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“Se as conquistas uteis a humanidade vos comovem; se ficais pasmados
diante da telegrafia elétrica, da fotografia, da anestesia, e de tantas outras
descobertas; se estais orgulhosos e conscientes da parte que cabe ao vosso pais
na conquista dessas maravilhas, tomai interesse, eu vos conjuro, por esses
recintos sagrados que chamamos de laboratorios. Fagais o possivel para que eles
se multipliquem. Eles representam os templos do futuro, da riqueza e do bem-
estar social. E por intermédio deles que a humanidade melhora e cresce. E neles
que o homem aprende a ler os segredos da natureza e da harmonia universal,
enquanto as obras do homem sé&o quase sempre obras de barbarie, de fanatismo

e de destruigéo...”

(Marie Curie, em seu discurso na inauguragéo do Instituto do Radio, em Paris,
julho de 1914, inicio da 12 Guerra Mundial)
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RESUMO

O USO DE RMN PARA ESTUDAR A ESTRUTURA DA AGUA EM
INTERFACES E SISTEMAS COLOIDAIS. O modelo de dois sitios, utilizado nos
estudos de relaxacdo do solvente em solugdes de carboidratos, pode ser
transposto de forma satisfatoria para solucdes de polimeros hidrofilicos. Polimeros
que possuem hidrogénios labeis, isto é, que possuem hidrogénios disponiveis
para troca quimica com os hidrogénios da agua, causam aumento da taxa de
relaxagao spin-spin do solvente, R,, em relagcdo ao valor obtido para a agua pura
O efeito torna-se mais intenso na medida em que a concentracdo dos polimeros
aumenta. Polimeros que ndo possuem hidrogénios labeis ndo alteram
significativamente o R, do solvente, pois o0 mecanismo de troca quimica nédo é
estabelecido. A relaxagao do solvente pode ser usada para estudar o processo de
transicdo sol-gel em sistemas poliméricos. Conforme o gel é formado, as
moléculas de agua comegam a ser confinadas e a taxa de relaxagao do solvente
aumenta significativamente. A estrutura de hidrogéis supramoleculares formados
entre PEG e a—CD, a qual possui uma cavidade hidrofébica em relacdo ao seu
exterior hidrofilico, dependem das concentragbes de seus constituintes e da
massa molar do polimero. Quanto maior a massa molar do polimero, menor o
numero de pontos de reticulagao e mais fragil sera o hidrogel. A partir da entrada
de 2 moléculas de a—CD em uma cadeia de PEG linear 1.470 Da, a complexacao
torna-se mais intensa, levando ao recobrimento de toda a cadeia polimérica. A
cinética de gelagdo entre a—CD e PEG, estudada por medidas do tempo de
relaxagao spin-spin (T2 = 1/Ry) do solvente, fornece um perfil de curva que pode
explicar o processo de complexagao e formagao do gel como um todo. A liberagao
e o confinamento de moléculas de agua séo refletidos no tempo de relaxagao
spin-spin destas. Ao liberar moléculas de agua, observa-se uma diminuigdo nos
valores de R, da agua até um ponto minimo, a partir do qual os valores comegam

a aumentar devido ao confinamento destas moléculas.

xi



xii



ABSTRACT

THE USE OF NMR TO STUDY THE STRUCTURE OF WATER AT
INTERFACES AND COLLOIDAL SYSTEMS. The two sites model used in the
studies of solvent relaxation in carbohydrate solutions was also applied for
hydrophilic polymer solutions. Polymers with labile hydrogen atoms, meaning they
have hydrogen available for chemical exchange with the hydrogen atoms of water,
increase the solvent spin-spin relaxation rate, R,, relative to the pure water. The
effect becomes more intense as the polymer concentration increases. Polymers
without labile hydrogen do not affect significantly R, of the solvent, because the
chemical exchange mechanism is not established in this case. The solvent
relaxation can be used to study the process of sol-gel transition in polymer
systems. When the gel is formed, the water molecules become confined and the
solvent relaxation rate increases significantly. The structure of supramolecular
hydrogels formed from PEG and ¢-CD, which has a hydrophobic cavity and
exterior hydrophilic, depends on the concentration of the constituents and the
molar mass of the polymer. The higher is the molar mass of the polymer, the fewer
is the crosslinking points and more the fragile is hydrogel. Since the inclusion of
two o—CD molecules in a chain of linear PEG 1470 Da, the complexation becomes
more intense, leading to the full inclusion complex. The kinetics of hydrogel
formation between o—CD and PEG was studied by relaxation time measurements
of the spin-spin (T, = 1/R;) of the solvent, provides a curve, whose shape can
used to explain the process of complexation and the gelation process at all. The
release and confinement of water molecules of the gel are affect spin-spin
relaxation the time of the water molecules. The releasing of the water molecules,
results in the decreasing of R, up to a minimum value, and beyond this point the

values increases again, due to confinement of these molecules.
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CAPITULO 1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 FUNDAMENTOS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, RMN, fundamenta-se na
absorgdo seletiva de ondas de radiofrequéncia RF (10° a 10° Hz) por amostras,

contendo nucleos magnéticos, colocadas em um campo magnético externo e
homogéneo By. Quando uma amostra ativa em RMN é colocada sob influéncia de
By, 0s nucleos realizam um movimento de precessdo ao redor deste campo. As

ondas de RF estd associado um campo magnético oscilatério B;. Para que o

sistema entre em ressonancia e absorva essa energia, a frequéncia de oscilagao

de BT deve ser igual a frequéncia de precessdao dos nucleos magnéticos da
amostra. Os nucleos excitados pela radiagao retornam ao estado inicial emitindo
energia. A determinagéo precisa dos valores dessa energia e da velocidade de
retorno do sistema ao estado inicial (relaxagao) fornece informagdes sobre a
estrutura molecular e sobre a dindmica da amostra.

Uma molécula ativa para RMN deve apresentar nucleos magnéticos, isto €,
nucleos atbmicos que se comportam como minusculos imas e, portanto,
conseguem se alinhar com um campo magnético externo, quando submetidos a

este. NUcleos magnéticos apresentam momento magnético nuclear 1, proporcional
ao momento angular de spin nuclear | pelo fator y, razdo magnetogirica, uma

constante propria de cada nuclideo (nucleo magnético). O I & um momento
angular intrinseco do nuclideo.
w= 1 [1]

O momento magnético nuclear pode ser tomado, em uma visao classica, como
resultante da rotagdo do nucleo em torno de um de seus eixos. Ou seja, uma
distribuicdo de cargas, em movimento de spin, produz um campo eletromagnético,
ao qual associa-se um momento magnético.

Em uma descrigdo quantica, o momento angular de spin nuclear | é uma

propriedade vetorial com grandeza quantizada e expressa em termos do numero

quantico de spin nuclear [



_I)

=+ 1" h/2x 2]

onde h é a constante de Planck, 6,626 x 10>* J s, e | pode apresentar valores
inteiros ou semi-inteiros. /| = 0 representa nucleos com auséncia de le 1 e,

consequentemente, inativos em RMN. A orientagdo do vetor | também ndo deve
ser qualquer em relacdo a uma diregao escolhida, z, por exemplo, qual é definida

como a dire¢cdo de aplicagdo do campo magnético. Apenas determinadas

-

componentes |, sdo permitidas, de acordo com os principios da Mecanica

Quantica:

-

L=mhi2n=mh 3]

com m; (numero quantico magnético) assumindo os seguintes valores: -/, - | +

1,..., + I, quais representam as orientacdes permitidas para o spin nuclear. Para

nucleos com | = %2, qualquer medida de seu |, fornecera sempre um dos valores
+#7/2. A cada um dos 2/ +1 valores de m, corresponde um estado de spin nuclear

descrito por uma fungédo de onda de spin y . Essas fungdes sao auto-fungdes do

operador I, cujo auto-valoré m; 7.

O numero quéntico de spin |/ é determinado pelo numero de nucleons
desemparelhados, de acordo com o Modelo de Camadas para a distribuicao de
nucleons, qual € semelhante ao modelo atdmico de distribuicdo de elétrons em
camadas e envolve sequéncias distintas de niveis energéticos para os protons e
para os néutrons, onde o emparelhamento de nucleons ocorre apenas se estes
apresentarem spins opostos. Nucleos com numero par de protons e néutrons

possuem /= 0.1

1.1.1 NIVEIS ENERGETICOS E TRANSICOES

Quando uma amostra contendo nuclideos € submetida a um campo magnético
externo e homogéneo (Bg), os varios estados de spin nuclear adquirem energias

diferentes. Tais estados energéticos sdo degenerados na auséncia de By. Para

um nucleo de / = 72 , apenas dois niveis de energia sdo possiveis: o0 de menor



energia, a, correspondente a orientagéo preferida do nuclideo, com relagéo a By e,
o de maior energia, 3, a orientagdo oposta. Quanto maior for a intensidade de By,
mais estavel sera o nivel a e mais instavel o nivel B, pois a diferenga energética

entre 0s niveis torna-se maior conforme a intensidade de B_o) aumenta. Esses
nuclideos adquirem energias diferentes e se distribuem entre os estados
energéticos de spin nuclear, com pequeno excesso de populagdo no nivel de
menor energia, de acordo com a agitagao térmica do meio. Sendo z a diregao de
aplicacado de BT), tem-se a energia correspondente a interagéo entre e B_o),
considerando que E = - i . By:

E=-%.Bg:=-yIl,By=-ymhBg [4]

Dependendo do valor de m;, tém-se os valores das energias dos niveis a e f:

E.=-12yh By [5a]
Eg=+1/2yh By [5b]
E, portanto: AE=Eg-Es=7hBg [5¢]

A regra de selegdo para RMN diz que somente sao permitidas transi¢cdes entre

dois niveis de energia adjacentes se Am, = £ 1. A condi¢c&o de ressonancia &, pois,

a seguinte:
AE =hy =yh By [6a]
B
que implica em: v=120 [6b]
2n

onde v € a frequéncia da radiagcédo eletromagnética de RF necessaria para que
haja uma transicdo entre os niveis de energia de spin nuclear para um
determinado nuclideo. Ou seja, num espectro de RMN, o sinal observado para

esse nuclideo ocorre na frequéncia v . Entretanto, torna-se necessario fazer uma

normalizacdo no valor de v, pois quanto maior o By aplicado, maior sera v . Essa



normalizacéo é feita baseada na frequéncia de um composto de referéncia, como
o tetra-metil-silano (TMS), submetido ao mesmo campo B_o) e é denominada
deslocamento quimico 6. Tipicamente, os valores de v sao muito pequenos (da
ordem de Hz), devido a pequena diferenca energética entre os niveis de spin
nuclear, e torna-se conveniente expressar & em partes por milhdo, ppm. Esta

normalizacdo é muito util, pois faz cada nucleo magnético apresentar o mesmo

valor de deslocamento quimico qualquer que seja o valor de B, "4

5 =Y Vrws g [7]

ppm
VTMS

1.1.2 EFEITO DA ENERGIA DE RADIOFREQUENCIA
A diferenca entre as populagcées nos estados a e p determina um momento

magnético total, ou magnetizagdo macroscopica resultante, M, :Zﬁ, alinhada

com By, na diregdo z. Essa magnetizacdo € a resultante do movimento de
precessado que os vetores [ dos nuclideos realizam ao redor de Bj. A Wo) se alinha

a B_o) devido a distribuigdo dos 1 individuais no cone de precesséo, ao redor de B_0>,
serem aleatdrias. A frequéncia angular correspondente ao movimento de
precessao dos [ é wg, denominada Frequéncia de Larmor.

Em RMN, a variagdo da componente da magnetizagdo no plano xy é o que se
detecta através de uma bobina alinhada a esse plano. Para que isso seja possivel,
€ preciso que a magnetizagao se desloque da diregao z, produzindo componentes
nos eixos x e y. A forma encontrada para se produzir tal deslocamento, foi usar o
conceito de ressonancia através da aplicagdo de um campo magnético oscilatorio
B_l) muito pequeno (102 a 102 T), em relagdo a B_0> (2,5a15T), ao longo do eixo x.
Entretanto esse campo deve oscilar na frequéncia de Larmor, ou seja ® = wp, que
€ a condigdo para que haja ressonancia entre o sistema de spins nucleares e a
radiagdo RF e transferéncia de energia entre eles. Atualmente, utiliza-se a
aplicacao de um pulso de RF (método de onda pulsada), que é equivalente a

aplicagdo simultdnea de uma gama de frequéncias durante um intervalo de tempo



muito curto (1 a 100 ps). A duragéo do pulso, t,, e a intensidade de B4 determinam
0 angulo de deslocamento de My da direcdo z, angulo de nutagéo, ¢ = y B4 t,. Um
campo magnético oscilatério, com amplitude e duragao de aplicacédo adequadas
para produzir uma rotagao ¢ de n/2 rad, € chamado de pulso de 90°. Se o pulso for
ajustado para produzir uma rotacéo de = rad, sera designado como pulso de 180°.
Desta forma, o ajuste do tempo de aplicacdo do pulso de RF permite que a
magnetizagdo seja colocada em qualquer diregdo escolhida, sem perda em sua
grandeza, desde que t, seja muito menor que o tempo de relaxagéo spin-spin dos
nucleos analisados. A definicdo precisa deste tempo sera feita adiante. Portanto, o
controle de ¢ € a base das técnicas de medidas do tempo de relaxag&o spin-spin,
T,. Os tempos de relaxacéo T, € o parametro mais relevante neste trabalho.

A aplicacdo de um pulso de RF, na direcao x, perpendicular a B_o), faz alguns

nuclideos do estado o absorverem energia, alterando as populagdes entre os
niveis. A interacao de B_l) com os [ da amostra é a responsavel pela alteragdo na
distribuicdo dos nucleos magnéticos entre os estados energéticos. Para que B_l)
interaja com os 1 (fendbmeno de ressonancia) é necessario que algum componente
do vetor [ varie com a mesma frequéncia wy que BT Como a orientagdo dos i &
aleat6ria ao redor de B_o), 1 s6 pode ser conhecido em grandeza e através de sua
projecao na diregdo z. As componentes nos eixos x e y variam periodicamente, o
que é equivalente a assumir que o vetor i precessa ao redor de B_o), e justifica a
possibilidade de interagdo de i com B_f O pulso de RF induz os i a precessarem
em fase, criando uma coeréncia de fase em seus movimentos, e tende a agrupa-
los em semi-cones (para os estados a e B), o que faz a magnetizagéo
macroscopica resultante ser deslocada da diregdo z segundo o angulo de
nutacdo ¢, definido de acordo com t,. Essa magnetizagdo, entdo, passa a
precessar ao redor de BT) com a frequéncia do campo oscilatorio, wy, gerando
componentes oscilatorias nos eixos x e y (M_x) e M_y)). Esses componentes induzem,

segundo seus respectivos eixos, uma corrente elétrica que pode ser detectada por
uma bobina receptora, usualmente alinhada com o eixo y, detectando-se, portanto,



variagbes na componente M,. Quando a condicdo de ressonancia € atingida e
ocorre absorcdo da radiacdo de RF correspondente a transi¢cdo entre os niveis
energéticos, é registrado um sinal elétrico traduzido em um pico no espectro.

O campo magnético BT oscila linearmente ao longo do eixo x, variando de —x a
+X, 0 que € equivalente a uma oscilagdo circular, no plano xy, de duas

componentes deste campo, B e B,, que oscilam em sentidos contrarios com

frequéncias +wp € —wy, respectivamente. Sendo a Frequéncia de Larmor uma
quantidade negativa para nuclideos com y > 0, a precessdo dos [ ocorre no
sentido negativo, de +x para —y, antes da aplicagdo da radiacdo de RF, neste

caso. O sentido negativo € o mesmo do sentido de oscilagéo de B, . Desta forma,
B; interage com os [, enquanto B; pode ser desprezada por ndo possuir
interacéo significante com os [i. Entretanto, B; possui uma dependéncia temporal

que pode ser removida através de um truque matematico que utiliza um sistema
cartesiano rotativo que oscila na mesma frequéncia que B;. Esse referencial

rotativo (x’, y’ e z’) possui o eixo z’ alinhado ao eixo z do referencial do laboratorio
(considerado até agora) e os eixos x’ e y’ rotacionando ao redor de z’ com

frequéncia —wo.'%*

1.2 PROCESSO DE RELAXACAO

Quando o sistema entra em coeréncia, ocorre o aparecimento de componentes
da magnetizacdo nos eixos cartesianos, cujos valores s&o My, My e Mg,
considerando o referencial rotativo, e, consequentemente, a magnetizagéo deixa
de ter valor My na diregdo z’. A recuperagdo da magnetizagao ao longo do eixo z’
ocorre através dos processos de relaxagdo, ou seja, as componentes da
magnetizag&o voltam a ter os valores M, = Mg e My = My = 0.

Sendo o pulso de RF de duracdo muito curta, a remocédo do campo oscilatorio

B_l) faz com que o sistema de spins nucleares retorne a situagao de equilibrio. A
evolugdo das componentes da magnetizagdo, retornando ao equilibrio, ocorre
segundo tempos de relaxagdo proprios de cada componente. O tempo de
relaxacdo T4 esta associado a My e €, por isso, chamado de tempo de relaxacao



longitudinal, enquanto o tempo de relaxagdo T, esta associado a My e My e é
chamado tempo de relaxagao spin-spin.

A relaxagao entre niveis de energia nuclear é muito mais lenta que em outros
processos analisados por espectroscopia Optica, originando tempos de relaxagao
que podem ser até de segundos. A relaxagdo nuclear consiste em transi¢cdes de
spin nuclear estimuladas por campos magnéticos locais que oscilem com a
frequéncia de Larmor (mp) e possuem uma dependéncia aleatéria com o tempo.
Para um nuclideo de uma molécula no meio liquido, esses campos magnéticos
locais sdo devidos ao movimento Browniano das moléculas neste meio. O
nuclideo pode sofrer a influéncia de campos magnéticos locais associados aos
momentos magnéticos nucleares de outros nucleos proximos a ele, na mesma
molécula ou em moléculas vizinhas. Os campos magnéticos flutuantes podem ser
resolvidos em varias componentes, oscilando com diferentes frequéncias.
Considerando moléculas, cujo tempo entre colisbes sucessivas seja de 1072 s,
seus movimentos apresentardo componentes de frequéncia entre 0 e 10" Hz,
uma vez que, em um dado instante, algumas moléculas se movem muito
rapidamente e outras, muito lentamente.

Uma condigdo necessaria para que ocorra relaxagao € que os movimentos
moleculares tenham uma escala de tempo adequada, a qual para RMN ¢ lenta,
pois € definida pela frequéncia de Larmor, cujo valor tipico € da ordem de 10" Hz.
Processos muito rapidos, em relagdo a oy, como as vibragcdes moleculares, nio
sao eficientes para a relaxacao.

Em gases a baixa pressao, o livre caminho médio de uma molécula é grande e
esta pode rotacionar varias vezes antes de colidir com outras e alterar seu estado
rotacional. Em liquidos, as colisdes ocorrem com maior frequéncia e as moléculas
sofrem colisdes de todos os lados, sendo que cada colisdo acelera ou desacelera
seu movimento rotacional e altera seu eixo de rotacio.

Para esse tipo de movimento, € definido um tempo caracteristico denominado
tempo de correlagao rotacional, 1.. O tempo de correlacido pode ser entendido
como o tempo médio entre as colisdes moleculares para uma molécula num

determinado estado de movimento, sendo que o eixo de rotagdo desta molécula &



constantemente alterado devido as colisbes. Em outras palavras, o 1. mede o
tempo de duragdo de uma determinada propriedade de um sistema até que esta
seja anulada pelo movimento aleatério microscépico das moléculas deste sistema.
No caso da RMN, 1. esta relacionado com as flutuagdes dos campos magnéticos
locais devido ao movimento Browniano.

Em tempos muito menores que 1;, a maioria das moléculas esta préxima de
suas posigdes originais, enquanto para tempos muito maiores que 1, as
moléculas possuem orientagbes completamente aleatdrias. Valores tipicos de t.
para moléculas em solventes ndo viscosos, em torno de 25 °C, estdo na faixa de
100 ps. O tempo de correlacdo esta intimamente associado aos tempos de
relaxacdo Tq e T,, pois a relaxacdo esta relacionada com o movimento aleatério
molecular.

Existe uma importante distincdo entre o tipo de transi¢cdo causada por pulsos
de RF e aquele que leva a relaxagdo. Quando um pulso de RF é aplicado, todos
os nuclideos experimentam o mesmo campo oscilatério. O tipo de transicdo que
leva a relaxacdo afeta apenas poucos spins, devido a presengca de campos
magneéticos locais. Esses campos variam randomicamente em diregdo e
amplitude, o que leva a amostra ao equilibrio, e sdo gerados na propria amostra
por interagdes entre spins € o meio em torno deles (relaxagdo longitudinal,
envolvendo o retorno das populagbes ao equilibrio) ou por interagcdes apenas
entre spins (relaxagcdo spin-spin, que envolve o decaimento da magnetizagao
transversal a zero). O movimento aleatorio, rotagdo principalmente, resultante da
agitacao térmica do meio e das colisbes entre as moléculas, é o responsavel pelo
surgimento desses campos.

A evolugao temporal de M, corresponde ao processo de relaxag¢éo longitudinal,
dado pelo tempo T4, e dependente das populagdes nos niveis de energia. Durante
esse processo, o sistema de spins nucleares transmite 0 excesso de energia ao
ambiente, descrito genericamente pela palavra rede, pois os primeiros estudos de
relaxagao foram realizados em amostras de sélidos cristalinos, estendendo-se o

uso do termo rede para qualquer amostra. A rede se refere as moléculas com as



quais a energia pode ser trocada. Portanto, T4 também é denominado de tempo
de relaxacgao spin-rede.

A transferéncia de energia faz com que a rede sofra um aumento de
temperatura para manter a energia total constante. Esse aumento de temperatura,
devido a transformacdo da energia potencial magnética em energia cinética
molecular, € extremamente pequeno e nao pode ser determinado diretamente. A
medida da variagdo temporal da componente M, € uma forma indireta de se
observar a variagao da temperatura do sistema.

A relaxacido envolve dois processos: as populagdes retornarem ao equilibrio
(relaxacdo longitudinal) e a magnetizagdo transversal decair a zero (relaxagéo
spin-spin).

A relaxacao spin-spin implica em variagdes nas componentes transversais da
magnetizaggdo My e My. Os valores n&o-nulos dessas componentes s&o
consequéncia da coeréncia de fase na precessdo dos momentos magnéticos
individuais em torno da dire¢cédo z’, ou seja, ocorre o aumento da ordem no sistema
de spins nucleares, fazendo sua entropia diminuir. Esse estado macroscoépico de
coeréncia do sistema de spins é, entdo, caracterizado por menor entropia e maior
energia que o estado de equilibrio, uma vez que M, < My devido a tendéncia de
igualar as populagdes entre os niveis energéticos de spins nucleares.

Cada spin da amostra contribui para a magnetizagcao total, qual possui
componentes nos eixos x’, y’ e z’, como ja mencionado. As contribuigcdes ao longo
do eixo z’ produzirdo My. As contribuicdes transversas podem ser representadas
como vetores que precessam com Frequéncia de Larmor no plano x’y’. A diregéao
para onde cada vetor aponta mostra sua fase, o angulo medido a partir do eixo x’.
Se essas fases sdo randomicamente distribuidas, a magnetizagao transversal sera
zero, pois as contribuigdes individuais se cancelam. Um pulso de RF desloca a
magnetizagdo My da direcdo z’ e alinha os vetores das contribuicdes individuais
dos spins em uma diregdo, ou seja, gera uma coeréncia de fases. A relaxagao
transversa destroi essa coeréncia e leva o sistema a situacao de equilibrio.

Esse processo €, fundamentalmente, diferente da relaxagéo longitudinal, pois

corresponde a perda de coeréncia de fase entre os momentos magnéticos



nucleares individuais na sua precesséo. Na evolu¢do temporal de My e My ocorre
apenas perda da coeréncia, ndo havendo transferéncia de energia. E atribuida a
esse processo a denominacao relaxacado spin-spin, pois a perda da coeréncia de
fase é devida a interagbes diretas entre os momentos individuais de spin, sem

qualquer modificagao na energia do sistema.

Com a retirada de BT o sistema evolui para a situagdo de equilibrio
caracterizada por My = Mg e My = My = 0 e 0 Unico campo magnético atuante no
sistema é B_0>. A nado-homogeneidade de B_0> contribui para a relaxagéo spin-spin,
através da perda de coeréncia, pois nuclideos em partes diferentes da amostra
sentem valores ligeiramente diferentes de B_o) e precessam com frequéncias
diferentes.

A determinacdo experimental de tempos de relaxagdo tem se baseado,
atualmente, nos métodos de espectroscopia de RMN pulsada com Transformada
de Fourier. Basicamente, sdo utilizadas sequéncias de pulsos, a partir das quais
se observa a evolugdo das componentes longitudinais e transversais da
magnetizagcédo e se obtém os tempos de relaxagéo.

Na determinagdo de T, o primeiro pulso deve colocar a magnetizagdo no
plano x’y’, ou seja, ¢ = n/2 , que nao deixa componente longitudinal e cria uma
coeréncia de fase entre os p individuais. O comportamento da magnetizagéo
transversall € observado através da deteccao dos ecos de spins, que consiste no

alinhamento dos p no eixo y’.

Devido a ndo-homogeneidade de By, os i podem ndo apresentar a mesma
frequéncia angular quando deslocados para o plano x’y’. Para evitar desvios

cumulativos do vetor magnetizagdo, em relagao a esse plano, decorrentes da nao-

homogeneidade de BT), € utilizada uma sequéncia de pulsos de forma a produzir
os ecos de spins. Nesse processo, detecta-se, na verdade, a atenuacao dos ecos
de spin. Esses sdo os fundamentos da técnica CPMG (Carr—Purcell-Meiboom—

Gill), amplamente utilizada para medidas de T,.'%4*®
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1.2.1 EVOLUCAO DA MAGNETIZACAO - EQUACOES DE BLOCH

Na presenca dos campos magnéticos B_o) e BT a magnetizagdo My varia com o
tempo em grandeza, devido as transigcbes de spin, e em orientagdo, devido a
precessao ao redor de B_o), no referencial do laboratério. My varia também pelos
efeitos dos fendbmenos de relaxacao.

My varia com Bj e B; de acordo com a expressao:

(Cﬂ;/t[oj = TMxB = Y[(Msz - Msz)f +(M,B, -M,B,)j + (MXBy -M,B, )f(] 8]

sendo B= By + B; e f,]e k, os vetores unitarios nas diregbes x, y e z,
respectivamente.
De acordo com as componentes de B, e B; nos sistema cartesiano,

considerando ot a fase de B{no plano xy, os valores destas componentes sao:

Bx = B1 cos ot [9a]
By = - B4 cos ot [9b]
BX = Bo [90]

As componentes de My variam com o tempo da seguinte forma:

dM

dtx = y(MyB0 +M,Bsenw t) [10a]
aMm,

m = y(MZBlcos ot— MXBO) [10D]
dM

o z | = —y(MXBlsen ot+M,Bcos (Dt) [10c]
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Pode-se observar que M, varia com o tempo de uma forma particular em

relagao a BT que é o responsavel pelas transicdes de spins nucleares.

A relaxacao recupera os valores de equilibrio da magnetizagao, fazendo com
que um sistema de spins em coeréncia (M, # My, My # 0 e My # 0) volte a
apresentar M, # My e My = My = 0. Considerando que a evolugdo dessas
componentes ocorra de um modo exponencial (fenébmeno de 12 ordem), tem-se:

dM, -M

=—RM, = X 11a
dt 2 X TZ [ ]
dM -M
Y |=-R,M, =— [11D0]
dt T,
dM - M -M
o R (M, oM, = TMM) g

—_

Observa-se, nas equagdes acima, que a taxa de evolugdo de M, (R = 1/T4)
ndo precisa ser obrigatoriamente idéntica a taxa das componentes transversais
(R2 = 1/T2). M, atinge seu valor de equilibrio quando M, = My, porém as
componentes transversais podem atingir seu valor de equilibrio (zero) em um
tempo menor, ou seja, T1=2T, e R1 < R..

A integracao das Equacdes 11b e 11c mostra que as componentes transversal
e longitudinal da magnetizagdo, respectivamente, evoluem com o tempo
obedecendo a uma lei exponencial em cada caso, como € observado na Figura 1.

Os tempos T1 e T, podem ser obtidos a partir dessas equacgdes integradas:

M, (t) =M, (0)exp (- ¢/T,) [12a]
M, (t)-M, = [M,(0)- M, Jexp(- /T,) [120]

A Figura 1 mostra como My e M, variam exponencialmente com o tempo.
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M, M,
M,

M,(0)
M,(0)

t t

Figura 1. Variagao temporal de My e Mz.

As equacdes conhecidas como Equacgées de Bloch associam as contribuicdes

dos campos magnéticos By e B; e da relaxagao para a variagdo da magnetizagao
com o tempo:

aM M
( x J = y(MyBO +MZBlsena)t)— Tx

13a
- : [13a]
M, = y(M_B, cosawt — M B )—ﬂ [13b]
dl' z71 x0 T2
(dgz j = —7(MxBlsena)t +M B, cos@)—w [13c]
1

Se a frequéncia do pulso de RF coincidir com a Frequéncia de Larmor numa
amostra com uma unica frequéncia de ressonancia, a proje¢cao de My no plano x’y’
decai exponencialmente para zero com um tempo de relaxagao efetivo To e é a
responsavel pela indugcdo do sinal detectado. Esse sinal, designado como FID
(free induction decay), ao ser tratado matematicamente por uma Transformada de

Fourier, transforma o dominio temporal do sinal para um dominio de frequéncias,

fornecendo um espectro de RMN. "4
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O tempo de relaxacao spin-spin esta intimamente relacionado ao sinal RMN,
pois este depende diretamente da variacdo de My com o tempo (dM, / dt). A taxa
com que o sinal surge e desaparece, na vizinhanga da condi¢gao de ressonancia,
ou seja, a forma da banda, depende de T,. As Equacgdes de Bloch preveem uma

banda de forma lorentziana, cuja largura a meia-altura é dada por:

Av =111 To* [14]
onde
1/ T*=1/To+1/T,™ [15]

T,* € um tempo de relaxagdo spin-spin efetivo e T," é a contribuicdo da nao-

homogeneidade do campo magnético aplicado.”

1.2.2 MEDIDAS DE T, — A SEQUENCIA DE PULSOS CPMG
Na técnica pulsada de RMN, é aplicado um pulso de radiofrequéncia muito
intenso (B_{ da ordem de 10 T), num intervalo de tempo muito curto (t, entre 1 e

50 us), em relagéo a T4 e T,. Esse pulso faz MT, se deslocar de um angulo ¢ da
diregdo z’, denominado angulo de nutacdo. Se a frequéncia do pulso de RF

corresponde a situagdo de ressonancia, ou seja, € igual a frequéncia de Larmor
(v1), o campo magnético efetivo, ao longo do eixo rotativo x’, € equivalente a B_{
€ a magnetizagdo roda com velocidade angular y B;, ao redor do plano y’z,

definindo ¢. Se a aplicacdo de B; em ressonancia ocorre durante um tempo t,, a

amplitude de ¢ € dada por:
¢ =yBitp [16]
onde y é a razdo magnetogirica do sistema de spins nucleares, qual é

caracteristica para cada ntcleo magnético.
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Um campo magnético oscilatorio BT , com amplitude e duracdo adequadas
para produzir uma rotagéo ¢ de n/2 rad, é chamado de pulso de 90°. Se o pulso
ajustado para produzir uma rotagéo de = rad, sera designado como pulso de 180°.
Desta forma, a variacdo da duragdo do pulso de RF aplicado permite que a
magnetizagdo seja colocada em qualquer direcdo escolhida, sem perda da
grandeza de M_(; desde que f, seja muito menor que T4 e T,. Portanto, o controle
de ¢ é a base da técnica utilizada, neste trabalho, para as medidas de T, qual
envolve a detecgao de ecos de spin através da aplicacao de sequéncia de pulsos
de radiofrequéncia.

As medidas de T,, tempo de relaxagao utilizado neste trabalho, possuem

dificuldades experimentais devido, principalmente, a contribuicdo da néo-

homogeneidade do campo magnético By, ao decaimento do sinal FID e a largura
da banda a meia-altura. O alargamento das linhas mascara o efeito da relaxagao

natural T».

Na presenga de um campo magnético estatico ndo-homogéneo, o vetor WO) é
considerado a soma vetorial dos vetores magnetizagdo elementares provenientes
de volume suficientemente pequenos da amostra, de forma que nestes volumes o
campo seja homogéneo. Esses vetores sdao denominados isocromatas de spin,
pois todos os momentos magnéticos nucleares que determinam uma isocromata
precessam com a mesma frequéncia de Larmor. Portanto, nesse caso, existem
varias isocromatas de spin m; caracterizadas por frequéncias de ressonancia v;
ligeiramente diferentes, referentes aos nucleos situados em regides diferentes da
amostra e que, consequentemente, experimentam valores ligeiramente diferentes
do campo magnético estatico. Devido a essa dispersdo de frequéncias de
ressonancia, as isocromatas de spin perdem rapidamente a coeréncia de fase
apés um pulso de excitacdo, levando a aceleragcdo do desaparecimento da
componente transversal da magnetizacgao.

Entretanto, esse processo de defasagem é reversivel, sendo possivel efetuar a

refocagem das isocromatas de spin utilizando condi¢des apropriadas, como o
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controle de t,. Assim, obtém-se ecos do sinal FID, que é a base da técnica de
determinacao de To,.

Caso a corregao para a nao-homogeneidade do campo néao seja feita, o que se
mede é um tempo de relaxacao spin-spin efetivo T,*, como mostra a Equacao 10.

A técnica de aplicagdo de sequéncia de pulsos para medir T,, foi desenvolvida
por Hahn' e aperfeicoada por Carr, Purcell, Meiboom e Gill,>® levando o nome dos
quatros ultimos cientistas.

A sequéncia de pulsos CPMG, ilustrada na Figura 2, consiste na aplicagao
primeira de um pulso de 90° na diregdo x , ou seja, a magnetizagdo é deslocada

para o eixo y (Figura 2a). Ao pulso de RF esta associado um campo magnético
oscilatério B; que oscila no eixo x com a frequéncia de Larmor. Devido a nao-

homogeneidade do meio, os nucleos magnéticos da amostra sentem B; com

pequenas diferencas e precessam ao redor do eixo z com velocidade angular

maior ou menor que do referencial rotativo e de B_f , movendo-se em sentidos
opostos (Figura 2b). O sinal percebido depende da resultante dos vetores
magnetizagdo dos grupos de spin e decai com a constante de tempo T,*, pois o
decaimento combina os efeitos da ndo-homogeneidade do campo e da relaxagao
spin-spin. Apés um tempo 1, a aplicagao de um outro pulso na diregao y, porém de
180°, faz os nucleos manterem suas respectivas velocidades, mas inverte seus
sentidos no plano xy (Figura 2c). Os vetores continuam a precessar, porém o
afastamento das isocromatas comega a diminuir e o sinal resultante comeca a
crescer para se tornar um eco. Apés um tempo correspondente a 2t, todos os i da
amostra entram em fase, ao longo do eixo y, refocalizando-se o espalhamento
angular provocado pela ndo-homogeneidade do campo e obtendo-se um eco de
spins (Figura 2d). O sinal do eco passa a ser atenuado pelo fator exp(-2t/T>),
originado exclusivamente da relaxagdo spin-spin. Depois do intervalo 2t, a
magnetizacdo continua a precessar e as isocromatas voltam a se separar. Apos
um tempo correspondente a 3t, € aplicado novamente um pulso de 180°, ao longo

de y (Figura 2e), as isocromatas voltam a se aproximar (Figura 2f) e todos os
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1 entram em fase, apds 4t, ao longo do eixo y, quando outro eco de spins é

detectado (Figura 2g).

- (D (P
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|
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Figura 2. Sequéncia de pulsos CPMG utilizada para medidas de T,: a) aplicagéao
de um pulso de 90° na diregao x, W se desloca pra o eixo y; b) isocromatas de
spin precessando com velocidades diferentes, devido a ndo-homogeneidade de
B_o); ¢) aplicagdo de um pulso de 180° na diregao y, apds um tempo t; d) inversao
das isocromatas no plano xy, mantendo suas velocidades; e) todos os
I entram em fase, apdés um tempo 2t, na direcdo y, o eco é detectado; f)
aplicacdo de um pulso de 180° na direcdo y, apdés um tempo 3t; g) todos os
K entram em fase, apés um tempo 4, no sentido positivo da diregéo y, e o eco

€ novamente detectado.

A sequéncia de pulsos utilizada pode ser repetida n vezes e representada

por.1,5,8-9

[90° X — T — 180° y— 1 — (ec0) — T — 180° y — 1t — (€co)]x
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Com a remogéo de B;, apds a aplicagéo do pulso, a magnetizacdo M, retorna
a zero de acordo com o processo de relaxagao. Este retorno ao valor de equilibrio
ocorre na forma de um decaimento exponencial de primeira ordem e a taxa com

que esta relaxagdo evolui € dada pela integracdo de uma das Equacgdes

Diferenciais de Bloch, sendo t = 21:
My (t) = My(0) exp (-t/ Ty) [17]

Desta forma, a transformada de Fourier fornece espectros onde a intensidade
dos picos decai em fungcdo do tempo e permite a determinacéo de T,. A situagao &
ilustrada na Figura 3. O método utiliza uma regressé&o nado-linear para determinar

To.

Altura do pico

tempo /s

Figura 3. llustracdo do decaimento da altura do pico em fungdo do tempo, cujo

ajuste da curva permite a medida de T».
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Uma importante caracteristica dessa técnica é a independéncia entre a
intensidade do eco e quaisquer campos locais que tenham permanecido
constantes durante os intervalos de tempo entre as aplicagbes dos pulsos. As
isocromatas nao alteram suas velocidades com as aplicagdes dos pulsos de 90° e
180°, pois um aumento na velocidade, adquirida no primeiro pulso, sera
descontada no segundo. Desta forma, o valor do eco independe da né&o-
homogeneidade do campo magnético, pois esta ndo € alterada quando t €&
suficientemente curto para que o efeito da difusao translacional seja desprezivel. A
relaxacao spin-spin real ocorre devido a flutuagao dos campos locais, numa escala
de tempo molecular, e ndo ha garantia de um grupo de spins manter sua
velocidade durante a refocalizagdo. Por isso, os spins no interior dos grupos se
espalham, angularmente, com a constante de tempo T,. Ou seja, os efeitos da
verdadeira relaxagcdo nao sao refocalizados, porém o valor do eco de spin decai

com o tempo de relaxag¢ao spin-spin, de acordo com a Equacao 17.1°

1.2.3 A RELAXACAO DO SOLVENTE

A solvatacdo de um soluto pode ser estudada por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) através de medidas do tempo de relaxagcédo spin-spin (T2) do
solvente. Os valores de T, sdo diferentes para moléculas de solvente livres e
ligadas a superficie do soluto, devido a processos dinamicos, principalmente a
difus&o rotacional.

Moléculas livres do solvente apresentam alto grau de mobilidade. Porém,
quando o solvente esta ligado a uma superficie, 0 movimento molecular se torna
mais anisotrépico e mais restrito,causando a diminuigao do T».

Em sistemas onde ocorra troca rapida entre as moléculas de solvente, livres e
ligadas ao soluto, o tempo de relaxagdo pode ser descrito pelo T, médio do
solvente. Assim, o T, € muito sensivel a interacdo do solvente com o soluto, de
forma que a presenca de um soluto diminui o T, das moléculas do solvente

diretamente ligadas ao soluto."*""
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1.3 SISTEMAS COLOIDAIS

Consistem de sistemas nos quais, a0 menos, um de seus componentes
apresenta uma ou mais dimensdes dentro do intervalo 1 nm a 1 um. N&o existe,
entretanto, uma nitida separacdo entre sistemas coloidais e nao-coloidais,
principalmente no limite superior das dimensdes coloidais. Emulsdes, tratadas
como sistemas coloidais, podem apresentar goticulas de tamanho superior a 1
um. Frequentemente, os sistemas coloidais s&do encontrados em processos
industriais como fabricacdo de tintas e detergentes, na industria alimenticia e
cosmética e na ciéncia ambiental,. Uma caracteristica desses sistemas é a area
superficial ser relativamente grande devido ao pequeno volume dos agregados ou
das dispersodes. Isso confere aos sistemas coloidais propriedades superficiais, tais
como adsorgao e dupla camada elétrica.

Devido a grande complexidade desses sistemas, eles ndo podem ser tratados
com a mesma exatiddo associada a outros ramos da fisico-quimica. Alguns
materiais de composicdo duvidosa geram consideravel incerteza na
reprodutibilidade e interpretagdo de dados. Porém, progressos na compreensao
dos principios fundamentais da quimica e da fisica tornaram possivel desenvolver
teorias mais coerentes e provaveis com respeito a muitos aspectos do
comportamento coloidal.

Os sistemas coloidais podem ser classificados em trés grupos:

a) dispersées coloidais — sistemas heterogéneos, onde uma fase esta dispersa
em outra; sao termodinamicamente instaveis devido a elevada energia de
superficie, e irreversiveis, pois ndo se reconstituem apds a separagao de
fases. Emulsdes, sois e espumas sao exemplos desse grupo.

b) solugbes verdadeiras de substancias macromoleculares — o soluto destas
solucbes é formado por macromoléculas, naturais ou sintéticas, sendo as
solugbes homogéneas. Sado sistemas termodinamicamente estaveis e
reversiveis, como por exemplo, uma solugao de polimeros.

c) coloides de associagcdo — sistemas termodinamicamente estaveis, onde as

moléculas se associam em agregados de dimensdes coloidais, como os
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surfatantes que formam micelas em solucdo, a partir de uma determinada

concentragéao.

Na natureza, podem-se encontrar muitos exemplos de sistemas coloidais,
como as fibras de celulose, nas plantas, e as proteinas lineares (colageno,
miosina e queratina, por exemplo), nos animais. As proteinas globulares presentes
nos fluidos organicos se “enovelam” formando particula corpusculares. O leite é
outro exemplo de sistema coloidal, onde goticulas de sustancias graxas estido
dispersas em agua, assim como o ar com particulas de poeira dispersas.'?1*

Os estudos de sistemas coloidais sdo focados, principalmente, em caracteriza-
los de acordo com suas dimensdes e dinamica. Os métodos de espalhamento de
luz, de néutrons e de raios-X de baixo angulo sdo umas das técnicas mais usuais,
juntamente com técnicas de fluorescéncia. Os métodos de relaxagdo por RMN
fornecem também uma poderosa ferramenta para estudar coldéides. Um tipo de
solugao coloidal que temos especial interesse é a de ciclodextrina. Porém, esses
métodos ndo conseguem combinar a aplicabilidade de um determinado sistema
coloidal com uma seletividade quimica capaz de fornecer dados sobre a
composicao deste sistema.

A Ressonéncia Magnética Nuclear, através de medidas de T, do solvente,
mostra-se uma importante ferramenta para o estudo de sistemas contendo
ciclodextrinas.”®'® Estas moléculas podem se agregar formando estruturas
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supramoleculares ou complexos de inclusdo com polimeros , 0S quais podem

ser também estudados por medidas do tempo de relaxagéo spin-spin do solvente.

1.4 AS CICLODEXTRINAS

As moléculas atualmente conhecidas como ciclodextrinas (CD) foram isoladas,
pela primeira vez, em 1891 por Villiers®, a partir da descoberta da formacao de
um oligossacarideo quando o amido sofre uma clivagem enzimatica.

Em 1904, Schardinger confirmou os resultados de Villiers identificando as
estruturas de trés ciclodextrinas de ocorréncia natural (a-, B- e y-CD) e da enzima

responsavel pela sintese destes oligossacarideos ciclicos. Devido a estas
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descobertas, as ciclodextrinas eram conhecidas como agucares ou dextrinas de
Schardinger.

Entre 1911 e 1935, Pringsheim, na Alemanha, foi o principal pesquisador
nessa area, demonstrando que estes oligossacarideos sdo capazes de formar
complexos estaveis com outras moléculas em meio aquoso.

Porém, apenas em 1938 a estrutura quimica correta das ciclodextrinas foi
publicada. Freudenberg observou que as unidades de glicose, nesses
carboidratos, sao conectadas por ligagdes glicosidicas a-1,4.

Em 1953, Freudenberg, Cramer e Plieninger registraram a primeira patente
sobre as ciclodextrinas e seus complexos de inclusdo, tendo estudado as
possiveis aplicacdes para estes complexos.?!

Em meados dos anos 70, cada uma das ciclodextrinas naturais foi
caracterizada quimica e estruturalmente e os estudos com seus complexos de
inclusdo foram intensificados.?2

As ciclodextrinas, CD, sdo uma familia de oligossacarideos ciclicos
constituidos por unidades de a-D-glicose, opticamente ativas®, conectadas por
ligagdes glicosidicas a-1,4. Sdo produzidas a partir da amilose do amido pela agao
da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), qual € produzida por varios
microorganismos, como o Bacillus macerans. Dessa familia de carboidratos, as
trés ciclodextrinas que apresentam maior disponibilidade sao: «-CD
(ciclohexaamilose ou ciclomaltohexose), p-CD (cicloheptaamilose ou
ciclomaltoheptose) e y-CD (ciclooctaamilose ou ciclomaltooctaose). Essas
substancias sdo conhecidas como ciclodextrinas nativas e constituidas por seis,
sete e oito unidades de glicose, respectivamente.

A ciclizagcdo do amido, para produzir as ciclodextrinas, faz estas moléculas
adquirirem a forma de um cone truncado oco. Sendo n o numero de unidades
glicosidicas das ciclodextrinas em suas estruturas, as n hidroxilas primarias se
situam na borda menor do cone e, as 2n hidroxilas secundarias, ocupam a borda
maior. A cavidade que se forma, nessas estruturas, contém uma sequéncia de
grupos CH dos carbonos C3 e C5 e uma sequéncia dos oxigénios glicosidicos, ou

seja, a cavidade é relativamente hidrofobica, comparada com o exterior
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hidrofilico.2* Uma representacdo da estrutura da o-CD, e sua correspondente
forma pictérica de um cone oco é mostrada na Figura 4.

As ciclodextrinas, por apresentarem uma cavidade apolar, em solugdo aquosa
sdo capazes de interagir com diversas classes de moléculas, formando complexos
estabilizados por ligagbes nédo covalentes, denominados compostos de inclusao.
Estes complexos sao caracterizados pela penetracao parcial ou total de moléculas
na cavidade das ciclodextrinas, e esta propriedade tem sido principalmente
explorada no que diz respeito ao encapsulacido de farmacos e na quimica
supramolecular.?*®® A Figura 5 fornece as dimensdes, em angstrons, das

ciclodextrinas, representadas na forma de um cone oco.

cavidade hidrofébica

exterior hidrofilico

Figura 4. Estrutura molecular da a-ciclodextrina e sua representagao pictérica na

forma de um cone oco.?®
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Figura 5. Representagcdo molecular das CD na forma de um cone truncado, com

as dimensdes aproximadas em angstrons.?’

1.5 AS CICLODEXTRINAS NA QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A quimica supramolecular esta relacionada com a organizagcdo molecular e
envolve ndo apenas os conceitos da quimica molecular, estrutura e energia, mas
também o conceito de informacdo. Os complexos supramoleculares sao
caracterizados por se formarem espontaneamente. Os componentes da quimica
supramolecular se “comunicam”, formam associagdes, possuem “preferéncias” e
“aversdes”, “obedecem” a instrugbes e “passam” as informagdes. Ou seja, a
quimica supramolecular trata dos arranjos moleculares e das ligagdes
intermoleculares. No centro destas estratégias esta o conceito de reconhecimento
molecular, isto €, uma molécula é capaz de reconhecer outra de acordo com a
forma ou as propriedades que esta apresenta. A interagcdo e associagcdo entre
essas moléculas € uma consequéncia desse reconhecimento.

Os sistemas supramoleculares diferem dos sistemas da quimica molecular em
varios aspectos, como na estrutura e nos tipos de interacbes. S&o essas
diferencas que permitem a transferéncia das informagdes. A organizagao
estrutural tem um papel fundamental nos sistemas supramoleculares, onde grupos

de duas ou mais moléculas distintas interagem especificamente para formar um
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agregado organizado. Esses sistemas podem ser menores que algumas das
moléculas orgénicas mais primorosas sintetizadas atualmente, porém apresentam
alto grau de organizagao estrutural.

Enquanto as moléculas consistem em uma rede continua de atomos mantidos
unidos por ligagdes covalentes, as supramoléculas compreendem a unido de ions
e/ou moléculas através de ligagdes fracas nao-covalentes numa unidade discreta
com estrutura e dinamica bem definidas. As forgas intermoleculares que levam a
formacdo de estruturas supramoleculares podem ser ligagdes de hidrogénio,
interagdes de van der Waals, intera¢gdes doador-receptor (por exemplo, acido-base
de Lewis) ou interagdes idnicas. Esses tipos de forgas sdo importantes na
formagcdo de complexos de inclusdo e no controle de estados de agregacao.
Existem varios campos de aplicacdo para a quimica supramolecular, como na
construgdo de receptores, agentes de transportes, modelagem enzimatica,
liberagdo controlada de farmacos, sensores quimicos e circuitos elétricos
moleculares, dentre outros.

Os compostos supramoleculares apresentam trés niveis distintos de
organizagcdo estrutural: a estrutura primaria (a nivel molecular); a estrutura
secundaria que consiste da associagao de moléculas (entidades supramoleculares
que resultam das interagdes intermoleculares); a estrutura terciaria (o
empacotamento cristalino das entidades supramoleculares). Essa hierarquia de
niveis estruturais, do molecular ao supramolecular, pode ser facilmente
encontrada em sistemas complexos da natureza, como os virus, as células e os
tecidos.?830

Nos estudos de reconhecimento molecular, os compostos macrociclicos, como
éteres de coroa, criptanos, ciclofanos e calixarenos foram extensivamente
utilizados como hospedeiros moleculares, devido a presenga de uma cavidade
intramolecular. Entretanto, em muitos casos, os hdspedes moleculares ficavam
limitados a moléculas pequenas e ions simples. Tornou-se necessario encontrar
hospedeiros moleculares que pudessem reconhecer e responder sensivelmente a

moléculas maiores e mais complexas.
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Desde sua descoberta, as ciclodextrinas tém sido amplamente empregadas
com essa finalidade. Além de se complexarem com varios compostos de baixa
massa molar, como hidrocarbonetos e aminas, essas moléculas sao capazes de
formar complexos de inclusdo, com alto grau de seletividade, com uma ampla
faixa de moléculas hospedes através de interacbes nao covalentes em suas
cavidades hidrofébicas.'"°

Os complexos de ciclodextrina e moléculas pequenas, ndo poliméricas, sao
soluveis em agua, quirais, apresentam baixa toxicidade e precos, relativamente,
baixos, tornando-os de grande interesse para o desenvolvimento de analogos
enzimaticos e importancia industrial, principalmente na encapsulacao, liberacao
controlada e direcionamento de farmacos. 18193134

Desde a descoberta das ciclodextrinas nativas, foi preparado e caracterizado
um numero muito grande de complexos de inclusdo com CD e compostos
organicos e inorganicos de baixa massa molar. Em 1990, Harada e Kamachi®®
publicaram, pela primeira vez, estudos sobre a formagdo de complexos de
inclusdo em meios aquosos, com o-CD e poli(etileno glicol) (PEG) de massas
molares entre 400 e 10000 g mol™, quais produziram complexos estequiométricos,
com alto rendimento, no estado sdlido. Atualmente um grande numero de
complexos envolvendo ciclodextrinas e polimeros sdo conhecidos.

Os complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e macromoléculas lineares,
como os polimeros, designados polipseudorotaxana, vém sendo muito estudados
por serem precursores para a sintese de tubos de ciclodextrinas nao-covalentes e
por formarem, em alguns casos, hidrogéis supramoleculares.?6?3323¢ Nesse tipo
de estrutura, a cadeia polimérica penetra na cavidade de varias moléculas de
ciclodextrina e o complexo se mantém estabilizado devido a formagao de varios
tipos de ligagdes nao-covalentes: van der Waals entre o polimero e as CD; e
ligagcbes de H entre os grupos hidroxilas das moléculas de ciclodextrina vizinhas,
mediadas por moléculas de agua. S&o, na verdade, os mesmos tipos de ligagdes

que envolvem toda a quimica supramolecular.®-3®
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A Figura 6 exemplifica a estrutura de uma polipseudorotaxana formada entre a-

CD e poli(etileno glicol), onde observa-se a estequiometria 2:1 (dois monémeros

da molécula héspede para cada molécula hospedeira de oc-CD).17

Figura 6. Estrutura supramolecular de estequiometria 2:1 formada entre a-CD e

poli(etileno glicol)."”

O diametro da cavidade das ciclodextrinas desempenha um papel fundamental
na producao das polipseudorotaxanas. Enquanto o poli (etileno glicol) se complexa
com a o-CD, o processo ndo ocorre com a [B-CD devido a cavidade deste
oligossacarideo ser muito grande para manter o polimero nela, pois as interagdes
fracas nao-covalentes ndo sdo capazes de manter a cadeia inserida na cavidade
maior da B-CD.

Entretanto, o PEG é capaz de se complexar com a y-CD, produzindo um sdlido
cristalino com alto rendimento, como no caso da o-CD, onde a razao
estequiométrica é de quatro unidades monoméricas para cada molécula de y-CD.
Esse resultado indica que duas cadeias poliméricas conseguem penetrar na

cavidade dessa ciclodextrina.3%3°
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1.6 OBJETIVOS

Objetiva-se, neste trabalho, avaliar por medidas de relaxagao spin-spin, To,
como as moléculas de agua se comportam na superficie de moléculas como as
ciclodextrinas e os polimeros hidrofilicos e na combinagdo entre polimero e
ciclodextrina.

No caso dos sistemas poliméricos, objetiva-se avaliar como a estrutura
molecular dos polimeros afeta os tempos de relaxagdo das moléculas de agua.

No caso da combinacdo entre polimero e ciclodextrina, temos especial
interesse no processo de complexagao entre a ciclodextrina e o poli(etileno glicol),
pois, neste processo, a cadeia polimérica e as hidroxilas das ciclodextrinas séo
desidratadas e pode ocorrer a formagao de um hidrogel supramolecular, no qual
as moléculas de agua podem ficar confinadas nos seus intersticios. Este
confinamento pode, também, ser analisado através da relaxagdo destas

moléculas.
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CAPITULO 2. A RELAXACAO DO SOLVENTE EM SOLUCOES DE
CICLODEXTRINAS E DE OUTROS CARBOIDRATOS

Existe um enorme interesse pelas ciclodextrinas como substancias
encapsuladoras e como componentes importantes na quimica supramolecular.
Dentre as forgcas motrizes que levam a formagao de compostos de inclusao, as
interagbes das ciclodextrinas com moléculas de agua desempenham um papel
fundamental. A Ressonancia Magnética Nuclear mostra-se uma importante
ferramenta para estudar estas interacbes através de medidas do tempo de
relaxacado do solvente em solugdes de ciclodextrinas.

A andmala solubilidade da série homodloga das ciclodextrinas nativas (a-CD,
B-CD e y-CD), estudada e discutida na Dissertacdo de Mestrado Estudo Sobre a
Solvatagdo de Ciclodextrinas por RMN Através da Relaxagcdo das Moléculas de
Agua15, foi o motivador principal dos estudos tratados neste Capitulo.

A comparagédo entre as CDs nativas, HP-B-CD (hidroxi-propil-p—CD), DMe-
B-CD (dimetil-p—CD), glicose, B-lactose, dextrina e dextrana, quanto a relaxagao
spin-spin das moléculas de agua de suas solugdes diluidas, mostra que a
disponibilidade dos grupos hidroxila para efetuar a troca quimica com os

hidrogénios da agua esta intimamente relacionada com a relaxagao do solvente.

21 METODOLOGIA

Para todas as medidas, foi utilizado um espectrdbmetro de Ressonancia
Magnética Nuclear Varian 500 MHz, modelo Inova, e a técnica de ecos de spin

)>® com os

através da sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill
parametros otimizados (Apéndice A). Utilizou-se tubo de RMN com 5 mm de
diametro interno e uma sonda de detecg¢ao indireta. Um capilar de benzeno
deuterado contendo tetrametil-silano (TMS) foi colocado no tubo para fornecer

uma referencia e um sinal de deutério para travar o campo magnético e a
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radiofrequéncia. A temperatura foi fixada em 25,0 °C. A estimativa dos erros das
medidas encontra-se no Apéndice B.

Foi medido o T, dos prétons (T, 'H) de agua Milli-Q, variando-se a temperatura
entre 25 e 40 °C. As medidas também foram feitas com agua Milli-Q borbulhada

com nitrogénio por 5 minutos.

2.1.1 SOLUCOES DE DEXTRINA, DEXTRANA E B-LACTOSE

Foram medidos o T, de hidrogénio (T, 'H) do solvente de solucdes aquosas
de dextrina purificada (de milho, tipo 1, Sigma, lote 73H0041), de dextrana
(77000 Da, Sigma lote 66H0839) e pB-lactose (Sigma, lote 116K0705), usadas
sem purificar. Todas as medidas foram feitas em solugdes no intervalo de
concentracédo de 0,08% a 1% (m/m) para cada soluto. Os resultados foram
comparados com aqueles ja obtidos para solugbes de o—CD, B-CD, y-CD e

glicose.

Purificagdo da dextrina

A purificacdo da dextrina € necessaria para retirarem-se as fracdes insoluveis
que possam estar misturadas a ela. Foi preparada uma solucdo supersaturada,
5% (m/m), de dextrina em agua Milli-Q, qual foi mantida sob agitagdo em banho
termostatizado a (25,0 + 0,1) °C por 4 dias para garantir maxima solubilizagdo. A
parte superior da solucido, a qual ndo apresentava visivelmente fracdo sélida, foi
recolhida e centrifugada por uma hora a 3300 rpm. O sobrenadante foi separado e
levado ao freezer para posterior liofilizagdo. O sélido liofilizado foi utilizado na
preparacao das solugdes para medidas de T, do solvente e de viscosidade.

Medidas de Viscosidade das Solugbées de Dextrina

Para as medidas de viscosidade, foram preparadas solu¢des de dextrina
purificada em agua Milli-Q na faixa de concentracao de 0,08% a 1% (m/m), quais
foram analisadas em um viscosimetro de Ostwald, com capilar de didmetro 50um,

imerso em um banho termostatizado a (25,0 + 0,2) °C. Foram determinadas as
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viscosidades relativas das solugdes em comparagédo a viscosidade da agua Milli-
Q, a partir de medidas no tempo de escoamento de cada solugao.

2.1.2 SOLUCOES DE CICLODEXTRINAS SUBSTITUIDAS

Os T, 'H de solugdes de hidroxi-propil-p-CD (HP—B-CD) e de 2,6-
dimetil-p—CD (DMe-p-CD) , ambas da marca Sigma, foram medidos, no intervalo
de concentragbes de 0,08 a 0,75% (m/m), para serem comparados com as
medidas obtidas para a f—CD."®

Todas as solugdes foram preparadas de trés a quatro dias antes das medidas
de T, serem realizadas e mantidas, durante este periodo, em banho
termostatizado a 25,00 £ 0,01 °C. Foi realizada também a medida do T, da agua

pura nesta temperatura.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

O tempo de relaxagédo spin-spin (T2) dos protons da agua, em solugdes
aquosas diluidas contendo carboidratos, €, em geral, menor que o valor obtido
para a agua pura. Os estudos de Halstead e col.*’ mostram que a difusdo de
moléculas da agua e a troca entre prétons da agua e das hidroxilas dos
carboidratos sao extremamente rapidas nessas solugbes, mesmo em regides
proximas a pH=7, garantindo que o decaimento da magnetizagéo transversal seja
uma exponencial simples, caracterizada por uma unica taxa de relaxagcdo spin-
spin, (Rz = 1/T,), para os prétons do solvente. Como consequéncia dessa troca, 0s
prétons da agua retém uma “memoria” dos varios meios visitados na escala de
tempo da relaxagdo (T2) e esta relaxagdo pode servir para monitorar,
indiretamente, a dinamica e outras propriedades do soluto. Os autores utilizaram,
nos experimentos, a sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) para

as medidas de T, discutida no Capitulo 1.
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Em solugdes aquosas homogéneas de carboidratos, a troca entre os prétons
da agua e aqueles provenientes dos grupos hidroxila do carboidrato pode ser
descrita pelo modelo de dois sitios (proétons do carboidrato e protons da agua)
utilizado nos estudos de Halsted e col.*’ De acordo com esse modelo, a taxa de
relaxagao do solvente (R,) é dependente do tempo de vida médio dos protons no
soluto (kp), da fragcado de protons disponiveis para realizar a troca quimica (Py) e da
taxa de relaxacao intrinseca (Ry,) dos protons dos grupos hidroxila do carboidrato
e, também, da diferenga no deslocamento quimico (6w) em relagdo ao
deslocamento quimico da agua do seio da solugdo. Em solug¢des aquosas diluidas
(Pp << 1), a taxa de relaxagdo spin-spin R, é dada pela Equagdo de Swift-

Connick:414

R,=PR, +Pk, [18]

R;b + Rk, +(ow)’
(R,, +k,)* +(ow)’

onde Ry, é a taxa de relaxagédo intrinseca da agua livre em solugéo e P, =1 — Py.
Se Ry, € grande suficiente para ser possivel desconsiderar o termo (dw)?, a

Equacéao 18 se reduz a:

R, =PR,, +P/(R;, +ky') [19]

Sendo ky ' >> Ry, pode-se reescrever a Equacéo 19 como:
R, =P,R,, +Pk, [20]

Considerando que apenas uma fragdo F dos protons dos grupos hidroxila do
carboidrato esteja acessivel para troca, pode-se reescrever a Equagao 20 como:

R, =PR, +Fk,(P,) [21]

max

onde (Pp)max € 0O valor maximo de P, assumindo que todos os protons das

hidroxilas dos carboidratos estejam disponiveis para troca.
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Desta forma, o grafico de Ry versus (Pp)max tem uma forma linear com
coeficiente angular igual a Fk,. Considerando ainda que, para solugdes de
quaisquer carboidratos, o valor de k, seja 0 mesmo, consegue-se determinar F.
Os demais (1-F) préotons de hidroxila estdo envolvidos em ligagdes de hidrogénio
intramoleculares e ndo conseguem realizar a troca quimica com as moléculas de
agua, de forma a ndo contribuir com a relaxagao spin-spin do solvente.'®

Como (Pp)max representa uma fragao molar, pode-se assumir que a taxa de
relaxacdo spin-spin do solvente é linearmente proporcional a concentracido do
carboidrato. A inclinagdo da curva indica quao disponiveis estdo os protons dos
grupos hidroxila do carboidrato e reflete a conformagédo estrutural de suas
moléculas.

Os valores obtidos de T, do solvente para as solucbes analisadas foram
convertidos para taxa de relaxacédo (Ry), a fim de serem analisados segundo o
modelo de dois sitios. Para a agua pura o valor de R, é 0,395 s™', a 25 °C. Este
valor é calculado a partir da diminuicdo do valor da integral do pico a 4,7 ppm
(caracteristico do hidrogénio da agua).

Para verificar o efeito que o oxigénio (O), dissolvido nas solugbes estudas,
pudesse causar nas medidas, foram realizados estudos com agua Milli-Q sem e
com borbulhamento de nitrogénio (N).

O O, por ser uma espécie paramagnética, pode afetar as interagdes
magneéticas que ocorrem durante as medidas do tempo de relaxagédo e diminuir o
valor de T,. Desta forma, a eliminagdo desse gas da amostra tornaria a medida
mais precisa. Foram feitos estudos em diversas temperaturas, com o objetivo de
reduzir a concentracdo de oxigénio dissolvido na agua. Entretanto, observou-se
que a presenga do oxigénio nao altera significativamente a taxa de relaxagao,

como mostra a Figura 7.
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Figura 7. Efeito da presencga de oxigénio nos valores da taxa de relaxacao da

agua, em diferentes temperaturas.

Considerando esse resultado, tornou-se irrelevante borbulhar gas nitrogénio

nas demais solucdes estudadas.

2.2.1 SOLUCOES DE DEXTRINA, DEXTRANA E B-LACTOSE

De acordo com o discutido acima, o grafico de Ry versus (Pp)max tem uma
forma linear com coeficiente angular igual a Fk,. Considerando que, para solugdes
de quaisquer carboidratos, o valor de k, seja 0 mesmo, consegue-se determinar F,
ou seja, a fragdo de protons dos grupos hidroxila do carboidrato acessivel para
troca quimica com os protons do solvente.

Os resultados obtidos encontram-se nos graficos da Figura 8.
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Figura 8. Taxas de relaxacéo do solvente em solug¢des de alguns carboidratos em

funcao de suas fragcbes maximas de prétons intercambiaveis.

Na Figura 8, encontram-se também dados referentes aos carboidratos: a-CD,
B-CD, y-CD e glicose, obtidos anteriormente'®, quais sdo utilizados como base
para comparagao. Em uma concentragdo massica especifica dos carboidratos
estudados, o numero de unidades glicosidicas é, aproximadamente, o mesmo.

Como o aumento na concentragao do carboidrato reflete em um maior numero
de moléculas de agua envolvidas na solvatagdo dos grupos hidroxila,
comparagdoes entre os valores de R, dos carboidratos podem fornecer
informacdes sobre a hidratacdo dos mesmos.

A maioria das intera¢des intermoleculares da agua é rapida, caracterizada por
um curto tempo de correlagao, relacionado a reorientagdo das moléculas de agua.
Entretanto, em solu¢des de carboidratos, as moléculas de agua ligadas aos
grupos hidroxila apresentam um tempo de correlagcdo maior, refletindo em uma

maior taxa de relaxacgdo do solvente.**
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Os valores obtidos de Fk;, para os carboidratos foram comparados com o valor
obtido para a glicose (Figura 9), qual foi assumida ter todos os prétons dos grupos

hidroxila disponiveis para troca.

Figura 9. Estrutura molecular da glicose (a-D-glicose) com a numeragao nos

atomos de carbono.

Os valores calculados de F dos carboidratos estudados, comparados ao da

glicose, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Valores calculados de F para os carboidratos estudados.

Numero Total de
Carboidrato grupos -OH por Fky /s F
unidade
monomérica

dextrana 3 149 0,3
B-lactose 4 142 0,3
a-CD 3 167 0,3
B-CD 3 129 0,3
v-CD 3 177 0,3

glicose 5 570 1
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De acordo com a Tabela 1, todos os carboidratos, com excecé&o da glicose,
possuem aproximadamente 30% de seus protons de hidroxila acessiveis para
troca.

As ciclodextrinas mantém a estrutura molecular de cone truncado oco (Figura
10) estabilizada por ligagdes de hidrogénio intramoleculares entre os grupos
hidroxila secundaria, conforme apresentado no Capitulo 1, de forma que apenas
os protons das hidroxilas primarias (correspondentes a 1/3 do total) estejam

acessiveis para troca com os prétons do solvente.

Figura 10. Estrutura molecular das ciclodextrinas (n = 6, 7 ou 8)

A dextrana é um polimero constituido por unidades de a-D-glicose ligadas
através de ligagdes glicosidicas o-1,6 *° (Figura 11), podendo se enovelar de modo
a formar ligagdes de hidrogénio intramoleculares através de seus grupos hidroxila.
Nesta conformagao, apenas 30% de seus protons de hidroxila apresentam-se

disponiveis para troca quimica com o solvente.
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Figura 11. Estrutura molecular da dextrana na forma linear (ndo enovelada).

Um resultado intrigante foi obtido para a p-lactose. Uma vez que esse
carboidrato é constituido por dois monémeros, um de —D-glicose e outro de -D-
galactose® (Figura 12), ligados por ligagdo glicosidica p(1-4) *°, esperava-se que
todos seus prétons de hidroxilas estivessem disponiveis para troca. Entretanto,
encontrou-se um valor de F igual a 0,3, indicando que apenas 30% dos
hidrogénios podem realizar troca com protons da agua. A explicacédo de tal
resultado pode ser obtida dos estudos de dinamica molecular de Almond*® para
oligossacarideos. Nesse trabalho, mostra-se que unidades sacarideas ligadas
através de ligacbes p(1-3) e p(1-4) apresentam ligagcbes de hidrogénio
intramoleculares fortes e podem, em menor grau, estarem envolvidas em ligagdes
do tipo ponte de agua, na qual duas hidroxilas interagem por ligacdo de hidrogénio
com uma molécula de agua em comum. Portanto, transpondo tais resultados para
a p-lactose, pode-se explicar, ainda que parcialmente, a concordancia dos

resultados de dinamica molecular com os dados de relaxagao do solvente.
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B-D-galactose B-D-glicose

Figura 12. Estrutura molecular da B-lactose.

Na dextrina, as unidades glicosidicas sdo ligadas por ligagdes o-1,4 *° (Figura
13).

Figura 13. Estrutura molecular da dextrina.
Esperava-se, portanto, que os valores obtidos de R, nas solucdes desse

carboidrato estivessem na mesma regido que da dextrana e ciclodextrinas, mas

observou-se um comportamento diferenciado para R, em fung¢ao de (Pp)max, COMO
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mostra o grafico da Figura 14. O resultado sugere a existéncia de duas regides
com taxas de relaxagdes distintas.

a-CD
p-CD
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dextrana
p-lactose
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Figura 14. Taxas de relaxagdo do solvente em solugdes de dextrina em fungado de
suas fragbes maximas de prétons intercambiaveis (a esquerda). Na figura da

direita, é repetido o grafico com os outros carboidratos para comparagao.

Uma possivel justificativa para esse comportamento seria um acentuado
aumento na viscosidade da solugdo acima de 0,25% (m/m), entretanto, ndo foi
observada uma variagao brusca na viscosidade relativa (n.) com o aumento da

concentragdo, como mostra o grafico da Figura 15.
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Figura 15. Viscosidade relativa de solugbes de dextrina em fungdo da

concentragao.

E possivel que a dextrina ainda contenha particulas dispersas, n3o
observaveis a olho nu, que possam afetar grandemente a taxa de relaxagdo da
agua. A presenga das particulas pode n&o afetar significativamente a viscosidade,
mas é suficiente para causar grande variagdo em T,. Um outro ponto a ser
considerado é o confinamento de moléculas do solvente na rede polimérica
quando a concentracdo aumenta. As moléculas do solvente com menor

mobilidade apresentam maior taxa de relaxagéo.

2.2.2 SOLUGCOES DE CICLODEXTRINAS SUBSTITUIDAS

Estudos de dinamica molecular*’#®

mostraram que a ciclodextrina que induz
mais fortemente a estruturagdo das moléculas de agua ao seu redor(B-CD) é,
portanto, menos soluvel, devido a perda entropica. Observa-se que as moléculas
de agua estdo mais estruturadas ao redor e no interior da cavidade da B-CD do
que nas outras ciclodextrinas. Desta forma, estabelece-se uma estreita relacao
entre a solubilidade e o grau de interferéncia das moléculas de ciclodextrina na
estrutura da agua liquida. A flexibilidade dessas moléculas esta associada ao

movimento interno de cada unidade glicosidica e as distorgdes na estrutura do
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macrociclo, refletindo em sua acomodagdo no meio liquido. Ou seja, a
estruturacdo da agua afeta diretamente o movimento interno e a acomodacéo das
moléculas de ciclodextrina no liquido.'>4748

As ciclodextrinas nativas sdo macrociclos que, no estado sdlido, apresentam
geometria bem definida, onde os atomos do oxigénio envolvidos nas ligagdes
glicosidicas (04) sdo coplanares, com desvios menores que 0,25 A do plano
médio formado entre eles. A distancia 04...04’ é aproximadamente constante para
as trés espécies, enquanto o angulo 04...04°...04” aumenta com o numero de
unidades glicosidicas, mas sdo as ligagcdes de hidrogénio que desempenham o
papel principal para o estabelecimento dessa geometria (veja Figura 16).

Além das ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas O-H...O-H, é comum
ocorrer em carboidratos ligagbes de hidrogénio do tipo C-H...O-H, quais
representam cerca de 25% do total. Elas ocorrem quando um atomo de oxigénio
nao satisfaz todo seu potencial receptor de ligagbes de hidrogénio e existem
atomos de hidrogénio de grupos —CH com suficiente potencial doador de ligagdes
de hidrogénio.*

No caso das ciclodextrinas, esse tipo de ligagcdo ndo apenas ajuda a estabilizar
as interagcbes em um complexo de inclusdo, como também contribui para a
estabilizagcao do arranjo cristalino e da conformagao do macrociclo.

As ligacbes de hidrogénio intramoleculares entre hidroxilas de unidades
monomeéricas vizinhas, 02...03’, sdo as responsaveis pela estabilidade da
estrutura cristalina das ciclodextrinas, qual nem sempre € um cone truncado
perfeito. A a-CD.6H,O apresenta todas as moléculas de agua extremamente
ordenadas, porém o macrociclo desta ciclodextrina sofre uma pequena distor¢cao
devido a ligeira rotacdo de uma unidade glicosidica, que se desalinha das outras
cinco. Esta rotagdo leva a ruptura de duas das seis ligagdes de hidrogénio
02...03'. Dessa forma, a hidroxila primaria desse monémero se aproxima do
centro da o-CD para fazer uma ligagdao de hidrogénio com uma das duas
moléculas de agua contidas na cavidade do carboidrato, estabilizando o complexo
aquoso. Esta conformacéo distorcida para a a-CD é observada somente quando a

agua € a molécula héspede. Com outros solventes, os complexos formados
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apresentam as seis ligagbes de hidrogénio O2...03’ e n&o ha distorgbes no
macrociclo.

A y-CD também forma uma estrutura circular mantida por ligagcdes de
hidrogénio 02...03’ intramoleculares, possuindo a menor distancia 02...03’ dentre
as trés ciclodextrinas e ligagdes de hidrogénio O2...03’ mais efetivas. A geometria
formada pelas oito unidades glicosidicas ¢ semelhante & geometria da B-CD,%**°
discutida a seguir, porém a estrutura do macrociclo é mais flexivel que as
estruturas da o-CD e B-CD.¥

No anel macrociclico da B-CD, as sete ligagdes de hidrogénio 02...03’ sao
estabelecidas, mantendo a estrutura do macrociclo rigida, pois as unidades
glicosidicas sofrem distor¢des muito menores que a a-CD, semelhante a y-CD. A
distancia 02...03’ € menor para a 3-CD, em relagao a a-CD, o que torna a ligagao
de hidrogénio mais efetiva, neste caso, e reduz a liberdade rotacional em torno da
ligacado glicosidica. Como consequéncia, a complexagcdo da B-CD nao afeta
significativamente a conformagdo do macrociclo.?*® Uma outra evidéncia da
maior forca das ligacdes de hidrogénio na p-CD foi observada por Casu e col.,”
através das constantes de equilibrio de troca do hidrogénio por deutério nas
hidroxilas secundarias da o-CD e B-CD (0,65 para a 3-CD e 0,75 para a a-CD).

O dodecaidrato de B-CD, B-CD.12H,0, possui sete moléculas de agua em sua
cavidade e, as outras cinco moléculas, em seu exterior. As moléculas de agua na
cavidade sao desordenadas e ocupam parcialmente onze sitios possiveis.
Estudos de difragdo de néutrons com -CD com todas as hidroxilas deuteradas e
com agua deuterada, mostrou que das 53 ligagées de hidrogénio da unidade
cristalina, 35 eram do tipo O-(2 D)...(2 D)-O, que representam o equilibrio
dindmico D-O...D-O < O0O-D...O-D, denominadas ligagdes de hidrogénio “flip-
ﬂop”_sz-se,

Essas ligagdes de hidrogénio ocorrem devido a uma desordem no cristal -
CD.12H,O e sao encontradas em todas as sete ligagbes de hidrogénio

intramoleculares 02...03’, como mostra a Figura 16.
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Figura 16. Seccdo da estrutura cristalina da B-CD.12D,0O deuterada, onde as
ligagcbes de hidrogénio sao indicadas pelas linhas tracejadas e, as ligagbes de

hidrogénio “flip-flop”, pelas setas curvas.*®

A desordem dos grupos D-O apresenta uma vantagem energética para o cristal
e é um comportamento caracteristico da 3-CD, podendo ocorrer também na y-CD,
mas nao na a-CD. Essa afirmacéo € comprovada por analises de raios-X, as quais
permitem observar a localizagdo dos atomos de hidrogénio das hidroxilas
secundarias apenas no cristal de a-CD, onde eles estdo ordenados. Entretanto, os
atomos de hidrogénio das hidroxilas secundarias ndao podem ser localizados nos
cristais de B-CD e y-CD, provavelmente devido a desordem destes atomos.

A desordem “flip-flop” esta confinada aos anéis de sete e oito unidades
glicosidicas por causa da geometria entre estas unidades otimizar a estabilizagao
das ligagdes de hidrogénio 02...03’, uma vez que as distancias 02...03 sao
similares para a B-CD e y-CD, enquanto € muito maior para a o-CD. Como a
geometria na o-CD é diferente devido a maior curvatura do macrociclo, as

condi¢cbdes para a ocorréncia de desordem “flip-flop” sdo menos adequadas que
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para as outras duas ciclodextrinas. Por razdées entropicas, uma rede de desordem
“flip-flop” é mais favoravel que uma rede ligagbes de hidrogénio ordenadas e
permite uma melhor estabilizagdo estrutural do macrociclo.*®

Em solugao, as ciclodextrinas sdo moléculas bastante flexiveis e abrangem
uma ampla faixa de conformagbdes, algumas das quais se afastam
consideravelmente de uma alta simetria.?* Em frente disso, assume-se que a
ciclodextrina de estrutura cristalina mais rigida, p-CD, apresentara menor numero
de conformacdes quando em solucéo.

A substituicdo de alguns grupos hidroxila na B-CD diminui o numero de
ligacbes de hidrogénio nesta molécula, aumentando sua flexibilidade e
solubilidade, como consequéncia. Ao realizar os estudos de relaxacdo com
solugbes de HP-3-CD e DMe—B—CD, almejou-se observar essa variagdo na
solubilidade através de diferengas na solvatagéo dos oligossacarideos. Entretanto,
os dados obtidos para essas solucdes é semelhante aos obtidos para solugdes de
B-CD15, como se observa na Figura 17. Portanto, as medidas de taxa de relaxagao
da agua indicam que, dentro do limite da técnica, a estruturagdo das moléculas de

agua ao redor das moléculas de ciclodextrinas € muito parecida.

® §-CD
O HP-p-CD a
10| X DMe-p-CD

0,9

0,8
) b *
» o
“~ 0,74 o «
14
O % & o
0,6
] [ J
05 5 ™
2% [ J
0,4 -
T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentragao / % (m/m)

Figura 17. Taxa de relaxagdo da agua em solugdes de B-CD, HP-3-CD e DMe--

CD em fungé&o de suas concentragbes em % (m/m).
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Entretanto, o modelo de dois sitios, quando aplicado aos dados obtidos de Ry
para p—CD, HP—3—-CD e DMe—B—-CD, consegue distinguir entre as espécies. Os

resultados obtidos pelo modelo de dois sitios encontram-se na Figura 18.

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

Figura 18. Taxas de relaxagao do solvente em solugdes de B-CD, HP-B-CD e

DMe-B-CD em funcgéo de suas fragdes maximas de proétons intercambiaveis.

Como resultado da substituicdo de alguns grupos hidroxila da p-CD, ocorre a
quebra das ligagbes de hidrogénio formadas entre as hidroxilas secundarias
(situadas em uma das bordas da molécula de CD), levando a uma maior interagao
entre as moléculas de agua e as hidroxilas ndo substituidas. A possibilidade de
troca dos protons destas hidroxilas com os da agua passa a afetar o valor de R,. A
maior interagao dos grupos hidroxilas também leva a um consequente aumento na

solubilidade das espécies modificadas.
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A

Figura 19. Estruturas moleculares das espécies: A) ciclodextrinas (n = 6, 7 ou 8);
B) DMe-3-CD; C) HP-b-CD (R = H ou CH,CH,(OH)CH3).

Observa-se na Figura 18 que a inclinacdo da reta para a HP-B-CD é
praticamente a mesma que para a B-CD, ou seja, ambas apresentam Fk, com
valores muito proximos (164 e 129, respectivamente). Calculando-se o valor de F,
em comparagao com a glicose, para ambas o valor obtido € de 0,3, indicando que
a substituicdo n&o rompe totalmente as liga¢gdes de hidrogénio da molécula. Como
o grau de substituicdo da HP-B-CD utilizada é de 5,25 a 6,65 '®, a amostra é
composta por uma distribuicdo de B—CD modificadas com 5,25 a 6,65 grupos
hidroxipropil por molécula. Em média, cada unidade glicosidica possui trés grupos
hidroxila, como a —CD, dois ligados a atomos de carbono do anel de glicose e um
pertencente ao substituinte (hidroxipropil).

A DMe-B-CD possui apenas um grupo hidroxila por unidade de glicose, o que
impede a formacgédo de ligagdes de hidrogénio intramoleculares. Desta forma,
todos os prétons das hidroxilas da molécula estao disponiveis para troca com a

agua, refletindo em um F igual a 1, comparado ao valor encontrado para a glicose.
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CAPITULO 3. POLIMEROS HIDROFILICOS

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) & uma técnica
muito utilizada na investigacéo da estrutura e da dinamica molecular em solugdo e
medidas de relaxacio em NMR sdo capazes de fornecer informacgdes
complementares a respeito da dindmica molecular de soluto e solvente.

Como visto no Capitulo 2, no caso de solugcbes aquosas de carboidratos, é
possivel obter informacgdes estruturais do soluto a partir da relaxagao spin-spin dos
protons do solvente, qual é alterada pela presenga dos grupos hidroxila no
carboidrato. O modelo proposto para descrever tal comportamento considera a
troca quimica entre os prétons dos grupos hidroxila e da agua como mecanismo
principal da relaxagdo do solvente e é dependente da disponibilidade dos grupos
hidroxila do carboidrato para realizar a troca quimica com a agua.

Os resultados obtidos para carboidratos motivaram os estudos com
polimeros lineares hidrofilicos, os quais possuem hidrogénios labeis em suas
estruturas, ou seja, hidrogénios capazes de realizar a troca quimica com a agua.
Estes hidrogénios sao provenientes de grupos hidroxila, amida e/ou acido
carboxilico. Para comparacao, polimeros hidrofilicos lineares que ndo possuem
tais hidrogénios também foram estudados para investigar como a relaxagao do
solvente é afetada nesses casos e sua relagdo com a estrutura molecular das

cadeias poliméricas.

3.1 METODOLOGIA

Foi medido o T, da agua das solugbes abaixo descritas nas condi¢des

experimentais especificadas no item 2.1.
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3.1.1 EFEITO DA PRESENCA DE GRUPOS HIDROFiILICOS

Foram preparadas solugdes aquosas entre 0,08 e 1% (m/m) dos seguintes
polimeros: poli(etileno glicol) 400Da (lote 05105PZ), poli(etileno glicol) dimetil éter
PEGAME 250 Da (lote 02711MU), poli(alcool vinilico) PVA 13.000 Da (lote
08225JN) e 85.000 Da (lote 12702CN), poli(acrilamida-co-acido acrilico) co-PAM
5.000.000 Da 1,5 % hidrolisado (lote 00111TF), poli(acido acrilico) PAA 2.000 Da
(lote 08715AQ) e poli(vinilpirrolidona) PVP 10.000 Da (lote 04031MG) Sigma-
Aldrich®; poli(acrilamida) PAM 5.000.000 Da (lote 565015) Polysciences, Inc; PEG
300 Da (lote 807484) Merck-Schuchardt OHG; PEG 6.000 Da (lote 630171180)
Riedel de Haen.

Solugbes aquosas de entre 0,08 e 2,5 % (m/m) de PEG 200Da (lote
67H1558) Sigma-Aldrich® foram preparadas para estudos comparativos com
solucdes de PEG 300, 400 e 6.000 Da na mesma faixa de concentracdo. As
medidas foram realizadas nas condicbes experimentais do item 2.1.
Paralelamente, PEG 200 e 300 Da secos com peneira molecular foram analisados
por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) utilizando um calorimetro TA
Instruments 2910 MDSC com taxa de aquecimento e resfriamento de 5 °/min na

faixa de temperatura de -120 a 30 °C.

3.1.2. INFLUENCIA DO pH EM SOLUCOES DE PAA

Agua Milli-Q foi ajustada em diversos pH (entre 2 e 10) utilizando solugdes de
NaOH e HCI. Aliquotas da agua em todos os pH foram analisadas através de
medidas do T, do solvente utilizando os mesmos pardmetros citados no item 2.1.
O procedimento foi repetido em uma solugédo 1% (m/m) de PAA 2.000 Da. Para
analisar o efeito da adicdo de ions, provenientes do HCI e do NaOH, repetiu-se o
procedimento substituindo a agua Milli-Q por uma solugdo 0,1 mol I" de NaCl,
para manter a forca idnica constante (0,1 mol I''). Os T, da agua dessas solucdes

foram medidos nas mesmas condi¢cdes e comparados entre si.
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3.1.3 EFEITO DA TEMPERATURA DE TRANSIQAO SOL-GEL

Foram realizadas medidas do T, da agua em solu¢des 5% (m/m) de poli(N-
isopropil-acrilamida) PNIPAAM 20.000 Da (Sigma, lote 12631EH) e 20% (m/m) de
Pluronic® F127 (BASF) nas faixas de temperatura 27 a 34 °C e 24 a 31°C,

respectivamente.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os valores de T, do solvente foram convertidos para taxa de relaxagao (Ry),
também neste conjunto de experimentos, para poder utilizar o modelo de dois

sitios.

3.2.1 EFEITO DA PRESENCA DE GRUPOS HIDROFiILICOS

Abaixo sdo listadas as estruturas e os nomes dos polimeros utilizados neste

trabalho.
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Tabela 2. Estruturas e nomes dos polimeros estudados.

Wetrutnwra Nnma
H —{OCH.CH n—OH polifetileno glicol)
U J— malifatilam s nlicaly Aimaati]l Ao
Halo— U H Uy 1— UK Puiljviiitiiv glivivij uiliiviii wivi
—{CHpCnm—— Poiifaicoal viniiicol
I ! .
T
wran
Y 7o i o o B VO L L T Y TN
e L Ul avl liaiiuuay

LATLOATT W PR [ S 12T
—Ln gy i— POl VINIPITo1ia0iia)

H—(OCH;CHy)106—(OCHCHy)rg—(OCH;CHy)io6— OH Pluronic® F127

—(CH;(FH)n— poli(N-isopropil-acrilamida)

No caso dos polimeros, n&o foi realizado o calculo do (Pp)max- Como este
parametro representa uma fragdo molar, pode-se assumir que a taxa de relaxacao
spin-spin do solvente é linearmente proporcional a concentragao do polimero. A
inclinagdo da curva indica quao disponiveis estdo os protons dos grupos hidroxila
do polimero e reflete a conformacgédo estrutural de suas cadeias. A Figura 20
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mostra como a relaxagdo spin-spin do solvente varia com a concentracdo de

alguns polimeros hidrofilicos.

3,0
1l o Pva 13000
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25| & co-PAM 5000000
O PEG 400
1| ® PEGAME 250
A PAA 2000
2,04| ¢ PVP 10000

R, (s")
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Concentragao (% m/m)

Figura 20. Taxas de relaxagdo do solvente em solugées de alguns polimeros

hidrofilicos em funcédo da concentragao a 25 °C.

O PVA é o polimero que causa a maior alteragao no R, do solvente, dentre
os polimeros estudados, devido ao seu elevado numero de grupos hidroxila. A
acentuada inclinagdo da curva indica que uma consideravel fracdo dos prétons de
hidroxila esta realizando a troca quimica com as moléculas de agua, enquanto que
os demais grupos hidroxila estdo envolvidos em ligacbes de hidrogénio
intramoleculares.

Na estrutura da PAM existem muitos grupos amida, quais realizam a troca
quimica com as moléculas de agua e podem estabelecer ligagdes de hidrogénio
intramoleculares. Observa-se, entao, que a PAM também afeta a relaxagao da
agua, porem em menor grau que o PVA, como mostra a menor inclinagao de sua
curva. Deve-se considerar, no entanto, que € possivel que a elevada massa
molecular da PAM possa ter influenciando nesse resultado. Estudos com PAM de

maior massa molecular estdo sendo realizados para esclarecer este ponto.
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Comparativamente com a PAM, o estudo com o co-PAM (de mesma massa
molecular) mostra que, independente da concentracdo do polimero, a Ry do
solvente ndo é alterada. Os grupos acidos aleatorios presentes nesse polimero
estabelecem ligagdes de hidrogénio com os grupos amida muito mais efetivas que
entre os grupos amida da PAM. Como resultado, a cadeia polimérica do co-PAM
torna-se menos expandida que a cadeia da PAM o que pode ser confirmado pelos
valores medidos de viscosidade intrinseca dos dois polimeros (8 dL g e 116 dL g’
' para co-PAM e PAM, respectivamente). Como os grupos acido e amida estdo
envolvidos em ligagdes de hidrogénio intramoleculares, apenas uma fragdo muito
pequena deles esta acessivel para a troca quimica com as moléculas de agua.
Essa fracdo ndo é suficiente para alterar de forma significativa a relaxagcado da
agua.

Os estudos das solugdes de polimeros que ndo possuem grupos hidroxila ou
amida em suas estruturas (PEGdAME, PAA e PVP) mostram que a relaxacéo da
agua nao é afetada pela presenga do soluto na faixa de concentracao utilizada. A
indisponibilidade ou auséncia de grupos como hidroxila e amida para realizar a
troca quimica com os hidrogénios da agua faz com que a relaxagao do solvente
ndo seja alterada, em relacdo ao solvente puro, de forma significativa.'®41-4354
Resultado semelhante foi obtido para as solugdes de PEG 400 Da, apesar deste
polimero possuir grupos hidroxila em sua cadeia. Uma possivel explicacdo sera
apresentada adiante.

A R; da agua em solugbes de PVA apresenta uma dependéncia com a
massa molar da cadeia polimérica (Figura 21). Para uma mesma concentragao
massica dos polimeros, existe 0 mesmo numero de monémeros, entretanto, para
a cadeia de PVA maior, é possivel que a maior concentragcao local dos meros
permita a formacédo de pontes de hidrogénio intramolecular, diminuindo o maior
numero total de grupos hidroxila na cadeia carbénica livre para trocar protons com

as moléculas de agua, refletindo em uma menor taxa de relaxagao.
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Figura 21. Taxas de relaxacéo do solvente em solu¢des de PVA 13000 e

85000 Da em func&o da concentragao a 25 °C.

Comparando-se as inclinagdes das duas retas da Figura 21, pode-se estimar
que a fragcao de hidroxilas livres no caso do PVA 13000 é cerca de 1,6 vezes
maior que no PVA 85000 Da.

O PEG 400 Da, apesar de possuir em suas extremidades grupos hidroxila,
nao altera significativamente a taxa de relaxagdo da agua, como mostra a Figura
20. Para elucidar esse comportamento, foram estudadas, comparativamente,
solugdes de PEG de massas molares distintas (200, 300 e 6.000 Da).

De acordo com a Figura 22, observa-se que apenas o PEG 200 Da altera a
significativamente a relaxagdo da agua, inclusive mais que o observado para o
PVA 13000. De acordo com o modelo proposto, no qual a formacgao de ligagdes de
hidrogénio intramoleculares entre os grupos hidroxila indisponibiliza estes
hidrogénios para a troca quimica, a primeira explicagao encontrada foi associar o
resultado com a impossibilidade de formacdo de ligagcbes de hidrogénio
intramoleculares pelas hidroxilas deste polimero. A explicacdo foi racionalizada

considerando que o PEG 200 é o mais curto entre os PEG estudados. Nos
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demais sistemas, essas ligagdes poderiam ser estabelecidas, pois haveria
tamanho e geometria favoravel para ocorrerem. A formacgao desse tipo de ligagdes
entre as cadeias (interagdes intermoleculares) nédo foi considerada pois as
medidas foram realizadas em regime diluido.

Segundo esta proposta, devido as ligagbes de hidrogénio intramoleculares
formadas nas solugbes de PEG 300, 400 e 6.000 Da, a fragdo de hidroxilas
disponiveis para a troca quimica com o solvente seria reduzida a ponto de nao

afetar, consideravelmente, a relaxagao das moléculas de agua.
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Figura 22. Taxas de relaxagao do solvente em solugbées de PEG 200, 300, 400 e

6.000 Da em fungao da concentracao a 25 °C.

A drastica diferenca de comportamento entre o PEG 200 e o 300 Da, nos
motivou a desenvolver outras estudos comparativos dos dois polimeros. Foi
estudado o comportamento térmico dos dois polimeros puros, através de medidas
de DSC, procurando avaliar os efeitos de transi¢des como a fusdo dos mesmos.

Os resultados obtidos para os PEG 200 e 300 Da secos, por DSC (Fig. 23 e
24), ajudam a sustentar a hipétese de ndao formacéo de ligagdes de hidrogénio

intramoleculares no PEG 200, devido ao tamanho da cadeia polimérica.
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Figura 23. Termograma (DSC) de resfriamento e 2° aquecimento do PEG 200 Da.
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Figura 24. Termograma (DSC) de resfriamento e 2° aquecimento do PEG 300 Da.
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Para o PEG 200 Da, é observada a -84,14 °C uma transicio, referente a
transicéo vitrea, e nenhum pico de cristalizagcado e de fusao € observado. Para o
PEG 300, a transicao vitrea ocorre a — 75,02 °C, a -55,00 °C um pico exotérmico
indica a cristalizagdo e um intenso pico endotérmico a -12,56 °C & observado,
atribuido a fusdo do polimero. Esses dados revelam que o PEG 200 Da tem
caracteristicas mais proximas de um alcool que de um polimero por formar uma
matriz vitrea sem cristalizar®®, ou seja, a importancia dos grupos hidroxila neste
polimero é maior que nos homdélogos de maiores massa molares. Com base neste
resultado, ficava reforcada a hipotese de que o PEG 200 afeta mais as moléculas
de agua e, portanto R, pelo fato de ter as hidroxilas livres. Entretanto, esta
explicacdo para a relaxagdo andmala da agua na solugdo de PEG 200 Da pode
ser facilmente refutada pela montagem de uma cadeia deste polimero utilizando
modelos moleculares didaticos. Observa-se que é possivel que esta cadeia
polimérica adquira geometria favoravel a formar ligagcbes de hidrogénio
intramoleculares entre suas hidroxilas terminais.

A elucidagdo do comportamento observado no grafico da Fig. 22 foi
encontrada através de estudos de dinamica molecular em um trabalho de
colaboragdo do Prof. Dr. Munir S. Skaf (IQ — Unicamp) e de suas orientandas,
Denise C. Melo e Erica T. Prates.

Através de estudos computacionais de simulacdes de dinamica molecular é
possivel corroborar dados experimentais e elucidar comportamentos de solugdes
sob uma perspectiva molecular. Nos estudos destes pesquisadores, foram
realizadas simulacdes de dindmica molecular de polimeros em solugdo aquosa
variando-se suas massas moleculares e suas terminacdes. Foram simuladas
quatro situagdes distintas: um polimero de 200 Da e 4 monémeros,
aproximadamente, com terminacgdo hidroxilada (PEG 200), outro de mesma massa
molecular, porém com terminagdes metiladas (PEGAME 200) e os massa
molecular préximo a 400 Da e 8 monémeros, com terminacdes hidroxiladas e
metiladas (PEG 400 e PEGAME 400, respectivamente).
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As configuracdes iniciais foram termalizadas a 298 K e sdo mostradas na

Figura 25.

.
. _H’.'q.‘ F 4 i h"{
ot L]
~~ ’

§

PEGdME 200

Figura 25. Esquema dos polimeros usados na simulagdo e suas respectivas
denominacdes. Em verde, os atomos do carbono; em branco, os atomos de

hidrogénio; em vermelho, os atomos de oxigénio.

As Figuras 26, 27, 28 e 29 mostram os alinhamentos dos frames (conjunto de
imagens) tomando a conformacgao inicial como referéncia, de maneira que todas
as figuras possuem o mesmo numero de snapshots (“fotos instantaneas”). Foram
considerados sete atomos centrais de cada cadeia para o alinhamento, de modo
que os atomos restantes se posicionassem de acordo com sua mobilidade na
simulacdo. Os atomos mais flexiveis foram coloridos de vermelho; os mais rigidos,

de azul; e, os intermediarios, de branco.
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Figura 26. Snapshots da trajetéria alinhados para o PEG 200 Da.

Figura 27. Snapshots da trajetéria alinhados para o PEGdAME 200 Da.
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Figura 28. Snapshots da trajetéria alinhados para o PEG 400 Da.

Figura 29. Snapshots da trajetéria alinhados para o PEGdAME 400 Da.
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As conformacgdes observadas nas Figuras 26, 27, 28 e 29 sido bastante
diferentes entre si. Nos dois casos do PEG 200 (Fig. 26 e 27), € bastante evidente
que a mobilidade dos segmentos é menor que nos casos dos PEG maiores. A
mobilidade é também comparativamente maior se as hidroxilas sdo metiladas. Isto
indica que cada polimero em solugdo aquosa possui uma solvatacido distinta. A
hidratacdo dos polimeros pode ser estimada por uma funcédo de probabilidade de
sobrevivéncia, conhecida como fungéo de probabilidade de Impey56. Esta calcula o
tempo médio de residéncia das moléculas do solvente para a primeira camada de

solvatacao do polimero, como mostra a equagao 22.

Ny () = X(p; (0)p;(H) [22]

A molécula de agua j tem uma funcéo pj(t) = 1 se j for adjacente ao polimero
continuamente no intervalo [0;t]. Caso contrario, esta funcdo apresentara valor
zero.

Denomina-se critério de adjacéncia entre a agua e o polimero a distancia
interatbmica entre os oxigénios da agua (cw) e os carbonos ou oxigénios do
polimero (o). Se esta distancia for menor que a média aritmética dos raios de van
der Waals, r; = (ow + o) / 2, considera-se as moléculas adjacentes.

A figura 30 mostra os resultados de ny(t), onde ng = n(t=0), que corresponde
ao numero médio das aguas de solvatagdo de cada sistema. Quanto maior for a
mobilidade das moléculas de agua, mais elas se distanciardo e o decaimento de
sua funcédo de probabilidade de sobrevivéncia se tornara maior. O ajuste desta

funcao pode ser realizado por fungdes multiexponenciais, como a equagao 23.

t t
C; = a;e 1 +aze w2 [23]
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Os parametros a; e a, representam a fracdo de moléculas que deixam a
primeira camada de hidratagdo dentro dos tempos caracteristicos t; (tempos

longos) e t; (tempos curtos), respectivamente.
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Figura 30. Funcao de probabilidade de sobrevivéncia das moléculas de agua a 4

A de cada polimero.

Observa-se na Fig. 30 que os valores do numero médio das aguas de
solvatagao do polimero (ng) sdo préximos nos quatro casos, apesar do numero
total de moléculas de agua da simulacao (N,) dos sistemas com 8 monémeros ser
quase 3,5 vezes maior que daqueles com 4 mondmeros. A diferenga nos
decaimentos observados para os polimeros deve estar na dindmica destas
moléculas.

O maior decaimento da funcéao foi para o sistema contendo PEGdAME 400 e,
0 menor, para o sistema contendo PEG 200. Este resultado indica que as

moléculas de agua no sistema de PEG 200 estdo muito mais presas que as do
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sistema de PEGdME 400. O componente mais rapido (t;) para o sistema de PEG
200 é responsavel por cerca de 60% do decaimento inicial, enquanto que, para o
sistema de PEGAME 400, o mesmo componente € responsavel por 76% do
decaimento inicial.

Desta forma, pode-se explicar os resultados de relaxacdo do PEG 200 Da
(Fig. 22) pelo aprisionamento maior das moléculas de agua de solvatacdo. Isto
aumenta o tempo de correlagdo dos hidrogénios do solvente, refletindo em uma

variagao crescente de R, em fungao da concentracdo deste polimero.

3.2.2. INFLUENCIA DO pH EM SOLUCOES DE PAA

O PAA, particularmente, apresenta a funcdo acido carboxilico em seus
meros, quais poderiam realizar troca quimica com a agua através dos grupos —OH
presentes. Porém, o resultado obtido evidencia a indisponibilidade de tais grupos.
Em agua, os grupos acido do PAA se dissociam formando suas bases conjugadas
—COQO’, quais apresentam um efeito repulsivo entre si € ndo mais possuem 0s
hidrogénios capazes de realizar a troca quimica com as moléculas de agua. O
efeito do pH do meio na R, da agua em agua Milli-Q e em solu¢cdo de PAA pode
ser evidenciada na Figura 31. No experimento analogo, onde foi mantida a forga
ibnica constante, os dados obtidos sdo muito semelhantes, indicando que o

comportamento observado nao depende da variacido da forca ibnica do meio.
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Figura 31. Efeito do pH na relaxagdo spin-spin do solvente a 25 °C a) em agua
Milli-Q e em solugdo 1% (m/m) de PAA em agua Milli-Q e b) em solugéo 0,1 mol I

de NaCl e em solugdo 1% (m/m) de PAA em solugéo salina 0,1 mol I"".

Observa-se que a agua, na auséncia do polimero, apresenta uma variagao
em sua taxa de relaxagdo com o aumento do pH muito maior que na presenca do
PAA. Nas vizinhancas de pH 4,5, ocorre uma diminuicdo da R, do solvente nas
solugbes de PAA, provavelmente devido a ser a regido do pKa para acidos
carboxilicos (4,74).%” Nessas solucdes, em pH baixo e alto, a R, da 4gua é muito
proxima da R, do solvente puro. Ainda muito provavelmente, as medidas de R;
refletem a titulagdo dos grupos OH do PAA, pois a taxa de relaxagdo € maior
quando os grupos carboxilas estdo protonados e menor quando desprotonados,
sendo que a transig&o é observada na regido proxima a do pKa.

3.2.3 EFEITO DA TEMPERATURA DE TRANSICAO SOL-GEL

A formacdo de hidrogéis poliméricos, a partir de suas solugbes aquosas,
pode ser estudada por medidas de relaxagao. No grafico da Figura 32, observa-se
a transigao sol-gel do polimero F127 e separacao de fase para o PNIPAM, a partir

do aumento da temperatura.
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Figura 32. Efeito da temperatura na relaxagdo da agua durante a transi¢ao sol-gel
de solugdes de F127 20% (m/m) e PNIPAM 5% (m/m).

A relaxacdo de spins é um processo dindmico associado a flutuagbes no
campo magnético e dependente do movimento térmico das moléculas, portanto a
temperatura afeta diretamente os valores de R,."**° Neste estudo, ndo havia o
interesse nessa variagéo, pois o confinamento das moléculas da agua nas redes
dos hidrogéis tem maior relevancia. Desta forma, ndo foram medidos os tempos
de relaxagéo da agua pura nas temperaturas estudadas.

Fernandez-Barbero e cols.’® mostraram como a gelacdo do PNIPAM pode
ser analisada por medidas de T, do solvente. Os resultados obtidos sdo bastante
concordantes com aqueles publicados, onde a transicdo de fase ocorre em cerca
de 30 °C. Quando as moléculas do solvente estao aprisionadas em um sistema,
sua taxa de relaxagdo torna-se maior, comparativamente ao 0,395 s™' do solvente
livre. Em uma rede polimérica entrelagcada, assim como na superficie de outros

solutos coloidais'!®°

, as moléculas de agua apresentam dois estados fisicos
diferentes: (i) agua ligada, que interage fisicamente com o soluto através de

ligagcdes de hidrogénio e apresenta alta taxa de relaxagao spin-spin, (ii) agua livre,
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localizada no bulk da solug¢ao ou, no caso de redes poliméricas, no interior da rede
dependendo do grau de intumescimento, e possui baixa Rp. A taxa de relaxagao
do solvente depende da quantidade de moléculas de agua em cada um desses
estados e, portanto, seu valor pode ser entendido como uma média das taxas de
relaxagao da agua ligada e livre ponderada por suas respectivas populagdes. Esta
consideragao € valida em sistemas onde ocorra troca rapida entre as moléculas de
agua nos dois estados.

Ao atingir a temperatura de transicdo de fase, ocorre um aumento
pronunciado no valor de Ry, pois as moléculas comegam a ficar confinadas na
malha polimérica. Apds a gelagdo, R, diminui discretamente para o F127 e
acentuadamente para o PNIPAM. No processo de gelacdo do F127, ocorre a
desidratacdo dos grupos EOs (-OCH,CH,-) deste polimero. Sendo assim,
moléculas de agua, antes confinadas, s&o liberadas alterando a taxa de relaxacéo
da agua medida. Com o aumento da temperatura, R, tende a diminuir devido a
maior mobilidade das moléculas do solvente e este comportamento € mais
pronunciado para o PNIPAM.

Pode-se observar que a magnitude da transicdo de fase & maior para o
PNIPAM, em comparagdo com o F127. Uma possivel explicacdo para tal
observagdo € a maior restricdo das moléculas de agua na malha polimérica
enquanto o gel de PNIPAM é formado.

A transigao de fase do F127 ocorreu em uma temperatura maior que os 20
°C, caracteristicos da concentragdo utilizada [20 %(m/m)] quando é utilizado o

espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS).%!
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CAPITULO 4. COMPLEXOS DE INCLUSAO ENTRE
CICLODEXTRINAS E POLI(ETILENO GLICOL)

4.1 HIDROGEIS SUPRAMOLECULARES

Hidrogéis poliméricos sdao de grande interesse como biomateriais,
principalmente devido & biocompatibilidade.®>®® A possibilidade de reter grande
conteudo de agua os tornam atrativos para a liberagdo de delicados agentes
bioativos.®®® Um dos hidrogéis de interesse é formado a partir de poli(etileno
glicol), PEG, reticulado.?®®° De forma geral, a reticulagdo do hidrogel traz alguns
inconvenientes, como o longo tempo necessario para a sor¢gao do principio ativo e
a reducado da capacidade de ser biodegradado. No caso da reticulagdo conjunta
do polimero contendo o principio ativo, a integridade quimica da droga pode ser
prejudicada.”

Na década de 90, Harada e cols.”' descobriram que PEG linear forma
complexos com ciclodextrina em solugdes aquosas e, em certas condigbes, €

possivel obter hidrogéis fisicos. Leong e cols.”

mostraram que estes hidrogéis
poderiam ser utilizados para a liberagdo controlada de drogas, com algumas
vantagens adicionais baseadas nas suas propriedades tixotropicas, que os tornam
injetaveis através de agulhas, e, principalmente, no fato dos dois componentes,
PEG e ciclodextrina, serem bastante biocompativeis.

A presenca de cavidade torna as moléculas de CD extremamente
atraentes, principalmente pelo fato de que o exterior da molécula é bastante
hidrofilico, enquanto que a cavidade tem carater hidrofébico.

A mistura de solucdo aquosa de PEG e a-CD leva a formagao espontanea
do complexo supramolecular conhecido por polipseudorotaxana. Na formagao do
complexo, a cadeia do polimero entra na cavidade da o-CD, formando uma
estrutura conhecida como “colar molecular”, como representado na Figura 6 do
Capitulo 1. Tais estruturas sao interessantes, pois podem ser precursoras na

geragao de tubos moleculares. 2672
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As moléculas de a-CD somente sao inseridas na cadeia do polimero pelas
suas extremidades. Desta forma, a cinética de formacdo do complexo e a
proporcao entre polimero e a-CD sao fortemente dependentes da massa molar do
PEG.*® Dependendo da extens&o das cadeias de PEG complexadas, pode ocorrer
uma intensa interagdo entre as mesmas, resultando na separagao de fase.
Dependendo da massa molar do PEG, uma fase cristalina (para pequena massa
molar) ou um gel (para massas molares maiores) pode ser produzido. No ultimo

caso, as moléculas de a-CD complexadas em diferentes cadeias interagem

(ocorre um processo de micro-cristalizagdo) entre si, formando estruturas
36,73

colunares, e passam a atuar como pontos de reticulagédo (Figura 33).

Figura 33. a) Representagdo dos pontos de reticulagdo em hidrogéis
supramoleculares de o-CD e PEG. A microcristalizacdo das moléculas de
ciclodextrinas forma estruturas colunares, que atuam como agentes de

reticulagcédo. b) Aspecto visual do hidrogel supramolecular (adaptado da ref. 36)

Neste trabalho, s&o apresentados estudos sistematizados sobre a
estruturagao e a cinética de formacgéo de hidrogéis supramoleculares de PEG e a-

CD através de medidas do T, da agua destes sistemas.
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4.2 METODOLOGIA

A o-CD utilizada nos experimentos seguintes foi purificada segundo a ref. 44.
PEG 6.000, 10.000, 20.000 e 100.000 Da, PEG-estrela 631 (154.000 Da,
Shearwater Polymers, Inc. lote 041780113).e PEG 1.470 Da (M./M, = 1,05,
Polymer Laboratories lote 20706-1) foram utilizados sem qualquer processo de
purificacao.

Para as medidas de T,, foram utilizados dois espectrdmetros de Ressonancia
Magnética Nuclear, um Varian 500 MHz e um Varian de 80 MHz, e a técnica de
ecos de spin através da sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)
com os parametros otimizados (Apéndice A). Utilizou-se, nas medidas a 500 MHz,
um tubo coaxial contendo benzeno deuterado (CsDs) com pequena quantidade de
tetrametilsilano (TMS), nas mesmas condigdes descritas no item 2.1. Para as
medidas a 80 MHz, ndo houve a necessidade do solvente deuterado e da

referéncia, TMS.

421 ESTEQUIOMETRIA DE FORMACAO DO HIDROGEL
SUPRAMOLECULAR EM D,0O

Nos estudos de formagao do gel, utilizou-se D0, fixou-se a concentragao dos
polimeros em 0,5% e variou-se a concentragao de o-CD de 0 a 6%, medindo-se a
massa de gel formada no equilibrio (apos sete dias). Todas as concentragdes

estdo representadas em porcentagem massica.

422 CINETICA DE FORMACAO DO HIDROGEL
SUPRAMOLECULAR EM D,0

Também foi estudado como a produgéo do gel ocorria ao longo do tempo em
D,0. Para isso, foram preparados sistemas com concentracdo de polimeros de
3% e de a-CD 8%. A massa de gel formado foi pesada em intervalos de tempo

variaveis entre 20 e 150 minutos.
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4.2.3 ESTRUTURAQAO DO HIDROGEL SUPRAMOLECULAR EM
H.,O

Foram preparadas solugbes de 0,5% (m/m) de PEG 6.000 Da com a-CD,
variando-se as concentragbes desta entre 6% e 10% (m/m). Repetiu-se o
processo utilizando 1% de PEG 6.000 Da. O mesmo foi feito para o PEG 10.000
Da nas concentragdes 0,5% e 1% (m/m). As estruturas dos hidrogéis formados, a
partir das solugdes, foram analisadas por medidas do T, da agua desses
sistemas. Da mesma forma, foi analisada a estrutura do hidrogel formado a partir
de uma solug¢ado 8% (m/m) de a-CD e 0,5% de PEG-estrela 631.

424 CINETICA DE FORMACAO DO HIDROGEL
SUPRAMOLECULAR EM H;0O

Foram preparados sistemas com PEG 6.000 Da a 0,5%, 1% e 2% (m/m) e a-
CD a 6%(m/m). Nessa etapa, foi monitorado o T, da 4gua de cada sistema a partir
do momento da preparagao destes até a completa formagao dos hidrogéis. Essa
cinética foi realizada a 13 °C no espectrdmetro de 80 MHz sem a utilizagdo de
CsDs com TMS.

4.2.5 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE MOLECULAS DE o-CD

POR MOLECULA DE PEG NO HIDROGEL FORMADO EM H,0O
Foram preparadas solugbes aquosas de 0,5% (m/m) de PEG 1.470 Da M,,/M,

= 1,05 com a-CD, variando-se as concentragdes do sacarideo entre 1% e 8%
(m/m). Apds 15 dias, os sistemas foram centrifugados a 5000 rpm por 2 horas e 0s
sobrenadantes analisados por Polarimetria e '"H-RMN para a determinacdo das
concentracdes de a-CD e PEG, respectivamente. Subtraindo-se os valores obtidos
daqueles iniciais, encontram-se as concentragbes das espécies no hidrogel. Para
a analise polarimétrica utilizou-se uma curva de calibragdo e, para a analise por
RMN, uma amostra padrdo do polimero a 0,5% (m/m). Utilizou-se, para a
obtencdo dos espectros 'H-RMN, o espectrometro de 500 MHz e um tubo coaxial

contendo CgDg com TMS.
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Para efeito comparativo, foi realizado um calculo tedrico utilizando a
Distribuicido de Poisson para determinar o nimero minimo de moléculas de a-CD
necessario para que ocorra a complexagao com o PEG. Estes calculos foram
baseados em sistemas contendo PEG 1.470 Da a 0,5% e concentragdo de o-CD

variavel de 1% a 9%.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

As medidas de T, do solvente, em uma solugdo, dependem da mobilidade
relativa das moléculas livres e ligadas ao soluto. Para moléculas pequenas de
solvente, o 'H T, (tempo de relaxagdo do hidrogénio do solvente) é proporcional
ao inverso do tempo de correlagado (t;), que esta relacionado com processos
dindmicos moleculares, como a rotagao.

Em um modelo para particulas no qual sdo consideradas duas populacdes
distintas de moléculas de solvente, as moléculas livres se movem isotropicamente
na solugao, apresentando t. relativamente pequeno e T, da ordem de segundos.
Em contrapartida, as moléculas de solvente ligadas ao soluto perdem a alta
mobilidade e se movem anisotropicamente, o que aumenta o 1. e faz o T, diminuir.
Em um sistema onde ocorra troca rapida entre as moléculas de solvente, livres e
ligadas, o tempo de relaxagdo € descrito pelo Ry (inverso de T;) médio destas

moléculas, de acordo com a Equacao 24

Ro=Ra(1-p)+Rasp [24]
onde R; é a taxa de relaxacdo média, Ry e Rys sdo as taxas de relaxagao para as
moléculas de solvente livres e ligadas ao soluto, respectivamente, p & definido
como a quantidade de solvente ligado a superficie do soluto dividida pela

quantidade total do solvente no sistema:

p = k [soluto] / [solvente] [25]
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onde k é a concentragdo do solvente ligado a superficie do soluto por unidade de
concentracio de particulas de soluto.

E comum representar R, pela taxa de relaxagdo especifica (Rasp),
relacionada com a taxa de relaxagao constante do solvente puro (R;°) e definida

como:
Rasp = R2 / Ry - 1 [26]

Uma relagédo linear do inverso de T, do solvente com a concentragdo da
solugado, pode ser obtida da combinagdo das Equacdes 26 e 27:7

Rasp = (k [soluto] / [solvente]) (Ras / R2° - 1) [27]

431 ESTEQUIOMETRIA DE FORMAGCAO DO HIDROGEL
SUPRAMOLECULAR EM D,0O

Nos estudos utilizando D,O, a escolha deste solvente é justificada pela
pretensdao de utiliza-lo como o solvente deuterado para as medidas de T,.
Entretanto, o modelo que explica satisfatoriamente os resultados obtidos leva em
consideragao a troca rapida entre as moléculas de agua livre e ligadas ao soluto.
Desta forma, passou-se a utilizar agua Milli-Q como solvente.

De acordo com o grafico obtido (Fig. 34), em D,0, existe uma concentragao
critica de o-CD, para todos os sistemas analisados, onde a produgéo do hidrogel
comega a ocorrer. Mantendo-se a concentragcdo de polimero fixa a 0,5%, a
concentragao critica de a-CD é 2%. Entretanto, um pequeno deslocamento desse
valor para 2,7% ¢é observado para o PEG 100.000, possivelmente devido ao
menor nimero de extremidades por massa de polimero. E nas extremidades que
ocorre o processo de complexacdo e, portanto, ao se reduzir o numero de
extremidades, reduz-se a probabilidade de encontro com as moléculas de CD.
Assim, na medida em que se forma o gel, a mobilidade sofre consideravel redugao
e, assim, maior quantidade de CD é requerida. O grafico da Figura 34 permite de
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forma inequivoca, concluir que existe uma regi&o comum (critica) a partir da qual €
observada a formacgao do hidrogel, independente do tamanho ou forma da cadeia
de PEG.
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Figura 34. Rendimento dos hidrogéis formados em D,O para diferentes
concentragdes de o-CD com diferentes PEGs, nos quais a concentragao foi

mantida fixa em 0,5 %.
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4.3.2 CINETICA DE FORMAGCAO DO HIDROGEL
SUPRAMOLECULAR EM D,0

Segundo a cinética de gelagcdo em DO, a formagédo do gel diminui com o
aumento da massa molar, pois o numero de extremidades de cadeia diminui, para
uma mesma concentracdo massica. Para o PEG 100.000 Da, a taxa de producéao
do gel € muito menor em comparagdo com o PEG 20.000 (Fig. 35).

Curiosamente, a taxa de produgdo do hidrogel a partir do sistema contendo
PEG-estrela (154.000 Da) € maior, comparada ao sistema formado por PEG
100.000 Da. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a molécula do

PEG-estrela possui varias extremidades capazes de se complexarem com a o-CD.
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Figura 35. Cinética de formagdo dos hidrogéis em D,O com variagdo da

massa molar do PEG.
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4.3.3 ESTRUTURACAO DO HIDROGEL SUPRAMOLECULAR EM
H,O — ESTUDOS DE RELAXACAO DAS MOLECULAS DE AGUA

A estrutura interna dos hidrogéis foi estudadas através da relaxagao spin-spin
dos prétons das moléculas de agua presentes nos mesmos.

De acordo com a Figura 36, observa-se que a estrutura do hidrogel é
dependente da massa molar e da concentragao de polimero, evidenciando géis de
maior ou menor reticulacao.

O PEG 6.000 forma géis com maior (maiores valores de R;) ou menor
reticulacdo (menores valores de Rjy), dependendo da concentragdo do polimero.
Esta analise se baseia no fato de que a relaxagdo é maior no hidrogel que se
assemelha mais ao solid-like, com maior grau de reticulagdo. A menor mobilidade
das moléculas de agua torna a taxa de relaxagdo maior. O mesmo néo é
observado para o PEG 10.000, cuja estrutura interna parece ndo depender da
concentragdo do PEG. Isto pode estar relacionado com o maior tamanho da
cadeia, em que o grau de complexacdo nao altera a estrutura interna dos
hidrogéis formados para este polimero.

Na formacao do complexo, as moléculas de a-CD sao inseridas na cadeia do
polimero apenas pelas suas extremidades.®® Assim, quanto maior o numero de
extremidades, numa mesma concentragdo massica, maior sera a probabilidade de
entrada das moléculas de CD. No entanto, a sucess&o de moléculas que entram,
reduzem a probabilidade de entrada de outras, pois o deslizamento dos anéis ao
longo da cadeia polimérica vai se tornando cada vez mais dificil. Desta forma, o
numero de pontos de reticulacdo sera menor para o PEG 10.000 em relagdo ao
6.000. Um gel mais reticulado restringe o movimento das moléculas de agua e

apresenta valores altos de R, da agua.®
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Figura 36. Taxa de relaxagdo dos protons das moléculas de agua em hidrogéis
supramoleculares variando-se a concentracao de a—CD. Em destaque o hidrogel
formado com 8% a-CD e 0,5 % PEG-estrela 631.

Para efeito de comparagéao, o hidrogel formado a partir da solugéo 8% a-CD e
0,5 % PEG-estrela 631 possui R, do solvente igual a 8,93 s, comparavel aos
hidrogéis formados com PEG 10.000 Da na mesma concentragao de a-CD ou ao
hidrogel formado com 1% PEG 6.000 Da e 6,5% o-CD.

Estes resultados mostram que o hidrogel formado com o PEG-estrela, nas
concentragdes utilizadas, possui uma estruturagdo semelhante aos hidrogéis
formados com PEG lineares de menores massas molares devido ao numero de
bragos por molécula do polimero (pontos de complexagao). O PEG-estrela 631 é
um polimero graftado na forma de uma estrela, o qual possui 15 bragos.”

A complexagdao do PEG-estrela com a-CD ocorre através da entrada de
moléculas do carboidrato nas extremidades dos bracos e os pontos de reticulacéo
sao formados entre as por¢cdes complexadas de moléculas distintas, da mesma

forma que no PEG linear.
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4.3.4 CINETICA DE
SUPRAMOLECULAR EM H,O

FORMACAO

DO HIDROGEL

As curvas cinéticas obtidas nesta etapa estdo representadas na Figura 37.

Nestes experimentos, o tempo zero corresponde ao instante em que as duas

solugdes aquosas sao misturadas e homogeneizadas.
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Figura 37. Cinética de formagao dos hidrogéis com variagdo de concentragcéo de

PEG 6.000 Da. Os estudos se baseiam na taxa de relaxagcao dos prétons das

moléculas de agua.

Podem-se observar, nas curvas cinéticas, regides distintas (trés) uma inicial,

onde ocorre uma diminui¢do nos valores de R, do solvente, e uma segunda, de

aumento destes valores e uma terceira na qual a relaxagao tende a um patamar.
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A primeira regiao esta associada ao processo de complexagao entre o-CD e
PEG, como ja discutido. Ao formar o complexo, ocorre a remogao de moléculas de
o-CD da solugdo aumentando o numero de moléculas de agua livres
(provenientes da dessolvatacdo das moléculas de carboidrato complexados) e,
portanto, os valores de R, do solvente decrescem.

Conforme ocorre a formagao do hidrogel, as moléculas de agua comegam a
ficar aprisionadas entre as cadeias poliméricas complexadas, perdendo sua
mobilidade. Como consequéncia, ocorre um aumento no tempo de correlagao (tc),
associado a processos dinamicos e, portanto, o R, da agua aumenta.?®*®? Na
terceira regido, o gel estd em fase de consolidagéo, isto €, a maior parte dos
pontos de reticulagao estdo formados.

Para o PEG 6.000 Da, a formagédo do hidrogel é afetada pelo aumento da
concentracao do polimero em virtude do numero de extremidades da cadeia ser
maior. Como consequéncia, a cinética torna-se mais rapida devido ao aumento no
numero de pontos de reticulagédo, ou seja, o grau de reticulagdo torna-se maior.
Nota-se também que o a regido correspondente ao patamar é maior para o0 caso
em que as concentracoes de PEG e ciclodextrinas sdo maiores. Este € o hidrogel
mais reticulado, pois as moléculas de agua possuem menor mobilidade devido a

seu confinamento nos intersticios do hidrogel.3*%2

4.3.5 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE MOLECULAS DE o-CD
POR MOLECULA DE PEG NO HIDROGEL FORMADO EM H,0O

O resultado mostrado na Figura 34 instiga a se perguntar se existe um numero
critico de moléculas de ciclodextrina que é incorporada na cadeia do PEG, que
leva a separagdo de fase. No caso da Figura 34, isto é observado quando a
concentragao de ciclodextrina é da ordem de 2% e a de PEG 0,5%.

Diferentes concentragdes de a-CD e PEG 1% foram mantidas juntas até que o
equilibrio fosse atingido. Utilizou-se neste experimento PEG de baixissima
polidispersidade, com o objetivo de determinar com precisdo quantas moléculas
de a-CD complexam-se com a cadeia polimérica antes de iniciar a separagao de

fase do complexo supramolecular.
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A partir de uma curva de calibracdo para o-CD (Figura 38), utilizando
Polarimetria, foi possivel determinar a concentracdo deste carboidrato no
sobrenadante das amostras (que foram isotermicamente centrifugadas) e, por
subtragdo das concentragdes iniciais (adicionadas aos sistemas), encontrar suas

concentragdes no hidrogel (moléculas complexadas).

e B L B e e e e e B e m e S S A R
o 1 2 3 4 5 6 7T & 9 10 M1

Concentragéo / % (m/m)
Figura 38. Curva de calibragdo para determinagdo da concentracdo de o-CD no

sobrenadante de amostras do hidrogel por Polarimetria.

As concentracdes de PEG no sobrenadante foram determinadas por RMN a
partir dos picos em 3,7 ppm dos espectros de hidrogénio das amostras. As
concentragdes de PEG nos hidrogéis foram calculadas de forma semelhante as
concentracdes de a-CD, isto é, por subtracdo das quantidades iniciais.

A partir das concentragbes dessas espécies no hidrogel, foi possivel encontrar
o numero de moléculas de a-CD complexadas por molécula de PEG, admitindo-se
que todas as moléculas de carboidrato e polimero presentes no hidrogel
estivessem complexadas. A Figura 39 mostra os resultados obtidos, onde esta
expresso o numero de moléculas de a-CD por molécula de PEG no hidrogel em

funcéo da concentragao relativa inicial de a-CD e PEG.
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Figura 39. Numero de moléculas de a-CD por molécula de PEG no hidrogel

versus a concentracgao relativa inicial de a-CD.

Observa-se que, a partir da concentragao relativa 4 (correspondente a 2% de
a-CD na solugao inicial), ocorre uma acentuada produc¢éo do hidrogel, qual atinge
um maximo na concentragdo relativa 12 (recobrimento maximo da cadeia do
PEG). Ou seja, a partir do ponto em que 2 moléculas de a-CD se complexam com
uma cadeia de PEG, a complexagao torna-se mais intensa, levando a formacgao do
hidrogel. Como o polimero possui duas extremidades, para que a a-CD possa se
complexar, em média, 1 molécula do carboidrato em cada extremidade do PEG
inicia o processo de separagao de fase, que antecede a gelagéo.

No maximo da curva, em média, existem 6 moléculas de a-CD complexadas
com cada extremidade de uma cadeia de PEG (a-CDgel/PEGge = 12). Sabendo-se
que cada molécula de a-CD se complexa com duas unidades monoméricas®® e
que o PEG 1.470 Da possui aproximadamente 33 unidades de 6xido de etileno, o
recobrimento maximo da cadeia necessitaria de 16 unidades de a-CD. Entretanto,

esse numero n&o é atingido na faixa de concentragao utilizada.
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A Distribuicdo de Poisson foi usada para avaliar o processo de complexagao. A
distribuicao € bastante apropriada, pois ela descreve a probabilidade discreta de
um certo numero de eventos ocorrerem num dado periodo de tempo. O pré-
requisito para esta distribuicdo € que estes ocorram com uma taxa média
conhecida e que cada evento seja independente do tempo decorrido desde o

anterior. Tal distribuicdo segue a seguinte equac&o:’®

_<N>"

n!

P

n

exp— < N> [28]

Que adaptada para o caso especifico, significa: P, € a probabilidade de n
moléculas de a-CD estarem complexadas com o polimero; n € o numero de
moléculas de a-CD complexadas (0 < n < 40); <N> é a fragdo molar relativa entre
o-CD e PEG. No caso da complexagao, pode-se considerar que cada molécula de
ciclodextrina se insere na cadeia de PEG independente. De forma que, para certa
quantidade de PEG, o numero de moléculas de ciclodextrinas que se inserem na
cadeia (n) tera maior probabilidade (Pn), na medida em que a concentragao do
carboidrato aumenta. A fragdo molar relativa é definida pela razdo entre a-CD (n,-
cn) € PEG (npeg), como mostrado na Equagédo 29. O valor de npgg deve ser
multiplicado pelo fator 2, pois cada molécula do polimero possui dois pontos de

entrada para a a-CD (as extremidades de sua cadeia).

<N> = tao. [29]

Npgg

Ou rearranjada na forma da Equacgéao 30:

mowCD

<N> _ MM, p [30]

Mg

MM PEG
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Assim, a probabilidade Py, de nenhuma molécula de ciclodextrina entrar na
cadeia do PEG é dada por:

P, =exp—<N> [31]

Pode-se entdo pensar na probabilidade de outras distribuicbes para a faixa de
concentragdes estudadas. Considerando 100 g de solugdo, 1 g <mycp <9 ge
mpec = 0,5 g. As massas molares de o—-CD (MM,.cp) € de PEG (MMpgg) séo,
respectivamente, 972 e 1.470 g mol™.

A partir dos resultados dos calculos realizados, variando-se my.cp de 1g a 9 g,

construiu-se o grafico apresentado na Fig. 40.

0,35+

1% o-CD
2% a-CD
3% a-CD
4% a-CD
5% a-CD
6% a-CD
7% a-CD
8% a-CD
9% a-CD

0,30

0,25+

0,20

Pn

0,15 5

0,10

Figura 40. Distribuicdo de Poisson para variadas concentragdes de a-CD: calculo

tedrico da estequiometria de complexacao.

Experimentalmente, observou-se que, fixando a concentracdo de PEG em 0,5

%, a partir da concentracédo de a-CD 2%, comecga a ocorrer a complexacdo. Nesta
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proporgao, existe em média (de acordo com a Figura 39) uma molécula de a-CD
por extremidade de cadeia polimérica.

Segundo a Distribuicdo de Poisson, para a concentragao de a-CD 2% (2 g /100
g de solugdo), P, maximo corresponde a n = 24, ou seja, existem
aproximadamente 2 moléculas de a-CD complexadas com cada molécula de
polimero. Portanto, a Distribuicdo de Poisson é condizente com os resultados
experimentais, como pode ser observado no grafico da Figura 41, no qual sao
sobrepostos os valores obtidos experimentalmente com os maximos previstos pela

distribuicao de Poisson.
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Figura 41. Grafico onde sao sobrepostos os valores experimentais e previstos
pela distribuicdo de Poisson, referentes ao numero de moléculas de o-CD

complexadas por molécula de PEG, em toda a faixa de concentracao estudada.

Como se pode observar na Figura 41, abaixo da concentragao relativa 3, a
distribuicdo estatistica se aproxima dos valores experimentais e, portanto,

descreve bem o inicio da complexagao.
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Apos este ponto, o numero de moléculas complexadas, do ponto de vista
experimental, € superior ao previsto pela distribuicido de Poisson, pois ainda €&
possivel que mais moléculas de a-CD consigam se complexar, apesar de n&o
corresponder ao P,, maximo.

Experimentalmente, observa-se que a complexagdo € maxima a partir da
entrada de 12 moléculas de a-CD por molécula de PEG, Em média, 6 moléculas

de a-CD por extremidade da cadeia polimérica.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES

Os valores encontrados para taxa de relaxacdo da agua nas solugdes de
dextrana e B-lactose, em comparagao aos dados obtidos para a-CD, p—CD, y—-CD
e p-D-glicose, mostraram como os protons dos grupos hidroxila destes
carboidratos estdo disponiveis para a troca com os prétons da agua, segundo o
modelo de dois sitios. A relaxagdo spin-spin da agua em uma solugdo de
carboidrato é influenciada pela estrutura molecular do soluto.

A estrutura molecular das ciclodextrinas, mantida pelas ligagbes de hidrogénio
que ocorrem entre os grupos hidroxila secundarios das unidades glicosidicas,
disponibiliza uma fragdo de seus grupos hidroxila para a troca quimica com a
agua, aproximadamente 30 %. Ou seja, estdo disponiveis apenas as hidroxilas
primarias, ndo envolvidas em ligagdes de hidrogénio intramoleculares.

No caso da dextrana, a estrutura polimérica pode estabelecer ligagbes de
hidrogénio intramoleculares, reduzindo o numero de hidroxilas disponiveis. O valor
encontrado mostra que 70 % das hidroxilas da dextrana estdo envolvidas em
ligagcdes de hidrogénio intramoleculares. Para a f—lactose, a fragdo de prétons de
hidroxila disponiveis é de apenas 30 %. Atribui-se este resultado a possivel
presencga de pontes de agua que pode estar presente em dissacarideos.

No caso da DMe—3—-CD, comparativamente a B—CD, verificou-se que todas as
hidroxilas estavam disponiveis, enquanto para a HP—B-CD, os grupos hidroxila
presentes no substituinte ainda conseguem estabelecer liga¢gdes de hidrogénio, de
forma que apenas 30% das hidroxilas desta molécula podem realizar a troca com
a agua.

O PVA e a PAM possuem hidrogénios labeis em seus grupos hidroxila e
amida, respectivamente. Dessa forma, causam o aumento da taxa de relaxagao
spin-spin do solvente, R,, em relagdo ao valor obtido para a agua pura, conforme
aumenta a concentragédo dos polimeros. Polimeros que ndo possuem hidrogénios
labeis, como o PVP e o PEGAME néo alteram significativamente o R, do solvente,
pois 0 mecanismo de troca quimica nao € estabelecido. Entretanto, os polimeros

co-PAM, PEG e PAA apresentam grupos com hidrogénios labeis, mas ndo afetam
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significativamente a relaxagcdo do solvente. Isso € devido a formagao de ligagcdes
de hidrogénio intramoleculares que ocorre nesses polimeros, o que torna os
hidrogénios, possivelmente labeis, indisponiveis para a troca quimica com o
solvente. As ligagdes de hidrogénio intramoleculares também estdo presentes no
PVA e na PAM, mas em menor grau que no co-PAM, PEG e PAA. A relaxagao de
solucdes de PAA é dependente do pH do meio, mas o processo ainda ndo possui
uma interpretacao clara.

Particularmente, o PEG 200 Da afeta a relaxagao da agua numa dependéncia
linear da taxa de relaxacdo com a concentracdo. A simulagcdo de dindmica
molecular mostra maior aprisionamento nas moléculas de agua de solvatagéo
neste polimero, em relagdo ao PEG 400 Da, o que causa o aumento de R, do
solvente em funcdo da concentracao do polimero.

O processo de transigdo sol-gel em sistemas poliméricos também pode ser
estudado e explicado através da relaxacdo do solvente, qual € dependente das
fragcbes de moléculas de agua livre e ligada a superficie do gel. Conforme o gel é
formado, as moléculas de agua ficam confinadas em sua malha e a taxa de
relaxacado do solvente sofrem um acentuado aumento.

Hidrogéis supramoleculares formados entre PEG e a—CD dependem das
concentragdes de seus constituintes e da massa molar do polimero. Quanto maior
a massa molar do polimero, até certo limite, menor o numero de pontos de
reticulacdo e mais fragil sera o hidrogel. Hidrogéis pouco reticulados permitem as
moléculas de agua ficarem menos aprisionadas e exibem menores taxas de
relaxagdo do solvente. O PEG-estrela 631, de alta massa molar, por possuir
muitos “bragos” por molécula, forma hidrogel supramolecular com a o-CD
altamente reticulado, com estrutura semelhante a hidrogéis de PEG lineares de
massas molares menores.

A partir da entrada de 2 moléculas de a—CD em uma cadeia de PEG linear
1.470 Da, a complexacéao torna-se mais intensa, levando a formagéo do hidrogel.
Na faixa de concentracdo de a—CD estudada, o maximo de moléculas do agucar
que se complexam com o polimero € 12, em média 6 moléculas de a—CD por

extremidade de cadeia de PEG.
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O estudo da cinética de gelagdo por medidas de T, do solvente forneceu um
perfil de curva que pode explicar o processo de complexacao entre a—CD e PEG.
A complexacdo entre as espécies produz a liberacdo de moléculas de agua
inicialmente. Como consequéncia, ocorre um aumento nos valores de T, da agua,
que, apdés um valor maximo, decai em decorréncia da formacao do hidrogel.

Por fim, com base nos resultados obtidos, pode se concluir que a técnica de
relaxagcado spin-spin usando as moléculas do solvente é extremamente sensivel a
variagdes na estrutura molecular dos solutos hidrofilicos bem como quando forma

estruturas complexas.
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APENDICE A

PARAMETROS OTIMIZADOS UTILIZADOS NAS MEDIDAS DE T,
PARA A SEQUENCIA DE PULSOS CPMG

d; = 5,000 s (tempo para o sistema voltar ao equilibrio apds a sequéncia de

pulsos)

d; = 0,001 s (tempo entre as aplicagées dos pulsos de 90° e 180°)

pw = 6,8 us (duracéo do pulso de 90°)

p1 = 13,6 us (duragao do pulso de 180°)

bt = variavel de acordo com a amostra, com nimero de valores entre 10 e 15. E o

tempo total da relaxacgao transversal.

at = 3 s (tempo de aquisi¢ao)

nt =4 (numero de transientes)
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APENDICE B

ESTIMATIVA DO ERRO NAS MEDIDAS DE R, A PARTIR DOS
VALORES OBTIDOS PARA A AGUA PURA

Numero de medidas =5

Valores medidos = 0,39; 0,42; 0,40; 0,37; 0,40 s’

R, médio = 0,40 s™

Desvio padrdo = 0,02 s™

Erro = 0,01 s™

*

valores obtidos a partir de anadlise estatistica realizada pelo programa

computacional Origin, versao 5.0.

92



