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1. INTRODUCAO

Complexos de inclusdo com ciclodextrinas (CDs) tém sido amplamente empregados
para aumentar a estabilidade quimica, a solubilidade aquosa e a biodisponibilidade
de substancias pouco soliveis em dgua (DAVIS e BREWSTER, 2004). Dentre as
CDs a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) merece atencdo especial devido a
sua baixa toxicidade, alta hidrossolubilidade e maior cavidade hidrof6ébica, o que
resulta em uma melhor capacidade de incluséo. Este trabalho visa determinar a
estequiometria e a constante de estabilidade do complexo de inclusdo entre HP-3-
CD e 4-nerolidilcatecol (4-NRC), um potente antioxidante extraido das raizes de
Pothomorphe umbellata L. Miqg. (Piperaceae) (KIJOA et al., 1980) que possui
diversas acdes farmacologicas como agéo analgésica, antiinflamatoria, fotoprotetora,
antimicrobiana, entre outras. Porém tal substédncia apresenta baixa
hidrossolubilidade, o que dificulta a viabilidade de formulagbes terapéuticas e a
avaliagdo da biodisponibilidade do mesmo. Para determinagdo da formagédo do
complexo foi utilizada a técnica de ressonéncia magnética nuclear (RMN). A
estequiometria foi estabelecida através do método o Job’s plot e a constante de
estabilidade através do estudo de solubilidades de fases.

2. METODOLOGIA

2.1 — Estudo de solubilidade de fases

Estudo realizado de acordo com o método descrito por Higuchi & Connors (1965).
SolugBes aquosas de HP-B-CD em concentracdes crescentes foram adicionadas a
frascos contendo 4-NRC. As solugBes foram agitadas por trés dias. Aliquotas foram
coletadas, filtradas e analisadas em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)
ProStar 210 com Detector UV (Varian®) 340, coluna Phenomenex® Synergi Fusion
4u C18 (150 mm X 4,6 mm), com fase mével: ACN:MeOH:TFA 0,1% 62:20:18, fluxo
de 1mL/min e volume de inje¢&o 20 L. A absorbéancia foi monitorada em 282 nm.
2.2- Preparo do complexo de incluséo

2.2.1- Liofilizacdo

Solugdes aquosas em concentragdes crescentes de HP-B-CD (0 - 4,8 mM) foram
adicionadas a frascos contendo 4-NRC, obtendo-se as seguintes proporcoes
estequiométricas: 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10, 1:12 e 1:15. As solu¢cdes foram
agitadas e ap0s o equilibrio as amostras foram filtradas, congeladas e liofilizadas.
2.2.2 - Malaxagem
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Quantidades estequiométricas de HP-B-CD e 4-NRC (1:1) foram trituradas e
misturadas a uma solucéo de etanol/agua 50% (v/v). A mistura foi agitada por 60min.
O solvente foi evaporado e o produto obtido foi congelado e liofilizado.

2.2.3 - Preparo da mistura fisica

Quantidades estequiométricas de HP-B-CD e 4-NRC (1:1) foram misturadas em gral
por 5 min.

2.3 - Determinacéo da constante de associacéo do complexo

A constante de associacdo (K,) foi determinada através da formula K, = slope / S, (1-
slope), segundo Higuchi & Connors (1965), onde slope é a inclinacdo da reta obtida
da porc¢éo linear do diagrama de solubilidade de fases e S, é a solubilidade aquosa
de 4-NRC.

2.4 — Determinacéo da estequiometria do complexo por espectrofotometria UV-vis.

O método de Job’s plot foi adotado para determinar a estequiometria do complexo
(JOB, 1928). Misturas de 4-NRC:HP-B-CD foram preparadas variando a fragdo molar
de cada substancia de 0 a 1 e mantendo constante a concentracdo de total da
solugéo (2 mM). As solucdes foram analisadas em espectrofotdmetro UV-Vis Varian
Cary. A diferenga de intensidade (AA) entre as solu¢des contendo apenas 4-NRC e
as misturas de 4-NRC com HP-B-CD multiplicada pela raz&o molar (r) de 4-NRC
versus a razdo molar de 4-NRC (r) foi plotada em um grafico. O ponto onde ocorre a
mudanca de inclinac&o da curva corresponde a raz@o estequiométrica do complexo.
2.3.5 — Ressonancia Magnética Nuclear de “'H

As amostras foram analisadas em espectrometro Varian Inova 500 MHz, utilizando
D,O como solvente. O sinal em 4.75 ppm € devido ao solvente residual e impurezas
(H.O HDO) a 298 K.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Estudo de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade de fases obtido neste estudo foi do tipo Ay (figura 1), que
representa um desvio negativo da linearidade. A solubilidade de 4-NRC em &gua
determinada neste estudo foi de 1,06 x 102 mM SD=0,005; n=3 e a concentracéo
maxima de 4-NRC dissolvido em presenca de HP-B-CD foi de 0,14 mM SD=0,01;
n=3, um aumento de 13 vezes na solubilidade aquosa do 4-NRC.
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Figura 1- Diagrama de solubilidade Figura 2- Job plot de 4-NRC: HP-3-CD

3.2 — Determinacédo da constante de associacdo do complexo

A constante de estabilidade aparente (K,) determinada foi de 8154,7 + 767,6,

indicando a formacao de um complexo bastante estavel quando comparado com de

outros catecois.

3.3 - Determinacéo da estequiometria do complexo por espectrofotometria UV-vis.

A figura 2 corresponde ao Job’s plot de (AA x r) em fungdo de r. O ponto maximo de

mudancga de inclinagdo ocorre em r~ 0,66, sugerindo que o complexo entre 4-NRC e

HP-B-CD, possui propor¢do estequiométrica de 2:1.
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3.4 - Ressonancia Magnética Nuclear de 'H
A HP-B-CD (figura 3) possui 6 protons identificaveis por RMN, Hi, Hy Hi e Hs
localizados externamente e Hs and Hs na cavidade da ciclodextrina. A modificacao
dos sinais dos protons internos da cavidade da

CD sugere uma complexagcdo. A tabela 1 U
apresenta as alteragfes dos sinais dos protons ...

da HP-B-CD no complexo. A figura 4 mostra os
espectros de RMN do 4-NRC, malaxagem,
complexo e mistura fisica. Observa-se uma
grande alteracdo dos sinais dos protons internos
da ciclodextrina, o que infere uma interagéo do 4-
NRC e a cavidade da HP-B-CD.
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Figura 3 — Estrutura da HP-B-CD Figura 4 — Espectros *H-RMN
Tabela 1: Alteragbes dos sinais *H-NMR (A8, ppm) de HP-B-CD livre e no complexo
de inclusdo em D;0. Onde Ad=0complexo-Oicpivre; N.r.: nao resolvido; n.d.: n&o
determinado.

Prétons HP-B-CD 3 livre (ppm) & complexo (ppm) A3 (ppm)
H-1 5.136 5.125 -0.011
H-2 n.r. n.r. n.d.

H-3 4.011 3.861 -0.150
H-4 n.r. n.r. n.d.

H-5 3.778 3.636 -0.142
H-6 3.924 3.775 -0.149

4. CONCLUSAO

Os resultados indicam a formacdo de um complexo estavel entre 4-NRC: HP-3-CD
(Ka=8154,7 + 767,6) com estequiometria de complexagdo de 2:1. Os dados obtidos
através da RMN confirmam a formacdo deste complexo. A complexacdo do 4-NRC
favorece o aumento de sua solubilidade aquosa, estabilidade e, provavelmente sua
acdo terapéutica, permitindo a administracdo oral e a avaliacdo da
biodisponibilidade.
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