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Resumo

O objetivo principal deste trabalho foi estudar as propriedades fisico quimicas de complexos de
inclusdo entre hidroxipropil-beta-ciclodextrina e insulina (HPBCD-1) e de complexos entre beta-
ciclodextrina e curcumina (B-CD-C). Foram utilizadas as técnicas FT-Raman, FTIR, FTIR-ATR,
Espectroscopia Fotoacustica, além de métodos complementares como a Ressonancia Paramagné-
tica Nuclear (H'RMN) e a Difracdo de Raios-X. Os espectros FT-Raman sugeriram que a
formacdo do complexo (HPBCD-I) ocorreu por meio da inclusdo de aminoécidos aromaticos na
cavidade da HPBCD, especialmente a tirosina e a fenilalanina. Foram observadas alteraces na
banda atribuida a vibracdo de estiramento (C-O-C) das ligacdes (o 1-4) do agente complexante.
Esta ligac&o é dirigida para dentro da cavidade da HPBCD, sugerindo que houve insercao de um
hospede em sua cavidade, confirmando a formacéo do complexo de inclusdo. Como consequén-
cia desta interagdo houve maior estabilidade das ligagdes dos dissulfetos, além de alteragdo na
estrutura secundéria da proteina. Os resultados com a técnica H'RMN mostraram que a presenca
de ciclodextrina induz modificacdo estrutural na regido aromatica da insulina, sugerindo haver
interagdo da insulina com HPBCD nesta regido da proteina, validando os resultados da espec-
troscopia Raman. No entanto, foi possivel concluir que os dados apresentados pela
Espectroscopia Raman traz mais informacgdes a respeito do processo de complexagdo, entre as
moléculas, comparado a H'RMN. A técnica revelou alteragdes sofridas pela insulina em diferen-
tes regides de sua cadeia, devido a complexacdo com a CD, além de ser ndo-destrutiva e ndo
haver necessidade do uso de solventes. Os resultados da curcumina obtidos com a técnica FTIR
mostraram auséncia de bandas da curcumina na regido mais significativa da carbonila, indicando
gue a curcumina estava sob a forma ceto-enol. As técnicas FT-Raman e FTIR apresentaram evi-
déncia da formagdo do complexo entre -CD e curcumina. Os espectros revelaram alteracdes nas
bandas associadas aos modos de vibragdo dos anéis aromaticos da curcumina, sugerindo que
houve a insercdo dos anéis aromaticos da curcumina na cavidade da B-CD. As medidas com a
técnica fotoacuUstica confirmaram esta observacdo. Os difratogramas de raios-X da curcumina e
da B-CD exibiram uma série de linhas finas e intensas, revelando a estrutura cristalina do materi-
al. Foram observadas alteragdes no difratograma do complexo com o desaparecimento de
algumas linhas espectrais da curcumina e a formag&o de novas linhas, caracteristicas de uma fase
solida cristalina, que corresponde a um complexo de inclusdo de mesma natureza. Assim, a di-
fracdo de raios-X confirmou os resultados que foram obtidos a partir do FTIR, FT-Raman e
espectroscopia fotoacuUstica. Em conclusdo, os estudos deste trabalho sugerem que as técnicas
empregadas sdo ferramentas importantes que podem auxiliar no processo de caracterizagao fisico

quimica de complexos formados a partir de ciclodextrinas, uma area de grande importancia cien-



tifica e tecnoldgica, com possibilidades de aplicacdo nas &reas de novos farmacos e alimentos in

natura e processados.
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Abstract

The aim of this work was the study of the physico chemical properties of inclusion complexes
between hydroxypropyl-beta-cyclodextrin and insulin (HPBCD-1) and of complexes between
beta-cyclodextrin and curcumin (B-CD-C). The techniques were FT-Raman, FTIR, FTIR-ATR,
Photoacoustic Spectroscopy, besides complementary methods like Nuclear Magnetic Resonance
(H'RMN) and X ray diffraction. The FT-Raman spectra suggested that the complex formation
occurred through the inclusion of aromatic amino acids in the HPBCD cavity, especially tyrosine
and phenylalanine. Changes were observed in the band assigned to the (C-O-C) stretching vibra-
tion, involving the (a 1-4) bonds of complexing agent. This bond is directed into the HPBCD
cavity, suggesting that there was insertion of a guest in the CD cavity, confirming the formation
of the inclusion complex. As a result of this interaction there was greater stability of the disulfide
bonds, in addition to changes in secondary structure of the protein. The results with the H'NMR
technique showed that the presence of cyclodextrin induces structural modification in the aro-
matic region of insulin, suggesting the interaction of insulin with HPBCD in this region of the
protein, validating the results of the Raman spectroscopy. However, it was concluded that the
data presented by Raman spectroscopy provides more information about the complexation pro-
cess between molecules, compared to H'RMN. The technique showed changes suffered by
insulin in different regions of its chain, due to complexation with the CD, in addition to being
non-destructive and no need to use solvents. The curcumin results obtained with the FTIR tech-
nique showed the absence of the bands in the most significant carbonyl region indicated that
curcumin was in the keto-enol form. The FT-Raman and FTIR techniques presented good evi-
dence of the complex formation between B-CD and curcumin. The spectra revealed changes in
the bands associated with the vibrational modes of the aromatic rings of curcumin, suggesting
that there was insertion of aromatic rings of curcumin into the CD cavity. The measures with the
photoacoustic technique confirmed this observation. The X-ray diffractograms of curcumin and
B-CD exhibited a series of thin and intense lines revealing the crystalline structure of the materi-
al. Changes were observed in the complex diffractogram with the disappearance of some spectral
lines of the curcumin and formation of new lines characteristic of a crystalline solid phase,
which corresponds to an inclusion complex of the same nature. Thus, the X-ray diffraction con-
firmed the results which were obtained from FTIR, FT-Raman and photoacoustic spectroscopy.
In conclusion, the results of this work suggest that the used techniques are important tools to
evaluate the physico chemical properties of inclusion complexes involving cyclodextrin, which
is an important scientific and technological area with great possibilities of applications in the

development of novel medicines and foodstuffs.
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Capitulo

Introducéo

Atualmente é reconhecido que novas ferramentas tecnoldgicas sdo cada vez mais
necessarias para se melhorar a avaliacdo das propriedades fisicas, quimicas e funcionais
de produtos utilizados para consumo. Os desafios estdo sempre voltados para se desen-
volver produtos que possam proporcionar melhor qualidade de vida para a populacéo.
Neste cenario, a andlise fisico quimica € muito importante porque permite avaliar como
as propriedades e a composi¢cdo de um composto pode influenciar sua qualidade. Méto-
dos de caracterizacdo que utilizam técnicas espectroscopicas sdo ferramentas de grande
valor para este fim, permitindo obter informac6es que podem ser utilizadas no processo
de certificacdo de conformidade do produto desenvolvido. Por exemplo, métodos que
utilizam radiacdo infravermelha como meio de anélise podem fornecer informacdes so-
bre o comportamento estrutural e a funcionalidade de moléculas e &tomos presentes em
cada composto.

As ciclodextrinas (CDs) sdo o objeto de estudo desta tese e tém apresentado uma
grande diversidade de aplicagdes nas mais diferentes areas porque permitem a formacao
de complexos de inclusdo com inimeras moléculas. Elas tém sido uma estratégia eficaz
para se aumentar a solubilidade e estabilidade de diversas substancias, ampliando as
possibilidades de aplicagbes que elas podem oferecer. O encapsulamento de moléculas
ou atomos em ciclodextrinas tem encontrado aplicacdes em especial nas areas farmacéu-
tica e de alimentos.

A insulina e a curcumina sdo as moléculas de interesse neste trabalho. A insulina
no que se refere as suas propriedades cicatrizantes e a curcumina por ser um corante
natural de grande interesse na indudstria de alimentos. Nos dois casos, o encapsulamento
com ciclodextrinas visa melhorar a estabilidade dessas moléculas. No caso da insulina,
h& ainda a possibilidade dos complexos de inclusdo serem utilizados para aplicagdes que

demandam liberacdo controlada do farmaco, por exemplo, no tratamento de feridas.
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Capitulo 1 — INTRODUGAO 13

A utilizacdo de insulina para efeito de cicatrizagdo é um tema de grande relevan-
cia haja vista que as medicagdes existentes séo de baixa eficiéncia, podem induzir efeitos
colaterais nos pacientes e sdo de alto custo. Além disso, as ulceras que ocorrem em paci-
entes hospitalizados; com paraplegias; com queimaduras; entre outros fatores adversos,
sdo de dificil tratamento™ . Neste cenario, é muito importante que se desenvolva pro-
dutos que sejam mais eficientes e seguros e possam auxiliar no processo de cicatrizagdo
de feridas. Diversos estudos tém apresentado resultados satisfatorios quando formula-
cOes a base de insulina sdo utilizadas no tratamento de feridas e queimaduras 2, E
sabido que esse horménio peptidico pode auxiliar a cicatrizaggo!*!™. No entanto, um
dos problemas observados € que a insulina pode apresentar foto e termo degradacao, e
suas moléculas podem se agregar, principalmente por meio da interacdo entre residuos
de aminodacidos hidrofébicos, o que diminui sua atividade bioldgica. Como estratégia
para superar este problema, a complexagdo com ciclodextrinas tem sido sugerida **. As
ciclodextrinas apresentam propriedades que permitem o sequestro das partes hidrofébi-
cas das proteinas, inibindo sua agregacdo ™. Assim, o complexo de inclusdo melhora a
acdo da protefna e minimiza os processos de desnaturacaol**e],

No caso da curcumina, trata-se de um polifenol hidrofébico de cor amarelo-
alaranjado que ¢ utilizado em alimentos e também em formulagdes farmacéuticas. Por
apresentar baixa solubilidade em &gua e sensibilidade a diversos agentes externos, seu
uso ainda é limitado™" ™. No entanto, a complexagdo com ciclodextrina pode melhorar
a estabilidade e a solubilidade desse corante promovendo sua utilizacdo em escala indus-
trial™. Sua aplicacdo em alimentos é de interesse devido & crescente procura por
produtos naturais visando substituir os corantes sintéticos™. Além disso, é uma das es-
peciarias mais populares, contém antioxidantes naturais, possui atividades anti-
inflamatdrias, anticarcinogénica, antimutagénica, antiartritica, antibacteriana, antifingi-
ca, entre outrast*1181120],

As propriedades fisicas e quimicas das moléculas podem ser alteradas por sua in-
teracdo com as ciclodextrinas por meio do complexo de inclusdo, cuja formacdo € um
ajuste dimensional entre a cavidade lipofilica da ciclodextrina e a molécula hospedel?.
A necessidade minima para a formacgdo desse complexo de inclusdo é que a molécula
deva se adequar inteiramente, ou a0 menos parcialmente dentro da cavidade®. Avaliar
a interacdo e formacdo do complexo entre as moléculas € uma importante etapa em estu-
dos envolvendo as ciclodextrinas. Diversas técnicas tém sido empregadas com este

propdsito, como a Ressonancia Magnética Nuclear, considerada padréo nestas analises.
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Capitulo 1 — INTRODUGAO 14

No entanto, técnicas ndo-destrutivas e menos onerosas, ndo envolvendo a utilizacdo de
solventes e preparagdes prévias das amostras, otimizando o tempo das analises, tém sido
avaliadas para este fim. Baseadas na vibracdo molecular, a Espectroscopia Raman e a
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) tém se destacado
por apresentarem as caracteristicas mencionadas, além de revelarem importantes infor-
mac0es sobre as ligagdes quimicas existentes no material em estudo. Cada ligacéo vibra
em uma frequéncia especifica e bem determinada, assim modificagdes geradas pela
complexacdo em regides especificas da molécula podem ser acompanhadas pelos espec-
tros gerados por ambas as técnicas. Elas podem ndo somente informar a formagdo do
complexo, mas sugerir em quais regides da molécula esta ocorrendo a interacao, e quais
as ligacdes por ela modificadas.

A Espectroscopia Fotoacustica (PAS) é uma técnica que tem como vantagem
permitir estudos em praticamente toda faixa de comprimentos de onda do espectro ele-
tromagnético, permitindo que a amostra seja avaliada sem preparacdo prévia e nas
formas de po, pastosa, sélida, liquida e gasosa. Neste trabalho utilizaremos a técnica nas
regibes espectrais do ultravioleta e do visivel visando avaliar as bandas de absorcdo ge-
radas a partir de processos envolvendo transigdes eletronicas.

Finalmente, técnicas complementares como a Ressonancia Magnética Nuclear
(H'NMR) e Difragdo de Raios-X também seréo utilizadas.

Neste contexto, o objetivo principal deste estudo foi utilizar as Espectroscopias
Raman, FTIR e Fotoacustica, aliadas aos métodos Ressonancia Magnética Nuclear e
Difracdo de Raios- X para:

¢ Avaliar a complexacdo da insulina com hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD);

e Obter os espectros vibracionais da insulina e da HPBCD e associa-los as ligages
quimicas existentes nos materiais;

e Investigar quais ligacdes quimicas da insulina sdo modificadas pela interacdo com

a ciclodextrina, caso ocorra a formagdo do complexo. Consequentemente, sugerir

quais sao as regioes da molécula que sdo encapsuladas pela cavidade da HPBCD,

visto que a interacdo ocorre localmente no peptideo;
e Obter os espectros vibracionais da ciclodextrina, curcumina, suas misturas fisicas e

0 possivel complexo de inclusdo formado entre elas, e associd-los as ligagGes

quimicas existentes nos materiais;

eAvaliar a formagdo do complexo de incluséo, entre a curcumina e a ciclodextrina,

para sua aplicacdo em alimentos;

14



Capitulo 1 — INTRODUGAO 15

e Caso ocorra 0 encapsulamento, investigar quais ligacdes quimicas da curcumina
sdo alteradas pela interacdo com a ciclodextrina, a fim de sugerir quais regides da

molécula sdo inseridas na cavidade da CD.

15
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Capitulo

Considerac0es gerais

Neste capitulo serdo apresentadas informacGes sobre 0s materiais e conceitos en-
volvidos que consideramos relevantes para o entendimento e execucdo do presente
trabalho. Primeiro abordaremos sobre as propriedades das proteinas, insulina e sobre a
complexacdo da insulina em ciclodextrina, com a finalidade de se obter os complexos e
uma formulacao farmacéutica. Como esta formulacéo foi testada no tratamento de Glcera
de pressdo, uma breve descricdo sobre estas Ulceras sera apresentada, apenas para justifi-
car a importancia do material estudado, uma vez que esses testes fazem parte da tese de
doutorado da doutoranda Sostenes Rosa Valentini. A referida tese também sera defendi-
da nos préoximos meses. A segunda etapa refere-se ao estudo das propriedades da
curcumina e de seu complexo de inclusdo com ciclodextrina, além da breve discussdo
dos resultados das aplicacdes na area de alimentos. Este estudo também foi em colabora-
cdo com a area de Farmacia, tendo sido tema da dissertacdo de mestrado da aluna

Camila Sampaio Mangolim®!,

2.1 Partel

2.1.1 Ulceras de pressdo

A Ulcera de pressdo é uma lesdo localizada da pele e/ou tecido subjacente que em
geral ocorre sobre uma proeminéncia 6ssea ou superficie de apoio, induzida por presséo,
friccdo e cisalhamento®!*!%l As lesdes ocorrem quando o tecido mole é comprimido
entre uma protuberancia 0ssea e uma superficie externa (cama e cadeira de rodas) por

um periodo prolongado de tempo!®!. Podem envolver diversos tecidos: epiderme, derme,

16



Capitulo 2 — CONSIDERAGOES GERAIS 17

tecido adiposo (subcutdneo), musculos e 0ssos, como mostrado na Figura 2.1. A pressdo
continuada pode provocar o blogueio do fluxo sanguineo causando isquemia” e leséo de
reperfuséo’ do tecido. Ambas contribuem para a destruicdo das células e necrose* do

tecido®.

Tal 7 Epiderme

>0 e

Za
P Derme

; ©  |Tecido adiposo
\& “IMusculo

Osso

Figura 2.1- Representacdo estrutural dos tecidos que sdo afetados pela ulcera de presséo
[24].

A distribuicdo da presséo sobre os tecidos descreve uma forma conica, com a ba-
se maior localizada na profundidade proxima aos 0ssos, e menor na superficie da pele.
Além disso, cada tecido apresenta resisténcia diferente a isquemia, a pele, por exemplo,
suporta-a por periodos maiores quando comparada aos masculos, cuja resisténcia € me-
norI?%l Essas caracteristicas conferem & lesdo tecidual um aspecto que pode ser
associado a um “iceberg”, com a area acometida de pele, em geral, menor do que a area
muscular atingidal®. Algumas caracteristicas cronicas da lesdo e a presenca de escaras®
conduzem a uma avaliagdo nem sempre precisa promovendo muitas vezes uma dificul-
dade em classifica-las’®. Os estagios para as Ulceras de pressdo estdo ilustrados na
Figura 2.2.

Embora as Ulceras sejam geradas pela pressdo sobre o tecido, o cisalhamento™ e
a friccdo™ podem contribuir para a formacao e progressao da leséo, além de dificultar o
seu tratamento®. Segundo Costa e colaboradores (2010), evitar esses fatores agravantes

sdo de extrema importancia nos cuidados ao paciente. Isso porque o processo de surgi-

" Deficiéncia na oxigenacéo tecidual; suprimento sanguineo insuficiente?).

" Termo usado para descrever as alteragdes, funcionais e estruturais, que se tornam aparentes durante o
restabelecimento do fluxo sanguineo ap6s um periodo de isquemial?*/?®!

* Morte celular,

S Tecido necrético que recobre as Glceras &,

**Tragéo exercida sobre a pele, fazendo-a deslizar sobre o plano musculart®!.

'Lesdo causada pelo atrito entre duas superficies (a pele e a superficie de apoio), levando & formacéo de
ferida por lesdo direta da pele®®.
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mento das Ulceras pode acontecer em 24 horas ou levar até 5 dias para sua manifestacao.
Ainda segundo o autor, alguns estudos indicam que pressdes entre 60 e 580 mmHg no
periodo de 1 a 6 horas podem ocasionar uma ulcera. Na Figura 2.3 foram indicados 0s

principais pontos de localizacdo das lesdes.

Estagio 3

Suspeita de

" Nao-gradudveis i
lesdo profunda

Estagio 4

Figura 2.2—Estagios das ulceras por pressao!?.

Occipital
Orelha

Escapula

Cotovelo

Sacro

Condilo medial da tibia
Cabeca da fibula

e Maléolo medial
9 Maléolo lateral
Calcaneo

Figura 2.3—Principais pontos de localizac&o das ulceras por pressaot®”.

A natureza multifatorial e complexa faz das Ulceras de pressdo um grande pro-
blema de satide™™. Rocha e colaboradores (2006) mencionam que ela pode prolongar a
duracdo do internamento hospitalar em até 5 vezes. E que a taxa de recorréncia é de 36%
independentemente do tratamento ser cirdrgico ou nao.

Conhecido o impacto que é causado pelas Ulceras na salude, novos estudos que

venham a contribuir para a prevencdo e tratamento sdo de extrema importancia. Desta
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forma, o desenvolvimento de produtos com formulag@es cicatrizantes podem trazer inu-
meros beneficios. Isto porque o processo de cicatrizacdo de feridas é complexo e
envolve diversos fatores e fases sequenciais que se sobrepdem no espago e no tempo de
forma dinamica™ ™. A perfeita regeneracéo do tecido nem sempre ocorre, principal-
mente quando sdo consideradas feridas cronicas como é o caso das Ulceras por
pressaot*4,

O processo de cura ocorre por re-epitelizacdo a partir das bordas das lesdes, en-
volvendo a proliferacdo, migracdo e diferenciagdo de queratindcitos”. Ela requer a
restauracdo da epiderme e a formacdo da juncdo entre essa camada e a derme, fato este
que representa um grande avango para um tratamento eficaz. Isto porque a epiderme
constitui uma importante barreira natural contra infeccbes e mantém a
tase %1 Formulages contendo insulina tém sido utilizadas no tratamento de feridas
porque se trata de um horménio que mantém o crescimento e o desenvolvimento de dife-

rentes tipos de célulast™4,

2.1.2Insulina, proteinas e peptideos.

A insulina é um importante hormonio secretado pelas células de Langerhans no
pancreas, tem como funcdo controlar o nivel de glicose no sangue ao regular a sua pro-
ducio e armazenamento?®. E considerada uma pequena protefna (polipeptideo) globular
com massa molecular de 5808 Da, e foi a primeira proteina a ser sequenciada, em 1955,
por Frederick SangerHE2I33]

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes, presentes em todas as cé-
lulas e suas partes, desempenhando fungdes essenciais para 0s seres vivos. Sdo de
grande variedade, milhares de diferentes tipos podem ser encontrados em uma Unica
célula. Exibem elevada diversidade de fungdes, entre elas as regulatorias, controlando as
condicdes intracelulares e extracelulares e mandando informac@es as outras células. Na
classe das funcdes dinamicas incluem o transporte, controle metabolico e a contracéo.
No transporte, destaca-se a hemoglobina e mioglobina que transportam oxigénio no san-

gue e no musculo, respectivamente®. O principal componente estrutural do cabelo,

" S4o0 as células mais presentes na epiderme.
" Manutencao de um estado de equilibrio em um organismo. Exemplo: Controle da temperatura
corporal ( homeostase térmica).
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unhas, chifres, I1a, pena e escamas é a queratina, uma proteina produzida por todos 0s
vertebradost®?].

Independente da funcdo ou tamanho, todas as proteinas sdo constituidas por um
conjunto de 20 aminoacidos-padrao, unidos entre si por ligacdes covalentes em sequén-
cias lineares caracteristicas®. A ligacéo entre os aminoacidos é formada pela remogao
dos elementos da 4gua de um grupo carboxilico (COOH) de um amino&cido e um grupo
amino (NH;) de outro aminoacido. Quando duas moléculas de aminoacidos se ligam
formam um dipeptideo, e a ligacdo amidica entre eles é denominada ligacdo peptidi-

cal®3I¥. O processo de formacéo de um dipeptideo esta representado na Figura 2.4.

Dois aminoacidos

Remogao da
< = molécula de agua....

H,0

Ligagao peptidica

...formagéao da
CO—NH

Aminoterminal Carboxiterminal

Figura 2.4-Ligacdo peptidica na formacdo de um dipeptideol™!.

Na Figura 2.4 pode-se observar que 0os aminoacidos apresentam uma base co-
mum e diferem apenas nas estruturas de suas cadeias laterais (grupo R). Cada um dos 20
aminoacidos-padrdo apresenta um grupo R especifico, responsavel por sua propriedade
quimica. Eles podem ser divididos em: apolares, aromaticos, polares carregados positi-
vamente e negativamente e nio carregados31%],

Quando trés aminoacidos se juntam forma-se um tripeptideo, assim como, a uni-
do de quatro aminoacidos forma um tetrapeptideo, e assim sucessivamente até formar
um polipetideo. Embora muitas vezes o termo polipeptideo seja usado como proteina, e
vice-versa, moléculas referidas como polipeptideos em geral possuem massas molecula-
res abaixo de 10.000, enquanto que as chamadas de proteinas possuem massas

moleculares maiores. A Figura 2.5 apresenta a formacdo de um pequeno peptideo, com a
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direcdo da cadeia indicada. Em um peptideo o residuo “de aminoacido na extremidade
com o grupo amino livre é chamado de residuo aminoterminal (N-terminal). J& o residuo

na outra extremidade com o grupo carboxil livre € denominado residuo carboxiterminal

(C-terminal).
— 7 Ligacies ——
f/— peptidicas '| \
H O f s (I[ H O By l H H t‘)\l Rg
SR A (I L I S | I -

I[_,Z\—fl,' —[J—Z‘l.—fl,'—f",'—l\.—fl,'—[,'—Z‘l.—fl,'—fl,i—l\.—(l,' —C—N—C —C00"

R, H H O R, H H O Ry H H
- _\Y._) - _\,_P'
Residuo N-terminal Direcdo da cadeia peptidica Residuo C-terminal

Figura 2.5-Formacéo de um peptideo mostrando a direcdo da cadeia peptidica (N-

terminal para C-terminal)®),

As proteinas se organizam em niveis estruturais, denominados: estrutura prima-
ria, secundaria, terciaria e quaternaria. A estrutura primaria consiste na sequéncia de
aminoéacidos, da cadeia ou cadeias polipeptidicas, ligados uns aos outros por uma ligacao
peptidica. Compreender esse sequenciamento é obter informacao essencial sobre as pro-

teinas **, uma vez que:

1.Este é um pré-requisito para determinar a sua estrutura tridimensional, e a partir
desta entender seus mecanismos moleculares de agé&o.

2.A comparacdo da sequéncia entre proteinas revela as relagdes evolucionarias entre
elas e os organismos que a produzem e dispbe elementos para entender a sua
fungéo.

3.Pode ajudar no desenvolvimento de testes diagnosticos e de terapia eficazes em
muitos casos de doencas geneticamente herdadas. Isso por que elas sdo causadas

por mutacGes que provocam a troca de um aminoacido na proteina.

Niveis superiores de organizacdo da proteina referem-se as propriedades confor-
macionais geradas ndo-covalentemente®?. A conformacéo® de uma cadeia polipeptidica
pode ser descrita pelos angulos de rotacdo das ligacOes covalentes. Eles se localizam
entre os carbonos dos grupamentos amina e carboxila que participam da cadeia. Como

algumas destas ligaces possuem liberdade para rotacdo, a proteina pode assumir algu-

" O termo residuo se refere & parte restante do aminoécido ap6s a perda dos elementos de agua
quando ocorre a ligacéo peptidica 2.
" Arranjo espacial dos 4&tomos em uma proteina 3,

21



Capitulo 2 — CONSIDERAGOES GERAIS 22

mas conforma(;(“)es[33]. As ligacOes e angulos que participam da rotagdo da cadeia sdo
mostrados na Figura 2.6.

T\ Extremidade
\ carboxiterminal

~_
Extremidade 5
aminoterminal

Figura 2.6-Representacao de um grupo peptidico formado pelas ligag6es peptidicas rigi-
das e planares. Apenas as ligacbes N — C, e C, — C tem liberdade para rotacionar, e sdo

descritas pelos angulos @ e . A ligagdo peptidica C — Nndo esta livre para a rotagao!®],

A estrutura secundaria das proteinas € o arranjo dos &tomos de um esqueleto pep-

tidico”, sem considerar a conformacao das suas cadeias lateraist®®!

. Quando os angulos de
rotagdo (@ e y), também conhecidos como angulos diedros, permanecem iguais, € se
repetem ao longo do segmento da cadeia principal a estrutura secundaria é dita regular.
Esse tipo de estrutura acontece de forma extensa e estavel em proteinas. As mais comuns

sdo as a-hélices e as conformagdes B, representadas na Figura 2.71%,

. N-terminal
"o‘»' @ /
= B
o o T NS
'Y
N-terminal @ 9*"’.
-termina G~ ‘ N- i As ligages de
) . 2T A3 terminal at hidrogénio seguram
As ligagbes de - O - - as cadeias vizinhas
hidrogénio mantém> ', '\s : unidas em forma de
a cadeia em forma \‘. ‘L . C i folhas. e
> de hélice. h:'\ terminal ) ;
™
C-terminal Q ’.‘
-terminal : -
PO Y)
P ’,
oF o y C-terminal
(a) - ,'1 ’o (b)

@ atomo de carbono @ &tomo de oxigénio @ atomo de nitrogénio 4tomo de hidrogénio grupo R

Figura 2.7— Estrutura secundaria das proteinas: (a) a-hélice, (b) p-folhas®®!.

Na estrutura a-hélice, o esqueleto polipeptidico € enrolado em torno de uma linha
imaginéria tracada longitudinalmente no centro da hélice, como mostra a Figura 2.7-(a).
Os grupos R dos residuos de aminoacidos ficam projetados para fora do esqueleto heli-
coidal®®. Nessa geometria, sdo formadas pontes de hidrogénio arranjadas de forma que

" Também conhecido como cadeia principal refere-se aso 4tomos que participam das ligacoes
peptidicas, ignorando as cadeias laterais dos residuos de aminoécidos [33].
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a ligacéo peptidicaC = 0 do enésimo residuo aponta, ao longo do eixo da hélice, na di-

recdo do grupo peptidico N-H do residuo (n+4). Isto resulta em uma ligacdo de
hidrogénio forte que tem uma distancia N --- O quase ideal de 2,8 AR,

Analogamente a a-hélice, as estruturas B também utilizam ligagdes de hidrogé-
nio, mas se apresentam com a forma de uma folha pregueada (B-folhas), e ocorrem entre
as cadeias polipeptidicas vizinhas Figura 2.7-(b). As cadeias laterais se projetam para
cima e para baixo da estrutura em folha pregueada e podem apresentar-se em duas con-
figuracdes: as paralelas, cujas cadeias se estendem na mesma direcdo, e as antiparalelas,
com as cadeias seguindo direcdes opostas>®.

Na estrutura  existem ainda duas conformagdes, as do tipo B-volta, em que 0s
residuos de aminoacidos estdo em forma de voltas ou alcas onde a cadeia polipeptidica
inverte sua direcdo. E também as de estrutura randémicas (desordenadas), que ndo apre-
sentam regularidadel™?.

O préximo nivel organizacional € a estrutura terciaria, que se refere ao arranjo
tridimensional total dos atomos de uma proteina. Ela descreve o dobramento dos ele-
mentos estruturais secundarios e especifica as posi¢cdes de cada atomo incluindo as

cadeias laterais®

. Inclui ainda aspectos de longo alcance na estrutura primaria, em que
aminoacidos que estdo distantes na sequéncia polipeptidica podem interagir, mesmo que
estejam em estruturas diferentes, na estrutura dobrada da proteinal®!. Em geral sdo esta-
bilizadas por ligacdes covalentes (como as pontes dissulfeto), ligacdes de hidrogénio,
interacBes hidrofobicas, pontes salinas (atracdo eletrostatica) e compostos metalicos,
representados na Figura 2.8%%7),

A maioria das proteinas é constituida por duas ou mais cadeias polipeptidicas dis-
tintas, ou subunidades, que podem ser idénticas ou ndo e associam-se com uma
geometria especifica. O arranjo dessas subunidades proteicas em complexos tridimensi-
onais constitui a estrutura quaterndria, o Gltimo nivel organizacional das proteinas.3I%.
Estas subunidades se mantém unidas por forcas covalentes, como pontes de dissulfetos,
e ligacdes ndo covalentes, como pontes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, etc®”. A
primeira proteina oligomérica” que teve a sua estrutura tridimensional determinada foi a
hemoglobina. Ela contém quatro cadeias polipeptidicas e quatro grupos hemes, nos quais
0s atomos de ferro se apresentam no estado ferroso (Fe**)%l. As quatro estruturas, desde
a priméria até a quaternaria, para a molécula de hemoglobina esta representada na Figura

2.9.

“ Proteinas com mais de uma subunidade ®°.
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Interac&o hidrofébica Atracio eletrostética

Cadeia-lateral
ligagdo de hidrogénio

ion Metalico

Estrutura  Estrutura

helicoidal  em folha Pontes dissulfeto

Figura 2.8—Forgas que estabilizam a estrutura terciéria das proteinas. Na interacdo hidro-

fébica as siglas, Leu, Val, e lle correspondem aos aminoacidos, leucina, valina, e

isoleucina, respectivamentet®.

gl
&  N-X e, Estutura secundaria
- P

Cj Ay,

Estrutura tercidria

6 Estrutura quatemnaria

Figura 2.9— Estruturas, primdria, secundaria, terciaria e quaternaria para a proteina he-

moglobinal®®,

Algumas proteinas sdo sintetizadas em polipeptideos simples, que posteriormente

sdo clivados” em duas ou mais cadeias que permanecem associadas. A insulina é um

" Quebrados, dividos.
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exemplo deste tipo de proteina™®.. Ela é produzida no pancreas como um precursor ina-
tivo de uma sO cadeia, a pré-pré-insulina. Esta é composta por uma sequéncia
sinalizadora aminoterminal, que direciona sua passagem para as vesiculas de secrecéo.
Em seguida, um seguimento de 23 aminoacidos (a sequéncia sinalizadora) € removido e
a formagcdo de trés ligacdes dissulfeto gera a pré-insulina, que é armazenada nas células
B pancreaticas®. A pré-insulina é convertida em insulina ativa por proteases” especifi-
cas, que hidrolisam duas ligacdes peptidicas e formam a molécula de insulina madura.
Nesse processo 0 peptideo C é removido e posteriormente processado nas células das
ilhotas pancreaticas e secretado no sangue com insulina®*. As etapas descritas acima

estdo representadas na Figura 2.10.

Pré-pro-insulina Pré-insulina Insulina madura
NH;

Sequéncia

sinalizadora HyN— NH;,

Cadeiaa |} | 5

S Cadeia B

00C-

Sequeéncia sinalizadora Peptideo C _ / -

3

)

Figura 2.10 — Clivagem da pre-pro-insulina em insulina madura, biologicamente

atival®,

A insulina madura é formada por duas cadeias polipeptidicas, a A com 21 resi-
duos de aminoéacidos e a B com 30 residuos. Elas sdo ligadas por duas pontes dissulfeto
conectando os residuos de cisteina A7 e B7 e os residuos A20 e B19. A cadeia A tem
uma ponte dissulfeto interna entre os residuos A6 e A11BHE8 A estrutura primaria da
insulina esta representada na Figura 2.11. Pode-se verificar que trés aminoacidos estdo
destacados na cadeia poplipetidica, nas posicdes A8, A10 e B30. Esses aminoacidos
dessas posi¢Oes variam para diferentes animais e aparentemente ndo influenciam suas
propriedades bioldgicas. Essas trocas ndo variam significativamente a estrutura tridi-
mensional das insulinas, em relagdo a insulina humana. Por apresentar esta propriedade
as insulinas, bovina e porcina, sdo comumente usadas no tratamento do diabetes huma-
no. Geralmente a insulina de porco € mais aceita que a bovina por ter a sequéncia de

aminoacidos mais parecida com a humana, como mostrado na Tabela 2.1.

" Enzima que hidrolisa ligacdes peptidicas.
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Cadeia A

Figura 2.11-Estrutura primaria da insulina humana. Os aminoacidos represen-
tados embranco sdo os Unicos lugares em que a insulina humana, bovina e porcina

diferem em suas cadeias®®®.

Tabela 2.1-As diferencas de sequéncia entre as insulinas bovina, humana e porcinal®!.

Residuo Bovina Humana Porcina
A8 Ala Thr Thr
Al10 Val lle lle

B30 Ala Thr Ala

Ala- Alanina; Thr- Treonina; Val- Valina; lle- Isoleucina.

Sabe-se que a insulina pode sofrer agregacdo devido a interacdo envolvendo re-
siduos hidrofébicos. Isto resulta em reducdo da atividade bioldgica, causando
dificuldades para se obter formulacdes farmacéuticast*.A complexacdo com ciclodex-
trina tem minimizado este problema porque o complexo de inclusdo melhora a acédo da
proteina, por estabiliza-la contra a agregagdo, desnaturacdo térmica e degradacdo™.

A interacdo da ciclodextrina com as proteinas pode acontecer em locais especifi-
cos da cadeia proteica®?*2 isto é, nas regides hidrofébicas acessiveis. Assim, residuos
de aminoacidos como a fenilalanina e tirosina podem ser incluidos na cavidade hidrofo-
bica da ciclodextrina. Aachmann e colaboradores (2003) mostraram que esse efeito pode
explicar porque os complexos de ciclodextrinas com proteinas podem minimizar a agre-
gacdo e aumentar a protecdo contra a degradacdo e alteracdo da funcgdo. Isto seria
possivel uma vez que os residuos causadores destes problemas na molécula estariam

envolvidos e consequentemente protegidos pela ciclodextrina.
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2.1.3 Ciclodextrinas (CDs)

Ciclodextrinas, também conhecidas como dextrinas de Schardinger, sdo oligossa-
carideos ciclicos, contendo de seis a doze unidades de glucose, unidas por ligacbes a-1,4
(Figura 2.12-(a))*!*I%] - As CDs mais conhecidas possuem 6, 7 ou 8 unidades, deno-
minadas respectivamente de o-CD (ciclohexaamilose), B-CD (cicloheptaamilose) ou vy-
CD (ciclooctaamilose)™. Elas sdo substancias cristalinas, homogéneas e ndo-téxicas,
que séo formadas durante a decomposi¢do de um componente de amido, amilose, o que
é feito com o uso de enzimas™*Y.

As CDs apresentam geometria de um cone truncado com um lado mais largo
formado pelos grupos de hidroxilas secundarias em C-2 e C-3 e um mais estreito com-

posto por um grupo de hidroxilas primérias, ligadas em C-6, como mostra a Figura 2.12-
(b) [43][44] -

Figura 2.12—(a) A estrutura geral das ciclodextrina. (b) na forma de cone truncado™.

A cavidade interior é hidrofdbica revestida por grupos C-H (em C-3 e C-5) e oxi-
génios glicossidicos (em C-1 e C-4), proporcionando um ambiente menos polar do que o
da 4gua. Esta cavidade confere as CDs a capacidade de formar complexos de inclusdo,
atuando como encapsuladoras ao nivel molecular, causando alteracdes nas propriedades
fisicas e quimicas das moléculas hospedes® 81471 Nas CDs tem-se um anel de ligagdes
intramolecular entre os grupos de hidroxilas e unidades de glicose adjacentes, o que re-
sulta em uma estrutura rigida mostrada na Figura 2.13. Em que estdo representadas em
destaque as ligagdes (C-O-C), que une as unidades de glucose uma a outra, e sdo de ex-
tremo interesse nas analises de complexacdo, visto que tal ligacdo se encontra voltada

para o interior da cavidade.
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Figura 2.13- (a)-O enlace glicosidico entre duas unidades de glucose, (b)- as ligacGes

(C-O-C) em destaque, que une as unidades de glucose!*®!.

A dimensdo da cavidade da CD aumenta proporcionalmente ao nimero de uni-
dades de glicose: 0,57, 0,78, 0,95 nm para a-CD, B-CD e y-CD, respectivamente. No
entanto, a profundidade permanece igual a 7,9A, para todas, como ilustra a Figura 2.14.
O volume da cavidade das ciclodextrinas é de 174 A® (a-CD), 262 A3 (B-CD), e 472 A3
(y-CD) M4,

1.37 nm _1.53 nm 1.69 nm

0.57 0.78 0.95
4[?-79

o-CD B-CD y-CD
Figura 2.14 — Dimensoes da cavidade das ciclodextrinas: a-CD, B-CDe y-CD

[44]

As ciclodextrinas sdo facilmente sollveis em agua porque todos os grupos livres
de hidroxilas estdo localizados na superficie exterior do anel, proporcionado a dissolucao
de compostos hospedes que apresentam baixa solubilidade!?!™*!. Sua produgdo global é
estimada em dezenas de milhares de toneladas o que a torna facilmente disponivel22/44]

As hidroxilas podem ser modificadas quimicamente a fim de expandir as propri-
edades fisico-quimicas das ciclodextrinas melhorando a sua capacidade de formacéo de
complexo de inclusdo. A B-CD, por exemplo, possui 21 grupos de hidroxilas que podem
ser alterados, substituindo atomos de hidrogénio ou um grupo de hidroxila por uma vari-
edade de grupos substituintes®?*!. Um exemplo dessa metodologia é a hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HP-B-CD). Essa molécula modificada apresenta uma maior solubilidade
em agua e a ndo formacao de precipitado de complexos cristalinos a altas concentracdes,
quando comparada a CD que lhe deu origem!®®!. A Figura 2.15 mostra a estrutura mo-

lecular da HP-B-CD.
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Figura 2.15- Estruturas: a) p-CD e b) HP-B-CD["),

Devido a essas caracteristicas, as CDs podem formar complexos de inclusdo
com uma ampla variedade de compostos sélidos, liquidos e gasosos 22! Nestes com-
plexos, a molécula hospede se ajusta dentro da cavidade lipofilica da molécula de CD,
desde que seu tamanho seja compativel com a cavidade!*. A condicdo minima para sua
formacéo € que a molécula hospede deve se adequar inteiramente, ou a0 menos parcial-
mente dentro da cavidade da CD??. Ela pode ser inserida pelos dois lados da cavidade
haja vista que ambas as partes das cavidades isoladas das moléculas de CD sdo aber-
tast*l. Esse arranjo geométrico da molécula héspede com a cavidade da CD é ainda mais
importante do que fatores quimicos. LigacGes covalentes ndo sdo quebradas ou formadas
durante a formacao do complexo®

Os complexos podem ser formados no estado cristalino bem como em solucéo, e
o solvente mais utilizado é a 4gua . Para complexos em solugéo, a principal forca mo-
triz atuante em sua formacdo é a liberacdo de moléculas de agua de alta entalpia da
cavidade. Nesse processo a molécula mais hidrofébica presente na solucdo desloca as
moléculas de agua expulsando-as da cavidade?*Y. A Figura 2.16 ilustra o processo de

formac&o do complexo de inclusdo.
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Figura 2.16— A formagdo de um complexo de inclusdo com uma molécula héspede hi-
drofébica 141,
Os complexos de inclusdo séo formados com maior frequencia na proporcéo
1:1(CD-hdspede), mas podem também ser obtidos com estequiometria 1:2, 2:1e 2:2, que
dependera do tamanho e caracteristica estrutural das moléculas hospedes em relagéo a

cavidade hospedeira da CD™. Para exemplificar diferentes estequiometrias em comple-
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X0s, a Figura 2.17 ilustra dois complexos de inclusdo entre a ciclodextrina e a molécula

de paraciclofano.

Figura 2.17-Representacdo esquematica: (a) paraciclofano e ciclodextrina livres, (b)

complexo entre a duas moléculas na proporcéo 1:1, (c) complexo na proporgao 2:15%,
Complexos podem ainda ser obtidos entre CDs e macromoléculas, como pepti-
deos e proteinas B#ABUB2 |sto acontece porque a ciclodextrina tem a capacidade de
encapsular determinados dominios hidrofébicos presentes na cadeia peptidica. Embora
a interacdo aconteca localmente, cada uma delas pode alterar a estrutura tridimensional
global da molécula, provocando assim, mudancgas em suas propriedades quimicas e bio-

[39 Isto faz da ciclodextrina uma valiosa ferramenta na industria farmacéutica.

I6gicas
Ela pode ndo somente melhorar a solubilidade e a entrega de drogas, mas também au-
mentar a durabilidade do produto, estabilizando a proteina contra a agregacao,
desnaturacdo térmica e degradacdo*?. E o que acontece, por exemplo, com os hormo-
nios de crescimento e a insulina®2M*3 A Figura 2.18 ilustra um complexo de inclusdo

entre uma proteina e ciclodextrina.

A~

aMal units

Figura 2.18-A formagéo de um complexo de inclusdo entre ciclodextrina e uma molécu-
la de proteina®Y.
A aplicabilidade das ciclodextrinas na inddstria é bem ampla. Elas sdo usadas em
alimentos, farmacos, cosméticos, produtos domeésticos, agroquimicos, industria téxtil,

indUstria de papel, tecnologia quimica, quimica analitica, etc.*.
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2.2 Partell

2.2.1 Aplicacao da ciclodextrina em alimentos

Na industria alimenticia, a complexacdo com ciclodextrinas, tem sido recomen-
dada por uma variedade de beneficios: protege o componente lipofilico contido no
alimento que sdo sensiveis a degradacédo frente ao oxigénio, luz e calor; para solubilizar
0s corantes alimentares e vitaminas; estabilizar perfumes, sabores, vitaminas e 6leos
essenciais contra alteragdes indesejadas; para suprimir 0s odores desagradaveis ou gos-

tos: entre outras*®1]

. Produtos bactericidas, enzimas de plantas, vitaminas, 0leos,
gorduras e antioxidantes, sdo exemplos de substancias aromaticas que podem ser com-
plexadas antes de serem incorporadas & composicéo de alimentos industriais®™*.

A estabilizagéo, considerada como uma das principais vantagens do uso das CDs
no processamento de alimentos promove uma melhoria na qualidade final do produto, no
que se refere ao sabor, aroma, forma e cor. Tem sido usada em sopas de peixe, queijos,
sucos de frutas, manteiga, chés, etc. Pode ser usada para proteger matérias quimicamente
instaveis®.

Entre as caracteristicas que um produto alimenticio deve possuir para uma boa
aceitacdo pelos consumidores esta sua cor. Isto faz dos corantes produtos indispensaveis
na industria alimenticia. Atualmente, muitos esforgos tém sido feito para se substituiir
corantes sintéticos, devido sua toxicidade nociva a salide humana, por produtos natu-
raisl*®. Contudo, a baixa solubilidade em agua e sensibilidade a condicdes alcalinas,
tratamento térmico, luz, ions metalicos, entre outras, limita 0 uso desses compostos natu-
rais pela industria. Uma alternativa que vem sendo estudada para superar esse problema
é a complexacdo de corantes naturais com ciclodextrinas®™” ™. Como ja mencionado,
seu uso pode melhorar a estabilidade e a solubilidade de muitos compostos, e neste caso,

promover a utilizacdo do produto em escala industrial.

2.2.2 Curcumina

A curcumina é um polifenol hidrofébico amarelo-alaranjado. E derivada da cur-
cuma, um po extraido do rizoma da planta Curcuma longa L., considerada uma das
especiarias mais populares. Ela contém antioxidantes naturaist*" ™% A carcuma é am-

plamente utilizada na culinaria indiana e por sua cor e sabor é conhecida como “agafrao
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da India”™®. Quando misturada com outras especiarias e nomeada de “p6 curry”, como ¢é
conhecida no ocidente®”.

Produtos a base de curcumina ja foram classificados como seguros por diferentes
orgédos governamentais como a FDA, Food and Drug Administration, dos Estados Uni-
dos, e pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS)PP8l Segundo Basnet (2011,
p.4569), o primeiro artigo cientifico registrado referindo-se a curcuma foi publicado em
1748, e a primeira avaliacdo sobre seu potencial farmacoldgico foi realizada 67 anos
depois.

O preparo da curcuma é realizado a partir da moagem de rizomas secos, princi-
palmente da Curcuma longa L.(Figura 2.19). E uma planta considerada abundante de
haste curta, que cresce até cerca de 1 m de altura. Possui flores brancas com forma curva
e rizomas cilindricos. Desenvolve-se naturalmente em todo subcontinente indiano e em

climas tropicais. Em 1999, havia 76 sindnimos para seus rizomas secos®®.,

Figura 2.19- (A)- Planta Curcuma longa L., (B) rizoma cortado recentemente, (C) cl-

cuma em pé obtida a partir do p6 do rizoma®®.

A India é o maior produtor mundial de circuma. Sua producio é estimada em
250 a 300 toneladas/ano de rizomas!®!®®!. A maior parte é consumida na forma de tem-
pero e apenas uma pequena fracdo (1-1,5 toneladas) é convertida em extrato™®. Ela
contém 6leos essenciais, polifendis, proteina, gordura, minerais, carboidratos, etc®®!. E
utilizada em forma de aditivo, aromatizante, conservante e corante em produtos como
mostarda, margarina, refrigerantes, bebidas, entre outros. Os cosméticos também se en-
quadram no leque de aplicagcBes da curcuma, e sdo empregados principalmente em
rituais e cerimonias Hindul®" 1%,

Entre os diferentes fitoquimicos derivados da curcuma, estima-se que 2-5% seja
curcumina(l,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dien 3,5-diona), cuja estrutura é
mostrada na Figura 2.20. Foi isolada pela primeira vez em 1815, e em 1910 sua estrutura

foi determinada como diferuloilmetano™™). Seu peso molecular é de 368,38, ponto de
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fusdo de 183 °C, e formula quimica Ca1H.006>%. Sob condicdes fisioldgicas, a curcumi-

na pode existir tanto na forma enol quanto dicetona, que coexistem em equilibrio®”.

-H
o} o] o o

|
Haco:‘Mocna H3CO I A OCH5
HO forma - cetonica OH HO forma - enol OH

57]

Figura 2.20— Estrutura quimica da curcuminal

A curcumina é de natureza hidrofdbica e facilmente soltvel em dimetilsulfoxido
(DMSO), etanol, acetona, e 6leos, mas é pouco soltvel em agua®”. Em estado sélido ou
solucdes &cidas e neutras, a forma cetdnica predomina, e a curcumina age como um po-
tente doador de atomos de hidrogénio. Ao contrario, sob condicGes alcalinas (pH >8), a
forma predominante é a endlica, e a parte fenodlica da molécula age como doadora de
elétrons®®,

Na literatura é possivel encontrar relatos sobre suas atividades anti-inflamatdrias,
antioxidantes, anticarcinogénica, antimutagénica, antiartritica, antibacteriana, antifngi-
ca, antiprotozoarios, antivirais, nefroprotetora, contraceptiva, anti-Alzheimer,
antipsoriatical®®B7IB8I%% £ também amplamente utilizada como corante alimentar. Ape-
sar destas vantagens, a utilizacdo de curcumina em formulagdes farmacéuticas é limitada
pela sua pobre biodisponibilidade oral e vascular causada por diferentes razdes: baixa
solubilidade, degradacdo na agua, fotodegradacdo, alta taxa do metabolismo e elimina-
cdo rapida do organismo®®7), portanto, métodos que possam melhorar a estabilidade e
solubilidade da curcumina podem proporcionar novas aplicacfes para este corante natu-
ral, por exemplo, a partir do uso de microencapsulacao!*®.

Diversos estudos tém mostrado que a microencapsulacdo com ciclodextrina € um
método util e eficaz para a protecdo da curcumina contra diversos agentes degradantes,
além de aumentar a sua solubilidade em &agua, biodisponibilidade e atividade biolégi-
calt 80 Tohar e colaboradores (2012) mostraram que o encapsulamento com
ciclodextrina provoca a isomerizagdo da curcumina a partir da forma enol ou cetonica
para dicetbnica. Nesta configuragdo o isdmero é menos reativo promovendo um aumento
na biodisponibilidade da curcumina. Além disso, o isdmero dicetonico é a forma biolo-
gicamente ativa da curcumina e assim a complexacdo acaba por aumentar a atividade

biolégica do polifenol. Marcolino e colaboradores (2011) mostraram que 0 melhor mé-
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todo de complexacédo entre a CD e a curcumina foi o de co-precipitagdo com proporc¢ao
estequiométrica de 2:1. Segundo a autora foi possivel observar visualmente a melhora na
solubilidade e capacidade de coloracédo, que foi testada em alimentos (queijo e iogurte),

sugerindo seu uso na industria. A analise sensorial mostrou boa aceitacdo dos produtos.
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Capitulo

Fundamentos da Espectroscopia Vibracional

Apresentaremos nesta se¢do o modelo quantico do oscilador harménico obtendo
as expressdes dos niveis de energia, seguida de uma discussdo a respeito da origem dos
espectros Raman e FTIR. O modelo para as moléculas poliatbmicas é bastante comple-
X0, uma vez que sdo possiveis diversos modos vibracionais para uma mesma molécula.
Assim discutiremos apenas alguns conceitos sobre essa configuracéo, reportando as dife-
rencas que existe em relacdo ao caso diatdbmico. O tratamento matematico do oscilador
harmonico cléassico esta descrito no Apéndice A.

3.1Modelo diatdmico quantico

Para obter as solugdes para o oscilador harménico foi considerada a funcdo Ha-
miltoniana (H), que contempla informacGes a respeito da posicdo e do momento linear
da particula em movimento®®Y. Ela representa a energia total do sistema e pode ser
escrita como a seguir:

O termo correspondente a energia cinética pode ser escrito em termos do momen-
to linear p, (p = mx), *%:

1
= —p? 3.2
T Zmp (3.2)

Como se trata do caso quantico é necessario obter os operadores associados ao
momento linear e as energias envolvidas na Hamiltoniana. O operador correspondente

ao momento linear em uma dimenséo é dado por:
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p=—ihs (33)

Em que (i = V=1) e h = h/2m, sendo h a constante de Planck™®. Para molécula
diatbmica considera-se a massa reduzida p, e que 0s pequenos deslocamentos dos nu-
cleos sejam descritos pela coordenada interna q (¢ = Ar = Ax, — Ax;), Figura A.7%4.
As coordenadas internas caracterizam as varia¢des da forma de uma molécula, quando
esta se distingue da forma de equilibrio, independentemente da posi¢do e da orientacao
da molécula no espago. As mais comuns definem mudancas de comprimento das liga-
cdes e dos seus angulos de ligacdo com relagdo & posicdo de equilibrio®. No caso da
molécula diatdmica a coordenada interna se relaciona apenas ao estiramento da ligacao,
correspondente aquele em que a ligacdo alonga e contrai . Considerando as informa-
¢Oes acima, o operador de energia cinética, T, pode ser obtido efetuando duas operacdes

sucessivas com o operador p:

2 2
ro_ .4 (3.4)

20 . dq?

Sendo, H = m;m,/(m;,m,) a massa reduzida. O operador de energia potencial

para o oscilador harménico é:

1

Com este operador e 0s acima descritos podemos escrever a equacdo de
Schrodinger, independente do tempo:

HY =TV + V¥ = E¥Y (3.6)
h? d2W  kq?
_b ka® o _ 3.7)
2 dr T Y=Y
dzl}U 2[1 qu (
21 ([ _ka®,, _ 3.8)
7t <E v =0

Para que a equacao diferencial tenha solucdo aceitavel, ¢ necessario que ¥(x) e
sua derivada sejam finitas, univocas e continuas®®®*. Para resolvé-la, vamos considerar
uma fungé@o de onda particular de forma simples e verificar se ela satisfaz a Equacéo
(3.8).
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a 2
Derivando W(q) duas vezes, e em seguida substituindo na Equacdo(3.8), obte-
mos:
d*¥(q)
g2 a¥ + a“q
2i 1kq? 3.11
_a+azqz:_h_!:_E+uhg 3.11)

.
a=izE
(3.12)
ik
a? = Wz

Que resulta no seguinte autovalor:

w
h

201k

(3.13)

E =

==

Podemos reescrever a equacgdo acima em termos da frequéncia para o oscilador

harménico classico, Equacgdo (A.39), determinada no Apéndice A.

ool 1k 1 (3.14)
2 Mo g 2"

Podemos constatar que a Equacdo (3.14) satisfaz a Equacéo (3.8), e que o valor
da energia obtida através da funcdo de onda considerada é metade do valor obtido para o
caso classico. Este valor para a energia é conhecido como energia do ponto zero, corres-
pondendo & energia do estado fundamental do oscilador®®. Os estados excitados podem
ser obtidos multiplicando a funcdo de onda, considerada anteriormente, por um poliné-
mio em @, resultando em:

a

Yn(q) = Ny - Hy(Vagq) - exp (- ;) (3.15)
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Em que N, é um fator de normalizagéo e H, (v/aq) sdo polinémios de Hermitel®!.

Fazendo x = (vaq), estes polinémios tém os seguintes valores em funcdo de n (niUmero
quantico vibracional), paran de 0 a 3:

Ho(x)=1

Hi(X)=2x

Ho(X)=4x>-2

H3(x)=8x>-12x

Podemos perceber que a funcdo de onda anteriormente proposta corresponde
aHo(x)=1.

Os autovalores correspondentes serdo dados por:

ST S OO L

1
E = (n + 5) - hy (3.17)
Sabemos que:
= _° 3.18
~ A(em) (3.18)
Vamos definir v como:
v=1/, (3.19)

Assim a expressdo para a energia E pode ser reescrita como:

Substituindo a Equacdo (3.20) na (3.17) e isolando a nova variavel v:

”’%(“*%):“’e (“*%) (3.21)
Vv =Gy(em™) = w, (n + %)

Em que w, = v/c representa o valor classico do numero de onda do oscilador em

cm™. As energias para os primeiros niveis, nesta unidade, ficam:

n=O—>GO=§we
3
n=1—>61=§we (3.22)

ﬂ=2—>G2=§we
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Se ocorrer transicdo entre estados consecutivos (regra de selecdo An = +1), por-
tanto absorcdo ou emisséo de radiagéo, as diferencas de energia serdo sempre iguais a
w,[61]"*Y Na Figura 3.1 estio representados os autovalores anteriormente determinados,

bem como as func¢des de onda do oscilador harménico j& normalizadas, segundo a equa-

cao:
al/4p 1 12 aq?
¥n = [E] [Znn!] Hy(Vaq)exp <_ T) (3.23)
\
! n=38; 7w /2
n=2; 50 /2

n=1; 36,/2

n=0; © /2

-q 0 +q

Figura 3.1 — Funcges de onda do oscilador harménico e os correspondentes autovalores
61]

(linha tracejada)"

O ponto em que as linhas representando os autovalores cortam a curva do pogo é
o valor médximo de energia potencial para o estado vibracional considerado. Podemos
observar ainda, que as fun¢ées com nimero gquantico vibracional n par sdo funcGes pares
e as funcBes com n impar sdo funcdes impares[m].

Determinamos até 0 momento a frequéncia e a energia de cada nivel do oscilador
harménico e o préximo passo é avaliar as possiveis transicdes entre os estados, verifi-
cando em que condicdes elas ocorrem. Vamos determinar, portanto as regras de selecao
do oscilador harménico, enfatizaremos os casos do espectro no infravermelho e o espec-

tro Raman.

3.1.1 Regras de selecdo

Espectro no infravermelho

Espectros de infravermelho sdo geralmente registrados pela medida da transmi-
tancia de luz através de uma amostra. As frequéncias das bandas de absorcdo sdo
proporcionais as diferencas de energia entre os estados vibracionais fundamental e exci-
tados!®. As bandas de absorcéo devido as transicées vibracionais ocorrem na regi&o do
comprimento de onda entre aproximadamente A = 2.5 - 1000 pm.
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Para uma molécula apresentar absor¢Ges nesta regido espectral, tem de possuir
uma caracteristica especifica, isto ¢, 0 momento de dipolo elétrico da molécula deve
mudar durante a vibracdo (Figura 3.2). Esta € a regra de selecdo geral para a espectros-
copia no infravermelho %! Classicamente a ideia é que para que a molécula seja capaz
de interagir com o campo eletromagnético da radiacdo incidente e absorver ou criar um
féton de frequéncia v, ela deve possuir, pelo menos transitoriamente, um dipolo oscilante
com esta frequéncia caracteristica. Assim, as vibracfes que ocorrem devido a alteracdo
do momento de dipolo, quando os &tomos sdo deslocados uns em relagdo aos outros, sao
ditas ativas no infravermelhol®®IeIE7] - Algumas vibragdes ndo modificam o momen-
to de dipolo da molécula, de modo que ndo absorvem. Estas vibragdes sdo chamadas
inativas no infravermelho. As moléculas diatdmicas homonucleares sdo exemplos de
moléculas inativas no infravermelho. O contrario acontece para as moléculas hetero nu-

cleares, caracterizando-se como ativas no infravermelho €267

O—)

+
o)

-

- ——

O——()

(+ -)

Figura 3.2 — Mudanc¢a no momento de dipolo de uma molécula diatdbmica heteronucle-
arls,

O momento de dipolo depende da configuracdo nuclear e como vimos anterior-
mente pode variar quando a separacdo internuclear varia. Assim, para moléculas
diatbmicas a Unica coordenada normal do sistema é associada a coordenada interna de
ligacdo Y2, Logo, pode-se expandir o momento de dipolo em série de Taylor da co-
ordenada q:

du
_ an 3.24
u Mo"‘(dq)OQ"‘ (3.24)

Em que u, é o vetor do momento de dipolo permanente e a derivada é considera-
da na posicéo de equilibrio. Termos de ordem mais alta podem ser desconsiderados em

casos que ocorram pequenos deslocamentos em relagdo a esta posicdo (Figura 3.3). E
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importante ressaltar que 0 momento dipolar possui trés componentes (i = iy, Wy, Uy).
Pelo menos para uma dessas componentes o0 termo da derivada deve ser ndo nulo, para
haver absor¢édo no infravermelho. Em outras palavras, para que haja variagdo no momen-
to de dipolo com a vibracdo (du/dq), # 063686,

Aproximacgao
linear
P &

/e
/
/

/

/
/
/

/ Variagao real

Momento de dipolo elétrico, u

0 Estiramento, q

Figura 3.3 — O momento de dipolo elétrico de uma molécula diatdmica heteronuclear em
funcdo do deslocamento. A varia¢do pode ser considerada linear para pequenos deslo-

camentos®.

E de suma importancia observar que a regra acima ndo impde a existéncia de um
dipolo permanente, mas somente a variacdo do dipolo, inclusive em relacdo ao momento
nulo. Logo, mesmo moléculas apolares podem provocar o aparecimento de um dipolo
oscilante capaz de interagir com o campo eletromagnético™®!.

Podemos descrever a transi¢do entre dois estados genéricos (m e n), caracteriza-
dos por suas respectivas funces de onda vy,, e ¥,, pelo momento de transicdo de

dipolo:
b = [ Wt (3.25)

Essa integral pode ser dividida em outras trés, correspondentes a cada componen-
te de p. Assim, para que a transicdo seja permitida é necessario que pelo menos uma
delas seja diferente de zero M6,

O momento de transicdo pode ser interpretado como a medida do dipolo associa-
do com o movimento dos elétrons durante a transicdo entre os estados envolvidos.
Assim, os valores dessas integrais determinam a intensidade no infravermelho, que é

proporcional & probabilidade de transicéo |ty |2TELIEENE]
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Vamos substituir o momento de dipolo expandido em série de Taylor na expres-
séo do momento de dipolo de transicéo.

b = o | Wom nd + (Z—‘;)O [ mapnde (3:26)

Relembrando o conceito de ortogonalidade das funcbes de onda podemos verifi-
car que a primeira integral se anula exceto para m=n, caso em que ndo ocorre transicao.
Neste caso estariamos avaliando o dipolo permanente e ndo mais 0 momento de transi-
c&o. O segundo termo ndo se anula mediantes as seguintes restrices!®*e31E=166!:

(1) Que novamente a derivada do momento com rela¢do & coordenada q seja di-
ferente de zero, (du/dq) # 0. Ou seja, que haja variagdo do momento de
dipolo com a pequena vibragdo na posicao de equilibrio.

(2)f Wmq W,dt # 0, precisamos neste caso investigar a paridade das fungdes de
onda. Como q é uma funcgdo impar é necessario que o produto yr,{r,, Seja uma
fung&o impar. Isto implica que as fungdes de onda devem ter paridade diferente
para garantir que a integral ndo se anule. A regra de sele¢do do oscilador harmé-
nico € An + 1, o sinal positivo representa a absor¢do e 0 negativo a emissao.
Embora esta regra de sele¢do permita, por exemplo, An + 3 a regra de selecéo

relacionada ao momento angular proibe transi¢Ges para esses valores de n.

Para as moléculas ativas no infravermelho, caso de moléculas diatbmicas hetero-
nucleares, a energia observada, em cm™, durante uma transicdo entre os niveis do
oscilador harménico, sera:

1 1
Gpir — Gy = we<n+5+1)—we(n+§>
(3.27)
3 1
Gpi1— Gy = a)e(n+z)—we<n+§) = W,

O resultado acima implica que independente dos niveis que estejam envolvidos
na transicdo eles sempre terdo uma diferenca de energia constante w,. Ou seja, 0s niveis
sdo igualmente espacados por uma separacdo que corresponde a frequéncia vibracio-

nal®. A Figura 3.4 ilustra essa afirmacéo.
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Figura 3.4 — Niveis de energia e transicées do oscilador harmdnico®".

Espectro Raman

A espectroscopia Raman é baseada no processo de espalhamento inelastico da
radiacdo incidente em uma moléculal’®. Trata-se portanto de um fendmeno fisicamente
diferente daquele das técnicas de FTIR, cuja fundamentacdo é baseada na absorcéo da
radiacdo. Logo, é esperado que as regras de selecdo que satisfaziam as condicGes
exigidas pelo infravermelho ndo satisfacam as requeridas pelos espectros Raman. A
atividade agora estd ligada a vibracdo de dipolo induzido na molécula pelo campo
elétrico da radiacdo incidente. Quando uma molécula é colocada num campo elétrico
sofre distorcdo, uma vez que os nucleos carregados positivamente sdo atraidos para o
polo negativo, e os elétrons em direcdo ao pélo positivo (Figura 3.5)%% Esta

separagéo de carga produz um momento de dipolo induzido (P) dado por:

Ecorresponde ao vetor do campo elétrico da radiacdo incidente e o a

polarizabilidade da molécula.

Figura 3.5 — Polarizacéo de uma molécula diatémica num campo elétricol®!.

Assim a regra geral para as transicbes Raman vibracionais é que a
polarizabilidade da molécula deve se alterar com a vibracéo *®. Esta condicéo implica
que tanto moléculas homonucleares quanto heteronucleares possam ser ativas no

espectro Raman vibracional. Isso porque ambas expandem e contraem durante a
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vibrag&o, o controle dos nucleos sobre os elétrons é varidvel, com isso a polarizabilidade
da molécula também se altera®®,

Para obter as regras de selecdo especificas pode-se adotar o mesmo procedimento
aplicado no caso da absorcdo. Assim vamos agora expandir em série de Taylor, em

funcdo da coordenada q, a polarizabilidade a.

da
a=a0+(%> g+ (3.29)
0

Os termos de ordem superiores foram desprezados devido a pequena variagdo da
coordenada g. Como mencionado antes, a componente do campo elétrico e a coordenda

g séo funcdes oscilatdrias. Assim pode-se considerar:
q=qgcos(2mvyt) e E =E;cos(2mv,t) (3.30)

Sendo v, e v,, respectivamente, as frequéncias vibracional da molécula e da
radiacdo incidente. Substituindo g, E e a, ja expandido, na Equacéo (3.28), obtem-se:

da
P = ayE, cos(2myyt) + (E> qoE, cos(2mv,t) cos(2my,yt) (3.31)
0

Usando a seguinte relacdo entre cossenos, cos(a)cos(b) =%[cos(a+b)+

cos(a-b)], tem-se:

P = ayE, cos(2mvyt) + (3.32)

+ %(Z—Z)O qoEo{cos[2m(vy + vy)t + cos[2m(vy — vp)t]}

O primeiro termo contém somente a frequéncia da radiacdo incidente. Trata-se
portanto, de um espalhamento eléstico (sem alteracdo na energia). Este processo é
conhecido como espalhamento Rayleigh "% O segundo termo corresponde ao
espalhamento inelastico, em que as frequencias das radiacOes espalhadas aparecem
como (v, + v,). Quando a frequéncia da radiacdo incidente (v,) € diminuida de v, tem-
se 0 que se chama de espalhamento Stokes. Neste caso a molécula no estado

fundamental ganhou energia do féton incidente e transitou para o estado excitado. Por
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outro lado se ocorre adigdo entre as frequéncias (vq + v,), significa que o foton
espalhado ganhou energia da molécula, que ja se encontrava num estado vibracional
excitado. Este processo é chamado espalhamento anti- Stokes ( Figura 3.6). No entanto,
verifica-se que esses termos s6 podem contribuir se houver variacdo da polarizabilidade
com o pequeno deslocamento da coordenada g em torno da posicdo de equilibrio. Assim

temos que (da/dq), # 0 601691701

Figura 3.6 - Modulag#o da radiacéo espalhada pela vibracéo molecular!®,

Nos espectros Raman aparecem simetricamente em relacdo a linha Rayleigh,
uma banda do lado das frequéncia mais baixas, a Stokes, em uma do lado de frequéncias
mais altas, a anti-Stokes. Classicamente elas deveriam ter a mesma intensidade, no
entanto, observa-se que a Stokes é mais intensa % A Figura 3.7 mostra o exemplo

do espectro Raman do CCl,.

Rayleigh

—459

Stokes anti-Stokes

Intensity

0

Raman shift (cm™')

Figura 3.7 — Espectro Raman do CCl, com excitacio em 488 nm!®®!.

A relacgdo entre P e E mostrada na Equacéo(3.28) pode ser reescrita considerando

todas as componentes do campo elétrico, como:
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P = ayyEx + ayyEy + ay, E,

P, = ayeEy + ttyy By + 1y, E, (333)

P, = ayEx + a5 E) + ayE,

Estas equacOes sdo validas para o espalhamento Rayleigh, onde é considerada a
polarizabilidade intrinseca. No espalhamento Raman, como visto anteriormente, deve-se
considerar a derivada da polarizabilidade em relagéo a g. Assim na Equacéo (3.33) deve-

—d

se considerar o (dau/dq) que formam um tensor simétrico, isto €, oy = ay,

ij

conhecido como tensor Raman. Em que i e j representam X, y ou z.

De forma analoga ao realizado para a absorcdo, a transicdo entre os estados
vibracionais m e n também ocorre para o efeito Raman. Neste caso devem ser

considerados 0s componentes (aij)mn que resultardo em 6 integrais do momento de

transicdo, em que pelo menos um dos componentes destas integrais precisa ser diferente

de zero para que haja atividade no Raman EH[G31[661[69]

(@), = [ Wimcty e (3:34)

Considerando na expressdo acima o desenvolvimento em série de Taylor em
(3.29), obtém-se:

(aij)mn - U) lem ¢ndT+< ) flpmq lpndT (335)

Como estados m e n sdo diferentes, constata-se que o primeiro termo se anula
pela condicdo de ortogonalidade entre as fungbes de onda. Para m=n o primeiro termo
corresponde ao espalhamento Rayleigh. Para o segundo termo ser diferente de zero, é

necessario que sejam satisfeitas as seguintes condicdes, [cHeeIL7OIENT:

(1)(doci]-/dq)0 # 0, ou seja, que haja variacdo de ao menos um dos componentes do

tensor de polarizabilidade com a pequena vibracdo proxima da posicéo de equilibrio.
@) f YmqWndt # 0. Esta condigdo ja foi discutida para a atividade no
infravermelho. A regra de sele¢do para o oscilador harménico é An = +1, em que 0

sinal “+” corresponde ao espalhamento Stoke e o sinal “-”” a0 anti-Stokes.
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Os mecanismos de espalhamento Raman podem ser representados pelos

esquemas da Figura 3.8:

hy,

hv,+ e,

YANIVANIY

(b) (c)

Figura 3.8 — Esquema dos mecanismos de espalhamento: (a) Stokes, (b) Rayleigh, (c)
Anti-Stokes!®".

No espalhamento Rayleigh (b), um foton de energia hv, colide com a molécula
no estado fundamental. Apds a colisdo ela passa para um estado intermediario, conheci-
do como virtual, que ndo precisa ser um estado estacionario da molécula. Em seguida,
ela decai a0 mesmo nivel de energia inicial e o foton é espalhado sem modificacdo na
frequéncia (espalhamento elastico). Sobre o estado intermediario deve-se pensar que
apos a colisdo com a molécula este é aniquilado e a molécula sofre uma perturbacdo em
todos os seus niveis de energia. Para 0s outros dois espalhamentos, (a) e (c), o espalha-
mento acontece de forma ineléstica, isto significa que apds a colisdo com o foton a
molécula ao decair do estado intermediario volta para um nivel diferente do inicial. No

Stokes, ela volta para um estado vibracional excitado, de energia e, , € 0 foton espalha-
do, hvy-e, , tera energia menor do que o incidente. Agora para o anti-Stokes, no

processo de colisdo a molécula ja se encontra num estado excitado e ap6s a interacdo a
molécula decai para o estado fundamental. Esta diferenca de energia é cedida ao foton,
que por sua vez ¢ espalhado com energia hv, + e, U]

A intensidade Raman é determinada pela probabilidade de transi¢do, ou seja,

depende do quadrado do tensor de polarizabilidade e da quarta poténcia da frequencia da

- <167f ) Iov* ZZ|( U)mn (3.36)

radiacdo espalhada:

Sendo I, a intensidade da radiagdo incidente e v a frequencia da radiagao
espalhada 11! Verifica-se experimentalmente que as bandas anti-Stokes s&o menos

intensas que a Stokes, mostrado na Figura 3.7 para o CCl,. De acordo com a funcéo de
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distribuicdo de Boltzmann, a relacdo entre o nimero de moléculas que se encontra no
estado vibracional n=1 e o niamero de moléculas(n) no nivel n=0 para uma dada vibragéo

é dada por [*?;

2L o(hvkm) (337)
L

Em temperaturas medianas, a maioria das moléculas encontra-se no estado
fundamental, o que explica as linhas Stokes apresentarem maiores intensidades do que
as anti-Stokes, as quais se originam do estado excitado com menor populacdo [,
Quanto maior a frequéncia vibracional maior é a diferenca entre ambos. Assim, a relacao
entre as intensidades anti-Stokes/Stokes pode ser dada por:

) Vo + v\* e
I£=( o7 n) exp (- 22) (3.38)
s Vo = Vn

Para frequencias baixas, as intensidades Stokes e anti-Stokes sdo comparaveis,
mas para frequencias vibracionais muito altas a Stokes predomina e anti-Stokes

dificilmente sdo observadas®6,

3.1.2 Oscilador anarmonico

Para determinarmos o nimero de onda correspondente as transi¢Oes vibracionais
permitidas (Figura 3.4), a curva da energia potencial foi aproximada para uma parabola.
No entanto, a aproximacdo parabdlica ndo é a mais correta para retratar estiramentos,
pois ndo leva ao rompimento da ligacdo . Além disso, vimos que a regra de selecdo
para o oscilador harménico é An = +1, como consequéncia, seria esperado que para
uma molécula diatdmica heteronuclear aparecesse apenas uma banda vibracional no es-
pectro de absorcdo no infravermelho. Contudo, como no caso do HCI, sdo observadas
mais de uma banda. Elas possuem o dobro, o triplo da frequéncia da banda fundamental
em 2886 cm™. Isto pode ser explicado considerando a anarmonicidade mecanica e elétri-

ca do oscilador [

. A anarmonicidade mecénica aparece quando consideramos na
expansdo de Taylor para V outros termos de ordem superior. O movimento é entdo
anarmonico e a forga restauradora deixa de ser proporcional ao deslocamento. Assim

temos:

v (VN (A (3.39)
V(Q)_V(O)+(E)OQ+5<d_qz>oq +3 aa OCI + o
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A curva potencial ndo serd mais descrita por uma parabola e a deformagéo na
curva gera perda de simetria nas fungdes de onda. Temos, portanto, que a anarmonicida-
de mecanica modifica as funcbes de onda da equacdo de Schrodinger e
consequentemente altera as regras de selecdo. As transi¢es permitidas agora sao deter-
minadas por An = +1,+2,+3,etc. No entanto, o valor das frequéncias harmonicas
podera ser determinado de forma exata. Os novos termos obtidos da expansdo devem ser
inseridos no operador de energia potencial, que faz parte do Hamiltoniano na equagéo
Schradinger .

A anarmonicidade elétrica determina a intensidade das bandas e ela aparece
quando consideramos termos de maior ordem no desenvolvimento em série do momento

de dipolo, para os espectros no infravermelho, e da polarizabilidade nos espectros Ra-

[‘51].
du 1 (d?u (A
M=‘u°+(@) q+z<d—qz q2+§d—q3 q3+...
0 0

3 +(da> i d%a 2 1 d3a 3,
Ol—ao dq q E dqz Oq 5 dCI3 Oq

Para a intensidade da primeira harménica o termo quadratico é suficiente. Para

man

(3.40)

harmonicas de ordem superiores serd necessario considerar derivadas de ordem maior no
desenvolvimento em série.

Como o operador potencial foi modificado é esperado que os autovalores obtidos
pela solugdo da equacdo de Schrodinger também mudem . Considerada a aproxima-

cao do potencial parabolico os autovalores eram dados por:

G,(cm™) = w, (n + %) (3.41)

Ondew, = (1/2mc) k/H.
Essa expressdo agora devera conter um termo correspondente a anarmonicidade
do oscilador. Assim os autovalores para a molécula diatbmica com potencial real serdo

dados por:

1 1y? (3.42)
o= 0 (n+3) = ooxe (n:+3) |
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Neste caso, 0 termo w.x,. corresponde a constante de anarmonicidade e w conti-
nua sendo o valor classico da frequéncia do oscilador harménico. E possivel perceber
que os niveis de energia que eram igualmente espacados, agora ficardo cada vez mais
proximos a medida que n aumental®®®. A energia no ponto zero vale:

1 1
Gy = W, 57 WeXe 2 (3.43)

As transicdes entre os estados vibracionais n em relacdo ao fundamental ficam:

1 1\2 1 1
Gn - GO = We (n + E) — WeXe (n + E) — We E + WX, Z (344)
Gy — Gy = w,n — WeX,(n? + n) (3.45)

A Figura 3.9 ilustra as curvas de potencial e os niveis de energia para o oscilador

harmoénico e anarmonico.

(a) (b)

N=d— "“T"I G, =(9/2) o,
=3 Gy = (1) @,
he z—;ﬁf G, =5/ e,
n= 12/ G, = (3/2) o,

e g"'-t/."éf"c;u - /2

Figura 3.9 - Niveis de energia e curva de potencial para: (a) o oscilador harmdnico e (b)

oscilador anarménico Y,

Pode-se perceber que na regido préxima a posicdo de equilibrio as curvas sao
semelhantes, logo a aproximacdo do potencial real, anarménico para o harménico (po-
tencial parabdlico) é valida. No entanto, com 0 aumento do nimero quéantico n os niveis
do oscilador anarmonico tornam-se cada vez menos espacados e a frequéncia, entdo ob-
servada experimentalmente, sera sempre menor do que a w,, facilmente calculada pelo
modelo do oscilador harmdnico®E31ee],

A curva de energia potencial para o oscilador anarmonico pode ser descrita pela

expressdo conhecida como potencial de Morse 316l

V(q) = D[1— exp(—Bq)]? (3.46)
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Em que D, é energia de dissociagdo medida em relacdo ao minimo da curva de

potencial. E o termo B é dado por f = w,+/2n2¢cfi/D,h. , onde w, e D, estio em cm™,
A Figura 3.10 foi incluida com o propésito de facilitar a comparagéo entre o potencial de
Morse (linha continua) e o potencial parabolico do oscilador harménico (linha traceja-
da). Nota-se que se trata de uma boa aproximacao entre as curvas proxima a vizinhanca

da posicéo de equilibrio M3,

Energia

Distancia internuclear
Figura 3.10 - Curva de energia potencial para uma molécula diatdbmica. Linha sélida in-
dica um potencial de Morse que se aproxima do potencial real. Linha tracejada é o
potencial parabolico para um oscilador harménico. D, e Dy s40 as energias de dissocia-

¢do, tedricas e espectroscopicas, respectivamentel®®.

3.2Vibracao de moléculas poliatdmicas

Conseguimos tratar de maneira relativamente simples 0 movimento vibracional
de moléculas diatbmicas, encontramos a frequéncia de vibracao correspondente ao Gnico
movimento possivel entre os atomos, o de estiramento da ligacdo. Para moléculas polia-
tdmicas, no entanto, todos os comprimentos de ligacdo e todos os angulos podem se
alterar e como consequéncia surgem outras frequéncias, caracteristicas desses novos
movimentos, ou seja, ela possui diferentes modos de vibracdo. Os espectros e 0s mode-
los capazes de descrever de forma conjunta todos esses movimentos sd&o muito mais
complexos!®31ee],

Entre as varias técnicas empregadas a mais simples € a analise de coordenadas
normais. Cada modo normal de vibracdo pode ser caracterizado por uma coordenada
normal individual Q, que varia periodicamente. Ela ¢ uma medida da amplitude de um
modo de vibracdo especifico. Cada um desses modos normais pode ser excitado inde-

pendentemente uns dos outros, isso favorece com que as coordenadas normais também
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sejam independentes. Neste sentido, cada coordenada normal contribui de forma indivi-
dual e independentemente para com o potencial vibracional total e a energial®?.

De forma concreta pode-se considerar que uma molécula seja um conjunto de
osciladores acoplados. O que se faz na anélise de coordenadas normais é desacoplar es-
ses osciladores em “modos normais”, tratados como osciladores harmdnicos simples,
descritos pelas coordenadas normais .

Pode-se calcular o nimero total de modos de vibracdo de uma molécula poliat6-
mica e posteriormente realizar certas combinagOes desses deslocamentos atdmicos que
permitiram obter a descricdo das vibraces®.

A localizacdo de N atomos pode ser especificada pelas trés coordenadas possi-
veis (X, y, z), em que cada atomo pode modificar a sua localizacdo em funcdo destas
coordenadas. Segue, portanto, que o nimero total de deslocamentos acessiveis para os N
atomos é de 3N 172,

S&0 necessarias trés coordenadas para determinar a localizagcdo do centro de mas-
sa da molécula de modo que 3 dos 3N deslocamentos correspondem ao movimento de
translacdo da molécula como um todo. Restam 3N-3 deslocamentos relacionados aos
movimentos no-translacionais!®” 12,

Para uma molécula linear bastam dois angulos para determinar sua orientacdo. E
suficiente fornecera longitude e a latitude da direcdo que suporta o eixo da molécula.
Entretanto, uma molécula ndo-linear precisa, além dos dois ja mencionados para a linear,
de um terceiro angulo que determina a orienta¢do da molécula em relacdo a reta suporte
da direcdo, como ilustrado na (Figura 3.11). Estes deslocamentos correspondem ao mo-
vimento de rotacdo, sendo dois para a molécula linear e trés para a ndo-linear.
Restando3N-5 (molécula linear) ou 3n-6 (molécula ndo-linear) deslocamentos dos ato-

mos uns em relacdo aos outros. Estes sdo os modos de vibragao (631671721,

Figura 3.11 — (a) A orientagdo de uma molécula linear se faz com apenas dois angulos.
(b) Molécula ndo linear precisa de trés angulos para ter sua orientacdo perfeitamente es-

pecificada [*%,
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A molécula de agua (N=3) é ndo-linear e apresenta desta forma (3-3)-6 =3

modos de vibracdo, que estdo ilustrados na Figura 3.12 . J& a molecula de CO, também

triatbmica apresenta (3 - 3)-5 = 4 modos vibracionais por ser linear.

N,

v, (3652 crmr)

N .

¥ (1585 oy }

'—-,j,'f vy 13756 )

Figura 3.12 — Os modos vibracionais da molécula de agual®

Considerando a funcéo potencial V(qg1, 02,..., gn) Nas proximidades da posicéo de
equilibrio (gi=0) pode-se expandi-la em funcdo das coordenadas normais g, de forma

analoga ao realizado no caso diatbmico:

AR W T
322 (aqlq,q)o BTt

Anélogo ao caso diatbmico, o termo V, € independente das coordenadas e nao
contribui para o problema vibracional, ele define apenas o zero da escala de potencial e
por simplicidade escolhemos V, = 0. A derivada primeira na posicao de equilibrio tam-
bém se anula. Desprezando os termos a partir do cubico, ou seja, considerando a

aproximacdo do oscilador harménico, teremos:

~ Z Z <aqlq,> 44 49

Este é a funcdo potencial para as moléculas poliatbmicas a ser considerada no ca-

so de uma aproximacao harménica *%.
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Como mencionado anteriormente, podem ser feitas combinacgdes lineares entre
os deslocamentos para facilitar a descricdo das vibragfes. Assim, pode-se escrever cada
coordenada interna g; como combinacéo linear de cada coordenada normal Q, que por
sua vez esta associada a cada modo normal de vibragdo da molécula. A combinacéo po-

de ser escrita como:

q; = z L0y (=12 ..3n—6) (3.49)

Em que L;;, s@o as amplitudes ja normalizadas. O indice i indica a coordenada in-
terna e b indica 0 modo vibracional. Cada coordenada normal oscila independentemente
das demais, é como se tivesse um conjunto de osciladores harménicos independentest®.

A regra de selecdo geral para atividade no infravermelho é a do movimento cor-
respondente a um modo normal provocar a alteragdo no momento de dipolo. Elementos
de simetria podem ajudar a verificar essa alteracdo facilitando em muito os célculos
existentes. Neste trabalho enunciaremos apenas a regra geral e como exemplo utilizare-
mos a molécula de &gua (Figura 3.13). Pode-se verificar a alteracdo do momento dipolar
com cada modo vibracional, logo todos sdo ativos no infravermelho.

A regra geral de atividade no Raman para moléculas diatbmicas também se apli-
ca as moléculas poliatdbmicas. Os modos normais de vibracdo sdo ativos no Raman se
forem acompanhados por modificacéo da polarizabilidade P! No caso de molécu-
las pequenas, as modificacdes da polarizabilidade durante a vibracdo sdo faceis de serem
observadas. As nuvens eletronicas de moléculas diatdbmicas tais como H,ou moléculas
lineares como CO, tém formas alongadas com secGes transversais circulares. Nestas
moléculas, os elétrons sdo mais polarizaveis (o. maior) ao longo da ligagdo quimica do
que na direcdo perpendicular a ela. Convencionalmente, faz-se a razdo 1/+/a;, com o;
referente ao centro de gravidade em todas as dire¢Ges, o resultado € uma superficie tri-
dimensional chamada de elipsoide de polarizabilidade. Assim, a regra em relacdo ao
elipsoide a fim se ter atividade no Raman é que a forma, o tamanho, ou a orientacao va-
riem com a vibracdo normal . A Figura 3.14 mostra essas mudancas durante as

vibracGes do CO..
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Figura 3.13 - Alteragdo no momento de dipolo para a molécula de agua durante cada vi-

bracio normal®.

+q q=0 -q
o—Cc—o0 0—C—o0 0-G-0
Vi 6 @
0—C—0 0—Cc—0 0—C—0
V3 @
c o o}
o T~o 0—C—0 ~c

- O 6 O

Figura 3.14 - Alteragdo no elipsoide de polarizabilidade durante cada vibra¢&o normal do
co,’®.

Na vibragdo v,, 0 tamanho do elipsoide esta variando, assim logo este modo de
vibracdo é ativo no Raman. Embora isto também aconteca durante a vibracao v, os elip-
soides nos dois extremos do deslocamento (+q e -g) sdo exatamente 0s mesmos nos dois
casos, 0 que impossibilita a atividade no Raman. Para um pequeno deslocamento a dife-
renca entre o v, (ativa no Raman)e vs(inativa no Raman) é mostrada na Figura 3.15.[%¢.
E importante ressaltar neste caso, o que ja haviamos comentado no caso diatdmico, a
respeito da atividade no Raman ser atribuida a variagcdo da polarizabilidade com a coor-
denada g, ou seja, (da/dq), # 0PI A vibracio v, é inativa pelo mesmo motivo

de vs.
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M

(da/dq), = 0

Figura 3.15 — Diferenca entre as vibrages v; e v; para a molécula de 002[66].

Considerando-se um tratamento mais exato da atividade no Raman e no infra-
vermelho, obtém-se uma regra de exclusio bem pertinente **!:

Se a molécula tiver um centro de simetria, nenhum modo de vibragdo pode ser
simultaneamente ativo no infravermelho e na espectroscopia Raman.

A regra se aplica, por exemplo, ao CO,, mas ndo as moléculas H,O ou CHy, por
ndo possuirem centro de simetria. Como é possivel em algumas circunstancias verificar
se a vibracdo é capaz de alterar ou ndo o momento de dipolo da molécula, esta regra
permite identificar os modos que ndo sdo ativos no Raman'®®. De forma geral para de-
terminar se um modo é ativo no FTIR ou no Raman deve-se usar teoria de grupos, cujo
rigor matematico € maior. No entanto, ndo entraremos nesta discussdo, para moléculas

poliatbmicas nos restringiremos ao que foi descrito acima.

3.3Raman & Espectroscopia no Infravermelho

Embora a espectroscopia Raman e a FTIR fornecam informacdes sobre as fre-
quéncias de vibracdo das moléculas, elas possuem caracteristicas especificas que
resultam em vantagens ou desvantagens, dependendo da situacdo abordada. A seguir
citaremos algumas delas °®!;

1-Uma vez que o diametro do feixe de laser pode ser reduzido até aproximada-

mente 1 um, apenas uma pequena area da amostra € necessaria para se obter
0s espectros Raman.

2-A agua é um fraco dispersor Raman, o que permite a obtencdo de espectros

Raman em solucdo aquosa sem grande interferéncia de suas vibracgdes. O que

ndo acontece com a técnica FTIR porque a 4gua tem alta absorcéo. Por esta
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caracteristica a espectroscopia Raman € considerada uma técnica ideal para
estudos de compostos biolégicos por estarem em geral em solucdo aquosa.

3-Na espectroscopia Raman, a regido de 4000 a 50 cm™ pode ser varrida por uma
medida. Na técnica FTIR para cobrir esta mesma regido espectral é necessa-
rio trocar grades, divisores de feixe, filtros e detectores.

4-Algumas vibragdes séo inerentemente fracas no infravermelho e fortes no es-
pectro Raman. Exemplos séo as vibragdes de estiramento das ligacdes C=C,
C=C, P=S, S—S e C—S. De forma geral, na espectroscopia Raman, as liga-
cOes covalentes apresentam espectros com intensidades maiores, enquanto
que as ibnicas apresentam intensidades maiores nas medidas FTIR. Como
exemplo da ligacdo covalente tem-se que a razdo das intensidades relativas
referentes as vibracGes de estiramento das ligacdes entre C—C, C=C e C=C ¢
de cerca de 3: 2: 1. Além disso, nos espectros Raman as vibracoes de flexdo
sdo geralmente mais fracas do que as atribuidas aos estiramentos das liga-
coes.

5-0 fraco espalhamento Raman para ser observado exige como fonte de radiacao
um laser. Contudo, isto pode provocar o aquecimento e/ou fotodecomposi-
coes locais, especialmente em estudos envolvendo Raman ressonante, onde a
frequéncia do laser é deliberadamente sintonizada na banda de absorcdo da
molécula.

6-Os lasers geralmente operam na regido visivel do espectro eletromagnético e
alguns compostos podem fluorescer ao serem irradiados, o0 que pode mascarar
0 espetro Raman.

7-0 sistema Raman é de custo maior do que um espectrofotometro FTIR conven-
cional, embora versGes menos caras, como as portateis, ja estejam

disponiveis.

Como mencionado antes, as regras de selecdo marcam as diferencas entre as es-
pectroscopias Raman e infravermelho. Assim, algumas vibragdes sdo ativas no Raman e
ndo apresentam atividade na técnica FTIR. Em geral, a vibracéo € ativa na técnica FTIR,
Raman-ativa, ou ativa em ambos. No entanto, vibragdes totalmente simétricas sdo sem-
pre Raman-ativa. A Tabela 3.1 mostra as regras gerais para as moléculas diatbmicas,

comparando as peculiaridades de cada uma das técnicas.
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Tabela 3.1 — Fatores determinantes para atividade no infravermelho e no Raman de vibragdes

referentes a moléculas homonucleares e heteronucleares™!,

Tipo da molécula

Parimetros
X, X-Y
Modo normal de vibragio X—X Estiramento X—Y Estiramento
Momento de dipolo 0 —
B B
Variacdo do momento de dipolo com a coordenada q
Q e
Derivada do momento de dipole (no equilibrio) a_u =0 a_“ =0
Jq aq
0 0
Atividade no infravemelho Nio

Sim
Forma do elipsoide de polarizabilidade ;'@“ Q

o oL
Variacdo da polarizabilidade com a coordenada q QF q - a

d d
Derivada da polarizabilidade & 20 i 0

Jq 0 Jq 0
Atividade no Raman Sim Sim

58



ol

Capitulo

Materiais e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido em parceria com o Laboratério de Biotecnologia
Enzimatica da Universidade Estadual de Maringé, sob a coordenacdo da Profé. Dr2, Gra-
ciette Matioli. As amostras envolvendo os complexos com insulina foram preparadas
pela doutoranda em Ciéncias Farmacéuticas, Sostenes Rosa Valentini (Parte 1)[Y. Os
complexos com curcumina foram preparados pela doutoranda em Ciéncia de Alimentos,
Camila Mangolim (Parte 11)**!. Apresentaremos nesta se¢do a preparacio das amostras,
que serd de forma resumida porque ndo é o objeto principal deste trabalho. Maiores in-

formacGes podem ser obtidas nos trabalhos das referidas doutorandas!*11231741,

4.1 Partel

4.1.1 Insulina

A insulina humana regular, derivada de DNA recombinante, foi adquirida da Eli
Lilly do Brasil (S&o Paulo, Brazil), contendo 100UlI/mL. A HPBCD, com peso molecular
de 1300 Da, foi cedida pela Wacker Quimica do Brasil (Jandira, Brazil). O polimero de
carbopol 940® foi adquirido da EMFAL-Especialidades Quimicas (Betim, Brazil). To-
dos os demais reagentes e produtos utilizados para os ensaios sdo de grau analitico e

farmacéutico.
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4.1.2 Preparac¢ao da Mistura Simples e do Complexo HPBCD-
Insulina(HPBCD-1)

Nos primeiros testes realizados para a preparacdo da amostra do complexo a pro-
porc¢do, de HPBCD e insulina humana recombinante liofilizada, escolhida foi 1:10 (w/w).
No entanto, as técnicas espectroscopicas ndo indicavam a interacao entre as moléculas e
novas amostras em diferentes proporcdes precisaram ser preparadas. Assim, o FT-
Raman e FTIR-ATR indicaram que a amostra preparada na propor¢éo 1:5 (w/w) mostra-
va indicios de complexacdo. Portanto, as amostras do complexo e mistura simples
preparadas nesta proporcdo que foram analisadas no presente trabalho. E a seguir des-
crevemos brevemente a metodologia utilizada na preparacdo de ambas.

A mistura simples foi preparada utilizando HPBCD e insulina humana recombi-
nante liofilizada na proporcao 1:5 (w/w). As substancias foram manualmente misturadas
por periodo de 20 minutos utilizando gral e pistilo.

A metodologia de co-precipitacdo foi utilizada na elaboracdo do complexo
HPBCD-I, por meio da mistura da insulina com a HPBCD na proporgdo de 1:5 (w/w),
com adicdo de 10 mL de agua purificada para cada 100 mg de complexo. Apdés a disso-
lucdo completa do material, a mistura foi agitada por 30 min a temperatura ambiente (25

°C), posteriormente mantida em repouso por 60 min e, ent&o, liofilizada.

4.1.3 Elaboracéo do GEL (Curativos Nao Adesivos) e suas Formulacdes

Para a elaboracdo do gel o polimero utilizado foi o carbopol 940® na concentra-
cao de 0,5% (w/w), devido ser reconhecidamente seguro e apresentar boa consisténcia
(20).

A formulacdo contendo apenas gel (curativo controle) foi preparada pela disper-
s3o do polimero carbopol 940® em uma quantidade conhecida de agua purificada. Sob
aquecimento brando o metilparabeno (0,02%, wi/v), o propilparabeno (0,01%, w/v) e a
glicerina bidestilada foram dissolvidos e incorporados & dispersdo do carbopol 940°%, e
permaneceram em repouso por um periodo de 12 h. Apoés este tempo, o gel formado foi
agitado e pH corrigido para faixa de 5,0 - 7,0 com trietanolamina (20). Quantidade defi-
nida de insulina e, também, do complexo HPBCD-I foi incorporada ao curativo ndo

adesivo controle para elaboracao das demais formulagdes, conforme Tabela I.
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Tabela I Composigdo das Formulac6esdo gel(Curativos N&do Adesivos)

Formulacéo A Formulacéo B Formulacédo C
Gelcom complexo Gelcom Insulina (g) Gel controle

HPBCD-I () ()
Carbopol 940® 0.500 0.500 0.500
Glicerina Bidestilada 3.00 3.00 3.00
Metilparabeno 0.200 0.200 0.200
Propilparabeno 0.100 0.100 0.100
Trietanolamina 1.758 1.758 1.758
Complexo HPBCD-I (1:5) 8.75 (103)* - -
Insulina humana - 1.75 (103> -
Agua purificada g.s. 100 100 100

* 1.75(10°%) g de insulina correspondente a 50 Ul

4.1.4 Caracterizagao dos complexos de inclusao

FT-Raman

Os espectros Raman da insulina, HPBCD, mistura simples e complexo foram ob-
tidos utilizando um Espectrémetro Infravermelho por Transformada de Fourier (modelo
Vertex 70v com médulo Ram |1, Bruker, Alemanha) equipado com um detector de ger-
manio refrigerado com nitrogénio liquido. Um laser Nd:YAG foi utilizado para uma
excitacdo em 1064 nm com poténcia de 200 mW. A varredura espectral foi entre 4000-
400 cm™ com 4 cm™ de resoluco espectral. O espectro final para cada amostra é resul-
tado de uma média de 500 varreduras. Todos 0s espectros foram corrigidos em relacéo a
linha de base. As medidas foram realizadas em duplicatas.

FTIR- ATR

Espectros de absorc¢éo, na regido do infravermelho, da insulina, HPBCD, mistura
simples e complexos foram obtidos utilizando um Espectrometro FTIR da Varian (mo-
delo 7000) equipado com acessério horizontal de refletancia total atenuada. A faixa
espectral foi 6000-650 cm™ com 4 cm™ de resolugéo espacial. O angulo de incidéncia foi
de 45° com respeito a superficie do cristal ZnSe, onde a amostra foi posicionada. O es-
pectro para cada amostra € uma média de 128 espectros individuais. Todos 0s espectros
foram corrigidos utilizando como referéncia o ar e com a amostra na temperatura ambi-

ente. As medidas foram realizadas em duplicatas.

Espectroscopia H'RMN
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Os espectros de insulina (0,7x102 g/mL), HPBCD (2,8x102 g/mL), e complexo
HPBCD-1 (3,5x102 g/mL) foram obtidos usando um espectrémetro RMN Varian, (mo-
delo Mercury plus 300, Califérnia, EUA), de 300,06 MHz (H') e 75,45 MHz (C-).
Acido acético deuterado (CD;COOD) a 30% (v/v) em agua deuterada (D,0) foi usado
como solvente, em tubos de RMN de diametro de 5 mm, e foram apresentados em partes
por milhdo (ppm) em relacdo ao sinal do solvente (CD;COOQOD: 2,04 ppm), com uma
resolucédo de £ 0,01. Os parametros de aquisicdo principais foram: o tempo de espera de

(d1) 2s, pulso (pw) de 45 °, com 256 repeticdes.

4.2 Parte ll

4.2.1 Curcumina

A curcumina e B-CD foram adquiridas da empresa Sigma Chemical Company,

(St. Louis, MO, EUA). Todos os solventes eram de grau analitico.

4.2.2 Métodos para a preparacao de complexo

Os complexos de inclusdo de curcumina e 3-CD foram preparados na razdo mo-
lar de 1:2, respectivamente, utilizando as técnicas de co-precipitacdo, liofilizacdo e

evaporacdo do solvente.

Co-precipitacao

O método descrito por Marcolino e colaboradores (2011)™® foi utilizado com al-
gumas modifica¢fes. Preparou-se uma solugdo aquosa de p-CD 0,06 mol/L, a qual foi
mantida a 60°C. A esta solucdo adicionou-se uma solugdo de 1,9 g de curcumina diluida
em etanol a 60°C. A mistura foi agitada vigorosamente a 70 °C durante 4 h, com refluxo.
O etanol foi removido utilizando um rota-evaporador. A solucdo foi resfriada a 25 °C,
agitada durante 8 h e em seguida armazenada durante 12h a 4 °C. Posteriormente, foi
filtrada, e o produto cristalino obtido foi seco em estufa a 50-55 °C e armazenado para a

caracterizagéo.
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Liofilizagéo

O método descrito por Mohan e colaboradores (2012) ["}oj utilizado com algu-
mas adaptacdes. AB-CD foi dissolvida em 30 ml de agua, em um erlenmeyer de 250 mL,
e agitada até que uma solucdo limpida fosse obtida. A esta solucdo adicionou-se 210 mg
de curcumina previamente diluida em etanol. Outra solucéo foi preparada de um modo
semelhante sem o uso de etanol. As misturas foram agitadas em uma incubadora a 180
rpm durante 7 dias a 37 °C. Em seguida, as misturas reacionais foram filtradas através de
um filtro 0,45 um, e as solucgdes transparentes foram liofilizadas para se obter complexos

solidos, que foram estocados para a caracterizagdo.

A evaporacdo do solvente

O método descrito por Yallapu e colaboradores (2010)"® foi utilizado para eva-
poracdo do solvente. A B-CD foi dissolvida em 8 ml de 4gua um béquer com uma barra
de agitacdo magnética. Enquanto a solugdo foi agitada, 16,9 mg de curcumina dissolvida
em 500 pL de acetona foi adicionada. A solugéo foi agitada durante 12h e centrifugada a
134xg durante 5 min. O sobrenadante que continha o complexo foi recuperado por liofi-

lizag&o e armazenado para a caracterizacao.

4.2.3 Caracterizacao dos complexos de incluséo

FTIR

Os espectros FTIR da curcumina, B-CD, misturas simples e complexos foram ob-
tidos utilizando um Espectrémetro Infravermelho por Transformada de Fourier (modelo
Vertex 70v, Bruker, Alemanha). A faixa espectral foi 4000-400 cm™ com 128 varreduras
e uma resolucdo de 2 cm™. As amostras foram misturadas em p6 de KBr e entdo prensa-
das em forma de pastilhas para realizar as medi¢6es. A mistura foi realizada com 200 mg
de KBr e cerca de 1% desse valor foi completado com a amostra a ser analisada. Todos
0s espectros foram corrigidos em relacdo a linha de base. As medidas foram realizadas

em duplicatas.

FT-Raman
Os espectros Raman da curcumina, B-CD, misturas simples e complexos foram

obtidos utilizando Espectrémetro Infravermelho por Transformada de Fourier (modelo
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Vertex 70v com médulo Ram 1, Bruker, Alemanha) equipado com um detector de Ger-
manio refrigerado com nitrogénio liquido. Um laser Nd: YAG foi usado para a excitacao
em 1064 nm com poténcia na faixa de 5 até 200 mV. Todos os espectros foram uma me-
dia de 500 varreduras com 4 cm™ de resolucdo espectral. Todos 0s espectros foram

corrigidos em relacédo a linha de base. As medidas foram realizadas em duplicatas.

Espectroscopia Fotoacustica (PAS)

Os espectros da curcumina, B-CD, mistura simples e complexos, foram realizadas
utilizando uma montagem experimental desenvolvida no Grupo de Estudos de Fendme-
nos Fototérmicos e Fotoacusticos na Universidade Estadual de Maringa. Todos o0s
espectros foram obtidos a uma frequéncia de modulacdo de 21 Hz, e registrados entre
200 e 800 nm, com a poténcia da lampada de 700 W. Os espectros foram analisados por

deconvolugéo Gaussiana.

Difracédo de raio-X

Os difratogramas de raios-X da curcumina, B-CD, misturas simples e complexo
de curcumina- B -CD, preparados pelo método de co-precipitacdo, foram obtidos usando
um difratbmetro de raios-X (modelo LabX XRD-6000, da Shimadzu, Japéo), e as amos-

tras foram investigadas no intervalo de 26 entre 2°-60°.

4.3 Arranjo Experimental

Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros na faixa do infravermelho do espectro eletromagnético foram obti-
dos utilizando um espectrdmetro infravermelho por Transformada de Fourier. A
utilizacdo deste sistema apresenta diversas vantagens quando comparado com sistemas a
base de componentes dispersivos, melhorando a aquisicdo dos espectros!®™.

O espectrometro infravermelho por Transformada de Fourier € baseado no fené-
meno de interferéncia da radiacdo entre dois feixes, devido a uma mudanca de
comprimento em suas trajetérias. Como resultado é produzido um sinal conhecido como
interferograma que posteriormente sera convertido, pelo método matematico Transfor-

mada de Fourier, no espectro da amostral®”. Os componentes basicos do espectrdmetro

64



Capitulo 4 — MATERIAS E METODOS 65

estdo esquematizados na Figura 4. 1. A radiacdo oriunda da fonte passa atraveés de um
interferdbmetro para a amostra, antes de atingir um detector. Em seguida o sinal é ampli-
ficado e convertido para a forma digital por um conversor analdgico-digital e transferido

para 0 computador para efetuar-se a transformada de Fourier®”.

| Fonte de radiagéo I—)l Interferémetro I—)l Amostra I—)l Detector I—)l Amplificador |—)| Conversor I—)l Computador

Figura 4. 1- Os componentes basicos de um espectrémetro FTIR!".

O interferébmetro é a parte mais importante do espectrdmetro, € nele que os feixes
de radiacdo tém sua trajetdria alterada e, consequentemente, sofrem interferéncia geran-
do o interferograma. O interferdmetro de Michelson é o mais comumente utilizado em
espectrometros FTIR™". Ele consiste em dois espelhos planos, perpendiculares entre si,
em gue um é capaz de se deslocar numa direcdo perpendicular ao plano (Figura 4. 2). O
feixe de excitacdo, de radiacdo policromatica, atinge o divisor de feixe no qual parte é
transmitida e parte € refletida. O feixe refletido incide em um espelho fixo, enquanto que
o feixe transmitido incide em um espelho mével. Ambos os feixes refletidos pelos espe-
Ihos incidem novamente no divisor de feixe, e 0 novo feixe transmitido atinge a amostra
que apds atravessa-la incide no detector de DTGS (deuterated triglycine sulfate)®”. O
espelho em movimento é quem produz a diferenca de caminho 6ptico entre os dois bra-
cos do interferdbmetro, gerando a interferéncia entre os dois feixes de radiacdo. Se a
posicdo do espelho movel é tal que os dois feixes percorrem a mesma distancia antes de
chegar ao detector (6=nA, onde n=0,1,2,...), significa que os dois feixes estdo em fase,
reforcando um ao outro. Sofreram, portanto, interferéncia construtiva e, neste caso, a
energia que chega ao detector sera méaxima®”. Por outro lado, se a posicdo do espelho
movel produz diferencas nos caminhos percorridos pelos dois feixes de (n+1)A/2, entdo
os dois feixes estardo fora de fase, cancelando um ao outro. A energia que chega ao de-
tector, nesse caso, serd minima e eles terdo sofrido interferéncia destrutiva®’. Assim, a
medida que o espelho médvel se desloca alterando sua posicdo um interferograma é for-
mado, Figura 4. 3.
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Espelho estacionario
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‘ | \\ Y
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interferémetro

Detector
Detector

Figura 4. 2 — Arranjo esquematico de um Inteferémetro Michelson[67].

Figura 4. 3-Interferograma obtido de radiacéo policromética[67].

A intensidade da radiacdo que chega ao detector, 1(3), varia como uma fungao

. . . 7
cosseno do atraso entre os caminhos dos dois feixes, S1671,

1(6) = j +OOB(17)cos(2m76)dl7 (4.1)
0

Em que B(V) é a densidade de poténcia espectral de um determinado ndmero de
onda v. O interferograma traz todas as informagdes sobre o material, uma vez que ele é
formado por todas as ondas de diferentes frequéncias que passam pelo interferdmetrot®”).
Embora ele forneca todos estes dados, a forma como ele € apresentado ndo € util ou de
facil interpretacdo para o experimentador. Assim, um algoritmo com base na transfor-
mada de Fourier é aplicado ao interferograma obtido da amostra convertendo-o no

espectro:
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B(W) = f +oo](6)cos(2m75)d6 (4.2)

As equacdes (4.1) e (4.2)podem ser convertidas uma na outra pelo método mate-
matico da Transformada de Fourier®’,

O divisor de feixe é composto de diferentes materiais, e tem de ser escolhido de
acordo com a regido a ser examinada. No presente trabalho, o divisor era composto de
brometo de potassio (KBr) para as medidas de FTIR e de fluoreto de célcio (CaF,) para
as medidas dos espectros Raman. Ambos foram escolhidos para serem transparentes no
intervalo desejado para a obtencdo dos espectros.

A precisdo da posi¢do da banda de infravermelho é a precisdo com que a posicao
do espelho é conhecida. Assim, utilizando um laser de He-Ne como referéncia, a posicao
do espelho é conhecida com precisao elevada o que acarreta em alta resolucéo das ban-
das nos espectros.

Com base no funcionamento do espectrémetro diversos métodos sao utilizados
para obter os espectros dos materiais na regido do infravermelho. O mais antigo e am-
plamente utilizado é o de transmissdo. Esta técnica baseia-se na absorcdo de radiacéo
infravermelha em comprimentos de onda especificos a medida que passa através de uma
amostral®”). Possibilita analises em amostras liquidas, sélidas ou gasosas. Em nosso caso,
para as medidas de FTIR por transmissdo, as amostras (de curcumina ou a base desta)
foram misturadas ao p6 de KBr e pastilhadas em prensa mecéanica até adquirirem quali-
dade Optica apropriada para as medidas. Medindo-se a radiacao transmitida ao longo do
material, a fracdo por ela absorvida é conhecida. E desta informacéo caracteriza-se o
material em estudo, visto que cada material absorve a radiacdo em comprimentos de
ondas diferentes e com amplitudes variadas.

Outro método que pode ser usado é baseado na reflexdo da radiacdo. Podem ser
utilizados para as amostras que sdo dificeis de analisar pelo método convencional de
transmitancia. Esta técnica foi aplicada na analise das amostras de insulina, uma vez que
ndo era adequado prenséa-las para formar as pastilhas. Métodos de refletdncia podem ser
divididos em duas categorias: a de refletancia interna, usando uma célula de refletancia
total atenuada em contato com a amostra. E também medidas de refletancia externa que
envolve um feixe de infravermelho refletido diretamente a partir da superficie da amos-
tral®’l.

O método de refletancia total atenuada é baseado no fenémeno da reflexdo inter-

na total. Neste, um feixe de radiacdo entrando em um cristal sofrera este fenbmeno se o
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angulo de incidéncia na interface amostra-cristal for maior que o angulo critico. Este
angulo é uma funcdo que depende dos indices de refracdo das duas superficies (ar/cristal
ou amostra/cristal), mostrado na Figura 4. 4. Neste arranjo o feixe de radiacdo penetra
uma fragdo de um comprimento de onda além da superficie do cristal (meio mais denso).
Em contato com este estd o material (meio menos denso) que absorve a radiacdo seleti-
vamente. Assim, o0 feixe perde energia no comprimento de onda em que o material
absorve, esta radiacdo atenuada ¢ medida e representada graficamente como uma funcao
do comprimento de onda, gerando o espectro de absorcdo do material®”. A profundida-

de de penetracao ¢é dada pela seguinte equacao:

A
d, = : 7 (4.3)
2mn,[sin @ — (n,/n,)?] 72

Em que n, e n, sdo os indices de refracdo da amostra e do cristal respectivamen-

te, A o comprimento de onda e 6 o angulo de incidéncia do feixe de radiacéo.

Amostra .
Cristal

'

‘ Amostra

Figura 4. 4-Arranjo esquematico de uma célula de Refletancia Total Atenuada (ATR) [67].

Os cristais utilizados em células ATR sdo feitos a partir de materiais que tém
baixa solubilidade em &gua e possuem alto indice de refracdo. O cristal utilizado no pre-
sente trabalho era composto de seleneto de zinco (ZnSe), de reflexdo Gnical®”).

Espectroscopia Raman por Transformada de Fourier (FT-Raman)

A espectroscopia Raman por Transformada de Fourier € uma técnica que envolve
a medida do efeito Raman utilizando um laser Nd: YAG, emitindo em 1064 nm, acopla-
do ao espectrometro de FTIR. Este método foi primeiramente sugerido em 1964 por
Chantryand Gebbie ©°®. No entanto, levou mais de 20 anos para que fosse viavel sua

utilizacdo devido a falta de tecnologia e desenvolvimento da época. Atualmente, a maio-
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ria dos equipamentos de FTIR pode ser acoplada a um acessério Raman para obter seus
respectivos espectros, além da possibilidade de utilizar os recursos tecnoldgicos desen-
volvidos para o FTIR, como softwares de espectroscopial®®’.

A Figura 4. 5 mostra o diagrama optico de um espectrdmetro de FT-Raman. A
radiacdo monocromatica (laser) incide sobre a amostra com a ajuda de uma lente e um
espelho parabolico. A luz espalhada pela amostra é coletada e direcionada para o interfe-
rébmetro Michelson onde passa pelo divisor de feixe atingindo o espelho movel e fixo.
Em seguida, a radiacdo atravessa uma série de filtros dielétricos e é, entdo, focada em
um detector de Germanio (Ge) refrigerado com nitrogénio liquido. Os dados coletados
sdo processados computacionalmente e entdo graficados para se obter os espectros Ra-

man dos materiais®®.

Espelho para Espelho
focalizacao fixo
/ Divisor Amostra
y A Detector de Ge de feixe
refrigerado com

nitrogénio liquido Espelho mével

/ \

4 Filtros rl

Dielétricos/\

e
Espelho
parabdlico

Laser
NdYAG

I

Filtros espaciais

Figura 4. 5-Arranjo esquematico de espectrémetro FT-Raman. O principal componente continua sendo o

interferémetro[66].

As técnicas que envolvem o sistema por Transformada de Fourier (FT) apresen-
tam importantes vantagens quando comparadas aos sistemas que utilizam equipamentos
dispersivos, mais antigos. Uma delas é a melhoria na razdo Sinal/Ruido. Isto é conse-
quéncia do espectrémetro por FT ndo requerer 0 uso de uma fenda ou outro dispositivo
de restricao, a fonte de saida pode passar total e continuamente através da amostra. Isto
resulta num ganho substancial em energia no detector. Outra vantagem de suma impor-
tancia, e a velocidade do espelho. Ele pode se deslocar a pequenas distancias
rapidamente e sua posicao é determinada de forma extremamente precisa. Isto em con-
junto com a melhoria do Sinal/Ruido permite obter espectros em uma pequena escala de
tempo, incluindo milissegundo. Além de uma alta resolugdo nos mesmos. Em particular
para FT-Raman, pode eliminar ou reduzir o efeito da fluorescéncia, que mascara o efeito

Raman. Possibilita também obter ambos os efeitos Raman, Stokes e Anti-Stokes. E im-
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portante ainda frisar que em um mesmo equipamento, espectrdometro, com o simples
acoplamento de acessorios € possivel obter tanto espectros Raman quanto infraverme-
lhol®1.

Espectroscopia Fotoacustica(PAS)

O arranjo experimental da espectroscopia fotoacustica para a realizacdo dos ex-

perimentos esta esquematizado na Figura 4. 6.

Chopper

|
iﬂ

Microcomputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 4. 6 — Representacdo esquematica do arranjo experimental da PAS.

Nesta montagem a fonte de luz é uma lampada de arco de Xenénio da marca Oriel,
modelo 68820, com poténcia de até 1000 Watts [W], e emissdo no intervalo entre 180 e
4000 nm. O monocromador, modelo 77250 (1/8 m) da Oriel, foi utilizado com fendas de
entrada e saida, ajustadas em 3,16 mm. A grade de difracdo é da marca Oriel em que foi
utilizado o modelo 77296. Para eliminar ordens superiores de difracao filtros foram usa-
dos. A freqliéncia de modulacdo da luz é controlada por um modulador mecanico,
modelo SR 540 da Stanford Research Systems que, com um fotodiodo, fornece um sinal
de referéncia para o amplificador Lock-in. As lentes da montagem devem fazer com que
a amostra seja excitada na regido do foco do feixe de luz, para que esta receba 0 maximo
de intensidade possivel. A luz atinge o interior da célula fotoacustica apds ser transmiti-
da através de uma janela de quartzo, j& que este material é transparente na regiao
espectral de emissdo da lampada.

A célula fotoacustica utilizada tem formato cilindrico e esta representada na Fi-
gura 4. 7. O microfone acoplado a celula fotoacustica é da marca Briel & Kjaer, modelo
BK 2669, e esta conectado a uma fonte de alimentacéo e a um pré-amplificador. O sinal

do microfone € transferido para o Lock-in (amplificador sincronizado) modelo 5110 da
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marca EG & G Instruments. O Lock-in fornece a intensidade e a fase do sinal fotoacusti-
co que sdo transferidos para um microcomputador via interface GPIB.

Luz Modulada
Célula Fotoacustica g, Janela optica

—<W!='|

Figura 4. 7 — Célula fotoacustica fechada vista lateralmente.

Como a lampada ndo emite a mesma intensidade de luz em todos os comprimen-
tos de onda, o sinal é entdo normalizado pelo sinal de referéncia obtido em uma amostra

de pé de carvéo ultrapuro.
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Resultados e Discussao

5.1 Parte | - Complexo de inclusédo entre ciclodextrina e in-

sulina

FT-Raman

Os espectros Raman da insulina e do complexo HPBCD estdo mostrados na Figu-
ra 5.1. Os numeros de onda do centro de cada banda estdo indicados para facilitar a
identificagdo. As posi¢Oes espectrais sdo concordantes com as obtidas em trabalhos ante-
riores*HEEIOIBY - 5 espectro da insulina mostra as bandas associadas aos residuos de
aminoacidos. Os picos em 1003, 1587 e 1605 cm™ séo atribuidos aos modos vibracio-
nais do anel da Fenilalanina. Os residuos de tirosina apresentam espalhamento Raman
em 644, 853, 1618 cm™. O pico em 519 cm™ é atribuido a vibracdes de estiramento (S-
S) das ligagdes dissulfeto nos residuos de cisteina. Outra banda associada a esse aminoa-
cido acontece em 673 cm™ referente ao estiramento (C-S). A regido em torno de 1110
cm™ é atribuida & vibracdo do estiramento (C-N). O pico em 1345 cm™ corresponde &
deformacdo do CH, e o pico em 1465 cm™ é atribuido & deformagdo do CH,. Outras
bandas caracteristicas da insulina sdo as das amidas, elas ligam os aminoécidos da cadeia
e sdo sensiveis as mudancas na estrutura secundaria da proteina. Pode ser observada a
amida 111, apresentando bandas aproximadamente de 1240 a 1288 cm™. O pico em 1265
cm™ ¢ um exemplo da amida 111 na estrutura a- hélice. Os picos em 1658 e 1676 cm™
sdo atribuidos a amida I nas estruturas a-hélice e B-folha, respectivamente.

No espectro Raman da HPBCD nota-se a ocorréncia de picos referentes as vibra-

cOes de deformacdo no plano do anel de glicose em 480, 709, 758 cm™. Os picos em 852
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e 928 cm™ séo atribuidos a0 modo “breath” do anel de glicose. O estiramento do (C-O-
C) envolvendo as ligagdes a,1-4 aparecem em 951 cm™. A vibracio estiramento do (C-
C) ocorrem em 1127 cm™. Os picos em 1046 e 1085 cm™ sdo atribuidos & vibracéo do
estiramento (C-0O). As vibragdes do modo “tesoura” do (C-H) aparecem em 1256, 1333,
1386 cm™.
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0.04 -
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Figura 5.1— Espectros Raman da insulina e da HPBCD.

Embora as CDs tenham sido empregadas com éxito na estabilizacdo e auto agre-

s B2AM0IR] - assas moléculas sdo também hidrofilicas e

gacdo de proteinas e peptideo
volumosas para serem totalmente incluidas na cavidade da CD. Esses fatores podem
reduzir a formacgéo do complexo de incluséo, assim a interacdo pode ocorrer apenas lo-
calmente no hospedeiro, indicando que o lado hidrofébico acessivel da cadeia possa
formar complexo de inclusdo com a CD ®%. Desta forma a espectroscopia Raman foi
empregada com a perspectiva de avaliar a interagdo entre a insulina e a HPBCD, e que
partes da proteina estariam sendo modificadas pela presenca do agente complexante.
Conhecido o espectro Raman dos compostos puros pode-se avaliar essa interacdo uma
vez que, como visto na Figura 5.1, cada vibragdo referente aos modos vibracionais de
diferentes partes da molécula ocorrem em frequéncias distintas. Isto possibilita que mo-
dificacbes no espectro Raman de ambos compostos ap6s a complexacdo possam ser
identificados e correlacionados com alteragdes ocorridas em diferentes partes do esque-
leto peptidico. Na Figura 5.2 sdo apresentados 0s espectros Raman para as amostras de

insulina, HPBCD, mistura simples ¢ complexo (HPBCD-I).
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Figura 5.2 —Espectro Raman da insulina, HPBCD, mistura simples entre a insulina e a HPBCD, e

complexo (HPBCD).

Para uma andlise mais precisa os dados foram tratados com fung¢des gaussianas a

fim de separarmos a contribuicdo de cada vibracdo associada a insulina e a ciclodextrina.

Além disso, verificar modificacdes em suas intensidades e posi¢6es, consideradas sinais

indicativos da interacdo entre as moléculas.

A Figura 5.3 mostra os espectros Raman ajustados para 0s compostos puros (a) e

(b), o suposto complexo de inclusédo (c) e a mistura simples (MS) (d), na regido espectral

entre 400 a 640 cm-1. Neste intervalo espectral ha a vibracdo em 519 cm-1 atribuida ao

estiramento (S-S) das pontes dissulfeto. A insulina apresenta trés destas pontes, sendo

que duas mantém as cadeias da molécula unidas®F3. Assim, a estabilidade dessas pon-

tes é extremamente importante na conformacao da insulina e elas sdo determinantes para

a atividade bioldgica da proteinal®?. Portanto, deslocamentos na posicdo associada a

ligagdo S-S podem indicar que haja alguma instabilidade na insulina.
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Figura 5.3-Espectro Raman das amostras (simbolo) e curvas gaussianas ajustadas (linha): (a) insulina, (b)
HPBCD, (c¢) complexo HPBCD-insulina e (d) mistura simples. A legenda para as linhas e simbolos seguira

0 mesmo padréo para as proximas figuras.

Analisando os espectros é possivel observar que ndo ha deslocamentos na posi-
cdo em 519 cm™ tanto para o complexo quanto para a mistura simples. No entanto, um
estreitamento do pico é observado para o complexo. Este efeito pode ter ocorrido devido
a ndo associacao das moléculas de insulina na presenga da HPBCD, ja que esta inibe sua
auto agregacdo. Para a mistura fisica, em que as duas moléculas estdo simplesmente mis-
turadas, observa-se que seu espectro é simplesmente a soma dos espectros das matérias
primas. No trabalho de Zhang e colaboradores (2009) ha o relato de que o uso da
HPBCD pode aumentar a estabilidade das pontes de dissulfeto. Eles mostraram que a CD
apresenta efeitos positivos na estabilidade da insulina em meio &cido e basico e sob altas
temperaturas. Eles reforcam ainda que a Espectroscopia Raman pode ser uma ferramenta
atil e inovadora no estudo da estabilidade desse horménio.

A analise das demais regides dos espectros Raman foi analoga ao realizado para
o0 intervalo apresentado na Figura 5.3. Neste sentido, a Figura 5.4 mostra os espectros
deconvoluidos e a Figura 5.5 mostra as areas das gaussianas obtidas para o espectro da
insulina, HPBCD e complexo de inclusdo, mistura fisica no intervalo entre 630 a 730

cm™, em funcéo da posicdo central dos picos.
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Comparando a Figura 5.5 (a) e (b) nota-se que a MS é composta pela soma das
contribuigdes dos compostos puros, enquanto que o complexo de incluséo apresenta al-
gumas alteracdes. A banda em 673 cm™, atribuida ao estiramento C-S da insulina, exibe
um deslocamento no espectro do complexo em relacdo a posicdo dessa mesma banda
para a insulina pura. Antes da complexacdo essa banda apresenta-se mais alargada, no
entanto, ap6s a adicdo da HPBCD o espectro nessa regido fica mais definido e é possivel
observar um ombro em 666 cm™, atribuido também ao grupo C-S. Isso justifica 0 au-
mento significativo dessa banda no espectro do complexo. Esses resultados com relacéo
ao estiramento C-S provavelmente ocorreram em razdo da ndo agregacdo entre as molé-

culas de insulina proporcionada pela interagédo com a CD.
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Figura 5.4 —Espectro Raman das amostras de insulina, HPBCD, complexo HPBCD-insulina e mistura sim-

ples para o intervalo entre 630 e 730 cm™.

E preciso ressaltar que, assim como a insulina, as bandas da HPBCD também po-
dem ser modificadas nesse processo de intera¢do, principalmente onde ha a contribuicao
exclusiva da molécula para o espectro total. Na Figura 5.5 (a) uma diminuicéo conside-
ravel na banda em 709 cm™, referente a vibragdo do anel de glicose da HPBCD, pode ser
observada para o espectro do complexo. Fato este que ndo acontece quando as amostras
foram simplesmente misturadas, Figura 5.5(b). Esse desfavorecimento na vibracdo do

anel pode ser resultado da presenca de um hospede na cavidade da CD, dificultando as-
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sim esse movimento de estiramento de todos os atomos do anel simultaneamente, co-
nhecido como “breath” do anel.
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Figura 5.5 —Comparagdo das areas ajustadas por deconvolugdo gaussiana para insulina, HPBCD,
complexo e mistura fisica para a regido espectral entre 630 e 720 cm™. O simbolo v representa 0 modo

estiramento entre 0s &tomos.

A Figura 5.6 mostra 0s espectros para a regido entre 910 e 1020 cm™. A banda
em 951 cm™ corresponde & vibracdo do estiramento (C-O-C) envolvendo as ligacdes
a,1-4, mostradas na Figura 2.13. Essa ligacdo é de extremo interesse uma vez que esta
voltada para dentro da cavidade da CD. Deste modo, alteracGes nas bandas atribuidas a
essa vibracdo podem significar a insercdo de um hdspede na cavidade da CD, indicando
a formacéo do complexo de incluséo.

Comparando as areas na Figura 5.7 (a) e (b) pode-se observar que a banda em
951 cm™, com relagdo a 929 cm™ é reduzida consideravelmente para o espectro do com-
plexo, Figura 5.7(a), 0 que ndo € observado para a mistura simples, em que a propor¢ao
entre as duas bandas permanece inalterada. Este resultado nos permite sugerir que a in-
troducdo de alguma parte da cadeia da insulina na cavidade da CD tenha dificultado a
vibragdo referente a ligagdo envolvendo o enlace glicosidico, caracterizando assim a

diminuicdo na intensidade da banda observada.
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Figura 5.6 —Espectro Raman das amostras de insulina, HPBCD, complexo HPBCD-insulina e mistura sim-

ples para o intervalo entre 800 e 1020 cm™.
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Figura 5.7 —Comparagdo das areas ajustadas por deconvolugdo gaussiana para insulina, HPBCD,

complexo e mistura fisica para a regi&o espectral entre 910 e 1020 cm™.
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A capacidade da ciclodextrina de formar complexo de inclusdo com proteinas e
peptideos, assim como estudos de caracterizagdo do complexo (insulina: CDs) sdo am-
plamente relatados na literatural™®P2H404E2]  Ng entanto, até o presente momento
nenhum trabalho reporta a utilizacdo da Espectroscopia Raman como técnica de investi-
gacgdo da interagdo insulina/HPBCD em seus estudos. Irie (1999), Dotsikas (2002) e
demais pesquisadores afirmam que a CDs interagem com as proteinas principalmente
através do lado hidrofobico da cadeia. No caso da insulina, de interesse neste trabalho, a
interacdo ocorreria com os residuos de aminoacidos aromaticos, principalmente, tirosina
e fenilalanina.

Com essa perspectiva, a Espectroscopia Raman apresenta-se como uma ferra-
menta valiosa para se avaliar intera¢fes envolvendo CDs e proteinas. Isto porque, como
mostrado na Figura 5.1, os modos vibracionais associados aos residuos dos aminoacidos
aromaticos sdo ativos no Raman e aparecem em mais de uma frequéncia caracteristica.

O pico Raman bem definido em 1003 cm™ (Figura 5.1.) é atribuido a0 modo
“breath” do anel da fenilalanina. Na Figura 5.7 pode-se avaliar como a adicdo da
HPBCD interfere nessa vibragao. Pode-se observar que para a mistura fisica a banda apa-
rece centrada com a da insulina pura sem qualquer modificagéo. Ja para o complexo ha
um aumento significativo em sua &rea e um deslocamento na posic¢éo do pico com rela-
cdo a mesma banda para a insulina pura, sugerindo que alguma interacdo possa ter
ocorrido nessa regido da molécula. E possivel observar ainda que ha um deslocamento
para um menor nimero de onda, tal resultado pode ser indicativo de um aumento da
massa efetiva devido ao encapsulamento do anel pela CD. Consequentemente, pelo au-
mento da massa efetiva (i) ha uma diminuicdo no nimero de onda respectivo a
frequéncia vibracional deste grupo de atomos, observando no espectro, portanto, um
deslocamento no pico oriundo de tal vibracdo modificada. Este comportamento pode ser
observado também para outras regides do espectro e se explicam de forma analoga ao
explanado acima.

Outras bandas associadas aos aminoacidos aromaticos sdo observadas no espec-
tro Raman da insulina. Na Figura 5.8 séo apresentados os espectros da insulina e do
complexo, que exibem bandas referentes a vibracdo dos anéis aromaticos da fenilalanina
e tirosina, na regido entre 1570 e 1635 cm™. Na Figura 5.9 sdo mostradas as areas dessas
bandas em funcéo da posicéo central do pico. Pode-se verificar que ha uma variacao das
4reas entre as bandas observadas ap6s a complexagdo. A banda em 1587 cm™, referente

ao anel da fenilalanina, apresenta ainda um comportamento de deslocamento em relacéo
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a amostra pura. Este resultado mostra como no caso anterior que a CD possa ter intera-

gido com esse aminoacido, concordando com os dados previstos na literatura. Os

espectros da HPBCD nao apresentam bandas nessa regido do espectro, ¢ a mistura sim-

ples apresenta bandas com intensidade do sinal muito baixa, por este motivo, foram

comparados apenas os espectros do complexo e insulina.
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Figura 5.8 —Espectro Raman das amostras de insulina, HPBCD, complexo HPBCD-insulina e mistura sim-

ples para o intervalo entre 1570 e 1635 cm™.
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Trabalhos anteriores avaliaram a interacdo das CDs com os aminoacidos B4,
Linde e seus colaboradores (2010) mostraram como ocorre a interagao entre a -CD e
seis diferentes aminoacidos, entre eles a fenilalanina e a tirosina. Eles reportam ainda
quais partes da molécula de cada aminoacido é mais afetada pela formacao do complexo
de inclusdo. Em ambos 0s casos 0s anéis seriam as partes que mais interagem com a CD
devido a sua insergdo na cavidade hidrofdbica do hospedeiro. Eles propuseram inclusive
um esquema representativo do complexo de inclusio entre a f-CD e fenilalanina, com o
anel da molécula sendo encapsulado na cavidade. Irie e colaboradores (1999) também
trazem uma proposta de formacgédo de complexo de inclusdo entre a DM-B-CD (dimetil-
B-ciclodextrina) com residuos de tirosina. Assim como o reportado por Linde (2010) em
seu trabalho o anel da tirosina é parte da molécula que fica aprisionada na cavidade da

CD. Essas representacdes propostas pelos autores estdo mostradas na Figura 5.10.

Figura 5.10 —Representacdo esquematica da formag@o dos complexos de inclusdo: (a) entre a 3-

CD e a fenilalanina,® (b) entre a DM- B-CD e o residuo de tirosina, B,

Com as informacdes obtidas da literatura podemos constatar que os resultados al-
cancados com a Espectroscopia Raman, para a regido dos aminoéacidos aromaticos,
apresentam concordancia com outras pesquisas ja realizadas utilizando outras técnicas
de deteccdo, como Ressonancia Magnética Nuclear e Calorimetria Diferencial de Varre-
dura (DSC). A técnica foi capaz, ndo somente, de indicar que esses aminoacidos possam
ter interagindo com a HPBCD, mas também de sugerir em que parte especifica isto acon-
tece. O que valida, portanto, a utilizacdo desta técnica como uma nova ferramenta para o
estudo e caracterizagdo de complexos de inclusdo envolvendo principalmente CDs e
proteinas.

As interagdes que ocorrem entre as CDs e as proteinas, por meio da incluséo dos

aminoacidos hidrofobicos em sua cavidade, podem modificar a estrutura tridimensional
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ou a associacdo intermolecular entre as proteinas. Como resultado, suas propriedades
quimicas e bioldgicas podem ser alteradas B¥*. Rosa e colaboradores (2005) mostra-
ramm a partir de andlises de FTIR da regido da amida I, que a complexacao
insulina/HPBCD modifica a estrutura secundaria da insulina, cujo complexo foi inserido
em microesferas poliméricas. A amida | também é ativa no Raman, assim analisamos
essa regido com o intuito de observar se apos a complexacdo alguma mudanca na estru-
tura secundéria da proteina era notada da mesma forma como descrito por Rosa (2005).

O espectro da regido da amida | também foi tratado utilizando funcbes gaussia-
nas, cujas areas foram usadas para identificar as vérias conformagdes da amida que
contribuem para a concentracao total da amida I. Na

Figura 5.11 estdo apresentadas duas areas de gaussianas referentes as espécies
distintas da amida I. A banda em 1658 cm™ refere-se a estrutura a-hélice e em 1676 cm™
a estrutura B. Pode-se observar que apés a adi¢do da HPBCD ha um aumento da banda
em 1676 cm™em relagdo & banda em 1658 cm™. Estudo anterior realizado por Rosal®®!
mostrou resultado semelhante, verificando que apds a complexacdo ha um aumento da
estrutura f em relagdo a estrutura a-hélice. Segundo o autor o resultado indica que a ci-
clodextrina pode interagir com residuos da insulina adotando uma conformacdo da
cadeia B estendida, alterando portando a estrutura secundaria da proteina. Segundo ele
este resultado concorda com dados prévios de RMN.
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Figura 5.11 —(A) Espectros Raman para a insulina e complexo e (B) comparacdo das areas ajustadas por

deconvolugdo gaussiana para insulina e complexo para a regi&o espectral entre 1620 e 1700cm™.

Embora os resultados indiquem uma modificagdo em uma das estruturas da Ami-

da I, e, portanto, da estrutura secundaria da proteina, & importante mencionar que sua
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funcdo bioldgica pareceu ndo ser afetada. Isto pode ser constatado no estudo clinico de-
senvolvido pela Sdstenes Rosa Valentini, que sera apresentado a diante, em que o
complexo foi utilizado no processo de cicatrizacdo de Ulceras por pressdo. A insulina
complexada ndo afetou os indices de glicemia dos pacientes e ajudou no processo de
cicatrizacdo das lesdes, indicando que a proteina ainda desenvolvia sua fungéo pretendi-
da no estudo, mesmo podendo ter sido alterada sua estrutura da amida I.

5.11 FTIR

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada a fim de comparar e complemen-
tar os resultados encontrados no Raman. No entanto, as bandas da insulina, referentes
principalmente as vibragGes dos aminoécidos hidrofébicos, que apresentaram modifica-
¢cBes no Raman, ndo sdo ativas no infravermelho. Apesar disto, a técnica evidenciou
modificacbes na banda da ciclodextrina, atribuida ao enlace glicosidico, confirmando o
observado pelo Raman. A Figura 5.12 mostra os espectros de absor¢do no infraverme-
lho, para as amostras da insulina, HPBCD, mistura simples e complexo para o intervalo

entre 900 a 1200 cm™.
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Figura 5.12 —Espectros FTIR para as amostras de insulina, HPBCD, mistura simples e complexo

(HPBCD-I), para o intervalo entre aproximadamente 900 a 1200 cm™.
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A Figura 5.13 mostra as areas das gaussianas referentes as bandas observadas pa-
ra os modos vibracionais permitidos no infravermelho no intervalo de 920 a 955 cm™.
Nota-se que a banda em 949 cm™, associada ao estiramento C-O-C da HPBCD, apds a
complexacdo, apresenta uma diminuicdo significativa em sua area com relacdo a banda
em 928 cm™. No caso da mistura simples vé-se que a proporgo entre as duas bandas se
mantém, da mesma forma que na HPBCD, mostrada em detalhe na Figura 5.13. Este
resultado concorda com o observado na Figura 5.7 obtida com a espectroscopia Raman,
convalidando os dados obtidos. A justificativa apresentada neste caso é anadloga a que foi

discutida para os dados Raman.

0.9

L "Breath" do anel de glicose v (C-0-C)
0.8 |- .
| % I Insulina
07k XS [IHPBCD
L KX HPBCD-I
3 0.6 |- NN MS
:- I 0.07
\:; 05 _ [ HPpcD
s | w
[+
g 04| os
E L 004 [
&“3 0.3 | \
\< o 00z |
02 F
o4 L
0.0 L 1 L 1 L 1 L
920 930 935 940 945 950 955

Centro do pico (cm™)

Figura 5.13 —Comparac&o das areas ajustadas por deconvolugdo gaussiana para insulina, HPBCD, comple-

xo HPBCD-I e mistura simples para a regido espectral entre 920 e 955 cm™.

5.1.2 H!RMN

A ressonancia magnética nuclear H'RMN foi empregada para avaliar a interacéo
entre a insulina ¢ a HPBCD visando identificar a ocorréncia de complexagdo e assim
validar os resultados obtidos com as espectroscopias Raman e FTIR.

A Figura 5. 14 mostra os espectros RMN da regido aromatica da insulina na pre-
senc¢a e na auséncia da HPBCD. A inclus@o do lado hidrofébico da cadeia na cavidade da
HPBCD pode levar a deslocamentos nas linhas dos espectros. A Tabela 5. 1 mostra que
houve deslocamentos com a adicdo da CD em relagdo a insulina pura, confirmando a

interacdo entre as duas moléculas. A tabela evidencia que a presenga da CD provocou
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deslocamentos quimicos nos protons da tirosina, fenilalanina e da histidina. Este resulta-

do concorda com trabalhos anteriores®2I*!

que também mostram que a presenca da CD
provoca deslocamentos quimicos na regido aromatica (6.2 -7.0 ppm) da insulina, além
dos protons C2 das histidinas B5 e B10. Além disso, é possivel verificar que o sinal dos
prétons dos residuos foi deslocado para campos magnéticos menores (valores negativos

de AJ).
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Figura 5. 14 - Espectro H'RMN da regido aromatica da insulina: (a) na presen¢a da HPBCD (b) e insulina
sozinha, em D,0O contendo 30%CD3COOD at 25°C.

Tabela 5. 1 - Efeitos da HPBCD nos deslocamentos quimicos do'H NMR da insulina em 30% de

acido acético deuterado a 25 °C.

Ndmero Lado da cadeia Posicdo  Deslocamento Deslocamento A= 0i— O
quimico Insu-  quimico Insu-

lina (5;) lina com
HPBCD(6c)
1 Histidina (B 10) c2 8.487 8.503 -0.016
2 Histidina (B 5) c2 8.374 8.394 -0.020
3 Histidina (B 10) C4 7.260 7.277 -0.017
4 Histidina (B 5) C4 7.181 7.202 -0.021
5 Tirosina (A 19) C2eb 7.130 7.149 -0.019
7.106 7.125 -0.019
6 Fenilalanina (B 1) C4 7.708 7.097 -0.019
7.053 7.073 -0.020
7.029 7.053 -0.024
7 Fenilalanina (B 24) C3e5 6.842 6.866 -0.024
8 Tirosina (B 16) C2eb6 6.813 6.837 -0.024
9 Tirosina (A 14) C2eb 6.793 6.807 -0.014
10 Tirosina (B 26) C2eb 6.764 6.778 -0.014
6.727 6.739 -0.012
11 Tirosina (A 14) C3e5 6.612 6.636 -0.024
6.583 6.608 -0.025
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A analise de RMN concorda com o que foi observado com a espectroscopia Ra-
man, em que os resultados também apontaram que a interacdo ocorre nesta regido da
proteina. Assim verificamos que a espectroscopia Raman pode ser utilizada como técni-
ca de confirmacdo de formacdo de complexo de inclusdo, permitindo estudo detalhado
da interagdo presente entre os componentes envolvidos. Além disso, a técnica ndo neces-
sita de preparacdo especifica envolvendo solventes especiais para a realizacdo do

experimento, facilitando assim a concretizacao do estudo.

5.1.3 Estudo Clinico

Como mencionado anteriormente este projeto foi desenvolvido em parceria com
0 Laboratorio de Biotecnologia Enzimatica da Universidade Estadual de Maringa. A
doutoranda Sostenes Rosa Valentini realizou um estudo clinico com os adesivos ndo
adesivos a base de insulina e complexo HPBCD-I. O estudo clinico teve como objetivo
verificar se 0 complexo de inclusdo poderia melhorar a eficiéncia no processo de trata-
mento de feridas de pressdo, ja que sdo dificeis de serem tratadas com os medicamentos
existentes. A expectativa era de que a inclusdo em ciclodextrinas poderia manter a for-
mulacdo por mais tempo sobre a ferida evitando que a insulina pudesse provocar
mudancas na glicemia dos pacientes. O estudo foi realizado no Hospital Universitario
Regional de Maringa (HUM) em pacientes hospitalizados em Unidade de Terapia Inten-
siva. Este estudo faz parte da tese de doutorado da referida doutoranda e foi publicado
em formato de artigo. Maiores detalhes a respeito encontra-se em sua respectiva referen-
cia I,

Os voluntérios foram divididos em trés grupos A, B e C, sendo cada grupo for-
mado por n = 5. O grupo A foi tratado com o curativo ndo adesivo com complexo
HPBCD-I, o grupo B com o curativo ndo adesivo com insulina e o grupo C com o curati-
vo ndo adesivo controle. Além da observacdo das lesGes, também foi realizada a
dosagem da glicemia de todos os pacientes. O protocolo de estudo foi aprovado pelo
Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (COPEP) n°
035/2012 e pela Comissdo de Regulamentacdo de Atividades Académicas e Servigcos
Voluntarios (COREA) do HUM n° 072/2013. O protocolo aprovado encontra-se nos
ANEXQOS do trabalho.

Como resultado Valentini verificou que ndo houve diferenca significativa entre
as dosagens realizadas para a glicemia em quase todos os pacientes analisados. Na avali-

acdo do perfil de eficacia dos curativos ndo adesivos, Valentini observou que o uso do
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curativo ndo adesivo com complexo HPBCD-I mostrou uma menor média entre as medi-
das, e sua variabilidade foi menor comparada com o curativo ndo adesivo com insulina e

curativo nao adesivo controle, conforme demonstrado na Figura 5.15.
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Figura 5.15 -Médias e variabilidade das medidas das Ulceras por pressdo em funcdo do tempo para 0s
pacientes do grupo A tratado com o curativo ndo adesivo com complexo HPBCD-I, o grupo B tratado com

o curativo ndo adesivo com insulina e o grupo C tratado com o curativo néo adesivo controle!’.

Na Figura 5.16 € possivel observar fotos da evolucdo do tratamento realizado
com os curativos ndo adesivos. Estes dados permitiram sugerir que a insulina complexa-
da com HPBCD promoveu melhor cicatrizagdo da lesdo. E possivel observar ainda que
as cores das feridas tratadas com o complexo contendo insulina apresentaram tonalidade
para o rosa, indicando que a presenca da insulina minimizou a presenca de hemoglobina
oxidada na ferida, fator este que contribui para aumentar a eficiéncia do processo de

cicatrizacéol’").
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1° Dia

Figura 5.16 - Fotos da evolugdo do tratamento realizado com os géis (curativos ndo adesivos). (A) Pacien-
tes tratados com o gel com complexo HPBCD-I, (B) pacientes tratados com o gel com insulina, e pacientes

tratados com o gel controle ™,

5.2 Parte Il - Complexos de inclusio entre B-ciclodextrina e

curcumina

521 FTIR

A Figura 5.17 mostra os espectros de absorcdo por FTIR das amostras de curcu-
mina, B-ciclodextrina, mistura simples da curcumina com 3 ciclodextrina ¢ complexo
(curcumina-B-ciclodextrina) preparadas por processo de co-precipitacdo. As atribuices
dos picos de FTIR da curcumina sdo mostradas na Tabela 5. 2.
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No espectro da curcumina ndo houve bandas na regido de maior importancia para
a carbonila (1800-1650 cm™), que caracterizaria a existéncia da molécula na forma ceto-
nica. Isto indica, portanto, que a curcumina se apresenta preferencialmente na forma

ceto-enoll™,

Absorbancia (u.a.)

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Numero de onda (cm™)

Figura 5. 17 — Espectros FTIR: (i) curcumina, (ii) mistura simples da curcumina com f ciclodextrina na

razdo molar 1:2, (iii) complexo curcumina- B ciclodextrina por co-precipitagdo 1:2, (iv) B ciclodextrina.

Tabela 5. 2 — AtribuicGes das vibracdes no infravermelho da curcuminal™/(82]

Posicao do pico Modos vibracionais atribuidos

FTIR (cm™)

1627 V (Canei-(C=C)); v (C=0)

1603 v (C=C) no anel aromatico

1587 v (CC)* no anel aromatico

1510 v (C=0); 4 (CCC); & (CC=0)

1282 d (C=CH); & (CCH)* no anel aromatico

1261 8 (CCH)* no anel aromatico; 6 (COH)*

1232 3 (COH)*; & (COH)**; (6 (COH) enol;

1207 & (CCH)* no anel aromatico; 6 (CCH) esqueleto; 6 (CHsy)
1185 & (CH3)**; 6 (CCH)

886 v (CCH)* no anel aromatico

864 v (CCH) esqueleto

857 v (CCH) no anel aromatico; y (CCH) esqueleto

835 v (CCH)* no anel aromatico, y (CCH)** no anel aromatico
815 v (CCH)* no anel aromatico

808 v (CCH)** no anel aromatico

Modos vibracionais: v,estiramento; 3, flexdo, no plano; v, flexdo fora do plano.
Legenda: * Vibragcdo conectada com a parte enol da molécula (esquerda)
** Vibracdo conectada com a parte ceto da molécula (direita).
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O espectro da mistura simples exibiu picos que correspondem a ambos os com-
ponentes que se encontram presentes. No espectro do complexo curcumina-p-CD por co-
precipitacdo, boas evidéncias da formacdo do complexo foram obtidas. As linhas em
tracejado indicam algumas das regides do espectro que exibem modificaces nas bandas
da curcumina, causadas por possiveis interagdes entre ela e a ciclodextrina. Para analisar
cada um destes registros de complexacgdo, os espectros das amostras foram deconvolui-
dos a partir de funcdes gaussianas. Isto possibilita atribuir a cada banda presente no
espectro sua vibracdo molecular correspondente e consequentemente, monitorar quais as
ligagbes quimicas da molécula que sofrem modifica¢bes induzidas pela complexacéo.
Apresentaremos a seguir 0s espectros das amostras ja deconvoluidos para as regides in-

dicadoras da interacdo entre a curcumina e a ciclodextrina.

Na Figura 5.18 (a) estdo apresentados os espectros FTIR para as amostras de cur-
cumina, [ ciclodextrina, mistura simples e complexo no intervalo entre
aproximadamente 1500 e 1700 cm-1. Na Figura 5.18 (b), (c) e (d), estdo apresentados 0s

espectros deconvoluidos da curcumina, mistura simples e complexo, respectivamente.
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Figura 5. 18 — (a) Espectros FTIR das amostras de curcumina, mistura simples, complexo por co-
precipitagio e p-ciclodextrina para o intervalo espectral entre 1500 e 1700 cm™. Deconvolugio do espec-
tro: (b) de curcumina, (c) mistura simples e (d) complexo por co-precipitacdo. Em (b), (c) e (d) a linha em

preto corresponde ao dado experimental e a em vermelho o ajuste matematico obtido da deconvolucéo
pelas curvas gaussianas (em verde). Essa legenda sera empregada as demais regides do espectro em que

empregamos o método de deconvolugdo gaussiana.
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Pode-se observar na Figura 5.18 que a mistura simples apresenta um espectro si-
milar ao da curcumina, uma vez que nao ha absor¢do da ciclodextrina neste intervalo. O
complexo por sua vez apresenta modificaces em algumas bandas e, portanto, pode
sugerir sua formacdo. Esta regido € considerada um importante indicador de evidéncia
da complexacdo entre as moléculas porque pode apresentar picos associados as vibra-
¢cOes dos anéis aromaticos da curcumina, grupo este, que segundo a literatura, é
encapsulado pela cavidade da CD caso ocorra a formacéo do complexo!™. Além disso, o
fato da ciclodextrina ndo apresentar bandas de absorcé@o nesta regido, facilita a observa-
cdo de alteragcbes que possam ocorrer nos picos da curcumina sem a influéncia de
sobreposicdes das bandas da CD.

Neste sentido, pode-se observar que a banda mais intensa no FTIR para a curcu-
mina, em1510 cm™, atribuida as vibracées de estiramento do grupo C=0, e flexdo dos
grupos, (CCC) e (CC=0), no espectro do complexo se desloca para a posi¢cdo em 1513
cm™, enquanto que para a mistura simples permanece inalterada. Ainda no mesmo inter-
valo, pode-se notar que as bandas em 1588, 1603 e 1627 cm™ também apresentam
mudancas no espectro do complexo. A banda em 1603 cm™, atribuida ao estiramento do
grupo C=C dos anéis aromaticos parece ter sua vibracdo desfavorecida em relacdo as
bandas de 1588 e 1627 cm™. Este resultado pode ser melhor visualizado na Figura 5.19,
em que foram mostradas as areas das bandas mencionadas em funcéo de suas posicdes.
O efeito de diminuicdo na banda correspondente a vibracdo do anel aromaético da curcu-
mina, na amostra do complexo, pode ser uma consequéncia do encapsulamento desta

regido da molécula pela cavidade da CD, restringindo assim, o movimento dos atomos
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Figura 5.19 —Comparacéo entre as areas das bandas ajustadas por deconvolucao gaussiana para

curcumina, mistura simples e complexo, para a regi&o espectral entre 1500 e 1650cm’™.
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Outra regido espectral que pode-se observar evidéncias da formacgdo do complexo

entre a curcumina e a B-CD, esta no intervalo entre 1130 e 1330 cm™.Na Figura 5.20 sdo

mostrados os espectros deconvoluidos das amostras para esta respectiva regido.
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Figura 5.20 - Deconvolucéo do espectro FTIR da curcumina, B ciclodextrina, mistura simples e 0 com-

plexo por co-precipitacdo para a regi&o espectral entre 1130 e 1330 cm™.

Na Figura 5.20 podemos observar que a ciclodextrina também apresenta absor-

cdo na regido apresentada, e, portanto também contribui para os espectros da mistura

fisica e complexo. Como esperado, o0 espectro da mistura fisica representa a soma entre

os espectros da curcumina e da 3-CD. Ja 0 complexo ndo segue 0 mesmo comportamen-

to. Em seu espectro, Figura 5.20, podemos observar que a banda em 1203 cm™ da

curcumina esté deslocada 4 cm™ em relagdo a sua posicdo no espectro da amostra pura.

Este resultado indica que a complexacdo modifica essa ligacdo, cuja vibragao correspon-

de ao movimento de flexdo, no plano, do grupo CCH do anel aromatico. Além disso, as

bandas entre 1255 e 1305 cm™, no espectro do complexo, apresentam um comportamen-

to diferente ao exibido pela mistura simples. Essas bandas também podem ser atribuidas

as vibragdes do anel aromatico da curcumina, como mostrado na Tabela 5. 2. A banda
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em 1262 cm™da curcumina, que em seu espectro aparece como um “ombro”, mais larga,
se mantém na mesma posicao e mesma forma para a mistura fisica. No espectro do com-
plexo, no entanto, esta banda aparece como um pico, com maior definicdo, mais estreita
e deslocada 5 cm™. A banda em 1283 cm™, ao contrério, para a curcumina e mistura
fisica se apresenta como um pico definido, na amostra do complexo, se torna uma banda
larga, sem definicdo clara da sua posi¢cdo. As areas das bandas em funcdo da posicéo
foram mostradas na Figura 5.21. Pode-se visualizar a diferenca entre as proporcfes das
areas na amostra do complexo, em relacdo a proporc¢éo apresentada pela mistura simples,
principalmente quando comparamos a banda em 1262 com a em 1283 cm™, para ambas

as amostras.
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Figura 5.21 —Comparag&o entre as areas das bandas ajustadas por deconvolugao gaussiana para

mistura simples e complexo, para a regido espectral entre 1140 e 1320cm™.

A Figura 5. 22 mostra os espectros da curcumina, 3-CD, mistura simples e com-
plexo, deconvoluidos para o intervalo entre 790 a 890 cm™. Podemos observar que nesta
regido a ciclodextrina também apresenta bandas de absorcdo. Assim, os espectros da
mistura e complexo possuem contribuicdo de ambos os materiais. O espectro da mistura
simples representa uma soma entre 0s espectros das amostras precursoras. O espectro do
complexo por sua vez vem acompanhado de modificagdes de algumas das principais

bandas da curcumina.
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Figura 5.22 —Deconvolugéo do espectro FTIR da curcumina, 3 ciclodextrina, mistura simples e complexo

por co-precipitacio para a regido espectral entre 790 e 890 cm™,

No espectro da curcumina e mistura fisica podemos observar dois picos estreitos
e bem definidos em 808 e 815 cm™. No espectro do complexo a banda em 814 cm’
'diminui sua intensidade em relagdo a 807 cm™ e se apresenta como um “ombro”no es-
pectro com um alargamento na banda. Essas bandas também correspondem aos anéis
aromaticos da curcumina e correspondem a vibracao de flexdo, fora do plano, de ambos
0S anéis.
No espectro do complexo é possivel observar que as bandas na regido entre 830 e
870 cm™ foram deslocadas para niimeros de ondas menores, quando comparadas as suas
posicOes nos espectros da curcumina e mistura fisica. Esta regido do espectro correspon-
de as diferentes modos vibracionais de flexdo, fora o plano, do CCH dos anéis e o do
esqueleto da molécula. Como exemplo, podemos constatar que a banda em 857 cm™
para a curcumina, € encontrada na mesma posi¢do para a mistura simples. J& no espectro
do complexo ela se encontra em 846 cm™, portanto, deslocada 11 cm™ da sua posicao
normal. Para este intervalo espectral, foram representadas na Figura 5.23 as areas das
bandas ajustadas pelas curvas gaussianas em fungédo de suas posi¢oes. Pode-se observar
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a presenca de uma banda extra para o complexo, na posicdo em 855 cm™, ausente no
espectro da mistura. Esta banda pode ser a contribuicdo do espectro da ciclodextrina,
cuja banda aparece centrada em 853 cm™. E possivel também acompanhar a posicao dos
picos da curcumina na amostra do complexo, deslocados devido sua possivel interagcdo

com a ciclodextrina.
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Figura 5.23 —Comparacao entre as areas das bandas ajustadas por deconvolucéo gaussiana para

mistura simples e complexo, para a regido espectral entre 1140 e 1320cm™.

Dos resultados obtidos com a técnica FTIR podemos verificar que este método
apresentou boas evidéncias da formacdo de um complexo de inclusdo entre a B-CD e a
curcumina utilizando o método de co-precipitacdo. As modificacbes nos espectros do
complexo ocorreram nas bandas referentes, principalmente, aos anéis aromaticos da cur-
cumina, sugerindo que as interacdes possam ter ocorrido devido a entrada de um ou
ambos os anéis da curcumina na cavidade de CD. Os resultados deste estudo estdo de
acordo com os obtidos na literatura. Tang e colaboradores (2002) trabalharam com o
complexo entre a curcumina e B-CD e também evidenciaram a formacdo do complexo
pelas modificacGes nas bandas atribuidas as vibracdes dos anéis aromaticos, principal-
mente em 1602 e 1281 cm™.
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5.2.2 FT-Raman

Como dissemos anteriormente, as espectroscopias Raman e FTIR sdo considera-
das técnicas complementares, algumas bandas que sdo favoraveis aparecem em um dos
espectros podem ndo aparecer no outro. Desta forma, ao obtermos espectros com ambas
as técnicas, uma completa varredura é realizada sobre o material em estudo e consequen-
temente possibilitando melhor e ampla caracterizagdo do mesmo. Nesta perspectiva,
utilizamos a técnica FT-Raman para comprovarmos e complementarmos os resultados ja
obtidos pela técnica FTIR na confirmacgdo da formacdo do complexo entre a B ciclodex-
trina e a curcumina e as possiveis modificagdes estruturais ocorridas no complexo.

Na Figura 5. 24 sdo mostrados o0s espectros FT-Raman para as amostras de cur-
cumina, B-ciclodextrina, mistura simples da curcumina com 3 ciclodextrina e complexo
(curcumina-B-ciclodextrina) preparados pelo método de co-precipitacdo. As atribuices
aos picos no Raman da curcumina s&o mostradas na Tabela 5. 3.

Assim como no FTIR, o espectro Raman da mistura simples corresponde a soma
dos espectros de ambos 0os componentes precursores. No espectro do complexo, boas
evidéncias da formacdo do complexo foram obtidas. As linhas tracejadas na Figura 5. 24
indicam algumas das regides do espectro que exibem modificacdes nas bandas da cur-
cumina causadas por possiveis interagdes entre ela e a ciclodextrina. Para analisar cada
um destes indicios de complexacdo, 0s espectros das amostras foram deconvoluidos por

funcbes gaussianas, de forma analoga ao realizado para os espectros FTIR.

Intensidade Raman (u.a.)

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Deslocamento Raman (cm™)

Figura 5. 24 — Espectros Raman: (i) curcumina, (ii) mistura simples da curcumina com f} ciclodextrina na

razdo molar 1:2, (iii) complexo curcumina- B ciclodextrina por co-precipitagdo 1:2, (iv) p ciclodextrina.

96



Capitulo 5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 5. 3—As atribuicbes as vibragdes no Raman da curcumina de acordo com a literatu-
ra 17511821

Posicéo do pico
Raman (cm™)

Modos vibracionais atribuidos

1627
1601
1589
1508
1494
1430
1317
1270
1251
1206
1184
1168

V (Canei-(C=C)); v (C=0)

v (C=C) no anel aromético

v (CC)* no anel aromatico

v (C=0); 5 (CCC); & (CC=0)
& (CCH)** no anel aromatico; v (CC)** no anel aromatico

3 (CCC) no anel aromatico; 6 (CCH) no anel aromatico; 6 (COH)*
8 (CCH)* no anel aromatico; 5 (CCH)
8 (CCH)**no anel aromatico; 6 (CCC)**no anel aromatico; 5 (COH)**
8 (CCH)* no anel aromatico; 6 (COH)*
8 (CCH)* no anel aromatico; & (CCH) esqueleto; & (CHs)
8 (CH3)**; & (CCH)

d (CHj3)*; 8 (COH)*; & (CCH) esqueleto

Modos vibracionais: v,estiramento; 3, flexdo, no plano; v, flexdo fora do plano.
Legenda: * Vibragcdo conectada com a parte enol da molécula (parte direita, mostrado na Figu-
ra-2.20) ** Vibracdo conectada com a parte ceto da molécula (parte esquerda, ver Figura — 2.20)
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A Figura 5.25 mostra os espectros Raman deconvoluidos para as amostras de

curcumina, mistura simples e complexo no intervalo entre aproximadamente 1555 e
1675 cm™.
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Figura 5.25 —Deconvolugdo do espectro Raman da curcumina, mistura simples e complexo por co-

precipitagdo para a regifo espectral entre 1555 e 1675 cm™.

Como mostrado pela Figura 5. 24 a $-CD néo apresenta bandas acima de 1500

cm™, o que possibilita evidenciarmos com clareza as modificacdes nas bandas da cur-

cumina causadas por sua interacdo com a ciclodextrina. Assim, podemos verificar que as

bandas em 1589, 1601, e 1627 cm™ sdo fortemente influenciadas pela presenca do agen-
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te complexante. A banda em 1627 cm™se desloca para 1639 cm™ no espectro do com-
plexo, enquanto que para a mistura simples a posi¢do deste pico permanece inalterada.
Ainda no espectro do complexo, podemos observar que a intensidade do pico em 1602
cm’™ foi consideravelmente reduzida em relagdo s bandas vizinhas em 1589 e 1639cm™.
A vibracdo correspondente a esta banda é atribuida ao estiramento C=C no anel arométi-
co. Este comportamento também foi observado pela técnica FTIR, e novamente traz
evidéncias da encapsulacao dos anéis da curcumina pela cavidade da CD, que passam a
ter seu movimento de vibracdo restringido, levando a uma diminuicdo da intensidade da
banda no espectro. Todas essas alteragdes podem ser acompanhadas também, pela Figu-
ra 5.26, onde as areas das principais bandas para este intervalo foram representadas em

funcéo da sua posicao.

18 | I Curcumina S Mistura simples RXXJ Complexo

r B3 %
3
oted 0%
K5 R
14 3L KX XX
r R 0%
KX K
5% 555
12} o - oate hotes
s < < KX K
3 s S 53X 2
2 2 2 K3 K
z 0] = 2 5% 1, B
g S 2t TR R e
de K3 ;
? B D R4 R R 1R
X RXA R
=} 8 =} > K52 KX X %e%® XX
= o = = K R 0% Il %%
KA K& R R
© © @ 12020 B %% R R
S 1] o By K KXY A
< 6 g < ooss I KM A
< < < s R R
XM R X4 XX
1F KXY R KR X
L R4 R XY 1R
IXX] IXXd K& KXY
0% B %% K kA
S0 I 0 %% RS 1%
S
2+ KR R KA KA
R [ XM R
Ry 1Y K kKA
R4 R Y 1R
0 0 s 1 0 P XX KX KX
1580 1600 1620 1640 1580 1600 1620 1640 1580 1600 1620 1640
. -1, . -1 . -1,
Centro do pico (cm™) Centro do pico (cm™) Centro do pico (cm™)

Figura 5.26 —Comparacéo entre as areas das bandas ajustadas por deconvolucéo gaussiana para

curumina, mistura simples e complexo, para a regio espectral entre 1555 e 1675cm’™.

Outras diferencas foram observadas no espectro do complexo quando compara-
das com os espectros da curcumina pura e da mistura simples. A Figura 5.27 mostra 0s
espectros Raman das amostras, para a regido entre 1400 e 1560 cm™, que mostra algu-

mas dessas alteracoes.
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Figura 5.27 —Espectro Raman das amostras de curcumina, mistura simples, complexo por co-

precipitagio e p CD, para o intervalo entre 1400 e 1560 cm™.

Podemos observar que algumas bandas no espectro do complexo estdo desloca-
das em relacéo a posicdo por elas apresentada no espectro da amostra pura e da simples
mistura entre as amostras. As bandas da curcumina em aproximadamente 1430, 1494 e
1508 cm™ se deslocam para 1416, 1522, 1532 cm™, respectivamente, no espectro do
complexo, indicando interagdes entre a B CD e a curcumina nos anéis aromaticos, como
mostrado na Tabela 5. 3.

Na regido entre 1000 e 1350 cm™ também foram encontrados importantes indi-
cios da formacdo do complexo de inclusdo (curcumina - B-CD). Os espectros
deconvoluidos para este intervalo estdo apresentados na Figura 5.28.

Analisando os espectros podemos verificar que as bandas da curcumina centradas
em 1168, 1206, 1251, 1270, 1317 cm™ aparecem no espectro do complexo centradas em
1164, 1200, 1238, 1263 e 1313 cm™, respectivamente. A banda em 1270 cm™, no espec-
tro da amostra pura, aparece como um “ombro” e torna-se uma banda mais definida,
centrada em 1263 cm™, ap6s a complexacdo. As vibragdes associadas a essas bandas
correspondem aos modos vibracionais de flexdo entre os grupos CCH e CCC dos anéis
aromaticos da curcumina e do grupo CHsz e C=C-H que liga o anel a cadeia da molécula
(Tabela 5.3). Podemos observar ainda, que no espectro do complexo a banda em 1185
cm™ tem sua intensidade reduzida, quando comparada as bandas vizinhas em 1168 e
1200 cm™. Isto ndo acontece com a mistura simples, em que as bandas apresentam o

mesmo comportamento da amostra de curcumina. As areas destas bandas analisadas
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foram representadas na Figura 5.29. Pode-se notar os deslocamentos ocorridos na amos-
tra do complexo ap6s a complexagéo.
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Figura 5.28 —Deconvolucéo do espectro Raman da curcumina, B ciclodextrina, mistura simples e

complexo por co-precipitacio para a regifo espectral entre 1000 e 1350 cm™.
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Figura 5.29 —Comparacéo entre as areas das bandas ajustadas por deconvolucao gaussiana para

curumina, mistura simples e complexo, para a regido espectral entre 1000 e 1350cm™.
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As alteragcdes no espectro do complexo apresentados até 0 momento correspon-
dem as modifica¢fes da amostra preparada pelo método de co-precipitacdo. No entanto,
foram preparados também outros complexos pelos métodos, como o de liofilizacdo, com
e sem solubilizacdo da curcumina em etanol e evaporagdo do solvente. O espectro para
estes trés complexos sdo apresentados na Figura 5.30. Os espectros obtidos por estes
métodos foram menos intensos que o obtido pelo de co-precipitacdo. Ainda assim, na
regido entre 1500 e 1700 cm™ é possivel observar algumas alteragdes nas principais
bandas da curcumina, 1602 e 1627 cm™, relacionadas as vibracées dos anéis aromaticos.
Estas modificagOes podem ser melhor visualizadas na Figura 5.31, onde sédo apresenta-
dos os espectros deconvoluidos dos trés complexos da Figura 5.30.

Podemos observar que os espectros dos complexos na Figura 5.31 apresentam as
mesmas modificacdes exibidas pelo complexo obtido por co-precipitacdo, mas sem a

mesma intensidade nos deslocamentos.

Intensidade Raman (u.a.)

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Deslocamento Raman (cm"l)

Figura 5.30 —Espectro Raman das amostras de complexo obtidos por : (i) liofilizacdo com dilui-
¢do da curcumina em etanol, (ii) liofilizacdo sem diluicdo da curcumina em etanol, (iii) evaporacdo do

solvente. (iv) Espectro Raman da § CD.

Visto que o complexo por co-precipitacdo foi o que apresentou indicios mais
concretos da complexacdo entre a curcumina e a ciclodextrina, apenas esta amostra foi
escolhida para as demais anélises. Além disso, este complexo apresentou uma coloracao
final mais proxima daquela da amostra sem complexar. J& os demais complexos obtidos

por liofilizacdo e evaporacdo perderam cor, o que ndo é de interesse que aconteca com 0
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material. Na Figura 5.32 temos uma fotografia obtida das amostras de curcumina, mistu-

ra simples e complexos de incluséo, a fim de mostrarmos a coloragdo que cada amostra

possuia.
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Figura 5.31 —Espectro Raman deconvoluidos para os complexos obtidos por liofilizagdo com diluicéo da
curcumina com e sem diluicdo da curcumina em etanol, e evaporacdo do solvente, para a regido espectral
entre 1560 e 1660 cm'™.

D D

. N
PURO MISTURA
FISICA
iOFE. LIOF, Co-PreC. evaP.
c/ 6367 5/ ol centr.

Figura 5.32 —Fotografia das amostras de curcumina pura, mistuta simples ou fisica e complexos

obtidos por: liofilizacdo com e sem solvente, co-precipitacéo e evaporagéo.

Os resultados obtidos com a Espectroscopia Raman estdo em acordo com 0s ob-
tidos por FTIR, e ambos indicam que as extremidades da molécula de curcumina possam
ter entrado na cavidade da CD para a formacdo do complexo de inclusdo. Estes resulta-
dos sdo muito préximos aos descritos por Mohan e colaboradores (2012), que realizaram
complexagdo da curcumina com ciclodextrinas modificadas e alteragdes consideraveis

foram observadas nas mesmas bandas avaliadas no presente trabalho.
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5.2.3 Espectroscopia Fotoacustica

A fim de avaliar o processo de complexagdo entre a curcumina e a ciclodextrina
em uma regido do espectro diferente do comtemplado pelas técnicas FTIR e Raman, a
Espectroscopia Fotoacustica foi utilizada. Ela se apresenta como importante ferramenta
para analises na regido do ultravioleta e do visivel do espectro eletromagnético por ser
uma técnica ndo destrutiva e sem a necessidade de preparacdo do material. Assim, foram
obtidos os espectros de absor¢do Optica das amostras na forma de pd. Os resultados estdo
mostrados na Figura 5. 33. Pode-se observar que a curcumina absorve a radiacdo em
uma ampla faixa do espectro eletromagnético (200-700 nm), exibindo uma larga e inten-
sa banda até 600 nm, e uma pequena e bem menos intensa entre 560 e 700 nm. Segundo
Crivello e Bullut, (2005), a absor¢do em longos comprimentos de onda é indicacdo de
que a molécula se apresenta predominantemente na forma ceto-enol. A ciclodextrina por
sua vez ndo apresenta absorcdo nessa regido espectral, o que possibilita acompanhar
alteracOes no espectro da curcumina devido a sua interacdo com a CD.
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Figura 5. 33 — (a) Espectros de absorgdo Optica da B ciclodextrina, curcumina, mistura simples, e

complexo por co-precipitagéo.

Na Figura 5. 33(a) pode-se verificar que o espectro da mistura simples reproduz o
da curcumina, como esperado. O complexo por sua vez, se comporta de forma parecida

a curcumina até aproximadamente 470 nm. Entre 470 e 600 nm, o espectro se modifica,

103



Capitulo 5 — RESULTADOS E DISCUSSAO 104

e surge um“ombro” em torno de 530 nm. Essa alteracdo entre o espectro do complexo
com a curcumina e a mistura fisica pode ser visualizada com mais clareza comparando
o0s espectros deconvoluidos por funcBes gaussianas, apresentados na Figura 5. 33 (b), (¢)
e (d). Pode-se verificar que o espectro da curcumina apresenta gaussianas centradas em
221, 272, 347, 428, 503, 605 nm. A mistura fisica exibe 0s mesmos picos, o complexo
por sua vez, altera as posi¢des na regido acima de 400 nm. Os picos assumem as posi-
¢Oes 410 e 470 nm, e uma nova gaussiana aparece em 530 nm para ajustar o “ombro”
que aparece no espectro. O pico em 428 nm € caracteristico das extremidades da curcu-
mina e é associado aos anéis aromaticos e seus grupos éter e hidroxila®!. A alteracéo da
posicdo desta banda no complexo pode sugerir a interacdo desta regido da molécula com
a ciclodextrina, resultado este que concorda com os apresentados pelas técnicas FTIR e

Raman.

5.2.4 Difracdo de Raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X foi utilizada para avaliar a formacdo do complexo de cur-
cumina-B-CD, preparado a partir do método de co-precipitacdo. Os difratogramas das

amostras de curcumina, B-CD, e complexo (curcumina-B-CD) estdo apresentados na

Figura 5.34.
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Figura 5.34 — Difracdo de raio-X: (i) curcumina, (ii) B-CD, (iii) mistura simples da curcumina com -CD
na proporcao molar de 1:2, (iv) complexo curcumina-B-CD obtido por co-precipitagdo, também na propo-

¢do molar de 1:2.
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Os dados mostram que curcumina e B-CD exibiram uma série de linhas finas e
intensas, que sdo indicativos de cristalinidade no material. O difratograma da mistura
simples representou a soma das linhas espectrais de ambos 0s componentes que estavam
presentes, sendo a cristalinidade ainda presente. A amostra do complexo por sua vez,
apresentou em seu difratograma o desaparecimento de algumas linhas espectrais da cur-
cumina: em 7,90°, 14,5°, 15,2°, 15,8° e 18,2° (26). Além disso, observou-se o
aparecimento de novas linhas, uma intensa em 14,1° e linhas mais fracas em 5,83°, 6,58°
e 6,91° (20). Este resultado indica a formacdo de novas fases cristalinas, que podem
corresponder a formacdo do complexo de inclusdo de mesma natureza, sugerindo a inte-
racio entre as moléculas de curcumina e a B-CD. E também importante observar que as
intensidades dos picos sdo menores em relacdo aos espectros dos materiais precursores,
indicando um grau de cristalinidade inferior para o complexo. Segundo Moyano e cola-
boradores, este fato pode ser atribuido a muito rapida precipitacdo do complexo durante
a sua preparacao, insuficiente para um crescimento regular do cristal. Os autores obser-
varam este mesmo efeito na cristalinidade em medidas de DRX de complexos formados
entre gliclazida e B-CD. Concluimos, portanto, que os resultados apresentados pela di-
fracdo de raios-X confirmam os obtidos a partir das técnicas FTIR, FT-Raman e

espectroscopia fotoacustica.

5.2.5 Estudos complementares

Como mencionado anteriormente este projeto foi desenvolvido em parceria com
o Laboratdrio de Biotecnologia Enziméatica da Universidade Estadual de Maringa. As-
sim, além dos estudos até 0 momento apresentados, outros testes foram realizados pela
doutoranda Camila Mangolim®!. Foram realizados estudos sobre a eficiéncia da com-
plexacdo, estabilidade, solubilidade, determinacdo da cor, aplicacdo em alimentos e
analise sensorial.

Segundo Mangolim, os resultados encontrados mostraram que o complexo prepa-
rado por co-precipitacdo apresentou uma eficiéncia de 74%, indicando, portanto, que 74
% da quantidade de corante que foi inicialmente adicionada para 0 processo permaneceu
no complexo obtido. O estudo de solubilidade mostrou que a possivel complexagéo au-
mentou a solubilidade do corante em 31 vezes. A estabilidade das amostras também foi
avaliada em diversas condi¢Ges. Em exposicao a luz solar por 30 dias, o corante apresen-
tou uma degradacdo 18% menor em relagdo a curcumina pura, apresentando uma

retencdo da cor da amostra em (84+3)%, enquanto que a curcumina e a mistura simples
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apresentaram, apos a exposi¢do, uma retengdo de cor de (72+1)% e (73.4+0.2)%, respec-
tivamente.

Frente a variaces de pH o complexo exibiu uma melhor estabilidade do que o
corante puro em aproximadamente 2,7 vezes para valores de pH de 1-7. No entanto, a
valores de pH 8 e 9, a degradacdo ocorreu para ambas as amostras. As amostras foram
ainda submetidas a condi¢des de armazenamento em trés diferentes temperaturas, 4, -15
e 25° C. Os resultados foram observados pela retencdo da cor do material, em que a re-
tencdo do complexo foi 9% melhor do que a da curcumina pura a -15 °C (uma
temperatura que é apropriada para 0 armazenamento do corante de acordo com o fabri-
cante) e 4 % melhor a 4 °C. Nenhuma melhoria ou variagdo entre o corante puro e
complexado foi obtido para o armazenamento das amostras a 25° C.

A curcumina pura e o complexo (curcumina-p-CD) foram utilizados para a pre-
paracdo de sorvetes de baunilha. O produto que continha o complexo teve boa aceitacéo
sensorial pelo publico e foi de mais fécil preparacdo comparado com o corante puro,
devido a sua melhor dispersdo na mistura. Além disso, os dados de colorimetria mostra-
ram que o produto preparado com complexo em relacdo ao que continha apenas a
curcumina, intensifica a cor do produto, mesmo quando utilizada uma quantidade de
83% menos corante, gerando assim uma significante economia no processo de produgé&o.

Os resultados mostraram, portanto, que a ciclodextrina pode interagir com a cur-
cumina melhorando algumas de suas propriedades como solubilidade e estabilidade.
Além de melhorar em alguns aspectos a utilizacdo do corante em alimento, viabilizando

a sua utilizacdo na industria de alimentos.
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Conclusoes

A partir dos resultados obtidos do primeiro estudo, concluimos que as Espectros-
copias Raman e FTIR por Refletancia Total Atenuada mostraram a complexacao entre a
insulina e a HPBCD. Por meio de uma deconvolugdo espectral os espectros Raman das
amostras de insulina, HPBCD, mistura simples ¢ complexo (HPBCD-insulina) puderam
ser comparados, possibilitando investigar alteragdes nos modos vibracionais de ambas as
moléculas devido a interacdo entre elas. Os dados apontam que tanto a ciclodextrina
quanto a insulina apresentaram alteraces em suas bandas no espectro do complexo,
quando comparados aos demais espectros. Na ciclodextrina pode ser visto mudancas nas
bandas associadas a ligacdo glicosidica, ligacdo esta orientada para dentro da cavidade,
sugerindo a insercdo de um hodspede na mesma. Esta modificacdo na molécula da
HPBCD também foi observada nos espectros obtidos por FTIR.

Para a insulina foi possivel observar mudancas nas bandas relacionadas aos ami-
noacidos aromaticos, fenilalanina e tirosina. Sobretudo em picos atribuidos as ligacdes
envolvendo os anéis aromaticos presentes nas estruturas desses dois aminoacidos. Isto
sugere que a interacdo com a ciclodextrina aconteca localmente nestas regiées da molé-
cula, concordando com os dados encontrados na ressonancia magnética nuclear,
considerada padrédo nestes estudos. Os resultados também estdo em concordancia com o
apresentado na literatura, em estudos envolvendo a complexacdo da insulina com ciclo-
dextrinas, mas por outros métodos de caracterizacdo, como H'RMN e DSC. Além disso,
a Espectroscopia Raman mostrou que houve estabilidade das pontes de dissulfeto nas
amostras contendo insulina. E no espectro do complexo pode ser observada, ainda, alte-

racdo na regido Amida I, atribuida a uma das estruturas secundarias da proteina.
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Assim a Espectroscopia Raman mostrou-se uma ferramenta Util e inovadora para
0 estudo e caracterizacdo de complexos envolvendo ciclodextrinas e proteinas. Apresen-
tando inclusive vantagens sobre técnicas consideradas padréo, pois nao necessita de uma
preparacdo especifica envolvendo solventes especiais para a realizacdo do experimento,
facilitando, assim, a realizacdo das analises.

No segundo estudo, os resultados sugerem a formagdo do complexo entre a cur-
cumina ¢ a f-CD. Os dados déo indicios de que ambas as extremidades da curcumina
tenham sido inseridas na cavidade da ciclodextrina. Isto foi possivel aplicando novamen-
te 0 método de deconvolugdo espectral. Foram analisados e comparados, 0S espectros
obtidos pelo Raman e FTIR das amostras de curcumina, 3-CD, mistura simples e com-
plexo. Ambas as técnicas indicaram alteracdes em varios modos vibracionais ligados,
principalmente, aos anéis aromaticos presentes nos terminais da molécula. Além disso, o
espectro Raman do complexo, obtido por co-precipitagcdo, mostrou uma maior influéncia
da complexacéo sobre as bandas de curcumina, do que os obtidos por evaporacgéo e liofi-
lizacdo. Os resultados obtidos por espectroscopia fotoacuUstica e difracdo de raios-X
também indicam a formacdo do complexo de inclusdo, confirmando os obtidos por Ra-
man e FTIR.

Finalmente, os estudos deste trabalho sugerem que as técnicas empregadas sdo
ferramentas importantes que podem auxiliar no processo de caracterizacdo fisico quimi-
ca de complexos formados a partir de ciclodextrinas, uma area de grande importancia
cientifica e tecnologica, com possibilidades de aplicacdo na area de novos farmacos e

alimentos in natura e processados.
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Apéndice

Espectroscopia vibracional: Modelo diatémico classico

Neste apéndice apresentaremos brevemente o modelo vibracional cléssico para
moléculas diatdbmicas. Iniciaremos com a reviséo de alguns conceitos fundamentais para
o0 entendimento do modelo, cuja interpretacdo e o desenvolvimento matematico sdo mais

simples que o caso poliatdmico apresentado no Capitulo 3.
A.1Radiagdo e materia

A espectroscopia € a area da ciéncia dedicada ao estudo da interacdo da radiacéo
eletromagnética com a matéria. Como cada comprimento de onda transporta diferente
quantidade de energia e ao interagir com a matéria distintas interacdes sdo observadas
[88] A anélise dessas interacdes, através dos espectros moleculares e atdmicos, pode ser
utilizada para caracterizar o material em estudo. Os resultados levam a informacoes a
respeito da estrutura molecular (simetria molecular, distancia e angulos das ligacGes) e
das propriedades quimicas (distribuicdo eletrdnica, elongacdo das ligacBes, processos
intra e intermoleculares)!®41°!,

A radiacdo eletromagnética pode ser tratada classicamente como de carater ondu-
latério. Cada onda pode ser caracterizada por um comprimento de onda, conforme
ilustrado na Figura A.1. Maxwell (1855) foi o primeiro a apontar que a luz era justamen-
te uma forma de onda eletromagnética, fazendo parte do espectro completo que mostra-
se em ordem crescente de energia, desde as ondas de radio até radiacGes de alta energia

como os raios-X e os raios-y #47H,
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Figura A.1— Representacdo esquematica o espectro eletromagnético’®®.

Uma onda eletromagnética pode ser interpretada como uma componente do cam-
po eletromagnético E e uma componente do campo magnético B oscilando no espago,
como mostrado na Figura A.2[%™ A direcéo de oscilagdo é perpendicular & direcdo de

propagacao da onda.

B B _
Direcéo de
propagacéc

Figura A.2 — Componentes do campo elétrico e magnético de uma onda plano polarizadal®.

Nossa discussao se baseard apenas na interacdo da componente elétrica da radia-
¢cdo com a matéria. Assim, podemos escrever a componente do campo elétrico em

funcéo do tempo como:

Em que E, e v sdo a amplitude e a frequéncia da radiacéo, respectivamente 2. A

frequéncia esta relacionada com o comprimento da onda (A) da seguinte forma:

c= v (A.2)

Sendo c a velocidade da luz.
A absorcdo ou a emissdo da energia da radiacdo pela matéria ndo acontece conti-

nuamente, mas em pequenas fracdes de energia. Essa energia (E ) é proporcional a
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frequéncia v, do oscilador harmonico responsavel pela absor¢do ou emisséo da radiacao
%41 Assim podemos escrever:
E = hv, (A.3)

Em que hé a constante de Planck, cujo valor corresponde a h = 6.63 X

10734).5%. Einstein chamou a quantidade de energia hvde fétons. Um féton de energia
é emitido quando uma transicao eletrdnica ocorre. No processo de emissdo de luz um
elétron de maior energia (E,) decai para um estado de menor energia (E;) #2467 As-
sim podemos escrever a equacdo que forma a base de todo o estudo quantitativo da

espectroscopia:

E,—E =AE =hv (A.4)

Ao contrério da emissao, a absor¢do de um foton por um atomo acontece do es-
tado de menor para o de maior energia. Na Figura A.3 estdo esquematizados esses dois

processos envolvidos na interacdo da radiacdo com a matéria.

Eh Eh
hv hv
NA— NW—
E[ El
Absorg¢do Emisséo

Figura A.3 - Interacdo da radiacéo eletromagnética com a matéria.

A partir das transicdes, que sdo fornecidas pelos espectros, podem-se determinar
as posicoes relativas dos niveis energéticos de atomos e moléculas. No caso de molécu-
las, dependendo dos niveis energéticos envolvidos (eletrénicos, vibracionais e
rotacionais) as transicdes podem ser observadas em regides distintas do espectro eletro-
magnético P Geralmente na regido ultravioleta e visivel estdo compreendidas as
transicdes eletrénicas, as vibracionais na regido do infravermelho e as rotacionais na
regido de micro-ondas. Embora esta Gltima também possa ser observada na regido do
infravermelho afastado em situacGes envolvendo moléculas com atomos leves Y.

Assim podemos considerar que a energia total de uma molécula é a soma das di-
ferentes energias (eletrdnica, vibracional e rotacional) compreendidas por ela 4.

Eior = Eete + Evip + Eror (A'S)
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Em que E¢je > Eyip > Eor. ISt0 permite, numa primeira aproximagéo, que cada
um destes niveis possa ser considerado separadamente. Isto proporciona com que cada
espectro possa ser estudado independentemente das interacdes existentes entre eles 4.
Neste contexto, sera abordado a seguir o estudo dos espectros vibracionais através da
espectroscopia Raman e no infravermelho. O modelo foi aplicado & molécula diatdbmica,

cuja interpretacdo e o desenvolvimento matematico sdo mais simples.

A.2Modelo vibracional para moléculas diatdbmicas

O movimento vibracional é um deslocamento periodico referente aos ndcleos
(a&tomos) numa molécula, cujo centro de massa permanece inalterado no espago. A com-
binacdo linear apropriada dos deslocamentos de cada nucleo a partir da sua posicao é
chamada coordenada de vibracdo, g,e é usada para descrever um movimento de vibragado
particular 2% As moléculas poliatdmicas apresentam varios e distintos modos vibra-
cionais, j& moléculas diatdbmicas apresentam apenas um modo. Isto simplifica a analise
dos espectros e o tratamento tedrico. Por este motivo vamos iniciar nossa discussao
abordando o modelo para essa configuracdo. Utilizaremos para isso 0 modelo cléassico
do oscilador harménico, obtendo as equacfes de movimento a partir da equacdo de New-
ton. Em seguida obteremos por um caminho diferente o resultado anterior. No entanto,
introduziremos as expressdes da energia cinética e potencial a partir das equacdes de
Lagrange, cuja obtencdo se torna muito mais simples para o caso poliatdbmico.

Em um primeiro momento consideremos que o modelo para as vibracGes de uma
molécula é o de massas pontuais (correspondente aos nucleos atbmicos) ligadas por mo-
las, com massa desprezivel, correspondendo as ligacGes quimicas. Na Figura A.4,
podemos observar o exemplo mais simples para oscilador. Ele consiste de uma particula
de massa m ligada por meio de uma mola, de constante de forca k, a uma parede rigida.
A vibracdo consiste no movimento periddico da particula sobre o eixo que contém a mo-
la, fazendo com que a mesma sofra distenséo, aumentando e diminuindo a distancia da

particula & parede 7.

Figura A.4— Oscilador harmdnico: a particula de massa m vibra contra um ponto fixo sob a influéncia de

uma mola de comprimento X e constante de forca k.
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Vamos basear nossa discussdo na Figura A.5, que descreve a energia potencial
associada a molécula. Para compreendermos 0 movimento envolvido precisamos enten-
der primeiramente como a energia potencial tem influencia sobre ela.

Nas regides vizinhas ao minimo da curva ( ponto R.) a energia potencial pode ser

aproximada por uma curva parabélical®®!. O que nos permite escrever:

1
V= Eksz Ax =x—R, (A.6)

Em que k é a constante de forca da ligacdo, cujo valor aumenta a medida que as
fronteiras da curva do potencial tornam-se mais abruptas /.
Para entendermos melhor a relagcdo entre forma da curva do potencial e a cons-

tante k, vamos expandir o potencial em torno do minimo usando série de Taylor:

v N AN
V(Ax) =V(0) + <m)0 Ax + 5<dAx2>0 Ax? + - (A7)

Para pequenos deslocamentos ao redor do ponto de minimo podemos desprezar
todos os termos de ordem superior ao quadratico. O primeiro termo, por escolha, pode
ser considerado zero. A derivada primeira também se anula por se tratar de um ponto de
minimo, regido de equilibrio estavel. Logo, o Unico termo diferente de zero € o propor-

cional ao quadrado do deslocamento, e entdo podemos escrever:

d:v
1
V(Ax) == Ax? .
(Ax) 2<dAx2>O (A.8)

O que nos leva a constatar, em primeira aproximacao, que a curva da energia po-
tencial para uma molécula é parabdlica e a constante de forca k pode ser identificada

com a derivada segunda de V com relagéo ao Ax 5°;

L= < d*v > (A.9)
0

dAx?

Vemos entdo que se a curva da energia potencial for muito abrupta, fortemente
confinante, correspondera a uma ligacéo rigida com valores elevados de k. Ao contrario
se a curva for muito aberta e rasa, a constante k serd pequena, como mostra a Figura
A.6.1%%,
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‘ ‘ Parabola

Energia potencial da molécula
™~

|
I f

Separacéo internuclear

Figura A.5—- Energia potencial da molécula em funcéo da separacao internuclear. O potencial do tipo para-
bélico pode ser considerado como uma boa aproximagao em regides proximas ao fundo do pogo.A medida
que saimos dessa regido a aproximagao torna-se ruim e completamente errénea. Nessas condigdes verifi-

camos que a curva de potencial real ¢ menos confinadora do que a parabola’®.

k

A VA

Figura A.6- A constante de forga é uma medida da curvatura de energia potencial nas

proximidades do comprimento de ligacdo no equilibrio. Quanto mais ingreme 0 po¢o
[63]
k'

maior sera o valor de
Associada a energia potencial existira uma forca de restauracdo, conhecida como
lei de Hooke, exercida pela mola com a finalidade de trazer a particula de volta a posi-

cdo inicial®. A relagdo entre elas é dada por:
dv (A.10)

Substituindo V pela Equacao(A.8), e ja trocando a derivada segunda por k, obte-
mos:
f=—kAx (A.11)

E importante notar que o sinal negativo indica que a forca de restauracio é con-

traria ao deslocamento inicial sofrido pela particulal®”.
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Da segunda lei de Newton temos:
f = mAx (A.12)

Igualando com a lei de Hooke, temos:
f = —kAx = mA% ou Ax + %Ax =0 (A.13)

Equacao do oscilador harménico

A Equacéo (A.13)descreve 0 movimento para um oscilador harménico. Uma vez
que a particula entra em movimento assim permanecera, completando ciclos, a menos
que forcas externas atuem no sistema cessando o movimento ©H67,

Devido o movimento ser periddico é esperado que a solugcdo da Equacgdo (A.13)
para Ax também seja periodica. Fungdes que se repetem no tempo, COMOo Seno e Cosseno

sdo pertinentes para este caso. Pode-se escrever a solugdo como:

Ax = x, cos(2nvt + @) (A.14)

A posicéo inicial da particula € dada por x, e a fun¢do cosseno com o termo 21
indica a periodicidade do movimento®”. A frequéncia com que acontece o0 movimento é
representada por v e € o proximo parametro de interesse a ser obtido.

A partir da solucdo acima pode-se determinar AX e entdo substituindo na equacéo

do oscilador obter a seguinte expressao:

k
—4m%v?%x, cos(2mvt + @) + —Xo cos(2nvt + @) =0

k
—An?v? 4+ —=0
m

s |k (A.15)

21 E

Sendo v a frequéncia de oscilagdo da particula, ela depende de duas variaveis que
sdo propriedades da propria particula, a massa e a constante de forga[“]. E possivel veri-
ficar que a Equagéo (A.14)¢ solugado do sistema desde que v satisfaga Equacgao (A.15).

A energia potencial e cinética associada a esta particula é dada respectivamente

por, V = %kAx2 eT = %mAa’cZ. De posse das duas equacdes pode-se construir a fungdo
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Lagrangeana (L = T-V) e obter por um segundo caminho as equacfes de movimento da
particulal®®!.

A equacio de Lagrange pode ser dada por'®®!:

aory_ot _, (A.16)
dt loAx 0Ax

Analisando as expressdes para as energias observa-se que T é funcdo apenas de
Ax eV apenas de Ax. Logo é possivel reescreve-la da seguinte forma:
d [oT dv

— ||+ 2 =0 (A.17)
Efetuando as derivadas indicadas na equacao acima:
) - o) -
Que resulta:
mAX + kAx =0 (A.19)

Que é idéntica a encontrada anteriormente e levard ao mesmo valor de frequéncia
apresentada na Equacdo (A.15). A seguir sera que o sistema seja constituido por duas
particulas de massas m, e m,ligadas por uma mola, representado a ligagdo quimica exis-

tente entre elas, de constante k, como ilustra a Figura A.71%"),

k
o @00 @™
Axl AXZ

Figura A.7- A molécula diatdmica como um oscilador harmdnico.

Este caso torna-se mais complicado porque agora as duas particulas vao sofrer
pequenos deslocamentos, durante a vibracgdo, representados porAx; e Ax,. Estes repre-
sentam as variagdes das coordenadas cartesianas com 0 movimento (Ax, Ay, Az) e nédo
devem ser confundidos com as coordenadas cartesianas das posi¢des de equilibrio (X, v,

z). Esclarecido isto, as energias cinética e potencial podem ser escritas como segue!®®':
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T = %(mleiz + mzAxéz) eV = %k(sz — Ax;)? (A.20)

Conhecidas as expressfes para as energias pode-se determinar a equagéo de La-

grange para cada coordenada, 0 que originard 0 seguinte sistema de equacOes

diferenciais:
d =0
dt 6Ax1 dAxl
(A.21)
d
=0

dt E)sz dsz

Substituindo a Equacdo (A.20)em (A.21) e fazendo as derivadas existentes ob-

tém-se com relacdo, primeiramente, a Ax;:

d . _
a (mlel) - k(sz - Axl)—o (A22)
mlel + k(sz - Axl) == 0

Procedendo analogamente com relacédo a Ax,surgem duas equacgdes de movimen-
to:
mqAx; — k(Ax, — Axy) =0
1847 2 1 (A.23)
Como visto anteriormente essas equacdes tem solugdes do tipo oscilatérias, logo
podem ser escritas como Ax; = A;cos(2mvt + @) e Ax, = A, cos(2mvt + @)fornecen-
do as solucbes deste sistema de equagdes. Substituindo Ax; e Ax, e suas respectivas
derivadas na Equacao (A.13):
_4‘7T2V2m1A1 - k(AZ - Al) = O

(A.24)
—4‘7T2V2m2A2 + k(AZ - Al) = 0
Reagrupando segundo as amplitudes:
(—4m®vim, + k)A, — kA, =
! v (A.25)

_kAl + (_4'7T2V2m2 + k)Az =0

Além da solucdo trivial, A; = A, = 0, este sistema de equacdes lineares homo-

géneas terd solucdo se o determinante dos coeficientes das amplitudes for igual a zero:
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—4m?vim, + k —k _ 0
—k 42v2m, + k1 (A.26)
Resolvendo o determinante obtém-se:
(4r?vH)[4n?vimm, — (my + my)k] =0 (A.27)
Cujas raizes sao:
v=0ev=— |% (A.28)
2wl U

Sendo, p = m;m,/(m;,m,) a massa reduzida.
Substituindo a primeira raiz em (A.25), resulta: kA; = kA,. Como as amplitudes
estdo relacionadas aos deslocamentos, o resultado acima leva a Ax; = Ax,, que € 0 mo-

vimento de translacdo. Para o segundo valor de frequéncia:

k
(_;ml +k)A1 _kAZ = 0

" (A.29)
Somando membro a membro tem-se:
k

— Ay
O que leva a m;A; = —m,A,, ou o= —le—j 0 que corresponde a escrever

j% = —2—?. Conclui-se deste ultimo resultado que as particulas se deslocam em direcdes

opostas e com amplitudes inversamente proporcionais as suas massas, ou seja, executam
movimento vibracional. Outra informacdo interessante € com relacdo a segunda raiz ob-
tida. Verifica-se que a molécula diatbmica apresenta apenas um modo vibracional, que é
definido em funcdo das massas dos dois atomos e da constante k. Esta Ultima ainda pode
revelar importantes caracteristicas a respeito do grau de interacdo entre 0s 4&tomos na
ligacdo quimica existente!®!.

O modelo discutido também pode ser resolvido utilizando coordenadas internas.
Elas caracterizam as varia¢Oes da forma de uma molécula, diferenciando-se da forma no
equilibrio, independentemente da posi¢do da molécula ou da orientagcdo no espaco. O
tipo mais comum define mudancas de comprimento das ligacdes e dos angulos de liga-

cdo com relacdo a posicdo de equilibrio®. Para a molécula diatdmica a coordenada
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interna pode ser escrita por Ar,(Ar = Ax, — Ax;),, da ligacdo entre os atomos 1 e 2[°,
Assim podem-se obter equagOes separadas para translagcdo (coordenada de centro de
massa) e para a vibracdo (coordenada interna de ligacéo).

A energia cinética pode ser escrita em funcdo das coordenadas cartesianas de

deslocamento e a energia potencial em func¢do da coordenada interna, como a seguir:

V=-k(Ar)? e T = (mdx,* +myAx,”) (A.31)

Para o centro de massa, com coordenada X, € possivel escrever que:

mlel + mzAXZ ES (m1 + mz)AX (A32)

Substituindo nesta equagdo Ax, por Ar + Ax;:
myAx; + my(Ar + Ax;) = (my + my)AX (A.33)

O que resulta em:

m
Ax; = AX — ——2— Ar (A.34)
mq + m,
Procedendo de forma analoga encontra-se uma equacao para Ax,:
m
my +m,

De posse de Ax; e Ax, pode-se deriva-los em funcdo do tempo e seguida substi-
tuir na expressao da energia cinética. O que resulta em:

T =1[(m; + my)AX? + uii?| (A.36)

@) que permite escrever novamente as equa(;c"Jes de Lagrange:
droT av
datlaar) Y oar -
droT aVv

dtlaax) T oax =

(A.37)
0

Calculando as derivadas e rearranjando os termos obtém-se:
ULV + kAr =0

A.38
(my + my)AX (A.38)
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A primeira equacgdo tem forma parecida com as ja resolvidas, e sua solucdo é

Ar = Aycos(2mvt + @). Que levard ao mesmo valor de frequéncia obtido anteriormente:

1 |k

v=— |- (A.39)
2w |u

A segunda equacdo corresponde a um movimento translacional, com solugéo

AX = 0.
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e Tundagao Universidade Estadual de Maringa
A\ Pri-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacdo

(o
4 . 4 . .
Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

N°0069.0.093.000-11 PARECER N° 035/2012

Pesquisador(a) Responsavel: Graciette Matioli

Centro/Departamento: CCS / Departamento de Farmacia

Titulo do projeto: “Avaliagio da complexagio da papaina com ciclodextrina e elaboragio de curativo ndo
adesivo para debridamento, cicatrizagio e absorgio de odor de tilceras de pressiao”

Consideracdes:

Trata-se de protocolo de pesquisa de area tematica II, fase II, com o objetivo de “preparar e analisar os
complexos de inclusdo das ciclodextrinas (CDs) com a papaina por andlises térmicas e espectroscopia
fotoacustica e elaborar um curativo ndo adesivo para debridamento e cicatrizagdo das ulceras de pressio,

bem como absor¢io dos odores desagradaveis pelas CDs™.

rata-se de uma solicitagdo de emenda do protocolo acima citado com adi¢do de mais um

rupo de tratamento, no qual, a formulagio terd adigiio do hormdnio Insulina. A inclusdo de

al horménio se justifica pelo auto potencial anabolico do mesmo, o qual poderia facilitar a
icatrizagdo das tlceras de pressdo.
Dessa forma, os grupos a serem pesquisados receberfo trés formulagdes a saber:

ormulagdo A - pomada com insulina;

ormulagdo B - pomada sem insulina (controle);

ormulagio C - pomada com complexo HPRCD-I.

onsiderando que os protocolos de aplicagdo e os sujeitos sdo os mesmos ¢ esses ja foram|
aprovados por esse comité com parecer favoravel (n° 133/2011) e considerando a apreciagéo
do protocolo a luz da normativa ética vigente, este comité de ética em pesquisa se manifesta

por aprovar o protocolo na forma em que ora se apresenta.

Situagio: EMENDA APROVADA
CONEP: ( X ) pararegistro ( ) para analise e parecer Data: 17/09/2012.

O protocolo foi apreciado de acordo

com a Resolugio n° 196/96 e

complementares do CNS/MS, na 246" ||| Profa. Dra. leda Harumi Higarashi
reuniio do COPEP em 17/09/2012. Presidente do COPEP

Campus Universitario — Avenida Colombo, 5790 — (DDD 0xx44) Fone: 261-4444
FAX: (0xx44)263-5116 — CEP: 8§7020-900 — Maringa - PR
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