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RESUMO
ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS E QUIMIOMETRICOS SOBRE PIROXICAM

Autor: José Antonio Martins
Qrientador: Prof. Dr. Francisco Benedito Teixeira Pessine

Palavras-chave: Piroxicam, quimiometria, analise conformacional.

O Piroxicam, classificado como uma droga anti-inflamatéria ndo esteroidal, € um po-
tente agente terapéutico (com meia vida de aproximadamente 30h no organismo) contra
uma série de desequilibrios organicos e, por essa razdo, é utilizado como analgésico e anti-
inflamatério como, por exemplo, em dores pos-operatérias, pos-parto, dentais, fraturas, etc..
Essa droga induz fotoalergia e/ou fototoxicidade em aproximadamente 1% dos pacientes em
tratamento clinico. Entretanto, as causas desse efeito nfio estdo completamente esclareci-
das, o que abre campo para uma série de investigagfes e em especial aquelas que abor-
dam conhecimentos quimicos. Informagbes disponiveis na literatura a respeito da droga,
como determinados comportamentos espectroscopicos, juntamente com algumas técnicas
ja desenvolvidas tanto para a coleta (instrumentos hifenizados) como para o tratamento de
dados (PARAFAC) foram utilizadas para a construgéo de alguns modelos que poderdo ser
utilizados em futuras investigacdes para dar pistas sobre o referido efeito. O sistema estu-
dado é complexo no sentido de que a droga possui varios equilibrios quimicos e, portanto,
pode se apresentar de varias formas diferentes, como por exemplo, a forma cetbnica ou
endlica, e a quantidade dessas espécies quimicas varia em funcdo do meio, isto é, da dis-
ponibilidade protdnica, polaridade, grau de organizacdo, etc.. Para a investigagdo de um
sistema com tal complexidade foram elaborados alguns planejamentos experimentais, de
modo que a maxima quantidade de informagdes pudesse ser extraida com o minimo esfor-
¢o. Os experimentos procuraram contemplar informagdes disponiveis na literatura, a fim de
que algumas delas pudessem ser posteriormente confrontadas com as obtidas neste traba-
tho. Contudo, como a quantidade de dados € muito grande, ha necessidade de ferramentas
de analise para que 0s mesmos possam ser integralmente aproveitados. Nesse sentido a
Quimiometria tem avangado recentemente, pois inimeras aplicagbes ja podem ser encon-
tradas na literatura, onde sistemas cada vez mais complexos t&m a chance de ser estuda-
dos. Utilizando-se dessas ferramentas de andlise para tratamento de dados de luminescén-
cia total obtidos neste trabalho, bem como de alguns resultados obtidos da analise confor-
macional, via célculos semi-empiricos (MOPAC/AM1), algumas propostas foram feitas na
tentativa de atribuiciio de bandas de excitagdo-emiss&o as espécies quimicas da droga. Ai-
gumas dessas espécies podem ser os agentes causadores dos efeitos colaterais que de-
terminados pacientes apresentam.
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ABSTRACT
SPECTROSCOPIC AND CHEMOMETRICS STUDIES ABOUT PIROXICAM
Author: José Antonio Martins
Advisor: Prof. Dr. Francisco Benedito Teixeira Pessine

Key words: Piroxicam, chemometrics, conformational analysis.

Piroxicam is a nonsteroidal anti-inflammatory drugs and quite efficient in the treat-
ment of rheumatoid arthritis and other inflammatory disorders in humans. The drug is
highly potent, has a long half-life of over 30 hours, but shortly after piroxicam became
widely available for clinical use, it became apparent that the agent was a photosensitizer
in less than 1% of patients. However, attempts to demonstrate phototoxicity in humans,
laboratory animals, and cells cultures have not been successful and this is a field for in-
vestigation. Some information available in the literature about spectroscopy data of the
drug and others acquired in this work were used to build models to help understanding or
to find some clues about its side effects. Piroxicam was shown to have 12 possible tau-
tomers, the tautomeric shifts resulting from fast intemal proton transfer being unusually
sensitive to changes in chemical substitution, solvent, and temperature. Some experi-
mental designs were elaborated to research this system and to acquire a large amount of
data with the least effort. A large quantity of data on a system increases the chance of
finding relevant data, if the experimental design. However, a lot data require mathematics
tools to the correctly ascertained. In this away, Chemomectrics has shown much progress
since many papers on it can be found in the literature and complex systems have a
chance to be studied. An experiment was planned to assess information, and PARAFAC
was utilized to treat total luminescence data acquired from piroxicam cyclodextrins in
aqueous medium. Knowledge derived from study of conformational analysis of piroxicam,
via MOPAC/AM1, along with results obtained from PARAFAC treatment and literature
data were used to make some proposals about piroxicam species and its spectroscopic
behavior.
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ABREVIATURAS
A — angstrom (10%m)
ALS - “altemanting leat square” (minimos quadrados alternados)
cal.mol™* — caloria por mol
CD - ciclodextrina
CP - componente principal
CP1 - primeiro componente principal
CP2 - segundo componente principal
D - debyes
DSC - calorimetria diferencial de varredura
eV - eiétron-Volt
fs — femtosegundo
g—grama

HOMO - orbital molecular ocupado de mais alta energia

IV —infra vermelho

kcal — quilocaloria

kJ — quilojoule

LUMO - orbital molecular desocupado de menor energia
m — metro

MEV — microscopia eletrbnica de varredura

MF — mistura fisica

mg - miligrama (10%g)

min — minutos

mL - mililitro

mmol — milimol (10°mol) _

mol - quantidade de substancia de um sistema que contém tantas unidades elementares

- quantas existem de atomos de carbono em 0_,012kg de carbono12 (Moore (1976))

mol.L™! — unidade de concentragio, quantidade de substancia por volume em litros da
solugdo

nm - nandmetro .

NSAIDs — drogas néo esteriodais anti-inflamatodrias

ORD - dispersdo 6ptica rotatéria

PARAFAC - “Parallel Factor Analysis”

- PCA - “Principal Componente Analysis®

PRX — Piroxicam

PRX-B-CD -~ complexo p-ciclodextrina-piroxicam

ps — picosegundo

RMN - ressonancia magnética nuclear

RMN 3C— ressonancia magnética nuclear de carbono-13
RMN 'H - ressonancia magnética nuclear de proton

RX - difra¢do de raios-X

s — segundo
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TGA — analise termo gravimétrica

Tl.PEE — transferéncia intramolecular de préton no estade excitado
Tl.PEF — transferéncia intramolecular de préton no estado fundamental
u.a. - unidades arbitrarias

V - Volt

VUV - visiveliultravioleta

X-alfa — conjunto de dados que possuem em comum a a-CD
X-beta — conjunto de dados que possuem em comum a pB-CD
X-gama — conjunto de dados que possuem em comum a y-CD
“Zwitterion” — sal dipoiar

a~-CD — alfa ciclodextrina

B-CD - beta ciclodextrina

y-CD — gama ciclodextrina

Aem — COMprimento de onda de emissio

Aex ~ COMprimento de onda de excitagdo

umol — micromol (10 mol)
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& Capitulo I - Introdugdo 2

Ciclodexirinas (CD) séo polimeros macrociclicos de glicose, sendo que as mais co-
nhecidas contém 6, 7 ou 8 unidades glicopiranosideas chamadas respectivamente de a(ci-
" clohexa-amilose), B(ciclohepta-amilose) e y(cicloocta-amilose) ciclodextrinas, cujas estrutu-
ras $30 mostradas na FIG. |.1, juntamente com as respectivas férmulas moleculares.
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FIGURA I.1 - Férmulas estruturais € moleculares de algumas ciclodextrinas.

Estes compostos foram isolados pela primeira vez por Villiers (1891), como produto da
degradacgéo de amido causado pelo microorganisme Bacillus macerans, cultivado em um
meio rico em amilose. Atuaimente tais substancias sdo obtidas pela reag&o entre a enzima
ciclodextrina transglicosilase em uma solugéo de amido pré-tratada com a-amilase. A prepa-
ra¢do, o isolamento, a caracierizagio e a determinagéo da estrutura dessas substancias foi
~ feita por Schai'dinger (1903-1911) em uma série de trabathos em que demonstrou serem as
mesmas, oligossacarideos ciclicos contendo um minimo de 6 @ um méaximo de 12 unidades
de glicose uhidas via ligag8o o-1,4 sendo que cada uma delas se encontra na conformagéo
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Capitulo I - Introdugdo 3

em cadeira. Casu et a/ (1966,1968) utilizando ressonacia magnética nuclear (RMN) e dis-
persdo optica rotatéria (ORD), em solugBes de dimetil sulféxido contendo tais substancias
(nas quais existe forte competicdo do solvente por pontes de hidrogénio intramoleculares)
demostraram que os residuos de glicose retém a mencionada conformacéo e as ligagbes
por pontes de hidrogénio, ndo apenas no estado sdlido mas, também, nessas solugbes e em
agua, na qual a competi¢lio pelas referidas ligagcdes é bastante menor, embora em solugdo
haja maior mobilidade conformacional comparativamente as CD’s no estado sélido.

Estes compostos ocorrem naturaimente apresentando uma estrutura relativamente
rigida em formato de rolha oca, com os grupamentos OH ligados aos atomos de carbono C2
e C3, localizados ao redor da abertura de maior didmetro e os grupos OH mais reativos (li-
gados aos carbonos C6) dispostos ao redor da abertura de menor tamanho e opostos aos
grupos OH anteriormente mencionados (FIG. 1.1). Bergeron (1977) e Saenger (1980) estu-
daram a possibilidade de formag&o de pontes de hidrogénio entre os grupamentos OH liga-
dos aos atomos de carbono C2 e C3, e verificaram que a liberdade conformacional do anel
macrociclico é restringida contribuindo para a rigidez do mesmo, seja no estado sélido, seja
em solugdo. Este arranjo for¢a as ligagbes, das quais participam os atomos de oxigénio,
para o interior da cavidade fazendo com que esta mostre um microambiente hidrofébico,
enquanto a superficie externa exibe certo carater hidrofilico. As dimensdes desta cavidade
dependem do numero de unidades glicopiraniosideas que constituem a CD (TAB. 1.1).

TABELA 1.1
Solubilidade em agua a temperatura ambiente e pardmetros estruturais de «-CD, p-CD e y-CD.

Espécie Solubilidade Diametro menor Didmetro maior Profundidade
g/100 mL A A) da cavidade (A)
.cr.-CD 14,5 4,7 52 6,7
pB-CD 1,85 6,0 6.4 7.0
y-CD '23,2 - 7,5 8,3 7.0

A habilidade das CD’s formarem complexos de inclus&o ja havia sido reconhecida por
Villiers (1881) e a partir de entdo tais substancias tém atraido a atengdo de inimeros pes-
quisadores como possiveis agentes complexantes naturais de compostos organicos, orga-
no-metdlicos e gases. Este processo, dinamico é semelhante aquele de solubilizagio asso-

“ciada as solugdes micelares. A estrutura impar das CD’s deve sua estabilidade as pontes de
hidrogénio intramoleculares entre os grupos hidroxilas ligados aos dtomos de carbono C2 e
C3, presentes em unidades glicopiranosideas vizinhas.
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A solubilidade dessas substancias em agua e em outros solvenies € muito pequena, 0
que parece dificultar ou impedir a atuagéo das mesmas como agentes complexantes. En-
tretanto, na década de 1960 foi descoberto que a substituigdo quimica (funcionalizag&o) dos
grupos OH em C2, C3 e C6 poderia aumentar grandemente a sclubilidade desses compos-
tos. Assim, a concentragéo final de CD que é possivel conseguir em uma dada solugdo ira
depender da natureza e da quantidade dos grupos que irdo substituir aquelas hidroxilas,
além da temperatura. Com a maioria das CD's modificadas é possivel obter, em meio aquo-
§0, cohoentragées iguais a 50% massafvolume. Numa recente revisdo bibliogréfica Loftsson
e Brewster (1996) relataram uma série de aplicagbes das CD’s modificadas (ja disponiveis
comerciaimente) tanto na estabilizagdo como na solubilizagio de algumas drogas como por
exempio: hidrocortisona, ibuprofen, diazepam, etc.. Algumas delas sdo comerciatizadas, na
forma complexada, no Japéo e alguns paises da Europa.

O tamanho da cavidade se constitui no fator determinante através do qual a CD & usa-
da para complexar outras molécuias. Se a espécie a ser investigada tiver dimensdes maio-
res que as da cavidade, ela simplesmente ndo consegue entrar na mesma e se tiver dimen-
sbes muito pequenas ela pode passar peila cavidade sem ser complexada, de modo que o
convidado {molécula a ser complexada) e o hospedeiro (molécula de CD) podem se associ-
ar sem quaisquer interacdes especificas, sendo o processo determinado pela estrutura e
tamanho da molécula convidada. A molécula de a-CD apresenta menor cavidade sendo, em
consequéncia, incapaz de acomodar mais de uma molécula de um grande nimero de sub-
stancias, ao contrério do que ocorre com a € a v-CD. A pB-CD possui cavidade com tama-
nho adequado para conter apenas uma molécula de um grande nimerc de substancias que
apresentam atividades biolégica e farmacolégica como vitaminas, hormdnios, proteinas,
medicamentos e outras usadas em experimentos relacionados as culturas de células e de
tecidos, em razdo do que encontra maior aplica¢éio. A estabilidade dos complexos formados,
que € devida primariamente as forgas hidrofébicas (que sdo fracas), depende do tamanho
de ambos, 0 hospedeiro e o convidado. A constante de associagdo para a maior parte das

moléculas é 3103mol_.L", valor tipico no caso de interagbes fracas. Moléculas hidrofébicas,
ou a parte hidrofébica de moléculas polares, séo incorporadas na cavidade da CD deslo-
cando moléculas de agua que se encontram no interior da mesma, fenémeno favorecido
pela repulsdo entre a espécie hidrofébica e as moléculas (polares) de agua. Este processo
acarreta o encapsulamento (total ou parcial) da espécie de interesse, tommando-a soluvei em
meio aquoso. Quando o compiexo formado ¢ diluido em grande volume de &gua o fendme-
no é revertido e a espécie aprisionada na cavidade é liberada em solugéo. A FIG. |.2 mostra
trés compiexos de moléculas organicas com as CD’s ilustrando casos em que somente
parte do hospedeiro & complexado em fungédo do tamanho de ambos, assunto que sera tra-
tado a seguir.
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FIGURA 1.2 - Férmulas estruturais de complexos formados entre ciclodextrinas e algumas
moléculas organicas: A) Eritrosina B-y-CD, B) Rosa de bengala—y-CD e C) Eritrosina B-a-CD
(Flamigni (1994)).

A complexagéo pode ser demonstrada por uma série de técnicas comumente empre-
gadas em quimica, como medidas da solubilidade de compostos insolGveis em determina-
~ dos solventes (como por exemplo, benzeno que ¢ insoltivel em agua), difragéio de raios-X,

ressonéncia magnética nuclear (RMN), andlise termogravimétrica (TGA), calorimetria dife-
rencial de varredura (DSC), eventualmente espectroscopia na regido do |V e espectroscopia
de absorgéo e de emissdo nas regides V/UV e, ultimamente, por espectrometria de massas,
podendo os complexos serem estudados no estado sélido ou em solugdo. Griffiths e Bender
('1973) demostraram que, de modo geral, a grande maioria das moléculas formam comple-
xo0s 1:1, quando em éoiugéo aquosa de CD, embora esta estequiometria ndo seja rigorosa-
mente seguida quando o oompiexo se encontra na fase sélida pelo fato dos anéis macroci-
- clicos estarem empithados podendo, entdo, acomodar mais de uma espécie convidada. Isto
- ocofre quando a molécula do convidado possui tamanho semethante ao da cavidade da CD.
Entretanto, Kano et a/ (1980-1982) apresentaram evidéncias experimentais de que é possi-
vel, quando a molécula do héspede é pequena em relacéo a referida cavidade, acomodar
simultaneamente mais de uma molécula do convidado, ou uma molécula de dois convidados
diferentes formando complexos do tipo 2:1 ou 1:1:1, respectivamente, quando em solugdo.
~Hamai (1982) observou associagdo de dois complexos de inclusdo do tipo 1:1 constituindo
uma espécie do tipo 2:2. Este fendmeno pode levar a formagfo de excimeras, caracteriza-
dos por espectroscopia de fluorescéncia possuindo bandas eletrdnicas largas, ndo estrutu-
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radas e em regides espectrais diferentes (deslocadas em diregéo ao vermelho) das associa-
das aos mondmeros. Assim, se a intensidade da emissé@o do excimero diminuir quando se
adiciona ac meioc uma outra substancia, isto significa que o complexo de inclusdo 2:1 esta
se desfazendo e sendo substituido por complexos do tipo 1:1:1. Ramamurthy e Eaton (1988)
estudaram a existéncia de formagéo de excimeros intramoleculares, quando a molécula do
convidado apresenta dois grupos croméforos ligados entre si. Neste caso, havera mudanga
conformacional da molécula do convidado durante a formagéo do compiexo, o se que reflete
no aparecimento de bandas de absorgdo e de emissdo caracteristicas nas regibes V/UV.
Esses autores também investigaram situagdes em que duas molécuias de CD complexam
apenas uma molécula convidada, como acontece com o corante alaranjado de metila. A
FIG. 1.3 ilustra alguns exemplos de associagdo do benzaldeido com os trés tipos mais co-
muns de ciclodextrinas, a o, p e a y. Assim, pode-se ter uma idéia dos tipos de complexos
gue geralmente sdo encontrados.

B
A , p-CD p-CcD
o-CD
o H
's]
H

FIGURA 1.3 — Fénﬁulas estruturais de alguns complexos formados entre o benzaldeido e os
trés tipos mais comuns de ciclodextrina: A) complexo do tipo 1:1, B) complexo do tipo 2:2 e
C) complexo do tipo 2:1 (Rao e Tumro (1989)).

Em solugéo aquosa contendo CD ha um controle hidrofébico-estérico do processo de
incluséo, o que influencia de modo marcante a reatividade das espécies convidadas. Deste
modo, a natureza hidrofébica da cavidade pode afetar processos fotofisicos e fotoquimicos
que s&o sensiveis a polaridade ou a constante dielétrica do soivente. Sangwan e Schneider
{1989) investigaram a agéo das CD’'s em reacdes de Diels-Alder em varios solventes procu-
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rando correlagdes com a varia¢do da polaridade do meio e a quantidade de produto formado
constatando, em alguns casos, que o efeitc da adicdo de CD provoca um acentuado au-
mento na velocidade de determinadas reagbes. Monti ef a/ (1993) estudaram a formagéo de

. complexos de uma série de compostos aromaticos simples com p-CD utilizando espectros-

copia de dicroismo circular induzida e absorgdo (V/UV) determinando: rendimento quéantico
de fluorescéncia, decaimento temporal de emissédo e absor¢éo triplete-triplete, verificando
grandes modificagfes nesses parametros em fun¢do da concentragdo de CD utilizada. Os
resultados foram discutidos em termos da estrutura conformacional dos complexos forma-

_dos. Flamigni (1994) investigou o efeito da complexacdo em CD's na fotoreatividade de

Rosa de bengala e Eritrosina B, constatando que a reagéo no estado triplete e de radicais,
no sistema complexado, € menor do que em agua pura. Verificou, também, indicios de for-
macgéo de complexos do tipo 1:2 héspede:hospedeiro.

As aplicagbes das CD’s sdo abrangentes: utilizagio para estudos in vitro, ou entrega
seletiva in vivo de substancias, na estabilizagdo ou desestabilizagdo de drogas auxiliando o
entendimento de comportamentos espectroscopicos de moléculas diversas no estudo de
reagoes ja conhecidas para moléculas, mas que carecem de entendimento no que se refere
a mecanismos, pois as CD’s (em virtude de sua estrutura) atuam em muitos casos favore-
cendo alguns caminhos de reagdes em detrimento de outros. Relativamente aos comporta-
mentos fotofisicos, os estudos com as CD’s também tém trazido enorme avango, pois aju-
dam no entendimento e proposi¢cdo de mecanismos de agdo de varias substancias, como
sondas moleculares @ mesmo alguns medicamentos ha muito utilizados em diversos trata-
mentos clinicos.

Qualquer modificagéo espectral observada quando as CD’s séo introduzidas no meio
pode ser atribuida a formag&o de compostos de incluséo pois elas ndo afetam o espectro de
absorgao e de emisséo de espécies ndo complexadas em solugdo. Por outro lado, se a son-
da utilizada ndo apresentar emissdo em meio aquoso mas exibir intensa emissdo em meio
apolar, o registro dos espectros de emisséo ¢ de excitagcdo (bem como a medida dos tem-
pos de vida da espécie acomodada no interior da cavidade da CD) podem fomecer informa-
¢bes Uteis sobre seus processos fotoquimicos e fotofisicos. Hoshino et af (1981) observa-
ram, de modo geral para a sonda, um aumento na intensidade da emissdo e um desloca-
mento da banda de absorgéio em diregio a frequéncias maiores ("biue shift"), possivelmente
indicando que o estado eletrdnico fundamental da molécula sonda é mais estabilizado pelo
ambiente hidrofébico que o excitado e pelo fato da molécula possuir menor grau de liberda-
de, pois quando encapsulada ha uma redugdo dos processos ndo radiativos, refletindo num
aumento do tempo de vida. Ueno et al (1981) analisaram detathadamente os espectros e as
curvas de relaxagio (a partir das quais podem ser obtidos os tempos de vida) conseguindo
informacdes a respeito das constantes de associagéo entre a sonda e a CD e a extens&o do

acesso da sonda a outras moléculas ou ions {como I” e I03™ que podem provocar supressao
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" da fluorescéncia ou ciclohexanol que atua como regulador do espaco da cavidade da ciclo-
. dextrina). Hamai (1982) e Cox et a/ (1984) analisaram o modo estereoquimico de incorpora-
¢80 da propria sonda. Scypinski e Cline Love (1984) estudaram os espectros obtidos com
polarizadores investigando a microviscosidade caracteristica das cavidades e o movimento
(ou a falta de) da molécula sonda no interior das mesmas.

Algumas substancias que apresentam interesse sob o ponto de vista farmacoidgico
com atividades reconhecidas s&o comercialmente disponiveis; no entanto, alguns desses
medicamentos causam efeitos colaterais como fotosensitividade. Moore @ Hemmens (1982)
inestigaram in vitro o efeito fotosensibilizador de algumas drogas utilizadas contra a maiaria
com irradia¢éo no ultravioleta préximo (365nm) constatando que algumas dessas substan-
cias apresentam enormes capacidades de fotooxidagdo e fotopolimerizagio (fotodeclorini-
zagdo e subsequente reagbes radicalares). Vries et af (1990) reconheceram propriedades
fotoalérgicas em alguns derivados (comerciaimente disponiveis com os nomes BAY-O-NOX,
MECADOX) utilizados em animais para evitar a prenhe. Motten e Chignell (1983) apresenta-
ram um estudo sobre fotosensibilizadores de derivados de sulfanilamidas, sugerindo que os
efeitos de fotoalergia desses compostos resultam de modificagbes de proteinas e outras
macromolécuias causadas por fotoprodutos metaestaveis desses medicamentos.

Numa revisdo feita por Mihalic ef al (1976) observam-se algumas caracteristicas da
droga Piroxicam (PRX - FIG. 1.4), pertencente 2 uma classe de substancias denominadas
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FIGURA 1.4 - Piroxicam em equilibrio ceto-endlico.

drogas néo esteroidais anti-inflamatérias (NSAIDs). O PRX, desenvolvido pela Pfizer e Co.
na década de 70, utilizado no Brasil na formulagéo de 28 medicamentos (conforme o Di-
cionario de Especialidades Famacéuticas — DEF (1997)), apresenta interesse farmacologico
por ser um poderoso analgésico e antiinflamatério sendo utilizado para tratamento de uma
série de desequilibrios organicos: artrites reumatéides, dores agudas no sistema esquelético
muscular, osteoartrites, gota aguda, dores pés-operatérias, pds-parto, dentais, fraturas, etc..
Duas das vantagens do uso dessa substancia sdo a alta poténcia e a meia-vida ionga no
organisrﬁo huhano (cerca de 30h).

Segundo Mihalic (1976), uma das caracteristicas do PRX & sua fotoestabilidade.
Porém, Stemn (1983), em estudo sobre os possiveis efeitos colaterias de algumas drogas
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#
&

néo esteriodais anti-inflamatérias, constatou que o PRX apresentou fotosensitividade em
s pacientes em tratamento quando os mesmos sfo expostos & luz soiar. Kochevar et af (1986)

i e Westemn et al (1987), em estudos in vivo e in vitro propuseram que esta fotosensitividade é
‘causada por um dos metabdlitos do PRX (FiG. |.5-E) provavelmente por mecanismo envol-
4 vendo a formag&o de oxigénio singlete. Contudo, Serrano ef a/ (1990), indicaram que algum
: fotoproduto — estavel ou instavel — seja a causa dessa fotosensitividade (FIG. 1.6); Kochevar

of al (1986-1987) e McKerrow e Geig (1986) também estudaram esses fendmenos propondo
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FIGURA |5 — Alguns metabdlitos do PRX (Kochevar et a/ (1986)).

um ou outro mecanismo, mas ndo esta plenamente esclarecida a forma pela qual a droga
age no orQanismo. .Mueller et al (1992) e Santuci ef al (1992) investigaram outros efeitos
cola-terais de ordem gaétro—estomacais, verificarando que um complexo da droga em $-CD
reduz tais efeitos (FIG. 1.7). Eamest et a/ (1992), Takuj ef a/ (1993) e Moon et al (1993)
utilizaram o PRX em estudos de tratamento quimioterapéuticos preventivos ao cancer in-
duzido em camundongos.
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FIGURA 1.8 — Alguns fotoprodutos do PRX: A) N-(-piridiloxalamida e B) N-metilsacarina
(Serrano el al (1990)).
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FIGURA 1.7 = Complexo formado entre a p-CD e o PRX (Kim ef af (1993)).

Diversos pesquisadores procuraram investigar os aspectos fisico-quimicos do PRX por
meio de algumas técnicas. Bemhard e Zimmermmann (1984) determinaram (via espectrosco-
pia de absorgio V/UV) os valores da primeira e segunda constantes de ionizagio do PRX
em agua; Geckle (1989) investigou (por RMN) a relag8o entre possiveis espécies “zwitte-
rion” de PRX com deslocamentos quimicos de ™C em vérias solugSes com soiventes po-
lares como dimetilsulféxido, N,N-dimetiformamida e cloroformio; Tsai ef a/ (1993) procura-

" ram correlagdes entre os equilibrios do PRX em dgua com aiguns resultados de calculos

semi-empiricos; Moses et al (1995) apresentaram um estudo (utilizando voltametria ciclica)
e determinaram a constante para o equilibrio ceto-endlico do PRX (FIG. 1.4); Takacs-Novak
et al (1995) analisaram os equilibrios entre as formas “zwitterion” do PRX (FIG. 1.8) rela-
cionando-os com os efeitos colaterais de ordem gastro-estomacal e Alencastro e Neto
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%,.,(1.995) realizaram alguns célculos semi-ermpiricos (MOPAC/AM1), obtendo a geometria mo-
¥ lecular mais estavel tanto para uma das formas da droga como para um dos seus metabdli-
. fos.

FIGURA 1.8 — Algumas formas candnicas “zwitterion” do PRX (Geckle (1989)).

Outros autores estudaram aspectos do comportamento espectroscépico do PRX: Yoon
ef al (1988) investigaram o efeito do deslocamento para o vermelho que os espectros de
emiss&o da droga apresentam com a diminuigdo da polaridade do solvente, propondo o me-
canismo de transferéncia intramolecular de préton no estado excitado (Tl PEE) (FIG. 1.9);

- Yoon e Kim (1989) abordaram esse mecanismo analisando o efeito do pH nos espectros de
absorgéio e de fluorescéncia; Kim ef a/ (1994) estudaram o efeito da adigéio de CD em
solugiio aquosa de PRX na fluorescéncia da droga utilizando esse mecanismo de para ex-
plicar os fendmenos observados e indicaram o modo de complexag&o da droga em CD atra-
vés de célculos de mecanica molecular (FIG. 1.7). Os autores concluiram que o aumento da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo da B-CD se deve nao so-
menté a complexacgéo (e portanto, pelo fato da substancia, agora atuando como sonda fluo-
rescente, estar num meio mais hidrofébico que o anterior, antes da complexagéo) mas por-
que a Tl,,PEE é favorecida pelo fato da droga estar complexada de um modo especifico e
as hidroxiias da borda da CD favorecem o fenomeno (esse assunto sera abordado com de-
talhes em momento oportuno); Cho et al (1994) utilizando fluorescéncia com resolugéo tem-
poral, fizeram atribuigdes das bandas de emisséo a algumas espécies do PRX (FIG. 1.10) e
estudaram o papel do estado triplete do PRX na dinamica da Tl.PEE {FIG. 1.9).
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FIGURA 1.9 ~ Mecanismo de TI,.PEE do PRX em meio hidrofébico (Cho et al (1994)).

Bortolus @ Monti (1996) abordaram o assunto de Tl,PEE com maior profundidade. A
inclusio de determinadas espécies — em alguns casos geometrias especificas de incluséio —
pode afetar o equilibrio acido-base das mesmas. Issc ocorre para o p-naftol na presenca de
a ou B-CD em solugdio aquosa, sendo observado um desiocamento para o vermelho de uma
de suas bandas de absor¢do, havendo o aparecimento de uma nova banda quando a con-
centragfio da CD é maior que 2.10?mol.L"". Essa modificagéo espectral, como func¢lo da
variagio da concentragéio da CD, se deve a formag8o de um complexo do tipo 1:1. A com-
plexag&io com a B-CD aumenta o pK, do p-naftol de 9,5 para 9,9. Modelos moleculares fo-
ram utilizados para descrever a geometria do complexo. O p-naftol complexado apresenta o
anel aromarico no interior da cavidade hidrofoébica da CD mas o grupo hidroxilico do p-naftol

' n#o est4 totalmente protegido do ambiente aguoso e interage com as hidroxilas da borda da

CD. A inclusdo pode influenciar a transferéncia de préton que ocorre no estado excitado e,
em alguns casos, modifica-la acentuadamente. Em determinadas situagbes o fendmeno néo
ocorre sem a assisténcia promovida pela complexacio.
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FIGURA 1.10 — Algumas espécies nos estados fundamental e excitado do PRX (Cho et a/
(1994)).

A Tlo,PEE foi estudada por varios pesquisadores usando moléculas que apresentavam
pelo menos uma ponte de hidrogénio intramolecular. Mordzinski e Grellmann (1986) investi-
garam o papel do estado triplete na TI.,PEE do 2-(2'-hidroxifenil)benzoxazol fazendo atribui-
¢des das expécies que emitem. Dzugan et a/ (1986) examinaram a transferéncia reversa do
préton no estado fundamental da 3-hidroxiflavona utilizando absorgéo transiente com reso-
lugdo temporal na ordem de picosegundos. Nishiya et al (1986) analisaram a natureza da
ligacdo de hidrogénio intramolecular existente em uma série de moléculas como a o-
hidroxiacetofenona, salicilamida, metil salicilato e 7-hidroxi-1-indanona por meio de espec-
troscopia de fluorescéncia de alta resolugdo, verificando que as estruturas vibronicas eram
consistentes com a tautomerizacéo no estado excitado da espécie cetbnica para a forma
endlica. Laermer eof al/ (1988), utilizando fluorescéncia com resolugéio temporal (escala tem-
poral de femtosengundos) estudaram a Tl.PEE do 2-(2’-hidroxifenil)benzctiazol, observando
a formacso da espécie tautomeérica em solventes ndo polares. Nagaoka et a/ (1988) estuda-
ram a depéndéncia do estado eletrénico na TI,PEE do o-hidroxibenzaldeido na fase vapor,
verificando que o estado excitado (S1") € muito mais suscetivel a referida transferéncia que
os demais estados. Prieto et a/ (1988) investigaram processos fotofisicos de solugdes liqui-
das de 2-(2'-hidroxifenil)benzoxazol em alcanos e concluiram que o equilibrio entre as espé-
cies cetdnica e entlica no estado triplete é independente da temperatura e que essas pos-
suem decaimento temporal monoexponencial idénticos. Brucker e Kelley (1988), utilizando
emisséo de fluorescéncia estaciondria e resolvida no tempo, estudaram o papel da torséo do
grupamento fenila na dinamica do estado excitado da 3-hidroxifiavona e também de alguns
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de seus derivados em solu¢éo de vérios hidrocarbonetos @ em matrix de argdnio a 10K. Os
resultados mostraram em todos os casos que a Tl,PEE ocorre muito rapidamente (<10ps.,
seguida do processo de relaxagéo vibracional) que a torsdo do grupo fenila (15ps.). Barbara
el al (1989) investigaram a 9-hidroxifenalenona, o 2-(2-hidroxifenil)benzotiazol e a 3-
hidroxiflavona, verificando que a Tl PEE ocorre via efeito ftinel. Grellmann ef a/ (1989) pes-
quisaram a dinamica do equilibrio entre as espécies cetdnia e endlica do 2-(2'-
hidroxifenil)benzoxazoi em seus metaestados tripletes em solugdes apolares, constatando
que este equilibrio se estabelece a uma temperatura entre 55 a 220K. Brucker et af (1991),
utilizando fluorescéncia de emisséo no estado estacionario e com resolugdo temporal da
ordem de picosegundos, estudaram a dinamica de Tl,PEE da 3-hidroxiflavona, determinan-
do as constantes de decaimento dessas moléculas em varias temperaturas e a energia de
ativagdo. Outros pesquisadores estudaram esse fendbmeno interessados no comportamento
espectroscopico de uma série de substancias, com o objetivo de aprofundar os conheci-
mentos a respeito do assunto: Grabowska ef a/ (1991), Chou et a/ (1991), Yoon et a/ (1992}
e Lavtchieva et al (1993).

Uma das técnicas empregadas para a sondagem das cavidades das CD - e do proprio
processo de inclusdo — é a espectroscopia de absorgéo e de emissdo (fluorimetria e/ou fos-
fosforimetria) nas regides V/UV. Esta Ultima apresenta vantagens sob o aspecto analitico,
pois pelo fato de ser muito sensivel, pequenas quantidades das substancias podem ser es-
tudadas, isto &, solugbes bem diluidas podem ser utilizadas para investigar os fendbmenos
fotofisicos e/ou fotoquimicos (ANEXO 1). Uma das razbes pela qual esta técnica foi escolhi-
da para estudar os fendmenos fotofisicos do PRX (a ser abordado mais adiante) & que esta
substancia é pouco solivel em agua (um dos solventes utilizados neste trabalho) e a
espctroscopia de absorcéo V/UV seria inadequada. Acima de uma determinada concentra-
¢80 da droga ocorre a formagio de agregados, e isso toma o trabalho ainda mais dificil na
concentra¢io desejada, pois através de algumas técnicas nédo se consegue detectar as alte-
ragées ocormridas. Portanto, a fluorimetria apresenta uma série de vantagens, razdo pela qual
ela foi empregada em grande parte dos trabalhos desta Tese.

Mencionou-se que as CD’s oferecem ambiente adequado para estudos sobre proces-
sos fotoquimicos e/ou fotofisicos, pois possuem microcavidades que, de certa forma, res-
tringem o grau de liberdade das moléculas convidadas relativamente as mesmas em outros
ambientes como, por exemplo, em soiventes apotlares, mesmo que estes tenham constantes
dielétricas muito proximas aquelas das cavidades das CD’s. Todavia, essas cavidades atu-
am em muitos casos, néo simplesmente como ambientes hidrofébicos mas interagem com
os convidados em condigdes que ajudam na interpretagéo de processos sob investigagéo.
As CD’s atuam em algumas situagdes como potentes catalisadores, sendo inclusive compa-
radas a enzimas simples, pois elas exibem mais que um espago meramente hidrofébico: ha
microambientes em que as moléculas convidadas se acomodam que pode atuar como a
chave e a fechadura, semelhante a0 que ocorre em um sistema enzima-substrato, pois
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- existe na borda das CD’s os grupos —OH que oferecem condigbes para que alguns hdspe-
des facam as pontes de hidrogénio e se complexem de determinadas formas, ou determina-
. das estruturas conformacionais se complexem, de modo que alguns processos fotofisicos,
F fotoquimicos ou reagdes sejam favorecidas ou inibidas.

O campo de investigagdo em quimica tem crescido, e como & de conhecimento de
todos, sistemas cada vez mais complexos surgem & frente dos pesquisadores, sem contudo
haver maneiras ou métodos experimentais, em alguns casos, que possam ser utilizados

1 para ajudar nessas investigagdes. Todavia, com o crescente desenvolvimento de metodolo-
" gias para tratamento de dados, encontram-se revisdes que abordam esse assunto e que

evidenciam a possibilidade de ampliar a complexidade dos sistemas a serem estudados,

- tendo como resultado o aprofundamento do conhecimento sobre esses sistemas e o préprio

avango nessa area do conhecimento da Quimica.

Brown ef al (1996) apresentaram uma viséo geral das aplicagdes em quimiometria nos

~ ultimos anos, bem como alguns dos principais conceitos envoividos: estatisticos, otimizagéo,
. resolug#o, calibragéio, reconhecimento de padrbes, estimativa de parametros, relagéo entre

atividade quimica e estrutura molecular, inteligéncia artificial, etc.. Workman eof a/ (1996) e

~ Mobley et af (1996) fizeram extensa revisdo de quimiometria aplicada a métodos espectros-

copicos analisando as tendéncias, o propésito de alguns programas computacionais para
célcuios em quimiometria, andlise exploratéria e classificacio de dados, técnicas de pré
processamento de dados, analise de ruidos, etc.. Mas, além dessas revisbes podem-se en-
contrar varios trabalhos que teve como principal objetivo aplicar os métodos quimiométricos
para a resolugdio de vérios problemas: Lindberg et af (1983), Gampp et al (1985), Gampp et
al (1986), Sanchez ef al (1987), Ramos et al (1987), Keller e Massart (1991), Tauler et a/
(1993), Mansilla ef a/ (1994), Amrabal ef a/ (1994), Pefia ef a/ (1994) e Gremilich e Berets

- (1996). A questiio de metodologias para tratamento de dados multivariados esta mais deta-

Ihada no ANEXO Il (em especifico o método PARAFAC, “Parallel Factor Analysis” que tem
apresentado bons resultados para tratamento de dados de fiuorescéncia).

Hirschfeld (1980) abordou a questdo de instrumentos hifenizados (os ja desenvolvidos
na época e 0s por desenvolver) mostrando que é possivel construi-los com um objetivo bem
definido: o de extrair o méximo de informag#o do sistema a ser investigado. Um exemplo

- que ilustra o caso é_ o aparelho CL/IV (cromatégrafo liquido acoplado ao espectrofotdmetro

de infra-vermetho) onde, a principio, 0 novo aparelho constituido de dois outros distintos tem
grande poder de separagdo associado a especificidade, ou seja, o cromatrégrafo tem condi-
¢Bes de fazer boas separagBes e o espectrofotdmetro tem a capacidade de discriminar um
tipo de substancia de outro. Portanto, o objetivo final desses intrumentos e o de obter sem-
pre mais informacgéo de sistemas cada vez mais complexos. Foi a partir do desenvolvimento
desses éparelhos que se conseguiram obter dados de ordem superior possibilitando o estu-
do de sistemas complexos juntamente com o desenvolvimento de metodologias para tratar
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j. esse tipo de dados. A questio de ordem de instrumento e dados de ordem superior sdo
3_' analisados num artigo por Booksh e Kowaiski (1994) séo feitas classificagbes segundo ter-
minologia matematica de acordo com o tipo de dado que o instrumento fornece. Assim, ins-
trumentos de ordem zero sdo aqueles que geram uma simples resposta para cada amostra
analisada, como por exemplo os eletrodos ion-seletivos ou entdo os fotdometros de filtro Uni-
co. Os instrumentos de primeira ordem sdo aqueles que geram multiplas respostas para
cada amostra ao mesmo tempo, sendo essas ordenadas na forma de um vetor, como por
exemplo os espectrometros em geral, os cromatrografos, espectrografos, etc.. Instrumentos
que podem gerar uma matriz de dados para cada amostra sdo classificados como os de
| éegunda ordem. Dentre eles podem ser citados os hifenizados, ou seja, CL/IV {cromatdgrafo
a liquido com detecgdo de infra-vermelho), CG/EM (cromatdgrafo a gas com deteccédo de
massas), EM/EX (espectrofluorimetro com detecgéo na emissé@o e na excitagao), etc.. Ha,
ainda, instrumentos de terceira ordem, os que geram um paralelepipedo de dados para cada
émostra, como o EM/EX-tempo (espectrofiuorimetro com resolu¢do temporal). Ndo ha como
~ imaginar a maxima ordem desses instruméntos, pois a cada dia novos aparelhos s&o cons-
truidos e novas técnicas sdo aprimoradas, mas para o propdsito em vista esses sdo sufici-
entes.

Ferreira ef al (1995) apresentam uma aplica¢io de uma das técnicas quimiométricas
para resolver um sistema complexo de porfirinas existentes em calculos dentarios de cées e
felinos, utilizando espectroscopia de fluorescéncia e coletando dados de segunda ordem.
Outros trabalhos podem ser encontrados na literatura, em que os autores procuram investi-
gar sistemas com multicomponentes utilizando também fluorescéncia de emissdo/excitagéo:
Ho st al (1980) em trés trabalhos estudaram sistemas compostos de misturas de hidrocar-
bonetos poli-aromaticos utilizando o método de Aniquilagdo de Posto para tratamento dos
dados; Appellof e Davidson (1981) apresentaram um método para anadiise qualitativa de
misturas de multicomponentes fluorescentes utilizando cromatografia a liquido de alta pres-
s#o acoplada a um video fluorimetroc; Ross ef al (1990) procuraram resolver espectros de
ﬂuoréscéncia de um sistema composto de pigmentos complexos por meio de modelos trili-
neares; Bunker ef al (1993) estudaram reag¢des fotoquimicas do trifeniletileno através de
andlise de componentes principais conseguindo fazer andlise quantitativa dos produtos for-
~ mados. e Bro (1997) explica o método PARAFAC utilizado em quimiometria (ANEXO II)
mencionando sua aplicagdo na decomposi¢do espectral de uma mistura composta por tiro-
sina, triptofano e fenilalanina, obtendo os espectros de emissdc das substancias puras. Ha
varios outros exemplos na literatura em que os autores tentam resolver sistemas também
complexos utilizando as mesmas metodologias de tratamento de dados, com respostas ob-
tidas através de outros aparelhos de segunda ordem: Maeder (1987), Tauler e Barceld
(1993) e Tauler ef af (1994).
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A molécula de PRX se apresenta numa série de formas, ou estruturas conformacio-
nais, assunto esse que sera abordado com maior profundidade adiante. Cada uma dessas
formas tem, a principio, um comportamento; se esses comportamentos sdo semeihantes ou
n#o, ndo se sabe a prion, pois o objetivo do trabailho é justamente este, ou seja, investigar o
comportamento dessas formas (auxiliado pelos resultados dos cdlculos semi-empiricos) uti-
lizando a espectroscopia de fluorescéncia, ja que a mesma se presta muito bem a esse ser-
vico por razbes ja consideradas. O desenvolvimento de novos aparelhos propiciou a aquisi-
¢80 de grande quantidade de informagdes bastante significativas de varios sistemas nunca
antes imaginado as quais exigem metodologias especificas para trata-los. Neste sentido o
PARAFAC pode auxiliar na interpretagédo dos dados de luminescéncia total pela diminuigfo
da dimensionalidade destes sem perda de informagdes relavantes.

Este trabalho tem como objetivo abordar os seguintes tépicos:

i) preparagado e caracterizagdo do complexo PRX-B-CD através de algumas técnicas
como DSC, TGA, difracéo de raios-X e MEV;

ii}) utilizacdo das ciclodextrinas como ferramenta para auxiliar o entendimento dos pro-
cessos e fendmenos que serdo investigados ja que as mesmas oferecem inumeras
vantagens, ja bastante enfatizadas; '

iii) estudo fotofisico do PRX em meio hidrofébico e em meio hidrofilico na presenca de
ciclodextrinas auxiliado pelos resultados obtidos via célculo semi-empirico (MO-
PAC/AM1), sendo interessante comparar os resultados tedricos com os experimen-
tais e fazer inferéncias sobre as interagfes soluto-solvente;

iv) utilizagdo de planejamento fatorial para desenhar um dos experimentos com conse-
quente auxilio na interperta¢do dos resultados;

V) utilizagdo do PARAFAC — um dos métodos de tratamentos muitivariados e multidi-
mensionais de dados — pois este proporciona a redugio da dimensionalidade dos
dados de modo que a interpreta¢do deste é facilitada;

vi) fazer atribuigéés das bandas de excitagdo-emissdo comparando os dados experi-
mentais com os obtidos via célculo semi-empirico para as provaveis espécies da
droga;
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Ii.1 - PREPARAGAO DO COMPLEXO B-CD-PRX

Kurozumi et al (1975) e Acerbi et al (1990) investigaram alguns métodos para obten-
¢do de complexos de inclusdc de compostos farmacologicamente ativos em ciclodextrinas,
abordando trés métodos: a) co-precipita¢do, b} "spray-drying” e ¢) "freeze-drying". Este dlti-
mo apresentou 0s melhores resultados e, com algumas modificagbes, foi usado na prepara-
¢édo do complexo (B-CD-PRX), como pode ser visto no ESQ. 111.1.1.

ESQUEMA 111.1.1
Preparago do complexo 8-CD-PRX'
1,26489 0,3305g de
p-CD.7H,0 PRX
70mL agua ‘|, Ciclodextrina l PRX em
a 65-70°C > dissolvida >  suspenséo
Borbulhamento de
N, para eliminar a 14 gotas de
Amostra amoénia a 25°C NH,OH 28%
_a:ggz::i:: y Liofilizador (36h l
presséoe [€— @ imbarde |« PRX
protegida da presséo) dissolvido
luz

1: A CD (AMAIZO) usada na preparagio do complexo possuia pureza de 98,7%.

Na preparagéo do complexo foi utilizado um liofilizador da marca Edwards-L5KR. A
solucdo foi inicialmente resfriada com gelo seco em seguida o sistema foi mantido a baixa
~ pressdo, 1mbar por =36 horas, para que toda agua fosse eliminada.

O complexo foi caracterizado por: espectroscopia no infravermelho (IV), difrago de
raios-X (R-X), calorimetria diferencial de varredura (DSC), anélise termogravimétrica (TGA) e
microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

Todos os espectros de IV foram registrados no aparelho Perkin Eimer Mod. 1600
FTIR utilizando-se pastilhas de KBr como suporte, prensadas a 5 ton.. Para a converséo dos
espectros de IV, obtidos inicialmente no aparelho Perkin Eimer Mod. 1600 FTIR gravados
num disquete de 5 %”, utilizou-se o programa Perkin (Pasquini e Davanzo (1993)); os difra-
togramas de raios-X foram obtidos no Difratdmetro de Raios-X Shimadzu-XD3A (fonte de
radiagdo CuKa, 4=1,540514, operada com 30kV e 20mA, velocidade de varredura do goni-
omatro =2° min™, velocidade de registro =20nm.min™ e constante de tempo =0,5s) gravados
em disquestes de 3 ¥". Os diagramas de DSC e TGA foram adquiridos no aparelho da Du
Pont Instruments Mod. 91 0, acoplado a um microcomputador da Du Pont 9900, sob as con-
dicbes: a) fluxo de argdnio, b) varredura a 10°C/min, c) faixa de aquecimento de 30 a 700 °C
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para TGA e de 30 a 300 para DCS. As massas das amostras de PRX, B-CD, mistura-fisica e
o complexo B-CD-PRX foram, respectivamente: 8,25mg, 7,80mg, 6,09mg e 7,36mg, deter-
minadas na microbalanga Mettler ME-22. As fotografias MEV foram coletadas no aparelho
da JEOL Mod. JSM-T300 registradas num fiime branco e preto 120, sendo as amostras pre-
paradas por pulveriza;éo sobre um suporte de latdo, com fita adesiva dupla face de fibra de
carbono (TED PELLA, 160-3 PELCO GRID BOX) capaz de segurar o material para a metali-
zacio com ouro,

A mistura fisica foi preparada com quantidades equimolares aquelas utilizadas na
composigdo do complexo, ou seja, 1:1 de B-CD-PRX, macerando-as num almofariz por
aproximadamente 15min. Esta amostra foi armazenada junto com as demais, nas mesmas
condi¢des de temperatura, umidade, etc..

Na preparagdo do complexo a amonia foi eliminada mediante borbulhamento de N:
(White Martins), sendo a presenga monitorada medindo-se o pH com papei indicador, até
que este atingisse =7,0, quando o fluxo de gas foi mantido em =10mL.min™ .
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.2 - ESTUDOS SOBRE CONFORMAGOES MOLECULARES DO PIROXICAM ATRAVES
DE CALCULOS SEMI-EMPIRICOS

Antes de comentar estes caiculos vale ressaltar as questdes de ordem pratica que
determinaram a escotha dos métodos semi-empiricos usados. O objetivo inicial ficou centra-
do na determinagéo da estrutura conformacional mais estavel da droga. Entretanto, confor-
me os calcuios foram sendo efetuados observou-se a necessidade de realizar outros mais
apurados resultando na obtengéo das superficies de energia potencial em fun¢éo da rotagdo
de duas ligagbes quimicas da molécula. Levando em conta todas essas estruturas confor-
macionais, foram efetuados célculos para mais de 290 conformeros. Como para cada uma
dessas estruturas calculadas tem-se um namero consideravel de resultados, € necessario
tomar cuidado com a quantidade de informagSes obtidas. Outra questdo importante se rela-
ciona com o tempo computacional exigido para este trabalho, que esta em relagfo direta
com o tipo de calculo efetuado, ou seja, mecanica molecular, semi-empirico ou ab initio.
Quanto mais apurado for o calculo, maior sera a exigéncia computacional para que eles se-
jam feitos num tempo menor. Por essa razdo o método semi-empirico foi escolhido. Entre-
tanto, o ganho relacionado com dispéndic computacional pode prejudicar os resultados, ou
seja, resultados menos apurados podem levar a conclusdes errdbneas. Por essa razéo e pre-
ciso obter dados da literatura que apdiem a escoiha feita no sentido de se ter um bom grau
de confiabilidade nos resultados obtidos. Nesse sentido podem-se encontrar alguns traba-
Ihos que procuram relacionar os resultados obtidos via calculos semi-empiricos (AM1) com
dados experimentais. Fabian (1987) comparou dados experimentais com os resultados obti-
dos via calculos semi-empiricos AM1 para 66 moléculas, mostrando os pros e os contras da
utilizagéo desse método.

De forma geral pode-se concluir que: a) os problemas relacionados com valores su-
perestimados para a repuisdo H-H presente no método MNDQ foram corrigidos; b) algumas
interagbes do tipo par isolado-par isolado e par isolado-H ainda ndo séo muito bem previstas
por esse método; ¢) os calculos de barreira rotacional sobre ligagdes simples s&o ainda su-
bestimadas comparadas com os resultados obtidos via ab initio, mas as tendéncias séo se-
guidas e podem ser comparadas com os resultados experimentais. Apesar de alguns as-
pectos ainda néo solucionados para o método, o autor sugere que em varios casos ele pode
ser utilizado com bom grau de confiabilidade para verificagdo de tendéncias. Além desse
trabalho, outros sdo encontrados na literatura que procuram fazer o mesmo tipo de relagao,
mas para situa¢des especificas.

Langgard e Sandstrém (1996) estudaram as modificagdes conformacionais do (R,R)-
e (R,S)-N,N-bis-(1-feniletil}-acetamida e tioacetamida por meio de RMN e calculos AM1. Os
autores obtiveram resultados concordantes entre os dados experimentais e tedricos para os
conférmeros de menor energia, mas a barreira de potencial calculada foi menor que a expe-
rimental.
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Ivanov et al (1996) compararam os conférmeros de pirrolidinas substituidas obtidas
via calculos com os resultados experimentais de RMN em diferentes temperaturas. Os auto-
res concluiram que 0s métodos computacionais utilizados para a analise conformacional
dessa classe de compostos foram consistentes com os dados experimentais, no sentido em
que forneceram os mesmos conférmeros preferenciais.

Nicolle et al (1995) encontraram resultados interessantes compararando os dados
experimentais via RMN com os dos célculos via MOPAC/AM1 para N-benzil, N-n-propil (2-
metil-3-nitrofenit} acetamida. O momento dipolar calculado para o conformero Z dessa molé-
cula, foi maior que para o conformero E. Assim, a espécie Z deve ser mais estavel em sol-
ventes com maior polaridade e isso esta de acordo com o dado experimental.

Zoltewicz e Maier (1996) obtiveram resultados concordantes para a molécula de 1,8-
di(3'-piridil) naftaleno quando compararam os resultados tedricos da analise conformacional
com os experimentais {via RMN). Encontram-se, também, outros trabalhos em que os auto-
- res demonstram interesse na procura de correlagées de dados experimentais com resulta-
dos tedricos (semi-empiricos), envolvendo interagéo soluto/soivente. Dentre esses, Ivanov et
al (1996) analisaram por RMN 'H as modificagdes conformacionais de pirrolidinas substitui-
das; Aviyente e Vamali (1996) estudaram as altera¢des estruturais do 2-ciano hidroxietano
em solucéo, utilizando métodos de célculos semi-empiricos PM3 e ab initio (MP2/8-31G™);
Coitifio e Tomasi (1996) avaliaram os efeitos do solvente na barreira rotacional do glioxal
com célculos ab initio (MP2/6-31G).

Algumés estruturas moleculares do PRX foram inicialmente tratadas utilizando-se o
programa de mecanica molecular Aichemy (Aichemy H (1988)) para a otimiza¢do da geo-
metria (como pré tratamento), sendo que a diferen¢a bésica foi a localizagdo da dupla liga-
¢do C(11) e C(14) (FIG. 11i.2.1), pois a molécula apresenta vérios equilibrios, entre os quais
o ceto endlico. Em seguida, essas estruturas foram submetidas a célculos semi-empiricos
utilizando-se o pacote MOPAC/AM1 (Stewat et al (1990)/Dewar et a/ (1985)). Dentre elas
foram escolhidas duas das mais estaveis, uma correspondente & forma enélica e outra a
cetdnica (FiG. 111.2.1). Os angulos diedros foram designados por ¢1 e ¢ da seguinte forma:
¢y pelos atomos C(14), C(23), N(25) e C{27) e ¢. pelos atomos C(11), C(14), C(23) e O(24)
para as duas formas. Em fungdo da rotacdo simultanea destes dois angulos com passos de
30 graus, foram obtidas as superficies de energia para as duas estruturas, onde todos os
parametros (comprimentos de ligagdo, angulos de ligagdo e todos os outros angulos diedro,
exceto os especificados) foram otimizados.

Verifica-se que a rotagdo de um dos éngulos diedros desta molécula se refere a de
uma ligagdo peptidica que apresenta uma barreira de potencial a qual pode ser investigada
de duas formas pelos cdiculos tedricos. No caso especifico do pacote MOPAC podem-se
utilizar as pélavras—chave MMOK ou NOMM que correspondem, respectivamente, a uma
corregdo via mecanica molecular ou ndo nessas ligagdes. Para o PRX observou-se que a
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utilizagdo de uma ou de outra opgéo néo alterou significativamente a energia total do siste-
ma, embora iSso possa ocorrer, 0 que levaria a interpreta¢des diferentes.

H
10 4§ %7 2

FIGURA 111.2.1 — Formas endlica e cetdnica do PRX utilizadas para obteng¢éo das superficies
de energia potencial.

Os calculos foram efetuados em trés estagios: o primeiro, de mecanica molecular Al-
chemy, foi desenvolvido em microcomputadores PC 486-DX2 com 16Mbytes de memoria
RAM; o segundo, utilizando o pacote MOPAC/AM1, correspondente ao conformero endlico,
foi realizado nas estagdes de trabalho do Instituto de Quimica/UNICAMP e o terceiro, utili-
zando também o pacote MOPAC/AM1, correspondente ao confdrmero cetdnico, foi realizado
nas estagdes de trabalho do CENAPAD/UNICAMP.

Toda teoria utilizada para previsdes s6 tera sentido mediante comprovagdo experi-
mental. Nesse sentido coletaram-se dados de emisséo total do PRX em solventes com dife-
rentes polaridades. Foram preparadas as solugdes segundo o ESQ. lll.2.1 e TAB. 11.2.1. O
nitrometano (MercK, grau espectroscpico) e o tetracloreto de carbono (Sink, grau cromato-
grafico) apresentaram emiss&o com pequena intensidade na regi&o espectral de interesse.

Vale mencionar a razdo pela qual foi escolhido o sistema CCl,-CHsNO; para esse
estudo, com o objetivo de procurar correlages com o resultados teéricos: a) esses solven-
tes séo misciveis em qualquer proporgdo; b) a mistura CCl,-CH3NO: oferece condigbes para
que o polaridade do meio seja variada num amplo intervalo pois © momento de dipolo dos
constituintes puros é 0 (zero) para o CCl, e 3,46D para o CHsNO; ¢) o meio é aproético, im-
pedindo interagbes fortes do tipo pontes de hidrogénio entre o soivente (a mistura) e o soluto
(PRX) embora ndo seja descartado a possibilidade de alguma interagéo especifica entre o
nittometano e o PRX, ja que o primeiro possui oxigénios capazes de interagir com os hidro-
génios mais acidos do PRX (a questfio relativa as possiveis interagdes especificas serdo
discutidas na Se¢éo IV.2).
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ESQUEMA I111.2.1
Preparacgéio das solugdes para ¢ estudo fotofisico do PRX com varia¢éo da polaridade do
meio.
Transferéncia
de 1mL para
08 balbes de
10mL | Adigao de 2mL de cCl, |
Solugéo mée de PRX em
n-hexano (concentra¢do Evaporagfio do solvente »  Adigso de CH,NO,
1.10°mol.L-) sob presso reduzida segundo a TAB. 1I1.2.1
Adicfio de CCl, até o
I Descanso de 2 dias | menisco do t;‘alao >
Coleta de dados de l Solugio P01, P-02, ...,
emissdo total P-08 €

Obs.: O n-hexano utlizado na preparagéo da solugdo mée é de grau cromatogréfico com baixa emis-
s&o na regidc espectral de interesse.

TABELAI1.2.1

Composigéo das solugbes utilizada no estudo fotofisico do PRX (1.10®mol.L™") com variagéo
da polaridade do meio.

SOLUGAO 01 02 03 04 05 06
Concentragéo

07 08

CH3NO, (mmol.L™) 0 37.1 74,2 11 222 445 890 1.780

Fragéo molar de
CHsNO, 0 000205 0,0041 0,00615 0,0123 0,0246 0,0492 0,0984
3
Al 21
O Espectros de excitacio, de 260 a 390 nm com passo de
5 . 2nm, monitorados em vérios comprimentos de onda de
‘ED emisséo, de 400 a 600 nm com passo de 10 nm.
W
66
J
>
EXCITAGAO

FIGURA III.2..2 - Modo de agrupamento dos espectros de excitagdo para a formag¢édo da ma-
triz de dados, ou a supeirficie de emiss&o total.
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Para cada uma das solu¢des preparadas segundo a TAB. I1.2.1 e ESQ. I11.2.1 e para
as referéncias (solugdes de nitrometano mas na auséncia do PRX) foram registrados es-
pectros de excitagio-emissdo, que constituiram as superficies de emisséo total, conforme
FIG. lI.2.2. Estas superficies foram obtidas no instrumento espectrofluorimetro SPF-500C
™ 1 M AMINCO, sendo registrados espectros de excitagiio de 260 a 390nm com passo de
2nm, monitorados com emissdo de 400 a 600nm com passo de 10nm. A abertura das fen-
das de emiss&o e de excitagdo foi, respectivamente, de 4 e 10nm e a tensédo nas fotomulti-
plicadoras de 525 e 990V para referéncia e fluorescéncia, nessa ordem. Os dados utilizados
nas discussdes sdo o resultado da diferenga entre as superficies de emisséo total das solu-
¢bes e suas respectivas referéncias, pois essas apresentam, além dos espalhamentos Ra-
man e Rayleigh, baixa emissdo (regido entre 220 e 280nm) que poderia atrapalhar na anali-
se dos resultados.
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1.3 - ESTUDO FOTOFISICO DO PIROXICAM EM MEIO HIDROFILICO EM PRESENCA
DE CICLODEXTRINAS.

Deming et af (1991) enfatizaram a questdo relativa a planejamentos em geral, ou
seja, quanto mais elaborados forem os experimentos maior sera a probabilidade de que os
dados contenham informacgdes reievantes que podem, usualmente, ser adquiridas com me-
nor dispéndio de tempo em comparagio com experimentos nédo planejados. Nesse sentido
os planejamentos experimentais fatoriais completos, ou fraciondrios, sdo de suma importan-
cia para o pesquisador. Contudo, toda informacgéo adquirida concemente a um sistema deve
ser utilizada em experimentos posteriores.

Box e Draper (1987) mostraram um planejamento semelhante ao clbico fracionario
de face centrada com uma amostra central. Esse planejamento, com algumas modificagbes
(TAB. 111.3.1), foi utilizado no estudo do comportamento espectroscopico do PRX num meio
hidrofilico (solugéo aquosa contendo 0,09% de KNOs a 20+1°C) perante algumas variaveis:
" concentragdo de PRX, tipo de ciclodextrina (a, p ou y) e concentragdo de O, e foi denomina-
do de conjunto Planejamento (P). Tanto as varidveis como as condigbes experimentais de
temperatura e concentragdo do sal (para simular a forga idnica do meio fisioldgico) foram
escolhidas em fungdo de estudos realizados por varios autores.

Cho ef al (1994) verificaram, através de espectroscopia de emissdo resolvida no
tempo, que o PRX apresenta varios equilibrios em metanol, tanto no estado excitado como
no fundamental, em fungfio da concentragdo. Western et al (1987), por meio de ensaios in
vitro e in vivo, notaram que um dos metabdlitos da droga apresentou fototoxicidade por ati-
végéo do oxigénio singlete. Kim ef a/ (1994) estudaram o comportamento espectroscopico
deste composto em agua em fungdo da variagdo da concentragdo de B-CD, proponto um
modo de complexacéo da droga na cavidade da CD. Fronza et al (1992) investigaram (por
RMN *H) a complexacéio do sal de sédio do PRX em B-CD indicando que o complexo pode
ser formado tanto pelo ane! benzénico (préximo ao grupo sulfonila) como pelo anel piridini-
co.

As variaveis foram escothidas em fung¢éo de estudos ja realizados por varios autores
como mencionado na introducéio desta Tese como por exemplo Westem et af (1987). Po-
rém, o maior interesse é investigar o comportamento da droga, com espectroscopia de fluo-
rescéncia, frente a todas essas varidveis juntas, utilizando-se o planejamento fatorial, pois:
a) a técnica é muito sensivel sob o aspecto analitico; iogo, concentragdes muito baixas po-
dem ser utilizadas evitando formagéo de agregados — comum para esse tipo de composto —
de modo que, apenas processos unimoleculares ocorram; b) sendo a concentracio pequena
pode-se estudar o composto e néo o respectivo sal, como foi 0 caso dos pesquisadores
Fronza et al (1992), pois para obter infformagdes por meio de RMN s&o necessarias concen-
tragbes da ordem de 10°mol.L™", o que & possivel somente para o sa! da droga visto que ela
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TABELA 111.3.1
Planejémento fatorial 3° fracionario (cubico de face centrada com uma amostra central)
VARIAVEIS NIVEIS
- 0 +
A: Concentragéio de PRX' pmolL™ 6,05 12,1 24,2
B: Tipo de ciclodextrina o B y
C: Concentragéo de O, Ausente® 21%?2 puro
ENSAIO VARIAVEIS ORDEM
A B o]

01 - - - 32

02 - + - 4*

03 - 0 0 gt

04 - - + 5*

05 - + + 1°

06 0 0 - 108

07 0 - 0 142

08 0 0 0 22

09 0 + 0 6*

10 0 0 + 13

1 + - - 7t

12 + + - 11¢

13 + 0 0 8t

14 + - + 128

15 + + + 152

1: Todas as amostras foram preparadas em solu¢do de KNO, 0,09%.

2: Borbulhou-se ar comprimido e o CO; foi eliminado pela passagem do ar em solugfio de NaOH

0,1mol.L™".

3: Tanto o CO, como O foram eliminados por borbulhando de argénio (White Martins, pureza de

99,99%).

4: As CD's usadas nesse experimento foram da marca AMAIZO com pureza igual a 99,9%, 98,7% e
99,5% para a a-, p- e y-CD respectivamente.

aprésenta baixa solubilidade em agua; c) o planejamento fatorial oferece subsidios para in-

feréncias a respeito das possiveis interagbes —antagonicas ou sinergisticas- entre as varia-
veis consideradas, pois efeitos de segunda ordem ou superiores podem ser verificados. Em
conseqiéncia o conhecimento sobre o sistema pode ser aprofundado.

A FIG. lIL.3.1 mostra a representagdo geométrica do referido planejamento (TAB.

IIl.3.1).‘ Observa-se que todas as amostras que possuem em comum a a-CD estio numa
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das faces do cubo e séo, em ordem crescente, 01, 04, 07, 11 e 14 respectivamente. Esses
planejamentos tdm como objetivo auxiliar na investigagio dos fendmenos e por essa razéo,
no momento do tratamento dos dados, as amostras podem ser agrupadas de acordo com
alguma semethanga que apresentem em funcéo do préprio planejamento, como, por exem-
plo, aquelas que possuem em comum a a-CD. Mas, além disso, podem-se agrupar as
amostras em fungdio das alteragbes simultaneas que ocorrem nas trés variaveis, ou seja, a
amostra 01 apresenta todas as varidveis no nivel menor (menor concentragéo de PRX e de
O, e a a-CD); a amostra 08 possui todas as variaveis no nivel 0 (concentragdo intermediaria
de PRX e de O, @ p-CD) e, por lltimo, a amostra 15 tem todas as varidveis no nivel superior
{maior concentrag@o de PRX e O, e y-CD). Observando-se a representagio geométrica do
planejamento (FIG. 111.3.1) verifica-se que as referidas amostras, 01, 08 e 15, quando uni-
das, formam uma das diagonais do cubo. Qutras jungbes desse tipo podem ser feitas com o
intuito de investigar algumas tendéncias, e dessa forma, auxiliar na compreensdo do com-
‘portamento fotofisico da substancia. Esse assunto sera abordado na segéo sobre Resulta-
dos e Discussbes, onde algumas tentativas nesse sentido foram realizadas.

FIGURA Iil.3.1 — Representagéo geométrica do planejamento fracionano cubico de face
centrada com uma amostra central. Variavel A: concentracio de PRX. Varidvel B: tipo de
ciclodextrina. Variavel C: concentragdo de oxigénio (TAB. 111.3.1).

O ESQ. 111.3.1 indica como as amostras foram preparadas para a coleta de dados. £
de suma importancia mencionar a questéo do descanso das amostras durante 2 dias, pois,
conforme mencionado na introdugéo, o sistema em estudo é complexo. Portanto, deve-se
evitar toda forma de interferéncias por falta de controle sobre algum fendmeno. O objetivo
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de deixar as amostras descansarem por 2 dias é oferecer tempo suficiente para que o sis-
tema atinja um equilibrio, como serd mencionado na se¢fo sobre Resultados e Discussdes.

Foram coletadas superficies de emiss&o total para todas as amostras do planeja-
mento (ESQ. lil.3.1 e a TAB. II1.3.1). Os dados foram obtidos no espectrofluorimetro ja men-
cionado, sendo registrados especiros de excitagdo de 220 a 450nm com passo de 2nm,
monitorados com emissédo de 330 a 600nm com passo de 10nm. As fendas de emissé&o e de
excitagéo foram respectivamente de 4 e 10nm e as tensdes nas fotomultiplicadoras foram de
600 e 1000V para a referéncia e a fluorescéncia, nessa ordem. Uma observagio atenta
quanto ao intervalo espectral de monitoramento dos espectros de excitagcio pode deixar al-

ESQUEMA 1i1.3.1
Preparacio das amostras para coleta de dados de emisso total’.

Borbulhamento
do gés correspondents
por 10 min Descanso
(TAB. 1I.3.1) de 2 dias
Solugdo mie de piroxicam
definida de acordo )Aliquota de 10,00mL
com a TAB. |11.3.1 saturada de gis
{baifio de 10,00mL)
Borbulhamento Borbulhamento
durants o0 0 taMpo do gés cormespondente fﬁ’mﬁd‘; pyiing
da coleta de dados por 5 min ¢ na cubsta
(FIG. 111.3.2) {TAB. l11.3.1)

Coleta de dados 1 Aliquota de 2,00mL l Y
de saturada de gis [« {Aliquota de 2,00mL}
emissdo total na cubeta

1: as amostras foram termostatizadas a 20+1°C durante todo o experimento.

ma duvida, pois como pode haver emiss&o, por exemplo, a 330nm com excita¢do em
450nm? Para esse conjunto de dados, especificamente, o primeiro espectro de excitagio foi
registrado num intervalo menor (220 a 320nm) monitorado em 330nm, e cada novo espectro
registrado foi ampliado de 10nm. Assim, no segundo espectro do conjunto o intervalo ficou
compreendido entre 220 e 330nm (monitorado em 340nm); no terceiro mais 10nm foram
acrescentados e ¢ espectro ficou entre 220 e 340nm monitorado em 350nm e assim por
diante, até o décimo terceiro espectro, quando a regido espectral de excita¢géo néo foi mais
alterada, modificando-se somente o comprimento de onda de monitoramento da emissio
até 800nm com passo de 10nm. Nesse ponto parece haver ainda uma incoeréncia: De que
modo deveriam ser tratados os dados, se ndo houve informagéo no intervalo espectral entre
320 e 450nm para a excitagdo com os comrespondentes comprimentos de onda de emissdo
- de 330 a 450nm? Os espectros foram agrupados para formar uma matriz de dados para
cada amostra e estas agrupadas para formar um paralelepipedo de dados (FIG. 111.3.2).
Como nao ha informagéo no referido intervaio espectral, os dados faltantes foram preenchi-
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(o) Especiros de excitaclo, de 220 a 450 nm com passo de
'% 2 nm, monhitorados em vanos comprimentos de onda de
1% ernissio, de 320 a 800 nm com passo de 10 nm.
=
115
>
EXCITAGAO

28

28

EMiSSAO

115 4?,@?

>

115 EXCITAGAO

i

FIGURA 111.3.2 - Modo de agrupamento dos espectros de excitagdo para a formagéo da ma-

triz de dados, ou a superficie de emissédo total, e para a formag¢do do paralelepipedo de da-
dos.

dos com zeros. Os dados foram tratados segundo o método PARAFAC (Anexo ll), mas para
todas as superficies foram descontadas as emissdes — mesmo sendo pouco intensas — e
espalthamentos de luz (Raman e Rayleigh) devido a agua.

Os tempos de 10 e 5 min de borbulhamento de gas (ESQ. 111.3.1) para as amostras
que ficaram descansando por dois dias e imediatamente antes da coleta de dados respecti-
vamente, foram determinados mediante experimentos preliminares em que se utilizou de um
pHmetro para medir o pH de algumas das solugbes, com 10mL, em funcdo do tempo de
borbuthamento. O tempo de 10min, com fluxo de 10mL.min™, foi suficiente para que todo
CO: presente na solugo fosse eliminado. Apés esse periodo, o pH da solugéo estabilizou-
se em =7,0 devido aos deslocamentos dos equilibrios existentes em funcéo da presenca do
gés. Durante todo o experimento, por borbulhamento constante dos gases, as solugdes fica-
ram livres de CO,. Isso foi feito com o objetivo de manter a homogeneidade no sistema, pois
como o planejamento prevé, uma das varidveis esta relacionada com a concentragio do O
e todas as outras devem permanecer, aproximadamente, constantes (nesse caso a ausén-
cia do CO,). Sabe-se que solugbes-tampdo mantém o pH mais ou menos inalterado. Contu-
do, essas solugbes ndo foram utilizadas porque mais substancias estariam presentes no
meio, juntamente com o PRX, e o objetivo & estudar o comportamento fotofisico dessa
substancia e os processos unimoleculares. Quaisquer outras espécies presentes poderiam

provocar modificacbes acentuadas nesses processos e, por conseguinte, o estudo seria
prejudicado.
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Foram preparadas cinco solugdes de PRX em agua nas mesmas condigdes utiliza-
das para Conjunto que constituiu o planejamento da TAB. I11.3.1 e o0 ESQ. HL.3.1: em solugéo
aquosa com 0,09% de KNO; a 2011°C, com borbulhamento de argénio para eliminar o O, e
CO. atmosférico e com descanso de dois dias, antes de registrar os espectros (para o sis-
tema entrar em equilibrio). Nestas solugbes as ciclodextrinas ndo estiveram presentes e
este grupo foi denominado de conjunto Qualificativo (Q) e est4 especificado na TAB. i11.3.2.
E importante observar que o intervalo de concentragéo considerado para estas solugbes
esta dentro dos limites estabelecidos no pianejamento anterior de modo que os resultados
possam ser comparados no momento oportuno.

TABELA 111.3.2
Concentracéo das solugdes do conjunto Q.

Solugdo C-01 C-02 c-03' Cc-04' C-05
Concentra¢do
de PRX pmol.L™" 3,02 6,04 12,1 18,1 242

1: essas solugdes foram feitas em duplicatas para auxiliar na estimativa do erro.

Para todas as solugdes listadas na TAB. 111.3.2 foram registrados espectros de exci-
tagdo (que constituiram as superficies de excitago-emiss&o) no mesmo intervalo espectral
e nas mesmas condigdes instrumentais e experimentais utilizadas na coleta de dados para o
conjunto P.

Alguns detalhes de ordem pratica s&o mostrados na FIG. 1i.3.3, onde se observa a
cubeta, que é o suporte das amostras utilizado para a coleta de dados. Cabe neste mo-
mento levantar algumas questSes de ordem experimental, relacionadas com os parametros
que podem ser ajustados no espectrofiuorimetro e que podem interferir de maneira signifi-
cativa nos resultados, caso ndo sejam tomadas algumas precaugdes. Os cuidados estdo
intimamente relacionados, também, com fatores inerentes ao sistema. Embora Mihalic et af
(1986) tenham aﬂi‘mado que o PRX é fotoestavel por um longo periodo de tempo, foi verifi-
cado, em estudos preliminares que isso nem sempre é verdade, pelo menos nas condigdes
destes experimentos. Portanto, quando se mencionou a quest&o dos parametros que podem
‘'ser ajustados no aparelho e que podem influenciar os resultados deve-se lembrar de pelo
menos dois deles. O primeiro, relacionado com a abertura da fenda de excitagdo, que é di-
retamente proporcional a quantidade de luz incidente na amostra e, por conseguinte, a
quantidade de espécies excitadas e a relagdo sinal/ruido, mas que pode também fotodegra-
dar a amostra, o que é um fator indesejavel. Assim, no momento de registrar os espectros é
necessario encontrar uma abertura de fenda que propicie boa relagdo sinalfruido mas que
evite ou minimize a fotodegradag&o, deixando de introduzir, dessa forma, uma variavel sem

Tese de Doutorado José Martins



Capitulo III - Materiais ¢ Métodos 33

A B
ANTEPARO o ANTEPARO
DELUZ CANULAS DE LUZ
PARA AS PARA
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LUZ EMITITDA

FIGURA I11.3.3 — Vista lateral a) e de topo b) da cubeta com detalhes referentes a luz utiliza-
da para excitar as amostras.

controle no experimento. O segundo, esta relacionado ao tempo de registro dos espectros,
que também pode influenciar de modo indesejavei o sinal registrado pelo aparelho. Se a
droga sofrer fotodegradagéo, quanto maior o tempo e a regi&o da amostra exposta a luz da
lampada do espectrofiuorimetro, maior serd a possibilidade da mesma ser fotolisada. En-
tretanto, por razdes inerentes ao sistema optico do aparelho, alguns parametros do instru-
mento podem ser ajustados de modo que a relagdo sinal/ruido seja melhorada. Ha no painel
de controle um comando denominado filtro, que em fungéo do nimero especificado (0 a 3) o
aparelho coleta um conjunto de sinais para o mesmo comprimento de onda, e registra a mé-
dia destes. Quanto maior 0 numero melhor serd o espectro, isto é, com menos ruidos. No
entanto, maior sera o tempo de exposi¢io da amostra & luz. Portanto, as variaveis, tempo
de exposicio e tempo de registro dos espectros, que influenciam significativamente os da-
dos, sdo antagdnicas e devem ser ajustados de maneira que os prejuizos sejam minimiza-
dos. O instrumento apresenta outros pardmetros reguldveis, como abertura da fenda de
emisséo, tens@o e ganho nas fotomultiplicadoras, a fungéo “ratio”, etc., que influenciam o
sinal registrado, mas essas ndo estdo diretamente relacionadas a fotodegradag@o da droga
e podem ser controladas. Os problemas relativos a esses ajustes foram resolvidos em estu-
dos preliminares quando todas as variaveis foram otimizadas em fun¢io do sistema sob
invastigacao.

Outro detalhe de ordem experimental se refere as canulas, utilizadas para borbuihar
0s gaseé na cubeta. Além da necessidade de todo o material de vidro estarem limpos (lava-
dos com solugdo suifonitrica) & melhor evitar que as canulas, durante a coleta de dados,
recebam luz direta, pois as mesmas, por serem de metal, podem atuar como catalisadores
de alguma fotorreagdo e também provocar espalhamento de luz alternado os dados. Por
essa razdo foi colocado um antepare impedindo que a luz as atingisse (FIG. 111.3.3).
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il.4 - TRATAMENTO DOS DADOS. DECONVOLUGAO ESPECTRAL VIA PARAFAC.

Os calculos de deconvolugio espectral foram realizados utilizando-se o pacote PA-
RAFAC verséo 1.1 (Bro (1997)) e 0 MATLAB (versdo 4.2.¢c) num microcomputador 486 DX4
100MHz, com 16Mb de memoria RAM.

Todos os dados foram “alisados” antes dos célculos, utilizando-se do método de Sa-
vitzky-Golay (1964). Esse método ajusta polindmios a um determinado numero de pontos
que sao especificados numa linha de comando. O “alisamento”, que se constitui na diminui-
¢do do ruido inerente a todo dado experimental, geralmente melhora os resultados. Ha no
PLS_Toolbox (versdo 1.3, Andersson (1995)) uma rotina para esse tipo de caiculo, conside-
rando o método acima citado. A linha de comando utilizada foi:

y_hat = savgol{y,width,order,denv);

com width =7, order=5e deriv=0

Onde y_hat corresponde aos novos dados alisados, y aos dados originais, width ao niumero
de pontos utilizados para o ajuste, order a ordem do polindmio e derv ao Qrau de derivagéo
se for o caso. E importante mencionar que tanto os parametros width e order foram determi-
nados apés uma série de tentativas. Quando um ajuste desse género é realizado pode ocor-
rer que em decorréncia do tipo de dado tratado haja alteragdes significativas: achatamento
nas bandas de emissdo e de excitagdo ou mesmo deslocamentos. Contudo, este ndo é o
objetivo deste tipo de tratamento mas simplesmente a diminuigio do ruido. Os parametros
que melhor se ajustaram aos dados originais sem alteragfes relevantes foram os citados.

O programa PARAFAC oferece algumas opg¢des de célculos que sio incluidas numa
linha de comando no MATLAB:

[A,B,C.D.E,F, G, H,1,Jl=p_ais(X,Fac,crit,init, DimX, Plot, Flag,const,Old_load,showfit)

onde:

1. [ABC,D.EF,G,H,I.J] séo os resultados que correspondem aos modos dos dados de
entrada. Esse algoritimo pode calcular até um arranjo de 10 modos. Para os dados em
estudo podem-se utilizar, por exemplo, até cinco modos: concentragéio da droga e de O;,
tipo de ciclodextrina, espectros de emissdo e espectros de excitagdo, ou agrupar aquelas
amostras que tenham em comum uma das ciclodextrinas e ignorar as demais; dessa for-
ma o numero de modos cai para trés: espectros de emisséo, espectros de excitagio e
amostras.
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2. P_als: é a chamada da sub-rotina para o calculo.

3. X é a matriz de entrada dos dados. Imaginando um arranjo de trés modos, espectros
de emissdo, espectros de excitagio e amostras, por exemplo, X é construida a partir das
matrizes de cada amostra arranjadas uma abaixo da outra. Assim, para 5 matrizes, com
dimensdes de 115x28, X toma a dimensao de 115x140=115x(28x5).

4. Fac: é o nimero de fatores que o programa utiliza para construir o modelo. Esse nu-
mero corresponde ao das espécies quimicamente fluorescentes presentes no sistema e
pode variar de sistema para sistema e de modelo para modelo, como sera abordado na

' segéo de Resultados e Discussbes.

5.  Crnt é o critério de convergéncia alterado em fung&o dos céiculos e do sistema. Dos
céleulos, porque um critério de convergéncia maior implica que a matriz de erros pode
conter informagdes relevantes e do sistema porque, dependendo dos erros inerentes ao
mesmo (englobando inciusive a técnica experimental) esse critério pode ser diminuido ou
aumentado. O valor padréo é de 1.10°.

6. Init: é o método de inicializagdo e pode ser: aleatorio, valores anteriores, autovalores
generalizados ou entdo uma solugdo do PCA. Apéds essa inicializagdo o programa esta-
belece alguns critérios para a construgiio do modelo e o célculo continua em fungéo dos
demais para@metros especificados na linha de comando.

7. DimX é a dimens#io do paralelepipedo de dados e para 5 amostras fica [115x28x5].

8. Plot: podé assumir o valor de 1 ou O: 1 o programa mostra os resultados na forma de
gréficos na tela do computador e O apresenta somente os valores numéricos nos resulta-
dos de saida ([A,B,C)).

9. Flag: se flag=1.11 é indicativo de que n&o ha dados faltantes, caso contrario, o pro-
grama faz uma estimativa e entdo os considera para o célculo.

10. Const: esta relacionado as restrigbes impostas para o ajuste dos dados. Pode assumir
os valores: 0, 1, 2 e 3: 0 os dados sdo ajustados sem restrigbes; 1 é imposta a restricdo
de ortogonalidade entre as varidveis; 2 de ndo negatividade e 3, também de n&o negati-
vidadg mas que, segundo os autores, 0s célculos séo realizados um pouco mais rapida-
mente embora a opgdo 2 seja mais confiavel. A questio relativa a restriciio sera aborda-
da no Anexo Hf com mais detalhes.

11. Old_load: se ha valores que podem ser inicialmente carregados. Esses valores devem
estar na forma de matriz e correspondentes as dimensdes de X e podem ser os resulta-
dos de calculos ja efetuados e tomar a forma dos valores de saida como: [AB,C, ... ].

12. Showfit: € um parametro relacionado com a freqliéncia em que os resultados s&o
mostrados na tela do computador. O valor padréo é 10 indicando que a cada 10 iteragdes
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o programa mostra os valores da diferenga entre os dados originais € o modelo construi-
do.

Todos os calculos de deconvolugéio espectral correspondente ao ESTUDO FOTOFISICO
DO PIROXICAM EM MEIO HIDROFILICO EM PRESENGA DE CICLODEXTRINAS foram
realizados com a seguinte linha de comando:

[A B Cj=p_anal(X,5,16-6,0,[115 28 5],0,1.11,{2 2 0));

A diferenga aqui reside na sub-rotina utilizada, ou seja, p_anal e néo p_als. Essa
rotina chama a anterior, p_als, varias vezes e entéo todo o caiculo & repetido em funcdo do
nimero de componentes. Nesta linha de comando a rotina p_anal chama a subrotina p_als
" 5 vezes e a cada uma delas é construido um modelo com um nimero de componentes dife-
rentes desde 1 até 5.

Foram construidas a partir dos dados originais, as superficies de excitagdo-emissao
ou matriz de dados, 3 matrizes X correspondentes as amostras que poésuem em comum a
presenca da a- B- e y-CD respectivamente denominadas de X-alfa, X-beta e X-gama. Cada
um destes conjuntos de dados foi tratado separadamente com o PARAFAC, usando-se a
linha de comando acima mencionada. O conjunto Q foi tratado da mesma forma, ou seja, as
matrizes correspondentes aos dados de cada solugiio (TAB. 111.3.2) foram agrupadas e
constituiram uma matriz X que foi entdo utilizada na construgdo do modelo Q. Esses calcu-
los geraram cinco modelos diferentes para cada conjunto de dados, ou seja, Q, X-alfa, X-
beta e X-gama. Contudo, somente um modelo para cada um desses conjuntos foi escolhido
para andlise. Os célculos sdo realizados dessa forma para que se possa escolher o nimero
de componentes adequado em cada modelo, entendendo-se por isso que um determinado
modelo deve se ajustar preferencialmente a cada conjunto de dados. O nimero de compo-
nentes, interpretado como o niimero de espécies quimicamente fluorescentes, foi escolhido
em fungfio tanto dos pardmetros que os calculos oferecem (CAP. IV) e do conhecimento
prévio .a respeito do sistema estudado, mencionado na introdugéio da Tese, como também
" de alguns perfis dos “loadings” que o modelo pode encontrar. Por meio da analise desses
perfis podem-se reconhecer problemas de degenerescéncia (Bro (1997)), ou seja, quando
os “loadings” de dois componehtes apresentam aproximadamente os mesmos valores em
toda a sua extensdio. Esse problema pode aparecer quando: a) os dados sdo altamente cor-
relacionados; b) 0 modelo estiver sendo construido com um nimero excessivo de compo-
nentes; ¢) os dados sido mal pré processados; d) o modelo é simplesmente inapropriado
para explicar os dados pelo fato destes n&o serem ftrilineares.
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.5 - RECONSTITUICAO ESPECTRAL DOS DADOS DECONVOLUIDOS.

Nesta secfio serd apresentado um exemplo de reconstituicio de uma das amostras
para um dos conjuntos de dados (X-beta) a partir dos resultados obtidos na deconvolugao
espectral segundo o PARAFAC.

A FIG. 111.5.1 mostra alguns resultados de deconvolugio, segundo o PARAFAC,
para o conjunto de dados X-beta e a TAB. II.5.1 apresenta os valores dos “loadings” do
modo da concentracio, que foi utilizado para ilustrar a reconstituicio da amostra niimero
treze (ESQ. 111.5.1).

Intensidads (u. 2}

TABELA I11.5.1
Valores dos “loadings” do modo da
conce ra 0 conjunto X-beta.

CcP1 CP2 CP3
0.2422 0.3476 0.5437
04202 02753 0.4680
0.4182 0.8057 0.4535
0.4048 0.3519 0.4045
0.8527 0.1744 0.3408

FIGURA H1.5.1 - Alguns resultados dos célculos de deconvolugdo via PARAFAC para o
conjunto X-beta (secdo 11.3): a) “loadings” para o primeiro modo , b) “loadings” para o se-
gundo modo e c) "loadings” para o terceiro modo (+ CP1, o CP2 e — CP3).

Conforme especificado no planejamento experimental (TAB. I11.3.1 e FIG. 1I.3.1) e no
tratamento dos dados de luminescéncia total (secfo 1ll.4) as amostras foram agrupadas em
fungdo do tipo de ciclodextrina, pois foi esse modo o que apresentou os melhores resultados
sem problemas de inconsisténcia ou de degenerescéncia. Os resultados desses célculos
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foram utilizados para estimar o efro envolvido na construgdo dos modelos para cada con-
junto e consequentemente o grau de ajuste para cada qual, assunto que sera discutido em
momento oportuno (Segéo IV.3).

O ESQ. lIl.5.1 ilustra os cdlculos realizados na reconstrugéio da amostra 13 (conjunto
X-beta) e que foram utilizados para todas as demais amostras (Q, X-alfa e X-gama). A FIG.
111.5.2 apresenta os resultados dos célculos de reconstituigio segundo o ESQ. I1l.5.1 para a
amostra 13 do conjunto P, correspondente ao subconjunto X-beta. Pode-se observar a su-
perficie de excitagio-emisséo para cada componente da mistura separadamente (CP1, CP2
e CP3) que foi utilizado na construgcdo do modelo para esse conjunto de dados. Questdes
relacionadas ao nimero de componentes utilizado e outras importantes na construgéo de
modelos, empregando-se 0 PARAFAC, serfo discutidas na Segdo IV.3.

ESQUEMA 111.5.1
Um exemplo de célculo de reconstrugéo.
“oading” do primeire .
modo do CP1 - '§
: -
a .
o superficie de
g 8= excitagho-emiseio | x0,6527
h do primeiro componente
2 'g FIG. NL.52-a
b}
g
2
“loading” do primeiro
modo do CP2 i B
=5 ™
by superficle de
g g _ ex:;':;ﬂemde %0,1744 soma excitacio-emisedio
- B isedo -3»  neconstituida para
.g 8 do segundo componente a amostra treze
g
&
“joading® do primeiro
modo do CP3 .| 2
Im
g superficle de
o8 | = excitacho-emissde | x0.3408
b 8 do terceire componente
2 FIG. 52
52
3
8

A muitiplicacéio dos “loadings” dos dois primeiros modos (excitagfo e emisséo) para
cada componente gerou superficies que foram interpretadas como as correspondentes & de
excitagdo-emissdo de cada espécie fluorescente no sistema sob investigagio. Contudo, os
resultados que seréo discutidos correspondem somente aos perfis de excitagéo e aos de
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ies, pois um dos objetivos desse tipo de tratamento é

emissdo para cada uma dessas es

a reducéio da dimensionalidade dos dados, de modo que sua interpretagéo seja facilitada.

)

[ AR PR
' ;

FIGURA 11i.5.2 — Resultados dos célculos de reconstituicio da amostra 13 do conjunto X-

beta. Perfil de excitacBio-emissdio para: a) primeiro componente, b) segundo componente, ¢)

terceiro componente e d) amostra reconstituida segundo ESQ. 111.5.1.

Tk N ar

Toon s Thsisliirin ik



CAPITULO IV

RESULTADOS E
- DISCUSSOES




© tapulolV-ResultadoseDiscussdes 41

IV.1 - CARACTERIZAGAO DO COMPLEXO B-CD-PRX

Antes de iniciar a discuss&o propriamente dita & necessario fazer as devidas atribuij-
¢bes das bandas de absorg#io no IV, tanto para o PRX como para a B-CD puros e compara-
las com as da mistura fisica (MF) e do complexo. Na FIG. IV.1.1 pode-se observar a presen-
¢a de uma absorgfio a =3300cm™ para o espectro da amostra de PRX. Silverstein of af
(1987) atribuem essa absorcéio a um estiramento simétrico de O-H com ligag&o intramole-
cular fraca de hidrogénio. As absorgBes na regigo entre 3600 e 3100cm™ para a B-CD (FIG.
IV.1.1), caracterizando uma banda larga, correspondem ao estiramento O-H com ligacho
intermolecular. ’

MFRCD-PRX

TRANSMITANCIA {u. a.)

FREQUENCIA {cmr)
FIGURA IV.1.1 — Espectros de IV do PRX, B-CD, MF e B-CD-PRX.

Na FIG. IV.1.2, onde a regiéio espectral compreendida de 1000 a 1800cm™ foi ampli-
ada, observam-se as seguintes absorgbes relevantes para o PRX: a) em =1850cm™, que
pode ser atribuida ao estiramento da ligagio C=C tanto dos alquenos como dos arométicos
ou ainda ao estiramento C=O do grupo amida; b) em =1530cm™, atribuida & deformagsio
angular da liga¢io N-H do grupo amida. Esta absorg8o pode, ainda, estar sobreposta a ou-
tras devido a deformagdes angulares e axiais dos anéis arométicos da molécula, tanto o
benzénico como o piridinico; ¢) em =1440cm™, que & caracteristico de deformagdes assimé-
tricas do grupo CH. bem como do estiramento C=C do ane! aromético: d) em 1350 e em
1180cm™, que podem estar associadas as deformacgBes assimétrica e simétrica, respecti-
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vamente, do grupo SO.; ) em 1300cm™, corespondente a deformagdo axial de C-N de
aminas aromdticas em geral e, portanto, deve estar relacionada com essa ligagdo na moié-
cula de PRX; f) em 1150cm™, que pode ser atribuida & deformagso axial de C-O de élcoois.
Entretanto, essas absorgbes tomam-se de dificil interpretagdo quando ha possibilidade de
acoplamentos vibracionais. No espectro da CD (FIG. IV.1.2,) podem-se observar inimeras
absorgbes. Uma das que se destaca & aquela entre =1180 a 1150cm™, atribuida a deforma-
¢éa axial dos grupos C-O.

" MF 1400
1150

TRANSMITANCIA {u. a.)

AL

. N N L . N . ! ¥ " . L ¥ ¥ . .
1900 1600 1400 128 1000
FREQUENCIA (cmt)

FIGURA 1V.1.2 — Espectros de IV do PRX, B-CD, MF e B-CD-PRX (regiio entre 1800 e
1000cm™', ampliada da FIG. IV.1.1).

Percebe-se que as atribuicdes das absorgdes nio é tarefa facil mesmo porgue a
molécula de PRX apfesenta varios grupos com influenciam mutua, seja por indug3o ou por
ressonancia, provocando deslocamentos e acoplamentos. Contudo, alguns pontos podem
ser destacados quando se comparam os espectros devidos as quatro amostras como ilustra
as FIG. IV.1.1 e IV.1.2: a) verifica-se, de um modo geral, que aquele referente & MF é a
soma dos outros dois. Isso é um indicio de que ndo ocorreu a formagsio do complexo ape-
nas pelo fato de se mistura as substéncias fisicamente em um almofariz. O alargamento da
banda, observado em =3400cm -, & indicio que ocomrem interagSes intermoleculares entre a
droga e a CD. Wemick et al (1990) citaram casos em que pela simples exposicio da CD
(obtida por precipitagio) ao vapor de ciclopentadieno e endo-diciclopentadieno, ocorreu a
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formag&o de complexos temarios; b) o aparecimento de uma banda em 1400cm™ com si-
multaneo desaparecimento da banda em 1350cm™ para o complexo (B-CD-PRX). Essas
modificagdes podem ser interpretadas de trés modos diferentes: a primeira, devido a um
deslocamento da banda de 1350cm™ para 1400cm™ que corresponde ao estiramento axial
da ligagéo C-O; a segunda, pelo fato de ter-se formado o correspondente sal de amonio na
complexagéo e este permanecer mesmo apds o borbulhamento do N; para eliminar o ex-
cesso de ambnia utilizada e a terceira, ao estiramento assimétrico do grupo suifonato (SO;)
pelo fato de estar agora num ambiente diferente; ¢) o desaparecimento, ou deslocamento
para regiées de menor freqiiéncia, da absorgéio em 1150cm™, & atribuido & deformagéo axial
C-O que pode estar acoplada a outras vibragbes moleculares, embora Lin et a/ (1989) te-
nham sugerido que o aparecimento dessa banda se deve a um deslocamento da absorgéo
do grupo O-H em 1180cm™ devido & complexagio em B-CD.

Dessas diferengas, a que sugere a formagio do complexo s&o as alteragbes devidas
a0 grupamento SO,. Essa parece ser a modificagéio mais relevante e em concordancia, pois
se existem alteragdes espectrais correspondentes a algum grupo da moiécula pelo fato da
mesma estar em ambientes distintos (complexada ou néo) e se esse grupo apresenta mais
de um modo vibracional ativo no IV, é de se esperar que pelo menos aiguma alteragdo ocor-
ra simultaneamente nas correspondentes vibragdes em fungio dos meios, pois quando a
molécula de PRX se encontra complexada, alguns movimentos moleculares de vibragéo
efou deformacgfo podem ficar restritos. Este fato pode estar associado também ao desapa-
recimento {ou deslocamenteo) da absorgéio a 1150cm™.

Examinando-se os diagramas de TGA (FIG. IV.1.3), observa-se que: a) para 0 PRX
existe apenas um estagio de perda de massa na regido de 263°C, indicando que a amostra
apresenta elevado grau de pureza; b) para a B-CD héa dois estégios de perda de massa nas
regides de 83 e 320°C, correspondendo, respectivamente, & desidratagio (8,3%) e a de-
composigdo (79%); ¢) para a MF, observam-se trés estdgios de perda de massa: 1) na regi-
&o de 83°C (6,8%); 2) em 207°C (5,9%) e 3) em 319°C (73%); d) para a amostra p-CD-PRX
ha apenas dois estagios de perda de massa: 1) na regi&o de 83°C (3%) e o 2), em 202°C
(83%), correspondendo respectivamente, a desidratagdo e & decomposicéo da amostra.

Esses resultados permitem concluir que:

i) ndo houve complexaciio para a amostra da MF, uma vez que a mesma apresentou
trés estagios de perda de massa comrespondendo a &gua, a droga livre e a CD, res-
pectivamente, que estdo aproximadamente na mesma regi&io daquelas das amostras
puras, exceto um deslocamento para o PRX;

ii) ocorreu complexagdo na amostra B-CD-PRX porque: a) o percentual de perda de
massa comrespondente a desidratag&o para trés das quatro amostras foi de 6,8%
para a MF, 8,3% paraa CD e 2,9% para a p-CD-PRX. Esses valores estdo muito
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préximos para as duas primeiras amostras, sendo menores para a Gltima. Sabendo-
se que as moléculas de agua, que fazem parte da estrutura cristalina da B-CD, estdo
na cavidade, houve de fato a troca das moléculas de agua pelas moléculas de PRX;
b) no diagrama correspondente a amostra B-CD-PRX ocorreu somente um estagio de
perda de massa, além da perda por desidratagéo.

Os diagramas de DSC (FIG. IV.1.4) vém corroborar 0s dados obtidos por estarem de
pleno acordo com os diagramas de TGA, ou seja, a formagdo do complexo B-CD-PRX. Ob-
serva-se que o PRX e a B-CD possuem picos endotérmicos aproximadamente em 203 e em
138°C, respectivamente (FIG. IV.1.4 a e b) e este padrdo é seguido no diagrama para a MF
(FIG. IV.1.4 c), que é semelhante & soma dos diagramas das amostras separadas, com pe-
quena variag8o na posigio dos picos e no estagio final, quando comparado com o do PRX.
O diagrama da amostra -CD-PRX (FIG. IV.1.4 d) ndo apresenta semelhanga com as de-
mais. Destaca-se a auséncia do pico correspondente ao PRX, indicando que a droga perdeu
a sua “identidade cristalina” pelo fato de ter ocorido a complexagiio, ou seja, 0 complexo
ndo possui mais os comportamentos térmicos do PRX ou da CD livres, ou simplesmente a
soma desses comportamentos, mas apresenta caracteristicas proprias.

Os difratogramas de raios-X (FIG. IV.1.5) deixam claro que os padroes sdo diferen-
tes, o0 que seria esperado para as amostras dos componentes separados. Embora o difrato-
grama correspondente a MF n&o represente a soma dos componentes individuais, mesmo
que alguma sobreposi¢io possa ser observada na regido entre 1,0° e 2,0° (20), é evidente
que ha uma estrutura cristalina, indicado principatmente pelo padriio existente na regido de
1,0° a 3,0° (26). Contudo, o gréfico para a B-CD-PRX mostra que ndo ha cristalinidade nessa
amostra, ou seja, a mesma é amorfa e a estrutura formada entre as moléculas da droga e a
B-CD é bem distinta, seja dos seus componentes individuais, seja da MF. Estes fatos vém
afirmar a complexagéio do PRX na B-CD indicando que a estrutura é amorfa.

Observando-se as fotografias de microscopia eletrénica de varredura (FIG. IV.1.6)
destaca-se que: a) os cristais das substancias puras apresentam morfologias distintas sendo
os da -CD mais regulares quando comparados com os do PRX que, por sua vez, possuem
formatos caracteristicamente irregulares. Isso pode ser confirmado ac se compararem as
FIG.IV.1.6 a2 e b2, que mostram as fotografias dos cristais com aumento de 1500 vezes.
Observa-se que o cristal de B-CD possui superficies mais planas que aquelas do cristal de
PRX; b) as FIG IV.1.7 a1 e a2 exibem a morfologia dos cristais da amostra §-CD-PRX, com
aumento de 200 e 1500 vezes respectimente, .que é completamente diferente daquela das
substancias puras pois se apresentam mais volumosos, com mais “espagos vazios”; ¢) 0s
cristais da amostra MF constitui uma composi¢iio daqueles das substancias originais (FIG.
IV.1.7- a1). Comparando-se as FIG. iV.1.7-a2 e b2 fica evidente que os cristais da amostra
ﬁ-CD-PRX e MF sdo diferentes, indicando a complexagéo.

Tese de Doutorado José Martins
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FIGURA IV:1.5 - Difratogramas de raios-X para: PRX, p-CD, MF o B-CD-PRX.
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Lin Shan-Yang ef a/ (1989) caracterizaram alguns complexos formados com a p-CD e,
dentre estes, aquele formado entre a B-CD e o PRX, utilizando as mesmas técnicas que mencio-
nadas nesta se¢fio. Entretanto, os autores discutiram a questio da metodologia (“spray-drying”)

utilizada para a preparagfio dos complexos, ndo aprofundando as discussSes de cada caso em
particular.

Alves e Fonseca (1989) (REF.) estudaram o complexo do &cido fenilpropindico em B-CD
utilizando as técnicas TGA, DSC, MEV, IV, RX e RMN *C. Considerando algumas das interpreta-
¢des dadas pelos autores pode-se entender os diagramas de TGA no que se refere as perdas de
massa por parte da ciclodextrina. Os autores chegaram & conclusfio que a p-CD forma complexo
com o acido fenilpropinéico encapsulando o anel aromético desta molécula.

Analisando os dados de TGA, DSC e MEV conclui-se que houve formag&io do complexo
entre o PRX e a B-CD. Os espectros de IV nfo trazem informagBes seguras (justamente por causa
da complexidade do sistema) sobre sobreposi¢Bes das bandas, bem como dos acoplamentos que,
por conseguinte, podem gerar interpretagSes emdneas. Entretanto, pelas modificagdes observa-
das nas absorgbes do grupo sulfonato ha indicios de que essa parte da molécula de PRX é en-
capsulada na cavidade da CD. Fronza et af (1992) estudaram, via RMN 'H em solugfio de agua
deuterada, a complexagéo do sal de sédio dessa droga em B-CD, propondo que o encapsula-
mento ocorre com os grupos piridinico e benzénico localizando-se na borda menor da CD. Por-
tanto, no caso do anel benzénico, ndo hé a possibilidade de acomodar o grupamento sulfonato. E
preciso lembrar que os autores realizaram o estudo em solu¢io aquosa e com o sal da substancia
e, nesta Tese foi investigada a complexagéio do PRX (e n&o seu sal) no estado soélido e em dife-
rentes condicbes experimentais.
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IV.2 ESTUDOS SOBRE CONFORMAGOES MOLECULARES DO PIROXICAM ATRAVES DE
CALCULOS SEMI-EMPIRICOS

Os resultados obtidos pelos calculos semi-empiricos (MOPAC/AM1) s&0 mostrados nas
FIG. IV.2.1 b-e. Observam-se as estruturas moleculares, as superficies de energia total e o com-

2 2 32 35 ‘—._
5 5.1 e
1 H
‘3/N 26 35H

8 S 20

7N\ fh 5
0

18 17 22

B -31E3 - 0 I 5563 - -3E3
FS -a.zg - -3.1E:; N -8E3 - -55E3
-94E3 - B.2E -1E4 - -8E3
Il -13E4 - -9.4E3 B -1.364 - -1E4
B -1.664 — 13E4 I -1.5E4 - -1.3E4
B -1964 — 1664 =-l.354 - -1 5E4
2264 - 1964 -2E4 - -1.8E4
2564 - 2264 I 2354 - 264
relativa
=1

(cal.mol™) (cal.mol™)
Elss - 10 8 B0 - 80
7.7 - 80 330 i Ee0 - 70
WS oo 2N B <o 50
s 55 270 B30 - 40
T — e
10 - 21 2104 Mo - 100
Momento S0 Momento

de dipolo 160 de dipolo
(debyes) 130 (debyes)

o1

FIGURA 1V.2.1. a) PRX em equilibrio ceto-endlico; b) e C) energia total do sistema em funcéo de
¢1 € ¢ (em graus) para as formas enélica e cetdnica do PRX, respectivamente; d) e e) momento

de dipolo total da molécula em fungéo de ¢ e ¢, (em graus) para as formas endlica e cetdnica do
PRX, respectivamente.
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portamento do momento de dipolo da molécula em fungo da variagéio dos anguios diedros para
as duas formas, a endlica e a cetdnica. Os angulos foram definidos na segdo Ill.2 mas convém
mencionar novamente as designagdes. Os atomos C(14), C(23), N(25) e C(27) definem o anguio
¢, @ os atomos C(11), C(14), C(23) e O(24) o angulo ¢, para as duas formas.

Antes de iniciar as discussOes propriamente ditas, & importante mencionar que em todas
as superficies analisadas (de energia total, momento de dipolo e as de distribuicio de carga) a
escala utilizada foi diferente. Os valores para ¢, ndo seguem, em toda sua extenséo, o0 mesmo
passo: para os valores entre 0° e 100° um dos passos foi de 40° (entre 30° e 70°) enquanto que
para os demais foi de 30°. Isso ocorreu em fungdo dos primeiros célculos realizados em que o
objetivo inicial estava centrado simplesmente na busca na geometrica mais estavel e esta possui
valores para ¢2 no intervalo onde ocorreu a modificagéo do passo. Os resultados de momento de
dipolo (FIG. IV.2.1 d e e) correspondem ao momento de dipolo total da moiécula, ou seja, a so-
matéria dos momentos de dipolo em cada eixo: X, Y e Z. Esses eixos séo definidos em fungéo
da dimensdo molecular. O eixo X corresponde & maior dimenséo e no caso do PRX (FIG. IV.2.1
a) estd em uma linha imaginaria passando pelos anéis aromaticos (0 benzénico e o piridinico);, o
eixo Y corresponde & segunda maior dimens&oc molecular perpendicular a X; o Z corresponde a
terceira maior dimens&o molecular perpendiculara X e Y.

‘Analisando-se as superficies de energia total para os conférmeros do PRX (FIG. IV.2.1 b
e ¢) pode-se destacar:

i) para a forma endlica (FIG. IV.2.1 b): a) a presenga de quatro pogos de potencial, corres-
pondendo a quatro estruturas conformacionais, com as seguintes energias: A)
-4194,08eV, B) -4193,97eV, C) -4194,01eV e D) -4193,96eV, cada um deles separados
entre si por barreiras de potencial superiores a 5,0kcal.mol™; b) duas protuberancias pro-
nunciadas: uma em =90° para ¢, e =130° para ¢2 e outra em =360° para o ¢1 e =190° para
$2, relacionadas as estruturas menos estaveis do PRX-enol; ¢) as estruturas mais esta-
veis equivalem a rotagdo da ligagio C(14)-C(23) compreedida entre 0° a 360° para ¢2 e
entre =125° e =250° para ¢1 (rotacéo da liga¢io C(23)-N(25)).

ii) para a forma cetdnica (FIG.IV.2.1 ¢): a) a presenga de quatro pogos de potencial, corres-
pondendo a quatro estruturas conformacionais, com as seguintes energias: A}
-4193,99ev,' B) -4193,82eV, C) -4193,80eV e D} -4193,78eV; b) somente o pogo de po-
tencial relacionado ao conformero A é separado dos demais por barreiras de potencial
superiores a 5,0kcal.mol™; c) vérias protuberancias, correspondentes as estruturas menos
estaveis da forma cetdnica do PRX, proximas a 30°, 90°, 270° e 330° para ¢1 e 0°, 130°,
1.90°, 300° e 330° para ¢2; d) as estruturas mais estaveis correspondem a rotacéo da liga-
¢do C(14)-C(23) entre 0° a 360° para ¢2 e para entre =125° a =250° para o ¢1 (rotagéo da
ligagdo C(23)-N(25))

~ Como se observaram protuberancias acentuadas em algumas regides das superficies de
energia total (FIG. IV.2.1 b e c), outros caiculos mais refinados foram realizados para encontrar

Tese de Doutorado José Martins
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as estruturas conformacionais menos estaveis para o PRX. Isso significa que os passos dos an-

gulos diedros, correspondentes as referidas regides na superficie de energia, foram diminuidos

para 2°, de modo que mudangas mais sutis na estrutura dos confdrmeros pudessem ser verifica-

~ das. Entretanto, as diferengas de energia entre os dois célculos (com passo de 10° e 2°) foram

tdo pequenas que podem ser consideradas irrelevantes.

Analisando 0 comportamento do momento de dipolo totat da molécula em fungéo da vari-
a¢do dos angulos diedros (FIG.IV.2.1 d e e), destaca-se: a) o momento de dipolo das duas for-

"~ mas apresentou aproximadamente o mesmo comportamento: as regides de maior momento di-

polar estéo entre =160° a =240° para ¢, e entre =0° a =980° e =300° a =360° para ¢1; b) a forma
cetdnica apresenta maior niumero de conformagdes com maior momento dipolar e para a forma
endlica maior nitmero de conforma¢des com meor momento de dipolo (quando comparadas en-
tre si); c) os confomeros mais estaveis da forma endlica (regido A da FIG. IV.2.1 b) possuem os
menores valores para 0 momento de dipolo (entre 4,4 e 3,2) enquando que os confdrmeros mais

~ estéaveis da forma cetdnica (regido A da FIG. IV.2.1 ¢) possuem vaiores um pouco maiores (entre

4,0 e 5,0).

A comparagdo entre os conjuntos de resultados obtidos para as formas endlica e cetonica
deve ser evitada pois, na verdade, a estrutura da molécula foi alterada quando o hidrogénio
H(13) ligado ao atomo O(12) foi transferido para o dtomo C(14).

As distribuicbes de cargas de alg'uns dos atomos proximos as ligagdes rotacionadas em
funcéo da variagéo dos angulos diedros (das formas endlica e cetbnica) foram analisadas prefe-
rencialmente por duas razdes: a) por terem apresentado determinados padrbes que segundo as
FIG. IV.2.2 e FIG. IV.2.3 correspondem as superficies de energia total e b) por apresentarem as
variagbes mais significativas. Os valores a seguir se referem aos da carga liquida de Mulliken

. como um dos resultados obtidos dos céiculos via MOPAC/AM1. Essa carga, segundo manual do
5‘_ programa, é a soma das cargas nucleares (1,0 para o hidrogénio, 6,0 para o carbono, 8,0 para o

T

T YRR AT T

~

oxigénio, etc.) e dos elétrons de valéncia, ou a densidade eletrbnica do atomo.

‘ Observando-se a FIG. IV.2.2 (distribuicbes de carga para a forma endlica) destaca-se que
para o atomo H(26) (Qalores de $1 entre =120° e =240° e todos os valores para 0 ¢2) a carga os-
cilou entre 0,27 e 0,24, {A= 0,03, 38% da varia¢éo total). Esses valores (dos angulos), na super-
ficie de energia total (FIG. IV.2.1 b) correspondem a um conjunto de estruturas conformacionais

" do PRX-enol, com variagio de =9,0kcal.mol” (36% do total). Nesse caso especifico o atomo

H(26) possui maior carga positiva na regido citada. Contudo, a distribuigdo para alguns dos ato-

- mos {(C(23), O(24), e N(25)) apresentou apmximadamente 0 mesmo comportamento, ou seja,
~certa semelhanga com a superficie de energia total. Entretanto, ha modificac8o nos sinais das

cargas (ora positivos ora negativos) em decorréncia dos efeitos matuos de indugdo que esses
atomos, pelo fato de estarem ligados exercem. A distribuicéo de carga dos dtomos O(24) e C(23)
(FIG. IV.2.2), na regi&o para ¢4 @ ¢, (onde o atomo C(23) possui menor densidade de carga posi-
tiva) corresponde aproximadamente 8 mesma regido onde o atomo O(24) possui menor densi-
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dade de carga negativa, indicando claramente efeitos de indugdo, pois quanto menor for essa

- densidade num atomo, menor sera o efeito indutivo no atomo vizinho.

Deve-se ressaitar que a maior variagéo de carga ocorreu no atome O(24) (Aoae = 0,210)
e para os outros atomos analisados obteve-se: Acps) = 0,068; Ayay = 0,080; Anz = 0,080; Anes)
= 0,090; e Aues) = 0,080. Embora a distancia entre os atomos O(24) e H(13) (2,04A) néo caracte-
rize uma ponte de hidrogénio tipica (1,7A na agua segundo Allen (1975)) para a estrutura mais
estavel, é evidente que ha interagdo entre eles a qual exerce influéncia sobre a estrutura con-
formacional da molécula tornando-a mais rigida que as demais. Neste contexto quando se ob-
serva a distribuigdo do atomo H(13) (FIG. IV.2.2) verifica-se uma regidio relativamente grande
on'de a carga oscilou entre 0,24 e 0,22 e que corresponde as estruturas conformacionais mais
estéveis na superficie de energia total (regides A e B FIG. IV.2.1 b). Entretanto, como o compor-
tamento para o atomo O(24) foi significativamente diferente é evidente a existéncia de atracéo
entre esses atomos. E interessante destacar que o atomo O(24) tem sua densidade de carga
negativa aumentada (FIG. 1V.2.2) proximo & regido onde os confrmeros (PRX-enol) séo mais

estaveis (FIG. IV.2.1 b), sendo mais acentuada para o conformero A. Este fato pode ser inter-

pretado por um efeito de delocalizagéic eletrdnica pois o oxigénio tem sua densidade de carga
negativa aumentada — por ser mais eletronegativo — em detrimento da distribuicéio eletrénica na
molécula. O oxigénio, tomando-se mais estavel pelo aumento da densidade de elétrons, também
estabiliza o sistema.

Em relacfio &s causas que exercem influéncia sobre a estrutura conformacional do PRX-
enol, direcionando a formagéo do confdrmero mais estavel, pode-se destacar que além dos im-
pedimentos estéricos entre os grupos metila e piridinico é evidente a interagio entre os atomos
H(13)-0O(24), caracterizando uma ligagéo hidrogénio fraca (FIG. IV.2.2) como mencionado por
Aviyente et al (1996).

Comparando as distribuicdes de carga de alguns atomos, préximos as ligagdes
rotacionadas, para o PRX-ceto (FIG. IV.2.3) com a comespondente superficie de energia total
(FIG. IV.2.1 ¢) pode-se destacar: a) os padrdes de distribuigio séo aproximadamente os mesmos
daqueles observados para a forma endlica. Um exemplo & a distribuiglio de carga do atomo

- 0(23) onde os valores entre —0,35 e —0,33, correspondem as estruturas conformacionais mais

B estaveis desta forma e encontram-se na regifio de =120° a =240° para o ¢1 e para todos os valo-

res do $2 (FIG. IV.2.3); b) as variagBes (em ordem descrescente) das cargas dos atomos foram:
Aoge = 0,157; Angz = 0,0927; Auasy = 0,0725; Ay = 0,0885; Angsy = 0,088; € Aogz = 0,0646,
sendo a do atomo O(24) a maior delas, também com a maior variagdo no PRX-enol; d) o efeito
de indugdo para PRX-ceto (como observado paré 0 PRX-enol) ndo ocorre, pois a distribuigéo de
carga para o dtomo C(23), embora apresente certo padréo, ndo se assemelha & do atomo O(24);

entretarito, o referido efeito & observado entre os atomos N(25) e H(26) (FIG. IV.2.3) em que nas

regides correspondentes a ¢4 e ¢, 0 &tomo N(25) apresenta maior densidade de carga
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BEo2s - 029
B0z - 028
o2 - 027
Eloxs - 028
B o24 — 025

023 — 024
B 022 - 023
o2 - 022

ATOMO 13

o> - 0
Bl oxs - 0=
030 - 02
o3 - 03¢
el 03 - 03

038 - -0.3
B -0.40 - 038
B 043 - 04

ATOMO 24

W o2s - 027
o2 - 026
o024 - 025
023 - 024
o2 - 023

021 - 022
o020 - 021
o 1e - 020

ATOMO 26

039 - 040
038 - 039
037 - 038
B 038 - 037
8 035 - 0.36

034 — 035
033 - 034

o032 - 033

ATOMO 23

027 - 025
028 - 027
B 025 - 028
030 - 020
i 031 — 030

032 - 03
B 033 - -032
B 034 - 033

ATOMO 25

o2 - on
013 - -012
014 - 013
016 - -0.14
B 017 - 016

018 — 017
B -019- 018
B 020 - 019

ATOMO 32

FIGURA IV.2.2 - Carga liquida (Mulliken) dos atomos H(13), C(23), O(24), N(25), H(26) e N(32)
em fungdo da variagéo de ¢, e ¢, (em graus) para a forma endlica.

negativa. O atomo H(26) tem comportamento oposto, pois exibe maior densidade de carga posi-
tiva; e) ha indicios de efeito de delocalizagdo eletrdnica (como citado para o atomo O(24) PRX-
enol) embora nenhuma das estruturas conformacionais mais estaveis da forma cetdnica apre-
sente a planaridade necessaria (FIG. IV.2.5), pois na superficie de distribuicdo de carga do O(24)
em que este apresenta uma das maiores densidades negativa (entre =120° a =230° para ¢, FIG.
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FIGURA IV.2.3 - Carga liquida (Mulliken) dos 4tomos O(12), C(23), O(24), N(25), H(26) e N(32)

em funcgdo da variagdo de ¢+ e ¢, (em graus) para a forma cetbnica.

IV.2.3) corresponde a regido das estruturas conformacionais mais estaveis na superficie de
energia total (FIG. IV.2.1 c¢); f) o atomo O(12) apresenta um comportamento distinto do observa-
do até ent&o, isto é, enquanto todos os atomos analisados apresentaram certa correlagéo quanto
ao padréo de distribuicdo de cargas com maior variagédo na dire¢cdo da rotagéo da ligagdo C(23)-
N(25) o atomo O(12) mostra maior variagéo na direcdo da rotacdo da ligagdo C(14)-C(23) tendo
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mehor dehsidade de carga na regido entre =270° a 350° para ¢, e para aproximadamente todos
os valores para ¢, na correspondente superficie (FIG. IV.2.3). Esse comportamento indica que o
referido oxigénio sofre influéncia do 4tomo O(24) por repulsdo de carga, pois € justamente nesse
intervalo de variagéio de ¢, que eles estdo mais préximos. Como o anel ao qual o O(12) esta li-
gado é pouco flexivel (em fungdo das rotagbes das ligagdes), esse atomo pode transferir carga
para o anel benzénico (ou a outra parte da molécula) quando alguma modificagéo relevante
ocorrer na estrutura conformacional.

As estruturas conformacionais correspondentes aos minimos da superficie de energia to-
tal das formas endlica (A, B, C e D - FIG. IV.2.1 b) e cetdnica (A, B, Ce D-FIG. IV.2.1 ¢} podem
ser visualizadas na FIG. 1V.2.4 e FIG. IV.2.5, respectivamente.

Estas figuras mostram as principais diferengas existentes entre os conférmeros e entre as
formas endlica e cetdnica. Podem-se, assim, obter informagdes a respeito tanto da posigéo rela-
tiva de determinados grupos croméforos na molécula como também da planaridade, o que auxilia
na compreens&o do comportamento espectroscopico da droga.

Alguns aspectos devem ser destacados relativamente as alteragdes energéticas envolvi-
das nas modificagBes conformacionais provocadas por interagbes especificas. Dentre essas in-
clui-se: a) ligagdes quimicas simples com carater de dupla devido a ressonancia; b) pontes de
hidrogénio intramoleculares e c) repuls&o estérica, comentadas a seguir.

)  oprimeiro caso é particularmente importante pois quando ligagbes simples ocorrem entre
ligagdes duplas-altemadas, como nos butadienos e moléculas relacionadas, elas podem
adquirir aigum carater de ligagio dupla por causa das contribuicdes das estruturas de
ressonancia da molécula. Isso é suficiente para levar ao isomerismo cis-frans ou E-Z (cor-
respondente a ligagdo simples) moléculas cujas barreiras de potencial passam a ser des-
critas por dois pogos de potencial ao invés de trés. Esses efeitos podem ser mais ou me-
nos pronunciados quando essa ligagéo ocorre entre grupos doadores ou aceptores de
eleétrons {por exemplo OCHs, NH;, C=0, etc.). Um caso tipico desse tipo de interagéo é o
que ocorre com os ésteres carboxilicos onde a ligagdo central carbono-oxigénio possui
propriedades um pouco diferentes da ligagdo oxigénio-aiquil. isso e atribuido as intera-
¢bes entre o par de elétrons isolado do oxigénio e o sistema = de elétrons da carbonila.

ii) interagBes do tipo ligagdes de hidrogénio intramoleculares tém sido invocadas para expli-
car o comportamento conformacional e energético de uma série de moléculas: acidos
simples e alcoois e sistemas mais complexos como proteinas e &cidos nucléicos. Esse
tipo de interagio ocorre, usuaimente, quando o hidrogénio esta ligado a atomos eletrone-
gativos como nitrogénio, oxigénio, a sistemas com muiltiplas ligagdes duplas conjugadas e
a moléculas onde ha centros com cargas negativas como dtomos com pares de elétrons
isolados. A natureza dessas ligagSes de hidrogénio é objeto de muitas discussbes, mas é

reconhecido consistir de quatro componentes difererentes: eletronegatividade, delocali-
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FIGURA 1V.2.4 - Duas formas de visualizagdo das estruturas dos conférmeros endlicos corres-
pondentes aos minimos da superficie de energia total (FIG. IV.2.1 b).
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FIGURA IV.2.5 — Duas formas de visualizagdo das estruturas dos conférmeros cetdnicos corres-
pondentes aos minimos da superficie de energia total (FIG. IV.2.1 c).
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zacdo eletrdnica, interagéo de dispersdo e repulsdo de cargas, que contribuem aproxima- |
damente com a mesma magnitude

iii) repulsdes estéricas ocorrem quando dois atomos sdo separados por uma distancia menor
que a soma dos seus raios de van der Waals, e podem desempenhar papel importante
na determinagdo tanto no isomerismo como na barreira rotacional. Em determinadas cir-
cunstancias quando, por exemplo, dois grupos de atomos estéo unidos por ligagdes sim-
ples (que podem ser rotacionadas) essas interagdes exercem efeitos dramaticos. Um
exemplo disso pode ser encontrado quando se compara o efeito de impedimento estérico
verificado para a rotag&o do grupo CH; no metil formiato e no metil vinil éter. A barreira de
rotac&o no primeiro € de 1,2kcal.mol™*;'enquanto que no segundo é de 3,8kcal.mol”, ilus-
trando claramente a importancia desses efeitos (Lister of al (1978)).

A TAB. IV.2.1 mostra alguns parametros moleculares (relacionados as distancias de al-
guns atomos nas estruturas conformacionais) que podem dar indicios de interagdes do tipo
pontes de hidrogénio intramoleculares e da repulséo dos grupos carbonilicos.

TABELA IV.2.1
_Alguns parametros dos conférmeros do PRX (FIG. IV.2.4 e 5) obtidos via calculos MOPAC/AM1

Disténcia (A) entre os atomos dos confdrmeros endlicos

Conférmero H(26)-N(15) H(13)-0(24) N(32)-H(26) O(24)-H(26)
Enola 2,63 2,04 2,47 -
Enol-b 2,93 2,21 2,47 -
Enol-c 4,11 2,27 3,26 2,41
Enol—d 4,25 3,64 3,26 2,45

Distancia (A) entre os atomos dos conférmeros cetbnicos

Conférmero . H(28)-N(15) 0(12)-0(24) N(32)-H(26) O(24)-H(26)
Ceto-a 2,86 3,79 2,47 -
Ceto-b 4,15 3,51 3,27 -
Ceto-c 4,30 3,42 2,65 2,43
Ceto-d 4,30 3,60 3,22 2,38

Verifica-se que os conformeros endlicos apresentam maior nimero de interagGes do tipo
pontes de hidrogénic quando comparados com os cetbnicos, mesmo porque as estruturas séo
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diferentes pois o atomo H(13) no PRX-enol foi transferido para o 4tomo C(14), ficando esse tipo
de interagdio impedida nos conférmeros do PRX-ceto. Entretanto, para o Ceto-c e o Ceto-d ob-
serva-se que as distancias entre os atomos O(24)-H(26) sdo menores que as no Enol-d e Enol-c,
indicando que pode haver certa rigidez molecular nas estruturas conformacionais cetonicas além
de um gahho de estabilidade. Outro fato que contribui para a desestabilizagdo das estruturas
-conformacionais cetdnicas, refere-se & repulsdo entre os grupos carbonilicos. Para o Ceto-a (0
mais estével) esta distancia é a maior ocorrendo, portanto, um ganho de estabilidade.

Analisando as estruturas de todos os conféormeros (FIG. IV.2.4 e FIG. IV.2.5) menciona-
. dos, pode-se inferir que:

)] a formag#o dos conférmeros mais estaveis é direcionada por: a) impedimentos estéricos
entre os grupos metila com o anel piridinico e entre H(13) e anel piridinico (PRX-enol); b)
repuisdo dos grupos carbonilicos para o PRX-ceto; ¢) interac8o entre os atomos H(13)-
0O(24), O(24)-H(26) e H(26)-N(15) para o PRX-enol e entre O(24)-H(26) e H(26)-N(15)
para o PRX-ceto; d) delocalizagéo eletrbnica na molécula como um todo ou em grupos
cromoforos separadamente;

iy as estruturas conformacionais mais estaveis para as duas formas (A para 0 PRX-enole A

para o PRX-ceto) diferem quanto a rotagéo da ligagdo C(14)-C(23) e outros parametros (a

- posigéo reiativa dos grupos cetbnicos e piridinico, a posigdo do grupo metila, ndo planari-
dade do anel adjacente ao benzénico, etc.);

i) o conférmero endlico B (FIG. IV.2.4 b e b’) é mais planar relativamente ao correspondente
confoérmero cetbnico (FIG. IV.2.5 a e a’). Isso se deve as interagdes mencionadas, desta-
cando-se que: a) na forma endlica & possivel a formagdo de uma ponte de hidrogénio in-
tramolecular entre os atomos H(13)-0(24) (2,02A) o que néo ocorre na cetdnica; b) nesta
ha repuis&o entre os oxigénios O(12) e O{24) de modo que os confémeros mais estaveis
tendem a manter esses atomos afastados; c) para o PRX-enol, a distancia entre os ato-
mos H(26)-N(15) é de 2,93A enquanto gue no PRX-ceto a distancia é de 2,86 A o que in-
dica certa interagdo entre estes atomos, repercutindo num ganho energético para os dois
conférmeros. Entretanto, como parece haver repulsé@o entre os oxigénios para o PRX-ceto
(item iii b)) estes dados indicam que os atomos que constituem o sistema encontrou outra
estrutura conformacional que possibilitasse a referida interagdo com conseqiente ganho
de estabilidade em detrimento da n&do planaridade;

iv) todos os conférmeros do PRX-enol tendem a manter préximos os 4tomos que podem fa-
zer pontes de hidrogénio intramolecular (ou gque podem interagir, como por exempio, 0s
atomos H(26)-N(32) ou N{15)-H(26}), promovendo maior rigidez molecular,

v) todos os conférmeros do PRX-ceto tendem a manter os oxigénios O(12) e O(24) e os
grupos piridinico e metila afastados uns dos outros (dificultando a planaridade importante
na estabilizag¢éo por ressonancia);
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vi) entre todos os conférmeros, PRX-enol e PRX-ceto, observa-se uma tendéncia em manter
peio menos uma parte da molécuia plana, seja o anel benzénico com o adjacente ou o pi-
ridinico e a ligagdo peptidica. Contudo, das estruturas conformacionais, a forma PRX-
enol-a (FIG. 1V.2.4-a) é a mais plana, oferecendo ao mesmo tempo, possibilidade de for-
magéo de ponte de hidrogénio intramolecular.

Os fatos mencionados permitem comparar os dados tedricos com os experimentais. En-
contram-se na literatura varios trabalhos relacionados ao fendbmeno de transferéncia intramole-
cular de préton no estado excitado (Tl,PEE), mencionado no CAP.l. Para o PRX esse fendbmeno
foi proposto por Yoon ef a/ (1988) e envolve os atomos H(13), O(12) e O(24) (FIG. IV.2.1 a). Se-
gundo os autores a transferéncia se d4 preferencialmente em solventes apolares, nos quais ha a
possibilidade de formagdo de ponte de hidrogénio intramolecular no estado fundamental. Quan-
do a molécula se encontra em solventes polares a ponte de hidrogénio se da preferencialmente
entre ¢ soluto (PRX) e o solvente (agua por exemplo). Isso dificulta a transferéncia quando a

| molécula é excitada, atrasando esse processo. Por conseguinte, a mesma dispde de tempo sufi-
ciente para sofrer relaxag3o vibracional, alterando ambos a intensidade da fluorescéncia e o
tempo de vida.

As interagdes soluto-solvente via pontes de hidrogénio séo dinamicas (Flier et al (1979),

Lesyng e Saenger (1981) e Saenger e Brown (1982)), pois tanto as moléculas do soluto como as

. do solvente estéo em constante movimento. Através de algumas técnicas, como RMN, que pode-

riam ser utilizadas para investigar essas interagGes, a resposta obtida é uma média, ou seja, os

movimentos s8o muito rapidos para que os aparelhos utilizados (sem resolugdo temporal) pos-

sam distinguir todas as interagdes que nesses casos séo interpretadas como a variagdo das

distancias da ligagdo de hidrogénio. Sob esse ponto de vista é interessante poder comparar os

resultados teéricos com os experimentais pois é possivel inferir como ocorrem as interagbes so-
luto-solvente, com conseqlente aprofudamento dos conhecimentos.

~ Vérios autores investigaram a influéncia do meio sobre equilibrios ceto-endlicos em varios
compostos. Powling e Bemnstein (1951) estudaram, através de espectroscopia vibracionai, o
efeito de alguns solventes sobre o equilibrio ceto-endlico da acetilacetona. Burdett e Rogers
(1964) investigaram (por RMN ‘H) o equilibrio tautomérico das formas cetdnica e enblica de vari-
os compostos pB-dicarboniiicos, determinando as respectivas constantes verificando a formac,‘éo‘
de pontes de hidrogénio intramolecﬁlares. Allen e Dwek (1964) determinaram algumas fungdes
termodinamicas para a enolizagdo de uma série de B-dicetonas pela medida das constantes de
equilibrio em fungéo da temperatura, mostrando'que quanto maior a polaridade do meio, maior
sera a propor¢éo do constituinte mais polar (forma cetonica). Spencer ef al (1982) chegaram a
mesma conclusdo num estudo da influéncia do solvente nas constantes de equilibrio ceto-
endlico do 2,4-pentanodiona utilizando calorimetria @ RMN. Um dado interessante dessa pesqui-
sa & que o conteddo da forma endlica é 98% em tetracioreto de carbono mas cai para 16% em
agua. Esses uitimos autores investigaram também a entropia e a entalpia do sistema, relacio-
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" nando-as com a quebra e a formagédo de pontes de hidrogénio intramoleculares. Mills e Beak
(1985) e Almdai ef a/ (1986) estudaram sistemas semelhantes utilizando, respectivamente, RMN
'H, absorg@io UV/V e voltametria ciclica investigando os mesmos efeitos, ou seja, a influéncia do
solvente no equilibrio tautomérico dos compostos. Um trabatho interessante foi feito por Alber-
ghina et al (1985), que estudaram a influéncia da polaridade do solvente na barreira rotacional
do grupo (C=0O)N(CHj3): para varias substancias constatando que quanto maior essa polaridade,
maior a proporgéo do conférmero mais polar e maior a barreira rotacional relacionado ao grupo
mencionado.

O interesse nesses estudos esta relacionado as interagfes soluto-solvente que depen-
dem de caracteristicas intrinsecas de cada componente na solugéo: a) momento de dipolo; b)
acidez; c) basicidade; d) possibilidade de formagéc de pontes de hidrogénio (intra e intermole-
cular), e) constante dielétrica etc.. As interagbes soluto-soivente alteram de modo significativo o
equilibrio ceto-endlico (conforme mencionado) e, no caso do PRX, pode influenciar seu compor-
tamento espectroscopico, isto é, o PRX pode preferencialmente se apresentar na forma de um
dos conformeros estudados (enélicos ou cetdnicos) em fungdo dessas interagbes. Como cada
um desses confbrmeros pode a prion apresentar espectros de emisséo e excitagdo mais ou me-
~ nos diferentes em funcéo das geometrias e de outros fatores, talvez seja possivel diferencié-los
e/ou identifica-los usando técnicas experimentais sensiveis. '

Em fungdo das informagdes disponiveis na literatura e dos resultados obtidos via calcuios
semi-empiricos foram coletados alguns dados experimentais, via fluorimetria, que pudessem ser
correlacionados.

As FIG.IV.2.6 e IV.2.7 mostram as superficies de emiss&o total do PRX, conforme esta-
belecido na secdo IIl.2, com vista lateral e de topo, respectivamente. A TAB. IV.2.2 apresenta a
relagdo entre as concentrages de PRX e nitrometano presentes nas solugbes analisadas.

TABELA IV.2.2
Relag&o entre as concentragbes de PRX e nitrometano no estudo fotofisico do PRX em meio
. com diferentes polaridades.

SOLUQAO 01 02 03 04 05 06 07 08

[CH:NO;]I[F"RX] 0 3710 7420 11100 22200 44500 89000 178000

Observando-se as FIG. IV.2.6 e IV.2.7 pode-se constatar que: a) ocome diminuigéio da
. emiss@o com o aumento da proporgdo de nitrometano; b) ha deslocamento significativo do ma-
- ximo de excitaciio para o vermelho (de =330nm {Solugdo 1) para =370nm (Solugdo 8)); ¢) néo
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FIGURA IV.2.6 - Vista lateral das superficies de emiss#o total para as solugdes de PRX (TAB.
lt.2.2).

Tese de Bewstosndin Femk B ar



65

“Capitulo IV - Resultados e Discussfes

Salugéo 2

Solugdo 1

260 280 300 30 340 380 380

(wu) ogssiwzg

260 280 300 320 340 360 390

clo 4

Excitag@o (nm)
Solu

{nm})

Solugde 3

cao

Excita

300 320 340 360 380

Excitagdo (nm)

@o (nm)

Excitag

300 320 340 30 3\0

2680

Excitagdo (nm)
olugdo 7

8

[ NI [ .

iiiii

340 360 380

Excitagdo (nm)

300 320 340 380 380

300 320

Excitagéio (nm)

rficies de emissédo total para as solugBes de PRX (TAB.

Vista de topo das supe

FIGURA IV.2.7

-~ 2.2).

Pk N Aara

Tear A8 Dhaistrarada



Capitulo IV - Resnltados ¢ Discussdes 66

houve deslocamento da banda de emissdio em =470nm; d) comparando as superficies de emis-
sdo da Solugdo 1 e 2, observa-se que além da diminuigéo na intensidade ocorreu pequena mo-
dificagéo no formato da superficie, sendo a regi&o compreendida entre =260nm e =300nm para a
excitagdo e toda a correspondente para a emisséo, é menos pronunciada para a Solugéo 2 (FIG.
IV.2.6). Contudo, ndo se verifica, para essas duas solugdes, nenhum deslocamento nos maximos
de emissdo e de excitagdo (FIG. IV.2.7); e) a Solugéo 5 apresenta um comportamento fora do
padrdo observado para as demais. H4 bandas em =420nm e =530nm para a emiss&o, e em
=360nm a =380nm para a excitagdo, que ndo sdo observadas para as solugdes com menor
quantidade de nitrometano (Solugdo 1, 2, 3 e 4).

Dessas observagdes deduz-se gue: a) & evidente que as modificagbes observadas para
os deslocamentos e para a variagéo na intensidade das bandas deve-se as altera¢bes da polari-
dade do meio pelo aumento da concentragéo de nitrometano. Entretanto, é importante destacar
que as diferencas observadas para a Solugo 1 e 2 ndo s&o suficientes para afirmar se essas
alteragSes estdo relacionadas as interagbes especificas entre o PRX e o nitrometano pois, de
acordo com a TAB. IV.2.2, a quantidade desse ultimo € muito superior a da droga (cerca de 3710
vezes na Solucdio 2); b) as observagdes para a Solugdo 5, fugindo ao comportamento das de-
mais, se devem & mudanga das concentragdes das possiveis espécies do PRX que podem apre-
sentar emiss&o. Observando atentamente o formato das superficies mostradas na FIG. IV.2.7,
podem-se separé-las em dois conjuntos distintos: as Solugbes 1, 2, 3 ¢ 4 e 6, 7 e 8, respectiva-
mente. Constata-se, assim, que os desiocamentos (para o vermelho) das bandas de emisséo
parecem ter ocorrido em dois estagios. Contudo, essas modificagbes foram mais acentuadas
entre as solu¢des 5 e 6. Isto indica que ha alguma transig&o entre as concentragdes das especi-
es, ou seja, até um determinado limite de polaridade do meio a concentragio relativa das espé-
cies de PRX ndo sofreu alteragbes significativas. Apds esse limite a propor¢do entre as espécies
foi significativamente alterada. E importante lembrar que cada uma das espécies de PRX pode
ter rendimento quantico de fluorescéncia bem distinto e outras ainda podem nem apresentar
emissio. E isso que justifica a diminui¢do brusca na intensidade de emisséo e dos deslocamen-
tos observados para as Solugdes 5 e 6.

Resta a comparagéo dos dados experimentais (FIG. IV.2.6 e IV.2.7) com os dados tedri-
cos (FIG. IV.2.1-5). Estes ultimos podem ser de grande ajuda no entendimento das interagdes
soluto-solvente e seus efeitos nos processos fotofisicos que ocorrem nas moléculas da droga.

De acordo com os dados obtidos pelos calculos semi-empiricos pode-se inferir que as
estruturas conformacionais da forma cetdnica sdo mais estaveis em meios polares por apresen-
tarem momentos dipoiares maiores. Em contrapartida, as estruturas conformacionais da forma
endlica sdo mais estaveis em meios apoiares justamente por apresentarem momentos dipoiares
menores, concordando com os dados da literatura, especificamente com o trabalho de Nicolle et
al (1995) que reiaciona o momento de dipolo encontrado via MOPAC/AM1 para um dos confor-
meros do N-benzil,N-n-propil(2-metil-3-nitrofenil)acetaminda com dados experimentais obtidos via
RMN 'H indicando que a estrutura conformacional mais polar & a mais estavel em meio com mai-
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or polaridade. Uma das estruturas conformacionais para o PRX-enol (o conférmero A), encontra-
da neste trabalho, concorda com os dados apresentados por Alencastro @ Neto (1995) utilizando
o mesmo método AM1, no sentido de que ambas as estruturas possuem certa planaridade e
interagBes via pontes de hidrogénio, excetuando-se somente a posig¢o relativa do grupo metila
que se encontra invertida. Mas como o autor néo menciona a energia total da geometria otimiza-
da no referido artigo, néo foi possivel verificar se essa diferenga é significativa ou n&o. Moses et
al (1995) investigaram (através de voltametria ciclica) o equilibrio ceto-endlico do PRX em agua
(pH de 1,90 a 4,90 a temperatua ambiente e concentragéo de 1,2.10™mol.L™), constatando que a
proporgdo entre os contituintes ndo variou significativamente, sendo de =18% para a forma ce-
ténica e =82% a endlica. Isso parece estar em contradigio com os resultados até entéo obtidos.
Entretanto, é preciso levar em conta que: a) a concentragdo utilizada no referido estudo € uma
ordem de grandeza maior que aquela utilizada nesta Tese; b) os autores estudaram o equilibrio
ceto-éndblico em agua, com variagdo do pH, enquanto que nesta Tese o meio considerado foi
uma mistura de CCl, e CHsNO,; ¢) os autores utilizaram solugdo-tampéo para manter o pH
constante e como j& mencionado um dos objetivos deste trabalho é procurar estudar o compor-
tamento espectroscépico do PRX com minima influéncia de outros componentes, pois a técnica
utilizada (fluorimetria) é suficientemente sensivel para investigar determinadas interagbes que
ndo seriam percebidas por meio de outras técnicas (UVV).

Como as modificagdes conformacionais para o PRX parecem ser dinamicas para uma sé-
rie de conférmeros e polaridade do meio deve direcionar qual deles tera preferéncia. Os resulta-

" dos dos calculos semi-empiricos (pogos de potencial correspondendo a cada conférmero), indi-

cam que algumas dessas formas seréo menos preferenciais em virtude das barreiras de potenci-
al, mas a molécula deve encontrar um ponto que contrabalance as forgas que direcionam a for-
magio dos conformeros, tanto aquelas intrinsecas da molécula como aquelas resultantes das

" interagBes com o solvente (impedimentos estéricos, interagdes entre os atomos via pontes de

hidrog@nio intra e intermoleculares, delocalizagéo eletrdnica, variagio do momento de dipolo do

. “soluto e do meio, interag&io especifica etc.). Pode-se concluir que:

=

algumas das estruturas conformacionais mais estaveis do PRX-enol e do PRX-ceto, obti-
d_as via calculos semi-empiricos, n&o devem, quando em solugdo, apresentar grandes
modificagdes. De acordo com as superficies de energia total e de momento de dipolo em
fungéo de ¢, e'¢z (FIG. IV.2.1), observa-se que: a) a estrutura mais estével do PRX-enoi
(forma A) apresenta um dos menores momentos de dipolo juntamente com a forma D; b)
duas das estruturas estaveis do PRX-ceto (as formas B e D) apresentam um dos maiores
momentos de dipolo , tendo a forma A um valor intermediario.

i) para PRX-enol as vérias estruturas conformacionais A, C e D encontram barreiras de po-

tencial superiores a 5,0kcal.mol” (FIG. IV.2.1 a) para que uma seja convertida na outra.
Levando-se em consideragio que esses valores podem estar subestimados (Fabian
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iii)

('1988). e Nicolle et al (1995)), esses confoérmeros tendem a ficar com essas estruturas,
salvo pequenas alteragbes em alguns parametros moleculares. Uma dessas estruturas
(FIG. IV.2.4 a) obedece a duas condi¢gbes basicas para apresentar emissdo fluorescente:
a) planaridade, facilitando a delocalizag&o eletrénica; b) rigidez, pela formagéo de pontes
de hidrogénio intramoleculares (TAB. IV.2.2) além de outras interagbes, constatadas pela
analise de distribuicdo de cargas. Estes dados indicam que a estrutura PRX-enol-a deve
ser uma das mais rigidas o que dificuita a desativagdo por relaxagéo vibracional e, conse-
quentemente, favorece a emisséo;

o PRX-ceto também pode apresentar varias estruturas conformacionais mas o comporta-

mento nesse caso é o inverse do observado para o PRX-enol: as barreiras de potencial

que separam esses confdrmeros s&o menores do que 5,0kcal.mol”, exceto para o A. Se-
gundo o raciocinio apresentado no item anterior, ha indicios de que eles possam ser in-
terconvertidos. A emissédo fluorescente dessas espécies, se houver, deve ser menor pelas
razbes inversas daquelas mencionadas para 0 PRX-enol-a, ou seja, elas ndo possuem
planaridade. Portanto, o fendmeno de delocalizagéo eletronica que poderia favorecer a
emisséo fluorescente fica prejudicado. Mesmo néo apresentando uma das caracteristicas
necessarias para a emisséo, isso ndo exclui a possibilidade de que alguns dos conférme-
ros do PRX-ceto tenham esse comportamento. Uma observa¢io atenta na FIG. IV.2.5
constatara que embora esses confdmeros ndo sejam planares como num todo, existe
certa planaridade em alguns dos seus grupos croméforos e, também, certa rigidez (TAB.
IV.2.1). Um indicativo disso séo as distancias entre os 4tomos H(25)-N(14) para o PRX-
ceto-a e para PRX-enol-b (de 2,86 A e de 2,93A, respectivamente);

como as formas endlicas e cetdnicas do PRX ndo existem independentemente em solu-
¢80, ha equilibrio entre elas. Embora todas, em principio, possam absorver luz somente
algumas parecem preencher 0s requisitos necessarios para apresentar emisséo. Por essa
razdo, quando a polaridade do meio varia um (ou alguns) desses conférmeros ser&o for-
mados preferencialmente em detrimento de outros, pois a concentragéo total de PRX néo
€ modificada. Os dados experimentais séo claros no sentido de que o rendimento quanti-
co de fluorescéncia total (somatéria dos rendimentos quanticos de todas as espeécies
quimicas fluorescentes presentes em solugéo) sofre variagdo. Logo, é evidente que den-
tre as espécies presentes, os rendimentos quanticos s&o diferentes e que a variagio na
concentracio relativa dessas espécies (com emissdo fluorescente diferente) causa as
alteragdes observadas nos dados experimentais.

Um dos pontos mais interessantes neste estudo se refere as atribuicGes das bandas de

_ emisséo, ou seja, qual banda estaria relacionada com qual dos conférmeros. Entretanto, deve-se

- levar em conta gue: a) segundo os dados experimentais desta secéo ha somente duas espécies

. que emitemn (uma na regido em =330nm para a excitacdo e em =470nm para a emissdo e outra

£ na regido =360nm para a excita¢do e em =470nm para a emissdo (FIG. IV.2.6)); b) segundoc os
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dados teéricos ha trés possiveis espécies para o PRX-enol e mais duas para os PRX-ceto (FIG.
IV.2.1 b e ¢} que a priori podem emitir pelo fato de apresentar certa planaridade e ridigez bem
como estar confinada no correspondente minimo na superficie de energia total (barreiras superi-
ores a 5,0kcal.mol™). A magnitude das barreiras de potencial, o comportamentc do momento de
dipolo em fungéo da rotagéio das ligagdes bem como alguns parametros relacionados com algu-
mas interagdes interatdmicas (TAB. IV.2.1), fomecem indicagdes de qual das espécies teria mai-
or probabilidade de fluorescer. Portanto, levando-se em conta essas questdes bem como as
conclusGes apresentadas, pode-se dizer que o PRX-enol-a (FIG. IV.2.4-a) corresponde a espécie
responsavel pela emisséo na regido em =470nm com excitagcdo em =330nm nas solugdes 1, 2, 3
e 4 (FIG. IV.2.7). Resta a outra espécie que apresenta emiss&o correspondente as solugdes 6, 7
e 8 (FIG. IV.2.7) a qual pode ser atribuida a qualquer um dos conférmeros mencionados, pois a
maioria deles preenche o requisito basico para apresentar um pequeno rendimento quantico de
emiss&o ou ainda que a espécie detectada experimentaimente seja uma que n3o tenha sido in-
vestigada através dos célculos semi-empiricos realizados nesta Tese. E essencial lembrar que a
andlise dos resultados experimentais com conseqiente atribuigio das emissdes somente tem
sentido, neste conjunto de dados analisados, para aquelas espécies do PRX que apresentam
emiss&o e e por essa razdio que a questdo das atribuigbes sera discutida novamente na proxima
segdo (IV.3) onde outros dados experimentais foram tratados com recursos de deconvolugéo
espectral (PARAFAC), que auxiliara a compreens&o do comportamento espectroscépico do PRX.
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IV.3 — ESTUDO FOTOFISICO DO PIROXICAM EM MEIO HIDROFILICO EM PRESENCA

DE CICLODEXTRINAS.

A FIG. IV.3.1 mostra os dados de emiss#o total obtidos para algumas das amostras
correspondentes ao conjunto Qualificativo (Q, Solugio 5) e para o conjunto Planejamento

(P, Ensaios 13, 14 e 15) conforme especificado nas TAB. 111.3.2 e 111.3.1, respectivamente

(secgdo II1.3).
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FIGURA IV.3.1 - Alguns resultados de emisséo total obtidos para o conjunto Q e P confor-

me TAB. 111.3.2 e TAB. 1il.3.1 respectivamente (seg3o 11.3); a) Q, b) X-beta, ¢) X-aifa e d) X-

gama,

Numa primeira observagfio dos resultados mostrados na FIG. IV.3.1, que correspon-

dem a uma pequena fragfio de todos os dados coletados nessa etapa do trabaiho, pode-se
dizer que: a) a presenca da o-ciclodextrina n&o provocou modificagSes relevantes no com-

portamento espectral do PRX; b) os perfis de excitagdo-emissdo do PRX foram significati-
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vamente alterados na presenca de 3-CD e de y-CD, como pode ser constatado pela compa-
racdo entre os dados das amostras (Solugdio 5 e Ensaios 13 e 15); ¢) comparando-se as
superficies de emisséo total para uma das mostras do conjunto X-beta (Ensaio 13) com uma
das amostras do conjunto X-gama (Ensaio 15) observa-se que as ciclodextrinas alteraram
de modo diferente os espectros de excitagio-emisséo do PRX. Essas discussdes ser&o
aprofundadas no decorrer desta secdo, porque estes resultados se referem a menos de um
quinto de toda a informagéo coletada e a comparagio de todos esses dados seria exaustiva,
o que dificultaria a interpretagéo tendo reflexo nas conclusdes. Entdo, um meétodo que pos-
sibilite a redugio da dimensionalidade destas informagdes, como o PARAFAC, sem perda
da estrutura original dos dados, poderia auxiliar nesta interpretacdo. Essa foi uma das ra-
z8es pela qual este tipo de tratamento foi escolhido.

Um ponto que deve ser destacado se refere erro envolvido no experimento e na
constru¢do dos modelos. O conjunto denominado Q foi construido a partir de cinco amostras
mais duas duplicatas. Portanto, sete superficies de emissdo total, o que possibilitou calcular
o erro envolvido no processo. A magnitude desses erros pode ser estimada pela analise dos
perfis de concentragdo relativa das espécies de PRX (FIG. IV.3.4-c). Assim, para as amos-
tras com concentracdo igual a 1,2.10°mol.L™" e a 1,8.10°mol.L", observam-se dois pontos
para cada curva. A média dos desvios-padréo encontrada para esses pontos foi de 0,0398
enquanto que o erro calculado a partir dos valores experimentais brutos, sem tratamento e
somente para os dados coletados em duplicata, foi de 0,057. A partir destes valores encon-
rou-se gue o erro envolvido em todo o processo ficou ao redor de 8%, um valor dentro dos
padrées para dados de fluorescéncia.

A FIG. IV.3.2 apresenta alguns exemplos de amostras reconstituidas (utilizando-se o
PARAFAC) para os conjuntos Q (Solugdo 5) e P (Ensaios 13, 14 e 15) e o residuo para
cada uma delas. Os célculos para a reconstituicdo de uma das amostras foram ilustrados na
segao 1.5 e todas as outras superficies foram obtidas do mesmo modo.

A FIG. 1V.3.3 mostra o residuo total médio para cada um dos conjuntos de dados: Q,
X-alfa, X-beta e X-gama. O residuo total médio corresponde @ média da soma dos quadra-
dos das diferencas entre as amostras reconstituidas e as correspondentes originais.

Antes de iniciar a discussdo dos resultados dos célculos & importante destacar a
- questdo relativa a escolha do nimero de componentes utilizado na construgéo de cada mo-
delo. Esse niimero esta intimamente relacionado com os erros envolvidos na construgio dos
modelos e com aqueles inerentes ao experimento, ou seja, ao sistema em estudo e a técni-
ca utilizada para investigagdo. '

Para garantir homogeneidade na andlise dos resultados alguns critérios foram ado-
tados e aplicados na construgéio de todos os modelos: a) o perfil da variancia percentual
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FIGURA IV.3.2 — Alguns exemplos de amostras reconstituidas para os conj
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FIGURA 1V.3.3 — Erro médio para cada conjunto de dados tratados nos modos excitagdo e
emisséo respectivamente: a) e @') Q, b) e b’) X-alfa, ¢) e ¢’) X-beta e d) e d') X-gama.
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total explicada dada pelos valores de var, ssq e S5 (a serem discutidos posteriormente) em
cada modelo deve atingir um patamar, ou se aproximar dele, de modo que com a adi¢o de
mais um componente ao modelo nenhuma informacéo relevante seja acrescentada. Assim,
por exemplo, a adigio do quinto componente na construgio do modelo para o conjunto Q,
ndo acrescenta informagéo significativa (FIG. 1V.3.4-d); b) os perfis dos “loadings” para o
primeiro e segundo modos, que correspondem respectivamente aos espectros de emissdo e
de excitagio de cada provavel espécie quimica, ndo devem apresentar nenhuma irregulari-
dade, isto é, nenhuma descontinuidade ou outro comportamento que ndo caracterize um
espectro de emisséo e/ou de excitagio da droga. Esses perfis séo conhecidos em trabalhos
disponiveis na literatura (j4 apresentados na introdugio desta Tese) e que sera de grande
utilidade quando os resultados obtidos dos célculos via PARAFAC forem analisados; c) to-
dos os modelos que apresentaram variagdes significativas e/ou sistematicas nos residuos,
com valores acima do emro experimental aceito (=10%) foram descartados, pois isso indica
que deve haver informagdes relevantes nesses residuos e que o modelo ndo consegue ex-
trai-los em fungdc do nimero de componentes utilizados na construgio ser pequeno, d) to-
dos os modelos que apresentaram perfis de concentra¢do negativos néo foram considera-
dos, pois 0s célculos de deconvolugdo para todos os dados discutidos nesta sec&o, foram
realizados sem restrices para o terceiro modo (o da concentra¢3o) o que poderia facilitar a
detecgio de problemas de ajuste (mais detalhes a respeito das restrigdes nos calculos de
deconvolugdo séo encontrados no Anexo ll).

Uma anélise dos residuos dos modelos construidos ilustra o que foi discutido. A FIG.
IV.3.2 apresenta os residuos para algumas amostras. Esta é a diferenca entre os dados da
amostra reconstituida e os da amostra original e indica que a pequena varia¢do sistematica
ndo & relevante pois se encontra dentro do limite de erro de =10% (aceito para os dados de
fluorescéncia). Dentre os exemplos apresentados, os residuos para a amostra Solugéo 5, do
conjunto Q foram os menores. Constata-se que no ha maneira de verificar se o ajuste esta
realmente bom ou ndo simplesmente comparando-se as superficies reconstituidas (FIG.
IV.3.2) com as originais (FIG. [V.3.1), pois as primeiras s&o muito semelhantes as segundas.
Isso ndo deixa de sugerir que 0 modelo, pelo menos numa primeira aproximacéo, explica
bem os dados experimentais. Mas, os resultados que permitem verificar se o modelo € bom
ou n&o com maior grau de confiabilidade s&o aqueles mostrados na FIG. IV.3.3. Esses cor-
respondem & média da soma dos quadrados das diferengas entre as amostras reconstitui-
das e as comespondentes originais. Numa observagéo atenta dos mesmos pode-se consta-
tar que todos 0s modelos apresentam residuos abaixo do erro experimental. Contudo, todos
os residuos apresentam certa variagdo sistematica, sendo maior naqueles do conjunto X-
gama. E importante, neste momento, lembrar de todas as informagbes a respeito do sistema
em estudo. Como discutido na segéo |Il.3 a droga sob investigagio pode ser fotodegradada
pela luz do aparelho que atua como fonte de excitagéo durante a coleta dos dados. Conside-
rando este fato e aqueles mencionados na referida segdo, inferir-se que: a) os residuos do
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modelo do conjunto Q foram os menores € mesmo com aquelas variagbes sistematicas eles
podem ser considerados irrelevantes; b) os residuos do modelo do conjunto X-beta também
ndo sdo relevantes e a maior variagdo observada, correspondente a regido de 220nm a
250nm para os espectros de excitagdo e a regido de 350nm a 500nm para os espectros de
emissdo, podem ser atribuida a problemas de espalhamento de luz Rayleigh das amostras.
A variagio sistematica que existe na regido de 350nm a 450nm para os mesmos espectros
estd relacionada ao espalhamento Raman. Essas Ultimas informagdes mostram que, na
verdade, o modelo construido & muito bom, pois 0 método conseguiu separar somente as
informagdes relevantes, deixando nos residuos o que néo é de interesse; c) estas justificati-
vas ndo sdo suficientes para explicar toda a variagéo sisteméatica observada nos residuos
dos conjuntos X-alfa e X-gama, embora todos eles estejam abaixo do erro experimental. A
justificativa encontrada para explicar essas variagdes esta relacionada com a fotoestabiiida-
de da droga, pois mesmo com todas as precaugbes (discutidas na se¢éo 1li.3) o PRX pode
ter sofrido fotodegradagdo durante a coleta de dados. Alguns deles (ndo incluidos nesta
Tese) sugerem que essas variagbes podem de fato ocorrer, 0 que é suficiente para aceitar
os probiemas relativos a falta de ajuste do modeio.

A FiG. IV.3.4 apresenta os resultados obtidos nos célculos de deconvolugao espec-
tral com 0 PARAFAC, para ¢ conjunto Q (TAB. 111.3.2). Os resultados var, ssq-e S5 sdo cor-
respondentes respectivamente: a) a variancia relativa explicada para cada componente; b) a
soma dos quadrados da diferenca entre 0 modelo e os dados originais; ¢) & soma da varian-
cia explicada para cada componente. Esses ultimos paré@metros indicam se o modelo esco-
lhido para um determinado conjunto de dados apresenta um bom ajuste ou n&o, ou seja, 0
quanto dos dados originais © modelo explica sem perda de informagdes relevantes. Sem
duvida essas informagdes sdo importantes para a escolha correta do numero de compo-

nentes de cada modelo, que & interpretado como o niimero de espécies quimicamente fluo-
rescentes.

Um dos objetivos deste trabalho é fazer as atribuigdes das bandas de excitagéo-
emissdo as provaveis espécies da droga. Como mencionado na introdugéo e discutido na
segdo IV.2, o PRX pode se apresentar de diversas formas em fungdo de suas caracteristi-
cas intrinsecas. Segundo Cho ef a/ (1994), que estudaram o comportamento espectroscopi-
co do PRX em metanol em funcdo da concentraco, ha trés espécies fluorescentes, cada
qual numa regifio espectral. Geckle et a/ (1989) mostraram que o PRX pode se apresentar
na forma de um “zwitterion” que também fluoresce e Moses ef a/ (1995) investigaram, utili-
zando voltametria ciclica, o equilibrio ceto-endlico da droga em agua. Todavia, além dessas
possibilidades o composto pode também apresentar éomponamentos distintos em fungéo
das estruturas conformacionais que pode assumir, como discutido na se¢éo IV.2. Neste
sentido @ numa primeira tentativa de atribuicdo das bandas de emiss3o da droga {(FIG.
IV.3.4) e segundo dados dos pesquisadores Cho et al (1994), tem-se: a) banda em =480nm
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para a forma endlica, b) banda em =420nm para a espécie “zwitterion”, c) banda em =370nm
para a forma Ceto-I; d) banda em =360nm para a forma Ceto-l.
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FIGURA IV.3.4 —- Resultados obtidos dos célculos realizados com o PARAFAC para o con-
junto Q com quatro componentes (+ CP1, o CP2, — CP3 e »* CP4): a) “loadings” para o pri-
meiro modo, correspondentes ao perfis dos espectros de excitagéio, b) “loadings” para o se-
gundo modo, corréspondentes aos perfis dos espectros de emiss#o, ¢) “loadings” para o
terceiro modo, comespondentes aos perfis de concentraglio das provaveis espécies de PRX
e d) o var, + s5q e * S5 em fun¢do do nimero de componentes.

Os resultados mostrados na FIG. IV.3.4-c estéo de acordo com aqueles observados
por Cho et al (1994), pois ha varia¢io na quantidade relativa das espécies em fungiio da
concentracdo do PRX indicando, por exemplo, que a quantidade da espécie com emiss#io
em =420nm (“zwitterion”) permanece aproximadamente constante. Contudo, o0 mesmo nio
ocofre com a espécie com emisséo em =370nm (Ceto-l), onde a concentragio relativa au-
menta continuamente até 1,8.10%mol.L™* de PRX. O mesmo comportamento & verificado
para a espécie cuja banda é observada a =480nm (Enol).
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FIGURA 1V.3.5 - Resultados obtidos dos célculos realizados com o PARAFAC para o con-
junto X-alfa com trés componentes (+ CP1, o CP2 e — CP3): a) “loadings” para o primeiro
modo correspondentes aos perfis dos espectros de excitagsio, b) “loadings” para o segundo
modo correspondentes aos perfis dos espectros de emissdo, c) “loadings” para o tercsiro
modo comrespondentes aos perfis de concentra¢io das provaveis espécies de PRX e d)
© var, + s8q e * S5 em fungdo do nimero de componentes.

Estas atribuigdes poderfio ser confirmadas quando estes resultados forem compara-
dos com aqueles provenientes do conjunto P, onde em fungio do proprio experimento, pla-
nejado com o intuito de extrair 0 maximo de informagio do sistema, haverd possibilidade
para discuss®es mais amplas.

As FIG. IV.3.5-7 mostram os resultados dos célculos obtidos para o conjunto P.
Como especificado na segfio .4 este conjunto foi subdividido em trés pois dessa maneira
os calculo de deconvolugio apresentaram os melhores resultados e em concordancia com o
planejamento experimental. As FIG. IV.3.5, IV.3.6 e IV.3.7 apresentam os resultados dos
calculos para cada conjunto de amostras, isto &, aquelas que tém em comum a a-, ap-ea
y-CD, respectivamente.
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FIGURA [V.3.6 - Resultados obtidos dos célculos realizados com 0 PARAFAC para o con-
junto X-beta com trés componentes (+ CP1, o0 CP2 e ~ CP3): a) “loadings” para o primeiro
modo correspondente ao perfis dos espectros de excitagfio, b) “loadings” para o segundo
modo comrespondente aos perfis dos espectros de emiss#o, c) “loadings” para o terceiro
modo comrespondentes aos perfis de concentragfio das provaveis espécies de PRX e d) o
var, + ssq e * S5 em fungdo do nimero de componentes.

. Em relagio & concordancia com o planejamento é importante mencionar que foram
tentados vérios tipos de agrupamento das amostras na expectativa de meihorar a resolugéo
dos espectros, pois para alguns desses conjuntos os resultados determinados via
PARAFAC se apresentaram inconsistentes por raz8es inerentes ao sistema. Mas todos os
resultados devem estar em concordancia com o. préprio planéjamento e também com outras
informacbes que se tém a respeito do sistema sob investigag8o. Como sera discutido em mo
mento oportuno, o planejamento procurou contemplar situacfes que possibilitassem o en-
tendimento do comportamento espectroscdpico da droga, isto é, tende como uma das varia-
veis o tipo de ciclodextrina, que esté diretamente relacionado com o tamanho da cavidade
peia qual 0 PRX pode se complexar. Poder-se-ia esperar que pelo fato de haver véarias es-
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FIGURA IV.3.7 — Resuitados obtidos dos célculos realizados com o PARAFAC para o con-
junto X-gama com dois componentes (+ CP1 e o CP2): a) “loadings” para o primeiro modo
comrespondente ao perfis dos espectros de excitagéo; b) “loadings” para o segundo modo
correspondente aos perfis dos espectros de emisséio; ¢) “loadings” para o terceiro modo cor-
respondentes aos perfis de concentragdo das provaveis espécies de PRX e d) o var, + ssq e
* 55 ém funcdio do nimero de componentes.

pécies quimicas presentes no meio, algumas delas tivessem preferéncia para sofrer deter-
minadas interagdes com as referidas cavidades em detrimento de outras e como tudo esté
em equilibrio (a concentrago total de PRX néo varia) algumas dessas espécies podem ter
suas concentragbes diminuidas a ponto de que n&o possam ser detectadas via fluorescén-
cia. Mas, como a diferenga de tamanho das cavidades das CD’s ndo é tio significativa
(TAB. 1.1) e pode ocorrer que a mesma espécie quimica de PRX tenha afinidade com todas
as CD’s, ela pode comportar-se de modo diferente em fun¢io do grau de complexacgfo. Su-
ponha que uma das formas do PRX (a enélica, menos polar) tenha preferéncia na comple-
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xac¢éo. Para a-CD ha um determinado grau de encapsulamento; para a p-CD esse grau é

maior, pelo fato da cavidade ser maior, e para a y-CD esse grau pode ser ainda maior ou o
encapsulamento ndo ocorre justamente porque a cavidade & muito grande.

Enfim, para uma mesma espécie (a endlica) 0 grau de encapsulamento pode variar
em fun¢éo do tamanho da cavidade da CD e como é de se esperar isso refietira no seu
comportamento espectroscépico, 0 que pode ser verificado pelas diferengas nos espectros
de excitagdo-emissdo. Entretanto, como é possivel que o grau de encapsulamento varie
pouco entre as CD’s pode ocorrer que os espectros de excitagdo-emissdo apresentem tam-
bém pequenas alteragdes com pequenos deslocamentos, os quais dificultam o processo de
deconvoiugdo espectral. Esta é a razao pela qual, quando o conjunto P foi dividido em trés
grupos (de acordo com o tipo de ciclodextrina o X-alfa, X-beta e o X-gama) os resultados
dos célculos ndo apresentaram probiemas de inconsisténcia segundo o PARAFAC. Os pro-
blemas surgem devido ao alto grau de correlagdo que os dados possuem, porque as espé-
cies-complexos presentes no sistema sdo muito parecidas, resultando em comportamentos
espectroscopicos semelhantes em alguns casos.

Numa primeira comparagéo entre todos os resultados obtidos dos célculos de de-
convolugdo para os conjuntos Q e P (FIG. IV.3.4-7) pode-se observar que o nimero de
componentes utilizado na construcdo de cada modelo foi diminuindo: para o conjunto Q utili-
zaram-se quatro componentes, para o X-alfa e o X-beta trés e para o0 X-gama somente dois.
Isso confirma que com o aumento da cavidade da CD, uma das espécies de PRX (aquela
com a maior afinidade, provavelmente a endilica), sofreu complexa¢do e a modificagéo no
grau dessa complexagdo deslocou o equilibrio alterando as concentragbes relativas das ou-
tras espécies, pois a quantidade das CD foi mantida aproximadamente constante, e muito
superior & da droga em todo o experimento {15mmol.L™"), variando a concentragdo total do
PRX e a de oxigénio.

O que é efetivamente medido no aparelho deve estar relacionado as alteragdes nas
concentragdes das espécies e a deslocamentos nos maximos de excitagio-emisséo para
uma especie éspecifica; logo, se alguma alteragdo ocorrer nessas concentragbes ou nos
deslocamentos, em fun¢do de um planejamento, espera-se que seja constatado também na
construcdo dos modelos utilizando os métodos de deconvolugio espectral. Isso pode ser
verificado, por exempio, quando se analisa os resultados dos perfis da quantidade relativa
das espécies para o conjunto X-beta (FIG. 1V.3.6-¢). Observa-se que para a espécie corres-
pondente ao primeiro componente do modelo (CP1, com maximo de emissdo em =450nm e
excitagdo em =250nm e em =330nm) o perfil da concentra¢do apresenta um comportamento
concordante com o planejamento (FIG. 1V.3.8). Para as amostras 3, 6, 8, 10 e 13 ha uma
variagdo de concentragido de PRX da seguinte forma: menor para a amostra 3, intermediaria
para as amostras 6, 8 e 10 e superior para a 13. Observa-se, também, que o perfil da varia-
¢80 da quantidade relativa para o CP2 (com emiss&o em =370nm e excitagdo em =300nm)
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néio segue 0 mesmo padréo da espécie anterior. Contudo, quando se compara com o pla-
nejamento (FIG. IV.3.8) constata-se que a amostra 8, com maior quantidade dessa espécie,
apresenta uma concentragio intermediéria para o oxigénio e para as demais amostras essa
concentragdo é inferior (amostra 3) ou superior (amostra 10), o que justifica essa diferenca.

A interpretagdio desses resultados néo é tarefa simples pois o sistema, além de ser
complexo pelo fato do PRX se apresentar de vérias formas diferentes, sofre influéncia dife-
rentemente de acordo com a modificagéo de algumas varidveis em conformidade com o
planejamento. Portanto, quando uma varidvel € medificada para investigar o comportamento
do sistema é preciso ter mente que cada espécie presente pode perceber essa influéncia de
maneira diferente. Sem duvida todas as espécies estdo interligadas por causa dos equili-
brios, mas nem sempre as informagdes coletadas neste estudo (embora em grande quanti-
dade) s#o suficientes para que se tenha uma viséo clara de como essas espécies estéo re-
lacionadas Talvez uma das maneiras que possibilite a interpretagio de todos esses dados
seja a construgéio do que se chama de superficie de respostas (Box et al (1987)), que utiliza
o planejamento experimental. Entretanto, para que isso pudesse ser feito nesta Tese seria
preciso completar a coleta de dados. Como discutido na segdo I1l.3 utilizou-se um planeja-
mento fraciondrio com o objetivo de investigar somente alguns comportamentos do PRX
com © minimo esforgo possive!, o que foi realizado pelo menos num sentido qualitativo, tra-
zendo bastante informagéo sobre este sistema complexo.

11} o 12
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FIGURA IV.3.8 — Representagio geométrica do planejamento cubico de face centrada com
uma amostra central. Variave! A: concentragdo de PRX. Variavel B: tipo de ciciodextrina.
Varidvel C: concentragdo de oxigénio (conforme TAB. 1l.3.1).
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E imprescindivel mencionar gue os resultados obtidos dos calculos de deconvolugéo
espectral, os “loadings” dos modos de emissdo e de excitagéo, foram interpretados como
espectros verdadeiros das espécies quimicas nas atribuicBes, pois assim as discussdes sdo
facilitadas, principalmente para as pessoas que ndo estio acostumadas com a terminologia
quimiométrica.

Como ja mencionado nesta sec¢io, o numero de componentes utilizado na constru-
¢&o de cada modelo, para os diferentes conjuntos de dados (Q, X-alfa, X-beta e X-gama), foi
modificado em fungdo de alguns critérios estabelecidos para garantir a homogeneidade dos
resultados e que concordaram com o método PARAFAC pois foram consistentes, sem pro-

blemas de degenerescéncia (sec¢éo I11.4) ou outros que discordassem de outras informagbes
da literatura a respeito do sistema (Cap. I).

Considerando as atribuigbes das bandas de excitagio-emisséo para as espécies do
PRX, ja4 mencionadas nesta segéo, podem-se observar comportamentos concordantes com
_ o planejamento experimental. Essas atribuigbes poderéio ser confirmadas com os dados
provenientes da literatura e daqueles da segdo IV.2, o que sera feito logo em seguida. Nes-
se sentido tem-se:

i) A espécie Ceto-l, no conjunto Q (FIG. IV.3.4), com méximo de emisséo em =370nm e
de excita¢dio em =300nm, tem sua concentragfio alterada de modo inversamente
proporcional &s concentragbes de oxigénio e total de PRX, isto 6, para as amostras
cujos niveis no planejamento experimental sdo todos inferiores ou todos superiores
para esfas duas variaveis (as amostras rotuladas com os maiores nameros para
cada conjunto apresentam os niveis superiores para a concentragfio de oxigénio e
para a de PRX e as menores o inverso (TAB. ll.3.1 e FIG. 1V.3.8)). Assim, por
exemplo, para a amostra 1 que possui os niveis (0, 0, 0) ([O], [tipo de ciclodextrina],
[PRX]) a concentrag@o relativa da referida espécie € maior do que aquela para a
amostra 14 com niveis em (1, 0, 1). Este comportamento é observado para os de-
‘mais conjuntos (Xalfa, X-beta e X-gama, FIG. 1V.3.5-7-c). Observa-se, também, que
os espectros de excitagio-emisséo dessa espécie ndo sofreram deslocamentos si-
gnificativos em fungdo do planejamento, excetuando-se que as respectivas bandas
de emisséo para os conjuntos Q e X-alfa apresentam pequeno alargamento quando
comparadas com os resultados dos demais conjuntos. Comparagdes entre as con-
centragdes reléﬁvas das espécies entre os diferentes conjuntos devem ser evitadas
pois para cada um deles foi construido um modelo diferente, o que dificulta qualquer
afirmagdo. Entretanto, verifica-se tendéncias em cada caso separadamente 0 que
pode ser utilizado para comparactes;

ii) A espécie Ceto-ll, com méaximo de emissdo em =360nm e de excitagdo em =280nm,
segundo atribui¢do dada para o conjunto Q (FIG. IV.3.4-a e b), apresenta aproxima-
damente 0 mesmo comportamento da espécie Ceto-l em relagio & sua concentracéo
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ii)

iv)

relativa, mas com deslocamentos nos maximos de emisséo e de excitagéo para o
aZuI, passando respectivamente a =345nm e a =255nm no conjunto X-beta, com po-
sicdes intermediarias no conjunto X-alfa. Verifica-se que esta espécie esta ausente
no conjunto X-gama e isso sugere que a concentragdo de todas as espécies esta se
alterando em virtude das modificagbes das variaveis no planejamento que ora pode
favorecer a formacéo de uma espécie, ora a formagdo de outra, pois a concentragéo
total de PRX foi mantida aproximadamente constante em todo o experimento. Essa
observagéo indica a ocorréncia de dois fendbmenos: a) que o tipo de ciclodextrina tem
influéncia marcante nos equilibrios existentes entre as espécies de PRX; b) uma
dessas espécies, provavelmente a endlica (menos polar, (se¢éo IV.2)), apresenta
maior afinidade pela y-CD em fungfio desta ultima possuir maior cavidade, o que
possibilita maior encapsulamento.

O enol (com emissdo em =475nm e excitagdo em de =350nm e em =260nm no con-
junto Q (FIG. 1V.3.4-a e b)), ndo é detectado no conjunto X-alfa. No entanto ele rea-
parece no conjunto X-beta, com emissdo deslocada para o azul de =25nm (em
=450nm) e excitagéo, também deslocada para o azul de =20nm, para a primeira ban-
da (=330nm) e de =10nm para a segunda banda (=250nm). Para o conjunto X-gama
essa espécie apresenta emissdo em =460nm (deslocada de =20nm para o azul em
relagdo ao conjunto Q) e excitagio em =330nm e em =250nm (desiocadas para 0

- azui, em relagéo ao mesmo conjunto, de =20nm e de =10nm, respectivamente). Es-

sas observagbes confirmam a suposigéo feita anteriormente, isto é, alguma variagéo
relevante no grau de encapsulamento de uma determidade espécie pode ser verifi-
cada por modificagio em seu comportamento espectral.

A espécie “zwitterion” (emissfo em =415nm e excitagio em =340nm e em =250nm
no conjunto Q (FIG. IV.3.4-a e b)) sofre um pequenc deslocamento para o vermetho
em suas bandas: de emisssio e de excitagdo de =10nm, surgindo a =425nm e a
=350nm, respectivamente. Essa espécie é detectada somente nos conjuntos Q@ e X-
alfa sugerindo, novamente, a marcante influéncia das ciclodextrinas nos equilibrios
entre as espécies de PRX. A modificagédo das outras variaveis (concentragio de oxi-

. génio e de PRX) também provocou aitera¢des significativas no comportamento es-

pectroscopico do PRX, como observado pela andlise das concentragdes relativas
das espécies. Entretanto, foi alterando a variavel tipo de ciclodextrina que se conse-
guiu obter os melhores resuitados de deconvolugio espectral.

Estas atribuicdes foram feitas em vista das informacdes disponiveis na literatura (ja

mencionada) e os resultados obtidos da analise conformacional do PRX (segéo IV.2). En-
tretanto, € importante ndo confundir as atribuigdes feitas na se¢fo anterior com aquelas
desta secio. Estas foram feitas com base naqueles resultados para facilitar a localizagio
das bandas e as discuss®es, mas isto n&o significa que sejam as mesmas. Contudo, este &
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0 momento de agrupar todas essas informag¢des. Algumas das espécies quimicas mencio-
nadas nessa se¢éo poderéo ser comparadas e/ou igualadas com aquelas apresentadas na
secdio anterior, auxiliando as discussbes e conciusdes.

Yoon et al (1988) e Yoon e Kim (1989) mostraram que o PRX apresenta o fendbmeno
de transferéncia intramolecular de préton no estado excitado (Tl PEE) 0 qual pode ser favo-
recido em fungéo da polaridade do meio e por interagbes tipo pontes de hidrogénio intermo-
leculares devido a natureza do solvente. Assim, quanto menor a polaridade do meio, maior
sera a quantidade relativa da espécie menos polar que pode apresentar o fendmeno de Ti-
«PEE devido & formagéo de ponte de hidrogénio intramolecular. Outras interagdes soluto-
solvente podem favorecer ou néo o referido fenémeno em fungdo das estruturas conforma-
cionais que as espécies do PRX podem assumir. Um exemplo dessa interagéo, e que sera
discutide com maior profundidade, é o caso da formacgéo de complexos com ciclodextrinas,
que podem alterar significativamente o comportamento espectral das substancias. Kim et a/
(1994) estudaram o comportamento fluorescente do PRX em &gua (pH=4,0) em funcgéo da
variacéio da concentracéio da §-CD e constataram que o aumento da CD provocou um au-
mento na fluorescéncia da droga (=450nm). Com essas informagdes e segundo os resulta-
dos obtidos dos calculos semi-empiricos, este aumento foi favorecido pela complexagéo
com a B-CD pois a espécie de PRX complexada adquiriu uma conformacgéo que as hidroxi-
las da B-CD auxiliaram a TI,PEE. A FIG. IV.3.9 mostra o complexo onde se visualiza a
conformacgéio aludida. Segundo os mesmos pesquisadores o PRX ndo se complexa com a
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7A

FIGURA IV.3.9 - Complexo formado entre a 8-CD e o PRX (Kim et a/ (1993)).
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a-CD devido ao pequeno tamanho da cavidade desta, e o espectro de absorgdo da droga
apresenta maximo em =330nm quando complexado em B-CD. Isso concorda com os resul-
tados obtidos para a referida espécie, conforme observado nas FIG. IV.3.5-7. E importante
dizer que as condigbes experimentais utilizadas pelos pesquisadores na investigagéc nao
foram as mesmas utilizadas nos estudos desta Tese. Segundo os autores, as devidas pre-
caugdes foram tomadas para evitar qualquer tipo de interferéncia, como por exemplo, impu-
rezas fluorescentes da agua e de outros meios. Todavia, as informagdes desse estudo indi-
cam que os autores investigaram somente uma espécie do PRX, pois foi utilizado um meio
~aquoso com pH=4,0. Deve-se lembrar que nos estudos realizados nesta Tese, além das
condigBes experimentais serem diferentes (pH=7,0 em solucéo 0,09% de KNQOs), a quanti-
dade de dados coletados foi muito maior (115 espectros de excitagdo monitorados em 28
comprimentos de onda de emissfo, para cada amostra) o que possibilita estudar sistemas

complexos como misturas de compostos ou misturas de espécies quimicas da mesma
substancia.

Considerando os comentarios sobre o Enol e os resultados experimentais obtidos
nesta secdio, inferir-se que: a) para 0 conjunto X-alfa a mesma néio é observada indicando
que a o-CD provoca deslocamentos nos equilibrios entre as espécies e que a concentragdo
do enol diminui em detrimento do aumento do “zwitterion®, Ceto-l @ Ceto-ll, pois a espécie
enélica é observada no conjunto Q; b) os resultados observados para os conjuntos X-beta e
X-gama concordam com os apresentados por Kim ef al (1994) e com aqueles apresentados
na segdo IV.2 visto que, segundo a atribuigdo feita nesta se¢do, o Enol apresenta uma das
bandas de excita¢dio a =330nm e a banda de emissdo a =450nm no conjunto X-beta e a
=480nm no conjunto X-gama, sendo proxima das atribuigdes feitas pelos autores.

A comparagdio entre as concentragdes relativas das espécies de um conjunto para
outro deve ser evitada, mas através dos dados de variancia explicada para cada compo-
nente em cada modelo construido pode-se ter uma idéia se a concentraggo do Enol no
conjunto Q, por exefnplo, & maior ou menor que no conjunto X-beta ou X-gama. Assim, &
possivel dizer que a concentragio dessa espécie & bem menor que a do Ceto-l, no conjunto
Q (FIG. IV.3.4), pelo fato de que a variéncia percentual explicada pelo correspondente com-
ponente no modelo é bem menor. Mas, a concentragéo desta ultima espécie (Ceto-) no
conjunto X-gama toma-se menor que a do Enol, peia mesma razéo (FIG. IV.3.7). Conclui-se
que: a) o aumento da cavidade da CD (uma das variaveis no planejamento experimental
(FIG. IV.3.8)), prdvocou aumento na concentracio do Enol porque este apresenta estrutura
conformacional adequada para encapsulamento (FIG. 1V.3.9); b) como a concentragéo total
do PRX ndo varia, o0 aumento da concentragdo do Enol no conjunto X-beta e X-gama em
comparagdo com o conjunto X-alfa, provoca diminuigdo na concentrac8o das outras espéci-
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. es a ponto de somente duas delas serem detectadas no conjunto X-gama e, ainda assim, a
espécie Ceto-| numa concentragdo bem inferior & do Enol (FIG. IV.3.7).

Cabem algumas observagdes sobre o fendmeno de TI,PEE e da complexag¢do, em-
pregando-se os resultados obtidos na se¢&o anterior. Como ha varias espécies quimicas do
PRX em solugdo, € possivel que uma delas tenha preferéncia pelo encapsulamento pelo
fato de apresentar estrutura conformacional adequada para o fendbmeno. Embora algumas
dessas espécies possam apresentar 0s requisitos necessarios para a complexagio, pode
ocorrer que algumas delas, quando complexadas, ndo apresentem emissio. Quando se fala
de estruturas conformacionais deve-se lembrar dos conhecimentos adquiridos no estudo
anterior sobre os rotameros do PRX para as formas cetbnicas e endlicas. Assim, sugere-se
que o Enol, ao qual foi atribuidoc as bandas de excitagéo-emissdo obtidas no tratamento de
deconvolugéo espectral nesta segéo (FIG. IV.3.4), seja a espécie PRX-enol-a (FIG. IV.2.4)
obtida pelos célculos semi-empiricos (Seg¢do IV.2). Isso confirma o que foi suposto, pois esta
espécie apresenta todos os requisitos necessarios para 0 encapsulamento e para a emissao
fluorescente, ou seja: a) planaridade; b) pequena polaridade, sendo mais estavel em meios
menos polares, o que favorece a complexa¢io pelo fato da cavidade da CD apresentar pe-
guena polaridade; c) formagdo de ponte de hidrogénio intramolecular, tomando a molécula
mais rigida com menor probabilidade de sofrer relaxagéo vibracional hos processos fotofisi-
cos quando excitada com luz visivel. Essas observagbes corroboram o que foi comentado
em relacdo a complexagao da espécie endlica no sentido de que o encapsulamento favore-
ce o fendbmeno Tl PEE pelo fato da CD apresenta dois quesitos importantes. a) cavidade
com baixa polaridade e b) hidroxilas nas bordas, que auxiliam a transferéncia do préton
quando a molécula é excitada pela formag¢do de pontes de hidrogénio intermolecular entre
essas ultimas e o PRX. Isso ndo acontece quando a molécula estd num meioc menos orde-
nado ou com maior polaridade, como a 4gua, embora esta também possibilite de formagéo
de pontes de hidrogénio.

~Inferéncias semeihantes podem ser feitas também para as outras espécies quimicas
do PRX (PRX-ceto-c, PRX-ceto-c, etc. (FIG. IV.2.5)) segundo os resultados dos caiculos
tedricos (segdo 1V.2). Assim, restam outras trés espécies quimicas as quais pode ser atri-
buida alguma estrutura conformacional obtida dos célculos semi-empiricos. Duas dessas
atribdic;ées podem ser feitas com os referidos resultados, mas uma, a “zwitterion”, ndo, pois
os célculos tedricos ndo foram realizados considerando possiveis cargas na molécuia. O
“zwitterion” teve suas bandas atribuidas de acordo com dados de Cho et al (1994) obtidos
através de fluorescéncia resolvida no tempo.

Das conclusBes apresentadas dos calculos semi-empiricos tem-se que as formas
PRX-ceto-a (FIG. IV.2.1 e IV.2.5) nfo devem ser interconvertidas nas demais, pelo fato de
que a barreira rotacional possui energia elevada (superior a 5,0kcal/mol) mas as outras po-
dem ser interconvertidas entre si. Logo, ha duas estruturas conformacionais cetonicas que
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podem ser atribuidas as espécies obtidas dos dados de deconvolucdo espectral. Desse
modo a forma PRX-ceto-a (FIG. IV.2.1-e e FIG. IV.2.5, a mais estavel) deve ser a Ceto-|
segundo os resultados de deconvolugdce (FIG. 1V.3.4). Os parametros do componente cor-
respondente a essa espécie (perfis de excitagdo-emissdo e concentragdo relativa) estao
relacionados & maior variancia percentual explicada para os dados de deconvolugdo
(PARAFAC). Isto sugere que essa espécie, a mais abundante, deve ser a mais estavel no
referido meio. E preciso lembrar que o planejamento experimental (TAB. 111.3.1) contemplou
a presencga de KNO3 numa concentragéo fixa (equivalente ao meio fisioldgico), para verificar
possivel influéncia do sai neste sistema.

A segunda espécie quimica cetdnica (Ceto-ll, FIG. IV.3.4, segundo os dados experi-
mentais deconvoluidos) pode ser atribuida, em principio, a quaiquer uma das outras espéci-
es do PRX-ceto (FIG. IV.2.1-e e FIG. IV.2.5). De acordo com os resultados dos célculos
semi-empiricos, todos os outros conformeros (excetuando-se o PRX-ceto-a) podem ser in-
terconvertidos entre si por apresentar barreiras de potencial inferior a 5,0kcal/mol. A estrutu-
ra mais estavel encontrada {depois da PRX-ceto-a) € a comespondente ao PRX-ceto-b.
Contudo, embora as diferengas de energia entre elas sejam muito pequenas uma delas
apresenta uma caracteristica que pode ser utilizada para distingui-la das demais: o nimero
de interagGes do tipo pontes de hidrogénio intramolecular (TAB. IV.2.1). A estrutura, dentre
essas trés, que possui 0 maior numero dessas interagdes ¢ a PRX-ceto-¢c. Por essa raz8o
deve apresentar maior rigidez. Alguns estudos (Mordzimski e Grelimann (1986), Laemer ef
al (1988), Grabowska et al (1991), Yoon ef al (1992) e Lavtchieva et al (1993)) demonstram
que mesmo a molécula ndo possuindo um estrutura completamente planar pode apresentar
emissédo fluorescente em fungo da possiblidade de formagdo de pontes de hidrogénio in-
tramolecular, 0 que torna a estrutura mais rigida.

A seguir serio destacados outros pontos relacionados as discussdes feitas e que
poderiam suscitar alguma duvida quanto as conclusdes apresentadas. Alguns deles servirdo
para afirmar essas conclusdes e outros necessitam de estudos mais especificos com a utili-
zacéo de outras técnicas:

)] modificagdes observadas nos resultados dos conjuntos X-beta ¢ X-gama, discutidas
.em termos da formagdo de complexos entre as diferentes espécies de PRX e as ci-

' clodextﬁnas, provocando alteragBes nos equilibrios e consequentemente na quanti-
dade das mesmas. Poder-se-ia supor que essas alteragbes fossem devidas exclusi-
vamente a presenca das hidroxilas no meio (favorecendo, por exemplo, o fendmeno
Tl.PEE) e n#o a formagéo de complexos de inclusdo que auxiliam o fendbmeno, pois

a concentracio das CD’s &€ muito superior a de PRX (entre 1.500 a 15.000 vezes).

Como a o-CD possui 18 hidroxilas, B-CD 21 e y-CD 24, a quantidade total das hidro-

xilas no meio é efetivamente ainda maior. Entretanto, os resultados do conjunto X-

| alfa s3o patentes no sentido de que somente a presenga dessas hidroxilas ndo é su-
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i)

i)

ficiente para provocar as modificagbes observadas. Caso contrario verificar-se-ia a

presenca do Enol para esse conjunto, o que néo foi constatado. Qutras informagbes
advindas da literatura (Bergeron (1977), Hoshino ef al (1981), Yorozu ef al (1982),
Hamai (1989), Zung et al (1990), Hansen et al (1992), Cho et al (1993), Park et a/
(1994), Sarkar et al (1995),.Kim et af (1996) e Cho ef al (1996)) confirmam o cbser-
vado, sendo relatadas investigagBes sobre o efeito das ciclodextrinas nos comporta-
mentos espectroscopicos de diversas substancias que apresentam modificagbes si-
gnificativas em seus espectros de excitagao-emissao em fungdo do meio em que se
encontram.

comparando os espectros de excitacdo e de emissdo da espécie Ceto-ll em todos 0s
conjuntos (Q, X-alfa e X-beta (FIG. IV.3.4-8)) verifica-se que eles sofrem desloca-
mentos para o azul indicando que esta espécie tem os correspondentes niveis de
energia desestabilizados em fun¢do da presenga da o-CD para o conjunto X-alfa e
do aumento da cavidade da ciclodextrina para o conjunto X-beta. Isso sugere que
essa espécie consegue perceber pequenas alteragdes na polaridade do meio, pois a
presencga das ciclodextrinas altera essa propriedade em fungdo da enorme quantida-
de de hidroxilas que possuem. Ha informagdes acerca dos efeitos do solvente sobre
equilibrios ceto-endlicos de vérios compostos na literatura (Powling e Bemstein
(1951), Burdett e Rogers (1963), Alien e Dwek (1966), Spencer ef al (1981), Svoboda
et al (1983), Mills e Beak (1985), Alberghina ef al (1985), Almdal ef a/ (1986), Lahma-
ni et al (1990)). Elas indicam que em fungdo da disponibilidade de prétons efou da
polaridade do solvente os equilibrios séo influenciados de maneira que somente uma
espécie quimica pode ser detectada pelas técnicas disponiveis.

informagdes disponiveis na literatura sobre a forma “zwitterion” sdo limitadas. Entre-
tanto, um dado interessante é que embora houvesse certa quantidade de KNO3 no
meio (0,09%), que poderia favorecer sua formacéo, a sua concentragdo relativa nos
conjuntos Q e X-alfa foi pequena (maior que a quantidade do Enol somente no con-
junto Q). Isso indica que o equilibric que leva a formagao do “zwitterion” € pouco

. afetado nas condi¢bes experimentais; portanto, mais estudos precisam ser realiza-

dos para esclarecer esta questio.

para todos 0s conjuntos do planejamento (X-alfa, X-beta e X-gama) houve uma ten-

déncia com relagéo a presenga do oxigénio, isto é, para todas as amostras emque a
quantidade desse gas esteve presente no nivel maior, segundo o planejamento ex-

perimental (TAB.II.3.1 e FIG. IV.3.9), a quantidade relativa das espécies cetonicas |

e it (FIG. IV.3.5-c a FIG. IV.3.7-c) é@ menor. Esse fato sugere que ou o oxigénio tem

influéncia sobre os fendmenos de complexa¢do dessas espécies ou atua somente

como agente supressor diminuindo o rendimento quéntico de fluorescéncia dessas

espécies. A este respeito também sdo necessarios outros estudos.
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v)‘

algumas diferengas observadas no formato das bandas de emissdo do “zwitterion”
nos diferentes conjuntos de dados (FIG. 1V.3.4-b e FIG. IV.3.5-b) podem estar relaci-
onadas aos fendbmenos de incluséo e ao ajuste dos modelos nos processos de de-
convolugéo espectral. Portanto, algumas explicagdes para essas observagdes preci-
sam de critérios bem definidos caso contrério pode-se cair em erros de interpretagdo.

construgéio dos modelos para os diferentes conjuntos analisados, isto é, para alguns
conjuntos de dados pode ocorrer que dois componentes de um modelo construido
sejam necessdrios para explicar a variancia dos dados de uma tnica espécie quimi-
ca. Esta duvida poderia surgir também em relag¢fio aos resultados obtidos na decon-
volug&o espectral dos dados analisados neste trabalho. Um exemplo disso sac os
resultados correspondentes as espécies Ceto-l e Ceto-ll. Segundo a atribuigio feita,
cada um desses componentes do modelo corresponde as referidas espécies. Mas
poderia haver duvidas se na verdade esses dois componentes do modelo néo estari-
am explicando a variancia de somente um componente quimico. Essa duvida é sa-
nada ao se lembrar que o Ceto-l apresenta um comportamento aproximadamente
constante em todos os conjuntos estudados (Q, X-alfa, X-beta e X-gama, FIG. IV.3.4-
7) relativamente a posicdo das bandas de emisséo e de excitagéo e o Ceto-ll um
comportamento diferente, estando ausente num dos conjuntos (X-gama) e com alte-
ra¢éo nas posigdes das bandas de excitagéio-emisséo.
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Os objetivos desta Tese foram: a) preparar e caracterizar o complexo PRX-B-CD por
meio de algumas técnicas como DSC, TGA, difracdo de raios-X e MEV; b) utilizar as ciclo-
dextrinas como ferramentas no entendimento dos processos fotofisicos do PRX; ¢) estudar a
fotofisica do PRX em meio hidrofébico e em meio hidrofilico na presenca de ciclodextrinas
auxitiiado com os resultados obtidos via calculo semi-empirico (MOPAC/AM1) comparando
os resultados tedricos com os experimentais e fazendo inferéncias sobre as interagbes so-
luto-solvente; d) a utilizago de planejamento fatorial para desenhar um dos experimentos;
e) utilizar um dos métodos de tratamentos de dados multivariados (PARAFAC) para tratar e
auxiiiar na interpretagdo dos resultados; f) fazer atribuicdes das bandas de excitacdo-
emissdo (obtidas experimentalmente) as provéveis espécies da droga conseguindas via cal-
culo semi-empirico. Pode-se dizer que estes objetivos foram alcangados.

Diversas estruturas conformacionais do PRX foram obtidas com o pacote computaci-
onal MOPAC/AM1 e para a maicria dessas foram propostos determinados comportamentos
espectroscopicos concordantes com informagdes da literatura. Algumas dessas foram utili-
zadas em um planejamento experimental pois quaisquer dados disponiveis sobre o sistema
devem, a principio, serem considerados antes de realizar outros estudos. Pode-se verificar
" neste trabalho gue com o crescente avanco de novas metodologias para a aquisigdo de da-
dos e com novas ferramentas para o tratamento dessas informagdes, sistemas cada vez
mais complexos poderdo ser estudados.

Os resultados obtidos via céliculo semi-empirico foram Uteis nas interpretagbes das
atribuicbes das bandas de excitagdo-emissdo das diversas espécies quimicas da droga.
Parte desses resultados concordam com os de outros autores pois, neste trabalho, foi obtida
uma analise conformacional compieta para duas espécies quimicas do PRX, a endlica e a
cetdnica. Constata-se, mais uma vez, a potencialidade desses métodos no auxilio as inter-
pretagbes de comportamentos espectroscopicos de moléculas organicas.

A quantidade de dados obtidos na Segdio IV.3 (ESTUDO FOTOFISICO DO PIROXI-
CAM EM MEIO HIDROFILICO EM PRESENGA DE CICLODEXTRINAS) foi grande, permi-
tindo verificar a potencialidade do PARAFAC como método de deconvolugéo espectral. Sem
ele a interpretacéo dos dados seria dificil @ maiores as chances de erro. Pdde-se observar,
também, que embora este método seja potente, principalmente para dados de fluorescéncia,
pode ocorrer pfoblemas de ajuste de modelo. isto é esperado, pois cada sistema apresenta
um cornportamento‘ distinto e, em alguns casos, tratamentos mais especificos sdo exigidos
para que os resultados sejam meihores.

Na introdugéo da Tese foi feita alusdo aos efeitos colaterais do PRX, ou seja, a foto-
alergia e/ou fototoxicidade. Como se observou a molécula desta substancia pode apresentar
varias conformagdes dependendo da polaridade do meio, da concentracdo da droga e do
grau de organizacgéo (presenca de ciclodextrinas). Algumas das espécies quimicas propos-
tas apresentam comportamentos diferentes em fungdo das modificagbes destas variaveis;
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logo, correlagbes poderiam ser feitas entre estes comportamentos e os referidos efeitos co-
laterais. Embora este néo tenha sido um dos objetivos desta Tese, algumas pistas podem
levantadas para estudos futuros mais especificos quanto a este assunto.

Gracas 4 complexidade do sistema é que se pdde aplicar as ferramentas teéricas
MOPAC/AM1 e PARAFAC, pois 2 medida que as dificuldades de interpretagdio dos resuita-
dos foram aparecendo é que se foi buscando alternativas e, consequentemente, sendo en-
contradas algumas solugdes. Entretanto, mais estudos sfio necessérios para aprofundar os
conhecimentos sobre o comportamento fotofisico/fotoquimico do Piroxicam.

José Martins
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A sequir serdoc enumerados alguns pontos que poderiam ser estudados dando conti-

nuidade a investigagéo do comportamento do PRX com conseqiiente aprofundamento nos
conhecimentos ja adquiridos.

i)

v)

v)

vii)

O sal do PRX pode ser investigado via RMN 'H, em agua deuterada, na presenca
das trés diferentes ciclodextrinas, objetivando verificar a formag&do de complexos com
alguns dos provaveis conformeros sugeridos nesta Tese.

Algumas superficies de respostas podem ser construidas utilizando-se os dados ob-
tidos no ESTUDO FOTOFISICO DO PIROXICAM EM MEIQO HIDROFILICO EM
PRESENCA DE CICLODEXTRINAS com o auxilio do planejamento experimental cu-
bico de face centrada com uma amostra central (FIG. 111.3.1). Provavelmente algu-
mas interpretagdes sobre os efeitos provocados pelas varidveis consideradas seriam
facilitadas.

Como a Tese abordou os aspectos fotofisicos do sistema e sabendo-se que a droga
pode ser fotodegradada, outros estudos podem ser feitos a respeito do comporia-
mento fotoquimico do PRX, empregando o planejamento cubico de face centrada.

Como o método de deconvolugdo espectral (PARAFAC) utilizado neste trabalho au-
xiliou enormemente na interpretagéio dos resuitados, 0 mesmo pode ser utilizado na
investigacio de sistemas semelhantes — outras drogas que podem apresentar diver-
sos equilibrios como o PRX — e em outros sistemas compostos de varias substan-
cias, cada qual com padrdes bem definidos nos seus espectros de excitacdo-
emisséo.

Os dados experimentais obtidos no estudo fotofisico do PRX em meios com diferen-
tes polaridades (CAP. 111.2) podem ser tratados via PARAFAC (ou métodos seme-
Ihantes) com o intuito de obter mais informagdes sobre o sistema, como por exemplo,
correlagbes entre a polaridade do meio e 0 comportamento espectroscopico da dro-
ga.

QOutras técnicas experimentais poderiam ser utilizadas para a determinagio dos pos-

- siveis confdrmeros do PRX, tais como RMN de 'H ou **C ou ainda RMN bidimensio-

nal com variagdo de temperatura. Assim, os resultados obtidos dos calculos semi-
empiricos poderiam ser interpretados com o auxilio destas técnicas para dar mais
subsidios as conclusdes.

Métodos ab initio poderiam ser utilizados para a obtencdo da energia total dos con-
férmeros encontrados via MOPAC/AM1 para que os mesmos pudessem ser utiliza-
dos na interpretagdo dos resultados experimentais de excitagdo-emissdo e servir
como suporte das conclusdes nessa parte do trabalho.
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-viil)  Utilizando meétodos semifampﬁi&:os de célculos de espactros moleculares, como 0
ZINDO/S, outras ihfonnagéas‘ poderiam ser obtidas sobre os niveis energéticos de
cada estrutura conformacional encontrada para que 0os mesmos auxiliassem na in-
terpretagdo dos msulf#glos experimentais de excitagio-emisséo.

ix) Com resultados: provenientes dos caiculos semi-empiricos (MOPAC/AM1), algumas
' correlagbes poderiam ser encontradas entre os dados tebricos e os experimentais
empregando os métodos de tratamento de dados de ordem superior (PARAFAC),
como por exemplo, entre as energias do HOMO e LUMO de todos os conférmeros

com as supeificies de emisséo total.
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ANEXO | - ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO E DE EMISSAO

Podem-se encontrar muitos livros textos que abordam as técnicas espectroscopia de
absor¢éio e de emiss&o. Portanto, o objetivo deste ANEXQO é de apresentar resumidamente
alguns aspectos sobre o assunto para facilitar o entendimento daqueles que néo estdo
acostumados com a terminciogia espectroscopica.

Uma das definicbes de espectroscopia é: a medida de absorgdo ou emissdo de uz
por determinados cromdforos em fungio da energia. A medida dessa quantidade é conheci-
da como espectros de absorgdo ou emissdo e fornecem dados sobre os niveis de energia
no estado excitado e fundamental. Por meio de interpretagdes tedricas desses niveis os fisi-
cos e quimicos podem estudar a estrutura dos atomos e moléculas

Algumas definigbes devem ser lembradas:

i) croméforo: tem a propriedade de absorver e/ou emitir luz e pode ser consti-
tuido por ions, moléculas ou parte de moléculas Os croméforos podem ter
desde a dimens&o de um unico ion como, por exempio, o CrO; ou Iy ,até a
dimens&o de uma molécula, constituida por inimeros 4tomos formado por va-
rios anéis aromaticos unidos entre si como, por exemplo, o0 antraceno, o fe-
nantreno, o pirileno, etc.;

ii)) fluoréforo: s&o os croméforos que emitem luz numa quantidade detectavel.

Pode ocorrer que em grandes moléculas somente uma pequena parte tenha a pro-
priedade de absorver e/ou emitir luz, dentro de um intervalo espectral mais ou menos fixo.
Este pode variar em fungfio da estrutura molecular — geométrica e conformacional — e de
determinadas interagdes com o meio. Como numa molécula podem existir varios grupos
croméforos e fluordforos, cada qual com propriedades mais ou menos distintas, ha possibili-
dade de que um grupo cromorofo absorva luz e outro emita, pois quando um croméforo ab-
sorve luz toda a molécuia tem sua energia alterada.

Observa-se na TAB. A.l.1 os tipos de espectroscopia molecular. O intervalo espectral
abordado neste trabalho vai desde 10° a 10°cm™ mas é mais comum encontrar trabalhos
que representem esse mesmo intervalo em nm, ou seja, de 200 a 800nm, aproximadamen-
te.

A energia de uma molécula pode ser expressa como a soma das contribuicbes das
energias eletronicas, vibracionais e rotacionais (EQ. A.l.1). Embora seja uma aproximagéo
esta equafgéo pode explicar muitos comportamentos observados nos espectros molecuiares.

E = Eget + Evib + Erot Equagdo - A.l.1
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TABELA - A.lL1
Tipos de espectros opticos (Moore (1976)).
Intervalos de energia
Tippdees- Freqiéncia (ecm™  kJ.mol” Tipo de energia mole- informag&o obtida
pectroscopia (Hz) cular
Microondas  10°- 10" 0,03-3 4.10*- Rotagio de moléculas Distancias interatomi-
4.10% cas, momentos dipola-
res, interagdes nuclea-
res
Infravermelho 10" -10" 3-300 4.102-~ Rotago de moléculas Distancias interatdmi-
longinquo 4 leves, vibragbes de cas, constantes de
moiéculas pesadas forga de ligagbes
infravermelho 10" - 10 300 - 4-40 Vibragbes de molécu- Disténcias interatdmi-
3000 las leves, vibragéio " cas, constantes de
rotagdo de moléculas forca de ligagdes, dis-
pesadas tribuiges de cargas
em moléculas
Raman 10"-10"“ 3-3000 4.102- Rotagliopuraouvi-  Distancias interatdmi-
40 bragio-rotagdo cas, constantes de
forca de ligagdes
Visivel e uitra- 10™-10" 3.10°- 40- TransigBes eletrdnicas Todas as propriedades
violeta 3.10° 4000 acima e mais energias
de dissociacéo

As moléculas podem sofrer modificag@io em seus niveis de energia de duas maneiras
- diferentes além daquelas associadas as transicbes eletrbnicas: a) através de variagbes na
energia vibracional de seus ndcleos; b) através da energia rotacional. Todas estas sédo
quantizadas de modo que a molécula s6 pode existir em certos niveis discretos. A separa-
¢80 destas, como colocada na EQ. A.L.1, ndo é estritamente correta e os termos separados
nesta equacgio é na verdade a aproximagéo de Bom-Oppenheirmer: “Uma molécula estave!
consiste em elétrons em movimento réapido em fomo de um cerfo namero de nicleos, en-
quanto esses préprios nucleos executam um movimento oscilatério, mais pesado, ermn tomo
de suas posicBes médias”. As energias vibracionais e rotacionais também néo podem ser
estr_itamente separadas uma da outra, porque os &tomos, numa molécula em rapida rotagao,
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- s#o forgados a se separar por forga centrifuga, que desta maneira afetam o carater das vi-
bragdes. '

As separages entre os niveis de energia eletrdnicos s&o, geraimente, muito maiores
que aquelas entre os niveis de energia vibracionais, que, por sua vez, s&o muito maiores
que aquelas dos niveis rotacionais. A FIG. A.l.1 mostra um diagrama de niveis de energia
que retrata varios estados eletronicos de uma moiécuia simples, e os processos fotofisicos
unimoleculares que podem ocorrer. Associado a cada nivel eletrbnico existe um conjunto de
niveis vibracionais e, a cada um destes, um conjunto de niveis rotacionais. A estrutura de
bandas dos espectros molecuiares se deve as diferencas de energia muito pequena entre
0s sucessivos niveis rotacionais. A FIG. A.lL.2 apresenta uma parte do diagrama, acima
mencionado, ampliado, onde se pode observar alguns niveis vibracionais do estado funda-
mental S, e alguns niveis rotacionais do nivel vibracional Syv.de uma molécula simples.
Processos unimoleculares sdo, geraimente, estudados com moléculas isoladas, no estado
de vapor a baixa pressdo, ou, entdo, em solugdes diluidas num meio transparente, isto é,
num meio ndo absorvente.

S, :
S, :
T,
S;
~Xvii T
iv| x| xi “~a 2
. Xii Hi { ix
S, ! XVi
" ‘H~M"\~.. T2
\Xiv ™
™\
- ana -n \“ T1
| v | xiil | vi ]
Vi XV i Vil ii
(?
So h \ L

FIGURA — A.l.1 — Processos fotofisicos unimoleculares. Linhas soélidas: transi¢cbes radiati-
vas; linhas tracejadas: transigbes ndo radiativas (Birks (1970)).

(1] So > St e S > S, absorgdes permitidas por spin, correspondem aos espectros eletronicos
de absorg#o.
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(i)

(iii)

(iv)

)
(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

)
(i)

(xif)

(xiii)
(xiv)

(xv)
(xvi)

(evil)

So 2 T1 @ Sp 2> T4 absorgdes proibidas por spin, mas podem ser observadas pela utilizagio
de fontes de juz muito intensas, ou por métodos de perturbagéo.

T: = T absorgdo comumente ohservada por fotdlise de “flash™. T, é populado por cruza-
mento intersistemas de S:, que é excitado inicialmente por luz muito intensa. A absorgéo
transiente & observada durante o tempo de vida do estado T;.

Sy 2 S, absorg@o observada por fotélise de *flash”. S, é populado por luz muito intensa de
tempo de vida muito curto, € a absorgo transiente é observada durante o tempo de vida do
estado S,.

S1 > Sp: fluorescéncia de curta durago (~1 — 10° ns) corresponde a fluorescéncia nomat de
emissao.

T = S,: fosforescéngcia, que geraimente ocorre com um tempo de vida da ordem de ~1 a 10*
ms, devido 3 transigéo proibida por spin.

S, -» S fluorescéncia, observada em poucos compostos.

Tq 2> So: fosforescéncia, reportada para poucos compostos € € um processo muito pouco
provavel.

Ty = T1: fluorescéncia, corespondendo ao inverso da absorgédo T: = Ty (iii), reportada para o
azuleno e naftaleno.

8, < S, fluorescéncia, o inverso do processo (iv).

S 2 Sy e S, S,- 1: converséo interna que ocorre usualmente muito rapida e, desse modo,
muitas moléculas ndo apresentam emiss#o fluorescente S; <> S,.

T: 2> Ty e Ty > Tq.4: conversdo intema usuaimente muito rapida, dificultando o processo de
fosforescéncia Tq > So.

S¢ = Sy conversdo intemna para o estado fundamental.

81 2 T1 e Sy 2 Ty cruzamento intersistemas e supressio intema, que compete com o pro-
cesso normal de fluorescéncia {(v).

T1 <> Sg: cruzamento intersistemas que compete com o processo nomal de fosforescéncia
{vi). '

T4 < Sy cruzamento intersistemas que pode ocorrer por ativagiio témmica do estade T,
durante o tempo de vida desse estado excitado, a um nivel isoenergético em S,. Esse pro-
cesso leva a emissdo denominada de emissdo atrasada do tipo E, que apresenta o mesmo

espectro de fluorescéncia nomal (v), mas com caracteristicas de temperatura e tempo de
vida diferentes.

S; 2 T, cruzamento intersistemas de um estado excitado singlete para um estado excitado
triplete, observado para alguns compostos.

Os espectros na regido do visivel e ultravioleta séo devidos as transigdes entre dife-

rentes niveis de energia eletronicos. Os espectros na regifo do infravermelho (300 a 3000
cm“) s&o originados pelas transi¢gbes entre niveis de energia vibracionais e séo denomina-
dos de espectros vibracionais-rotacionais. As transi¢des entre os niveis de energia rotacio-
nais d&o oﬁgém aos espectros rotacionais puros e ocorrem no infravermelho longinquo (3 -
300 cm™' TAB. A.1.1).

Um processo fotofisico pode ser definido como um processo fisico (em que néo ocor-

rem mudancgas quimicas) resultado de excitacéo eletrdnica de uma molécula ou sistema de
moléculas por radiagio eletromagneética.
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FIGURA — A.l.2 — Processos fotofisicos unimoleculares com alguns niveis vibracionais do
estado fundamental S, e alguns niveis rotacionais do nivel vibracional Sov,.

i
N

Quando luz incide sobre um sistema macroscopico, ela pode ser refletida, transmiti-
da, refratada e espalhada ou absorvida. A fragfo de luz incidente absorvida depende da
espessura da amostra. A lei de absorcéo, originalmente enunciada em 1729 por P. Bouguer,
que foi posterionnénte redescoberta por Lambert, pode ser expressa como

-di/l = bdx Equagsio A.1.2

onde/éa inter!sidade da luz na distancia x de sua entrada no meio e b é o coeficiente de
absorg3o. integrando-se a EQ. A.l.2 com a condigio de contorno / = /p para x = 0, tem-se

I=loe™ _ Equaglio AL3

Assim,
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Inlflo=InT=-bx Equacéo A.L.4

onde T é a transmitancia interna.

Os qué trabalham neste campo preferem usar logaritmos decimais, de modo que
também se define

log flp=1log T = -ax Equacgdo A.L5

Sendo a o coeficiente de absor¢ao (linear). Quando se diz apenas coeficiente de absorgéo,
subentende-se esta quantidade.

Em 1852, Beer mostrou que, para muitas solugdes de compostos absorventes em
solventes praticamente transparentes, o coeficiente a & proporcional a concentra¢do do so-
luto ¢. Assim, a lei de Beer é

log I/lp = - eCx Equagsio A.1.6

_ sendo ¢ a concentragio em mol.L™ e &, o coeficiente de absorgio molar. Essas leis da ab-
sorgdo sdo as bases para varios métodos espectrofotométricos de andlise e s#o obedecidas
estritamente apenas para luz monocromatica.

Teoricamente pode-se representar as transigdes eletrdnicas de um sistema por dia-
gramas de energia potencial. A FIG. A.l.3 mostra um destes para uma molécula simples. A
curva A representa o estado fundamental. A curva B representa o estado excitado com um

minimo de energia, de modo que a molécula é estavel mesmo no estado excitado, ou seja,
" n&o sofre dissociagdo devido & excitagho. A curva C representa um estado excitado sem um
minimo de energia, indicando que a molécula é instavel nesse estado.

- Uma transi¢éo do estado fundamental a um estado excitado instavel serd seguida
imediatamente pela dissociagdo da molécula. Tais transigdes originam uma banda de ab-
sor¢éo continua. Ti'ansiqées entre diferentes niveis vibracionais de dois estados eletrdnicos
estaveis também conduzem a bandas no espectro, mas, neste caso, a banda pode ser ana-
lisada em termos de linhas densamente empacotadas, cada uma deias correspondente a
uma transic&o entre niveis rotacionais e vibracionais.

O principio de Franck-Condon estabelece que, devido ao tempo requerido para uma
transicdo eletrdnica ser desprezivel comparado com o movimento nuclear, é muito provével
que a transicdo vibronica, entre os diferentes estados eletrdnicos, seja uma que néo envolva
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mudanga nas coordenadas nucleares. Essa transicdo, que é denominada de maximo de
Franck-Condon, representa uma transigéo vertical na curva de energia potencial (FIG. A.1.3).

Estado excitado Estado excitado
estavel \ instavel
B C
—

\//A A

N

"~ FIGURA A.l.3 - Diagramas de energia potencial de moléculas no estado excitado e no esta-
do fundamental com a transig&o de Franck-Condon (Moore (1976)).

Em termos de mecanica quantica, 0 maximo de Franck-Condon corresponde a uma
sobreposicio maxima entre as fungdes de onda de um nivel vibrdnico do estado funda-
mental com outro do estado excitado.

O conjunto de bandas vibronicas em uma banda de absor¢fo é corresponde a um
conjunto de transigdes de Franck-Condon. 1sso aproxima a posi¢do da banda vibronica mais
intensa de absorgéo. Se a Uitima transi¢cdo é a 0 - 0, como na transigdo Sp > S¢ de muitos
hidrocarbonetos aromaticos a configuragdo média dos nucleos no estado excitado & similar
aquela do estado fundamental. Em moiéculas como o benzeno, onde a transi¢io eletronica
pura é proibida por simetria, a banda 0 = 0 é ausente ou fraca, e deve ser ignorada no
conjunto de transicbes de Franck-Condon. Para outras moléculas em que o maximo de
Franck-Condon é deslocado reiativamente a transi¢do 0 - 0 a configura¢do nuclear média
do estado excitado é diferente daquela do estado fundamental.
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Informagbes sobre a configura¢éo nuclear no estado eletrdnico excitado podem ser
obtidos pela andlise da estrutura vibrnica das bandas de absorgdo. Em solugdes fluidicas,
a temperatura ambiente, a estrutura vibronica das bandas de absorgéo S; - S: de muitos
compostos aromaticos sdo relativamente simples. Algumas moléculas apresentam estrutu-
ras vibronicas na forma de dupletes ou mais complexas, devido a interagbes com o solvente.

Algumas informagbes da configuragdo nuclear no estado fundamental sdo obtidas
das andlises da estrutura vibrénica dos espectros de fluorescéncia. Em muitos casos esta é
aproximadamente a imagem especular da banda de absorgéo Sp 2 S, indicando uma si-
milaridade nas configuragdes nucieares nos dois estados, Sp e S1.

A transi¢gdo S, 2 S,, portanto a fluorescéncia, corresponde ao inverso da transigéo
So =2 S, a absorgdo (FIG. A.l.1). Desde que o tempo de vida do estado excitado singlete S,
seja suficientemente longo para que o equilibrio térmico se estabelega, a emisséo fluores-
cente ocorre basicamente do nivel vibracional de menor energia do estado S,. Essa condi-
¢ao @ geralmente valida se a molécula esta num meio condensado, como por exempio, em
solucéio, mas isso nem sempre & verdadeiro quando a amostra se encontra no estado de
" vapor, em que as moléculas ndo podem perder o excesso de energia vibracional por meio
das colisdes. Em solugiio 0 espectro de fluorescéncia corresponde as transigdes vibrbnicas
dos varios niveis vibracionais do estado excitado (S;) para o fundamental (Sy).

Pode-se definir eficiéncia quantica de fluorescéncia molecular g=» como a razéo en-
tre o nimero de fotons emitidos por um sistema de moléculas, em uma solugdo diluida, pelo
nGmero de moléculas excitadas ao estado S, ou seja, pelo nimero de fotons absorvidos. O
espectro de fluorescéncia molecular F(v) é entdo definido como a intensidade relativa de
fluorescéncia a freqléncia v, normalizada pela relagéo

9t = TF( v)dv EquagBo A.L.7
0

A probabilidade, isto &, a intensidade quantica relativa, da transigdo vibronica de fiuo-
rescéncia u0 - Im é dada pelo coeficiente A de Einstein,

Ay Sim= 811'"1/3“0 _),,,,nac':’Bua >im Equacido A.l.8

onde

Buo 4 im = KiMuo _,fml2 Equacio A.1.9
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M., = |0 (Q)M, (O (Q)d0 Equacio ALID
=((Du0tMld|(Dm,) Equagdo A.1.11

Entao,
Avosim € I F(v)dv Equagdio A.l.12

onde a integral é feita no intervalo de uo = /m para a banda vibrdnica de fluorescéncia.

O tempo de vida radiativo zey € definido como o reciproco da probabilidade radiativa
de transiciio key (em s™). ken & igual ao coeficiente A de Einstein somado sobre todo o es-
pectro de fluorescéncia

1
= kg = Ao = 24 Equagdio A..13

Dois tipos de condigBes de excitagfio, fotoestaciondria e transiente, sdo comumente
consideradas quando se discute fluorescéncia e processos fotofisicos. Seja uma solu¢éo
diluida de uma espécie com concentracio ['M], excitada ao estado S: fomecendo uma con-
centrago ['M*] da espécie no estado excitado correspondente. 'M* pode voltar para o esta-
do fundamental radiativamente, por emisséio de luz com uma constante kew, 0u néo radiati-
vamente por supresséo intema, com constante k.

Na condig8o fotoestacionaria a amostra é excitada com luz continua de intensidade /o
einstenios I''s™! (= /,f/M] absorvem fotons s™'; o einstenio é uma unidade fotoquimica, equiva-
lente 2 um nGmero cotrespondente a constante de Avogadro de fotons). A EQ. A.1.13 para
['M"] & entdo

d['M*] i
Tzlo — (kg + kpe ) M*] Equagéio A.l.14

Sob condigBes fotoestacionarias df'M*/dt = 0. A taxa de emissdo fluorescente é
Krnl'M*], € o rendimento quéntico de fluorescéncia &
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kMM kg |
Ams = 10 - kFM +km EquagﬁoAHS

Em condigBes transientes a excitagéio a ¢ = 0 por um pulso de luz (em forma de uma
fungio-5) produz uma concentragéio inicial ['M*], de moléculas excitadas. A fungo iff) de
resposta de fluorescéncia de qualquer sistema molecular e definida como a intensidade de

fluorescéncia a um tempo ¢, apds uma excitagio com um pulso de luz. Dessa forma a EQ.
A.l.15{a t> 0) é agora

d[' M*]

i ~(kay + kg 'M*] Equaglio A..16
tal que |
z"M (1) =k ['M*]/['M] 7 Equagsio A.1.17
=kp e =ke™ EquagZio A.1.18
onde
Ty =V kyy =1/ (kg +ky,) | Equag#io A.1.19

é definido como tempo de vida de fluorescancia molecular. Integrando a intensidade de fluo-
rescéncia, tem-se

Gy = Tiu (O)dt=kpy, [ Ky Equagdo A1.20 -
0

Dessa maneira cbtém-se
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[ Ty
= = = F d
9 kg *hpy  Trag I (v)dv Equagio A.1.21

Além dos processos unimoleculares, mencionados ate agora (FIG. A.l.1) conhecem-
se outros processos, os bimoleculares, que competem com a emissdo fluorescente (e a su-
pressdio intema) em solugbes, e, portanto, modificam as caracteristicas fluorescentes do
objeto em estudo. Dentre esses processos pode-se citar: a) supressdo colisional de impure-
zas, b) supressdo por transferéncia de energia, c) supresséo por concentragdo e d) migra-
¢éo radiativa.

A supress&o colisional por impurezas pode ocorrer quando moléculas de uma espé-
cie Q, cuja concentragsio é [Q], colidem com a espécie excitada M*. O rendimento quantico
de fluorescéncia é reduzido de g4 (EQ. A.1.15) para

.‘1) = b = L E A122
B kg + g+l (O] 1470k, [0] quagdo AL

e o tempo de vida fluorescente é reduzido do seu valor o, (EQ. A.1.19) para

1 Ty
T Ko + by + kg [0) 14 7,0k, [0 Equagéo A.1.23
Arazéo é
Oy = =W QFm = Tem Equacéo A.l.24

na auséncia de Q.

O oxigénio, sendo um dos supressores mais comuns presente nos solventes alifati-
cos, pode causar inimeros problemas em estudos de fluorescéncia. |sso pode ser resolvido
pela eliminagdo desse supressor com borbulhamento de um gés que n&o contenha oxigénio
(comumente © nitrogénio com elevado grau de pu}eza). A presenca de oxigénio numa solu-
¢&o de benzeno em n-hexano chega a diminuir o tempo de vida desse de t = 26 para t =
57ns,e0 rendimento quéntico de fluorescéncia por um fator semelhante de 45. Em com-
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postos cujo tempo de vida de fluorescéncia € maior, a supresséo causada pelo oxigénio &
ainda mais pronunciada.

A supressio provocada por transferéncia de energia ocorre quando uma solugéo
contém uma concentracgdo [Y] de uma certa impureza Y, cujas moléculas {ém nivel de ener-
gia do estado eletrdnico excitado singlete Sy abaixo daquele correspondente 'M* Entdo,
um outro tipo de supresséo por impureza pode ocorrer, devido agora ndo mais a fatores de
ordem colisional mas por transferéncia de energia ndo radiativa para Y. Em solugdo de bai-
xa viscosidade e em alguns outros sistemas, como por exemplo em cristais aromaticos, a
supressdo de 'M* pode ser descrita por uma constante kyu, de maneira similar 4 supresséo
provocada por colisfio, de modo que o termo (-ky/YJ['M*)) é adicionado a EQ. A..14 e 15,
obtendo-se:

O = K - e .
B ey kg ki (Y] 147,k (Y] Equagdo A.1.25
1 Ty
T = =
kg + kg + kg (V] 14 7,k [Y] mauagoAlze

e uma relacéo semelhante & EQ. A.1.24. Em solugBes com viscosidade muito elevada kyy &
uma fungéio do tempo ¢, @ 0 decaimento fluorescente de 'M* apresenta um comportamento
nédo exponencial.

A presenga de dois tipos de impurezas que causam supressdo enfatiza a necessida-
de de que todos os solventes e solutos utilizados em espectroscopia de fluorescéncia, te-
nham um grau de pureza muito elevado. Os solventes devem ter pureza espectroscépica,
ou seja,- néo se deve detectar fluorescéncia nos solventes utilizados para esse fim, a menos
que um solvente aromatico fluorescente esteja sendo utilizado. Os solutos comerciaimente
disponiveis geralmente néo tém a pureza necessaria, logo, eles devem passar por proces-
sos de purificagio .como: destilagdo fracionada, recristalizagéio e/ou por coluna cromatogra-
fica, etc.. Algumas substancias sdo quimicamente ativas, como por exemplo, o0 antraceno e
alguns hidrocarbonetos poliaromaticos, devendo portanto, ser armazenadas em local escu-
ro. O tempo de vida ou o rendimento quéntico de fluorescéncia freqlentemente sdo utiliza-
dos como critério de pureza, justamente por serem muito sensiveis a presenca de qualquer
impureza no meio. Quaiquer substancia indesejavel que apresente fluorescéncia e o estado
eletrdnico S, abaixo da espécie quimica sob investigagdo, pode ser detectada pela ocorrén-
cia de uma banda deslocada para o vermelho no espectro de emissio.
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A supressao provocada pela concentra¢do se deve ao aumento da concentragéo da
espécie 'M, a espécie sob investigagsio, no rendimento quéntico de fluorescéncia ®eum. Essa
supressao se deve a formagao de excimero, que é uma espécie formada no estado excitado
durante o tempo de vida de 'M. Desde que os processos de colisdo sdo controlados por
difusdo, eles podem ser descritos, numa primeira aproximagdo, por kpum, resuttandc num
termo adicional, (-kou{"MJ['M*) na EQ. A.1.14 e 15

P = e Y Lo ", E AL27
e ko + kg +kpy ['M] 1+ erDM[l ] agho Al
1 Tar
T= =
kFM + klM + kDM[lM] 1+ TMkDM[lM] Equacéo A.1.28

Ha ainda a migragdo radiativa de energia que comumente ocorre quando ha sobre-
posigdio entre as bandas de absorgdio e de emissdo das espécies presentes no meio. Esse
problema normalmente é evitado quando solugfes muito diluidas sio utilizadas ou quando a
amostra é acomodada num recipiente de caminho 6ptico pequeno. Esse tipo de migragéo
compete com a fluorescéncia normal e modifica tanto o rendimento quantico como o tempo
de vida de fluorescéncia.

Considerando um sistema com rendimento quéantico de fluorescéncia gy e tempo de
vida 7y, @m que a é a probabilidade de auto absorgiio de um féton emitido, tal que (1-a) é a
probabilidade de um féton escapar desse meio os fotons que sdo absorvidos sdo reemitidos

com uma eficiéncia quantica qgew © tempo de vida z=y. O rendimento quantico de fluorescén-
cia efetivamente medido é dado por,

Dem = Qem (1 - @)1 + aQem + @%Gen” +...] Equacio A.1.29

= Qem(1 — @)/(1-aQepy) Equagéo A.1.30

Os sucessivos termos na série correspondem a possibilidade de escape de um féton apés 1,
2, 3, ... emissdes.

A auto-absorcdo diminui com a diminuigdo da concentragéo de ‘M* portanto da EQ.
A.116 tem-se

Tese de Doutorado José Martins



Capitulo VII - Anexo I 110

d[' M*
% = —{(1= aYkp, + Ky, }['M*] Equagio A.L.31

= —[IM*] /T Equagdo A.1.32

desde que a excitag#o de akey/'M*Jdt moléculas ndo escape. O tempo de vida efetivamente
medido é diminuido de

1
12
= 1— aq Equacdo A.1.34

O parametro @ em fendmenos de auto absorgio depende da sobreposigéio dos es-
pectros de absorgéo s{v) e de fluorescéncia F(v), da concentragiio da espécie, ['M], e tam-
bém do caminho, x, que o féton deve percorrer através da solugio sem ser absorvido. Em
termos desses parametros

A = TF(V){I— lo_g(v)[le}dV Equagfo A.1.35
0

Na discussdo feita acima, deve-se assumir que a € uma constante, independente do
ponto de origem e diregfio da emissdo do foton. Essa suposigcdo € razoavelmente vélida
quando a fluorescéncia é originada no centro de uma esfera, mas para excitagdes préximas
a superficie de uma amostra, x (e também a) dependem se o féton & emitido para o interior
ou para fora do meio.

O efeito de auto absor¢do € menor quando a fluorescéncia € observada em reflexdo,
ou seja, na mesma superficie em que a amostra é excitada, quando comparada com a
emiss&o gue é observada pela transmisséo, ou seja, em superficie diferente da qual ocorreu
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a excitagdo. Entretanto, utilizando-se o primeiro método, alguns compostos com alto rendi-
mento quéntico de fluorescéncia apresentam erros acentuados.

Muitos estudos de fluorescéncia e absor¢do e outras propriedades fotofisicas de
moléculas aromaticas sdo feitos em solugdo. Dessa forma a espécie absorvente ou o cro-
méforo sdo expostos a influéncia das moléculas vizinhas do solvente, que podem provocar
modificagdes significativas em suas propriedades.

Moléculas isoladas podem ser estudadas no estado de vapor a baixa pressao. Al-
guns autores tdm observado o efeito de gases nos espectros de fluocrescéncia bem como no
rendimento quantico ®em de algumas substancias aromaticas no estado de vapor. A menos
que © gas néo seja um supressor (oxigénio ou Oxido nitrico), a presenga dos mesmos au-
menta o rendimento quantico de fluorescéncia, ®my, devido a estabiiizagéo térmica do esta-
do excitado das moléculas no estado excitado. Isso tem sido usado para estudar processos
de transferéncia de energia vibracional durante as colis8es.

Quando uma amostra em solugdo é excitada por luz continua ou pulsada as espéci-
es no estado excitado interagem de vérios modos com moléculas do solvente, dependendo
de suas polaridades, antes de retornar para o estado fundamental. As interagbes entre as
espécies excitadas e o soivente sdo freqlientemente verificadas tanto pelas posi¢bes dos

maximos e pelo formato das bandas de emiss&o como pelo tempo de vida do estado excita-
do.

Considerando as rela¢bes existentes entre a posigéio das bandas de emisséo e as
propriedades do solvente, ha um tempo de relaxagfio, s, para que as moléculas do solven-
te, proximas a espécie excitada, sofram rearranjo, e ha também um tempo de vida da espé-
cie excitada, trm.

\ Em casos que tr >> tsm @ @missdo ocorrerd antes de qualquer reamranjo do solvente
na camada de solvatagfio do soluto. O estado inicial do processo de emissdo € o estado
excitado e o estado final & o estado fundamental no equilibrio. Portanto, o comprimento de
onda de emissio serd igual ao comprimento de onda correspondente & absorgio. Entretan-
to, em casos onde tr << tmq (conforme FIG. A.l.4) as moiéculas do solvente tém tempo sufi-
ciente para se rerranjarem em tomo da espécie exitada sendo estabelecida uma nova situa-
gdo de eq'uilibrio. A fluorescéncia observada & temperatura ambiente & originada desse
equilibrio. Por analogia, ha um estado fundamental apos a emisséo, que persiste momenta-

neamente até que as moiéculas do solvente reoganizem-se ac redor da espécie no estado
fundamental.

Uma expiicagéo geral do efeito do solvente nos espectros de emisséo pode ser dada
da seguinte maneira: Se, por exemplo, a molécula fluorescente tem um momento de dipolo
maior no estado excitado em comparagdo com aqueie no estado fundamental, o féton emiti-
do ter_é muito menos energia que aguele absorvido quanto maior for a interagéo entre as
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moléculas do soluto com o solvente; consequentemente, havera um deslocamento da banda
de fluorescéncia para o vermelho. Entdo, as bandas de emissdo sofrem um deslocamento
batocrémico com o aumento da polaridade do meio.

A 3 |
N
: €
Absorcio Emisséao
g 3
3¢ .

FIGURA A.|.4 - Efeito de reorientagéio das moléculas do solvente ao redor da espécie exci-
tada. Sy e So’ sfo os estados de Franck-Condon excitado e fundamental, respectivamente;
S¢ e S, sdo correspondente aos estados de equilibrio; para tr << =4 (Reichardt (1990)).

Um exemplo que ilustra esse efeito nos espectros de absorgiio e de emiss&o é dado
pelo composto 7-amino-4-trifluormetiicumarina (FIG. A.L.5 e TAB. A.1.2). E importante obser-
var o impedimento de movimentos de rotagio no grupamento amino que & inerente a estru-
tura conformacional rigida desta molécula.

(A) (B)
FIGURA A.l.5 — Estrutura molecular de 7-amino-4-trifluormetilcumarina (Reichardt (1990)).
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TABELA A.l.2
Deslocamento das bandas de absorcéo e emiss&o do composto 7-amino-4-
trifluormetilcumarina {Reichardt (1990)).

SOLVENTE oCetiz  CHsCO:CaHs  CHiCN  CHsOH  H:0 A (nm)
AbSOrGEO Amax, (NM) 393 409 418 421 430 +37
EMmissi0 Am (NM) 455 501 521 531 549 +94

Com o aumento da polaridade do solvente ambas as bandas (absorgio e emiss&o)
sofrem deslocamento batocrdmico, sendo mais pronunciado na banda de emiss&o. isso in-
dica um processo de transferéncia de carga intramolecular. A espécie A, de menor polarida-
de e predominante no estado fundamental, absorve luz e o processo de transferéncia ocor-
re, levando & formag#o da espécie (B), de maior polaridade. Aumentando a polaridade do
solvente a espécie excitada, por ser mais polar, & mais estabilizada que a molécula no esta-
do fundamental. Portanto, hé& um deslocamento para o vermelho do méximo de emisséo.

O efeito da variago da polaridade do meio nos espectros de absorgdo e de fiuores-
cdncia s30 mais ou menos pronunciados em fungio dessas interagdes, que dependem n&o
somente da variagio do momento de dipolo da espécie quando excitada mas, também, de
fatores como a viscosidade do solvente, o tamanho da molécula do solvente relativamente
ao do croméforo, tempo de vida da espécie no estado excitado, a presen¢a de grupo cro-
méforo na molécula excitada com mobilidade rotacional, a presenca de grupos croméforos
aceptores e doadores de elétrons, etc..
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ANEXO Il - PARAFAC. UM METODO MULTIDIMENSIONAL DE DECONVOLUCAO

Serad dada aqui uma visdo sucinta da metodologia PARAFAC (“Paraliel Factor
Analysis”) para tratamento de dados multidimensionais. Um resumo mais detalhado é apre-
sentado por Bro (1997). Contudo, antes dessa introdugdo algumas definigbes se fazem ne-
cessarias tanto a respeito do método quanto da técnica utilizada para a coleta de dados, a
fluorimetria. Embora no ANEXO | possa ser encontrado um resumo que trata da técnica com
mais profundidade, seré mostrado aqui, brevemente, a ligag&o entre a técnica e a metodolo-
gia para o tratamento dos dados.

Importante mencionar, neste ponto, alguns aspectos gerais a respeito dos metodos
de decomposicdio multivariada. Stihle (1989) apresenta alguns aspectos da analise de da-
dos trilineares e propdem um algoritmo para tratamento destes dados. Smilde (1992) aborda
resumidamente varias metodologias de decomposigéo trilineares e a teoria basica envolvida,
bem como algumas perspectivas futuras para a melhoria desses meétodos e aplicagdes. A
andlise multivariada é particularmente interessante na manipulagéo de grandes quantidades
de dados, desde que o problema para o qual os dados foram coletados apresentem nature-
za multivariada. Mitchell e Burdick (1993) propdem, sinteticamente, dois métodos para se-
rem usados na resolugéio de problemas multidimensionais, dando especial enfoque ao PA-
RAFAC no que tange & questiio dos ruidos, mencionando que este método resolve bem
inumeros sistemas mesmo com a presenca de dessas interferéncias. Burdick (1995) apre-
senta uma breve introdugéio & andlise tensorial aplicada em dados de ordem superior a um,
mostrando conceitos basicos de algebra linear envolvidos nesses métodos, evitando abstra-
¢des que geraiments dificuttam o entendimento para pessoas iniciantes. Bro (1996) estudou
além dos problemas relativos a resolugfio espectral de misturas complexas, também a
questdo da calibragfio desses, ou seja, além da andlise qualitativa simplesmente o autor
mostrou a aplicagio em analise quantitativa de grande interesse para quem estuda essas
questdes.

O PARAFAC é um método para tratamento de dados multidimensionais originario
dos estudos realizados pelos psicometristas e vem ganhando mais e mais interesse de qui-
miometristas e outras areas correlatas, por uma série de razbes. Uma das principais & sua
simplicidade e facjlidade para estudar sistemas complexos.

Dados multidimensionais podem ser caracterizados por um conjunto de variaveis
medidas que sdo agrupadas de modo ordenado. Por exemplo, os dados de fluorescéncia
medidos em varios comprimentos de onda de excitagdo e monitorados em varios compri-
mentos de onda de emissdo para varias amostras bu, entdo, o tempo de vida de fluorescén-
cia medido para vérios comprimentos de onda de emiss&o e de excitagio simultaneamente
para uma série de amostras. Alguns desses agrupamentos resultardo em dados de terceira
ordem, definidos na introdugdo deste trabalho, como por exemplo, um conjunte de dados,
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correspondendo a uma matriz (superficie de emiss&o total ou iuminescéncia total) coletada
para cada amostra.

E importante neste ponto esclarecer o significado dos termos multidimensionais e
multivariados. Todos os dados que sdo constituidos por mais de uma resposta para cada
amostra podem ser classificados como dados multivariados. Os dados multidimensionais
dependem, também, da forma como s&o gerados. Um exemplo toma o entendimento mais
facil: seja varias amostras com diferentes concentragbes de um analito de interesse consti-
tuindo um sistema; este conjunto por si s6 (as amostras) constitui uma dimenséo (da con-
centragdo); se para cada uma dessas amostras forem coletados uma unica resposta tém-se
dados univariados, mas se forem coletados varias respostas, como por exemplo espectro de
excitagdio, tém-se dados multivariados. Entretanto, a concentraggio & 0s espectros de excita-
¢éo podem ser classificados como dimensdes independentes. Portanto, neste exemplo tem-
se dados com duas dimensdes. Mas se para cada um dos comprimentos de onda de excita-
¢do para cada amostra for registrado um espectro de emissdo outra dimens&o (emisséo) é
acrescentada ao conjuntc de dados que passa a ter trés dimensdes: concentragéo-
excitagio-emiss3o; portanto, dados muitidimensionais. Cada uma dessas dimensdes pode
receber a demoninacgdo de “modo”, 0 que sera encontrado varias vezes nesta Tese. Segun-
do terminologia quimiométrica os dados multivariados sdo mais gerais que dados multidi-
mensionais, compreendendo-se que dados multidimensionais séo aqueles que possuem
trés dimensdes ou mais (dados de segunda ordem ou superiores).

Leurgans e Ross (1992) trazem algumas das definicdes e nomenclaturas para os
espectroscopistas ndo familiarizados com as terminologias comuns em quimiometria. Os
autores introduzem o assunto na espectroscopia de modo claro e resumido.

A espectroscopia de interesse neste momento usa radiagio eletromagnética corres-
pondente a luz visivel. Diferentes tipos de espectroscopia usam diferentes intervalos do es-
pectro eletromagnético, no limite compreendido de 107" a 10*m. Um exemplo de espectros-
copia que serd tratada neste ANEXO, bem como neste trabaiho, envolve a faixa de radiagao
eletromagnética do visivel e ultravioleta (V/UV) entre 107 a 10°m, ou entre 220 e 800nm
aproximadamente.

Uma amostra tipica pode conter um numero muito grande (10" a 10") de croméfo-
ros. O processo de absorgéo de iuz pode ser quase inteiramente confinado a uma pequena
parte da molécula, o croméforo. Por exemplo, uma pequena proteina pode ser constituida
por 100 amino acidos ligados quimicamente; as proteinas sdo simples moléculas, mas para
muitos propésitos, partes de amino acidos individuais seréo considerados como cromoéforos
independentes.

Quando um raio de luz incide em uma amostra, a intensidade de da radiagéo absor-
vida é
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di = - enldx Equagéio A.i1.1

onde o é a secgio de choque de absorgdo em cm?, n é a densidade de cromoforos e /x € a
intensidade da luz a uma distancia x na amostra.

Em aplicagBes comuns de espectroscopia em quimica, as amostras sdo solugbes
homogéneas de croméforos confinadas em cubetas de comprimento L (usualmente tcm). A
integracéio de di/f em EQ. A.ll.1 com algumas mudangas' nas unidades dara o que se co-
nhece como lei de Beer.

A[A] = - log(li/la) = & [AJcL Equagdo A.ll.2

onde A é a absorbancia, //l, é a fragdo de intensidade de luz de comprimento de onda 2 que
passa pela solugdo, e ¢ é a concentragdo dos croméforos. A propriedade fundamental do
croméforo é o gA] (coeficiente de extingdo molar), cuja unidade & [comprimento de
onda.concentracdo]" e é equivalente & secgdo de choques.

A variavel independente em espectroscopia & o comprimento de onda da radiagdo
absorvida ou emitida. Um experimento pode envolver muitas varidveis adicionais indepen-
dentes. Com muiltiplos cromdforos fe comprimentos de onda i em diferentes concentra¢bes j
das espécies quimicas, pode-se ter uma equacgéo bilinear :

Ali, j1= 26,1k, UL Equagdio A.11.3
J

onde &{i] 6 o coeficiente de extingio molar do cromdforo fno comprimento de onda 4 e cfjj é
a concenirag:éo de fna circunstancia j.

A absorcdo de luz coloca o croméforo num estado excitado o qual perde energia ex-
tra e decai para o estado fundamental, usualmente num tempo de 10%s. Alguns decaimen-

tos podem ser acompanhados por emissdo de luz (fluorescéncia) e neste caso os cromofo-
ros sdo chamados de fluoréforos.

Em espectroscopia de fluorescéncia, as amostras sfo iluminadas com luz de com-
primento de onda 1., € emitem luz com um comprimento de onda Aem A seqliéncia de
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eventos que ocomem durante um experimento desse género estd esquematizada sucinta-
mente na FIG. All.1.

2
<le{e

:
:

Estadaos
vibracionais

S

FIGURA A.Il.1 — Representagiio esquematica sucinta de alguns processos fotofisicos que
podem ocorrer com um fluoréforo. @: Luz de comprimento de onda A, & absorvida e um elétron é
transferido de um orbital de menor energia para um de maior energia, o sistema passa do estado
fundamental para o excitado. @: Os niicleos atémicos se movimentam para encontrar a nova geome-
tria mais estével no estado excitado. @: Com probabilidade (1 - ¢) o elétron retoma, levando o siste-
ma ao estado fundamental sem emisséo de luz. @: Com probabilidade de ¢, o elétron retoma. levan-
do o sistema ao estado fundamental com emiss#o de uz Aen,.

Caso a radiacsio usada para excitagfio esteja na regiio VAUV havera excitagiio
eletrdnica, de modo que a geometria mais estivel do croméforo no -estado excitado pode ser
diferente daquela que 0 mesmo possuia no estado fundamental. Entretanto, como a absorcdo é
muito répida (10°"°s), os nicleos da molécula, sendo mais pesados que os elétrons, nio tém
tempo suficiente para se ajustarem a nova distribuiciio eletrdnica. Em realidade esta readaptagiio
dos nucleos ocorre na escala de tempo de picosegundos. As propriedades da espécie no estado
emtados&onndependentesdamanenraoomoaexatagﬁofolfema 0 mesmo ocorrendo com a
probabilidade dos eventos posteriores.

Com miltiplos croméforos, tem-se a seguinte equaco trilinear

i, j,k]= ;s il Ll [k Equagsio A Il.4

h Aa Nentaradn . Fnk Nt
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onde c{k] é a concentragio de cromoforos f na circunstancia k, &{i] é a secgéo de choques
de absorgéo, relativa do croméforo f ao comprimento de onda A. e zfj] a intensidade de
emisséo, detectada no comprimento de onda Aq,. A equacgéo EQ. A.ll.4 corresponde na ver-
dade ao modelo PARAFAC que sera apresentade com mais detalhes logo a seguir.

Aplicagtes simples da EQ. A.ll.4 requerem que as amostras sejam pequenas e que
as excitagdes ndo sejam transferidas entre os croméforos, ou seja, a absorgéo de um féton
por um croméforo ndo leva a emissdo de um féton por outro croméforo. Entretanto, nao li-
nearidades devido a absorbancia podem ser corrigidas, e a energia transferida pode ser
tratada com modelos multilineares diferentes. A primeira aplicagéio de um modelo trilinear a
espectroscopia foi feita por Appellof e Davidson (1981), aplicando a EQ. A.ll.4, com a elui-
¢80 de uma amostra em uma coluna cromatrogréfica servindo para variar a concentragao
das especies.

Ha outros dois modos de expandir a EQ. A.ll.4 para se obter uma variavel indepen-
dente. Uma expanséo é especialmente importante se uma das trés varidveis nesta equagao
é inefetiva. Por exemplo, a concentragéo relativa dos diferentes fluoréforos pode ser fixada,
talvez porque eles sejam todos parte da mesma molécula.

O primeiro método para se obter uma variavel independente é considerar que na
amostra, de alguma maneira, a quantidade total de luz emitida originaria dos fluoréforos seja
diferente. De todas as excitacbes somente uma fragio leva a luz emitida. Essa fragéo, ¢, € 0
rendimento quantico de fluorescéncia. Qutras excitagbes séo perdidas via decaimentos n&do
radiativos. Fregiientemente, uma diminuigdo da fluorescéncia é provocada por outros tipos
de decaimentos diferentes da emissdo de luz. Uma substancia quimica adicionada ao meio,
por exemplo, pode provocar ou auxiliar esse decaimento. Essa substancia é denominada
supressor de fluorescéncia. Quanto maior é o tempo de vida da espécie no estado excitado
maior é o tempo que a mesma possui para estabelecer o equilibrio térmico dentro desse
estado excitado, ou seja, maior é o tempo para que as relaxa¢des vibracionais ocorram sem
a emissdo de luz, e quantidades maiores de supressor no terdo efeito na distribuicéo dos
comprimentos de ohda. Entdc pode-se estabelecer um modelo quadrilinear

uli, j k0= ;cf lile, Lile, k17, (1] Equagio A.IL.5

onde @fk] é o rendimento quantico de fluorescéncia do fluordforo f quando este esta sujeito
a um tratamento k e onde ¢, s e zs8o como definido previamente. Se a concentragao relati-
va é fixada, a EQ. A.lL.5 é reduzida a uma equagao trilinear.
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Todas as medidas descritas até agora podem ser obtidas usando-se iluminag&o es-
tacionéﬁa, ou seja, a detecgdo ignora o tempo como um das variaveis. O segundo método
para se obter uma variave! adicional requer medidas do tempo de vida das espécies excita-
das. Na espectroscopia com resolu¢do temporal, as espécies sdo excitadas a partir de um
tempo zero por um breve periodo de tempe com luz muito intensa. Em seguida, a luz emiti-
da por uma espécie particular de fluoréforos € medida e o decaimento segue alguma fungéo
h(t). Em casos simples, h(t) € uma fungéo exponencial negativa. Para um unico fluoréforo, a
intensidade é o produto de cinco termos

ulij. k.1, m] = glilx{jlc[klpfi]h(m) Equacéo A.11.6

onde ¢ 7, ¢ e pforam definidos na equagdo anterior, @ h é a populagio relativa no estado
excitado a um tempo m. Se a concentragio e o rendimento quéantico de fluorescéncia forem
constantes, a EQ. A.1l.6 é reduzida a um equagéo trilinear.

Qutras formas de espectroscopia com resolugdo temporal usam informagéo originaria
no dominio de freqiidncia. A iuz usada para excitacdo & modulada a diferentes freqléncias.
Consequentemente, a luz emitida é modulada, mas com um grau menor e com a fase atra-
sada, devido ao tempo de espera entre a emissao e a excita¢éo.

Deve-se, agora, considerar a possibilidade de qualquer efeito causado pela intera¢do
entre os croméforos. Em meios bioldgicos é muito comum a seguinte seqiéncia de eventos
ocorrer: a) a luz é absorvida por um croméforo f; com a probabilidade igual a Ay, b) parte
dessa luz absorvida é transferida radiativamente — ou ndo — para o croméforo £, com proba-
bilidade Qu fk], ¢) dada a emissdo de £ a distribuigio de emissdo & #pfj]. Portanto,

HlisJ kY= 2 2 Anli107 2kl 1) Equagfio AIL7

- Caso essa sequéncia de eventos EQ. A.I.7 ocorra pode haver problemas no trata-
mento dos dados. Contudo, algumas consideragbes e alguns cuidados podem ser tomados
para que isso seja evitado. Um desses cuidados (que € inerente ao sistema estudado) diz
respeito & concentragdo da substancia original, no caso o PRX, que foi mantida pequena e,
portanto, os problemas relativos a transferéncia de energia foram minimizados. Neste caso é
muito maior a probabilidade de um féton emitido por um fluoréfore conseguir atingir o detetor
do aparelho que ser absorvido por outro croméforo dentro da solug&o. Para que isto ocorra
duas condigbes s8o necessarias: a) que haja sobreposi¢do dos espectros de emisséo e ab-
sorgdo das espécies presentes; b) que a concenfragdo de espécies seja tal que propicie a
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absorgdo dos fotons emitidos por outros fluoréforos. Quanto maior & concentra¢éo dos cro-

méforos, maior a probabilidade do féton ser absorvido e entéo néo ser detectado pelo apa-
relho.

Antes de introduzir o PARAFAC é preciso que alguns conceitos sejam definidos, tais
como aqueles presentes na Analise de Componentes Principais (PCA).

Wold (1987) trata do assunto de modo bem didatico mostrando a potencialidade do
método PCA, que é a base para a andiise de muitos métodos de tratamento de dados muiti-
variado.

O PCA foi introduzido na Quimica por Maiinowski em 1960 sob o nome de “Principal
Factor Analysis”. Ap6és 1970 tem sido publicada um grande nimero de aplicagbes em quimi-
ca. Esse método fomece uma aproximag¢io dos dados originais, que s&0 agrupados numa
matriz X, e decompostos em termos de produtos de duas matrizes menores, Te P Estas
matrizes capturam as informagdes essenciais contida em X de modo que todas aquelas
mais importantes podem ser analisadas num espaco dimensional menor, sem que a estrutu-
ra original dos dados seja alterada.

A construgSo de graficos tomando como base as colunas da matriz T dara uma visdo
da estrutura padrio dos objetos em X que essenciaimente dominam todos os dados. Analo-
gamente, gréficos das colunas de P’ fomecem uma viséo quanto ao padréo relativo as vari-
aveis.

Por exempio, seja uma matriz de dados contendo absorbéncias em k=100 compri-
mentos de onda diferentes, medidos para N=10 amostras de dois constituintes quimicos.
Essa matriz pode ser representada pelo produto de uma matriz (10x2), a matriz T, e uma
matriz (2x100), a matriz P’, onde T descreve as concentragdes dos constituintes e P’ des-
creve seus espectros.

Uma interpretagsio geométrica do PCA pode ser dada da seguinte forma: seja uma
matriz de dados X com N objetos e K variaveis. Ela pode ser representada como um con-
junto de N pontos em um espago de K-dimensdes, o qual pode ser denominado como espa-
¢o M, espaco multivaridado ou, ainda, espago-K para indicar sua dimensionalidade. Um es-
pago M com K > 3 é dificit de ser visualizado. Entretanto, matematicamente, este espago €
similar a um com somente uma ou trés dimensbes. Conceitos geométricos como ponto, li-
nhas, planos, distancias e &ngulos, todos eles, tém as mesmas propriedades tanto no espa- :
¢o M como no espago de trés dimensdes. A FIG. A.ll.2 mostra um conjunto de pontos num
espago de dimens3o trés com um ponto préximo de uma reta {que no modeio PCA sera de-
nominada de componente principal (CP)). Um modelo constituido por dois CP é na verdade
um plano — definido por duas linhas ortogonais — e um modelo de CP constituido por A-
componentes é um hiperplano de dimens&o A sendo as linhas (ou os CP) também ortogo-
nais entre si. O CP mostrado na FIG. A.ll.2 pode ser idealizado como uma reta que passa
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pelos pontos no espago de dimens&o trés, sendo ajustada pelo método dos minimos qua-
drados. '

Var. 3

FIGURA A.Il.2 - Esta figura mostra um espago tridimensional com uma reta ajustada aos
pontos: um modelo com um CP. O “score” de um objeto (tn) é sua projecdo ortogonai na
linha qhe passa pelos pontos, o CP. O coeficiente de dire¢do da referida linha é denominado
“loading” (Wold et al (1987)).

Linhas, plénos e hiperplanos podem ser vistos como espagos com uma, duas ou
mais dimens&es. O PCA pode por sua vez, ser visto também, como projegdes de um espago
de dimensdoc M em um espaco de dimensé&o inferior.

Outra maneira de conceber o modelo PCA é considerar subespagos como uma ja-
nela dentro de espagos M de dimensdes superiores. Os dados sdo projetados dentro dessa

janela de espaco de dimenséo menor, dando uma vis#o de sua estrutura no espaco real de
dimensdo M.
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A proje¢do de X num subespacgo de dimensdo menor, por meio da projegic da matriz
P’, dara a coordenada dos objetos nesse planc, em T. As colunas de T, &, s8o chamadas de
vetores “scores” e as linhas de P’, p,, séo chamadas de vetores “loadings”. Os ultimos com-
preendem o coeficiente de dire¢éo do PC no hiperplano ou planc. Os vetores ¢, e p, séo
ortogonais, isto é, p'p =0 e £ =0, parai = j. Os desvios entre a projecéio e as coordena-
das originais sdo denominadas de residuos. Esses s&o armazenados na matriz E. Em nota-
¢&o0 matricial o PCA toma a seguinte forma:

X=1x+TP + E.

O vetor x é explicitamente incluido na formulagdo do modelo mas ndo & majoritario.
Os dados podem ser projetados de um hiperplano passando pela origem. A FIG. A.ll.3 mos-
tra uma representa¢do gréfica dessa férmula,

x - M1 + Mz + - ® Ma E

t, ” t.

FIGURA A.Il.3 — A matriz de dados X pode ser decomposta como a soma das matrizes M; e
os residuos E. A matriz M, pode ser vista como o produto dos “scores” t; e dos “loadings” p’i.
(Wold (1987)).

O tamanho dos vetores t, e p, na dimensédo de um CP s&o indefinidos com respeito a
uma constante multiplicativa, ¢, como tp = (tc)(p/c). Assim, é necessario encontrar uma defi-
nigéo de algum modo. E usual normalizar o vetor p, para o comprimento 1,0 e é comum
restringir seu maior elemento para valores positivos. Desse modo, a ambiglidade para ¢ = -
- 1 é removida.
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Uma definicdo freqiientemente aceita em andlise desse género e tomar o compri-
menib de p. como a raiz quadrada do correspondente auto valor /.. Isso faz com que os
elementos em p, correspondam diretamente aos coeficientes de correlag@o e os “scores”
sejam padronizados para ¢ comprimento 1,0.

O PARAFAC & um método de decomposi¢io que pode ser comparado ao PCA, ou
melhor, é uma generalizagic do PCA. O modelo foi independentemente proposto por Har-
shman e por Carroll & Chang (ANO) e este Uitimo o denominou CANDECOMP (decomposi-
¢do candnica). A decomposiclo de dados é feita em triades ou componentes trilineares,
mas ao invés de um vetor “score” e outro vetor “loading”, como em PCA, cada componente
‘consiste de vetores “loadings” correspondente a cada modo, isto é, a cada arranjo de varia-
veis. E pratica comum em métodos de decomposigio triiinear néo distinguir o que ¢ “score”
do que & “loading”, e por conseqtiéncia sdo tratados numericamente iguais.

O modelo PARAFAC de decomposicéio é dado por trés matrizes, A, B e C com ele-
mentos ay, by e ¢c. O modelo trilinear & encontrado pela minimizagéio da soma dos quadra-
dos dos residuos, ey no modelo

Xk = Ji;agrblfcl_cf +ey Equacgo A.Il.8

Essa equagdo é mostrada graficamente na FIG. A.ll.4 para dois componentes (f = 2).

It
g
+
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a, a5

FIGURA A.ll.4 — Representagdio grafica de um modelo PARAFAC com dois componentes
~ para os dados X (Bro (1997)).

O modelo pode ser escrito, também, como:

£=;af ®b, V¢, Equacdo A.IL9
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onde &y, Dr € Cr sdo as f-ésimas colunas dos “loadings” das matrizes A, B e C respectiva-

mente.

Uma das vantagens desse método de tratamento de dados é que ele oferece solu-
¢do Unica. Em métodos bilineares é bem conhecido o problema de rotacéo livre. Os “loa-
dings” nas decomposigBes espectrais bilineares refletem os espectros puros dos analitos
medidos, mas é impossivel encontrar, de fato, o espectro puro sem informagdes extras por
causa dos probliemas das rotagdes. Esse fato tem levado & proposigéo de outros métodos
para a obteng3o de resultados que sejam mais faceis de ser interpretados que o préprio
PCA e modelos semelhantes. Muitos desses métodos, entretanto, sdo mais ou menos arbi-
trarios ou possuem algumas propriedades ndo muito bem definidas. Esse ndo é o caso do
PARAFAC. Sendo os dados de fato trilineares sera encontrado um verdadeiro constituinte
(ou as variaveis) se 0 nimero correto de componentes for utilizado e a relagéo sinal/ruido for

apropriada. Esse fato importante & o que originariamente levou Harshman a desenvoiver o
método.

A solugio do modelo PARAFAC pode ser encontrada pelo método dos minimos
quadrados alternados assumindo sucessivamente os “loadings” em dois dos modos conhe-
cidos e estimando o grupo de parametros desconhecidos do Gltimo modo. Essa foi a forma
pela qual o0 modelo foi inicialmente proposto.

As restricdes para as solugdes do PARAFAC podem algumas vezes ajudar em ter-
mos de interpretacéio ou estabilidade das solugbes. Os modelos construidos com um con-
junto de restrigbes pré-estabeiecidas sempre seréo mais rigidos do aqueles construidos sem
restrigdes. Entretanto, o primeiro, geralmente, garante maior facilidade no momento da in-
terpretagdo do que o segundo. Quando se fala em restriges deve-se mencionar que o me-
todo oferece condigbes para que esses modelos sejam construidos com algumas delas.
Essas podem ser de dois tipos: a) ortogonalidade e b) n3o negatividade, pelo menos até o
momento. Entdo, pode-se construir varios modeios com 0 mesme conjunto de dados consi-
derando as diferentes restricbes que podem ser impostas aos modelos. Assim, pode-se ter
um modelo que apresente somente a ortogonalizagdo ou somente a n&o negatividade como
restricdio, ou ainda um modelo que apresente tanto uma como a outra. Com a ortogonalida-
de o modelo construido tém a propriedade de ndo apresentar informagdes misturadas, ou
seja, os vetores dos “loadings” de cada modo ndo contém informagdes dos outros modos,
eles sdo puros. Com a n3o negatividade os resultados serdo todos positivos para os modos
em que essa restricio for imposta. A ortogonalizagéio é freqlientemente usada em quimio-
metria porque ela assegura uma interpretagio limpa dos “loadings”. A néo negatividade &
geralmente usada quando dados oriundos de espectroscopia séo tratados, pois os modelos
construidos dessa forma s&o mais interpretaveis no sentido de que néo fornecem resultados
negativos. Caso contrario seria dificil conceber, por exemplo, emiss&o ou absor¢do negati-
vas.
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Os pré processamentos em armanjos de trés modos séo mais complicados de ser
feitos e interpretados, em comparagdo com aqueles efetuados no arranjos de dois modos.
Isso porque os dados possuem estruturas mais complexas, e, quando, alguns dos pré-
processamentos sdo utilizados, pode ocorrer que a estrutura inicial presente no arranjo de
trés modos seja completamente desmanchada. E justamente isso que se quer evitar em
tratamentos desse tipo.

Na maioria das vezes é dfficil decidir qual 0 nimero de componentes & o melhor para
a construgiio de um bom modelo utilizando o PARAFAC. Essa area ainda ndo esta muito
bem fundamentada, e a maioria dos pesquisadores nem sempre estdo de acordo. Contudo,
um requisito sempre & exigido nesses casos, e que auxiliara na escotha do namero de com-
ponentes. Esse requisito & o conhecimento prévio que se pode ter a respeito do sistema em
estudo. Nesse sentido algumas perguntas podem ser formuladas: a) quéio compiexo éo
sistema em andlise? b) quantos componentes quimicos podem estar presentes e que res-
ponderdo a técnica utilizada? e ¢) quais as possiveis varidveis que podem influenciar nesse
sistema de tal maneira que se consiga obter informagdes mais seguras para a interpretagéo
correta dos resultados? Deve-se entender aqui que o nimero de componentes que 0 mo-
delo pode apresentar pode ou ndo estar de acordo com o ntimero de componentes quimicos
presentes no sistema. Contudo, essa tarefa néo é uma das mais faceis e aqui reside uma
questdo para a qual nem sempre a resposta sera encontrada. O assunto referente ao nume-
ro de componentes (e/ou espécies) presentes no sistema objeto desta Tese, € abordado no
corpo do trabatho onde & discutido com maior profundidade, ja que se dispde de alguns co-
nhecimentos previos.
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