 23 — Representagdo esquematica das ciclodextrinas. A a- CD, B-CD e y-CD contém seis,

sete e oito monomeros de glicose, ligadas entre si por ligacdes glicosidicas.
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Fonte: Silva (2023).

A sua cavidade tem um carater hidrofobico, o que caracteriza a sua alta insolubilidade
em agua, devido a cadeia carbonica. Por outro lado, em sua superficie, possui um carater
hidrofilico. Nesse contexto, fica explicito que ha o aumento da solubilidade de molécula
hospedeiras hidrofobicas quando sdo complexadas com esses sistemas carreadores (MARTINS,
2018).

Dentre as CDs naturais, comumente se utiliza a B- CD, devido a sua cavidade interna
poder suportar uma molécula hospedeira com massas moleculares entre 100 e 400 g mol - Além
disso, ela ¢ amplamente utilizada pelo baixo custo e por ter um uma cavidade com um diametro
com cerca de 7 A, capaz de acomodar um anel aromatico (CARVALHO, 2014). Algumas de

suas propriedades fisico quimicas, estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Propriedades fisico quimicas das CDs.

Ciclodextrinas
Propriedades
a-CD B-CD v-CD
n°® de unidades de glicose 6 7 8
Massa molar (g.mol ™) 972 1135 1297
Solubilidade em 4gua a 25 °C
14,5 1,85 23,2
(g/100 mL)
Diametro interno da cavidade
4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
(A)
Diametro externo da cavidade
14,6 15,4 17,5
(A)
Volume da cavidade (A) 174 262 472
Laminas Paralelogramos
Forma dos cristais ‘ _ Primas quadraticos
hexagonais monoclinicos

Fonte: Del Valle, 2004; Fromming; Szejtli, 1994.

As ciclodextrinas apresentam variagao a respeito de sua solubilidade em agua. A B-CD
¢ a menos soluvel (1,85 g/mL), seguida pela a-CD (14,5 g/mL) e y-CD (23,2 g/mL), conforme
determinado em uma temperatura de 25 °C. A menor solubilidade da B-CD ¢ atribuida a sua
estrutura dimensional, pois as hidroxilas estao dispostas externamente, favorecendo a formagao
de ligacdes de hidrogénio intramoleculares e conferindo rigidez a estrutura. A a-CD apresenta
uma glicose distorcida que dificulta a formacdo de ligagdes de hidrogénio intramoleculares,
resultando em maios solubilidade em comparagao com a -CD. Por sua vez, a y-CD exibe maior
flexibilidade estrutural, o que contribui para sua maior solubilidade em agua (LIU ef al., 2022;
ARRUDA et al., 2022).

As ciclodextrinas (CDs) apresentam interagdes intermoleculares significativas,
principalmente ligagcdes de hidrogénio, no estado cristalino, resultando em uma reducdo na
solubilidade desses compostos. Para superar essa limitagao, foram desenvolvidas ciclodextrinas
modificadas, nas quais os grupos hidroxila foram substituidos por grupos alquil. Esses
derivados podem ser categorizados como modificados quimicamente ou naturalmente. Os
derivados naturalmente modificados sdo obtidos por meio da acdo de enzimas como a
pululanase (EC. 3.2.1.41). Exemplos incluem a glicosil-CD (970 mg/mL) e a maltosil-CD
(>1500 mg/mL) (JAMBHEKAR; BREEN, 2016; SZENTE; SZEJTLI, 1999).
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Existem varias metodologias disponiveis para a obtengdo de ciclodextrinas (CDs)
quimicamente modificadas. Um exemplo ¢ a metilagdo de Kuhn-Trischmann, que ¢ utilizada
para produzir metil-ciclodextrinas (MeB-CD). As hidroxipropil-ciclodextrinas (HPB-CD) sao
obtidas através da reagdo das CDs com o6xido de propileno. Além disso, outros derivados das
CDs comumente utilizados incluem a sulfobutiletil-ciclodextrina (SBEB-CD) e as CDs
sulfatadas. A solubilidade de diferentes derivados, como HPB-CD, MeB-CD e SBEB-CD, varia,
sendo, respectivamente, 1200, >500 ¢ >1200 mg/mL (SAOKHAM et al., 2018). A Figura 24,
evidencia a estrutura das ciclodextrinas modificadas, sendo a MeB-CD, HPB-CD e SBEB-CD.

Figura 24 — Exemplos de ciclodextrinas modificadas: Mef-CD, HPB-CD e SBEB-CD.
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Fonte: Silva (2023).

O interesse por esses sistemas carreadores aumentou gradativamente, pois o
investimento em pesquisas foi capaz de possibilitar redu¢do no custo de producdo das mesmas,
viabilizando uma maior aplicagdo em diversas areas. As CDs, apesar de aumentar a solubilidade
em agua de moléculas hidrofobicas, sao utilizadas para poder mascarar os sabores e os odores
desagradaveis, fixar substancias volateis, proteger contra substincias sensiveis a luz e oxigénio,

dentre outras aplicabilidades (TANG et al., 2022).

3.4 Complexos de Inclusao

As CDs possuem uma grande versatilidade, e uma delas ¢ a sua capacidade de formar
complexos de inclusdo com uma ampla variedade de moléculas, sendo elas solidas, liquidas ou
gasosas. Esses complexos formados sdo denominados “hospedeiro-hospede”, pois a molécula
hospede ¢ capaz de ser mantida dentro da cavidade da molécula hospedeira, através de um

ajuste dimensional entre ambas (WADHWA et al., 2017).
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Quando sao adicionadas em solucdes aquosas, sua cavidade hidrofobica é preenchida
por moléculas de 4gua. Em contato com moléculas hidrofébicas, como farmacos e dleos
essenciais, promove o deslocamento destas moléculas de a4gua, que se encontram originalmente
no interior da cavidade da ciclodextrina. Esse fenomeno pode ser explicado devido ao
microambiente termodinamicamente desfavoravel entre a interagdo polar e apolar da cavidade.
Como as moléculas de agua tendem a sair da cavidade da ciclodextrina, h4& um aumento da
entropia do sistema, pois tem uma maior liberdade conformacional, devido as ligacdes de
hidrogénio. Nesse contexto, este processo leva a encapsulagdo total ou parcial da molécula
héspede na cavidade da CD, fazendo com que se torne soluvel em agua (MUNOZ-SHUGULI
etal.,2021). A Figura 25, evidencia a representacdo da formacao do complexo de inclusdo.
Figura 25 — Representagdo esquematica da formagao do complexo de inclusdo. A molécula com

formato de cone truncado representa a molécula hospedeira (ciclodextrina); as
esferas em vermelho representam os atomos de oxigénio € em branco os

hidrogénios na molécula de agua.
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Fonte: SZEJTLI, 1988, com modlﬁcag:oes pelo autor (2024).

Os complexos de inclusdao sdo identificados com diversas estequiometrias, sendo
possiveis nas propor¢des 1:1, 1:2, 2:1 ou 2:2. Essa propor¢do entre molécula hospedeira e
hospede ¢ determinada pelo tamanho da molécula hospede. A Figura 26, mostra as possiveis
estequiometrias para a formagdo de complexo de inclusdo entre a molécula hospede e

hospedeira.



44

Figura 26 — Possiveis estequiometrias para a formag¢do de complexos de inclusdo entre a

molécula hospede e hospedeira.

1:1 2:1 1:2 2:2

Fonte: Do autor (2024).

Kurkov e Loftsson (2013) enfatizam que no processo de formagao dos complexos de
inclusdo, as forgas envolvidas s3o as interagdes de van der Waals e as ligagdes de hidrogénio.
Embora individualmente a primeira interagdo ¢ considerada fraca, quando ocorrem em
conjunto, elas proporcionam efeitos sinérgicos, ou seja, a interacdo entre esses elementos
amplifica ou potencializa os resultados, resultando em um efeito conjunto mais significativo do
que o esperado se considerarmos apenas os efeitos isolados de cada componente. Portanto, as
moléculas interagem umas com as outras, resultando na formacdo de Cl com estabilidade
suficiente par garantir seu isolamento.

Em solucdo aquosa, as moléculas de 4dgua ocupam o interior das ciclodextrinas,
resultando em um ambiente termodinamicamente desfavoravel devido as interagdes com a
agua, que € polar. Moléculas menos polares que a 4gua pode ser inserida nas ciclodextrinas,
expulsando as moléculas de dgua e formando os complexos de inclusdo. Além disso, a formagao
desses complexos depende de vérios fatores, incluindo o efeito estérico, o tamanho da
ciclodextrina, seu didmetro interno e o tamanho da molécula hospede ou dos grupos inseridos
na cavidade da ciclodextrina (SZEJTLI, 1998; WANKAR et al, 2020).

A polaridade das moléculas também influencia, sendo que compostos hidrofilicos sdo
fracamente complexados, enquanto moléculas menos polares que a agua ¢ preferencialmente
complexada. A presenca de grupos substituintes hidrofébicos aumenta a estabilidade dos
complexos de inclusdao (SZEJTLI, 1998).

A temperatura elevada € outro fator influenciador. Pois aumentando a solubilizacdo da

ciclodextrina e da molécula, pode ocorrer desestabilizagcdo dos complexos de inclusdo, podendo
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até mesmo causar decomposicdo. Estudos indicam que a decomposicdo dos complexos
geralmente ocorre entre 50-60 °C, embora em casos de interagdes fortes ou moléculas altamente
insoluveis, essa temperatura possa ser mais elevada. A formagdo de complexos de inclusao ¢
facilitada quando as moléculas estdo dispersas em particulas finas ou solubilizadas.
Normalmente, a solubilizagdo ¢ realizada em agua, porém quando a molécula apresenta uma
baixa solubilidade, ¢ necessario que se faga o uso de solventes orgdnicos para aumentar a
velocidade ou viabilizar a complexacao (DEL VALLE, 2004).

A solubilizagdo e liberagao controlada de diversos farmacos tem sido relatada quando
complexadas com a, B ¢ y- CD. Como exemplos tém-se a Carbamazepina (BREWSTER et al.,
1991), nifedipino (SKALKO et al., 1996). Além disso, estudos realizados por Carvalho e
colaboradores (2014), conseguiram desenvolver agroquimicos, como adsorvente na remo¢ao
de poluentes organicos da agua.

As ciclodextrinas desempenham um papel importante na industria farmacéutica, pois
pode ser empregada em diversos principios ativos. Tem como exemplo, na Franga, a
comercializa¢do do 17 B-estradiol em conjunto com a ciclodextrina modificada metilada (Me-
B-CD), utilizado como spray nasal. Nos Estados Unidos, a ziprazidona (antipsicético) e o
voriconazol (antimicético) sdo formulados com a presenca de SBE-B-CD. Ja no Brasil, temos
o piroxicam, utilizado como um anti-inflamatério e analgésico, formulado com a B-CD

(BHARGAV; SHEEBA, 2021).

3.5 Caracterizacdo de compostos organicos e complexos de inclusao

A avaliacdo e caracterizagdo da formacdo de um complexo de inclusdo entre uma
molécula convidada e uma ciclodextrina, ¢ uma tarefa complexa que geralmente requer a
combina¢do de diferentes métodos analiticos. Cada método explorard uma caracteristica
especifica do CI, e o uso simultaneo de diversas técnicas, ¢ capaz de proporcional uma
compreensdo mais completa das interagdes entre o hospede o hospedeiro (MURA, 2014).

Normalmente, as técnicas empregadas se baseiam nas alteracdes fisico-quimicas da
molécula incluida. Em solucdo aquosa, o diagrama de solubilidade de fase e a espectroscopia
de UV-visivel sdo comumente utilizados para o estudo da complexagdo. Além disso, outros
métodos de analise sdo empregados para a caracterizagdo dos CI com a ciclodextrina, tais como
espectroscopia de infravermelho (IV), ressonincia magnética nuclear (RMN), microscopia
eletronica de varredura (MEV), difragdo de raios-X (DRX) e analises térmicas, como
calorimetria diferencial exploratoria (DSC), termogravimetria (TG) e termogravimetria

diferencial (DTG).
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A seguir, estdo descritas brevemente as técnicas que podem ser utilizadas para a

caracterizagdo dos complexos de inclusdo.

3.5.1 Espectroscopia na regiao do UV-Vis

Considerada uma técnica ndo destrutiva e frequentemente utilizadas em diversas
analises, a espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel trata-se de um método simples,
rapido e econdmico para avaliar a formagao de complexos em solugdo. A absorc¢do de radiacao
em comprimentos de onda especificos provoca a transicdo de elétrons de um estado
fundamental para um estado energético, chamado de estado excitado. Essa absor¢ao de energia
estd relacionada a estrutura eletronica da molécula, o que confere a essa técnica um amplo
espectro de aplicagdes. No entanto, vale ressaltar que esse método nao € especifico e pode ser
afetado pela presenga de substancias interferentes.

De acordo com a Lei de Lambert-Beer, quando um feixe de luz atinge uma amostra,
parte desse feixe € absorvido por ela. Ainda, essa lei estabelece que a fragao de luz absorvida é
sempre constante, ou seja, a absorbancia (A) ¢ diretamente proporcional ao percurso que a luz
percorre na amostra (b), a concentracao (c) e a absortividade molar (¢). A Lei de Lambert ¢

descrita, conforme mostra a Equacao 1, abaixo:

A=¢ecb (Eq. 1)

A transferéncia da molécula convidada do meio aquoso para a cavidade hidrofobica da
ciclodextrina, pode resultar em alteracdes na forma como a molécula incluida absorva a
radiacdo incidente. Ou seja, depende da posi¢ao do grupo cromoédforo. Isso ocorre porque ha
modificagdo do ambiente de solvatagdo e das diferentes interagdes entre o hospede e o
hospedeiro. Essas alteracdes podem ser observadas através de mudancas na intensidade e em

deslocamentos hipocromicos ou batocromicos das bandas de absorg¢ao.

3.5.2 Diagrama de solubilidade de fase

No processo de complexagdo, o conhecimento a respeito da constante de associacio
(Ka) ¢ de extrema importancia, pois esses valores podem indicar as alteracdes nas propriedades
fisico-quimicas resultantes da inclusdo de uma molécula hospede na cavidade da ciclodextrina,
especialmente em relacdo a solubilidade. A analise de solubilidade de um composto sob a
influéncia de agentes complexantes ¢ uma abordagem tradicional que permite determinar tanto
a constante de estabilidade, quanto a estequiometria do equilibrio (BREWSTER; LOFTSSON;
2007).
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Estudos desenvolvidos por Higuchi e Connors (1965), permitem avaliar a solubilidade
do complexo de inclusdo formado com base na variacdo da solubilidade do soluto com o
aumento da concentracdo da molécula hospedeira. Esse método € representado por um
diagrama de fases e dependendo do complexo de inclusdo formado, a solubilidade pode
apresentar diferentes perfis de isotermas, com aumento ou diminui¢do da solubilidade. A
correlacdo entre a solubilidade do composto a ser incorporado e a concentragdo de ciclodextrina

¢ ilustrado na Figura 27.

Figura 27 — Perfis de isotermas de solubilidade desenvolvidos por Higuchi e Connors.
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Legenda: St = [soluto] dissolvido (livre + complexado); So = solubilidade do soluto na auséncia
de CD; Sc = solubilidade limite do complexo pouco soluvel; Isotermas dos tipos Ap, AL € Ax =
complexos muito soltiveis (limite de solubilidade determinado pela solubilidade da CD);
Isoterma do tipo Bs = complexo de solubilidade limitada ¢ formado; Isoterma B1 = complexo

insoluvel é formado.

Fonte: Higuchi & Connors (1965, adaptado por Carvalho et al., 2014, p. 35).

3.5.3 Calorimetria diferencial exploratoria - DSC

As andlises térmicas, especialmente a calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e a
analise termogravimétrica (TGA), sdo amplamente utilizadas para a caracterizagao de sistemas
solidos multicomponentes, incluindo os CI (MURA, 2015). A DSC fornece informagdes
detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas dos complexos de inclusdo, através da
comparagao das curvas térmicas dos componentes isolados, sua mistura e o complexo formado

(MURA, 2015; GIORDANO; NOVAK; MOYANQO, 2001). Por meio dos termogramas obtidos,
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¢ possivel avaliar se ocorre a formacao de complexos de inclusdo na razao testada, monitorando
mudangas nas temperaturas de fusdo e na entalpia dos compostos antes e apds a complexacao
(CARVALHO; PINTO, 2012; LOFTSSON, MASSON, 2001).

O principio fundamental do método ¢ que quando uma amostra passa por uma
transformagdo fisica, como transi¢cdes de fase, o calor deve fluir pela amostra para que ela
mantenha a mesma temperatura da célula de referéncia. A quantidade de calor que deve fluir
para a amostra depende se o processo ¢ exotérmico ou endotérmico. No caso do processo
endotérmico, a amostra exigira mais calor para aumentar sua temperatura. Por outro lado, se o
processo for exotérmico, menos calor serd necessario para aumentar a temperatura da amostra.
Assim, observando a diferenca de fluxo de calor entre a amostra e a referéncia, a calorimetria
diferencial de varredura ¢ capaz de medir a quantidade de calor absorvido ou liberado durante

as transi¢oes (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2015).

3.5.4 Termogravimetria

A termogravimetria (TG) é uma técnica comumente empregada na analise de complexos
de inclusdo (CIs), frequentemente em conjunto com a analise de calorimetria diferencial de
varredura (DSC), para fornecer suporte e facilitar a interpretacdo dos resultados. A TG
possibilita a determina¢do das mudangas na massa da amostra em funcdo da variacdo de
temperatura, mediante uma programacgdo controlada de temperatura. A derivada
termogravimétrica (DTG) € entdo utilizada para converter os eventos de perda de massa em
picos, a fim de melhor visualizar esses eventos (MOTHE; AZEVEDO, 2009). No caso das
ciclodextrinas naturais, quando submetidas a anélise por termogravimetria sob atmosfera de
nitrogénio, observa-se uma primeira perda de massa em torno da temperatura de 100 °C,
correspondente a evaporagdo da 4dgua adsorvida e a cristalizagdo, seguida por uma segunda
perda de massa entre 250 e 400 °C, atribuida a degradagdo, o que resulta em uma diminui¢ao
de 70 a 80% da massa (GIORNANO, NOVAK, MOYANO, 2001).

A deteccao dos CI formados baseia-se na comparacao entre a temperatura de inicio da
degradacdo da molécula hospedeira isolada e a do suposto CI formado. Pressupde-se que, se
houve complexacdo, a degradagdo da molécula hospedeira ocorrerd em temperaturas mais

elevadas, uma vez que estara protegida pela CD (MURA, 2015).

3.5.5 Modelagem molecular

A aplicacdo da quimica computacional na simulagdo molecular em nivel atdmico esta

amplamente desenvolvida e possui diversas aplicacdes na quimica. Essa abordagem teorica
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permite complementar e racionalizar observagdes experimentais, adotando uma perspectiva
molecular. Sua aplicacdo no estudo dos fenomenos de inclusdo ¢ relativamente recente e
enfrenta limitagdes devido ao tamanho e flexibilidade das moléculas de ciclodextrina (CD),
bem como a complexidade das interagdes em meio aquoso, o que requer a introducao de
multiplas restricdes nos modelos matematicos utilizados pelos programas de computador. No
entanto, de forma em geral, uma boa correlacdo com os dados experimentais ¢ alcancada,
permitindo a representacdo da conformacao tridimensional mais estavel do complexo de
inclusdo (CUNHA-FILHA; SA-BARRETO, 2007).

O estudo de modelagem molecular (MM) analisa a formagao dos complexos de inclusio
e a orientacdo da molécula hospedeira na cavidade da CD (LYRA et al., 2010). Estudos teoricos,
tanto em fase gasosa quanto em meio aquoso, tém sido conduzidos para investigar os modos de
inclusdo de moléculas hospedeiras na cavidade das CDs, revelando as diversas orientagdes que
essas moléculas podem assumir durante o processo de inclusdo (BANERIJEE et al., 2006).

Os diferentes modos de inclusdo dessas moléculas na cavidade da CD sao influenciados
por forcas direcionais, como as forgas de van der Waals, fatores estéricos e interacdes dipolo-
dipolo, que governam o processo de complexacdo. Geralmente, hd consenso sobre o papel
crucial dessas for¢as na formagao e estabilizacdo do complexo. Portanto, o tamanho, forma e
graus de liberdade conformacionais da cavidade da CD sdo recursos essenciais para a obten¢ao
da complexag¢ao (QUEVEDO; ZOPPI, 2018). Essas forcas tém sido estudadas teoricamente,
demonstrando que esse processo frequentemente esta associado a mudangas conformacionais

nos anéis glicosidicos das CDs (HAPIOT; TILLOY; MONFLIER, 2006).

3.5.6 Difratometria de raios-X

A técnica de difratometria de raios-X (DRX) ¢ amplamente empregada na determinacao
da estrutura cristalina de amostras, possibilitando a identificagdo precisa das posi¢cdes dos
atomos dentro da rede cristalina, assim como a medicao dos comprimentos e angulos de ligagao
entre eles (MURA, 2015). Por meio desta técnica, os atomos cristalinos dispersam um feixe de
raios X incidentes em diversas direcdes especificas. A andlise dos angulos e intensidades dos
feixes difratados permite a reconstrucdo tridimensional da distribuicdo de elétrons dentro do
cristal. A partir desta distribuicdo, ¢ possivel determinar as posicdes médias dos atomos no
cristal, bem como suas interacdes quimicas, desordens e outras propriedades relevantes
(EWALD, 1962). Uma das vantagens fundamentais da DRX ¢ sua natureza ndo destrutiva,
permitindo a obten¢do da estrutura tridimensional de moléculas sem comprometer a integridade

da amostra (MURA, 2015). Ao analisar um material na forma de p6, o padrao de difragcao obtido
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corresponde a uma "impressao digital" da estrutura cristalina, que pode ser comparada com
padrdes cristalograficos conhecidos. Materiais cristalinos apresentam picos distintos
indicativos das reflexdes de planos atomicos, enquanto amostras amorfas exibem uma

protuberéancia difusa, conhecida como halo amorfo (ARAUJO, 2016).

3.5.7 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) emergiu como uma técnica fundamental
em uma variedade de campos, incluindo eletronica, ciéncia e engenharia de materiais, geologia
e ciéncias da vida, devido a sua capacidade de fornecer detalhes microestruturais abrangentes
dos materiais analisados. Na MEYV, uma amostra ¢ submetida a um fino feixe de elétrons,
resultando na emissdo de vérias radiagdes. Os sinais de interesse primario para a formacao de
imagens sdo os elétrons secundarios e retroespalhados, cujas variacdes na superficie da amostra
sao influenciadas pelo feixe de elétrons primarios, fornecendo dados sobre variacdes na
composi¢do. No contexto da avaliagdo de complexos de inclusdo com CDs, a microscopia
eletronica de varredura é comumente empregada para investigar a reducdo da cristalinidade das
particulas obtidas por diferentes métodos de sintese. Mudangas significativas no formato,
aspecto e tamanho das particulas sugerem a presenca de novas fases soélidas. Embora a MEV,
por si s, ndo seja suficiente para confirmar a formacdo do complexo de inclusdo, estudos
adicionais s3o necessarios para validar essa transformagdo, destacando a complexidade da

caracterizagao desses sistemas (LYRA et al., 2010; SINGH et al., 2010; REIMER, 1998).
3.5.8 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido considerada a
técnica mais eficaz para estudar a estrutura e a dinamica molecular de substancias quimicas, na
qual se baseia na interag¢do entre niicleos atdbmicos com spin nuclear e um campo magnética
externo (PAVIA et al, 2021). Na quimica organica, pode ser aplicada na elucidagao de estruturas
de compostos naturais e sintéticos, identificagdo de grupos funcionais e a estereoquimica de
compostos. J4 na area da bioquimica, pode ser empregada em estudos metabolomicos,
interagdes moleculares, anélise de polissacarideos, estudos de estruturas de proteinas e acidos
nucleicos. Outra aplica¢do ¢ na caracterizagdo de complexos de inclusdo, com potencial para
determinar a orientacdo da molécula hospedeira na cavidade da ciclodextrina e identificar sua
estequiometria de forma precisa (MURA, 2014).

O principio da técnica envolve a aplicacdo de um campo magnético externo uniforme a

aplicacdo de pulsos de radiofrequéncia para excitar os nucleos atdmicos. Quando os nucleos
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sdo excitados, eles sdo capazes de absorver energia e entram em ressonancia magnética, o que
¢ capaz de geral um sinal detectdvel. A frequéncia dessa ressonancia ¢ determinada pela
quantidade de energia absorvida, que por sua vez esta relacionada as propriedades do nucleo e
ao ambiente quimico (PAVIA et al., 2021).

A andlise de determinados compostos por RMN requer a presenga de nucleos com
propriedades magnética, cujas caracteristicas sao descritas em termos de momento angular e
spin nuclear. Essas propriedades sao verificadas por meio de calculos matematicos. Um nucleo
com numero de spin igual a zero indica a auséncia de propriedades magnéticas, tornando-o
incapaz de realizar andlise pela técnica. Os exemplos mais comuns de &tomos com niimero de
spin diferente de zero, sdo: 'H, 13C, 3'P, I°N, F (PAVIA et al., 2021).

Quando um material ¢ submetido a um campo magnético, pode absorver energia
eletromagnética, resultando na inversdo do spin nuclear. A frequéncia de absorcdo esta
diretamente relacionada a posi¢do dos nicleos na molécula e também a intensidade do campo
magnético. Posteriormente, a energia absorvida ¢ liberada durante de relaxagdo (liberagdo) ¢
detectada na forma de espectros (SILVERSTEIN et al., 2014).

Para investigar complexos de inclusdo, uma abordagem eficaz envolve a andlise de
mudangas nos sinais de espectros de RMN de préton, ou seja, 'H ou do carbono-13 (13C),
permitindo observar variacdes nos deslocamentos quimicos. No entanto, técnicas
unidimensionais podem ndo ser suficientes para obter informagdes detalhadas. Por isso, sdo
frequentemente empregados métodos bidimensionais, os quais simplificam a interpretacdo de
espectros complexos, especialmente aqueles com multiplas bandas sobrepostas. Através dessas
técnicas, ¢ possivel obter informagdes cruciais, como estabilidade, estequiometria e orientacao
das moléculas hospedeiras no interior de ciclodextrinas (CDs), por exemplo (PAVIA et al.,
2021).

Um exemplo de técnica bidimensional € a espectroscopia ordenada por difusdao — DOSY
- "Diffusion Ordered Spectroscopy"), que utiliza medidas de difusdo molecular por RMN,
geralmente pelo nucleo de proton ('H). Nessa técnica, os deslocamentos quimicos sdo
representados em uma dimensao, enquanto o coeficiente de difusdo é representado em outra.
Isso permite a obtencdo de informacdes valiosas, como a constante de associacdo entre as
moléculas. A DOSY separa os sinais de RMN com base no coeficiente de difusao, utilizando
sequéncias de pulso de eco de spin com diferentes intensidades de gradiente de campo pulsado.
A partir da atenuacdo do sinal, € possivel calcular os coeficientes de difusdo (D). A difusao
molecular ¢ o movimento aleatorio das moléculas em solugdo, cujo fatores sdo influenciados

pelo tamanho, forma, viscosidade e temperatura (PAVIA et al., 2021).
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Stokes-Einstein propds uma equacdo que permite avaliar estimativas a respeito do
tamanho das particulas quando sdo maiores que solvente. Essa equacao ficou definida como a

Equagao do coeficiente de difusdao, conforme mostra a Equagao 2.

D=L (Eq. 2)

6mrs

Os parametros da equag¢do podem ser descritos pela constante de Boltzmann (k),
temperatura (T), n: viscosidade do liquido e rs 0 raio hidrodindmico da molécula.

No estudo da formagao de complexos de inclusao com ciclodextrinas, pode-se verificar
que ha uma redu¢@o no coeficiente de difusdo das moléculas envolvidas. Esse fator pode ser
explicado devido a diferen¢a na difusdo entre a molécula hospede em solucdo na presenga de
CD e o hospede livre (sem CD), onde ¢ proporcional a fragdao que é complexada. Dessa forma,
a quantidade de hdospede participante do processo de complexagao estd diretamente relacionada
aos coeficientes de difusdo das espécies nas formas livre e complexada, o que também permite
a determinacdo da constante de associacdo (Ka) (RYMDEN; CARLFORS; STILBS, 1983;
CLARIDGE, 2016).

3.5.8.1 Deslocamento quimico e blindagem

A RMN baseia-se principalmente na interacdo dos nucleos atomicos com um campo
magnético externo. Os nucleos que possuem numero impar de protons ou néutrons possuem um
momento magnético nuclear, denominado spin, que quando submetido a um campo magnético
externo (Bo), tende a se alinhar paralelamente ou antiparalelamente a este campo. Quando esses
nucleos sdo excitados por uma radiacdo eletromagnética de frequéncia apropriada, eles
absorvem energia e, posteriormente, emitem sinais de RMN que sdo detectados e analisados
(PAVIA et al., 2021).

O deslocamento quimico ¢ um parametro que ¢ de extrema importancia na ressonancia
magnética nuclear, pois ele fornece informagdes detalhadas sobre o ambiente quimico ao redor
de um nucleo especifico. Ele ¢ definido como a diferenga na frequencia de ressonincia de um
nucleo em relagdo a uma referéncia padrao, que normalmente ¢ o tetrametilsilano (TMS) para
espectros de 'H e '*C. Essa diferenga pode ser expressa em ppm (partes por milhdo), cuja
unidade permite comparar diferentes espectros (PAVIA et al., 2021).

Os elétrons dispostos ao redor dos nucleos atdmicos sdo capazes de gerar campos
magnéticos que podem reforcar ou se opor ao campo magnético externo aplicado durante a
RMN. Essa interacdo entre os campos magnéticos locais e externos podem causar uma mudanca

na frequéncia de ressondncia dos nucleos, conhecida como o deslocamento quimico. A
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magnitude do deslocamento quimico pode ser influenciada por fatores como a hibridiza¢ao dos
dtomos, visto que diferentes estados de hibridizacdo (sp’, sp? e sp), afetam a densidade
eletronica e consequentemente, o deslocamento quimico. Outro fator ¢ a anisotropia de ligacdes
T, visto que sistemas conjugados e anéis aromaticos possuem campos magnéticos que
influenciam significativamente. Outro fator ¢ a eletroafinidade dos grupos funcionais vizinhos,
pois estes podem retirar ou doar densidade eletronica ao nucleo.

Esses fatores combinados fornecem uma assinatura unica para cada ambiente quimico,
permitindo que a RMN seja uma ferramenta poderosa para a determinacdo estrutural de
moléculas. A andlise cuidadosa dos deslocamentos quimicos pode revelar detalhes sobre a

estrutura molecular, a conformagao ¢ as interagdes intermoleculares.

3.5.8.2 Acoplamento spin-spin

Além dos efeitos de blindagem e desblindagem magnética causados pela densidade
eletronica, o proton também pode ser influenciado pelo spin de protons vizinhos
magneticamente ndo equivalentes. Por isso, um proton raramente gera um unico pico de
ressonancia. Nesse sentido, resulta-se na divisao do sinal em varios picos, formando o que ¢
denominado de multipletos. O acoplamento spin-spin pode ocorrer entre nicleos do mesmo
tipo, denominado de acoplamento homonuclear, ou entre nucleos de diferentes tipos,
denominados de acoplamento heteronuclear (PAVIA et al., 2021).

A regra de separagdo de spin, conhecida como “Regra no N+17, € capaz de explicar a
formacdo de multipletos e fornece informagdes sobre a estrutura molecular. Conforme
mencionado, os spins dos nucleos vizinhos magneticamente ndo equivalentes € capaz de
influenciar diretamente o sinal gerado. O “N”, na regra faz referéncia ao nimero de atomos
magneticamente ndo equivalentes vizinhados ao nucleo analisado. Por exemplo, um nucleo que
¢ vizinho a apenas um outro nlicleo ndo magneticamente equivalente pela regra mencionada, ¢
capaz de gerar um dupleto (PAVIA et al., 2021).

A constante de acoplamento (J) indica a intensidade com que um nticleo ¢ afetado pelos
estados de spin de seu vizinho e sua medida ¢ calculada em hertz (Hz). A magnitude da
constante de acoplamento depende principalmente do numero de ligagdes que separam os
atomos ou grupos interagentes. Embora outros fatores possam influenciar a interagao entre dois
nucleos, em geral, acoplamentos via uma ligagdo sdo mais intensos, € a intensidade do
acoplamento diminui @ medida que aumenta o numero de ligagdes (PAVIA et al., 2021).

O mecanismo de acoplamento spin-spin ¢ complexo e envolve a transmissdo de

informacdes entre os spins nucleares e os spins dos elétrons nas ligacdes quimicas. Isso permite
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a observacdo de acoplamentos entre nlicleos separados por uma, duas, trés ou mais ligagoes,

gerando constantes de acoplamento 'J, 2], *J, "], etc (PAVIA et al., 2021).

3.6 Atividades biologicas com complexos de inclusao

Os complexos de inclusao formados entre ciclodextrinas € moléculas organicas com
potenciais biologicos tém atraido crescente interesse na pesquisa cientifica devido as suas
diversas aplicagdes nas areas farmacéuticas, alimenticia e cosmética. Além das melhorias nas
propriedades fisico-quimicas, os complexos de inclusao t€ém demonstrado uma melhora na
biodisponibilidade de compostos em diversas atividades bioldgicas, como por exemplo,
atividade anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatorio, antimalérico, dentre outros (PINTO
et al., 2020). As atividades bioldgicas podem ser realizadas utilizando testes in vitro € in vivo.
Em relacdo aos ensaios in vitro, dispde de diferentes microorganismos antimicrobianos,
utilizando enzimas, enquanto que 0s ensaios in Vvivo, sao usados animais como ratos e

camundongos, por exemplo.

3.6.1 Bioensaio em modelo vegetal, utilizando Lactuca sativa L. (alface)

Ha diversos métodos disponiveis que possam avaliar danos causados por agentes
quimicos a organismos e ao seu DNA. Dentre um deles, destacam-se os bioensaios utilizando
modelos vegetais, devido aos efeitos de certas substidncias causarem germinacao,
desenvolvimento inicial da plantula e no ciclo celular (ARAGAO et al., 2015). Esses ensaios,
possuem extrema importancia e sdo reconhecidos e validados como eficientes por 6rgdos e
corporagdes superiores como a Agéncia de Protecao Ambiental Norte-Americana (USEPA — do
inglé€s United States Environmental Protection Agency) e a Organizacdo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdmico (OECD — do inglés Organization for Economic Co-operation and
Development).

Um dos bioensaios mais explorados ¢ com a utilizacdo de sementes de Lactuca sativa
L. (alface). O esquema representado na Figura 28, mostra a utilizacdo de placas de Petri,
controles (negativo e/ou positivo), simulagdes de condi¢cdes experimentas (auséncia de luz e

controle de temperatura), além da identificacdo das partes aéreas e radicular das plantulas.
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Figura 28 — Esquema de bioensaio no modelo utilizando sementes de alface.
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Fonte: Adaptado de Garcia et al., 2009, com modificagdes pelo autor (2024).

Uma grande vantagem desse uso de plantas para estudos de toxicidade ¢ a validagao de
seu baixo custo, a facilidade de manuseio e a alta sensibilidade. Além disso, esses estudos ndo
precisam ser passados por conselhos de bioética, uma vez que ndo sdo utilizados animais para
testes (ANDRADE, DAVIDE e GEDRAITE, 2010).

Entre os modelos vegetais disponiveis, as sementes de alface se destacam por permitir
analises macroscopicas (germinacdo e desenvolvimento inicial) e microscopicas (alteragdes no
ciclo celular) simultaneamente. Isso facilita a determinagdo do mecanismo de agdo dos agentes

quimicos (ARAGAO et al., 2015).

3.6.2 Atividade antibacteriana

Considerados organismos unicelulares invisiveis a olho nu, as bactérias possuem
dimensdes variando de 0,5 um em diametro e de 2,0 um de comprimento. Sao classificados de
acordo com a sua morfologia em cocos, bacilos e espirilos (RANPARIYA; TARPARA, 2023).

Hans Christian Gram, em 1884, categorizou as bactérias como gram-positivas e gram-
negativas, devido a sua coloragdo. As bactérias gram-positivas apresentam uma coloragdo azul
sob o microscopio, devido a sua parede celular espessa de peptideoglicano, que € capaz de reter
o corante. Em contrapartida, as bactérias gram-negativas nao sao capazes de reter o corante azul
e apresentam uma coloragdo que varia do vermelho ao rosa, devido a sua parede celular
composta por lipopolissacarideos. Esta parede externa torna as bactérias gram-negativas menos

suscetiveis a antibioticos (RANPARIYA; TARPARA, 2023).
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As doencas causadas por bactérias sdo comumente tratadas através de antibidticos, cujo
desenvolvimento ¢ indispensavel para a saide publica. A pesquisa e o desenvolvimento desses
farmacos sdo cruciais € a pesquisa por novos compostos antibacterianos estd em constante
expansao. A resisténcia bacteriana frente aos antibioticos ¢ um desafio crescente, resultante da
rapida mutagdo e adaptagdo das bactérias. Este fendmeno de resisténcia ocorre quando bactérias
sdo capazes de desenvolverem mecanismos para neutralizar ou expelir o antibidtico, tornando
assim o tratamento ineficaz. Devido a isso, as industrias farmacéuticas investem
significativamente no desenvolvimento de novos principios ativos e estratégias terapéuticas
(RANPARIYA; TARPARA, 2023).

Alguns exemplos de bactérias gram-negativas que apresentam perigosas patologias sao
a Treponema pallidum, responsavel pela sifilis (ROMEIS et al., 2023), Vibrio cholerae,
causadora da colera (GRAFF et al., 2013), Neisseria meningitidis, causadora da meningite
(SHEVTSOV et al., 2022). Alguns exemplos de gram-positivas que apresentam patologias sao
a Bacillus nocardia, originadora de infec¢des pulmonares e generalizadas, Clostridium
botulinum ¢ responsavel por causar intoxicacdo alimentar, Streptococcus pneumoniae,

causadora da pneumonia.

3.6.3 Atividade fosfolipasica

A espécie Bothrops moojeni, pertencente a familia Viperidae ¢ encontrada na América
no Sul, especificamente na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil. O veneno desta serpente
possui a¢do rapida, provocando inflamagao, dor e aumento do tempo de coagulagdo sanguinea.
Quando nao ¢ tratado, pode acarretar diversos problemas, como necrose, edema e sangramento
(AMELIO et al., 2021). O constituinte principal pertencente a essa familia sio as enzimas
fosfolipases A2 (EC 3.1.1.4).

As fosfolipases Az sdo enzimas de grande importancia nos processos inflamatorios, pois
sdo capazes de catalisar a hidrélise dos fosfolipidios presentes nas membranas plasmaticas,
liberando assim o 4cido araquiddnico. Este 4cido pode ser metabolizado por outras enzimas,
como o ciclooxigenase (COX) e a lipooxigenase (LOX), que se convertem em eicosanoides,
incluindo prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Essas moléculas atuam como
sinalizantes quimicos da inflamacdo, sendo responsaveis pela dor, vasodilatacdo, febre,
agregacdo plaquetaria e quimiotaxia (MURAKAMI, KUDO, 2002). A Figura 29, mostra o

esquema da acdo das fosfolipases A2 no processo inflamatorio.



Figura 29 - Esquema de acdo das Fosfolipases A2 no processo inflamatdrio
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese multicomponente da DHPM, purificacio e caracterizacao por infravermelho

O produto obtido da sintese - DHPM, foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Sérgio
Scherrer Thomasi — DQI/UFLA e o discente Danilo Forti Carvalho de Benedicto. Para a
obtencdo do produto, os autores utilizaram as metodologias propostas por Holden e Crouch
(2001), Bose et al. (2004) e Maiti e colaboradores (2003).

Através de uma reacdo multicomponente, foram adicionados em um baldo de fundo
redondo 4 mmol de benzaldeido, 4 mmol de acetoacetato de etila e 4 mmol de ureia, juntamente
com 5 mL de etanol e 4 gotas de HCI concentrado. A reag¢do foi conduzida sob refluxo, em
temperatura de 80 °C, durante um periodo de 1,5h.

Apos a finalizacao da reagdo, a solugao foi deixada em repouso sob resfriamento, por
um periodo de 24h. Os cristais brancos obtidos foram filtrados e lavados com 4gua destilada e
apos a filtracdo, deixados no dessecador por um periodo de 24h. Os produtos filtrados e secos
foram recristalizados com etanol sob ebulicdo e deixados em repouso. Em seguida, foram
filtrados, lavados com dgua destilada, deixados para secar por um dia.

A caracterizagdo foi realizada no Centro de Analise ¢ Prospec¢ao Quimica (CAPQ), da
Universidade Federal de Lavras, utilizando andlise de espectroscopia vibracional na regiao do
infravermelho, empregando um Espectrometro Shimadzu FTIR modelo — 8201 A com
transformada de Fourier (FTIR), em uma faixa espectral de 400 — 4000 cm™!, resolugio de 4

cm’! e 32 varreduras, utilizando pastilhas de KBr.

4.2 Determinaciio dos parametros para a prepara¢io dos complexos de inclusio
4.2.1 Curva analitica e determinac¢ao da absortividade molar

Para a obtencdo da curva analitica, foram pesados 0,0022 g de DHPM e transferidos
para um Erlenmeyer de 250 mL. Apos, foram adicionados 150 mL de dgua ultrapura e com o
auxilio de uma chapa com agitador magnético a solu¢ao permaneceu em agitagao constante por
aproximadamente 18h, para solubilizar a amostra em agua.

Posteriormente, realizou a varredura entre 200 e 600 nm em um espectrofotdometro de
ultravioleta-visivel da solucdo de DHPM na concentracao de 56 uM, com a finalidade de
encontrar o comprimento de onda (A) da molécula.

A partir da concentragao inicial de 56 uM, foram realizadas dilui¢des em triplicatas para
as concentracdes de 45, 35, 28, 14 e 9 uM. Em seguida, foram realizadas leituras de absorbancia

no espectrofotometro UV/Vis no comprimento de onda maximo.
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Com os valores encontrados, foi possivel plotar o grafico das concentragdes versus
absorbancia. A quantidade de luz que uma substancia consegue absorver ¢ identificada pelo
valor da absortividade molar representada pela letra grega € — épsilon, o qual ¢ determinada
pela inclinagdo da reta encontrada na curva analitica, com o intercepto fixo em zero. Esse valor

esta de acordo com a expressdao empirica conhecida como Lei de Lambert-Beer.

4.2.2 Isotermas de solubilidade de fase, determinacao da constante de associacio (Ka) e

energia livre de Gibbs padrao (AG®)

Para a determinacao das isotermas de solubilidade de fase e a constante de associagdo
(Ka), foi realizada a metodologia descrita por Higuchi ¢ Connors (1965). O objetivo desse
protocolo foi avaliar o comportamento ¢ a mudanga de solubilidade do sistema (DHPM + f3-
CD), mediante o aumento da concentracao da molécula hospedeira.

Foi utilizada a B-CD para examinar os possiveis efeito da molécula hospedeira, na
solubilidade da dihidropirimidinona. O ensaio foi realizado nas temperaturas de 25, 35 e 45 +
0,2 °C, com agua ultrapura. Foram adicionados (0, 3, 6, 9, 12, e 15 mM) de B-CD a um excesso
de dihidropirimidinona, cujo processo foi realizado em triplicata e as misturas foram agitadas
por um periodo de 48h. Posteriormente, foi retirada uma aliquota ¢ as mesmas foram
centrifugadas a 3600 rpm, por um tempo de 45 min. O sobrenadante foi removido com o auxilio
de uma seringa com capacidade de 3 mL e filtrado utilizando membranas Millex de 0,22 um.

Para a quantificacdo, foram realizadas leituras em 287 nm, utilizando um
espectrofotometro UV/Vis K37 Kasvi, pertencente ao Laboratério de Bioquimica. A constante
de associagdo (Ka) foi calculada a partir da inclinacdao e do intercepto do grafico, conforme

mostra a Equagdo 3:

Ka= inclinacao (Eq. 3)

T Sox (1-inclinagio)

Onde:
So = solubilidade intrinseca da molécula hospede.

Além disso, foi determinado o pardmetro termodindmico da energia livre de

Gibbs (AG®), utilizando a Equagdo 4, a seguir:

AG°=-2.303 RT log = (Eq. 4)
Onde:

R = Constante universal dos gases (8,31 J.mol!-K!)
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T = Temperatura (Kelvin)
So = solubilidade da DHPM na auséncia de B-CD
Ss = solubilidade da DHPM na presenga de 3-CD

4.3 Preparacao dos complexos de inclusiao

Os complexos de inclusdao no estado s6lido foram preparados nas razdes molares 1:1
(CI1:1) e 1:2 (CI 1:2), conforme proposto pela metodologia de Pinto et al. (2020). Utilizando
o método de liofilizagao, foi pesada 0,0919 g da molécula hospede (DHPM) e dissolvida em 30
mL de etanol absoluto; enquanto 0,4007 g da B-CD foi dissolvida em 15 mL de 4gua ultrapura.
Posteriormente, as solugdes foram misturadas e agitadas por 48h, a uma temperatura ambiente.
Em seguida, as mesmas foram rotoevaporadoras, reidratadas, congeladas e liofilizadas. Os
complexos foram armazenados em tubos apropriados e conservados com papel aluminio a uma
temperatura de — 24 °C, para posterior uso.

Além disso, foram preparadas as misturas fisicas nas razdes molares 1:1 (MF 1:1) e 1:2
(MF 1:2). Foram pesadas as amostras (DHPM e B-CD) e maceradas em um almofariz com o
auxilio de um pistilo, durante um periodo de 30 min. A misturas foram armazenadas em tubos
eppendorfs e também conservados com papel aluminio a uma temperatura de -24 °C para uso

posterior.

4.4. Caracterizacio dos complexos de inclusao

Os complexos de inclusdo no estado solido foram caracterizados utilizando a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), calorimetria diferencial
exploratoria (DSC), microscopia eletronica de varredura (MEV) e ressonincia magnética

nuclear (RMN) de 'H.

4.4.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Para a obtengdo dos espectros de infravermelho, foi empregado um Espectrémetro
Shimadzu FTIR modelo — 8201 A com transformada de Fourier (FTIR), em uma faixa espectral
de 400 — 4000 cm™!, resolucio de 4 cm™ e 32 varreduras. Na anélise, foram empregadas pastilhas
de KBr, onde foram pesadas 2,00 mg da amostra e diluidos com 200,00 mg de KBr, cujo
procedimento foi realizado no CAPQ/UFLA.

4.4.2 Calorimetria diferencial exploratoria - DSC

A analise foi realizada no CAPQ/UFLA, em um equipamento DSC 60 Shimadzu. Para

isso, foram pesadas 5 mg das amostras em panelas de amostras apropriadas, totalmente vedadas
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e aquecidas a uma taxa de 10 °C min’!, sob um intervalo de temperatura de 30 a 300 °C, sob
atmosfera de N com fluxo de 50 mL min™!. O objetivo desta técnica, consiste em verificar o
surgimento de picos endotérmicos ou exotérmicos das amostras de dihidropirimidinona, 3-CD,

complexos liofilizados e as misturas fisicas.

4.4.3 Microscopia Eletronica de varredura - MEV

A analise morfolédgica dos complexos de inclusdo foi realizada por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV), utilizando um microscopio de varredura modelo Ultra-
Resolugao Tescan-Clara-UHR, disponibilizado pelo Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras. As amostras contendo DHPM, B-CD, os complexos DHPM/3-
CD liofilizados e as misturas fisicas, foram preparadas em stubs de aluminio, fixadas com fita
adesiva dupla face recobertas com uma camada de ouro coloidal em atmosfera de argonio, sob
vacuo, durante 180 segundos. O procedimento teve como finalidade, conferir condutividade as

amostras, viabilizando sua analise sob o microscépio eletronico.

4.4.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H

Para a caracterizagao do composto sintetizado e dos complexos de inclusao nas razdes
molares 1:1 e 1:2, foi utilizado a técnica de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
de 'H. Para o preparo das amostras, as mesmas foram solubilizadas em dimetilsuféxido
deuterado (DMSO-d6). Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Bruker
Avance - III 600 MHz, da Universidade Federal de Campinas (Unicamp).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H foram construidos e

analisados no software MestRenova (Versao 6.0.2-5475).

4.5 Testes in vitro
4.5.1 Ensaio de dissolucao

O ensaio de dissolugdo in vitro foi realizado seguindo a metodologia descrita por Pinto
et al. (2020), com modifica¢des. Foram pesadas 6,0 mg de DHPM, bem como a massa
correspondente para garantir que cada complexo contenha 6,0 mg da referida molécula, estes
em razdes molares de 1:1 e 1:2. Apds, as amostras foram colocadas em frascos apropriados
juntamente com 10 mL de 4gua ultrapura e levadas para o banho-maria. As amostras foram
agitadas por um periodo de 180 minutos e a cada 5 minutos, aliquotas contendo
aproximadamente 1 mL foram retiradas, filtradas, diluidas em 2 mL de agua ultrapura e

medidas no comprimento de 287 nm, em um espectrofotometro UV/Vis.
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Cada aliquota retirada das amostras, foi descartada e substituida pela mesma quantidade
de agua ultrapura, retornando para o banho-maria. O procedimento foi realizado até obtengao

de um platd estavel, entre a relagao do tempo e a porcentagem de DHPM dissolvida.

4.5.2 Ensaio biologico utilizando Lactuca sativa L.

O presente ensaio tem como objetivo avaliar a toxicidade da molécula hospede e os
complexos de inclusdo, através do teste de germinacao in vitro, utilizando modelos vegetais. A
utiliza¢ao de plantas como modelos para estes estudos, tem como vantagens: seu baixo custo,
facilidade do manuseio e nao ha necessidade de aprovagao dos conselhos de bioética. Dentre
os diversos modelos, as sementes de alface se destacam devido a realizagdo de suas analises
macroscopicas, sendo a germinagao e o desenvolvimento inicial. Também se destaca devido as
suas andlises microscopicas, que estdo ligadas nas altera¢des no ciclo celular, permitindo que o
mecanismo de a¢do ao agente quimico seja determinado e verificar possiveis alteracdes nas
células dos modelos vegetais (ARAGAO, ANDRADE-VIEIRA et al., 2015).

O protocolo adotado, segue a metodologia estabelecido por Aragdo et al. (2015) para
investigar a determinag¢do da porcentagem de germinacdo (% GR), indice de velocidade de
germinagdo (IVG) e taxa de crescimento radicular (CR). O ensaio teve énfase apenas as analises
macroscopicas. Para isso, foram utilizadas a molécula DHPM e os complexos de inclusdo
liofilizados, todos em uma concentragdo de 5x107* mol L. Os grupos controles negativos e
positivos foram representados, por 4gua ultrapura e a DHPM ndo complexada, respectivamente.

As sementes de Lactuca sativa L. (alface) foram posicionadas individualmente sobre
papel de filtro dentro de placas de Petri de 9 cm de didmetro, nas quais foram adicionados 3 mL
das solugdes correspondentes aos tratamentos em estudo. Cada placa de Petri acomodou 30
sementes, totalizando 5 placas preparadas para cada tratamento investigado. As placas foram
lacradas com filme de PVC transparente para evitar contaminag¢do e mantidas imidas, em uma
camara de germinagdo (BOD) a 24 £ 2 °C. A contagem da germinagdo das sementes foi
realizada a intervalos de 8 horas ao longo de um periodo total de 48 horas de exposigao,
possibilitando o célculo do indice de velocidade de germinagdo (IVG), conforme descrito na

Equagao 5:
IVG=(Ny-(Ny-1))x 1/y (Eq.5)

Onde:
Ny indica o nimero de sementes germinadas em um determinado periodo e y representa

o numero total de avaliagdes.
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Ap6s transcorrer um periodo de 48 horas, a determinagdo da taxa de germinagdo (GR)

foi realizada mediante a aplicacdo da Equacdo 6 especifica para esse calculo.

GR = (SG/ST x 100) (Eq. 6)

Onde SG ¢ o niimero total de sementes germinadas e ST, o numero total de sementes
por tratamento.

Em seguida, o comprimento das raizes e a parte aérea foi medido utilizando um
paquimetro digital, ap6s um total de 120 horas de exposi¢ao, permitindo assim a obtencao do
valor correspondente a taxa de crescimento radicular (CR) e da parte aérea (PA).

Os resultados deste ensaio, foi expresso como média + desvio padrao de cinco replicatas.
Para a anélise dos dados, foi utilizada a Analise de Varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey com um nivel de significdncia de 5% (p < 0,05), empregando o software GraphPad
Prism, versdo 8.02. Os resultados obtidos pelos testes estatisticos, se encontram na se¢ao de

Apéndices, deste trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Proposta de mecanismo para a formacao da dihidropirimidinona

Foi sintetizado um composto através de uma reacdo multicomponente, partindo-se de
trés reagentes: benzaldeido, acetoacetato de etila e uréia. O mecanismo reacional € proposto na

Figura 30.

Figura 30 - Proposta de mecanismo reacional para a formag¢ao da dihidropirimidinona.
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Inicialmente, sugere-se que a primeira reagdo ocorre ao misturar todos os reagentes no
baldo de fundo redondo para a formacao do intermediario I. Portanto, uma base, como por
exemplo, o etanol, ¢ capaz de remover o proton que estd ligado ao carbono da posi¢do 2 do

acetoacetato de etila. Este proton ¢ altamente acido e pode ser removido facilmente, pois forma-
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se um anion que € capaz de se estabilizar por ressonancia com os grupos carbonilicos da fun¢ao
organica cetona e éster presentes na estrutura.

Em seguida, o anion que ¢ formado se acopla com o benzaldeido, ligando-se ao carbono
1’. Posteriormente, o oxigénio que agora possui uma carga negativa, captura um proton do meio
reacional, deixando o intermediario neutro. Uma base presente no meio reacional, pode remover
o outro hidrogénio acido presente no carbono 2, ao mesmo tempo que o par de elétrons que
antes ligava esse hidrogénio e carbono, se move em direcdo aos carbonos 2 e 1°, formando
assim uma ligacdo C=C, expulsando a hidroxila como grupo abandonador, através de uma
eliminagdo denominada Elc,. Embora a hidroxila ndo seja um bom grupo abandonador, por ser
uma base forte, esta etapa ¢ valida e essencial, pois hé a formagdo de um composto carbonilico
a, B- insaturado, cujo produto ¢ altamente estavel, pois a ligacdo dupla ¢ capaz de entrar em
ressonancia com o anel aromatico e com as carbonilas.

O intermediario I ¢ denominado de aceptor de Michael, caracterizado por uma carbonila
e uma ligagdo dupla, separadas por uma ligacao simples. Uma vez que no frasco reacional tem
a presenga de ureia, a mesma € capaz de reagir com o intermediério I através de uma adig¢do
conjugada. Entdo, um dos pares de elétrons do nitrogénio se liga ao carbono 1’ do aceptor de
Michael, ao mesmo tempo que o par de elétrons da ligagdo C1’ e C3 se movimenta em direcao
do carbono 2, fazendo com que o mesmo fique com deficiéncia de elétrons. Posteriormente,
ocorre uma transferéncia de préton com auxilio de uma base presente no meio reacional, para
entdo formar o intermediario II.

O intermediario II, pode sofrer uma condensag¢do intramolecular, uma vez que os
orbitais da carbonila e os pares de elétrons do nitrogénio se encontram alinhados. Entdo, os
elétrons livres do nitrogénio podem orientar-se em direcao ao carbono carbonilico, o qual exibe
uma carga parcial positiva, estabelecendo uma interagao eletrostatica, resultando na liga¢ao do
nitrogénio ao carbono. Simultaneamente, a ruptura da ligagdo dupla ocorre, com os pares de
elétrons migrando em dire¢do ao oxigénio, para a formacao do intermediario III.

O intermediario III, tem um par de elétrons presente no 4&tomo de nitrogénio que pode
entrar em ressonancia. Entdo, os pares de elétrons podem se alinhar com o orbital presente da
ligagdo C-N e expulsar a hidroxila, gerando assim o intermediario IV.

Novamente, uma reagdo de eliminagdo ocorre, visto que no intermedidrio IV ainda tem
um hidrogénio acido, o qual estd ligado no carbono 2. Uma base, como por exemplo o etanol,
pode empregar seus pares de elétrons para remover este proton. Ao fazé-lo, estabelece-se uma

ligagdo dupla entre os carbonos 2 e 3. Por fim, os pares de elétrons sdo retornados ao atomo de
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nitrogénio, resultando na formagao do produto da sintese, cujo sistema ¢ altamente conjugado

e estavel.

5.2 Caracterizacido da sintese da DHPM por espectroscopia na regiao do infravermelho

por transformada de Fourier (FTIR)

Uma técnica utilizada para comprovacdo do derivado da dihidropirimidinona, foi a
espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), onde ¢é possivel
verificar as fungdes organicas presentes na amostra. A Figura 31, evidencia o espectro FTIR da

molécula obtida na sintese.
Figura 31 — Espectro FTIR da molécula de DHPM obtida através de sintese.

100

80 1
60

40 -

~ o NH

20 +

Transmitancia (%)

1100

-20 — T T T T T+ T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
Fonte: Do autor (2024).

Em um espectro na regido do infravermelho, podemos retirar varias informagdes a
respeito das posi¢des e intensidades relativas de absor¢des ou picos. Geralmente, na faixa de
4000-3000 cm’!, observa-se estiramentos de ligacdes O-H e N-H. Para o caso do estiramento
0O-H, a banda resultante apresenta um pico alargado, enquanto N-H produz uma ou duas bandas
mais estreitas € de menor intensidade em comparagdo com as da ligagao O-H. J& proximo de
3000 cm’!, encontram-se estiramentos de ligagdes C-H, referentes aos carbonos com
hibridizagdes sp> e sp®. Na faixa de 3000-2000 cm™!, tém-se a regido atribuidas as ligagdes

triplas. Na regido espectral entre 2000-1500 cm™!, encontram-se os estiramentos das ligagdes
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duplas, enquanto a faixa 1500-1000 cm™! corresponde 4 impressao digital, sendo esta especifica
para cada molécula (PAVIA, 2021).

Assim no espectro obtido do produto de sintese, € possivel verificar um pico obtido por
volta de 3200 cm™!, semelhante a um dubleto, ao qual faz referéncia ao estiramento da ligaco
N-H, caracteristico do grupo heterociclico. Outra banda ¢ observada préximo de 3000-2900 cm’
!, correspondente as ligagdes Csp°-H e Csp>-H, referente aos grupos alcanos e alcenos presentes
na molécula. Em 1700 cm™, vemos uma banda intensa referente as ligagdes C= O do grupo
funcional éster e amida, enquanto em 1675 cm™!, corresponde a ligagdo C = C. Proximos de
1450 e 1465 cm’!, observa-se os dobramentos dos grupos -CHs e -CHa, respectivamente. J4 em
torno de 1100 cm™!, refere-se as ligagdes C-N. Por fim, é observado picos em 770 e 690 cm™,

caracteristicos das liga¢des do anel aromadtico, conforme descrito na literatura.

5.3 Determinac¢ao dos parametros dos complexos de inclusao
5.3.1 Curva analitica

A absorbancia ¢ uma propriedade intrinseca de cada substancia e pode trazer diversas
informagdes a seu respeito. Diferentes materiais podem absorver radiagdes em comprimentos
de ondas distintos (CARVALHO, 2014). Nesse sentido, foi realizado uma varredura da
dihidropirimidinona nos comprimentos de onda variando entre 200 e 600 nm, para verificar em
qual comprimento de onda a molécula € capaz de absorver. De acordo com a Figura 32, observa-
se que a molécula apresenta absor¢cdo maxima em solu¢do aquosa em um comprimento de onda
igual a A =287 nm.

Figura 32 - Espectro de Absor¢ao na regidao do UV para a DHPM em meio aquoso.
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Também foram realizadas leituras das absorbancias da solugdo em diferentes
concentragdes de DHPM, para construcao da curva analitica, conforme mostra a Figura 33. A
partir de sua inclinagfo, foi obtido um € = 7.200 L mol! cm™, indicando uma absortividade
molar relativamente alta. O resultado apresentado, evidencia que a molécula de DHPM

apresenta uma intensa absorcao de radiag¢do na frequéncia utilizada.

Figura 33 - Curva analitica da DHPM em meio aquoso.
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5.3.2 Isotermas de solubilidade, determinacido da constante de associacio (Ka) e

parametros da Energia Livre de Gibbs padrio (AG®)

Os experimentos das isotermas de solubilidade de fase, permitiram avaliar a
solubilidade da molécula hospede (DHPM), mediante ao aumento da concentragcdo da molécula
hospedeira (-CD). A Figura 34, identifica os diagramas de solubilidade de fase para DHPM na

presenca de B-CD nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C, respectivamente.
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Figura 34 - Diagrama de solubilidade de fase para a dihidropirimidinona em presenca de
quantidades crescentes de B-CD, nas temperaturas de 25, 35 e 45 +0,2 °C.
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Fonte: Do autor (2024).

A formacao dos complexos de inclusdo com CDs, podem ter varios efeitos na molécula
complexada, como por exemplo, melhora na solubilidade aquosa, acelerar ou retardar a
absor¢do e estabilizar o farmaco em solucdo. No entanto, esses efeitos dependem da
estabilidade e também da solubilidade do complexo formado (FRACETO et al., 2008).

Fazendo uma inferéncia com os diagramas propostos por Higuchi e Connors (1965), um
perfil do tipo AL foi claramente observado em todos os diagramas de solubilidade de fase. A
solubilidade aumentou cerca de 1,73; 1,53 e 1,43 vezes com a incorporagdao da B-CD, nas
temperaturas de 25, 35 e 45 °C, respectivamente.

Além disso, hd uma correlagdo direta a respeito da estabilidade do complexo e a
melhoria da solubilidade de farmacos poucos soluveis em dgua. O equilibrio de um sistema
formado pela B-CD e pela molécula convidada, pode ser descrita pela equagdo da constante de
associacdo (Ka) (GRILLO et al., 2008). Os valores de Ka, para os complexos formados nas
temperaturas de 25, 35 e 45 °C foram calculados e obteve-se os valores de 51,44 L mol™!, 33,53
Lmol"! e 31,97 L mol™, respectivamente. Os valores das constantes de afinidade dos complexos
sao dependentes da temperatura, ou seja, os valores de Ka tendem a diminuirem, com o aumento
da temperatura, devido a dissociagdo do complexo.

Pinto et al. (2020) enfatizam que valores de Ka entre 200 e 5000 L mol! sdo

considerados mais adequados para melhorar a solubilidade e estabilidade de moléculas com
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baixa solubilidade em agua. Dessa forma, pode-se fazer uma inferéncia de que os complexos
formados entre DHPM e 3-CD podem nao ser estaveis.

Ainda, foi possivel calcular o parametro termodindmico da Energia Livre de Gibbs
(AG°®), conforme mostra a Tabela 2. Este principio permite relacionar a transferéncia de
moléculas da solucdo aquosa para a cavidade de B-CD. Além disso, fornece informagdes sobre
a espontaneidade do processo, a pressao e temperatura constantes.

Tabela 2- Valores de Energia Livre de Gibbs (AG®) para solubilizagdo da DHMP em solugao
aquosa de B-CD, nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C.

AG® (KJ mol)
B-CD (mM)
T=25°C T=35°C T=45°C
3 - 0,405 - 0,191 -0,236
6 -0,570 - 0,435 - 0,401
9 -0,970 - 0,655 - 0,590
12 1,14 - 0,847 - 0,767
15 -1,37 - 0,969 -1,00

Fonte: Do autor (2024).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 2, todos os valores de AG® foram
negativos e diminuiram a medida que a concentra¢do de B-CD foi aumentada. Sendo assim, hé
um indicativo de que o processo foi termodinamicamente espontaneo e que o ambiente dentro
da cavidade da B-CD era mais propicio para as moléculas de DHPM do que para as moléculas
de 4gua. Em outras palavras, as moléculas de agua tendem a sairem da cavidade da molécula

hospedeira, para adentrar a molécula hospede.

5.4 Caracterizacao dos complexos de inclusao

A confirmacdo dos complexos de inclusdo no estado so6lido, foi obtida por meio de
diferentes técnicas, sendo elas: andlise espectroscopica na regido do infravermelho e do visivel
(FTIR), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), microscopia eletronica de varredura

(MEV) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H.

5.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

Uma técnica eficaz para certificar a formagao de complexo de inclusdo no estado so6lido
¢ a espectroscopia na regido do infravermelho. Pois, através desta técnica, € possivel verificar

alteragdes nas vibragdes das moléculas ao se formarem os complexos de inclusdo, como por
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exemplo, desaparecimento de picos, alargamentos de bandas ou mudangas em suas intensidades
(MURA, 2015). A Figura 35, mostra os espectros da DHPM pura, B-CD, os complexos de
inclusdo liofilizados (CI 1:1 e CI 1:2) e as respectivas misturas fisicas (MF 1:1 e MF 1:2).

Figura 35 - Espectro na regido do infravermelho para as amostras DHPM, B-CD, complexos
liofilizados (CI 1:1 e CI 1:2) e as misturas fisicas (MF 1:1 e MF 1:2).
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Para o produto de sintese, observa-se um estiramento por volta de 3234 cm™ referente
ao grupo N-H do sistema heterociclico. Por volta de 2978 cm™ foi observado um estiramento
das ligagdes C-H, estes que estdo hibridizados em sp® e sp*. Ja em torno de 1700 cm™ vemos
uma banda referente as ligagdes C = O do grupo funcional éster e amida. Em 1675 cm™ ¢é
observado um sinal referente a ligacdo C = C. Proximos de 1450 e 1465 cm™!, é notavel os
desdobramentos dos grupos -CH3 e -CHa, respectivamente. Em 1100 cm™!, ¢ atribuido as
ligagdes C-N, enquanto em 770 e 690 cm™! ¢ verificado um pico correspondente as ligagdes do
anel aromatico. Os valores obtidos estdo em consonancia com estudos relatados na literatura,
pois Carvalho e Joshi (2019) evidenciaram o espectro da molécula DHPM com valores
proximos de 3241,7 cm™ referente ao estiramento N — H da por¢do amida; 2930,2 cm’!

relacionados as ligagdes C — H com hibridizacdes sp? e sp*; 1703,4 cm™! referentes a ligagio C
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= O do grupo funcional éster e amida. J4 em 1648,9 e 1468,8 cm™, notou os estiramentos
referentes aos desdobramentos do grupamento -CH3; e —CH», respectivamente. Em 1092 cm!,
observou um estiramento atribuido as ligagdes C-N e por fim préximo de 780,4 cm™ observou
um pico correspondente as ligagdes do anel aromatico.

No espectro da B-CD, uma banda larga proximo de 3406 cm™! ¢ indicativa da ligagdo O
— H. A formagao de ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de ciclodextrina ¢ a responsavel
pela ampliagdo dessa banda associada. Outra banda caracteristica ¢ observada proximo de 2925
cm’! referente as ligagdes C — H localizadas nos carbonos com hibridizagdes sp®. Outra banda
destaque ¢ localizada por volta de 1028 cm!, correspondente as ligagdes C- O presente no anel
pirano das unidades de glicose da B-ciclodextrina, bem como as ligagdes com hidroxilas (C-
OH) e as ligagdes glicosidicas que conectam as diferentes unidades de glicose na molécula da
B-CD. O espectro FTIR obtido para a B-CD, estd de acordo com os espectros descritos na
literatura (KFOURY et al., 2014; RAKMALI et al., 2017 e TORRES et al., 2018).

No espectro do complexo de inclusdo, obtido pelo processo de liofilizagdo na propor¢ao
1:1, observa-se uma banda caracteristica da B-CD, com uma pequena variagdo deslocada para
o valor de 3404 cm™'. Uma banda é suprimida da por¢do N-H da molécula da DHPM, ao ocorrer
a complexacdo com a ciclodextrina, fazendo com que ocorra o desaparecimento da banda
referida. Em 1697 cm™ observa-se um pequeno deslocamento referente a ligagio C=0 do grupo
funcional amida e éster. Por volta de 1462 e 1415 cm™' observa-se também uma reducdo na
intensidade das ligagdes atribuidas ao grupo -CHj3 e -CHp, referentes ao produto de sintese. Em
1090 cm™!, observou-se uma redugiio no sinal atribuido a ligagio C-N. Por fim, em 850 e 754
cm’!, observa-se um alargamento e reducdo da intensidade da banda, referente as ligagdes do
anel aromatico.

Jano CI 1:2, pode-se observar uma banda deslocada para o valor de 3406 cm™!, referente
ao perfil da B-CD. Em 2926 cm’!, observa-se uma variago ligeira para a ligagdo C-H referente
aos carbonos sp’da molécula de ciclodextrina. Em 1707 cm’!, apresenta um pequeno
alargamento da banda, referente a ligagdo C=0 do grupo éster e amida. J& em torno de 1460 e
1411 cm’!, tém-se uma pequena redugio referente as ligacdes atribuidas ao grupo -CHs e -CHo.
Em 1088 cm™! observou-se também uma variagio ligeira sobre a ligacdo C-N. Em 848 e 761
cm’!, observa-se uma reducdo da intensidade da banda, que é indicativo das liga¢des do anel
aromatico.

Tanto nas MF 1:1 e MF 1:2, os espectros nao se diferenciaram, ambos apresentaram os
mesmos picos, apenas com pequenas variagoes. Para a MF 1:1, observou-se uma banda em

3397 cm’!, referente ao estiramento OH; em 2925 cm™! atribuido ao estiramento do grupo CHa,
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assim como as bandas em 1030 cm™, caracteristico das B-CD. A bandas em 1700 cm ¢
encontrado na molécula de DHPM, referente a carbonila C=0O da fung¢ado éster ¢ amida. Em
1460 cm'! ¢ possivel verificar o desdobramento da por¢io -CH3 e -CHa, presente no produto de
sintese. Em 1030 cm™ é possivel visualizar as ligagdes C—O do anel pirano, presente na
ciclodextrina. Outros sinais sdo presentes em 846 e 757 cm™!, referente a DHPM. O mesmo
padrdo se segue para a MF 1:2, com os respectivos valores de 3417, 2922, 1699, 1645, 1464,
1419, 1028, 852 e 756 cm™'. Contudo, hd um indicativo de que esses valores ndo tiveram
deslocamentos significativos, devido a baixa complexagdo ocasionada pela mistura mecanica

entre a DHPM e B-CD, o que nao foi suficiente para promover a inclusao.

5.4.2 Calorimetria diferencial exploratéria - DSC

Também foi empregada na investigacdo da formacdo de complexos de inclusdo, a
calorimetria diferencial exploratoria (DSC). Por meio dela, ¢ possivel observar o
desaparecimento dos picos que correspondem a molécula hdspede, bem como os deslocamentos
nas temperaturas e redugdes nos valores de entalpia (AH). Assim, no contexto da analise de
DSC realizada neste estudo, foram examinadas amostras contendo a B-CD, DHPM, os
complexos de inclusdo liofilizados e suas misturas fisicas. Os termogramas obtidos por meio
da técnica sdo apresentados na Figura 36 e os valores de temperatura e entalpia, podem ser

observados na Tabela 3.
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Figura 36 — Perfil calorimétrico de DSC para as amostras de DHPM, B-CD, complexos
liofilizados e misturas fisicas. Em (a), mostra o perfil calorimétrico de todas as

substancias. Em (b), mostra o perfil calorimétrico das mesmas substancias, apos

separagao das curvas calorimétricas.
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Foi observado no perfil calorimétrico da molécula pura, um pico agudo endotérmico em
207,32 °C e AH = 114,35 J.g"!, indicando a sua temperatura de fusdo (T.F) e valor de entalpia,
respectivamente. O valor da temperatura de fusao esta de acordo com a literatura, pois diveros
autores obtiveram de forma experimental, valores proximos, como por exemplo, Godugu e
colaboradores (2020) que encontraram T.F = 207 °C.

Giordano, Novak e Moyano (2001) enfatizam que as ciclodextrinas apresentam um pico
em temperaturas proximas de 120 °C, cujo valor estd atribuido a eliminagao de agua do interior
da sua cavidade. Dessa forma, o sinal observado em 114,98 °C, com valor de entalpia AH =
632,02 J.g'!, denota a perda de moléculas de 4gua da molécula hospedeira, cujo valor esta de
acordo com os autores.

Para o complexo de inclusao obtido pelo método de liofilizagdo, na proporcao 1:1,
ocorreu uma diminui¢do de temperatura de transi¢do de aproximadamente 16,9 °C. Ou seja,
teve um deslocamento de temperatura para 98,08 °C e AH =279,37 J.g"!. Isso é um indicativo
de que as moléculas de agua sairam da ciclodextrina, para poder acomodar a molécula de
DHPM. De acordo com Pinto et al. (2021) quando ocorre uma auséncia ou diminui¢ao proximo
do pico da ciclodextrina, ha um indicativo para a formacao do complexo de inclusdo. Além
disso, outros dois picos sdo observados: o primeiro em 206,73 °C (AH= 17,67 J.g") e 0 segundo
em 213,07 (AH=-3,53] .g"), respectivamente.

Ja o complexo de inclusdao na propor¢ao molar 1:2, apresentou trés eventos térmicos. O
primeiro na temperatura de 101,74 °C (AH = 239,08 J.g'!), correspondente a perda de agua da
B-CD. Assim como observou-se uma redugdo no valor entalpico, caracteristico da CD ao formar
o CI, indicando um possivel deslocamento das moléculas de dgua pelas moléculas de DHPM.
Outros sinais podem ser encontrados em torno de 207,74 °C, com valor de entalpia de AH =
4,10 J.g' e em 215,72 °C com valor de entalpia AH = -7,67 J.g’!.

Para a misturas fisicas, ambos perfis calorimétricos apresentaram trés eventos térmicos.
Para a MF na proporcao molar 1:1, o primeiro evento térmico se encontra na temperatura de
97,74 °C (AH = 217,08 J.g™"), correspondente as perdas de agua da cavidade hidrofébica da
molécula hospedeira. Os outros sinais sdo observados na temperatura de 206,57 °C (AH= 12,84
J.g1) e 214,91 °C (AH = -10,06 J.g'"). J4 para a MF 1:2, observou-se o primeiro sinal residual
da ciclodextrina, em torno de 88,21 °C (AH = 195,56 J.g'!), o segundo em 205,24 °C com valor
de entalpia AH = 4,89 J.g"! e o tiltimo em 218,86 °C (AH =-14,15 J.gh).
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Tabela 3 - Valores referentes aos picos observados nas curvas calorimétricas de DSC para
DHPM, B-CD, complexos liofilizados (CI 1:1 e CI 1:2) e as misturas fisicas (MF

1:1 e MF 1:2).
Amostras Temperatura (°C) Entalpia (AH) (J/g)

DHPM 207,32 114,35
B-CD 114,98 632,02
98,08 279,37

CI1:1 206,73 17,67
213,07 -3,53
101,74 239,03

CI1:2 207,74 4,10
215,72 -7,67
97,74 217,08

MF 1:1 206,57 12,84
214,91 -10,06
88,21 195,56

MF 1:2 205,24 4,89
218,86 -14,15

Fonte: Do autor (2024).
5.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As caracteristicas morfologicas dos complexos de inclusdo foram obtidas através de
microscopia eletronica de varredura (MEV), apresentadas em quatro ampliagdes diferentes

(200X, 500X, 1500X e 2000X), conforme mostra a Figura 37.
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Figura 37 - Micrografias de varredura. Em (A) B-CD; (B) DHPM; (C) MF 1:1; (D) MF 1:2; (E)
CI 1:1 e (F) CI 1:2. Todas as amostras foram apresentadas em quatro ampliagdes
distintas, seguindo a ordem de (I) 200X, (II) 500X, (III) 1500X e (IV) 2000X.

Fonte: Do autor (2024).
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A Figura 37 (a), apresenta a micrografia da f-CD. E perceptivel com as ampliagdes, que
a molécula hospedeira, exibem algumas particulas no estado s6lido com formato de cristais
retangulares monociclicos, com superficie e contorno bem definidos. A morfologia da molécula
hospedeira se encontra em consonancia com os trabalhos descritos na literatura (MARANGOCI
et al., 2008).

A Figura 37 (b) apresenta a micrografia do produto obtido da sintese, com seus cristais
longos e bem definidos, confirmando que o mesmo estava totalmente puro e isento de
contaminantes e outros residuos.

Ja a Figura 37 (c) e 36 (d), apresentam as misturas fisicas nas razdes molares 1:1 ¢ 1:2,
respectivamente. E evidente que a morfologia apresenta uma pequena porgdo de aglomerados
semelhantes a -CD pura, com formatos de cristais irregulares, enfatizando a baixa capacidade
de complexacgao através deste método.

Ja a Figura 37 (e) e 36 (f), apresentam os complexos de inclusio nas razdes molares 1:1
e 1:2, respectivamente, obtidos pelo processo de liofilizagio. E evidente uma alteragdo
significativa no formato e no aspecto das particulas na amostra, ocorrendo uma intensa redu¢ao
da cristalinidade com agregados amorfos. De acordo com Carvalho (2017), quando se tem uma
diminuicdo na cristalinidade para particulas menores e com uma forma mais lamelar, sugere a

formacgao e presenca de uma nova fase solida, confirmando-se assim a complexacao.
5.4.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H

A molécula obtida do produto de sintese, possui formula molecular C14H26N205 e teve
a sua confirmacdo através da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H,
em DMSO-d6.

A descricdo da numeragdo da 3,4-diidropirimidinona, iniciou do nitrogénio do anel
adjacente ao grupo metila do anel diidropirimidindnico. A numeragado se segue para a direita no
sistema ciclico, englobando também o carbono da metila conectada ao anel. O grupamento etila
conectado ao éster foi numerado em seguida e por ultimo o anel aromatico ligado ao carbono 4

do anel. O espectro de RMN de 'H para a DHPM ¢ mostrado na Figura 38.
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Figura 38 — Espectro de RMN de 'H para a DHPM em DMSO-d6, 600 MHz.
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Fonte: Do autor (2024).

A regido que aparece a direita do espectro € denominada regido de prétons altamente
blindados, enquanto que a esquerda, € denominada de protons menos blindados, ou
desblindados. O solvente utilizado para a anélise foi 0 DMSO-d6, apresentando um pico em
2,50 ppm.

Na regido alifatica do espectro, é possivel observar um sinal altamente blindado em 6 =
1,09 ppm, referente ao carbono 9. Este é capaz de se desdobrar em um sinal que se integra para
trés hidrogénios, gerando assim um tripleto, com valores de 1,10 e 1,07 ppm, respectivamente.
Esse desdobramento é devido aos hidrogénios conectados do carbono 9 serem vizinhos a outros
dois hidrogénios ndo magneticamente equivalentes, sendo eles presentes no carbono 8. Ainda,
esse sinal é considerado o mais blindado, pois estes hidrogénios ndo séo vizinhos a outros
grupos que sao capazes de promover uma desblindagem diamagnética.

Também ¢ possivel verificar a presenca de um sinal na regido de 6 = 3,96 a 3,99 ppm,
referentes ao hidrogénios do carbono 8. Este sinal é integrado para dois, uma vez que neste
carbono encontra-se dois hidrogénios magneticamente equivalentes. Estes hidrogénios estdo

vizinhos a outros trés hidogénios magneticamente ndo equivalentes, o que pela regra do
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desdobramento spin — spin (também conhecida como regra do “n +1”), é capaz de gerar um
quarteto.

Outro sinal caracteristico ¢ observado em 6 = 2,24 ppm. Ele faz referéncia ao carbono
6’, ao qual gera um singleto, se integrando para trés atomos de hidrogénio, caracteristico do
grupo metila (-CHz). No entanto, esse valor de deslocamento quimico é devido aos hidrogénios
estarem ligados a um carbono adjacente a uma ligacdo dupla (hidrogénios alilicos), o que
ocasiona a desblindagem pela anisotropia da ligacédo dupla.

Ha um sinal presente entre 6 = 5,13 — 5,14 ppm, que comprova a formacdo do anel
heterociclico, referente ao hidrogénio 4 do sistema 3,4-diidropirimidinonico. Embora este
hidrogénio esteja ligado a um carbono tercirio, ele apresenta um maior deslocamento quimico
devido a proximidade de um carbono olefinico, de um anel aromatico que cria um campo
magnético mais intenso e de um nitrogénio que reduz a densidade eletrdnica ao seu redor.

De forma geral, os compostos aromaticos apresentam um deslocamento quimico
proximo de 7,0 ppm e nessa regido do espectro, eles estdo desblindados devido ao campo
anisotropico gerados pelos elétrons do sistema m do anel. Dessa forma, os deslocamentos entre
6 =17,22 — 7,31 ppm, referem-se aos hidrogénios ligados ao anel aromatico. Porém, devido a
sobreposicao de sinais, ndo podem ser determinados, pois se tratam de sinais de segunda ordem
e consequentemente geram-se sinais denominados de multipletos. Sendo assim, a Gnica maneira
de se confirmar a presenca desses cinco atomos de hidrogénios no anel aromatico, foi através
da integracdo dos sinais e suas respectivas substituicdes quimicas, que sao compativeis com 0s
valores esperados para hidrogénios sujeitos a anisotropia magnética de anéis benzénicos.

Por fim, os hidrogénios ligados a um nitrogénio de amida, podem apresentar
deslocamentos variaveis, sendo dependente dos fatores: temperatura, solvente e ambiente
quimico da molécula. Os sinais em & = 7,73 ppm e 9,17 ppm referem-se aos hidrogénio 3 e 1,
respectivamente. Onde o primeiro, encontra-se levemente blindado, devido os pares de elétrons
do nitrogénio possuirem a capacidade de estar em ressonancia com a carbonila da amida. Ja o
segundo, refere-se ao hidrogénio 1, este considerado altamente desblindado, faz com que os
pares de elétrons do nitrogénio sejam capazes de estarem em ressonancia tanto com a carbonila
da amida e com a ligagédo dupla presente no anel 3,4-diidropirimidinonico.

Os valores dos deslocamentos quimicos, multiplicidade e a constante de acoplamento
(J) obtidos experimentalmente, foram comparados com os dados abordados na literartura,

conforme mostra a Tabela 4.



Tabela 4 - Valores de deslocamentos quimicos (), multiplicidade dos sinais e constante de
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acoplamentos (J), obtidos a partir de espectros de RMN de 'H experimentalmente
(*H 600 MHz, DMSO-d6) e RMN de 'H encontrado na literatura (500 MHz,
DMSO-d6).

Valores experimentalmente em

Valores obtidos na literatura
Atribuicéo DMSO-d6); (FARD; GHAFURI;
& 'H; multiplicidade (J) RASHIDIZADEH (2018)
H-1 9,17 (s, 1H) 9,20 (s, 1H)
H-3 7,73 (s, 1H) 7,75 (s, 1H)
H-4 5,13 - 5,14 (d, J = 3,4 Hz, 1H) 5,14 (d, J = 2,7 Hz, 1H)
H-6’ 2,24 (s, 3H) 2,25 (s, 3H)
H-8 3,96 - 3,99 (g, J = 7,1 Hz, 2H) 3,98 (q, J = 7,1 Hz, 2H)
H-9 1,09 (t, J = 7,1 Hz, 3H) 1,09 (t, J = 7,1 Hz, 3H)
H-11/H-15 nd 7,32 (m, Ar-H, 2H)
H-13 nd Nd
H-12/H-14 nd

7,24 (m, Ar-H, 3H)

nd: nao foi possivel explorar, devido a sobreposi¢do dos sinais

Fonte: Do autor (2024).

Confirma-se entdo que com os dados obtidos experimentalmente estdo em

conformidade com os valores atribuidos com a literatura, apresentando uma ligeira variacao de
deslocamentos quimicos e multiplicidades.
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Na Figura 39 (a), mostra o espectro de RMN de 'H da B-ciclodextrina também foi
analisada, conforme mostrado espectro na Figura 39(b). Em sua composicdo, hd os sinais
referentes aos hidrogénios ligados aos atomos de carbono, sendo eles: Hep-1 (4,83 ppm), Hep-3
(3,66 ppm), Hcp-4 (3,36 ppm), Hep-s (3,44 ppm) € Hep-s (3,62 ppm). Ha também os picos que
sdo referentes as hidroxilas, sendo elas: a Hon-> (5,74 ppm), Hon-3 (5,70 ppm) e Hon-6 (4,48
ppm). Os valores apresentados foram comparados com a literatura e se encontram similares
com o descrito neste trabalho (PINTO et al., 2021).

Na Figura 39 (b), mostra o espectro de RMN de 'H da DHPM como precursora, que foi
detalhado anteriormente, evidenciando todos os picos, multiplicidades e deslocamentos
quimicos. Apds a complexacdo com a ciclodextrina, observa-se alteracdes nos deslocamentos
quimicos, multiplicidade e intensidade dos picos.

Os complexos de inclusio também puderam ser analisados por RMN de 'H. A Figura
39 (c) apresenta o espectro de RMN de 'H para o complexo de inclusdo em razio molar de 1:1.
Observam-se algumas alteracdes nos deslocamentos quimicos quando é comparado com seus
precursores, indicando que os prétons envolvidos no processo estao sendo influenciados por
protons adjacentes. Ao analisar o espectro, foi possivel verificar algumas variagdes nos
deslocamentos quimicos. Observou-se uma variacdo de 0,01 ppm para o H1 e H6’ da
dihidropirimidinona. O H8 (4,46 ppm) foi o proton mais afetado, verificando-se uma variagao
de 0,50 ppm. Também foi possivel verificar alguns deslocamentos quimicos da B-CD, sendo o
Hcp4 (3,62 ppm), Hep-s (3,36 ppm), Hep-s (3,66 ppm), com uma variagdao de 0,26 ppm, -0,08
ppm e 0,04 ppm, respectivamente. Os hidrogénios ligados a hidroxila também tiveram algumas
alteragdes, sendo os prdotons mais afetados OHs (5,73 ppm) e OHg (4,47 ppm), com variagdes
de 0,03 ppm e -0,01 ppm, respectivamente. Os demais hidrogénios ndo mencionados, nao
tiveram nenhuma alteragdo em seus valores de deslocamento.

De forma analoga, analisou o espectro de RMN de 'H para o complexo de inclusio, na
razao molar 1:2, conforme mostra a Figura 39 (d). Observou alguns deslocamentos quimicos
com variacao de 0,02 ppm presentes no H1 (9,19 ppm), H9 (1,11 ppm), Hcp-3 (3,68 ppm) e
OHj3 (5,72 ppm). Uma variagdo pequena de 0,01 ppm foi atribuido ao proton H3 (7,74 ppm),
presente na dihidropirimidinona. Uma variacao de 0,03 ppm pdde ser encontrada nos protons
H4 (5,17 ppm) e H6’ (2,27 ppm) da DHPM e Hcp-1 (4,86 ppm) da B-CD. Uma A de 0,04 ppm,
foi atribuido a hidroxila OH> (5,78 ppm) e Ad de 0,05 ppm para Hcp-s (3,67 ppm) e OHg (4,53
ppm). Ainda, alguns hidrogénios apresentaram deslocamentos quimicos menores ou iguais a

(A0<) 0,05 ppm, sendo o HS (3,56 ppm) e Hcp-s (3,39 ppm).
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Figura 39 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz). Em (a) DHPM pura, (b) p-CD pura, (c) CI
l:1e(d) CI1:2.
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Fonte: Do autor (2024).



complexos de inclusdo nas razdes molares 1:1 e 1:2, podem ser visualizados na Tabela 5.
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Os valores de deslocamentos quimicos e as variagdes das amostras de DHPM, B-CD e

Tabela 5 - Valores de deslocamentos quimicos para a f-CD, DHPM e complexos de inclusao
nas razdes molares 1:1 e 1:2 e Ad dos deslocamentos quimicos entre complexos e
moléculas livres.

Atribuicdo  B-CD DHPM Cl 1:1 (ppm) Ad Cl1:2 Ad
(ppm) (ppm)

Hcp-1 4,83 4,83 0 4,86 0,03
Hcp-2 nd nd nd Nd nd
Hcp-s 3,66 3,64 -0,02 3,68 0,02
Hcp-4 3,36 3,62 0,26 3,56 0,20
Hco-s 3,44 3,36 -0,08 3,39 -0,05
Hco-6 3,62 3,66 0,04 3,67 0,05
OH> 5,74 5,74 0 5,78 0,04
OHs 5,70 573 0,03 5,72 0,02
OHe 4,48 4,47 -0,01 4,53 0,05
H-1 9,17 9,18 0,01 9,19 0,02
H-3 7,73 7,73 0 7,74 0,01
H-4 513-5,14 5,14 0 5,17 0,03
H-6 2,24 2,25 0,01 2,27 0,03
H-8 3,96 - 3,99 4,46 0,50 3,56 -0,40
H-9 1,09 1,08 -0,01 1,11 0,02

H-11/ H-15 Nd nd nd nd nd
H-13 Nd nd nd nd nd

H-12/H-14 Nd nd nd nd nd

nd = nao foi possivel explorar, devido a sobreposicao de picos.

Fonte: Do autor (2024).

Os dados sugerem para ambos os complexos de inclusdo, a parte da molécula de DHPM,

entra pela parte mais estreita da ciclodextrina (Hcp-4), devido a sua forte interacdo com o H-8

da molécula hospede, realizando uma interagdo intermolecular de van der Waals. Também, os

dados indicam uma liga¢ao de hidrogénio fortemente, entre a hidroxila 6 (OHg) da B-CD e o H-

8 da molécula de dihidropirimidinona. Ainda, alguns prétons sofreram modificagdes em seus

deslocamentos quimicos, como por exemplo o Hep-3 € Hep.s referentes a ciclodextrina, podendo
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também realizar interacdes de van der Waals. Sugere-se também que a por¢do do anel
aromatico fique para fora da molécula hospedeira, devido ao impedimento estérico ocasionado,
visto que o anel benzénico possui um grupo volumoso, capaz de gerar repulsao eletrostatica.

Uma possivel sugestdo de como ocorre a inclusdo, pode ser visualizada na Figura 40.

Figura 40 - Sugestao de como ocorre a formagao do complexo de inclusdo entre DHPM e CD.
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Fonte: Do autor (2024).

Para melhor elucidar a geometria de inclusdo da molécula hospede com a CD é
necessario realizar experimentos para analisar a proximidade espacial entre os H, como por
exemplo, a Espectroscopia Rotativa por Efeito Overhauser (ROESY), que sdo ferramentas
cruciais para investigar interacdes intermoleculares. Esses espectros fornecem informagdes
detalhadas sobre a proximidade espacial entre moléculas hospedeiras e hospedes. A anélise dos
sinais nos espectros ROESY revela correlagdes cruzadas dipolares, permitindo a identificagdo
de interagdes intermoleculares especificas. Essas correlagdes sdo fundamentais para
compreender a dindmica e a estrutura de complexos moleculares, sendo especialmente tteis em

estudos de reconhecimento molecular (PAVIA et al., 2015).
5.5 Testes in vitro
5.5.1 Ensaio de dissolucao

O teste de dissolugdo in vitro ¢ considerado uma analise fisico-quimica que determina e

avalia a quantidade de uma substancia que se dissolve em um meio especifico durante um
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determinado periodo. A finalidade deste ensaio ¢ simular o comportamento de um principio
ativo, fornecendo assim o seu perfil de dissolugdo (OLIVEIRA, 2019). Através desta andlise, ¢
possivel detectar o aumento intrinseco da solubilidade das moléculas apés a formacao dos
complexos de inclusdo. Esse aumento na solubilidade esta diretamente ligado ao potencial de
aumento da disponibilidade das moléculas, ou seja, verifica a quantidade e a taxa na qual uma
substancia pode se tornar disponivel em seu local de agdo.

Para verificar a eficacia da formagao dos complexos de inclusdo entre a molécula de
dihidropirimidinona (DHPM) e B-CD, foram conduzidos testes de dissolucdo in vitro,
comparando a molécula em sua forma pura, DHPM, e os complexos de inclusdo, em propor¢des
molares de 1:1 (CI 1:1) e 1:2 (CI 1:2).

Os perfis de dissolugao do produto de sintese (DHPM) antes e apds a complexacao sdo
mostrados na Figura 41. Os experimentos foram realizados com o objetivo de aumentar a
porcentagem de DHPM dissolvida em agua conforme o tempo avanga, cujo procedimento

possibilita a previsao da taxa de liberagdo da molécula hospedeira em solugao.

Figura 41 - Perfil de dissolugdo em dgua da DHPM pura (DHPM) e dos complexos de inclusdao
liofilizados (CI 1:1 e CI 1:2).

100
90
80 -
;\O\ 70 + § % %
S 60 o® 2. aanr
= T ® 24 T
S 50+ g22*
L 1 ;3 § § §
T 40 ‘! i ﬁ *
& 3. o v "
E 30_. 4 M L "
201 ¢ "
[ ]
] ¢ " = DHPM
104 & a e Cll1
.. 4. A Cl12
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (min)

Fonte: Do autor (2024).

E possivel perceber que os complexos de inclusdo sdo capazes de se dissolverem mais
rapidamente do que a molécula pura, verificando-se assim um aumento em sua solubilidade

intrinseca.
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Foi determinado que 12,04% da molécula de DHPM estavam soliveis ap6s 30 minutos
(DP30), enquanto apo6s 3h (180 minutos), tempo total do experimento, ndo foram dissolvidos
50% do composto (Tso) para a amostra da molécula pura. Assim, verifica-se que foram
dissolvidos aproximadamente cerca de 47,10% da molécula, durante esse intervalo do
experimento.

Para o complexo de inclusdo na propor¢ao 1:1 (CI 1:1), verificou que 30,27 % foram
dissolvidos apds 30 min e 50% do composto foi detectado em solug¢do apds 70 minutos. De
forma andloga, para o complexo de inclusado 1:2 (CI 1:2), percebe-se que 31,05% também foram
dissolvidos apods 30 minutos e 50% do composto foi detectado em solugdo ap6s 80 minutos.

A taxa de dissolucdo em agua para a molécula pura, DHPM, e os complexos de inclusao,
estao expressos na Tabela 6.

Tabela 6 - Taxa de dissolugdo em &gua para a dihidropirimidinona pura (DHPM) e

complexos de inclusio DHPM/B-CD nas proporg¢des 1:1 (CI 1:1) e 1:2 (CI 1:2),
sob temperatura de 37 £ 0,2 °C.

Amostras DP3o (%) Ts0 (min)
DHPM 12,04 > 180
CI1:1 30,27 70
CI1:2 31,05 80

Fonte: Do autor (2024).

Para os complexos de inclusdo, os valores de porcentagem de droga dissolvida apos 30
minutos aumentaram. Para o CI 1:2 com 31,05%, foi capaz de aumentar cerca de 2,57 vezes a
taxa de dissolugdo se comparada com a molécula de DHPM pura. Ja para o complexo CI 1:1
com 30,27%, o mesmo foi capaz de aumentar cerca de 2,51 vezes a taxa de dissolugdo
comparada com a molécula pura. Sendo assim, infere-se que em ambos os complexos de
inclusdo nao houve diferenga significativa, por possuirem valores proximos dentre as suas taxas
de liberagao.

Diversos estudos na literatura observaram o aumento da dissolucdo da molécula
hospede. Khan e colaboradores (2023) evidenciaram que a rivaroxabana, um composto
derivado da oxazolidinona, ¢ um agente anticoagulante amplamente empregado na prevencao
e tratamento de diversos disturbios metabdlicos arteriais e venosos. O fdrmaco em sua forma
pura exibiu cerca de 31,43% de liberagdo de dissolugdo em um intervalo de 60 min, enquanto

apos a implementacdo com B-CD, os complexos tiveram uma liberacdo de 54,25%.
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Para o estudo conduzido por Liu et al. (2020), o complexo de inclusdao composto por
piperina e $-CD modificada com etilenodiamina, tiveram liberacdes completa da molécula com
apenas 60 min. Em contrapartida, quando a molécula pura foi testada, apenas 40% dela foi
liberada no mesmo periodo de tempo. Dessa forma, esses resultados indicam uma significativa
melhoria na solubilidade da molécula, quando s3o incorporadas em um complexo de inclusdo.

Estudos realizados por Pinto e colaboradores (2020), mostraram que a dibenzalacetona
(DBA), um analogo sintético da curcumina, foi complexado através de duas metodologias
distintas. A primeira, através do método de malaxagem, onde verificou que a liberacdo da
amostra era muito lenta, concluindo que a técnica ndo parecia ser vantajosa. Por outro lado,
também foi realizado o método de liofilizagdo, nos quais os complexos preparados nas
propor¢des molares 1:1 e 1:2, puderam aumentar a taxa de dissolugao da molécula de DBA. Os
complexos 1:1 conseguiram atingir liberagdes maximas apos o equilibrio em 120 min, ja para
o complexo 1:2, foi certificado que havia liberado 75% da DBA no mesmo intervalo. Contudo,
concluiu-se com esse estudo, que na propor¢ao molar 1:1, a molécula hospede (DBA) teve uma
liberagdao mais lenta quando comparada com o complexo na propor¢ao molar 1:2.

A melhora na solubilidade e na taxa de dissolucao pode ter implicagdes positivas para a
liberagdo controlada da DHPM, aumentando sua estabilidade e biodisponibilidade. A formagao
dos complexos de inclusdo parece proteger a molécula hospede de processos de degradacao e
proporcionar uma liberacao mais uniforme, o que € crucial para aplicagdes farmacéuticas.

Assim, esses estudos evidenciam a importancia dos complexos de inclusdo como uma
abordagem valiosa para superar os desafios relacionados com a limitacdo de sua solubilidade.
Nao obstante, a inclusdo dessas moléculas com as ciclodextrinas, representam uma estratégia
promissora para aumentar a biodisponibilidade e consequentemente, a eficacia dos compostos

farmacéuticos.

5.5.2 Atividade biologica utilizando o modelo Lactuca sativa L.

Os efeitos dos tratamentos na germinacao das sementes da alface (Lactuca sativa L.)
foram avaliados durante os cinco primeiros dias de crescimento (120h de exposi¢ao) e estdo
apresentados na Tabela 7, com os valores médio da taxa de germinacdo (%GR), indice de
velocidade de germinacao (IVG), taxa de crescimento de radicular (CR) e taxa de crescimento

da parte aérea (PA).
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Tabela 7 - Valores médios de taxa de germinacao (%GR), indice de velocidade de germinagao
(IVG), taxa de crescimento radicular (CR) e taxa de crescimento da parte aérea
(PA). Os controles negativos e positivos sdo representados por dgua ultrapura e a

molécula ndo complexada, respectivamente.

Tratamento (% GR) IVG CR PA
B-CD 59,60 + 0,4 10,45 +£0,1167 18,33 £0,5164 18,82 +0,4470
DHPM 60,00 10,75 + 0,1687 25,43 +£3,427 1891 +1,374
Cl1:1 60,00 9,057" £ 0,08003 19,65 + 0,5421 17 +0,6587
CI1:2 59,20 + 0,4899 9,090" + 0,1445 20,01 £0,4780 16,85 + 0,4065
H>O 59,20 + 0,4899 10,12 +0,2177 20,63 £0,6211 19,84 £ 0,4542

Valores seguidos por * representam diferenca significativa com 95% de confianga, em relagdo ao
controle negativo (dgua ultrapura), segundo o teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2024).

Os complexos de inclusdo na propor¢do molar 1:1 e 1:2 apresentaram uma GR de 60,0
e 59,20%, respectivamente, com valores de IVG iguais a 9,057 e 9,090, sendo estes que se
diferenciaram estatisticamente do controle negativo.

Valério e colaboradores (2007) enfatizam que dentre os parametros macroscopicos, 0s
relacionados com a germinagdo (GR e IVG) sdo menos sensiveis. Esses fatores podem ser
explicados, devido a sua capacidade de fornecer uma avaliacao rapida e precisa do processo de
germinacdo das sementes. O IVG, por exemplo, ndo se limita apenas a contar o nimero de
sementes que germinaram, mas também o tempo necessario para que essa germinagao ocorra.
Assim, essas variacdes na toxicidade de compostos podem ser prontamente identificadas
através de alteracdes na velocidade e na taxa de germinag¢do das sementes expostas a esses
compostos. Esses parametros sensiveis permitem uma detec¢do precoce de efeitos adversos,
tornando-os valiosos na avalia¢ao da toxicidade de substancias quimicas.

Ja o fator CR por sua vez, destaca-se por sua eficacia em evidenciar a toxicidade do
composto testado. Ele ¢ diretamente impactado pelo efeito téxico do composto sobre o atraso
na germinagdo, o que se reflete na diminui¢ao do indice de velocidade de germinacdo (IVG),

conforme destacado por Venceslau et al., (2017).
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As Figuras 42, 43, 44, 45 e 46 mostradas a seguir, apresentam as sementes de alface
germinadas durante o periodo de 48h, com os respectivos tratamentos contendo solucdes de f3-

CD, DHPM, CI 1:1, CI 1:2 e 4gua ultrapura.

Figura 42 - Placas de Petri contendo solu¢do de CD com as sementes de alface germinadas.

Fonte: Do autor (2024).

Figura 43 - Placas de Petri com solucdo de DHPM com as sementes de alface germinadas.

Fonte: Do autor (024).

Figura 44 - Placas de Petri contendo solu¢do de CI 1:1 com as sementes de alface germinadas.

Fonte: Do autor (2024).
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Figura 45 - Placas de Petri contendo solucao de CI 1:2 com as sementes de alface germinadas.

Fonte: Do autor (2024).

Figura 46 - Placas de Petri com 4gua ultrapura com as sementes de alface germinadas.

Fonte: Do autor (2024).

Os complexos de inclusdo e a molécula pura ndo tiveram toxicidade na concentracao
testada, pois as sementes de Lactuca sativa L. germinaram. Também a $-CD ndo apresentou
nenhuma toxicidade sob o modelo vegetal e o resultado abordado estd em consonédncia com a
literatura, visto que as CDs sdo praticamente atoxicas.

Outras substancias ja foram utilizadas para verificar a toxicidade utilizando o modelo
vegetal. Santiago e colaboradores (2017) mostraram que o Oleo essencial extraido de
Backhousia citriodora apresentou efeitos citogenotdxicos notaveis nas células meristematicas
de Lactuca sativa. Estes efeitos englobaram danos ao DNA, inducdo de fragmentacdo do
material genético e ativagdo do processo de apoptose celular. Adicionalmente, constatou-se que
o Oleo essencial exibiu efeitos clastogénicos (processo que resulta na quebra ou na
reorganizacdo dos cromossomos dentro das células) e aneugénicos (agente que causam
aneuploidia - uma condi¢ao que as células possuem um niimero anormal de cromossomos) nas
células meristematicas da planta modelo. Estes resultados ressaltam a importancia da
investigagdo dos efeitos biologicos de compostos naturais sobre células vegetais, sublinhando
o potencial do dleo essencial de B. citriodora como uma fonte promissora de compostos
biologicamente ativos, inclusive na producdo de herbicidas naturais.

Venceslau e colaboradores (2017) puderam examinar como a toxicidade da atrazina

pode ser alterada quando ela ¢ misturada com ciclodextrinas ancoradas em silica. Os autores
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também utilizaram sementes de alface como modelo vegetal e descobriram que a atrazina pura
causou danos genéticos as raizes. No entanto, quando a molécula pura foi complexada com v-
CD/silica, os efeitos genéticos negativos foram consideravelmente reduzidos. Os resultados
apresentados corroboram que essa abordagem pode ser uma maneira eficaz de diminuir a
toxicidade da atrazina em plantas que nao sdo alvo.

Os resultados expressos neste estudo utilizando a DHPM pura e os complexos
liofilizados demonstraram como uma maneira eficaz para uso em germinagdo em sementes de
alface , devido a sua nao toxicidade na concentragdo testada. Além disso, estudos
complementares como a expressdo génica, podem investigar como a molécula pura e os
complexos estdo sendo regulados em resposta ao tratamento e como essas mudancgas estdo
relacionadas aos efeitos citogenetoxicos observados.

Contudo, ao integrar os resultados obtidos neste estudo com abordagens da Biologia
Molecular, sera possivel obter uma compreensdo mais abrangente dos efeitos dos compostos
utilizados a nivel molecular, contribuindo para o avango do conhecimento sobre os mecanismos

de acdo e os impactos biologicos que estas substancias podem causar em células vegetais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foi possivel sintetizar a molécula derivada de dihidropirimidinona
proposta por Pietro Biginelli, utilizando os principios das reagdes multicomponentes. Os
resultados demonstraram alta eficiéncia e otimiza¢ao do processo, com significativa reducao
do uso de reagentes e do tempo de execucao dos experimentos em comparagcdo com sinteses
organicas tradicionais de multiplas etapas. O estudo também enfatizou a prevengdo ambiental,
promovendo economia atdmica, minimizac¢ao de subprodutos e outros principios alinhados com
a Quimica Verde.

A confirmacdo da molécula sintetizada foi realizada por meio de Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, evidenciando sinais caracteristicos de
dihidropirimidinonas, e por Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), cujos resultados foram comparados com a literatura.

Os estudos de solubilidade mostraram que a B-CD melhorou significativamente a taxa
de dissolugdo da molécula de DHPM em agua. As isotermas de solubilidade indicaram alta
solubilidade dos complexos de inclusdo, proporcional a concentracdao de ciclodextrina (CD)
com um aumento de solubilidade de 1,73; 1,53 e 1,43 vezes nas temperaturas de 25, 35 ¢ 45 °C
respectivamente. Além disso, os valores da Energia Livre de Gibbs foram calculados, sugerindo
um processo termodinamicamente espontaneo.

Os complexos de inclusdo nas razdes molares 1:1 e 1:2, foram preparados pelo método
da liofilizag¢do, obtendo-se €xito no processo. Além disso, os mesmos foram caracterizados e
confirmados por técnicas espectroscopicas (FTIR e RMN de 'H), analise térmica (DSC) e
microscopia eletronica de varredura (MEV).

As analises espectroscopicas por FTIR revelaram alteragdes nas bandas espectrais dos
complexos de inclusdo, indicando interacdes entre a molécula héspede e a ciclodextrina.
Resultados similares foram obtidos por calorimetria diferencial exploratoria (DSC),
evidenciando mudangas nas propriedades térmicas dos complexos.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmou a formagao dos complexos de
inclusdo pela alteracao na morfologia das particulas, ap6s a incorporagao da ciclodextrina. Os
resultados apresentaram um material com baixa cristalinidade com agregados amorfos e com
particulas menores com uma forma mais lamelar.

Os resultados obtidos por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
"H confirmou a formagio dos complexos de inclusdo. Os valores de deslocamentos quimicos

dos protons mais afetados da DHPM e da B-CD sugeriram que o H-8 da molécula, entrou pela
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cavidade da molécula hospedeira (Hcp-4). Estudos complementares, como a Espectroscopia
Rotativa por Efeito Overhauser (ROESY), poderdo elucidar de forma melhor e precisa a
inclusdo da molécula héspede com a CD.

Os ensaios de dissolugdo in vitro mostraram que os complexos de inclusdo melhoraram
significativamente a solubilidade da DHPM em 4gua e sua taxa de dissolucdo, indicando
potenciais beneficios para liberagdo controlada e biodisponibilidade. O estudo indicou uma
importancia da ciclodextrina, como uma abordagem eficiente para a superacao da baixa
solubilidade de compostos organicos.

Para os testes utilizando o modelo vegetal, os resultados indicaram a ndo toxicidade dos
complexos de inclusdo e da molécula de DHPM, na concentragdo testada. Os resultados
corroboram para uma possivel aplicabilidade em um ramo agroquimico, embora estudos
adicionais sejam necessarios para investigar os potenciais efeitos citogenetoxicos sobre o DNA
das sementes de alface.

Adicionalmente, pode-se ampliar esta pesquisa por meio da realizacdo de novos ensaios
bioldgicos in vitro. Como sugestdes, realizar testes para avaliar a atividade antimicrobiana,
atividade fosfolipasica e atividade antiviral das substancias investigadas. Além disso, € possivel
realizar ensaios bioldgicos in vivo, estes fundamentais para complementar e validar os
resultados obtidos nos estudos in vitro. Esses ensaios in vivo sdo essenciais para entender
melhor o comportamento das substancias em organismos vivos e para avaliar sua eficacia e
seguranga em um contexto mais préximo das condigdes humanas. Contudo, testes clinicos sdo
de extrema importancia, pois confirmam a biodisponibilidade do farmaco, garantindo ao

mesmo tempo a seguranga toxicologica antes de considerar sua aplicagdo clinica e terapéutica.
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APENDICE A — Tratamentos estatisticos para o Teste de Germinacio in vitro

Os resultados do teste de germinacao in vitro utilizando o modelo Lactuca sativa L, foi expresso

como média + desvio padrdo das cinco replicatas. Para a andlise dos dados, foi utilizada a

Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey com um nivel de significancia de

5% (p < 0,05), empregando o software GraphPad Prism, versdo 8.02. Os resultados obtidos

pelos testes estatisticos, se encontram na Tabela 8, 9,10 e 11, a seguir.

Tabela 8 - Resultados obtidos pelo teste indice de velocidade de germinagao (IVG).

Teste de Diferenca Intervalo de Significativo? Resumo Valor de P
comparacoes média confiancga de 95% ajustado
multiplas de Tukey de confianca

B-CD vs. DHPM -0,3000 -1,001 para 0,4009 Nao ns 0,6884
B-CD vs. CI 1:1 1,393 0,6925 para 2,094 Sim * 0,0001
B-CD vs. CI 1:2 1,360 0,6591 para 2,061 Sim * 0,0002
B-CD vs. HO 0,3300 -0,3709 para 1,031 Nao ns 0,6110
DHPM vs. CI 1:1 1,693 0,9925 para 2,394 Sim * <0,0001
DHPM vs. CI 1:2 1,660 0,9591 para 2,361 Sim * <0,0001
DHPM vs. H,O 0,6300 -0,07086 para 1,331 Nao ns 0,0891
CI1:1vs.CI1:2 -0,03333 -0,7342 para 0,6675 Nao ns 0,9999
CI 1:1 vs. H,O -1,063 -1,764 para -0,3625 Sim * 0,0021
CI 1:2 vs. H2O -1,030 -1,731 para -0,3291 Sim roH 0,0029

Legenda: ns = nao significativo

* = representa diferenga significativa com 95% de confianca, em relagdo ao controle negativo (agua

ultrapura).

Fonte: Do autor (2024).
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Tabela 9 - Resultados obtidos pela taxa de germinagdo (% GR), através do Teste de Tukey.

Teste de comparacoes Diferenca Intervalo de Significativo? Resumo Valor de P
multiplas de Tukey média  confian¢a de 95% ajustado
de confianca

DHPM vs. B-CD 0,4000 -1,114 para 1,914 Nao ns 0,9304
CI1:1vs. B—CD 0,4000 -1,114 para 1,914 Nao ns 0,9304
CI1:2vs. B—CD -0,4000 -1,914 para 1,114 Nao ns 0,9304
HO vs. B—CD -0,4000 -1,914 para 1,114 Nao ns 0,9304
CI 1:1 vs. DHPM 0,000 -1,514 para 1,514 Nao ns >(,9999
CI 1:2 vs. DHPM -0,8000  -2,314 para 0,7140 Nao ns 0,5254
H>0O vs. DHPM -0,8000  -2,314 para 0,7140 Nao ns 0,5254
CI1:2vs.CI1:1 -0,8000  -2,314 para 0,7140 Nao ns 0,5254
H>O vs. CI 1:1 -0,8000  -2,314 para 0,7140 Nao ns 0,5254
H>O vs. CI 1:2 0,000 -1,514 para 1,514 Nao ns >(0,9999

Legenda: ns = nao significativo
Fonte: Do autor (2024).

Tabela 10 - Resultados obtidos pelo crescimento radicular, através do Teste de Tukey.

Teste de Diferenca Intervalo de Significativo? Resumo Valor de
comparacoes média confianca de 95% P

multiplas de Tukey de confianca ajustado
DHPM vs. B-CD 7,099 0,8201 para 13,38 Sim * 0,0181 A-B
DHPMvs. CI 1:1 5,785 -0,4937 para 12,06 Néo ns 0,0864 A-C
DHPM vs. CI 1:2 5,425 -0,8542 para 11,70 Néo ns 0,1249 A-D
DHPM vs. H20 4,807 -1,472 para 11,09 Néo ns 0,2193 A-E
B-CDvs.Cl1:1 -1,314 -7,593 para 4,965 Néo ns 0,9781 B-C
B-CDvs. ClI 1:2 -1,674 -7,953 para 4,605 N&o ns 0,9476 B-D
B-CD vs. H20 -2,292 -8,571 para 3,987 N&o ns 0,8512 B-E
Cl1l:1vs.Cl1:2 -0,3605 -6,639 para 5,918 N&o ns 0,9999 C-D
Cl 1:1 vs. H20 -0,9778 -7,257 para 5,301 Néo ns 0,9928 C-E
Cl 1:2 vs. H:0 -0,6173 -6,896 para 5,662 Né&o ns 0,9988 D-E

Legenda: ns = ndo significativo
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* = representa diferenca significativa com 95% de confianca, em relacdo ao controle negativo (agua
ultrapura).

Fonte: Do autor (2024).

Tabela 11 - Resultados obtidos pelo crescimento da parte aérea, através do Teste de Tukey.

Teste de comparacgoes Diferenca Intervalo de Significativo? Resumo  Valor de
multiplas de Tukey média confianca de 95% P

de confianca ajustado
DHPM vs. B-CD 0,09700 -2,878 para 3,072 Nao ns >0,9999 A-B
DHPM vs. ClI 1:1 1,913 -1,062 para 4,887 Na&o ns 0,3914 A-C
DHPM vs. Cl 1:2 2,066 -0,9091 para 5,040 N&o ns 0,3123 A-D
DHPM vs. H20 -0,9276 -3,928 para 2,073 Na&o ns 0,9129 A-E
B-CDvs.Cl 1:1 1,816 -1,159 para 4,790 Nao ns 0,4457 B-C
B-CDvs. Cl 1:2 1,969 -1,006 para 4,943 N&o ns 0,3614 B-D
B-CD vs. H0 -1,025 -4,025 para 1,976 Nao ns 0,8794 B-E
Cl1:1vs.Cl1:2 -0,1529 -2,822 para 3,128 Nao ns >0,9999 C-D
Cl1:1vs. H0 -2,840 -5,840 para 0,1600 Na&o ns 0,0729 C-E
Cl 1:2 vs. H,0 -2,993 -5,993 para 0,007100 N&o ns 0,0509 D-E

Legenda:

ns = ndo significativo

Fonte: Do autor (2024).



