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Resumo

Neste trabalho, foi avaliado o comportamento de alguns flavondides e do adjuvante
tecnolégico celulose microcristalina (CMCr) no estado sélido, em relagao ao tipo de
interacdo e sua intensidade, quando existente, utilizando misturas fisicas
equiponderais e na propor¢ao ponderal 1:2, respectivamente, através da calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), andlise termogravimétrica e espectroscopia no
infravermelho (FTIR). A relagao estrutura-propriedade de interagéo dos flavondides
estudados foi determinada nas possiveis interagdes solido-sélido com a celulose
microcristalina, correlacionando os padrdes de hidroxilacdo nos anéis A, B e C dos
flavondides com: 1) a intensidade de variagao (IV - %) entre as entalpias observada
e esperada, 2) a energia do sistema conjugado do anel aromatico relativa a banda |,
3) o pKa dos flavondides e 4) os calculos do campo de forga da mecéanica molecular
2 (MM2) para a energia de interagdo do sistema flavonéide-CMCr. Os flavondides
avaliados foram canferol, fisetina, luteolina, miricetina, morina e quercetina. Os
resultados da DSC evidenciaram interagdes de natureza fisica do tipo ligagdes de
hidrogénio, com variagao de entalpia para todas as misturas dos flavondides com a
CMCr, mas que nao puderam ser confirmadas por FTIR, devido a sobreposi¢cao de
bandas com os flavondides. O potencial de interacdo (Pl) mostrou-se proporcional
ao numero de hidroxilas e apresentou a ordem de importancia de posicdo e
presenca das hidroxilas nos anéis: B>C>A. A miricetina apresentou a menor energia
do sistema conjugado do anel aromatico relativa a banda I, relacionado ao maior PI
entre os flavonodides estudados. Na avaliagdo do pKa dos flavondides em relagao a
IV, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo entre estas variaveis, nao
apresentando uma tendéncia de aumento ou diminui¢gado do valor de pKa em relagao
ao aumento do PIl. Os calculos de MM2 para a energia de interacdo do sistema
flavonoide-CMCr, considerando as dez interacbes propostas, demonstraram que a
CMCr determinou a melhor orientacdo do flavondide para obter a conformacéo de
menor energia, nao sendo possivel estabelecer um padrdao de conformacgcdo mais

estavel de interacdo para estes flavondides.

Palavras-chave: celulose microcristalina, flavondides, interagdes fisico-quimicas,

estado sélido, analise térmica, modelagem molecular.






Abstract

EVALUATION OF THE BEHAVIOR OF FLAVONES AND FLAVONOLS WITH
MICROCRYSTALLINE CELLULOSE IN SOLID STATE

In this work was evaluated the behavior of some flavonoids and of technological
adjuvant microcrystalline cellulose (MCC) in solid state, in relation to the type of
interaction and its intensity, when existing, using equiponderal physical mixtures and
in 1:2 ratio, respectively, through of differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetric analysis and infrared spectroscopy (FTIR). Structure-property of
interaction relation was determined to studied flavonoids in possible solid-solid
interactions with MCC, correlating standard hydroxylation in A, B and C rings of
flavonoids with: 1) intensity variation (1V-%) between observed and hoped enthalpies,
2) energy of the conjugated system of aromatic ring relative to band I, 3) pKa value of
flavonoids and 4) molecular mechanics 2 (MM2) force field calculations for interaction
energy of system flavonoid-MCC. Evaluated flavonoids were fisetin, kaempferol,
luteolin, morin, myricetin and quercetin. DSC results evidenced physical interactions
hydrogen bonds type, with enthalpy variation for all mixtures of flavonoids with MCC,
but could not be confirmed by FTIR, due to overlapping with flavonoids bands.
Interaction potential (IP) showed to be proportional to the number of hydroxyls and
presented in order of importance of position and presence of hydroxyls in rings:
B>C>A. Myricetin presented the lowest energy of the conjugated system of aromatic
ring relative to band |, related with the highest IP among studied flavonoids. In the
evaluation pKa value of flavonoids in relation to IV, it was not possible to establish a
correlation between these variables, not presenting a trend of increase or decrease
of pKa value in relation to the increase of IP. MM2 force field calculations for
interaction energy of system flavonoid-MCC, considering ten proposed interactions,
demonstrated that MCC determined the best orientation of flavonoids to get the
lowest energy conformation, not being possible to establish the steadiest standard

conformation of interaction for these flavonoids.

Keywords: microcrystalline cellulose, flavonoids, physicochemical interactions, solid

state, thermal analysis, molecular modeling.






1 INTRODUGAO







Os flavonoides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides,
constituem uma importante classe de polifendis, presentes entre os metabdlitos
secundarios vegetais. O emprego terapéutico de plantas contendo flavondides é
vasto e, em muitos casos, ainda empirico; entretanto, alguns medicamentos séo
elaborados a partir de flavondides, em particular para o tratamento de doencgas
circulatérias, hipertensdo ou como co-fator da vitamina C. Pesquisas sugerem que
alguns flavonoides sdo responsaveis por agdo antitumoral consideravel, podendo
ainda agir como antivirais, anti-hemorragicos, hormonais, antiinflamatoérios,
antimicrobianos e antioxidantes (ZUANAZZI e MONTANHA, 2007).

O desenvolvimento farmacotécnico de um medicamento € composto de trés
etapas iniciais. Na pré-formulacdo sao determinadas as caracteristicas do
componente ativo e o seu relacionamento frente aos adjuvantes farmacéuticos. A
fase de formulacdo se ocupa com a analise do efeito do processo e a do
escalonamento ou passagem de escala estuda os efeitos decorrentes do aumento
da dimensao do lote sobre o desempenho do medicamento (WELLS, 1988; WADKE
e col., 1990; ARIAS, 1999; ANDO e RADEBAUGH, 2000; FIESE e HAGEN, 2001;
OCHOA e col., 2001; WELLS, 2002).

Uma das etapas mais importantes destes estudos esta relacionada a
verificacdo de interagdes entre o componente ativo e os adjuvantes tecnoldgicos
empregados na formulagcdo (WELLS, 1988; WADKE e col.,, 1990; MURA e col.,
1998). A importancia em realizar estudos que verifiquem possiveis interagbes de
ordem quimica ou fisica, reside nas alteragdes que os adjuvantes podem ocasionar
nas propriedades quimica, fisica e farmacéutica, e na resposta terapéutica de
farmacos ( WELLS, 1988; WADKE e col., 1990; MURA e col., 1998).

Os métodos termoanaliticos constituem ferramentas uteis na avaliacdo de
interacdes entre farmacos e adjuvantes farmacéuticos, devido a sua capacidade em
fornecer resultados de uma forma rapida. Entre as técnicas existentes, a calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), a analise térmica diferencial (DTA) e a
termogravimetria (TGA) sao trés das que encontram maior aplicagéo nestes estudos
( WELLS, 1988; WADKE e col., 1990; GIRON, 1998a; MURA e col., 1998).



Como método aplicavel para elucidar possiveis fenbmenos de inter-relagao
fisico-quimica entre componentes ativos e adjuvantes farmacéuticos, apresenta-se a
modelagem molecular, a qual ja vem sendo empregada para explicar a ligacéo de
flavondides a albumina sérica humana (TANG e col., 2005), a xantina-oxidase (LIN e
col., 2002; DA SILVA e col., 2004), a B-ciclodextrina (HAIYUN e col., 2003; YAN e
col., 2006), a nitragdo da tirosina (SADEGHIPOUR e col., 2005), entre outros
exemplos de aplicagao.

Este trabalho versa sobre a analise racional do efeito da estrutura molecular
de flavondides frente a interagdo com um adjuvante farmacéutico de amplo
emprego, a celulose microcristalina , dando continuidade a uma linha de pesquisa do
Laboratério de Desenvolvimento Galénico (LDG) desta Instituicdo, ja desenvolvida
por Armijo (2003), Costa (2005) e Longhini (2006) e servira de base para estudos

futuros de pré-formulacao de formas farmacéuticas solidas envolvendo flavonoides.



2 OBJETIVOS







2.1 Objetivo Geral

Verificar a existéncia de possiveis interagbes entre alguns flavondides e o
adjuvante tecnolégico celulose microcristalina em estado sélido, correlacionando-as

com suas estruturas.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o tipo de interagao e sua intensidade, quando existente, entre a celulose
microcristalina e os flavondides, utilizando misturas binarias em diferentes

proporcoes através de métodos analiticos térmicos e espectroscopicos.

Determinar a relagéao estrutura-propriedade de interagdo (REPI) dos flavondides
estudados nas possiveis interagdes solido-sélido com a celulose microcristalina em

relagdo aos padrdes de hidroxilagdo nos anéis A, B e C dos flavondides.

Verificar a possibilidade de correlagdes entre a intensidade das interacdes e

propriedades fisico-quimicas dos flavondides.

Investigar, através da modelagem molecular, os possiveis mecanismos das

interacdes entre os flavondides e a celulose microcristalina.
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3.1 FLAVONOIDES

3.1.1 Aspectos fitoquimicos

Os flavondides estao presentes em angiospermas e gimnospermas (MARTENS
e MITHOFER, 2005; ZUANAZZI e MONTANHA, 2007), apresentando enorme
diversidade estrutural. Podem-se encontrar flavondides em diversas formas
estruturais; entretanto, a maioria possui quinze atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas (A e B) ligadas por uma cadeia de trés
carbonos (Figura 1) (RIJKE e col., 2006; ZUANAZZI e MONTANHA, 2007).

3
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Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides

O interesse econdmico pelos flavondides € decorrente de suas diferentes
propriedades, como, por exemplo, o fato de alguns apresentarem cor e poderem ser
usados como pigmentos, sua importancia no processo de tanagem, na fermentagao
do cha-da-india, na manufatura do cacau e por conferirem cor e valor nutricional
para alguns alimentos (SADIK e col., 2003; CAIl e col., 2004; ZHANG e col., 2005;
KIM e col., 2006; ZUANAZZI e MONTANHA, 2007), bem como as suas atividades

bioldgicas e farmacoldgicas, como sera visto adiante.

3.1.1.1 Flavonas e flavonodis

Estes compostos fazem parte de um grupo de flavondides de origens
biossintéticas muito préximas. Assim como as flavonas, os flavondis também sao
flavonas substituidas na posi¢do Cz por uma hidroxila (Figura 2) (MARTENS e
MITHOFER, 2005; ZUANAZZI e MONTANHA, 2007).
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As flavonas e flavonois naturais sdo frequentemente oxigenadas, substituidas
com hidroxilas e/ou metoxilas e s&o derivados da 2-fenilcromona e da 3-hidroxi-2-
fenilcromona, respectivamente. Alguns padrées de oxigenagao, como aqueles das
posicdes dos carbonos 5, 7, 3’ e 4’, frequentemente sdao encontrados para as duas
classes. Isto é devido ao fato de flavonas e flavonodis serem originarias da mesma
via biossintética (RICE-EVANS e col.,, 1996; RIJKE e col.,, 2006; ZUANAZZI e
MONTANHA, 2007). As estruturas da flavona e dos flavondis que foram estudados

neste trabalho s&o apresentadas na Figura 3 e na Tabela 1.

O e
(L
OH
by ~  ©

Figura 2. (a) flavona, (b) flavonol

Figura 3. Estrutura basica da flavona e dos flavonois estudados

Tabela 1. Posi¢des das hidroxilas na flavona e nos flavonois

Flavondide R1 R2 Rs R4 Rs Re
canferol OH OH H H OH H
fisetina H OH H OH OH H
luteolina OH H H OH OH H
morina OH OH OH H OH H
quercetina OH OH H OH OH H

miricetina OH OH H OH OH OH
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3.1.2 Aspectos farmacolégicos

Varios estudos tém sugerido que os flavondides possuem efeito preventivo ou
protetor no cancer, em doengas coronarianas, na perda O0ssea e em outras
patologias relacionadas a idade (RICE-EVANS e col.,, 1996; CAIl e col.,, 2004,
ZHANG e col., 2005; KIM e col.,, 2006; RIJKE e col., 2006), possuindo, ainda,
propriedades espasmoliticas, antiinflamatorias, antialérgicas e diuréticas, que sao
atribuidas a capacidade de captura do radical oxigénio (WANG e HUANG, 2004).

A maioria dos estudos sobre a atividade antiviral de flavondides tem se
restringido ao grupo de flavonas de maior ocorréncia, flavondis, chalconas e seus
analogos sintéticos (CHAVEZ e col., 2006), sendo os heterosideos considerados
menos ativos que as agliconas. Os estudos de relagdo estrutura-atividade
mostraram que a presencga da insaturagao entre as posi¢cdes 2 e 3 do anel C e os
grupos hidroxila das posigdes 5, 6 e 7 sao requisitos importantes para a inibicdo da
transcriptase reversa do virus HIV-1 (SOUZA Jr. e col., 2003; KIM e col., 2006).

A atividade antibacteriana dos flavondides também vem sendo amplamente
estudada, avaliando-se extratos de plantas com uso na medicina popular,
especialmente in vitro, conforme relatam Cushnie e Lamb (2005) em seu artigo de

revisao.

Os flavondides sao conhecidos como antioxidantes e pro-oxidantes
(POLYDORO e col., 2004), atuando na captura e na neutralizacdo de espécies
oxidantes como o anion superdxido (O%), radical peréxido (O°) e principalmente o
radical hidroxila (OH"). Alguns deles possuem capacidade antioxidante superior as
vitaminas C e E (RICE-EVANS e col., 1996; SADIK e col., 2003; KIM e col., 2006).
Com relagado as caracteristicas estruturais, ficou evidenciado que a presenca de
grupos orto-diidroxi nas posigcdes 3’ e 4’ das flavonas e dos flavondis é importante
para esta atividade biolégica (KIM e col., 2006; ZUANAZZI e MONTANHA, 2007).
Para os flavondides estudados também sdo atribuidas propriedades antioxidantes,
como descritas na literatura (JOVANOVIC e col., 1994; BOHRS e col., 1995; RICE-
EVANS e col., 1996; CAO e col., 1997; AREIAS e col., 2001; KANEKO e col., 2001;
LEMANSKA e col. 2001; HEIM e col., 2002; VAYA e col., 2003; BUTKOVIC e caol.,
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2004; CALABRO e col., 2004; FIRUZI e col., 2005; RUSAK e col., 2005;
SOOBRATTEE e col., 2005; SEYOUM e col., 2006).

A atividade antiinflamatéria (Al) desta classe de substancias tem sido bastante
investigada, como, por exemplo, para extratos aquoso e hidroetandlico das
inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC., Asteraceae (SIMOES e col.,
1988). Foi demonstrada atividade no modelo de pata de rato induzido por
carragenina, atividade também verificada para os flavondides quercetina, luteolina e
3-O-metilquercetina, isolados desta espécie vegetal. Sua atividade Al é explicada
pela inibicdo da cicloxigenase (LIANG e col., 1999). Para Middleton e colaboradores
(2000), os flavondides estudados, entre eles, fisetina, miricetina, quercetina e alguns
derivados do canferol inibem seletivamente a enzima 5-lipoxigenase, envolvida na

formagao dos leucotrienos a partir do acido araquidénico (SCHEWE e col., 2002).

Varios estudos tém relatado o potencial dos flavondides na quimioterapia
preventiva do cancer e alguns tém demonstrado capacidade de interagir sobre a
génese do céncer, bloqueando o estagio de promogao, através da inibigdo da
sintese da ornitina-descarboxilase e da inibicado da expressdo da proteina BCRP,
presente no cancer de mama (AHMED-BELKACEM e col., 2005; ZHANG e col.,
2005). Dentre os flavondides estudados, canferol, luteolina, quercetina e miricetina
apresentaram atividade anticéncer, relatada pela medicina chinesa (CAl e col., 2004)
e mostraram-se capazes de inibir a angiogénese de culturas de células endoteliais
da veia umbilical humana, sendo este efeito proporcional ao niumero de hidroxilas
(KIM e col, 2006). Para a quercetina, foram descritas a inibicdo da incidéncia de
papilomas de pele em cobaias e a inibicido de fibrossarcoma induzido em
camundongos (CHANG e KINGHORN, 2001) e, juntamente com a luteolina,
atividade citotoxica sobre uma linhagem celular de adenocarcinoma de cdélon
(HT29), atribuindo esta atividade a presencga da ligagao dupla entre os carbonos 2 e
3 do anel C e as hidroxilas ligadas ao anel B (AGULLO e col., 1996). Embora
estudos clinicos ainda sejam necessarios para melhor esclarecer os efeitos
benéficos deste grupo de substancias no tratamento do cancer, os dados
epidemioldgicos e de testes in vitro apontam para o potencial de emprego clinico

destes metabdlitos.
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Foi verificado efeito preventivo na perda éssea em mulheres na pos-
menopausa. O canferol e a quercetina mostraram acgao inibitéria com relagcao a
reabsor¢ao 0ssea, sendo o efeito dose-dependente e influenciado pelo tempo. Com
a utilizacdo de osteoclastos altamente purificados de coelhos, foi demonstrado que
as substancias em questdo induzem a apoptose dos osteoclastos maduros, na
mesma faixa de dosagem efetiva para inibir a reabsorgédo 6ssea in vitro (WATTEL e
col., 2003).

Aos flavondides tém sido atribuida propriedade protetora capilar ou agao
ténico-venosa (HALLWACHS, 2005). Conhecidos como fatores P ou vitamina P, os
flavondides sdo empregados no tratamento de enfermidades caracterizadas por
hemorragias e fragilidade capilar. Alguns flavondides, como a quercetina, s&o
comercializados nos Estados Unidos e em paises europeus como anti-
hemorragicos, para melhorar as fungdes capilares e para tratar hemorréidas. Outros
estudos mostram que dietas ricas em flavondides, principalmente quercetina, estao
associadas a menor incidéncia de acidente vascular cerebral. Estas substancias
também inibem a peroxidagdo microssomal no coragdo, atuando assim como

cardioprotetoras e com efeito antiaterosclerético (KIM e col., 2006).

Tabela 2. Exemplos de estudos de utilizacdo dos flavondides com atividade
farmacolégica

Flavonoides Ligagéo Efeito Referéncia
canferol glicinina e inibidor da | 5 0 2 contra hipertrofia | RAWEL e col.
quercetina tripsina humana e . )

e . pancreatica e hiperplasia (2002)
miricetina (presentes na soja)
canferol proteina transportadora | Inibigdo do efluxo de glicose | MARTIN e col.
miricetina Glut 1 na membrana do eritrécito (2003)
canferol
fisetina
luteolina 15-lipoxigenase-1 Protecao contra efeitos pro- | SADIK e col.
miricetina poXIg oxidantes (2003)
morina
quercetina
miricetina xantina-oxidase Protecao contra gota, LIN e col. (2002)

: (inibicdo do sitio de | doencgas renais e formagdao |e DA SILVA e
quercetina acao) de célculos renais col. (2004)
canferol
Iu’Fe'oIm.a o I'nlbllg:ao.da nlyragao da SADEGHIPOUR
miricetina tirosina tirosina induzida pelo
: L e col (2005)

morina peroxinitrito
quercetina
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Na Tabela 2 encontram-se ainda outros exemplos de estudos de utilizacéo
dos flavonodides com atividade farmacoldgica, incluindo aqueles utilizados neste

estudo.

3.2 Celulose microcristalina (CMCr)

Constitui-se de um polimero da celobiose, que contém duas moléculas de
glicose unidas através de ligagdes glicosidicas 3 (1-4) (Figura 4). Trata-se de uma
celulose parcialmente despolimerizada e purificada (KIBBE, 2000; LEVIS e DEASY,
2001; NIKOLAKAKIS e col., 2006). Possui CAS 9004-34-6, constante no National
Formulary/USP e na Farmacopéia Européia e encontra-se comercialmente
disponivel em diferentes tamanhos de particula, dependendo do método de
producdo como Avicel®, Emcocel®, Microcel®, Fibrocel®, Tabulose®, Vivacel®,
Vivapur® entre outros (KIBBE, 2000; HOEPFNER e col., 2002).

E produzida por hidrélise controlada em solucdes de acido mineral diluido de a-
celulose, com o objetivo de manter inalterada a regido de maxima ordenagao
molecular, denominada regido cristalina (KIBBE, 2000; LEVIS e DEASY, 2001,
PICKER e HOAG, 2001).

UNIDADE DE CELOBIOSE

OH OH
70 : ~G o) 3 OH
OH LN
N e

OH

\\ “2n-2
\

GLICOSE

- D- glicopiranose .
(B- D-glicop ) 514

Figura 4. Estrutura da celulose (PETROVICK, 2006)

Amplamente utilizada na area farmacéutica, principalmente como aglutinante

seco, material de enchimento e carga e diluente em formulagbes de capsulas e
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comprimidos, nos processos de granulagao por via seca e umida e de compressao
direta (KIBBE, 2000; LEVIS e DEASY, 2001; NIKOLAKAKIS e col., 2006). Possui,
ainda, propriedades de deformacao plastica e sorventes que sao interessantes para
o processo de compressao (SONAGLIO e col., 1995; KIBBE, 2000). O grau de
cristalinidade € importante porque influencia varias propriedades, incluindo a
compactabilidade e a absor¢gdo de agua, as quais exercem efeito na fluxibilidade e
na estabilidade do produto final (PIFFERI e col., 1999).

Devido aos grupamentos alcodlicos primario e secundario, a CMCr forma
ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares, o que explica a zona cristalina e a
possibilidade de interagcbes com outras moléculas (ZHBANKOV e col., 2002; FIRUZI
e col., 2005; EICHHORN e DAVIES, 2006), como por exemplo, taninos condensados
(P1ZZ1 e col., 1995), quercetina (COSTA, 2005) e acido galico (LONGHINI, 2006).

S&o conhecidos no minimo quatro alomorfos cristalinos para a celulose (I, II, Il
e IV). Na Tabela 3 e na Figura 5 encontram-se os tipos de estrutura cristalina
encontrados para a celulose, bem como seus arranjos cristalograficos. Entre elas, as
fibras de Valonia sp., Boehmeria nivea, algodao e madeira referem-se ao tipo I; as
fibras produzidas apds regeneragao ou mercerizagao referem-se ao tipo Il; as
formas lll e IV sdo derivadas do tratamento basico ou térmico das formas | e Il. A
celulose do tipo | € composta de uma mistura dos subtipos |, e Ig em diferentes
proporgdes e, a 260 °C, a forma I, transforma-se em lg, irreversivelmente (RAO e
col.,, 1998). O tipo | apresenta-se energicamente mais estavel em relagdao ao I,
resultado que esta de acordo com as coordenadas espaciais utilizadas em estudo

realizado por Eichhorn e Davies (2006).

Os sistemas cristalograficos determinados para os subtipos da celulose tipo I, a
e B, sao triclinico e monoclinico, respectivamente. Um sistema cristalografico é
descrito por trés vetores. No caso do sistema monoclinico, ele forma um prisma
retangular (vetores a, B e y), composto de faces laterais (a > 90° e = 90°) e
superior (y = 90°), consequentemente, dois pares de vetores perpendiculares (B e y
= 90°) e tem um paralelogramo como base. Ja para o sistema triclinico, a estrutura
de prisma retangular € a mesma, mas os angulos dos vetores a, 3 e y sao todos
diferentes de 90° (KLEIN e HURLBUT, 1985). As conformacgdes tg (trans-gauche) e
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gt (gauche-trans) referem-se as propriedades Opticas em relagdo a orientagédo do
grupo hidroximetilico no Cs da D-glicose em adi¢ao a configuragao axial e equatorial
dos grupos hidroxila dos atomos de carbono. De acordo com as conformagdes tg ou
gt e o tipo de celulose, obtem-se diferentes valores do angulo de diedro y (C4-Cs-Cs-
Oe¢): -81° (tg, tipo 1), -70° (tg, tipo IlI) e 174° (gt, tipo Il), as quais sdo também
responsaveis pelas ligacdes de hidrogénio intracadeia (0,..0s = 2,87 A) e
intercadeia (Og...03= 2,79 A) (RAO e col., 1998; MATSUO e GEKKO, 2004).

Tabela 3. Arranjos cristalogréficos da celulose (adaptado de RAO e col., 1998)

Tipos Obtencgao Subtipos Arranjo

l e Ig (triclinica e

| Nativa Paralelo, conformacéo tg

monoclinica)
Regeneragao basica
I por intumescimento ou ) Antiparalelo,
mercerizagao da | conformagdes tg e gt
" Tratamento basico com R Paralelo (]) e §ntiparalelo
NH40H do tipo I e Il I, e 1, ()
Aquecimento a 260 °C * .
Vi com glicerina do tipo |, VeV, Paralelo (]) e gntlparalelo
e Il (n
*convers&o

Figura 5. Arranjos paralelo I (c) e antiparalelo Il (d) da celulose (EICHHORN e
DAVIES, 2006 )
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3.3 Métodos termoanaliticos e suas aplicagdes nas ciéncias farmacéuticas

Os métodos termoanaliticos encontram aplicagdes nas mais diversas areas das
Ciéncias Farmacéuticas (BROWN, 1988; FORD e TIMMINS, 1989; CANOTILHO e
col., 1992; HAINES, 1995; CLAS e col., 1999; THOMPSON, 2000; GIRON, 2002;
ROBERTS e col., 2002; VELASQUEZ ARMIJO e col., 2004).

O desenvolvimento destas técnicas fez com que aumentassem
significativamente a sensibilidade e os recursos das analises térmicas. Nas Ciéncias
Farmacéuticas, a respeito das técnicas nao associadas ou acopladas, pode-se
afirmar que as que encontram maior numero de aplicagcbes sao a calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), a analise termogravimétrica (TGA) e a analise térmica
diferencial (DTA) (GIRON, 1998a; GIRON, 1998b).

A DSC baseia-se na determinagdo do calor envolvido em transicoes
endotérmicas ou exotérmicas. E o método termoanalitico mais freqiientemente
aplicado, devido as informagdes detalhadas a respeito das propriedades fisicas e
energéticas das substancias, o0 que nenhuma outra técnica consegue fornecer, com
tanta precisao, facilidade e rapidez (ROBINSON, 1995; CLAS e col., 1999).

Um dos empregos da DSC refere-se a avaliagcdo de interagcbes entre
substancias ativas entre si ou com adjuvantes de formulagdo, conforme revisdo de

Velasquez Armijo e colaboradores (2004).

As limitacdes esta técnica podem ser complementadas pelo uso de métodos
auxiliares como a ressonancia magnética nuclear, a espectroscopia na regiao do
infravermelho, a espectrometria de massas, além da difratometria de raios-x e a
espectroscopia Raman (GIRON, 1995; YU e col., 1998; HATAKEYAMA e QUINN,
1999; AUER e col., 2003; GIRON, 2004)

3.4 Estudos de pré-formulacao

O estudo de pré-formulagao é a fase do desenvolvimento farmacéutico no qual
se buscam informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, tais
como, entre outras, solubilidade e estabilidade, a existéncia ou ndo de formas

polimorficas, assim como o comportamento destas frente a provaveis adjuvantes
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farmacéuticos (WELLS, 1988; WADKE e col., 1990; ANDO e RADEBAUGH, 2000;
FIESE e HAGEN, 2001; LUNER e col., 2001; OCHOA e col., 2001).

A grande variedade e variabilidade dos adjuvantes, bem como a reatividade
intrinseca de algumas substancias utilizadas com esta finalidade, aumentam a
importancia desse tipo de estudo. Sabe-se que os adjuvantes possuem um papel de
suma importancia na seguranga, eficacia e estabilidade das formas farmacéuticas
(PIFFERI e col., 1999).

Na selegcdo dos adjuvantes é utilizada, como abordagem experimental, a
avaliacdo de misturas binarias entre o farmaco os adjuvantes passiveis de serem
empregados na obtengcdo de uma predeterminada forma farmacéutica, que séao
submetidas a analises térmicas ou nao-térmicas (COSTA, 2005). A respeito das
proporcoes utilizadas nestas misturas, verifica-se que a maioria dos autores
emprega a relagado de 1:1 (m/m), para maximizagao de interagdes (WELLS, 1988;
WADKE e col.,, 1990; ANDO e RADEBAUGH, 2000; OCHOA e col.,, 2001;
KOPELMAN e AUGSBURGUER, 2002; WELLS, 2002), embora existam outras
opcgoes, tais como a variacdo das concentragdes de forma a contemplar diferentes
propor¢gdes (TANTISHAIYAKUL e col.,, 1996, 1999; BERGESE e col.,, 2003), a
utilizagcao de concentragdes usuais (VECCHIO e col., 2001) ou propor¢des molares,
estas ultimas de dificil realizagdo quando do emprego de adjuvantes poliméricos. A
utiizacdo de sistemas ternarios é bastante rara, devido ao aumento da
complexidade das respostas obtidas através dos métodos analiticos utilizados
(VEIGA e col., 1993).

Uma das causas, pelas quais substancias existentes em mistura no estado
solido, podem conduzir a interag¢des, relaciona-se com a umidade contida na
preparagao. Toda formulagdo sélida tera alguma umidade residual (advinda do
farmaco e/ou do adjuvante). Esta fracdo residual pode atuar como um vetor para
reagdes quimicas e fendbmenos fisicos entre os componentes. A forga de ligagéo e o
contato de uma substédncia com a pelicula de agua superficialmente adsorvida
podem produzir uma dispersdo liquida das substancias, intermediando reacdes
(FLORENCE e ATWOOD, 1998; WELLS, 2002).
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Os métodos termoanaliticos apresentam vantagens em relagcdo aos métodos
tradicionais na avaliagao de interagdes entre substancias, por sua praticidade, por
nao necessitarem pré-tratamento e utilizar pequena quantidade de amostra e
rapidez com que fornecem resultados. Outra vantagem diz respeito ao fato de que a
amostra ndo precisa ser armazenada por um longo tempo para serem visualizadas
interagcdes (COTTON e col., 1987; WELLS, 1988; FORD e TIMMINS, 1989; BOTHA
e LOTHER, 1990; BRUNI e col., 2002; WELLS, 2002). Como desvantagens,
apresentam o fato de que deve ser utilizado simultaneamente outro(s) método(s) de
avaliacao que nao seja(m) térmico(s), uma vez que a avaliagdo apenas através de
métodos termoanaliticos pode nao ser conclusiva e/ou levar a resultados falso-
positivos ou negativos. Outra desvantagem refere-se ao fato de que duas
substancias podem ter os seus pontos de fusdo proximos ou coincidentes e/ou
ocorrer eventos térmicos de dificil interpretacdo, como por exemplo, a mistura
eutética. Ainda, podem ocorrer dificuldades na interpretacao dos resultados se, na
mistura binaria, houver a possibilidade do segundo componente se dissolver em
consequéncia da fusdo do primeiro; contudo, este fato pode n&o ser significativo sob
condigdes normais de estocagem (FORD e TIMMINS, 1989).

Uma revisdo sobre as condi¢gdes analiticas e fontes de erros em experimentos

de DSC e TGA foi realizada por Velasquez Armijo e colaboradores (2004).

Da mesma forma, na area de produtos isolados de plantas medicinais,
encontram-se estudos de interagdo entre farmaco e adjuvantes. Como exemplo de
estudo de interagao entre metabdlitos de plantas e adjuvantes farmacéuticos, tem-se
o estudo realizado por Verloop e colaboradores (2004), que estudaram a interagcéo
entre os senosideos A e B e adjuvantes farmacéuticos. Nos produtos previamente
dessecados nao foram encontrados indicios de interacdo entre os senosideos, o
propilparabeno e o acido citrico por DSC, mas este resultado nao foi confirmado pela
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Nas misturas expostas a
alta umidade, os resultados para DSC e CLAE coincidiram ao detectarem interacoes
entre os senosideos, propilparabeno, carbonato de sddio, acido estearico, acido
citrico, poligol, lactose, sorbitol e glicose. Os autores nao recomendam o uso destes

adjuvantes em formas farmacéuticas que contenham senosideos.
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Calabro e colaboradores (2004) avaliaram os efeitos da complexacao de a- e
- ciclodextrinas sobre as propriedades fisico-quimicas e a atividade antioxidante da
3-hidroxiflavona, morina e quercetina, preparadas pelos métodos de kneading
(mistura umida com aquecimento), co-evaporagcao e camada delgada, através de
DSC, FTIR, UV-VIS, 'H-NMR e XRPD. O efeito da encapsulamento molecular sobre
a atividade antioxidante foi avaliado por trés ensaios bioldgicos diferentes. Os
autores observaram que a complexagdo com ciclodextrinas melhorou a atividade

antioxidante e aumentou a solubilidade destes flavondis no meio bioldgico.

A maioria dos estudos de interagdo encontrados para os flavonoides estudados
estdo direcionados para a atividade biolégica como ligacéo a receptores, enzimas e
proteinas em geral. Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos de
pré-formulagcdo de interagdes sélido-solido entre flavondides poliidroxilados e a
CMCr, a excecao dos realizados neste Programa de Pds-graduagao, em especial no
LDG, na qual a DSC vem sendo empregada em estudos de pré-formulagcédo entre
compostos fendlicos e adjuvantes empregados em formas farmacéuticas sélidas e

semi-soélidas.

Costa (2005) avaliou a possivel existéncia de interagdes entre a quercetina e
alguns adjuvantes tecnoldgicos usualmente empregados no desenvolvimento de
formas farmacéuticas solidas e semi-solidas. A influéncia do processo de secagem
por aspersdo sobre as caracteristicas da quercetina isolada e em presenca do
adjuvante de secagem dioxido de silicio coloidal também foi avaliada. Para as
misturas fisicas entre a quercetina e os adjuvantes CMCr, croscarmelose sdédica,
manitol e monoestearato de glicerila foram encontradas evidéncias de interagdes e,
no caso da CMCr do tipo ligacbes de hidrogénio, verificados por DSC e por TGA,

mas nao ratificados por espectroscopia no infravermelho.

Longhini (2006) avaliou a existéncia ou ndo de interagdes entre o acido galico e
alguns adjuvantes tecnoldgicos usualmente empregados no desenvolvimento de
formas farmacéuticas solidas através da DSC, TGA e espectroscopia no
infravermelho, avaliando também a influéncia da compactagdo sobre as misturas
fisicas equiponderais. Os resultados obtidos por DSC demonstraram interagbes de

natureza fisica do tipo ligagdes de hidrogénio para as misturas entre o acido galico e



23

CMCr, crospovidona, estearato de magnésio e polimetacrilato. Para a crospovidona
e o polimetacrilato, as interacdes ndo puderam ser confirmadas por espectroscopia
no infravermelho, devido a sobreposicdo das bandas com o acido galico. A
compactacao demonstrou particular influéncia sobre a interacdo com a CMCr,

croscarmelose sodica e crospovidona.

Em relacdo as possiveis interagdes envolvendo a CMCr, Carstensen e Kothari
(1983) avaliaram a interagc&o solido-solido entre o acido alcoxi-furéico e a CMCr,
através de um manbmetro de fusdo (aparelho descrito pelos autores em artigo
anterior) e de estudos sobre cinética de decomposicao, utilizando misturas fisicas na
proporcao equiponderal e também em outras propor¢cdes ponderais. Os autores
concluiram que existem interagdes solido-sélido entre as substancias e que produtos
liguidos de degradacdo sdo formados, dissolvendo uma parte do acido alcoxi-
furdico. Estes produtos de degradacdo servem de carreadores para aumentar o
numero de pontos de contato entre as substancias, acelerando a reagdo. Uma vez
que todo o acido alcoxi-furdico é dissolvido, a reacdo se torna uma reacado de

adsorcéao entre o acido alcoxi-furdico e a CMCr.

Verma e Garg (2004) avaliaram a compatibilidade do mononitrato de
isossorbida (MNI) com alguns adjuvantes utilizados no desenvolvimento de
formulagdes de liberacdo rapida, entre eles, acetato de celulose, etolose e CMCr. Na
primeira fase do estudo, a DSC foi utilizada e foram sugeridas incompatibilidades
entre o MNI e o acetato de celulose e com a CMCr. Na segunda fase, as misturas
fisicas foram submetidas ao teste de stress isotérmico a 50 °C, durante trés
semanas e apos analisadas por CLAE. Como resultado, o acetato de celulose foi o
unico adjuvante que se mostrou novamente incompativel com o MNI. Os autores
evidenciaram uma possivel interacdo solido-sélido com a CMCr, apresentada por
DSC, mas nao confirmada por CLAE e, por isso, ndo necessariamente resultaria em

incompatibilidade.

Drebushchak e colaboradores (2006) investigaram, através da DSC, a
possibilidade de interagbes de misturas fisicas entre o piroxicam e os adjuvantes
celulose e quitosana apds ativagao mecanica das mesmas. Os autores observaram

que ambos adjuvantes interagiram com o piroxicam, diminuindo tanto a temperatura
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como o valor da entalpia de fusdo. A ativagao mecanica intensificou a interagao em

relagao a diferenca de temperatura e valor da entalpia do piroxicam.

Tabela 4. Exemplos de estudos de compatibilidade entre farmacos e adjuvantes

Farmaco/Adjuvante Métodos Interagao Referéncia
maleato de enalapril
H,C._0. 0 COOH DSC, TGA, _ COTTON e col.
§Hs F) CLAE, MEV | () CMCr (1987)
= N/‘\H/N
| H
.-"f O 'CdH-'IOd
acido benzaico
SINGHAL e
O .
: DSC e FTIR (s): etolose col. (1999)
= “*]f’ OH
S
(s): manitol,
carbamazepina CMCr, amido,
acido estearico
DSC, FTIR, (n): derivados JOSHI e col.
ﬁ’=,\ XRPD da lactose (2002)
C % F ) (Granulac 230°,
= | = Flowlac 100%,
o g Microcelac
100%)
cetoprofeno e ibuprofeno
™ (s): celulose,
CL L) DSC metoi9se: | VUEBA e col
: il nip ’ (2005)
a e hipromelose
ey ML (n): entre eles

CMCr= celulose microcristalina; (s)=interagdes confirmadas por diminui¢do de temperatura do pico de
fusdo, alargamento e/ou alteragdo na intensidade dos picos, surgimento e/ou desaparecimento de
picos/bandas, perda de massa, pelos métodos listados;(n)=interagées néo confirmadas
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Na Tabela 4 encontram-se mais alguns exemplos de estudos de
compatibilidade entre farmacos e adjuvantes ou entre adjuvantes, incluindo a CMCr
e seus derivados, através da DSC e outros métodos analiticos térmicos e né&o

térmicos.

Também é de conhecimento geral a capacidade de interagdo da celulose com
outras substancias face a sua aplicagdo como fase estacionaria em métodos

cromatograficos, além de diversos relatos da literatura (PIZZl e col., 1995).

3.5 Modelagem molecular

A modelagem molecular consiste na geragao, manipulagao e/ou representagao
realista de estruturas moleculares e calculo das propriedades fisico-quimicas
associadas. O instrumento matematico usado é a quimica tedrica e a computagao
grafica é a ferramenta para manusear os modelos. Atualmente, os sistemas de
modelagem molecular estdo munidos de poderosas ferramentas para construgao,
visualizagdo, analise e armazenamento de modelos de sistemas moleculares
complexos que auxiliam na interpretacao das relagdes entre a estrutura e a atividade
biolégica (DA SILVA, 2006). As moléculas podem ser analisadas quanto as
propriedades eletrénicas, estéricas e hidrofobicas dos flavondides, correlacionando
estas propriedades com os efeitos demonstrados pelos métodos termoanaliticos e
nao-térmicos (DA SILVA e col., 2004) e assim permitindo estabelecer modelos que
procuram buscar as causas destes acontecimentos. A maioria das ferramentas
computacionais empregadas na modelagem molecular € destinada ao estudo de
interacbes em solugdes (RCSB, 2006), embora existam raros exemplos que se
ocupam, na area farmacéutica, com o inter-relacionamento de substancias no
estado solido (POSE-VILARNOVO e col.,, 2001; ESTRADA e GONZALEZ, 2003;
MONDAL e col., 2004). Devido as limitagdes dos métodos experimentais, a
modelagem molecular é frequentemente utilizada para elucidar os resultados
encontrados nos diferentes métodos empregados. A modelagem molecular é uma
poderosa ferramenta de informacéo sobre a geometria e sobre a interagdo entre
compostos (YAN e col., 2006).
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Os métodos de calculo utilizados na modelagem molecular podem ser
classicos, como a mecanica molecular (MM), ou quénticos, como os métodos ab
initio e semi-empirico. Os calculos de MM sao também chamados célculos de campo
de forca (DA SILVA, 2006). Neste trabalho, foi empregado o programa MM2,
envolvendo calculos que utilizam a versdo dois do programa de campo de forca
desenvolvido por Allinger (1977) apud SANT'ANNA (2002) .

Na MM, os elétrons das moléculas sédo tratados como uma colegcdo de
particulas mantidas unidas por forcas harmdnicas ou elasticas e podem ser descritos
por forcas newtonianas. Estas forcas podem ser descritas em termos de funcdes de
energia potencial de caracteristicas estruturais como comprimentos de ligagao,
angulos de ligacéo, interagbes ndo ligantes e outras (DA SILVA, 2006). A
combinagao destas fungbes de energia potencial € o campo de forga e calcula a
energia da molécula de partida de forma comparativa, com relagcdo ao padréo
metano (1 kJ/mol). O programa reconhece as mudangas que conduzem a estruturas
mais estaveis, de menor energia estérica e os calculos sao interrompidos quando as
modificagdes da estrutura mais estavel, em relagdo a molécula original, ndo resultam
em alteragao consideravel de energia. O objetivo da mecéanica molecular é predizer
a energia associada com determinada conformacdo de uma molécula. Porém, a
energia estérica, obtida por mecanica molecular, ndo expressa quantidades
absolutas, apenas diferencas de energia entre duas ou mais conformagdes
(CARVALHO e col., 2003).

As vantagens da MM sao rapidez e economia de tempo de computagao, a
facilidade de compreensdo em relacdo aos métodos de mecanica quantica, pode ser
utiizada para moléculas com milhares de atomos (por exemplo, polimeros,
oligonucleotideos, peptideos, carboidratos), que estdo no vacuo ou em presenca de
solventes, podendo ser calculadas propriedades cinéticas, termodinamicas, energia
conformacional e ainda o calculo de docking. Quando um tratamento mais refinado
faz-se necessario, a geometria otimizada pela MM pode ser usada como ponto de

partida para calculos quanto-mecanicos de orbitais moleculares. Entretanto, possui

) Allinger, N. L. Conformational analysis. 130. MM2. A Hydrocarbon Force Field Utilizing V1 and V2
Torsional Terms. Journal of the American Chemical Society, v. 99, n. 25, p. 8127-8134, 1977.
apud SANTANNA, C.R. Glossario de Termos usados no Planejamento de Farmacos
(Recomendacgdes da IUPAC para 1997). Quimica Nova, v. 25, n. 3, p. 505-512, 2002.
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desvantagens como o fato de que algumas classes de moléculas de interesse nao
estdo correntemente parametrizadas, ndo sendo possivel realizar para todos os
elementos quimicos existentes e que a MM né&o é apropriada para a determinagao
de propriedades onde efeitos eletrénicos (interagdes de orbitais, quebra de ligagdes)
sao predominantes (DA SILVA, 2006).

Da mesma maneira, como no caso dos estudos de pré-formulagcéo envolvendo
interagbes, a maioria dos estudos encontrados sobre modelagem molecular em
relacdo aos flavondides esta direcionados para a atividade biolégica como ligagéo a
receptores, enzimas, proteinas em geral e, quando encontrados em relagéo a
interacdo com adjuvantes, sdo predominantemente em estado semi-solido ou em
solugdo. Até o presente momento, também n&o foram encontrados estudos na qual
a modelagem molecular elucidaria as interagdes entre flavondides poliidroxilados e a
CMCr, principalmente no estado solido, ocorrendo o mesmo em relagdo a CMCr e

sua possivel interagcdo com farmacos em formas farmacéuticas soélidas.

Zhang (1999) utilizou a modelagem molecular para elucidar e calcular as
diferencas na atividade antioxidante entre compostos fendlicos, estabelecendo a
relacdo estrutura-atividade (REA) dos mesmos. Na maioria dos compostos
avaliados, os calculos tedricos foram consistentes com os resultados experimentais.
O autor ordenou a atividade antioxidante das hidroxilas dos antioxidantes fendlicos,
entre eles, pirogalol, catecol e fenol com os grupamentos presentes, verificando que

esta atividade antioxidante mostrou-se proporcional ao numero de hidroxilas.

Marder e colaboradores (2001), através da modelagem molecular e da relagao
estrutura-atividade quantitativa (REAQ), avaliaram a interagcdo entre derivados da
flavona e o sitio de ligacdo do complexo receptor GABAAa para os benzodiazepinicos.
Todos os flavondides estudados demonstraram alta afinidade pelo sitio do receptor.
O modelo farmaco-receptor do sitio de ligacao dos benzodiazepinicos apresentou
caracteristicas especificas que devem ser levadas em conta no momento do
reconhecimento do ligante (flavondide). A analise de regressdo REAQ demonstrou a
relevancia dos efeitos eletrbnicos para o sitio de ligagdo e a associagdo com o
oxigénio negativamente carregado do grupo carbonila no carbono 4 do anel C e com

a susbtituicdo na posicado 3’ dos flavondides.
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Em estudo realizado por Lin e colaboradores (2002) foi investigada a inibicao
da atividade da xantina-oxidase por varios flavondides. Todos os flavondides
testados mostraram-se inibidores competitivos, ligando-se ao sitio de agdo desta
enzima. Para um melhor entendimento da estereoquimica envolvida na ligagao,
foram realizadas modelagens moleculares baseadas nas estruturas dos flavondides
e da enzima. A quercetina e a miricetina inibiram o sitio de ligagdo da xantina-
oxidase, mas, por possuirem um grupamento hidroxila na posi¢do 3 do anel C,
apresentaram uma reducdo na afinidade de ligagdo para este sitio de agdo em

relacdo a apigenina.

Erko¢ e colaboradores (2003) esclareceram aspectos moleculares da
quercetina e seus isbmeros, tais como suas propriedades estruturais e eletrdnicas.
Foram propostas otimizagdes quanto a geometria dos sistemas e as propriedades

eletrénicas foram calculadas e comparadas com resultados experimentais.

Yan e colaboradores (2006) utilizaram a modelagem molecular para verificar o
processo de inclusao da quercetina em pB—ciclodextrinas. No complexo de inclusao, a
maior parte do esqueleto deste flavonol esta incluida na cavidade e a ligagao entre
os anéis B e C esta inclinada para o centro da B—ciclodextrina. A ligagdo do anel B
da molécula da quercetina, posicionado proximo as hidroxilas secundarias da
cavidade da B—ciclodextrina, € mantida por ligagdes de hidrogénio. Os resultados da
modelagem molecular mostraram-se de acordo com aqueles observados para NMR
e para simulagdes de dinamica molecular, conforme proposi¢cao anteriormente

sugerida por Vinadé e Petrovick (1998).

Eichhorn e Davies (2006) avaliaram a dureza do cristal da CMCr por meio da
deformacgéo cristalina, bem como realizaram o calculo da minimizagao de energia do
sistema, através da modelagem molecular pelo método da MM, propondo estruturas
de regides cristalinas das formas lq, Ig e Il. Os autores concluiram que a estrutura da
CMCr | é energeticamente mais estavel em relagdo a Il e ainda, que a forma Ig é
energeticamente mais estavel em relagdo a l,. Sobre a dureza do cristal, relacionada
a deformacéo cristalina, a estrutura da forma |, mostrou-se semelhante a forma lg e
ambas apresentaram valores de dureza inferiores a Il, devido a estrutura espacial

das suas formas cristalinas.



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 MATERIAIS

4.1.1 Aparelhos, equipamentos e acessorios

balanca analitica Crystal 200® Gibertini;

calorimetro diferencial exploratério por fluxo de calor, Shimadzu DSC-60, dotado
de controlador de fluxo para gas de purga (N2) FC-60A, integrador TA-60WS e

software de controle e avaliagao TA-60 versao 2.0;
camera digital SONY — Mavica modelo FD71 com resolugao normal;

difratdmetro de raios-X Siemens®, modelo D5000, radiagdo Cuks (26), com

geometria de Bragg-Bretano, com programa computacional Diffrac Plus® 2001 ';

espectrofotobmetro de infravermelho Shimadzu DR-8001, com transformacdes de
Fourier, Infrared FTIR-8300, dotado de feixe laser de He-Ne a 633 nm (0,5 mW)
Carver Laboratory Press, modelo C n. 34000-978 e prensa hidraulica Perkin-

Elmer®, com presséo aplicada de 600 MPa ?;

espectrofotbmetro de infravermelho Bomem (Hartmann & Braun) MB-100, com
transformacgdes de Fourier, dotado de feixe laser de He-Ne a 633 nm (0,5 mW) e

prensa hidraulica Enerpac®, com pressao aplicada de 3,43 MPa*;

espectrofotdmetro UV-VIS Hewlett-Packard® 8452 A, feixe duplo, com programa
computacional HP UV-Visible Chemsation, (versdo A 02.05), utilizando cubetas

de quartzo com 1 cm de percurso 6tico;

espectrofotometro  UV-VIS Shimadzu®, modelo 1601PC, feixe duplo, com
programa computacional UVPC (versao 3.91), utilizando cubetas de quartzo com

1 cm de percurso 6tico *;
potencidmetro Digimed DM 20-VG6;
porta amostras de aluminio, dotado de tampa, ref. C 201-52943 Shimadzu;

seladora para porta-amostras, modelo SSC-30, Shimadzu e

' IGEO/UFRGS. Agradecimentos ao técnico Renato Silva pela realizagdo da analise.

2 Central Analitica/lQ/UFRGS. Agradecimentos a bolsista Marcela Sander pela realizagdo das
analises.

* LAPMA/IF/UFRGS. Agradecimentos a Prof.2 Dra. Naira Balzaretti pela realizagio das analises.

* LAPPS. Agradecimentos a doutoranda Eliane Donato e ao bolsista Tiago Miller pelo auxilio na
realizacdo das analises.
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e termobalanca Mettler Toledo, modelo TGA/SDTA-851°, dotada de sistema
computacional STAR SW® (versao 8.10) e de cadinho de platina com capacidade
de 900 pL °.

4.1.2 Materiais

4.1.2.1 Flavondides

Neste trabalho foram utilizados os seguintes flavondides, os quais receberam

as notagdes informadas a seguir:

e canferol (Ca) (Sigma, lote 036K1719, catalogo Sigma-Aldrich 2006/2007),

o fisetina (Fi) (Fluka, lote 456656, catalogo Sigma-Aldrich 2006/2007),

e J|uteolina (Lu) (Extrasynthese, lote 07010421, catalogo Extrasynthese 2007),
e miricetina (Mi) (Fluka, lote 1220888, catalogo Sigma-Aldrich 2006/2007),

e morina (Mo) (Sigma, lote 066K2521, catalogo Sigma-Aldrich 2006/2007),

e quercetina amostra (QA) (All Chemistry, lote ALL18837) e

quercetina diidratada referéncia (QR) (Merck, lote 4149878).

4.1.2.2 Adjuvante tecnologico

Como adjuvante tecnoldgico, foi utlizada a celulose microcristalina (CMCr)
(Microcel MC-101®, lote 221/05), doada pela Blanver.

4.1.2.3 Reagentes, solucdes e outras matérias-primas

Todos os reagentes empregados, exceto os diferentemente descritos,

apresentaram grau de pureza pré-analise:

e 3cido cloridrico R;

° LACER/Engenharia de Materiais/fUFRGS. Agradecimentos ao Prof. Dr. Carlos Bergmann pela
utilizagdo do equipamento e a bolsista Luciana Stein pela realizagdo das analises.
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e biftalato acido de potassio 0,05 M pH 4,01 ;

e brometo de potassio (Uvanol® Merck) para 1V;

e cloreto de aluminio hexaidratado (Merck®);

¢ cloreto de zinco iodetado SR (USP 28);

e dimetilformamida (Vetec®);

o fosfato dibasico de sédio e monobasico de potassio 0,05 M pH 6,86;

e indio e zinco metdlicos, com grau de pureza 99,999 % e 99,998 %,

respectivamente, para calibragao do aparelho de DSC;

« metanol (Merck®).

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizagcao dos flavonéides

A caracterizagao dos flavonoides foi realizada de acordo com testes descritos
em Farmacopéias e literatura especializada. As analises, quando necessarias e nao

diferentemente do especificado, foram realizadas em triplicata.

4.2.1.1 Métodos de Identificacdo

4.2.1.1.1 Analise espectroscopica no ultravioleta

Foi realizada a varredura do espectro de absorcdo no ultravioleta dos
flavondides dissolvidos em metanol contendo 10 pg/mL, utilizando o solvente como
compensacgao. Os flavondides possuem dois picos de absorcao localizados entre
240 e 285 nm e 300 e 400 nm. Os espectros obtidos foram comparados quanto aos
maximos de absorg¢ao descritos na literatura (JURD, 1962; MABRY e col., 1970;
GOTTLIEB, 1975; MARKAN e MABRY, 1975). Em relagdo a quercetina amostra, foi
preparada solugcdo com a mesma concentragdo da quercetina referéncia para a

realizagcao do estudo comparativo.
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Como método de identificagcdo alternativo, frequentemente ¢é utilizada a
espectroscopia no ultravioleta coma a adicdo de AICl3;, que modifica o espectro de
absorcado da banda |, ocasionada pela formacdo de complexos acidos estaveis com
o aluminio para flavonas e flavondis que contenham grupos hidroxila em C; e Cs. Em
adicao, o AICI; forma complexos acidos instaveis em presenca dos grupos o-
dihidroxi (JURD, 1962; MABRY e col., 1970; GOTTLIEB, 1975; MARKAN e MABRY,
1975). Foram preparadas solugdes dos flavondéides com concentragdo de 10 yg/mL
e a estas foram adicionadas seis gotas de solugéo de AICl; a 6 % (m/v) em metanol
na propria cubeta. Agitou-se e guardou-se 1 min, com as cubetas protegidas da luz,
para entao realizar a leitura utilizando o solvente como compensacao. Os espectros
obtidos com e sem adigdo do complexante foram comparados quanto aos maximos

de absorcao.

As solucdes dos flavonoides foram adicionadas seis gotas de solucéo de AlCl;
a 6 % (m/v) em metanol na propria cubeta. Agitou-se e aguardou-se 1 min, com as
cubetas protegidas da luz, para entdo realizar a leitura, utilizando o solvente com a
mesma quantidade de complexante como compensacgao. Os espectros obtidos com

e sem adi¢cao do complexante foram comparados quanto aos maximos de absorgao.

Para a verificagcdo da presenca dos grupos o-diidroxilicos no anel B, foi
realizada reagdo de hidrolise acida, utilizando HCI, a fim de que os complexos
formados fossem decompostos na presenca do acido. As solucdes dos flavonoides
contendo AICI; foram adicionadas trés gotas de HCl a 50 % e foi realizada nova
varredura de espectro para as solu¢des dos flavonoides, mantendo-se constante o
tempo apos a adicdo (JURD, 1962; MABRY e col.,, 1970; GOTTLIEB, 1975;
MARKAN e MABRY, 1975).

4.2.1.1.2 Anadlise espectroscopica no infravermelho (POUCHERT, 1991; Ph. Eur.,
2002)

Os espectros de infravermelho dos flavonoides foram obtidos em fase sdlida,
pesando-se exatamente cerca de 1,5 mg de amostra juntamente com 150 mg de
brometo de potassio previamente dessecado. A seguir, esta mistura foi triturada em
gral de agata e posteriormente submetida a compressdao em prensa hidraulica,

obtendo-se dessa forma as pastilhas para analise. Foi realizada comparagdo com



35

espectros recentemente obtidos em outros trabalhos deste Programa de Pods
Graduagdo e com os espectros contidos em Pouchert (1991). As condigbes
experimentais consideradas foram: resolucéo de 4 cm ™', 32 acumulacdes e faixa de

freqliéncia de leitura de 4.000 a 600 cm ™.

4.2.1.1.3 Analise térmica por calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

Quantidades entre 1 e 2 mg foram exatamente pesadas em porta-amostras de
aluminio, posteriormente tampados e selados. As condigdes experimentais
consideradas foram: velocidade de aquecimento: 10 °C/min; faixa de aquecimento:
entre 25 (temperatura ambiente) e 400 °C; composicédo e fluxo do gas de purga:

nitrogénio sob fluxo de 50 mL/min.

4.2.1.1.4 Analise térmica por termogravimetria (TGA)

Para a elucidagéo de eventos ocorridos nas analises dos flavonodides por DSC,
foi realizada a andlise por termogravimetria. Para tanto, foi pesada, exatamente,
massa entre 10 e 15 mg da amostra, em cadinho de platina, com volume nominal de
900 pL. As condigcdes experimentais consideradas foram: faixa de aquecimento: 30 a
400 °C; velocidade de aquecimento: 10 °C/min; atmosfera: nitrogénio, com fluxo de
60 mL/min.

4.2.2 Caracterizacao do adjuvante

4.2.2.1 Celulose microcristalina (CMCr)

A caracterizagdo do adjuvante tecnologico foi realizada de acordo com testes
descritos em Farmacopéias e literatura especializada. As analises, quando

necessarias e nao diferentemente do especificado, foram realizadas em ftriplicata.

4.2.2.1.1 Identificagao por reagao de coloragao (USP 29, 2006)

A identificacao foi feita de acordo com o teste A. Foram dispersos, sobre vidro
de reldgio, 10 mg de CMCr em 2 mL de solugédo de cloreto de zinco iodetada. A

positividade da reagao é confirmada pelo desenvolvimento de coloragao azul-violeta.
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4.2.2.1.2 Pesquisa de substancias soluveis em agua (USP 29, 2006)

Foi preparada suspensdo aquosa misturando-se 5,0 g da CMCr a 80 mL de
agua com agitacdo por 10 min. Esta suspensdo foi filtrada através de funil de
Blchner a vacuo, transferida para pesa-filtros tarados e evaporada em banho-maria.
Posteriormente, foram secos a 105 °C, por 1 h e mantidos em dessecador até
resfriamento, a temperatura ambiente, para entdo serem pesados. A diferenca de
pesos ndo deve exceder 125 mg (0,25 %) em relagcdo ao pesa-filtro vazio

(compensacgao).

4.2.2.1.3 Determinacgao do pH (USP 29, 2006)

A CMCr foi dispersa em agua na concentragao 12,5 % (m/V). Apés, foi filtrada
através de funil de Blchner a vacuo e o pH foi determinado com auxilio de
potencidmetro digital calibrado previamente com solugdes tampdes de pH 4,0 e 7,0,
com compensacao de temperatura. O valor de pH deve encontrar-se na faixa de 5,0
ar’,.b.

4.2.2.1.4 Determinacao da perda por dessecacgao

O teor de umidade da CMCr foi determinado utilizando-se método
termogravimétrico, no qual a determinagao da agua ou umidade € baseada na perda
de peso da amostra pelo sistema de secagem por infravermelho, seguindo o
protocolo estabelecido por Carvalho (1997). Foram pesados exatamente 2,0 g da
amostra, transferidos para porta-amostras de aluminio e tratados nas seguintes
condigdes de secagem: sensibilidade de 120 s e temperatura de 105 ° C, com
intervalo de 10 min entre cada determinagao, tempo necessario para o resfriamento
da balanga. De acordo com a USP 29 (2006), o teor maximo de umidade aceito é de
7,0 %.
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4.2.2.1.5 Analise espectroscopica no infravermelho (POUCHERT, 1991; Ph. Eur.,
2002)

Os espectros de infravermelho da CMCr foram obtidos de acordo com o

método descrito no item 4.2.1.1.2.

4.2.1.1.6 Analise térmica por calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

As amostras da CMCr foram submetidas a DSC de acordo com o procedimento
descrito no item 4.2.1.1.3.

4.2.1.1.7 Analise térmica por termogravimetria (TGA)

As amostras da CMCr foram submetidas a TGA de acordo com o procedimento

descrito no item 4.2.1.1.4.

4.2.1.1.8 Analise por difratometria de raios-X

Para a caracterizacido da estrutura cristalina da CMCr, foi pesada uma massa
entre 500 e 1000 mg da amostra, a qual foi submetida a analise por difratometria de
raios-X. O resultado foi comparado com padrées fornecidos pela biblioteca do
préprio equipamento. As condigdes experimentais consideradas foram: fonte de
radiacdo de Cukq de 1,5409 A; filtro de Ni; velocidade angular de 2 8; step size de
0,05° 2 B; step time de 1,5 s; corrente de filamento de 25 mA,; voltagem e aceleragao
dos elétrons de 40 kV.

Para o calculo do indice de cristalinidade (Crl) da CMCr, foi empregada a
equacgao 1, adaptada de EL-SAKHAWY e HASSAN (2007):

I 20~26 I 20~18

Crl =220 2% 4100 (Eq. 1)

2026
onde,

l~26020 = intensidade do pico quando o &ngulo de incidéncia é =26 ° 20
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l~18020 = intensidade do pico quando o angulo de incidéncia é =18 ° 26.

4.2.3 Preparagao das misturas binarias

Com o objetivo de verificar possiveis interagdes dos flavondides com o
adjuvante selecionado, foram obtidas misturas binarias para serem analisadas em
triplicata por espectroscopia no infravermelho, calorimetria exploratéria diferencial e
termogravimetria, utilizando-se os flavonoides e o adjuvante, respectivamente, nas
proporgdes ponderais de 1:1 e 1:2 (KIBBE, 2000; HOEPFNER e col., 2002).

Para avaliar a reprodutibilidade das misturas binarias, foram preparadas trés
misturas equiponderais da QA com a CMCr nas condigdes descritas acima. Cada

mistura foi avaliada em ftriplicata e submetida a analise por DSC.

Foram preparadas misturas contendo o flavondide e a CMCr, misturadas
durante 5 min em capsula de porcelana por espatulacdo. O motivo da escolha deste
procedimento de mistura deveu-se ao fato de que as modificacbes dos sistemas
particulados durante o processo de ftrituragcdo poderiam exercer influéncia nas
caracteristicas fisico-quimicas de algumas substancias (SALEKI-GERHARDT e col.,
1994; MURA e col., 1998; LUNER e col., 2001; GIRON e col., 2004). Em seguida, as
misturas foram analisadas por DSC em ftriplicata e foram considerados para analise
os valores de tonset (°C) e de entalpia (kd/mol) relativos ao pico de fusdo da

quercetina.

Para facilitar o entendimento dos dados obtidos por DSC e TGA, algumas

definicbes se fazem necessarias:

Temperatura onset (Tonset) €m DSC : € a temperatura onde a transicdo comeca a

desviar-se da linha de base. O programa computacional disponivel para analisar os
eventos térmicos fornece a Tonset €xtrapolada, que € definida pela interse¢ao da
tangente ao ponto de maxima inclinagdo do pico com a linha de base extrapolada. A
endoterma de fusdo pode ser descrita e caracterizada pela Tonset (BROWN, 1988;
CLAS e col., 1999; HATAKEYAMA e QUINN, 1999; IONASHIRO e GIOLITO, 2005).

Tonset__em TGA: é a temperatura na qual as variagcbes acumuladas de massa

totalizam o valor em que a balangca é capaz de detectar a perda de massa
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(IONASHIRO e GIOLITO, 2005). Indica o0 momento de inflexdo da linha de base,

reconhecida como inicio da perda de massa.

Temperatura maxima (Tmsx): € a distdncia maxima da linha de base, temperatura

medida no apice do evento (pico), endotérmico ou exotérmico. Depende da
velocidade de aquecimento, tamanho de particula e da posicdo do termopar
(BROWN, 1988; CLAS e col., 1999).

Variacao de entalpia (AH): € a entalpia envolvida no evento térmico, dada pela area

do pico da curva de aquecimento, considerando a massa da amostra (BROWN,
1988).

Altura do pico: € a distancia, perpendicular em relagdo ao eixo dos tempos ou das

temperaturas, entre a linha de base interpolada e o ponto maximo do pico
(IONASHIRO e GIOLITO, 2005).

Largura do pico: é o intervalo de tempo ou de temperatura entre seus pontos de
saida e de retorno a linha de base (IONASHIRO e GIOLITO, 2005).

Ponto médio em TGA: é a temperatura em que a perda de massa envolvida se

encontra com velocidade maxima.

Nas curvas de aquecimento obtidas por DSC o sentido do evento endotérmico

esta apontado para baixo.

O programa computacional do equipamento fornece o valor da entalpia (AH)
com base na massa da amostra informada, n&o considerando a composigao
qualitativa da amostra, isto €, se composta por uma unica substancia ou mistura de
substancias. Em caso de nao existéncia de interagdo numa mistura o valor de AH de
cada transicao térmica € diretamente proporcional a sua concentragdo na amostra,
assim, estas condicbes devem ser consideradas. Para tanto, neste trabalho foram

empregados os seguintes conceitos:

Entalpia observada (AHqps): valor fornecido pelo programa computacional para cada

evento térmico, independente da composicdo qualitativa e/ou quantitativa da
amostra, seja de substancia unica (flav ou CMCr, respectivamente para o flavondide

ou celulose microcristalina) ou de mistura de substancias (m).
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Entalpia esperada (AHesp): valor calculado para cada evento térmico de uma mistura

de substéncias, considerando a AHqps Na substéancia unica (AHp) e o seu fator de

contribuigdo na composi¢cao da mistura (ci), conforme a equagdes 2 e 3.

100 AH
i = Eq. 2 AH =" Eq. 3
ci i(%)(q ) o = g (Eq. 3)

onde, i= concentracido ponderal percentual do componente na mistura.

Entalpia molar (AHme): valor calculado para o evento térmico considerando-se o

numero de mols na amostra (n). Foi calculado o valor de AHp referente a fusao dos
flavondides, tanto isolados (pi) (equagdes 4 e 6), quanto nas misturas (ci)
equiponderais (equacdes 7, 8 e 9) e na proporgao ponderal 1:2 (equagdes 7, 10 e
11). A contribuicdo da CMCr (equagbes 4 e 5) foi avaliada através da massa

molecular média, conforme a literatura (KIBBE, 2000).

A entalpia € uma propriedade extensiva, pois depende da extensdo do
sistema, ou seja, da quantidade de matéria considerada. Ja entalpia molar,
propriedade intensiva, ndo depende da extensdo do sistema (da massa ou do

volume do sistema) ou da substéncia a ser analisada (NETZ e ORTEGA, 2002).

Para os flavonoides isolados e para a CMCr:

AH

AH g0 = —2 (Eq. 4)
n

molpi

Para os flavonéides nas misturas (ci):

— AHobsci (Eq 7)
n +n,

AH

molci
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0,5

n = Eq. 8 n, = Eq. 9
VIVES (Eq. 8) > = MM (Eq.9)
n = 0,33 (Eq. 10) n, = 0,66 (Eq. 11)

Iv”\/lflav MMCMCr

onde,
0,5 = para misturas 1:1
0,33 e 0,66 = para misturas 1:2

MM = massa molecular média para o flavondide (flav) e para a CMCr.

Intensidade da variac&o: variacdo em relacdo a AHgpse a AHesp (€quagao 12).

AH

obs esp

V(%)= i x100  (Eq. 12)

esp

4.2.3.1 Analise espectroscopica no infravermelho (POUCHERT, 1991; Ph. Eur.,
2002)

Os espectros de infravermelho das misturas binarias foram obtidos de acordo
com o procedimento descrito no item 4.2.1.1.2.
4.2.3.2 Analise térmica por calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

As misturas binarias foram submetidas a DSC de acordo com o procedimento
descrito no item 4.2.1.1.3.
4.2.3.3 Analise térmica por termogravimetria (TGA)

As amostras das misturas binarias foram submetidas a TGA de acordo com o

procedimento descrito no item 4.2.1.1.4.
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4.2.4 Avaliagao da energia da banda | dos flavonéides (KAHRS, 1974)

Para o calculo do comportamento da energia do Ansx dos flavondides, relativa

a banda |, foi empregada a equacéao 13:

~28,6x1000
A

max

E (Eq. 13)

onde,
E= energia (kcal/mol)

Amax= comprimento de onda da absorgdo maxima do pico (nm)

4.2.5 Avaliagao estatistica (MONTGOMERY, 2001)

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através dos testes a seguir:

média aritmética, desvio padréo, limite de confianga e analise de variancia (ANOVA).

4.2.6 Modelagem molecular

Com o objetivo de investigar as possiveis interagcdes fisico-quimicas entre os
seis flavondides e a CMCr, foram construidos modelos bidimensionais para estas
estruturas, através do programa ChemBioDraw Ultra® versdo 11.0 (Cambridge Soft).
Estes modelos foram transformados em tridimensionais e cada estrutura teve a sua
energia minimizada separadamente, através do programa ChemBio3D Ultra® versao
11.0, utilizando métodos classicos newtonianos da mecanica molecular (verséo
MM2) para o célculo do campo de for¢a, conforme metodologia previamente descrita
por Da Silva e colaboradores (2004). Em seguida, a estrutura minimizada de cada
flavondide foi unida a estrutura minimizada da CMCr, estabelecendo seis
combinagdes flavondide-CMCr. Para cada uma destas seis combinagdes, foram
ainda propostas dez possibilidades de interagdo, alterando-se a localizagao do
flavondide frente a CMCr, totalizando sessenta interacbes. Em todas as

combinagdes, através da minimizacdo de energia dos sistemas formados, foi
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possivel calcular a energia de interagao de cada um destes sistemas, através das
equacgdes 14 (FELTRE e YOSHINAGA, 1974; DE SANT'ANNA e col., 1998) e 15
(adaptada da Eq. 14):

AH =H, -H, (Eq. 14)
onde,
AH = variagao de entalpia do sistema (kcal/mol)
H¢ = entalpia final do sistema (kcal/mol)

H; = entalpia inicial do sistema (kcal/mol)

Eint = Efsistema - (ECMCr + Eflav) (Eq 15)
onde,
Eint = energia de interacéo do sistema (kcal/mol)

Essistema = €nergia final do sistema minimizada, valor fornecido pelo programa MM2

para a interacao flavonoide-CMCr (kcal/mol)

Ecwmer = valor fornecido pelo programa MM2 para a energia minimizada da CMCr

(kcal/mol)

Eqnav = valor fornecido pelo programa MM2 para a energia minimizada do flavondide

(kcal/mol)






5 RESULTADOS E DISCUSSAO







47

5.1 Caracterizacao da celulose microcristalina (CMCr)

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na determinag¢ao de caracteristicas
da qualidade selecionadas para a CMCr.

Tabela 5. Resultados obtidos na determinacao de caracteristicas da qualidade
selecionadas para a celulose microcristalina (USP 29)

Testes Especificagao Resultado x*s (CV%)
Identificacéo Coloracao azul-violeta  Conforme especificagcéo
Substancias soluveis em agua <0,24 % 0,046%0,026 (55,77)
Determinacéo do pH entre 5,0-7,0 6,310,036 (0,57)
Perda por dessecacgao <7% 4,94+0,113 (2,29)

O espectro na regido do infravermelho (Figura 6), obtido para a CMCr,
mostrou-se sobreponivel aos obtidos em trabalhos anteriores (ARMIJO, 2003;
COSTA, 2005; LONGHINI, 2006), apresentando as seguintes bandas caracteristicas
(NAKANISHI e SOLOMON, 1977; RUCKER e col., 1998; SILVERSTEIN e col,,
1998):
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Figura 6. Espectro na regido do infravermelho da celulose microcristalina
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VimaxKBr/ cm -

~3360 Deformagdes axiais da ligagdo O-H para ligagdes de hidrogénio
intramoleculares

~2900 Deformacao axial da ligagao C-H

~1650 Carbonila/ligagdes de hidrogénio de aldoexoses

~1430-1370 Deformagdes angulares das ligagbes O-H de alcoois primarios e
secundarios

~1150-1000 Deformacdes axiais de C-O de alcoois primarios, de éter alifatico e
ciclico

~890 Deformacgao angular de C-H, sugere configuragao [3-agucar

As ligagcdes de hidrogénio, detectadas na regido de maior frequéncia no
infravermelho, podem ocorrer intra ou intermolecularmente. Estas ligagcdes sao de
especial importancia para as propriedades da CMCr (NYSTROM e KAREHILL,
1996). Pode-se considerar, hipoteticamente, sua disponibilidade para interagir com

grupamentos polares de outras moléculas, provocando interagdes fisicas.

A curva de aquecimento obtida por DSC da CMCr encontra-se demonstrada
na Figura 7 e seus parametros térmicos arrolados na Tabela 6. Na execugédo dos
calculos de entalpia molar, sempre que a CMCr esteve presente, foi considerada a
sua massa molecular média de 36.000, indicada pelo fabricante Blanver e por Kibbe

(2000), n&o considerando os possiveis desvios deste valor.

A larga endoterma com maximo em 58,52 °C esta relacionada a agua de
adsorcao do adjuvante, relatada em trabalhos anteriores (ARMIJO, 2003; COSTA,
2005; LONGHINI, 2006). O pico exotérmico posterior conota despolimerizacao da
celulose, com decomposi¢cado (FORD e TIMMINS, 1989; TIAN e col., 1999). Nao foi
possivel constatar qualquer evidéncia relacionada a temperatura de transicio vitrea
(Ty) deste polimero, o que também ocorreu nos trabalhos de Armijo (2003), Costa
(2005) e Longhini (2006).

Tabela 6. Parametros térmicos observados para a celulose microcristalina obtidos

por DSC
Amostra Eventos
Endotérmico Exotérmico
CMCF T onset T max AH T onset T max AH
(°C) (°C) (kJ/mol) (°C) °C (kJ/mol)

34,46 58,52 1414,08 361,03 368,53 4851,72
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Figura 7. Curva de aquecimento obtida por DSC para a celulose microcristalina
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Figura 8. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a

celulose microcristalina

A curva termogravimétrica para a CMCr, representada na Figura 8 e na

Tabela 7, em comparagdo com a curva de aquecimento por DSC, apresenta duas
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perdas de massa. A primeira possui ponto médio de 65 °C e 1,83 % de perda de
massa, correspondendo a agua de adsorgao. A segunda perda, com ponto médio de
344 °C, relaciona-se com a despolimerizacdo com decomposi¢cao desta substancia,
representando 78,90 % de perda de massa. A curva de TGA assemelha-se com as
obtidas por Tian e colaboradores (1999), Picker e Hoag (2002) e Drebushchak e
colaboradores (2006) e também com as obtidas neste grupo de pesquisa (COSTA,
2005; LONGHINI, 2006). A queda da linha na curva de TGA, a partir de 375 °C é

atribuida a decomposicao residual da CMCr.

Tabela 7. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a celulose
microcristalina (10,90 mg)

Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 38 65 1,83
2 310 344 78,90

A analise por difratometria de raios-X realizada para a CMCr foi comparada
com os dados de padrbes para a celulose contidos no programa computacional do
equipamento e da literatura em relagdo a celulose (considerada tipo )
(VANDERHART e ATALLA, 1984; WADA e col., 2004) e a CMCr (considerada tipo
II) (DREBUSHCHAK e col., 2006; EL-SAKHAWY e HASSAN, 2007; MAURIN e col.,
2007) (ver Tabela 3 e Figura 5). Na andlise dos difratogramas contidos nos artigos
citados anteriormente com o difratograma obtido para a CMCr neste estudo, nao
foram encontradas diferencas entre os dois tipos de celulose em relacdo ao formato
dos picos. E possivel que existam diferengas apenas em relacdo & intensidade
destes picos, uma vez que em nenhum destes artigos é apresentada a escala de
intensidade e também devido ao fato de que o programa computacional do
equipamento n&o conter o padrdo para a celulose do tipo II (CMCr). Outras
caracteristicas que reforgam a identificagdo como sendo a CMCr (tipo Il) estéo
relacionadas a auséncia da T4 pela DSC, ja relatada anteriormente, e ao calculo do

indice de cristalinidade (Crl), como sera visto a seguir.

A anadlise do difratograma obtido para a CMCr (Figura 9) demonstrou a
auséncia de alguns picos em comparagdo ao padrao de celulose tipo | e que a
mesma apresenta picos ndo muito definidos, ou seja, agrupados e de média
intensidade, os quais sao indicativos de uma média organizagao cristalografica

(ARMIJO, 2003). Esta interpretacao foi confirmada pelo calculo do Crl, o qual
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apresentou um valor de 66,50 % para a CMCr analisada e 19 % para o padréo de
celulose tipo |. Valores abaixo de 50 % indicam uma baixa cristalinidade (PUCEAT e
col., 2004), confirmando a identificagdo da CMCr analisada como sendo a celulose
do tipo Il. Este valor encontrado para a CMCr situa-se dentro da faixa de valores
encontrados por Schlieout e colaboradores (2002), onde foi avaliada a influéncia das
propriedades fisicas e mecanicas da CMCr PH 102 com diferentes graus de
polimerizagao sobre a compressibilidade, encontrando-se a faixa do Crl entre 65,66
% e 66,78 %. Outros resultados encontrados na literatura também foram préximos
ao calculado para a CMCr. Kleinebudde e colaboradores (2000) avaliaram a
influéncia do grau de polimerizacdo sobre o comportamento de oito diferentes tipos
de celulose e CMCr, durante a homogeneizagdo de mistura e consequente
extrusao/esferonizacao, obtendo uma faixa do Crl entre 67,1 % e 75,4 %. Em outro
estudo, realizado por EI-Sakhawy e Hassan (2007), os pesquisadores avaliaram as
propriedades fisicas e mecéanicas da CMCr preparada através de residuos agricolas
(palha de arroz, fibra de algodao e bagag¢o de cana-de-agucar) e obtiveram um valor
de Crl na faixa de 75 a 78 %.
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Figura 9. Difratograma obtido por difratometria de raios-X para a celulose
microcristalina e referéncia de celulose microcristalina ( )
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5.2 Avaliagao da reprodutibilidade das misturas binarias

A curva de aquecimento obtida para as misturas equiponderais da quercetina
(QA) com a CMCr esta ilustrada na Figura 10. A avaliagdo da reprodutibilidade dos

resultados encontra-se nas Tabelas 8 e 9.

A anadlise dos resultados através do teste de ANOVA, juntamente com os
valores da média e do desvio padrao relativo (DPR), para os valores da tonset € da
entalpia molar (AH) dos picos de fusdo da QA ndo constatou diferengas significativas
em nivel de 5 %, indicando que nao houve alteragbes para as caracteristicas
determinadas dentro de cada mistura e entre as misturas, confirmando, assim, a

reprodutibilidade destas misturas fisicas equiponderais.
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Figura 10. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para as misturas fisicas
equiponderais de celulose microcristalina e quercetina

Tabela 8. Avaliagdo da reprodutibilidade da mistura binaria 1:1 através do teste de
ANOVA da tonset (°C) dos picos de fusao da quercetina

Fonte da variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre misturas 0,6174 2 0,3087 0,667941 0,547138 5,143253
Dentro das misturas 2,773 6 0,462167
Total 3,3904 8

Média dos valores 309,10
DPR (%) 0,002
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Tabela 9. Avaliacédo da reprodutibilidade da mistura binaria 1:1 através do teste de
ANOVA da entalpia molar dos picos de fusdo da quercetina

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre misturas 334,3891 2 167,1945 4,488228 0,064302 5,143253
Dentro das misturas 223,5107 6 37,25179

Total 557,8998 8

Média dos valores 55,54

DPR (%) 0,150

5.3 Caracterizagdo dos flavonoéides e avaliagdo do comportamento térmico das
misturas binarias

Para a caracterizagdo dos flavondides foram realizadas analises
espectrofotométricas na regido do ultravioleta e do visivel, conforme sistematica
preconizada por Mabry e col., (1970) e Markan e Mabry, (1975), e na regido do

infravermelho.

Tabela 10. Disposicdo, nos anexos, das figuras e tabelas correspondentes aos
maximos de absorgédo dos espectros na regido do ultravioleta e visivel e
aos desvios dos comprimentos de onda maximos dos flavondides

estudados
Flavondéide Figura Tabela
Canferol A1 A1
Fisetina A2 A2
Luteolina A3 A3
Miricetina A4 A4
Morina A5 A5
Quercetina amostra A6 A6 e A7
Quercetina referéncia A7 A6 e A7

Os maximos de absorgdo dos espectros na regido do ultravioleta e do visivel
obtidos para as solugdes dos flavondides em metanol, complexados com AICIl; e
apos hidrélise com HCI apresentaram-se de acordo com a literatura (MABRY e col.,
1970; MARKAN e MABRY, 1975). As figuras e as tabelas correspondentes contendo
os dados derivados dos desvios dos comprimentos de onda maximos encontram-se

nos anexos deste trabalho, conforme indicado na Tabela 10.



54

5.3.1 Celulose microcristalina e canferol

O espectro na regido do infravermelho para o canferol (Figura 11 e Tabela
A9) apresentou as bandas caracteristicas deste flavonol (GOTTLIEB, 1975;
NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e col., 1998).
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Figura 11. Espectro na regiao do infravermelho para o canferol

A curva de aquecimento obtida por DSC para o canferol (Ca), bem como para
a celulose microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias Ca:CMCr 1:1 e 1:2
encontram-se demonstradas na Figura 12 e seus parametros térmicos arrolados na
Tabela 12. Os resultados encontrados para as Tonset € AHops relativas a agua de
cristalizacdo e pico de fusdo do canferol e seus intervalos de confianca estdo
apresentados nas Tabelas A15 e A16).

A curva de aquecimento obtida por DSC para o canferol (Figura 12) apresenta
trés eventos endotérmicos cujos parametros térmicos estdo representados na
Tabela 12. O primeiro evento endotérmico esta relacionado com a perda da agua de
cristalizacao do canferol.
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Figura 12. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para o canferol (Ca) e a celulose
microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias (MB) nas
proporcgdes ponderais 1:1 e 1:2

O segundo evento endotérmico relaciona-se com a fusdo do canferol, porém
a Tonset €ncontra-se deslocada 5 °C acima da faixa de fusao citada na literatura, que
€ de 276 a 280 °C (BUDAVARI, 1996).

O terceiro evento endotérmico indica a decomposicdo do canferol
(BUDAVARI, 1996). Apés a decomposigao, a linha de base progride no sentido

exotérmico.

A curva termogravimétrica para o canferol, representada na Figura 13 e na
Tabela 11, em comparagdo com a curva de aquecimento por DSC, apresenta duas
perdas de massa. A primeira possui ponto médio 128 °C e 6,01 % de perda de
massa, correspondendo a agua de cristalizagdo, visto que uma molécula de agua
ligada representa aproximadamente 6,3 % da massa molecular do canferol. A
segunda perda, com ponto médio 346 °C, corresponde ao inicio da fusao, indicando
a decomposicao e colapso estrutural da substancia, representando 42,05 % de
perda de massa. A queda da linha na curva de TGA, a partir de 380 °C ¢ atribuida a

decomposicéao residual do canferol.
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Figura 13. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para o
canferol

Tabela 11. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para o canferol (8,32

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 118 128 6,01
2 302 346 42,05

Com o objetivo de avaliar a existéncia de interagbes entre o canferol e a
CMCr, foram examinadas as suas misturas binarias, nas propor¢gdes ponderais de
1:1 e 1:2 (m/m), respectivamente. Seus parametros térmicos estdo representados na
Tabela 12. Os resultados encontrados para as Tonset € AHops relativos a agua de
cristalizacdo e ao pico de fusdo do canferol nas misturas binarias 1:1 e 1:2 e seus

intervalos de confianca estao apresentados nas Tabelas A15 e A16).

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:1 (Figura 12),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico. O primeiro evento
endotérmico esta relacionado com a perda da agua de adsor¢gédo da CMCr. A AHgps
para este evento foi de 10,73 kd/mol, representando uma diminui¢cdo de apenas 4,53

% em relagéo a AHesp.
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O segundo evento endotérmico esta relacionado com a perda da agua de
cristalizagao do canferol. A AHq,s para este evento seria de 37,70 kJ/mol, valor muito

proximo ao da AHesy.

O terceiro evento endotérmico relaciona-se com a fusdo do canferol. A AHgps
para este evento foi de 30,42 kd/mol, um valor 24,64 % abaixo do esperado. Este
pico possui forma e intensidade modificadas. O valor da Tonset €Sta diminuido em 7
°C e este deslocamento poderia ser atribuido ao efeito de diluicdo da substéncia na
mistura, porém, aliado a outras caracteristicas, sugere indicios de interagdo de

natureza fisica com a CMCr.

O pico endotérmico de decomposi¢cao do canferol esta ausente na mistura
1:1, apresentando outro indicio de interagdes fisico-quimicas (FORD e TIMMINS,
1989; BOTHA e LOTTER, 1990).

O quarto evento, exotérmico, corresponde a despolimerizagdo com
decomposicdo da CMCr (FORD e TIMMINS, 1989; TIAN e col., 1999).
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Figura 14. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria equiponderal entre o canferol e a celulose microcristalina
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Os dados de termogravimetria para a MB 1:1 estao representados na Figura
14 e na Tabela 13. Observam-se trés perdas de massa, assemelhando-se a curva
de TGA do canferol (Figura 13). A primeira perda possui ponto médio 68 °C e 1,04 %
de perda de massa, correspondendo a agua de adsorgdo da CMCr. A segunda
perda possui ponto médio 128 °C e 3,55 % de perda de massa, relacionada a agua
de cristalizagcado do canferol. A terceira perda possui ponto médio 335 °C e 50,17 %
de perda de massa, correspondendo ao pico de fusdo do canferol, o qual funde com
decomposicdo, sobrepondo-se a faixa de temperatura na qual a CMCr
despolimeriza-se. Assim, esta perda de massa é devida a decomposi¢cdao do
flavondide e a despolimerizacdo da CMCr, apresentando uma queda da linha na
curva de TGA a partir de 370 °C.

Tabela 13. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a mistura de
canferol e celulose microcristalina na propor¢cao ponderal de 1:1 (9,57

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 38 68 1,04
2 115 128 3,55
3 293 335 50,17

O espectro de infravermelho da mistura 1:1 esta demonstrado na Figura 15.
Semelhante a DSC, este espectro também possui a forma e a intensidade de
algumas bandas modificadas como na regido de 3400 cm™ ( v deformacdes axiais
da ligacao O-H para ligagdes de hidrogénio intramoleculares) do canferol com a
forma modificada, sobrepondo a banda em 3360 cm™ (v deformacdes axiais da
ligacdo O-H para ligagdes de hidrogénio intramoleculares) da CMCr. A banda em
2900 cm™ (deformagdo axial da ligagdo C-H) da CMCr diminuiu a forma e a
intensidade e a banda em 1650 cm™ (v carbonila/ligacdes de hidrogénio de
aldoexoses) da CMCr desapareceu, podendo estar deslocada para uma menor
frequéncia e sobreposta as demais bandas do canferol, compreendidas entre 1700 e
1260 cm™ (v carbonila deslocada por formagdo de ligacdes de hidrogénio
intramoleculares e deformacdes axiais de C-O e O-H fendlicas). Estes resultados

concordam com os resultados obtidos por DSC através da entalpia de fuséo.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:2 (Figura 12),

apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico, semelhante a mistura 1:1,
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variando pouco seus valores de Tonset, Tmax € AHops €m relagdo a mistura
equiponderal. Os valores de AHg,s referentes a agua de adsor¢do e ao pico de
despolimerizacdo da CMCr mostraram-se maiores em relacdo a mistura 1:1, devido
a interagao entre o flavondide e a CMCr. Os valores de Tonset, Tmax € AHops para o
pico de fusdo do canferol na mistura 1:2 mantiveram-se praticamente os mesmos

em relagdo a mistura 1:1, mas variando 36,70 % em relagcdo a AHesp.
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Figura 15. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria equiponderal entre
o canferol e a celulose microcristalina

Tabela 14. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a mistura de
canferol e celulose microcristalina na propor¢ao ponderal de 1:2 (9,46 mgz

Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 38 55 1,58
2 118 128 3,38
3 292 332 59,20

Os dados de termogravimetria para a MB 1:2 estdo representados na Figura
16 e na Tabela 14. Observam-se, novamente, trés perdas de massa, assemelhando-
se a curva de TGA da MB 1:1 (Figura 14). A primeira perda possui ponto médio 55
°C e 1,58 % de perda de massa, correspondendo a agua de adsorgédo da CMCr. A
segunda perda possui ponto médio 128 °C e 3,38 % de perda de massa,
correspondendo a agua de cristalizagdo do canferol. A terceira perda possui ponto

médio 332 °C e 59,20 % de perda de massa, correspondendo ao pico de fusdo do
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canferol, o qual funde com decomposi¢ao, sobrepondo-se a faixa de temperatura na
qual a CMCr despolimeriza-se. Os valores encontrados para as perdas de massa
referentes a agua de adsorcéo e despolimerizagao da CMCr foram maiores devido a
uma maior proporcao de massa da CMCr na MB 1:2. Esta perda de massa é devida
a decomposicao do flavonodide e a despolimerizacao da CMCr, apresentando uma
queda da linha na curva de TGA a partir de 370 °C.

As mesmas modificagbes observadas no espectro na regido de infravermelho
para a mistura 1:1 foram encontradas para a mistura 1:2 (Figura 17), mas com

menor intensidade.
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Figura 16. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria na proporg¢ao ponderal de 1:2 entre o canferol e a celulose
microcristalina
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Figura 17. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria de canferol e
celulose microcristalina na proporg¢ao ponderal 1:2

5.3.2 Celulose microcristalina e fisetina

O espectro na regidao do infravermelho para a fisetina (Figura 18 e Tabela
A10) apresentou as bandas caracteristicas deste flavonol (GOTTLIEB, 1975;
NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e col., 1998).

As curvas de aquecimento obtidas por DSC para a fisetina (Fi), bem como
para a celulose microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias Fi:CMCr 1:1 e
1:2 encontram-se demonstradas na Figura 19 e seus parametros térmicos arrolados
na Tabela 16.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a fisetina (Figura 19) apresenta
dois eventos endotérmicos e um exotérmico e seus parametros térmicos estao
representados na Tabela 16. O primeiro evento endotérmico esta relacionado com a

perda da agua de cristalizagao da fisetina.
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Figura 19. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para a fisetina (Fi) e a celulose

microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias (MB) nas
proporcdes ponderais de 1:1 e 1:2
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O segundo evento endotérmico relaciona-se com a fusado da fisetina, porém a
Tonset €ncontra-se deslocada em, aproximadamente, 19 °C acima do ponto de fus&o
citado na literatura, que € de 330 °C (BUDAVARI, 1996).

O terceiro evento, exotérmico, indica a decomposicdo da fisetina, uma vez
que a sua fusdo é acompanhada de decomposicdo (BUDAVARI, 1996). Apds a
decomposicéo, a linha de base progride no sentido exotérmico.

A curva termogravimétrica para a fisetina, representada na Figura 20 e na
Tabela 15, em comparagdao com a curva de aquecimento por DSC, apresenta duas
perdas de massa. A primeira possui ponto médio 117 °C e 3,81 % de perda de
massa, correspondendo a agua de cristalizagdo. A segunda perda, com ponto médio
351 °C, corresponde ao inicio da fusdo, indicando a decomposicdo e colapso
estrutural da substancia, representando 31,94 % de perda de massa. A queda da

linha na curva de TGA, a partir de 370 °C é atribuida a decomposicao residual da

fisetina.
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Figura 20. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para
a fisetina
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Tabela 15. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a fisetina (4,73

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 110 117 3,81
2 332 351 31,94

Com o objetivo de avaliar a existéncia de interagdes entre a fisetina e a CMCr,
foram avaliadas as suas misturas binarias, nas propor¢gdes ponderais de 1:1 e 1:2

(m/m). Seus parametros térmicos estao representados na Tabela 16.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:1 (Figura 19),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico. O primeiro evento
endotérmico esta relacionado com a perda da agua de adsor¢cédo da CMCr. A AHgps
para este evento foi de 2,45 kJ/mol, apresentando uma diminuicdo de
aproximadamente 78,23 % em relacdo a AHesp. Este valor da AHq,s muito abaixo do
esperado pode ser atribuido ao fato de que provavelmente a agua presente na
CMCr tenha se liberado da estrutura do polimero e esteja envolvida na reacéo de

interac&do entre a CMCr e a fisetina.

O segundo evento endotérmico esta relacionado com a perda da agua de
cristalizacao da fisetina. A AHqps para este evento foi de 9,28 kd/mol, apresentando
um aumento de aproximadamente 57,21 % em relagdo a AHesp. Novamente, este
valor da AHqps acima do esperado pode ser atribuido ao fato de que provavelmente a
agua de adsorcédo presente na CMCr tenha migrado para a estrutura da fisetina,
aumentando o seu percentual da AHq.s em relagdo a agua de cristalizagdo e

contribuindo para a interagao entre as duas substancias.
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O terceiro evento endotérmico relaciona-se com a fusdo da fisetina. A AHesp
calculada para este evento era de 38,01 kd/mol, valor 29,69 % acima do observado.
Este pico possui a sua forma e intensidade modificadas. O valor da Tonset €Sta
diminuido em, aproximadamente, 19 °C e este deslocamento também pode ser
atribuido, como no caso do canferol, ao efeito de diluicdo da substancia na mistura
e, aliado a outras caracteristicas, sugerem indicios de interagdo de natureza fisica
com a CMCr.

O quarto evento, exotérmico, corresponde a unido dos picos de

decomposicao da fisetina e de despolimerizacido da CMCr.

Os dados de termogravimetria para a MB 1:1 estdo representados na Figura
21 e na Tabela 17. Observam-se 3 perdas de massa, assemelhando-se a curva de
TGA da fisetina (Figura 20). A primeira perda possui ponto médio 60 °C e 0,53 % de
perda de massa, correspondendo a agua de adsor¢cdo da CMCr. A segunda perda
possui ponto médio 115 °C e 2,32 % de perda de massa, podendo ser relacionada a
agua de cristalizagdo da fisetina. A terceira perda possui ponto médio 332 °C e
46,52 % de perda de massa, correspondendo ao pico de fusdo da fisetina, a qual
funde com decomposicao, sobrepondo-se a faixa de temperatura na qual a CMCr
despolimeriza-se. Esta perda de massa é devida a decomposicédo do flavondide e a
despolimerizacdo da CMCr, apresentando uma queda da linha na curva de TGA a
partir de 360 °C.

Tabela 17. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a mistura de
fisetina e celulose microcristalina na proporgéo ponderal de 1:1 (5,61

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 37 60 0,53
2 104 115 2,32

3 306 332 46,52
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Figura 21. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria equiponderal entre a fisetina e a celulose microcristalina
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O espectro de infravermelho da mistura 1:1 esta demonstrado na Figura 22.
Este espectro demonstra que as bandas da fisetina sofreram uma leve modificagao,
mas com a intensidade de algumas bandas diminuida como em 3400 cm™ (v
deformacgdes axiais da ligagdo O-H para ligagdes de hidrogénio intramoleculares),
em 3450-3350 cm™ (v presenca da O-H ligada ao Cs), em 3350-3250 cm™ (v
presenca da O-H ligada ao Cs), em 1600 e 1200 cm™ (fenila), em 1600 cm™ (v
carbonila deslocada por formagéo de ligagées de hidrogénio intramoleculares), em
1260 e 1000 cm™ (v deformagdes axiais de C-O e O-H fendlicas), em 1150-1085 cm’
' (v deformagdes axiais assimétricas de C-O-C) e em 770-760 cm™ (v deformacéo
angular fora do plano de C-H aromatico di-o- substituido). Estes resultados, como
ocorrido para o canferol, concordam com os resultados obtidos por DSC através da

entalpia de fusao.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:2 (Figura 19),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico, semelhante a mistura 1:1,
porém variando seus valores de Tonset, Tmax € AHoeps €m relacdo a mistura
equiponderal. O valor de AHgs referente ao pico de despolimerizagdo da CMCr
mostrou-se maior em relagdo a mistura 1:1, devida a interacao entre o flavondide e a
CMCr. Os valores de Tonset, € Tmax para o pico de fusdo da fisetina na mistura 1:2
mantiveram-se muito préximos aos da mistura 1:1, mas apresentando uma variagcao
82,49 % da AHeps em relagdo a AHesp. Semelhante ao ocorrido com o canferol,

houve indicios de interagdes e a mistura 1:2 comportou-se semelhante a mistura 1:1.

Os dados de termogravimetria para a MB 1:2 estdo representados na Figura
23 e na Tabela 18. Observam-se, novamente, 3 perdas de massa, assemelhando-se
a curva de TGA da MB 1:1 (Figura 21). A primeira perda possui ponto médio 64 °C e
1,14 % de perda de massa, correspondendo a agua de adsor¢gdo da CMCr. A
segunda perda possui ponto meédio 114 °C e 1,78 % de perda de massa,
correspondendo a agua de cristalizagao da fisetina. A terceira perda possui ponto
médio 331 °C e 57,36 % de perda de massa, correspondendo ao pico de fusdo da
fisetina, a qual funde com decomposig¢ao, sobrepondo-se a faixa de temperatura na
qual a CMCr despolimeriza-se. Os valores encontrados para as perdas de massa
referentes a agua de adsorcéo e despolimerizagao da CMCr foram maiores devido a

uma maior proporcao de massa da CMCr na MB 1:2. Esta perda de massa é devida
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a decomposicao do flavondide e a despolimerizacdo da CMCr, apresentando uma

queda da linha na curva de TGA a partir de 385 °C.
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Figura 23. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria na propor¢cdo ponderal de 1:2 entre a fisetina e a
celulose microcristalina

Tabela 18. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a mistura de
fisetina e celulose microcristalina na propor¢céo ponderal de 1:2 (7,04

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 43 64 1,14
2 110 114 1,78
3 298 331 57,36

As mesmas modificagbes observadas no espectro na regido de infravermelho
para a mistura 1:1 foram encontradas para a mistura 1:2 (Figura 24), mas com

menor intensidade.
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Figura 24. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria entre a fisetina e a
celulose microcristalina na proporg¢ao ponderal 1:2

5.3.3 Celulose microcristalina e luteolina

O espectro na regiao do infravermelho para a luteolina (Figura 25 e Tabela
A11) apresentou as bandas caracteristicas desta flavona (GOTTLIEB, 1975;
NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e col., 1998; LEE e col., 2003).

A curva de aquecimento obtida por DSC para a luteolina (Lu), bem como para
a celulose microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias Lu:CMCr 1:1 e 1:2
encontram-se demonstradas na Figura 26 e seus parametros térmicos arrolados na
Tabela 19.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a luteolina (Figura 26)
apresenta dois eventos endotérmicos, um exotérmico e seus parametros térmicos
estdo representados na Tabela 19. O primeiro evento endotérmico esta relacionado

com a perda da agua de cristalizagéo da luteolina.
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Figura 26. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para a luteolina (Lu) e a celulose
microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias nas proporc¢oes
ponderais 1:1 e 1:2
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O segundo evento endotérmico relaciona-se com a fusdao da luteolina,
apresentando uma Tonset deslocada, aproximadamente, em 3 °C acima da faixa de
fusdo citada na literatura, que é de 228 a 230 °C (BUDAVARI, 1996).

O terceiro evento, exotérmico, aponta para a decomposicao da luteolina, uma

vez que a sua fusao € acompanhada de decomposi¢ao (BUDAVARI, 1996).

A curva termogravimétrica para a luteolina, representada na Figura 27 e na
Tabela 20, em comparagdo com a curva de aquecimento por DSC, apresenta duas
perdas de massa. A primeira possui ponto médio 72 °C e 3,76 % de perda de
massa, correspondendo a agua de cristalizagdo. A segunda perda, com ponto médio
364 °C, corresponde ao inicio da fusdo, indicando a decomposicdo e colapso
estrutural da substancia, representando 27,54 % de perda de massa. A queda da
linha na curva de TGA, a partir de 400 °C é atribuida a decomposicao residual da

luteolina.
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Figura 27. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica da
luteolina
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Tabela 20. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a luteolina

(8,83 mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 60 72 3,76
2 328 364 27,54

Com o objetivo de avaliar a existéncia de interacdes entre a luteolina e a
CMCr, foram examinadas as suas misturas binarias, nas propor¢cdes ponderais de

1:1 e 1:2 (m/m). Seus parametros térmicos estao representados na Tabela 19.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:1 (Figura 26),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico. O primeiro evento
endotérmico esta relacionado com a perda da agua de adsor¢gédo da CMCr. A AHgps
para este evento foi de 2,81 kd/mol, 74,99 % inferior & AHesp. Esta diferenga do valor
da AHqps pode ser atribuido ao fato de que, assim como ocorrido com a fisetina,
provavelmente a agua presente na CMCr tenha se liberado da estrutura do polimero

e esteja envolvida na reagao de interagao entre a CMCr e a luteolina.

O segundo evento endotérmico esta conectado a perda da agua de
cristalizagao da luteolina. A AHqps para este evento foi de 8,09 kJ/mol, apresentando
um aumento de 14,76 % em relagdo a AHesp. Novamente, esta elevag&o do valor da
AHqps pode ser devido ao fato de que provavelmente a agua de adsorgao presente
na CMCr tenha migrado para a estrutura da luteolina, como citado anteriormente,
aumentando o seu percentual da AHq,s em relagdo a agua de cristalizagdo presente

na luteolina e contribuindo para a interacédo entre as duas substancias.

O terceiro evento endotérmico relaciona-se com a fusdo da luteolina. A AHgps
para este evento era de 31,66 kd/mol, valor 25,54 % abaixo do esperado. Este pico
apresenta forma e intensidade modificadas. O valor da Tonset €sta diminuido em,
aproximadamente, 17 °C e este deslocamento também pode ser atribuido, como no
caso da fisetina, ao efeito de diluicdo da substancia na mistura e, aliado a outras

caracteristicas, sugerem indicios de interagao de natureza fisica com a CMCr.

O quarto evento, exotérmico, corresponde a sobreposicdo dos picos de

decomposicao da luteolina e de despolimerizagao da CMCr.
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Os dados de termogravimetria para a MB 1:1 estao representados na Figura
28 e na Tabela 21, onde se observam trés eventos de perdas de massa. A primeira
perda possui ponto médio em 70 °C e 0,63 % de perda de massa, correspondendo a
agua de adsorg¢ao da CMCr. A segunda perda possui ponto médio em 105 °C e 1,98
% de perda de massa, correspondendo liberagcdo da agua de cristalizagédo da
luteolina. A terceira perda possui ponto médio 324 °C e 40,59 % de perda de massa,
relacionada ao pico de fusdo da luteolina, a qual funde com decomposicao,
sobrepondo-se a faixa de temperatura na qual a CMCr despolimeriza. Pode-se
imputar esta perda de massa a decomposicdo do flavondide e a despolimerizagao
da CMCr, apresentando uma queda da linha na curva de TGA a partir de 380 °C.
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Figura 28. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para
a mistura binaria equiponderal entre a Iluteolina e a celulose
microcristalina

Tabela 21. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a mistura de
luteolina e celulose microcristalina na proporgéo ponderal de 1:1 (5,05

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 58 70 0,63
2 98 105 1,98

3 289 324 40,59
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O espectro de infravermelho da mistura 1:1 esta ilustrado na Figura 29. Como
observado anteriormente para a fisetina, este espectro indica que as bandas da
luteolina sofreram uma leve modificagdo, mas com a intensidade de algumas
diminuida como em 3400 cm™ (v deformagdes axiais da ligagdo O-H para ligagbes
de hidrogénio intramoleculares), em 3000-2500cm™ (v presenca da O-H ligada ao
Cs), em 3350-3250 cm™ (v presenca da O-H ligada ao Cs), em 1700 cm™ (v
carbonila deslocada por formacéo de ligagdes de hidrogénio intramoleculares), em
1625 e 1200 cm™ (v fenila), em 1260 e 1050 cm™ (v deformagdes axiais de C-O e O-
H fendlicas), em 1150-1085 cm™ (v deformacdes axiais assimétricas de C-O-C) e em
770 cm™ (v deformac&o angular fora do plano de C-H aromatico di-o- substituido).
Estes resultados, como ocorrido para a fisetina, também concordam com os

resultados obtidos por DSC através da entalpia de fusao.
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Figura 29. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria equiponderal entre
a luteolina e a celulose microcristalina

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:2 (Figura 26),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico, semelhante a mistura 1:1,

porém variando seus valores de Tonset, Tmax € AHops €m relagdo aquela. O valor de
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AHps referente ao pico de despolimerizagcdo da CMCr mostrou-se maior em relagao
a mistura 1:1, devida a interacao entre o flavondide e a CMCr. Os valores de Tonset, €
Tmax para o pico de fusdo da luteolina na mistura 1:2 mantiveram-se muito proximos
aos da mistura equiponderal, mas apresentando uma variagao 80,36 % da AHq,s em
relagéo a AHes, da substancia isolada. Estas alteragdes sugerem a possibilidade de

interacdes e, novamente, a mistura 1:2 comportou-se semelhante a mistura 1:1.
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Figura 30. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria na propor¢cao ponderal de 1:2 entre a luteolina e a
celulose microcristalina

Tabela 22. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a mistura de
luteolina e celulose microcristalina na proporgéo ponderal de 1:2 (9,46
mg)

Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)

1 65 75 0,73

2 - - -

3 289 325 49,27
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Os dados de termogravimetria para a MB 1:2 estao representados na Figura
30 e na Tabela 22. Observam-se, novamente, trés perdas de massa, assemelhando-
se a curva de TGA da MB 1:1 (Figura 28). A primeira perda possui ponto médio 75
°C e 0,73 % de perda de massa, correspondendo a agua de adsor¢gédo da CMCr. A
segunda perda de massa € irrisoria, ndo podendo ser calculada, devido ao fato de a
luteolina estar em menor propor¢do nesta MB, pois, computando-se este fato,
relaciona-se a agua de cristalizacdo da luteolina isolada. O terceiro evento
termogravimétrico apresentou ponto médio em 325 °C com 49,27 % de perda de
massa, correspondendo ao pico de fusido da luteolina. Os valores encontrados para
as perdas de massa referentes a agua de adsorgao e a despolimerizagao da CMCr
foram maiores devido a uma maior propor¢cdo de massa da CMCr na MB 1:2.
Considerando-se esta variavel, esta perda de massa é devida a decomposicdo do
flavondide e a despolimerizacdo da CMCr, apresentando uma queda da linha na
curva de TGA a partir de 385 °C.
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Figura 31. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria luteolina e
celulose microcristalina na propor¢ao ponderal 1:2
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As mesmas modificagdes observadas no espectro na regiao de infravermelho
para a mistura 1:1 foram encontradas para a mistura 1:2 (Figura 31), mas com
menor intensidade, com excecdo do aparecimento de uma banda em
aproximadamente 2375 cm”, presente também no espectro da CMCr,
provavelmente devido ao fato de a CMCr estar em maior quantidade ponderal na

propor¢cao da mistura.

5.3.4 Celulose microcristalina e miricetina

O espectro na regido do infravermelho para a miricetina (Figura 32 e Tabela
A12) apresentou as bandas caracteristicas deste flavonol (GOTTLIEB, 1975;
NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e col., 1998).

As curvas de aquecimento obtidas por DSC para a miricetina, bem como para
a celulose microcristalina e para suas misturas binarias encontram-se demonstradas
na Figura 33 e seus parametros térmicos arrolados na Tabela 23.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a miricetina apresenta trés
eventos endotérmicos e um exotérmico. O primeiro evento endotérmico esta

relacionado com a perda da agua de cristalizagdo da miricetina.

O segundo evento endotérmico, por apresentar os valores de Tonset € @ Tmax
relativamente proximos aos das Tonset € Tmax de fusdo da miricetina (AT= -40 °C) e
pela reduzida intensidade da AHqws deste pico, poderia indicar a possivel ocorréncia
de polimorfismo, semelhante aos resultados encontrados por Borghetti e
colaboradores (2006) que, ao avaliarem diferentes amostras de quercetina,
observaram a presenca de dois picos endotérmicos préximos ao pico de fusdo da
quercetina. Ja os resultados de TGA nao mostraram perda de massa na mesma
regidao de temperatura deste evento endotérmico, o que também pode sugerir
indicios de polimorfismo, uma vez que nem todos os eventos térmicos acontecem
com perda de massa, entre eles a fusao e a cristalizagado, as quais geralmente estéo
envolvidas na ocorréncia de polimorfismo (HATAKEYAMA e QUINN, 1999; FIESE e
HAGEN, 2001).
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Figura 32. Espectro na regiao do infravermelho da miricetina
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Figura 33. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para a miricetina (Mi) e a

celulose microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias (MB) nas
proporcdes ponderais 1:1 e 1:2
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O terceiro evento endotérmico relaciona-se com a fusao da miricetina, porém
a Tonset @apresentou um deslocamento de 13 °C acima do ponto de fusdo citado na
literatura, que é de 357 °C (BUDAVARI, 1996), podendo ser explicado pelo fato de
que perdas de agua de cristalizagdo geralmente sdo acompanhadas de uma
reacomodacgao da estrutura cristalina, podendo ocasionar um deslocamento na Tonset
de fusdo da substédncia (DODD e TONGUE, 1987; BROWN, 1988; FORD e
TIMMINS, 1989; HAINES, 1995; HATAKEYAMA e QUINN, 1999) ou ainda este

deslocamento estar relacionado a ocorréncia de polimorfismo.

O quarto evento, exotérmico, provavelmente seja devido a decomposigcdo da
miricetina, uma vez que os resultados de TGA demonstraram intensa perda de

massa na mesma temperatura relativa ao ponto de fusdo da mesma.

Tabela 24. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a miricetina

(10,94 mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 88 105 4,57
2 365 376 31,99

A curva termogravimétrica para a miricetina, representada na Figura 34 e na
Tabela 24, em comparagdo com a curva de aquecimento por DSC, apresenta duas
perdas de massa. A primeira possui ponto médio em 105 °C, com 4,57 % de perda
de massa, correspondendo a agua de cristalizagdo. A segunda perda, com ponto
médio de 376 °C, corresponde ao inicio da fusdao da substancia, indicando a
decomposicao e colapso estrutural da substancia, representando 31,99 % de perda
de massa. A queda da linha na curva de TGA, a partir de 380 °C é atribuida a
decomposicao residual da miricetina.
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Figura 34. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
miricetina

Com o objetivo de avaliar a existéncia de interacbes entre a miricetina e a
CMCr, foram avaliadas as suas misturas binarias, nas proporcées ponderais de 1:1

e 1:2 (m/m). Seus parametros térmicos estao representados na Tabela 23.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:1 (Figura 33),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico. O primeiro evento
endotérmico esta relacionado com a perda da agua de adsor¢gao da CMCr. A AHgps.

para este evento foi praticamente igual & AHesp (12,50 kd/mol).

O segundo evento endotérmico indica a perda da agua de cristalizagao da
miricetina. A AHq,s para este evento apresentou um valor proximo ao da AHegp
(12,39 kd/mol). As pequenas diferengas nas entalpias podem ser atribuidas as

variagdes inerentes a técnica (LONGHINI, 2006).

O terceiro evento endotérmico indica a possivel ocorréncia de polimorfismo do
flavondide, como discutido anteriormente, apresentando um valor de AHgps préximo

ao do pico observado na substancia isolada.
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O pico endotérmico referente a fusdo da miricetina esta ausente na mistura
1:1 . Segundo Ford e Timmins (1989) e Botha e Lotter (1990), o surgimento e/ou
desaparecimento de picos de alguns dos componentes da mistura poderiam ser
indicativo de interacbes, neste caso, de natureza fisica, provavelmente causadas

pela formacgao de ligagcbdes de hidrogénio entre a miricetina e a CMCr.

O quarto evento, exotérmico, provavelmente seja devido a degradacéo da
miricetina, uma vez que a sua fusdo é acompanhada de decomposi¢cao (BUDAVARI,
1996). A interpretacéo deste fendmeno é prejudicada ja que ocorre juntamente com
a despolimerizagdo com decomposi¢cdo da CMCr (FORD e TIMMINS, 1989; TIAN e
col., 1999).

Tabela 25. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a mistura de
miricetina e celulose microcristalina na proporg¢ao ponderal de 1:1 (9,23

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 45 58 2,47
2 85 105 5,18
3 299 326 43,65

Os dados de termogravimetria para a MB 1:1 estado representados na Figura
35 e na Tabela 25, onde se observam trés perdas de massa. A primeira possui
ponto médio de 58 °C e corresponde a 1,16 % de perda de massa, relativa a agua
de adsorgédo da CMCr. A segunda perda com ponto médio em 105 °C e com 2,36 %
de perda de massa, representa a eliminagdo da agua de cristalizagcdo da miricetina.
A terceira perda possui ponto médio de 326 °C e 43,65 % de perda de massa e, por
tratar-se do ultimo evento a acontecer na faixa de aquecimento, corresponde a
decomposicdo do sistema Mi:CMCr, porém, em uma temperatura bastante inferior a
observada para qualquer uma das duas substancias isoladas (361,03 °C para a
CMCr e 370,14 °C para a miricetina), apresentando uma queda da linha na curva de
TGA a partir de 360 °C. Esta menor estabilidade do complexo formado, aliada aos
resultdos obtidos por DSC, sugerem indicios de interacdo entre estas duas
substancias, semelhante ao ocorrido no estudo realizado por Costa (2005) ao avaliar

possiveis interagdes da quercetina com o estearato de magnésio e com a lactose.

O espectro de infravermelho da mistura 1:1 (Figura 36) mostrou-se similar ao

da miricetina isolada (Figura 36), possuindo a forma e a intensidade de algumas
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bandas modificadas como em 3400 cm™ (v deformagdes axiais da ligagdo O-H para
ligacbes de hidrogénio intramoleculares) da miricetina com a forma modificada,
sobrepondo a banda em 3360 cm™ (v deformacgbes axiais da ligagdo O-H para
ligacdes de hidrogénio intramoleculares) da CMCr. A banda em 2900 cm™ (v
deformacgéao axial da ligagdo C-H) da CMCr diminuiu a forma e a intensidade e a
banda em 1650 cm™ (v carbonila/ligacdes de hidrogénio de aldoexoses) da CMCr
desapareceu, podendo estar deslocada para uma menor frequéncia e sobreposta as
demais bandas da miricetina, compreendidas entre 1640 e 1260 cm™ (v carbonila
deslocada por formagao de ligagdes de hidrogénio intramoleculares e deformacgdes
axiais de C-O e O-H fendlicas). Como visto anteriormente, estes resultados

concordam com os resultados obtidos por DSC através da entalpia de fuséo.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:2 (Figura 33),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico, semelhante a mistura 1:1,

variando pouco seus valores de Tonset, Tmax € AHobs €M relacido aquela.
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Figura 35. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria equiponderal entre a miricetina e a celulose
microcristalina
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Tabela 26. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a mistura de
miricetina e celulose microcristalina na propor¢gao ponderal de 1:2 (

12,44 mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 51 61 2,72
2 83 101 5,14
3 299 327 50,96

Os dados de termogravimetria para a MB 1:2 estao representados na Figura
37 e na Tabela 26. Observam-se, igualmente, trés perdas de massa, assemelhando-
se a curva de TGA da MB 1:1 (Figura 35). A primeira perda possui ponto médio em
61 °C, computando 1,41 % de perda de massa, correspondendo a agua de adsorgéo
da CMCr. A segunda perda possui ponto médio de 101 °C com 1,91 % de perda de
massa, devida a liberagdo da agua de cristalizagcdo da miricetina. A terceira perda
com ponto médio 327 °C e 50,96 % de perda de massa estéa relacionada ao pico de
fusdo da miricetina, a qual funde com decomposi¢ao, sobrepondo-se a faixa de
temperatura de despolimerizacdo da CMCr. Os valores encontrados para as perdas
de massa referentes a agua de adsorgdo e a despolimerizagdo da CMCr foram
maiores devido a maior propor¢cdao de massa da CMCr na MB 1:2. Considerando
este aspecto, a perda de massa € devida a decomposicdo do flavondide e a
despolimerizacdo da CMCr, apresentando uma queda da linha na curva de TGA a
partir de 360 °C.
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Figura 36. Espectro na regido do infravermelho da mistura equiponderal binaria da
miricetina com a celulose microcristalina

As mesmas modificagdes observadas no espectro na regiao de infravermelho
para a mistura 1:1 foram encontradas para a mistura 1:2 (Figura 38). A Unica
diferenca observada foi o aumento da intensidade da banda em 2900 cm™ (v
deformagédo axial da ligagdo C-H) da CMCr, que poderia ser devida a maior

proporcao em massa da CMCr na mistura 1:2.
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Figura 37. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria na propor¢cédo ponderal de 1:2 entre a miricetina e a
celulose microcristalina
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Figura 38. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria entre a miricetina
e a celulose microcristalina na proporcao ponderal 1:2
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5.3.5 Celulose microcristalina e morina

O espectro na regido do infravermelho para a morina (Figura 39 e Tabela
A13) apresentou as bandas caracteristicas deste flavonol (GOTTLIEB, 1975;

NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e col., 1998; CALABRO e col.,
2004).
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Figura 39. Espectro na regiao do infravermelho da morina

A curva de aquecimento obtida por DSC para a morina (Mo), bem como para
a celulose microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias nas proporgdes
ponderais de 1:1 e 1:2 encontram-se demonstradas na Figura 40 e seus parametros
térmicos arrolados na Tabela 27.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a morina apresenta trés eventos
endotérmicos. O primeiro evento endotérmico esta relacionado com a perda de agua
de adsorcao, devido ao fato de possuir o valor da Tonset relativamente baixo e pelo

valor da AHq,s também ser pequeno.
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Figura 40. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para a morina (Mo) e a celulose
microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias (MB) nas
proporgdes ponderais 1:1 e 1:2

O segundo evento endotérmico relaciona-se, provavelmente, a uma segunda
perda de agua, agora de cristalizagdo, possuindo uma AHy,s muito mais elevada do
que o evento anterior (AAH= +26,96 kJ/mol). Os resultados de TGA demonstraram
duas perdas de massa em duas faixas de temperatura correspondentes ao primeiro
(2,01 %) e ao segundo (5,50 %) eventos endotérmicos. Calabro e colaboradores
(2004) submeteram a morina a analise por DSC e também observaram dois eventos
endotérmicos nas Tonset de, aproximadamente, 130 e 290 °C. Para outras
substancias, também foram observados diferentes tipos de interacdo (fracas ou
fortes) entre as moléculas de agua e as moléculas de adjuvantes, como no estudo
realizado por Miller e York (1985), onde os autores caracterizaram o estearato e
palmitato de magnésio por DSC e concluiram que, de acordo com a sua obtengéo, o
numero de picos presentes na curva de aquecimento por DSC e suas respectivas
temperaturas estéo relacionados as diferentes formas de ligacdo das moléculas de
agua a estes adjuvantes. Longhini (2006) verificou que tanto a Tonset COMO a entalpia

relacionadas a agua de cristalizacdo de diferentes amostras de &cido galico
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apresentavam comportamento dissimilares. Estas diferencas poderiam estar
relacionadas ao modo de ligagdo da agua ao cristal, caracteristica dada pelo método
de producgdo das substancias, necessitando de maior energia para liberar esta agua
de cristalizacao ou ainda por diferencas no tamanho do cristal, hipétese reforcada
pelos resultados de infravermelho e MEV. Tanto Armijo (2003) quanto Costa (2005),
ao caracterizarem a lactose monoidratada através da DSC, obtiveram valores altos
de Tonset para o pico endotérmico relacionado com perda da agua de cristalizagao da
molécula entre 141,35 e 145,75 °C.

Na tentativa de melhor compreender o evento ocorrido, a mesma amostra foi
submetida a uma segunda analise por DSC empregando duas curvas de
aquecimento (Figura A9). No primeiro aquecimento, até 200 °C, foi possivel observar
dois picos endotérmicos, como visto anteriormente. No segundo aquecimento, até
400 °C, nao foram observados estes dois picos, apenas os picos endotérmico e o
exotérmico, relacionados a fusdo e a decomposi¢cdao da morina, respectivamente,
estavam presentes. Desta forma, € possivel que este evento endotérmico esteja
relacionado com uma segunda perda de agua (cristalizagdo) da morina, tanto pela

temperatura em que ocorreu o evento quanto pelo seu formato.

O terceiro evento endotérmico relaciona-se com a fusdo da morina,
apresentando a Tgonset diminuida em 3,5 °C, mas com a Tqax dentro da faixa de fusao
citada na literatura, que é de 285 a 290 °C (BUDAVARI, 1996).

Apds a fusdo da morina, a linha de base progride no sentido exotérmico,
confirmando a fusdo acompanhada de decomposicdo da mesma (BUDAVARI,
1996).

A curva termogravimétrica para a morina, representada na Figura 41 e na
Tabela 28, em comparagdo com a curva de aquecimento por DSC, apresenta trés
perdas de massa acopladas aos eventos de alteragado da entalpia. A primeira possui
ponto médio 71 °C com 2,01 % de perda de massa, correspondendo,
provavelmente, a agua de adsorgédo. A segunda possui ponto médio 139 °C e 5,50

% de perda de massa e pode ser ordenada a agua de cristalizagao.
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A terceira perda, com ponto médio 310 °C, representa o inicio da fusao,
indicando a decomposicao e colapso estrutural da substancia, representando 41,56
% de perda de massa. A queda da linha na curva de TGA, a partir de 340 °C é

atribuida a decomposicao residual da morina.

Tabela 28. Parametros obtidos por analise termogravimétrica para a morina (8,04

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 40 71 2,01
2 118 139 5,50
3 273 310 41,56

As misturas binarias da morina com a celulose microcristalina, nas proporgdes
ponderais de 1:1 e 1:2 (m/m) foram avaliadas, com o objetivo de examinar a possivel
existéncia de interacdes entre elas. Seus parametros térmicos estao representados
na Tabela 27.

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:1 (Figura 40),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico. O primeiro evento
endotérmico esta relacionado a perda da agua de adsorgdo da morina com uma leve
sobreposi¢gao com a dessorgao de agua da CMCr, em vista da temperatura em que
ocorreu este evento endotérmico, ndo sendo possivel determina-las isoladamente. O
ideal seria considerar os dois eventos juntos e calcular a quantidade total de agua
cedida ao meio, mas devido ao fato da CMCr ser um polimero e possuir uma massa
molecular muito elevada (36.000) em relagao a morina (302,24), o calculo da AHqps €
da AHesp seriam influenciados por este valor na mistura binaria, fazendo com que a

intensidade de variagao entre as entalpias fosse exageradamente aumentada.

O segundo evento endotérmico relaciona-se a perda de agua de cristalizagao
da morina. A AHqps para este evento apresentou um aumento de apenas 1,88 % em

relagédo a AHesp.

O terceiro evento endotérmico esta ligado com a fusdo da morina. A AHgps
para este evento apresentou-se 89,63 % acima do esperado. Este pico mostrou as
suas forma e intensidade modificadas. O valor da Tonset €stda diminuido em,
aproximadamente, 7 °C e este fraco deslocamento também poderia ser atribuido,

como nos casos anteriores, ao efeito de diluigdo da substancia na mistura, mas, sua



95

interpretacdo, aliada a outras caracteristicas, também sugerem indicios de interagao

de natureza fisica com a CMCr.

O quarto evento, exotérmico, pode ser atribuido a unido dos picos de

decomposi¢cdo da morina e de despolimerizacdo da CMCr.

Agxo
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Lab: METTLER STAR® SW8.10

Figura 41. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
morina

Tabela 29. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a mistura de
morina e celulose microcristalina na propor¢ado ponderal de 1:1 (7,62

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 40 61 1,95
2 116 130 5,50
3 258 308 41,59

Os dados de termogravimetria para a MB 1:1 estado representados na Figura
42 e na Tabela 29. Observam-se trés eventos, assemelhando-se a curva de TGA da
morina (Figura 41). A primeira perda possui ponto médio 61 °C e 1,95 % de perda

de massa, correspondendo a dessorcdo de agua da CMCr e da morina. A segunda
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perda possui ponto médio em 130 °C e 2,70 % de perda de massa, correspondendo
a agua de cristalizagdo da morina. A terceira perda possui ponto médio em 308 °C
com 41,59 % de perda de massa, relacionavel ao pico de fusdo da morina, a qual
funde com decomposig¢ao, sobrepondo-se a faixa de temperatura na qual a CMCr
despolimeriza-se, apresentando uma queda da linha na curva de TGA a partir de

360 °C.
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Figura 42. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria equiponderal entre a morina e a celulose microcristalina

O espectro de infravermelho da mistura 1:1 esta representado na Figura 43.
Assim como para a fisetina e a luteolina, o espectro demonstra uma leve
modificagdo das bandas relativas ao flavondide, sendo que algumas apresentaram
redugdo de sua transmitancia como em 3400 cm’’ (v deformacdes axiais da ligagéao
O-H para ligagdes de hidrogénio intramoleculares), em 3450-3350 cm™ (v presenca
da O-H ligada ao C4), em 3350-3250 cm™ (v presenca da O-H ligada ao C3), em
3000-2500 cm™ (v presenga da O-H ligada ao Cs), em 1690 cm™ (v carbonila
deslocada por formagao de ligagbes de hidrogénio intramoleculares), em 1625 e
1200 cm™ (v fenila), em 1246 e 1000 cm™ (v deformagdes axiais de C-O e O-H

fendlicas), em 1173-1085 cm™ (v deformagdes axiais assimétricas de C-O-C) e em
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800 (m-), 770 (o-) e 700 (m-) cm™ (v deformagdo angular fora do plano de C-H
aromatico di-o- e di-m- substituido). Ha também a presenca da banda em 2900 cm’™”
(v deformagdo axial da ligagdo C-H) da CMCr, mas com a forma e intensidade
diminuidas. Estes resultados, que sugerem interagdo entre as substancias,
novamente concordam com os resultados obtidos por DSC através da variacao da

entalpia de fusao.
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Figura 43. Espectro na regidao do infravermelho da mistura binaria equiponderal da
morina com a celulose microcristalina

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:2 (Figura 40),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico, semelhante a mistura 1:1,
porém variando seus valores de Tonset, Tmax € AHops €M relacdo a mistura 1:1. O
valor de AHqps referente ao pico de despolimerizacdo da CMCr mostrou-se maior em
relagdo a mistura 1:1, devida a interagao entre o flavonéide e a CMCr. Os valores de
Tonset, Tmax € AHops para o pico de fusdo da morina na mistura 1:2 mantiveram-se
muito proximos aos da mistura 1:1, mas apresentando um aumento de 90,58 % em
relacdo a AHesp da substancia isolada. Mais uma vez, houve indicios de interages e

a mistura 1:2 comportou-se semelhante a mistura 1:1.
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Tabela 30. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a mistura de
morina e celulose microcristalina na propor¢gao ponderal de 1:2 (7,68

mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 38 70 3,66
2 119 131 5,61
3 272 318 52,48

£ E
Lab: METTLER STAR® SW B.10

Figura 44. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria na proporcao ponderal de 1:2 entre a morina e a celulose
microcristalina
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Figura 45. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria entre a morina e a
celulose microcristalina na proporg¢ao ponderal 1:2

Os dados de termogravimetria para a MB 1:2 estao representados na Figura
44 e na Tabela 30. Observam-se, novamente, trés perdas de massa, assemelhando-
se a curva de TGA da MB 1:1 (Figura 42). A primeira perda possui ponto médio 70
°C e 1,72 % de perda de massa, correspondendo a cedéncia da agua de adsorgao
da CMCr e da morina. A segunda perda possui ponto médio 131 °C e 2,26 % de
perda de massa, correspondendo a agua de cristalizagdo da morina. A terceira
perda, com ponto médio em 318 °C e 52,48 % de perda de massa, pode ser
relacionada ao pico de fusdo da morina, a qual funde com decomposicao,
sobrepondo-se a faixa de temperatura na qual a CMCr despolimeriza-se,
apresentando uma queda da linha na curva de TGA a partir de 360 °C. Os valores
encontrados para as perdas de massa referentes a agua de adsorcédo e
despolimerizacdo da CMCr foram maiores devido a mais elevada proporcdo de
massa da CMCr nesta MB.

As mesmas modificagbes observadas no espectro na regiao de infravermelho
para a mistura 1:1 foram encontradas para a mistura 1:2 (Figura 45), mas com

menor intensidade, com excecdo do aparecimento, novamente, de uma banda em
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aproximadamente 2375 cm™, presente também no espectro da CMCr isoladamente,
evidenciada devido ao fato de a CMCr estar em maior quantidade na proporgdo em

massa da mistura.

5.3.6 Celulose microcristalina e quercetina

Primeiramente, foi realizado um estudo de comparacdo entre a quercetina
referéncia (QR) e a quercetina amostra (QA), com o intuito de assegurar a
equivaléncia da substancia utilizada neste trabalho. Os resultados obtidos
demonstram a semelhanga no perfil de deslocamento entre os espectros e dos
dados derivados das duas susbtancias (Figuras A6 e A7 e Tabelas A6 e A7). A
identidade da QA pode ser assegurada, através da analise destas observagoes,

tratando-se da substancia quercetina.

Os espectros na regiao do infravermelho tanto para a QA (Figura 46) como
para a QR (Figura A8) mostraram-se semelhantes entre si e com outros espectros
descritos na literatura (POUCHERT, 1991; COSTA, 2005), apresentando as bandas
caracteristicas deste flavondide (Tabela A8) (GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI e
SOLOMON, 1977; RUCKER e col., 1998; SILVERSTEIN e col., 1998; PRALHAD e
RAJENDRAKUMAR, 2004).

A caracterizag&o térmica evidenciou comportamentos similares da QA com a
QR e com aqueles observados por Costa e colaboradores (2002), Costa (2005) e

Borghetti e colaboradores (2006).

A Figura 47 mostra a comparacgéao das curvas de DSC obtidas para quercetina
referéncia (QR) e amostra (QA). Os pardmetros térmicos observados estdo

resumidos na Tabela 31.

O primeiro evento endotérmico esta relacionado com a perda da agua de
cristalizacao (BUDAVARI, 1996; COSTA, 2005). Em relacao a estes picos nas QA e
QR, ha uma diminuicdo de 4 °C na Tonset € 12 °C na Tmax da QA em relagcdo a QR,
apesar do valor de Tonset da QR mostrar-se um pouco acima do relatado na literatura;
no entanto, a Tonset da QA também posicionou-se um pouco acima deste valor, que é
de 94 a 97 °C (BUCKINGHAN, 1983; BUDAVARI, 1996).
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Figura 46. Espectro na regido do infravermelho da quercetina amostra
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Figura 47. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para a quercetina amostra (---) e
referéncia (—)
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Tabela 31. Parametros térmicos observados para a quercetina amostra e quercetina
referéncia obtidos por DSC

Amostra Eventos
Endotérmico
Tonset (o C) Tmax (o C) AH (kJ/moI)
QA 99,46 109,19 38,32
QR 103,65 121,85 109,27
Endotérmico
Tonset (o C) Tmax (o C) AH (kJ/moI)
QA 319,51 322,80 39,20
QR 321,08 324,72 50,91
Exotérmico
Tonset (o C) Tmax (o C) AH (kJ/moI)
QA 349,19 351,47 22,77
QR - - -

O segundo evento endotérmico relaciona-se com fusao da quercetina, porém
a Tonset da QR encontra-se com um pouco acima da citada na literatura. Também
para QA, o valor observado ficou um pouco acima da citada na literatura, de 314 a
317 °C (BUCKINGHAN, 1983; BUDAVARI, 1996), apresentando uma diminui¢cao de

2 °C na Tonset € NA Tmax da QA em relacéo a QR.

O terceiro evento, exotérmico, indica a degradagao da quercetina, uma vez

que a sua fusdo € acompanhada de decomposi¢cdo (BUDAVARI, 1996).

Borghetti e colaboradores (2006), avaliando amostras de quercetina de
diferentes procedéncias, observaram discrepancias nos comportamentos térmicos
das mesmas. Com auxilio de outras técnicas fisico-quimicas, puderam constatar
diferencas nas propriedades das substancias, atribuindo estas variagdes a estrutura
do cristal, ao tamanho e a morfologia das particulas das amostras,
consequentemente indicando a ocorréncia de, no minimo, trés diferentes formas
polimorficas para a quercetina. De acordo com os dados fornecidos pelos autores,
quando comparados aos dados obtidos para a quercetina utilizada neste estudo, a
mesma assemelha-se a forma A descrita pelos autores, mas necessitando, ainda, de
outros estudos mais conclusivos para que possa ser definida a sua forma

polimorfica.

A curva termogravimétrica para a quercetina amostra, representada na Figura

48 e na Tabela 32, em comparacdo com a curva de aquecimento por DSC,
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apresenta duas perdas de massa. A primeira possui ponto médio 108 °C
correspondendo a 5,17 % de perda de massa, relativa a agua de cristalizagdo. A
segunda perda, com ponto médio em 350 °C, representa o inicio da fus&o, indicando
a decomposicado e colapso estrutural da substancia, resultando em 31,78 % de
perda de massa. A curva de TGA assemelha-se com a obtida por Costa (2005). A
queda da linha na curva de TGA, a partir de 360 °C é atribuida a decomposigao
residual da quercetina.

Tabela 32. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a quercetina

(13,53 mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 93 108 517
2 330 350 31,78

Com o objetivo de avaliar a existéncia de interagdes entre a quercetina e a
CMCr, foram avaliadas as suas misturas binarias, nas proporgcées ponderais de 1:1
e 1:2 (m/m) (Figura 49). Seus parametros térmicos estdo representados na Tabela
34.
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Lab: METTLER STAR® SW 8.10

Figura 48. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
qguercetina amostra
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Figura 49. Curvas de aquecimento obtidas por DSC para a quercetina (Q) e a
celulose microcristalina (CMCr) e para suas misturas binarias (MB) nas

proporgdes ponderais 1:1 e 1:2
A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:1 (Figura 49),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico. O primeiro evento
endotérmico esta relacionado com a perda da agua de adsor¢cédo da CMCr. A AHgps

para este evento mostrou um valor préximo ao da AHesp (13,29 kd/mol).

O segundo evento endotérmico representa a perda da agua de cristalizagéao
da quercetina. A AHqps para este evento era de 47,21 kd/mol, um valor proximo ao
da AHesp.

O terceiro evento endotérmico indica a fusdo da quercetina. A AHs para este
evento apresentou-se 40,58 % abaixo do esperado. Este pico possui forma e
intensidade modificadas em comparacado ao correspondente da substancia isolada.
O valor da Tonset €sta diminuido em 13 °C e este deslocamento aliado a outras
caracteristicas medidas, sugere indicios de interagdo de natureza fisica com a
CMCr.
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O quarto evento, exotérmico, provavelmente seja devido a decomposicao da
quercetina, uma vez que a sua fusdao €& acompanhada de decomposicao
(BUDAVARI, 1996), e a despolimerizagdo com decomposigdo da CMCr, as quais
ocorrem juntamente (FORD e TIMMINS, 1989; TIAN e col., 1999).

Os dados de termogravimetria para a MB 1:1 estao representados na Figura
50 e na Tabela 33, onde se observam trés perdas de massa. A primeira possui
ponto médio em 53 °C contemplando 1,04 % de perda de massa, correspondendo a
agua de adsorgéo da CMCr. A segunda apresenta ponto médio 99 °C e 2,45 % de
perda de massa, representando a agua de cristalizacédo da quercetina. A terceira,
com ponto médio em 325 °C e 40,93 % de perda de massa, indica o pico de fuséo
da quercetina, a qual funde com decomposi¢cdo, sobrepondo-se a faixa de
temperatura na qual a CMCr despolimeriza-se, apresentando uma queda da linha na
curva de TGA a partir de 360 °C.

Tabela 33. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a mistura de
quercetina e celulose microcristalina na propor¢édo ponderal de 1:1

(7,03 mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 40 53 1,93
2 83 99 5,92

3 281 325 40,93
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Figura 50. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria equiponderal entre a quercetina e a celulose
microcristalina

O espectro de infravermelho da mistura 1:1 esta demonstrado na Figura 51.
Este espectro apresenta alguma sobreposi¢cdo de bandas da quercetina e da CMCr.
Semelhante ao observado anteriormente para as misturas equiponderais da celulose
microcristalina com o canferol (Figura 15) e com a miricetina (Figura 36), este
espectro também possui a forma e a intensidade de algumas bandas modificadas
como em 3400 cm’ (v deformagbes axiais da ligagdo O-H para ligacdes de
hidrogénio intramoleculares) da quercetina com a forma modificada, sobrepondo a
banda em 3360 cm’ (v deformacdes axiais da ligagdo O-H para ligagcdes de
hidrogénio intramoleculares) da CMCr. A banda em 2900 cm™ (v deformaco axial
da ligagdo C-H) da CMCr diminuiu a forma e a intensidade e a banda em 1650 cm’™
(v carbonila/ligacdes de hidrogénio de aldoexoses) da CMCr desapareceu, podendo
estar deslocada para uma menor freqiéncia e sobreposta as demais bandas da
quercetina, compreendidas entre 1660 e 1280 cm’’ (v carbonila deslocada por

formacao de ligagdes de hidrogénio intramoleculares e deformagdes axiais de C-O e



108

O-H fendlicas). Estes resultados concordam com as observagdes obtidas por DSC

através da variagao da entalpia de fusao.
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Figura 51. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria equiponderal de
quercetina com celulose microcristalina

A curva de aquecimento obtida por DSC para a mistura 1:2 (Figura 49),
apresenta trés eventos endotérmicos e um exotérmico, semelhante aos da mistura

1:1, variando pouco seus valores de Tonset, Tmax € AHops €M relagédo a mistura 1:1.

Os dados de termogravimetria para a MB 1:2 estado representados na Figura
52 e na Tabela 35. Observam-se, novamente, trés perdas de massa, assemelhando-
se a curva de TGA da MB 1:1 (Figura 50). A primeira perda possui ponto médio de
54 °C e 1,22 % de perda de massa, correspondendo a agua de adsor¢cdo da CMCr.
A segunda perda apresenta ponto médio em 101 °C com 1,98 % de perda de
massa, devida a agua de cristalizagdo da quercetina. A terceira perda, com ponto
médio 323 °C e 50,32 % de perda de massa, deve-se ao pico de fusdo da
quercetina, a qual funde com decomposicado, sobrepondo-se a faixa de temperatura
na qual a CMCr despolimeriza-se.

As mesmas modificagbes observadas no espectro na regido de infravermelho

para a mistura 1:1 foram encontradas para a mistura 1:2 (Figura 53), corroborando
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com a analise dos resultados obtidos pela DSC. A unica diferengca encontrada foi a
presenca de uma banda de pequena intensidade em 2900 cm™, a qual estava
presente no espectro da CMCr (relativa a deformacéo axial da ligagcdo C-H), mas
ausente no espectro da mistura 1:1, salientada devido a maior proporcdo em massa
da CMCr na mistura 1:2.

LB W W s e e M W 6 e B R G ww W o6 ap
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Lab: METTLER STAR" SW8.10

Figura 52. Curva de aquecimento obtida por DTA e curva termogravimétrica para a
mistura binaria na propor¢cdo ponderal de 1:2 entre a quercetina e a
celulose microcristalina

Tabela 35. Parametros obtidos por andlise termogravimétrica para a mistura de
quercetina e celulose microcristalina na proporgao ponderal de 1:2

(8,14 mg)
Evento Tonset (° C) Ponto médio (° C) Perda de massa (%)
1 38 54 2,28
2 87 101 5,48

3 279 323 50,32
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Figura 53. Espectro na regido do infravermelho da mistura binaria entre a quercetina
e a celulose microcristalina na proporgao ponderal 1:2

5.4 Consideragdoes gerais sobre alguns resultados da analise térmica e
espectroscopica

As leves diferencas encontradas entre os valores das AHeps € AHesp poderiam
ser atribuidas as variagdes inerentes a técnica.

O primeiro evento endotérmico de cada flavonodide, com excegédo da morina,
esta relacionado com a perda da agua de cristalizagdo. Para a fisetina, morina e
quercetina, o fornecedor e/ou a literatura informam a férmula molecular, indicando a
presenca de agua ligada a estrutura. Ja para o canferol, luteolina e miricetina, o
fornecedor e/ou a literatura explicitam a férmula molecular, mas nao indicam a
presengca de agua acoplada a estrutura. Entretanto, devido ao fato de todos estes
flavondides possuirem estruturas semelhantes, admite-se a possibilidade de uma ou
mais moléculas de agua estarem ligadas a estrutura destes flavondides, bem como

a possibilidade desta agua ligada ser de adsorgao e/ou de cristalizagao.

Em relacdo ao efeito de diluicdo da substéncia ocorrido nas misturas
equiponderais e na proporc¢ao 1:2 (flavonéide:CMCr) na analise do pico de fusdo dos

flavondides por DSC (exceto miricetina), quando duas substancias sao misturadas,
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pode-se considerar que a pureza de cada uma delas foi reduzida e, geralmente,
ocorrem abaixamentos nos valores dos picos de fusdo de ambas (BOTHA e
LOTTER, 1990). A ocorréncia desta caracteristica nas misturas ja era esperada,
porém somando-se as outras caracteristicas observadas, tais como mudancas da
forma e intensidade do pico e diferenga nos valores entre as AHops € AHesp, SUrgem
indicios de uma interacdo de natureza fisica, provavelmente causada pela formacao

de ligagdes de hidrogénio entre os flavonodides e a CMCr.

Ainda sobre as misturas na proporgcéo ponderal 1:2 (flavonéide:CMCr), em
relagdo as equiponderais do mesmo flavondide, na analise por DSC, mesmo com o
aumento da quantidade de CMCr, o perfil das curvas de aquecimento permaneceu
semelhante, podendo indicar que a CMCr seja a responsavel pelas interagdes de
natureza fisica, devido ao fato de ser um polimero e possuir um maior numero de
radicais hidroxila disponiveis para realizar liga¢gdes de hidrogénio (SINGHAL e col.,
1999).

Os resultados da analise dos espectros por infravermelho das misturas
equiponderais ndo apontam para mudangas significativas, sugerindo indicios de
interacdo de natureza fisica, do tipo ligagdes de hidrogénio, concordando com os
resultados obtidos por DSC através da entalpia de fusdo. Entretanto, algumas
bandas dos componentes das misturas apresentaram sobreposicdo em certas
regides, dificultando a visualizagdo de possiveis interagdes, o que ja foi relatado
anteriormente por Costa (2005) e Longhini (2006) ao avaliarem alguns espectros de

infravermelho de misturas contendo CMCr.

A presenca de interagbes solido-s6lido nem sempre se traduz em
incompatibilidades, existindo a possibilidade destas interagdes ndo se manifestarem
a temperatura ambiente, sendo influenciadas apenas pela temperatura. Contudo,
analises de estabilidade acelerada devem ser realizadas com estes flavondides e a
CMCr antes de emprega-los concomitantemente em uma formulagdo (FORD e
TIMMINS, 1989; WADKE e col., 1990; MURA e col., 1998; LONGHINI, 2006).
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5.5 Efeito da hidroxilagcao dos anéis A, B e C da flavona e dos flavondis em
relacao ao potencial de interacao — Relagao Estrutura-Propriedade de
Interagao (REPI)

O possivel efeito da hidroxilacdo dos anéis A, B e C da flavona e dos flavondis foi
avaliado quanto ao seu potencial de interagdo (REPI), partindo-se de dados da
literatura sobre relacdo estrutura-atividade bioldgica (REA) destes compostos e
correlacionando o padréo de hidroxilagdo das estruturas com 1) a intensidade de
variagdo (IV - %) entre a AHops € @ AHesp, 2) a energia do sistema conjugado do anel
aromatico relativa a banda |, relacionada ao Amax, 3) 0 valor do pKa dos flavondides e
4) os calculos do campo de forga MM2 para a energia de interagdo do sistema
flavon6ide-CMCr, através da modelagem molecular, constituindo-se de uma

avaliagao preliminar da REPI.

A Figura 54 retoma a estrutura basica dos flavondides estudados e a Tabela 17

apresenta as posicoes das hidroxilas nos anéis A, B e C dos flavondides.

Figura 54. Estrutura basica dos flavondides estudados

Tabela 36. Posi¢des das hidroxilas nos flavondides estudados

Flavondide R1 RE R3 R4 R5 Rs
canferol OH OH H H OH H
fisetina H OH H OH OH H
luteolina OH H H OH OH H
morina OH OH OH H OH H
quercetina OH OH H OH OH H
miricetina OH OH H OH OH OH
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5.5.1 Relagdo com a intensidade de variacao

5.5.1.1 Quanto ao numero total de hidroxilas

Nas misturas binarias 1:1, o numero de hidroxilas foi proporcional ao aumento
na intensidade de variacdo entre a AHes € a AHep (Tabelas 37 e A14).
Considerando relatos da literatura, em geral, entre compostos que possuem a
mesma estrutura basica, quanto maior o numero de substituintes hidroxila, maior
sera a atividade antioxidante, explicada pela doagdo do atomo de hidrogénio e,
principalmente, de elétrons para os radicais livres (CAO e col., 1997; HEIJNEN e
col., 2001; LEMANSKA e col., 2001; HEIM e col., 2002; LEMANSKA e col., 2004;
FIRUZI e col., 2005). Esta interagcdo depende também da posi¢cdo destes grupos
hidroxilicos (RAWEL e col., 2002) e é devida, principalmente, a hidroxilagdo no anel
B (HEIM e col, 2002; SEYOUM e col.,, 2006). Assim sendo, os flavonoides
estudados demonstraram uma REPI semelhante a do efeito antioxidante descrito na
literatura, devido ao fato das interagdes fisicas do tipo ligacdes de hidrogénio com a
CMCr também apresentarem um compartihamento de elétrons entre estas

estruturas.

A miricetina é o flavondide estudado que possui 0 maior numero de hidroxilas,
inclusive no anel B, e demonstrou o maior potencial de interagdo com a CMCr,
ocorrendo o desaparecimento do pico endotérmico relativo a fusdo na curva de
aquecimento por DSC nas misturas 1:1 e 1:2 (Figura 33). Este resultado concorda
com os resultados encontrados para a atividade antioxidante, na qual a miricetina
apresentou maior atividade frente a outras estruturas poliidroxiladas (CAO e col.,
1997) e a epigalocatequina, que possui padrdo de hidroxilagdo semelhante a
miricetina e também apresentou maior atividade frente a outras estruturas
poliidroxiladas (ZHANG, 1999). Outro estudo, realizado por Rawel e colaboradores
(2002), demonstrou a interacdo de diferentes acidos fendlicos e flavondides
contendo grupamentos catecol e pirogalol com a glicinina e com o inibidor da tripsina
humana, ambas proteinas presentes na soja. Os autores atribuiram o efeito de
interagdo ao numero de grupamentos hidroxila presentes e que as interagbes seriam
do tipo ligagcdes de hidrogénio pelos grupos hidroxila, os quais possuem um

potencial para este tipo interagdo. Ja o canferol € o flavondide estudado que possui
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o menor numero de hidroxilas, com somente uma hidroxila no anel B (carbono 4’),

demonstrando o menor potencial de interagdo com a CMCr.

Nas misturas binarias 1:2, a intensidade de variagédo entre a AHgps € @ AHesp
(Tabela 37) ndo correspondeu a ordem decrescente de potencial de interagao
apresentada nas misturas binarias 1:1. O maior e menor potencial de interagao se
mantiveram iguais, mas, entre eles, a ordem decrescente foi modificada a partir da
morina, apesar de a mistura 1:2 apresentar sempre uma maior IV em relacdo a sua
mistura 1:1. Isto pode ser explicado pelo fato de a CMCr estar em maior proporcao
de massa na mistura 1:2, além de ser um polimero e possuir um maior numero de
grupamentos hidroxila disponiveis para a formacdo de ligagdes de hidrogénio,
exercendo, neste caso, maior influéncia sobre o potencial de interacdo. Cabe
salientar que os valores de Tonset, Tmax ©€ AHops dOS picos encontrados nas curvas de
aquecimento para as misturas 1:1 e 1:2 foram muito préximos entre si e o formato
das curvas de aquecimento muito semelhantes, reforcando a hipotese de que a

CMCr seja responsavel pelas interagdes com os flavonodides estudados.

Tabela 37. Ordem decrescente da intensidade de variagao (IV) entre as entalpias
observada (Hons) € esperada (Hesp) relativas ao pico de fusdo dos
flavonodides nas misturas binarias em propor¢des ponderais

Amostras Hobs (kJ/mol) Hesp (kJ/mol) IV (%)
Mi:CMCr 1:1 - - -

Mi:CMCr 1:2 - - -

Mo:CMCr 1:2 17,45 9,16 90,58
Mo:CMCr 1:1 17,36 9,16 89,63
Fi:CMCr 1:2 6,65 38,00 82,49
Lu:CMCr 1:2 8,35 42,52 80,36
Q:CMCr 1:2 19,90 39,20 49,24
Q:CMCr 1:1 23,30 39,20 40,58
Ca:CMCr 1:2 25,55 40,36 36,70
Fi:CMCr 1:1 26,72 38,00 29,69
Lu:CMCr 1:1 31,66 42,52 25,54
Ca:CMCr 1:1 30,42 40,36 24,64

Mi=miricetina; Mo=morina; Fi=fisetina; Lu=luteolina; Q=quercetina; Ca=canferol

Desta forma, a REPI referente ao nimero de hidroxilas existentes na estrutura
dos flavondides mostrou-se proporcional ao potencial de interacdo com a CMCr,
sendo a ordem decrescente encontrada: miricetina > morina > quercetina > fisetina >

luteolina > canferol. Zhang (1999) ordenou a atividade antioxidante das hidroxilas de
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alguns antioxidantes fendlicos com os grupamentos presentes, verificando que esta
atividade antioxidante decrescente mostrou-se proporcional ao numero de hidroxilas,
ou seja, pirogalol>catecol>fenol, fundamento semelhante ao resultados encontrados

neste estudo.

5.5.1.2 Quanto a posicao e/ou presencga das hidroxilas nos anéis A,Be C

Muitos estudos tém sido realizados, no caso da atividade antioxidante,
levando em conta as propriedades dos grupos substituintes, ndo apenas em relagéao
ao numero de grupamentos hidroxila, mas também ao posicionamento dos mesmos
nos anéis dos flavonodides, bem como a formagéao de ligagdes de hidrogénio (RICE-
EVANS e col., 1996; ZHANG, 1999; RAWEL e col., 2002; FIRUZI e col., 2005;
SEYOUM e col., 2006).

Em relagdo a posigédo nas hidroxilas no anel B, a quercetina e a morina sao
moléculas isbmeras de posicdo e a orientacdo em meta da morina demonstrou
maior potencial de interacdo em relacdo & orientacdo em orto da quercetina. E
possivel que as hidroxilas em posicdo meta, por se encontrarem mais afastadas
uma da outra do que na posi¢éo orto, estejam mais disponiveis para a interagdo com
a CMCr, interagindo menos entre si através das ligagdbes de hidrogénio
intramoleculares. Provavelmente este fato seja explicado por estudos aprofundados
de modelagem molecular como os calculos semi-empiricos e/ou ab initio. Tanto a
posicdo quanto a presencga das hidroxilas neste anel também sao importantes para o
potencial de interacdo, semelhante ao grupo catecol para a atividade antioxidante
(HEIUJNEN e col., 2001; FIRUZI e col., 2005). Na comparacao entre a luteolina e
canferol, que também sio estruturas isbmeras de posi¢cdo, a presenga de duas
hidroxilas no anel B teve maior influéncia sobre o potencial de interacdo do que a
presenca da hidroxila no carbono 3 do anel C. O mesmo ocorreu na comparagao
entre a fisetina e o canferol, novamente estruturas isbmeras de posicéo, onde a
presenca de duas hidroxilas no anel B da fisetina teve maior influéncia sobre o
potencial de interacdo do que o numero de hidroxilas no anel A do canferol. A
presenca da hidroxila no carbono 5 é importante para o potencial de interacdo, mas
nao de forma significativa quando existirem outros grupamentos hidroxila presentes

nos flavondides, principalmente no anel B, como no caso deste estudo onde a
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fisetina>canferol, concordando com os resultados obtidos por Firuzi e colaboradores
(2005).

Quanto a presencga da hidroxila no carbono 3 do anel C, que neste estudo
indica isomeria funcional, apesar de a fisetina possuir apenas uma hidroxila no anel
A (carbono 7), devido a presenga a hidroxila no carbono 3 do anel C, a mesma
demonstrou um maior potencial de interacdo em relacédo a luteolina, a qual possui
duas hidroxilas no anel A (carbonos 5 e 7), ou seja, a presenga da hidroxila no
carbono 3 do anel C teve maior influéncia sobre o potencial de interacao do que o
numero de hidroxilas no anel A, semelhante ao relatado para a atividade
antioxidante por Heijnen e colaboradores (2001) e por Firuzi e colaboradores (2005).

Assim, flavonois interagem mais com a CMCr do que flavonas.

Para o anel A foi avaliada somente a presenca ou auséncia da hidroxila no
carbono 5 com relacdo ao potencial de interacdo, ndo havendo mudancga na posi¢cao
dos grupos hidroxila em orientagéo o- nos carbonos 5 e 7. As hidroxilas presentes
neste anel e, no caso da fisetina, apenas no carbono 5, foram as hidroxilas que
tiveram a menor influéncia sobre o potencial de interagcdo com a CMCr, como citado
anteriormente, em comparacao a influéncia exercida pelas hidroxilas presentes nos

anéis B e C.

Deste modo, para os flavondides estudados que possuem estruturas
isdbmeras, a ordem de importancia do padrdo de hidroxilagdo dos anéis para o

potencial de interacdo com a CMCr foi B>C>A.

Estes resultados encontrados, relativos ao numero de grupamentos hidroxila
existentes na estrutura dos flavonoides estudados e a localizagao e/ou presenga dos
mesmos, concordam com os resultados encontrados por Heim e colaboradores
(2002), onde houve uma aparente correlagdo positiva entre 0 numero de grupos
hidroxila, particularmente no anel B, e a atividade antioxidante. Neste mesmo
estudo, a presencga do grupo catecol (anel B), seguido pela hidroxila no carbono 3 do

anel C foram determinantes para a atividade antioxidante.
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5.5.2 Relagdo com a energia do sistema conjugado relativa a banda |

Para a avaliagdo do comportamento da energia do sistema conjugado do anel
aromatico em relagdo ao Amax dos flavondides, foi escolhida a banda |, relativa ao
anel B e a uma parte do anel C. A escolha se deveu ao fato de que no anel B os
flavondides estudados possuem uma, duas (em posi¢gdo orto ou meta) ou trés
hidroxilas e no anel C a presenga ou ndo da hidroxila no carbono 3; ja para a banda
Il, apenas a fisetina difere no padréao de hidroxilacdo dos demais.

Tabela 38. Comprimentos de onda (Anax) relativos a banda | dos flavondides e suas
respectivas energias de conjugacao (kcal/mol) (adaptado de MABRY e

col., 1970)

. Amax Energia
Flavondéide (nm) (kcalimol)
luteolina 349 81,95
fisetina 362 79,00
canferol 367 77,93
morina 370 77,29
quercetina 370 77,29
miricetina 374 76,47

A Tabela 38 apresenta os comprimentos de onda maximos relativos a banda |
dos flavondides e suas respectivas energias. Como pode ser visto, em geral, quanto
maior o numero de hidroxilas nos flavondides, maior o Amax € menor a energia do
sistema conjugado. O aumento da hidroxilagdo no anel B de flavonas e flavondis
ocasiona um deslocamento batocrdmico na banda | a cada hidroxila adicional
(MABRY e col.,, 1970). Em estudo sobre reacbes de flavondides com radicais
estaveis, realizado por Butkovic e colaboradores (2004), foi verificado que
grupamentos hidroxilicos doam hidrogénios e elétrons aos radicais livres,
estabilizando tanto estes radicais quanto os radicais flavondides formados, sendo
importantes para a atividade antioxidante, o que também foi confirmado por outros
relatos na literatura (RICE-EVANS e col., 1996; ZHANG, 1999; HEIM e col., 2002;
ERKOC e col., 2003; CALABRO e col., 2004; FIRUZI e col., 2005; SEYOUM e col.,
2006). Rice-Evans e colaboradores (1996), Zhang (1999) e Heim e colaboradores
(2002) relatam ainda que ligacbes de hidrogénio formadas no radical flavondide,
entre as hidroxilas do anel B e a hidroxila do carbono 3 do anel C, conferem

estabilidade ao radical fenoxila. Devido a estas ligagbes intramoleculares, a
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influéncia desta hidroxila no carbono 3 é potencializada pela presenca do
grupamento catecol, sendo favoraveis ao aumento da atividade antioxidante dos

flavonois.

Calabro e colaboradores (2004) relataram que os radicais fenoxila formados
pela atividade antioxidante sdo estabilizados por efeitos de ressonancia. Rice-Evans
e colaboradores (1996), Heim e colaboradores (2002) e Seyoum e colaboradores
(2006) sugeriram que a conjugagao entre os anéis A e B permite a estabilidade do
sistema através do efeito de ressonadncia e que grupos hidroxila aumentam a
estabilidade do radical formado durante a doagao de hidrogénios e de elétrons. Além
disso, a ligagao dupla entre os carbonos 2 e 3, juntamente com o grupo carbonila no
carbono 4 do anel C sio responsaveis pela deslocalizacdo de elétrons do anel B ,
sendo que, para este estudo, o potencial antioxidante esta diretamente relacionado a
este fendmeno. Quando os flavondides reagem com os radicais livres, os radicais
fenoxila produzidos sao estabilizados pelo efeito de ressonéncia dos nucleos
aromaticos (RICE-EVANS e col.,, 1996). Segundo Jurd (1962), a posicédo e a
intensidade do A\nhsx de cada uma das bandas | e Il variam com a contribuicao relativa
da ressonancia dos grupos benzoila (ll), cinamoila (I) e do anel pirona na
ressonancia total da molécula. Assim, a introducédo de grupos doadores de elétrons,
como as hidroxilas no anel B, aumenta a contribuicdo relativa da ressonancia e,
consequentemente, produz consideravel deslocamento batocrémico da banda I. Ja a
introducao de grupos hidroxila no anel A, primeiramente, aumenta a contribuicéo da
ressonancia neste anel e tende a aumentar o Ansx € a intensidade maxima de
absorcdo da banda Il. Deste modo, quanto maior o numero de hidroxilas, maior a
doacdo de elétrons para a ressonancia, contribuindo para uma maior estabilizagao
do sistema, diminuindo a energia e possuindo um maior potencial para interagcoes

com outras moléculas.

Ainda em relacdo a adigdo de hidroxilas no anel B, como visto anteriormente,
a medida que ocorre 0 aumento do numero de hidroxilas na estrutura, ha a
diminui¢cdo do valor da energia do sistema conjugado (Tabela 19), como no caso da
transformacdo do canferol em morina ou quercetina, diminuindo em até 1,46
kcal/mol se transformado em miricetina (Tabela A17). Por sua vez, a presenga da

hidroxila no carbono 3 do anel C também contribuiu para a diminuicdo da energia do
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sistema, como no caso da transformacgao da luteolina em quercetina, que é de 4,65
kcal/mol. Esta contribuigdo isolada (primeira adigdo de hidroxilas) ocasionou uma
maior estabilizacdo ao sistema do que o aumento do numero de hidroxilas no
carbono 2’ ou 3’, mas, de maneira geral, o aumento do numero de hidroxilas que
mais estabilizou o sistema foi a transformacdo da luteolina em quercetina e,
posteriormente, em miricetina, com a segunda adigdo de uma hidroxila no carbono &’

do anel B, diminuindo a energia do sistema em até 5,48 kcal/mol.

Para a quercetina e a morina, as quais possuem 0 mesmo numero de
hidroxilas, apresentando estruturas isbmeras em orientacdo orto e meta no anel B,
respectivamente, o valor da energia do sistema conjugado do anel aromatico relativa
a banda | apresentou-se 0 mesmo para as duas estruturas, ndo importando a
disposicao relativa no anel B para a contribuicdo do aumento da estabilizacdo do
sistema conjugado do anel aromatico pelo efeito de ressonancia. Este mesmo valor
da energia do sistema conjugado, o qual esta relacionado ao potencial de interagao
e a estabilizacdo deste sistema pelo efeito de ressonancia, apesar da diferenga na
orientagcdo orto e meta no anel B, possivelmente seria explicado por estudos

avangados de modelagem molecular como os calculos semi-empiricos e/ou ab initio.

Ja entre a fisetina e a luteolina, as quais também possuem o mesmo numero
de hidroxilas, a presenga de uma hidroxila no carbono 3 do anel C da fisetina confere
uma maior redugdo da energia do sistema em relagdo a luteolina (Tabela 38). O
mesmo ocorre entre o canferol e a luteolina, os quais também possuem o mesmo
numero de hidroxilas, no qual a presenca da hidroxila no carbono 3 novamente
conferiu uma maior redugdo da energia do sistema para o canferol (Tabela 38).
Estas comparagbes entre canferol, fisetina e luteolina confirmaram a tendéncia de
estabilizacao do sistema também pela presenca da hidroxila no carbono 3 do anel C,

em relagao aos flavondides que nao possuem este grupamento na sua estrutura.

Parece haver uma relacao direta entre estabilidade do sistema conjugado do
anel aromatico e a reatividade, tanto para a atividade antioxidante quanto para o
potencial de interagdo. Em alguns estudos em que a quercetina foi empregada como
o flavondide que possuia o maior numero de grupos hidroxilas ligadas a estrutura
basica, foi constatada uma maior atividade antioxidante frente a outros compostos

hidroxilados, mas também por possuir o grupo catecol no anel B, conferindo alta
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estabilidade ao radical formado, através do efeito de ressondncia do sistema
conjugado pela deslocalizagéo eletronica (CALABRO e col., 2004; SEYOUM e col.,
2006).

De qualquer forma, em relagéo a diminuigdo do valor da energia do sistema
conjugado do anel aromatico, relativa a banda | dos flavondides estudados, o fator
que teve maior influéncia foi o0 aumento do numero de hidroxilas presentes em cada
uma destas estruturas, principalmente nos anéis B e C, seguido das
posicdes/presencas das hidroxilas nestes anéis, respectivamente, corroborando com
os resultados encontrados na REPI dos flavondides com a CMCr para a intensidade

de variagao obtida nas analises da DSC.

5.5.3 Relagdo com o pKa dos flavonédides

Apesar das reacdes de interagdo entre os flavondides e a CMCr, neste
estudo, ocorrerem no estado sdlido, foi avaliada uma possivel correlagao entre o pKa
dos flavondides, uma caracteristica ligada a sistemas dispersos (solugdes) em
solventes apropriados, e sua provavel influéncia sobre o potencial de dissociacéo do
hidrogénio do grupo hidroxila, considerando que este valor representaria
adequadamente a maior ou menor disponibilidade do atomo de hidrogénio e seus
elétrons para interagirem com sitios favoraveis de outras moléculas. Deste modo,
como hipétese de trabalho, questionou-se indiretamente se este valor indicaria a
maior ou menor deslocalizacdo eletrénica de ligagdes covalentes deste grupamento
na molécula do flavondide, influenciando, consequentemente, a sua disponibilidade
para interacoes fisicas. A Tabela 39 apresenta os valores de pKa relativos a primeira

desprotonagdo do grupo hidroxila de cada um dos flavonoides estudados.

De uma forma geral, a estrututra quimica dos flavondides, envolvendo a
conjugacgao dos anéis aromaticos, a posi¢cao e o numero de hidroxilas afetam o pKa
(AGRAWAL e SCHNEIDER, 1983 apud HERRERO-MARTINEZ e col., 2005
LEMANSKA e col., 2001 e 2004; HERRERO-MARTINEZ e col., 2005).

* AGRAWAL, P. K.; SCHNEIDER, H. J. Deprotonation Induced C-13 NMR Shifs in Phenols and
Flavonoids. Tetrahedron Letters, n. 24, p. 177-180, 1983. apud HERRERO-MARTINEZ, J. M.;
SANMARTIN, M.; ROSES, M.; BOSCH, E.; RAFOLS, C. Determination of Dissociation Constants of
Flavonoids by Capillary Electrophoresis. Electrophoresis, v. 26, p. 1886—-1895, 2005.
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Tabela 39. Valores de pKa relativos a primeira desprotonagéo do grupo hidroxila de
cada um dos flavondides estudados

Flavonodides pKa Hidroxila
canferol 6,96 ° C7 anel A
fisetina 7,273 C;anel A
luteolina 7,06° Cyanel B
miricetina 7,73° Czanel Aou Cyanel B
morina 4,97° C;anel A
quercetina 7,10° C;anel A

2 Herrero-Martinez e col. (2005); "Lemanska e col. (2004); “Martin e col. (2003)

De uma forma geral, a estrututra quimica dos flavondides, envolvendo a
conjugacgao dos anéis aromaticos, a posicao e o numero de hidroxilas afetam o pKa
(AGRAWAL e SCHNEIDER, 1983 apud HERRERO-MARTINEZ e col., 2005
LEMANSKA e col., 2001 e 2004; HERRERO-MARTINEZ e col., 2005).

Construiu-se um grafico correlacionando os valores dos primeiros pKa de
dissociagao das hidroxilas em fungao da intensidade de variagao (IV) entre a AHgps €
a AHesp (%), relativas ao pico de fusdo dos flavondides nas misturas equiponderais
através da DSC, representando o potencial de interacdo dos flavondides. Este
grafico ndo incluiu o pKa da miricetina, a qual, devido a forte interagdo, causou o
desaparecimento do seu pico de fusdo na mistura equiponderal com CMCr, nao
sendo possivel calcular a intensidade de variagdo. Esperava-se assim, de acordo
com a hipétese tragcada, que o flavondide com menor valor de pKa apresentasse a
maior intensidade de interacdo, o que nao foi constatado experimentalmente. Além
disso, na andlise dos resultados, o coeficiente da regressao linear (r’) apresentou
um valor de apenas 0,4229. Desta forma, ndo foi possivel estabelecer uma
correlagao entre estas variaveis, nao apresentando uma tendéncia de aumento ou
diminui¢cdo do valor de pKa em relagdo ao aumento do potencial de interacdo dos

flavonoides.

* AGRAWAL, P. K.; SCHNEIDER, H. J. Deprotonation Induced C-13 NMR Shifs in Phenols and
Flavonoids. Tetrahedron Letters, n. 24, p. 177-180, 1983. apud HERRERO-MARTINEZ, J. M.;
SANMARTIN, M.; ROSES, M.; BOSCH, E.; RAFOLS, C. Determination of Dissociation Constants of
Flavonoids by Capillary Electrophoresis. Electrophoresis, v. 26, p. 1886—-1895, 2005.
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5.5.4 Relagao com a energia de interagao do sistema flavonéide-CMCr

Com o intuito de realizar uma avaliacao preliminar da REPI, foram propostas
dez formas de interagdo para o calculo da energia de interagdo de cada combinagao
entre os flavondides e a celulose microcristalina (Figura 55), na busca de uma
conformagao padrao mais estavel para os flavonoides, através dos calculos do

campo de forca MM2.

Para cada interagéo proposta flavonoide-CMCr, foi entdo calculada a energia
de interagdo do sistema. A Tabela 21 apresenta os valores da menor energia de
interagdo em cada combinacdo flavondide-CMCr e a Figura 56 ilustra estas

interacdes de menor energia em estrutura tridimensional.

Com relacédo a Tabela 40, observa-se que os valores da energia de interagao
para a miricetina, luteolina e canferol foram negativos, ou seja, o processo é
exotérmico, indicando favorecimento entalpico. Ja para a morina, quercetina e
fisetina, os valores da energia de interacdo foram positivos, ou seja, 0 processo é
endotérmico, indicando desfavorecimento entalpico. Da mesma forma, Sadeghipour
e colaboradores (2005) calcularam o calor de formagao do radical formado pelos
flavondides quando ocorre o mecanismo de reparo do radical formado pela tirosina.
Os autores concluiram que, quando o calor de formagao mostrou-se exotérmico, os
flavondides foram capazes de reparar o radical tirosila e, quando mostrou-se
endotérmico, o radical do flavondide permaneceu sem efeito de inibicdo e com

favorecimento termodindmico da reacao inversa.
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Tabela 40. Menor energia de interacdo calculada para cada combinagdo dos
flavondides e a CMCr e respectiva interacdo proposta (Figura 55), em
ordem decrescente de potencial de interagao

Flavondides Energia de Interagao Interagao proposta*
(kcal/mol)
miricetina -7,892 8
morina 7,283 8
quercetina 2,779 1
fisetina 5,538 1
luteolina -15,297 9
canferol -2,578 6

* ver Figura 55

Uma explicacdo para os valores da energia de interacdo para a morina,
quercetina e fisetina terem sido positivos foi o fato de que as dez interacbes
propostas para cada combinacao flavondide-CMCr foram estabelecidas
manualmente e, assim, ndo foram esgotadas todas as possibilidades de ligacdo do
flavondide a CMCr. Provavelmente as conformagdes mais estaveis para a morina,
quercetina e fisetina sejam determinadas através de uma avaliagdo mais
aprofundada das propriedades eletrénicas, estéricas e hidrofébicas dos flavondides,
através de calculos semi-empiricos, ab initio ou ainda pela metodologia de docking,
onde o programa computacional propde inumeras conformagdes até que possa ser
alcangada a conformacéo preferencial para o ligante, de acordo com o receptor.
Apesar dos valores da energia de interacdo para a miricetina, luteolina e canferol
terem sido negativos, ainda é possivel que sejam encontradas as conformagdes
mais estaveis também para estes flavondides, como citado acima, através de

metodologias mais avangadas de modelagem molecular.
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Interagao 1 // Interagao 4 //

po

Interagdo 2 //

Interagéo 8 //

=

Figura 55. Interagbes propostas para o calculo da energia de interagdo entre cada
flavondide e a celulose microcristalina (1-8: estruturas em paralelo; 9 e
10: estruturas em perpendicular)

Quando os valores das menores energias de interacdo em cada combinagao
flavondide-CMCr sdo comparados, apesar das estrututras dos flavonodides
estudados serem semelhantes, observa-se que o0s valores nao sao proximos,
demonstrando que cada sistema, independente das suas estruturas moleculares,
busca a conformacdo mais estavel de energia. Varias relagbes entre a estrutura e a
atividade demonstram que compostos quimicamente similares podem ter atividades

e acbes biolégicas muito diferentes. A similaridade e a diversidade das moléculas
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nao podem ser determinadas de forma objetiva e dependem da sua estrutura

tridimensional e das propriedades do sitio de ligagao do receptor (KUBINYI, 2002).

Figura 56. Interagdes de menor energia minimizada para cada combinagdo dos
flavondides com a celulose microcristalina: A- canferol (6); B- fisetina (1);
C- luteolina (9); D- miricetina (8); E- morina (8); F- quercetina (1)

Na tentativa de avaliar a energia de interagdo das combinacgdes flavonoides-
CMCr, foi construido um grafico de correlagao entre os valores encontrados para as
menores energias de interacdo de cada combinacéao flavonéide-CMCr (kcal/mol) (y)
e a intensidade de variagdo entre a a AHops € @ AHesp (%) (X), relativas ao pico de
fusdo dos flavondides nas misturas equiponderais, representando o potencial de
interacédo dos flavonodides. Este grafico ndo incluiu a menor energia de interagao da
combinagao miricetina-CMCr, devido ao desaparecimento do pico de fusdo da
miricetina na mistura equiponderal com CMCr, ndo sendo possivel calcular a
intensidade de variacdo. Porém, na analise dos resultados, o coeficiente da
regressdo linear (r’) apresentou um valor de apenas 0,4316. Novamente, néo foi

possivel estabelecer uma correlagdo entre estas variaveis e, assim, nao
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apresentando uma tendéncia de aumento ou diminui¢do da energia de interagdo do

sistema em relagdo ao aumento do potencial de interagcado dos flavondides.

Neste estudo, a CMCr comportou-se como receptor e os flavondides como
ligantes, na tentativa de explicar um modelo de interagao ligante-receptor em nivel
molecular (MARDER e col., 2001). Desta forma, os calculos de MM2 para a energia
de interagdo do sistema flavon6ide-CMCr, considerando as dez interagdes
propostas, demonstraram que a CMCr determinou a melhor orientagao do flavondide
para obter a conformacdo de menor energia, ndo sendo possivel estabelecer um

padrao de conformacao mais estavel de interagao para estes flavonoides.



6 CONCLUSOES
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Os flavondides empregados neste estudo, por possuirem hidroxilas em suas
estruturas, sdo capazes de estabelecer ligagcbes de hidrogénio intra e

intermoleculares e, desta forma, interagir com a celulose microcristalina.

Estas interacdes foram detectadas através da analise de suas misturas 1:1 e
1:2, em estado solido, por calorimetria exploratéria diferencial e estes resultados

complementados por dados de termogravimetria.

Os flavonoides foram analisados quanto a intensidade de variagdo entre a
Hobs € @ Hesp, relativas a fusdo dos flavonoides nas misturas binarias, apresentando
a seguinte ordem decrescente nas misturas 1:1: miricetina, morina, quercetina,

fisetina, luteolina e canferol.

Os resultados obtidos pela espectroscopia de infravermelho para as misturas
binarias, quando possivel de identificagao, confirmaram a existéncia de interagao por
formagao de ligagdes de hidrogénio entre os flavondides e a celulose microcristalina,
verificadas através da diminuigdo da intensidade e da modificacdo do formato das
bandas da celulose microcristalina referentes as deformacdes axiais da ligagédo O-H
para ligacdes de hidrogénio intramoleculares (~3360 cm™), as deformacdes axiais da
ligacdo C-H (~2900 cm™) e as ligacdes de hidrogénio de aldoexoses (~1650 cm™)
que, em alguns casos, desapareceram do espectro de infravermelho, além das
bandas caracteristicas dos flavondides referentes a carbonila (~1750 cm™) e a fenila
(~1600 cm™) terem sido deslocadas em relagdo ao esperado. Entretanto, alguns
espectros das misturas binarias apresentaram sobreposi¢cao das bandas em certas

regides, o que dificultou a visualizacdo de possiveis interagdes.

A relagdo estrutura-propriedade de interacdo referente ao numero de
hidroxilas existentes na estrutura dos flavondides mostrou-se proporcional ao
potencial de interacdo com a celulose microcristalina. Para os flavondides estudados
que possuem estruturas isdbmeras, a ordem de importancia do padréao de
hidroxilagdo dos anéis para o potencial de interagdo com a celulose microcristalina
foi B>C>A.

A avaliagdo da energia do sistema conjugado relativa a banda | dos
flavondides mostrou que a introducao de grupos doadores de elétrons, como as

hidroxilas no anel B, aumenta o potencial para interagdes com outras moléculas. O
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fator que teve maior influéncia foi 0 aumento do numero de hidroxilas presentes em
cada uma destas estruturas, principalmente nos anéis B e C, seguido das posi¢des

das hidroxilas nestes anéis.

Na avaliacdo do pKa em relagdo a intensidade de variacao dos flavondides,
nao foi possivel estabelecer uma correlagao entre estas variaveis, ndo apresentando
uma tendéncia de aumento ou diminuicdo do valor de pKa em relagcdo ao aumento

do potencial de interacao dos flavonoides.

Os célculos de MM2 para a energia de interagcdo do sistema flavondide-
celulose microcristalina, considerando as dez interagdes propostas, demonstraram
que a celulose microcristalina determinou a melhor orientacdo do flavondide para
obter a conformagdo de menor energia, ndo sendo possivel estabelecer um padrao

de conformacéo mais estavel de interacéo para estes flavondides.



7 REFERENCIAS







133

AGULLO, G.; GARNET-PAYRASTRE, L.; FERNANDEZ, Y.; ANCIAUX, N;
DEMIGNE, C.; REMESY, C. Comparative Effects of Flavonoids on the Growth,
Viability and Metabolism of a Colonic Adenocarcinoma Cell Line (HT29 Cells).
Cancer Letters, v. 105, p.61-70, 1996.

AHMED-BELKACEM, A.; POZZA, A.. MUNOZ-MARTINEZ, F.; BATES, S.E;
CASTANYS, S.; GAMARRO, F.; DI PIETRO, A.; PEREZ-VICTORIA, J. M. Flavonoid
Structure-Activity Studies Identify 6-Prenylchrysin and Tectochrysin as Potent and
Specific Inhibitors of Breast Cancer Resistance Protein ABCG2. Cancer Research,
v. 65, p. 4852-4860, 2005.

ANDO, H. Y.; RADEBAUGH, G. W. Preformulation. In: GENNARO, A. R. (Ed.)
Remington: The Science and Practice of Pharmacy. 20 ed. Philadelphia:
University of the Science, 2000. p. 700-720.

AREIAS, F. M.; REGO, A. C.; OLIVEIRA, C, R.; SEABRA, R. M. Antioxidant Effect of
Flavonoids after Ascorbate/Fe21-induced Oxidative Stress in Cultured Retinal Cells.
Biochemical Pharmacology, v. 62, p. 111-118, 2001.

ARIAS, T. D. Glosario de Medicamentos: Desarrollo, Evaluacion y Uso.
Washington, DC: Organizacion Panamericana de la Salud, 1999.

ARMIJO, C. J. V. Aplicagao de métodos termo-analiticos e espectroscépicos na
avaliagao do comportamento do farmaco isoniazida frente a adjuvantes. 2003.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2003.

AUER, M. E.; GRIESSER, U. J.; SAWATSKI, J. Qualitative and Quantitative Study of
Polymorphic Forms in Drug Formulations by Near Infrared FT-Raman Spectroscopy.
Journal of Molecular Structure (Theochem), v. 661-662, p.307-317, 2003.

BERGESE, P.; BOMTEMPI, E.; COLOMBO, |.; GERVASONI, D.; DEPERO, L. E.
Microstructural Investigation of Nimesulide-crospovidone Composites by X-ray
Difraction and Thermal Analysis. Composites Science and Technology, n. 63, p.
1197-1201, 2003.

BORGHETTI, G. S.; COSTA, I. M.; PETROVICK, P. R.; PEREIRA, V. P.; BASSANI,
V. L. Characterization of Different Samples of Quercetin in Solid-state: Indication of
Polymorphism Occurrence. Pharmazie, v. 61, n. 9, p. 802-804, 2006.

BORS, W.; MICHEL, C.; SCHIKORA, S. Interaction of Flavonoids with Ascorbate and
Determination of their Univalent Redox Potencials: A Pulse Radiolysis Study. Free
Radical Biology & Medicine, v. 19, n. 1, p. 45-52, 1995.

BOTHA, S. A;; LOTTER, A. P. Compatibility Study between Naproxen and Tablet
Excipients Using Differential Scanning Calorimetry. Drug Development and
Industrial Pharmacy, v. 4, n. 16, p. 673-683, 1990.

BROWN, M. E. Introduction to Thermal Analysis. Techniques and Applications.
London: Chapman and Hall, 1988.

BRUNI, G.; AMICI, L.; BERVENNI, V.; MARINI, A.; ORLANDI, A. Drug-excipient
Compatibility Studies -Search of Interaction Indicators. Journal of Thermal Analysis
and Calorimetry, v. 68, p. 561-573, 2002.



134

BUCKINGHAN, J. (Ed.) Dictionary of Organic Compounds. 5" ed. London:
Chapman and Hall, 1983. 1% Suplemment, v. 1.

BUDAVARI, S. (Ed.) The Merck Index. 12" White House Station: Merck, 1996.

BUTKOVIC, V.; KLASINC L.; BORS, W. Kinetic Study of Flavonoid Reactions with
Stable Radicals. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, p. 2816-2820,
2004.

CAl, Y.; LUO, Q.; SUN, M.; CORKE, H. Antioxidant activity and phenolic compounds
of 112 traditional Chinese medicinal plants associated with anticancer. Life
Sciences, n. 74, p. 2157-2184, 2004.

CALABRO, M. L.; TOMMASINI, S.; DONATO, P.; RANERI, D.; STANCANELLI, R;
FICARRA, P.; FICARRA, R.; COSTA, C.; CATANIA, S.; RUSTICHELLI, C;
GAMBERINI, G. Effects of a- and B-cyclodextrin Complexation on the Physico-
chemical Properties and Antioxidant Activity of Some 3-hydroxyflavones. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 35, p. 365-377, 2004.

CANOTILHO, J.; SOUSA, A. T. B.; PINTO, J. A. M. C. Analise Térmica. Interesse em
Tecnologia Farmacéutica. Revista Portuguesa de Farmacia, v. 42, n. 4, p. 5-12,
1992.

CAO, G.; SOFIC, E.; PRIOR, R. L. Antioxidant and Prooxidant Behavior of
Flavonoids: Structure-Activity Relationships. Free Radical Biology and Medicine, v.
22,n.5, p. 749-760, 1997.

CARSTENSEN, J. T.; KOTHARI, R. C. Solid-State Decomposition of Alkoxyfuroic
Acids in the Presence of Microscrystalline Cellulose. Journal of Pharmaceutical
Sciences, v. 72, n. 10, p. 1149-1154, 1983.

CARVALHO, E. L. S. Desenvolvimento de produto seco nebulizado de
maytenus ilicifolia martius ex reiss-celastraceae (espinheira-santa).1997.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 1997.

CARVALHO, I.; PUPO, M. T.; BORGES, A. D. L.; BERNARDES, L. S. C. Introducéo a
Modelagem Molecular de Farmacos no Curso Experimental de Quimica Farmacéutica.
Quimica Nova, v. 26, n. 3, p. 428-438, 2003.

CHANG, L. C.; KINGHORN, A. D. Flavonoids as Cancer Chemopreventive Agents.
In: TRINGALI, C. (Ed.) Bioactive Compounds from Natural Sources. London:
Taylor & Francis, 2001.

CHAVEZ, J. H.; LEAL, P. C.; YUNES, R. A.; NUNES, R. J.; BARARDI, C. R. M;
PINTO, A. R.; SIMOES, C. M. O.; ZANETTI, C. R. Evaluation of antiviral activity of
phenolic compounds and derivatives against rabies virus. Veterinary Microbiology,
v. 116, p. 53-59, 2006.

CLAS, S. D.; DALTON, C. D.; HANCOCK, B. C. Differential Scanning Calorimetry:
Applications in Drug Development. Pharmaceutical Science and Technology
Today, v. 2, n. 8, p. 311-319, 1999.

COSTA, E. M.; BARBOSA FILHO, J. M.; GOMES do NASCIMENTO, T.; MACEDO,
R. O. Thermal Characterization of the Quercetin and Rutin Flavonoids.
Termochimica Acta, v. 392-393, p. 79-84, 2002.



135

COSTA, I. M. Estudo de pré-formulagio com o composto polifendlico
quercetina. 2005. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa
de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2005.

COTTON, M. L.; WU, D. W.; VADAS, E. B. Drug-excipient Interaction Study of
Enalapril Maleate Using Thermal Analysis and Scanning Electron Microsocpy.
International Journal of Pharmaceutics, v. 40, p. 129-142, 1987.

CUSHNIE, T. P. T.; LAMB, A. J. Antimicrobial Activity of Flavonoids. International
Journal of Antimicrobial Agents, n. 26, p. 343-356, 2005.

DA SILVA, S.L.; SILVA, A.; HONORIO, K.M.; MARANGONI, S.; TOYAMA, M. H.; DA
SILVA, A. B. F. The Influence of Electronic, Steric and Hydrophobic Properties of
Flavonoid Compounds in the Inhibition of the Xanthine Oxidase. Journal of
Molecular Structure (Theochem), v. 684, p.1-7, 2004.

DA SILVA, T. H. A. Pratica Illl.3. Modelagem Molecular com o Auxilio do
Computador. 2006. Disponivel em <http://www.iupac.org/ publications/ cd/med
icinal_chemistry/Practica-IlI-3.pdf >. Acesso em 29.10.2007.

DE SANT’ANNA, C. M. R.; DE ALENCASTRO, R. B.; BARREIRO, E. J. Toward a
Platelet-activating Pseudoreceptor: Semiempirical Modeling of Cation-m and
Hydrogen Bond Interactions in Agonist Binding. Journal of Molecular Structure, v.
429, p. 217-227, 1998.

DODD, J. W.; TONGE, K. H. Thermal Methods. Chichester: John Wiley & Sons,
1987.

DREBUSHCHAK, V. A.; SHAKHTSHNEIDER, T. P.; APENINA, S. A;
DREBUSHCHAK, T. N.; MEDVEDEVA, A. S.; SAFRONOVA, L. P.; BOLDYREV, V.
V. Thermoanalytical Investigation of Drug-Excipient Interaction. Part I. Piroxicam,
Cellulose and Chitosan as Starting Materials. Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry, v. 84, n. 3, p.643-649, 2006.

EICHHORN, S. J.; DAVIES, G. R. Modelling the Crystalline Deformation of Native
and Regenerated Cellulose. Cellulose, v. 13, p. 291-307, 2006.

EL-SAKHAWY, M.; HASSAN, M. L. Physical and Mechanical Properties of
Microcrystalline Cellulose Prepared from Agricultural Residues. Carbohydrate
Polymers, v. 67, p.1-10, 2007.

ERKOGC, S.; ERKOC, F.; KESKIN, N. Theoretical Investigation of Quercetin and Its
Radical Isomers. Journal of Molecular Structure (Theochem), v. 631, p.141-146,
2003.

ESTRADA, E.; GONZALEZ, H. What are the Limits of Applicability for Graph
Theoretic Descriptors in QSPR/QSAR? Modeling Dipole Moments of Aromatic
Compounds with TOPS-MODE Descriptors. Journal of Chemical Information and
Computer Sciences v.43, p. 75-84, 2003.

EUROPEAN Pharmacopoeia. 4 ed. Strasbourg: Council of Europe, 2002.

FELTRE, R.; YOSHINAGA, S. Termoquimica. In: FELTRE, R.; YOSHINAGA, S.
Fisico-Quimica: Teoria e Exercicios. Sdo Paulo: Ed Moderna, 1974. v. 3. 418p.



136

FIESE, E. F.; HAGEN, T. A. Pré-formulagéo. In: LACHMAN, L.; LIEBERMAN, A. L;;
KANG, J. L. (ed.) Teoria e Pratica na Industria Farmacéutica. Lisboa: Calouste
Gulbekian, 2001. v. 1. p. 295-339.

FIRUZI, O.; LACANNA, A.; PETRUCCI, R.; MARROSU, G.; SASO, L. Evaluation of
the Antioxidant Activity of Flavonoids by “Ferric Reducing Antioxidant Power” Assay
and Cyclic Voltammetry. Biochimica et Biophysica Acta, v. 72, p. 174-184, 2005.

FLORENCE, A.T.; ATWOOD, D. Physicochemical Principles of Pharmacy. 3. ed.
Bristol, London: Macmillan. 1998.

FORD, J. L.; TIMMINS, P. Pharmaceutical Thermal Analysis. Techniques and
Applications. Chichester: Ellis Horwood, 1989.

GIRON, D. Thermal Analysis and Calorimetric Methods in the Characterization of
Polymorphs and Solvates. Termochimica Acta, v. 248, p. 1-59, 1995.

GIRON, D. Contribuition of Thermal Methods and Related Techniques to the Rational
Development of Pharmaceuticals. Part 1. Pharmaceutical Science and
Technology Today, v. 1, n. 6, p. 191-199, 1998a.

GIRON, D. Contribuition of Thermal Methods and Related Techniques to the Rational
Development of Pharmaceuticals. Part 2. Pharmaceutical Science and
Technology today, v. 1, n. 6, p. 262-268, 1998b.

GIRON, D.; MUTZ, M.; GARNIER, S. Applications of Thermal Analysis and Coupled
Techniques in Pharmaceutical Industry. Journal of Thermal Analysis and
calorimetry, v. 68, p.335-357, 2002.

GIRON, D.; MUTZ, M.; GARNIER, S. Solid-state of Pharmaceutical Compounds —
Impact of the ICH Q6 Guideline on Industrial Development. Journal of Thermal
Analysis and Calorimetry, v. 77, p. 709-747, 2004.

GOTTLIEB, O. R. Flavonols. In: HARBORNE, J. B.; MABRY, T. J.; MABRY, H. (Ed.)
The Flavonoids. New York: Academic, 1975. v. 1, p. 296-375.

HAINES, P. J. Thermal Methods of Analysis. Principles, Applications and
Problems. London: Chapman & Hall, 1995.

HAIYUN, D.; JIANBIN, C.; GUOMEI, Z.; SHAOMIN, S.; JINHAO, P. Preparation and
Spectral Investigation on Inclusion Complex of (-cyclodextrin with Rutin.
Spectrochimica Acta Part A, v. 59, p. 3421-3429, 2003.

HALLWACHS, R. Untersuchungen zur Bedeutung von Rotweininhaltsstoffen bei
der Regulation intrazellularer Signalwege in humanen Endothelzellen in vitro.
2005. Tese (Doutorado em Medicina) - Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen,
2005. Disponivel em  <http://edoc.ub.uni-muenchen.de/archive/00004257/01/
Hallwachs_Roland.pdf>. Acesso em 09.08.2006.

HATAKEYAMA, T.; QUINN, F. X. Thermal Analysis and Applications to Polymer
Science. 2 ed. Chichester: Wiley, 1999.

HEIJNEN, C. G. M.; HAENEN, G. R. M. M.; VAN ACKER, F. A. A.; VAN DER VIJGH,
W. J. F.; BAST, A. Flavonoids as Peroxynitrite scavengers: The Role of the
Hydroxyls Groups. Toxicology in Vitro, v. 15, p. 3-6, 2001.

HEIM, K. E.; TAGLIAFERRO, A. R.; BOBILYA, D. J. Flavonoid Antioxidants:
Chemistry, Metabolism and Structure-Activity Relationships. Journal of Nutritional
Biochemistry, v. 13, p. 572-584, 2002.



137

HERRERO-MARTINEZ, J. M.; SANMARTIN, M.; ROSES, M.; BOSCH, E.; RAFOLS,
C. Determination of Dissociation Constants of Flavonoids by Capillary
Electrophoresis. Electrophoresis, v. 26, p. 1886—1895, 2005.

HOEPFNER, E. M.; RENG, A.; SCHMIDT, P. C. (Ed.) Fiedler Encyclopedia of
Excipients. 5 ed. Aulendorf: Cantor, 2002. 2 v.

IONASHIRO, M.; GIOLITO, I. Nomenclatura, padroes e apresentagciao dos
resultados em analise térmica. Disponivel em <www.abratec.com.br>. Acesso em
23.10.2005.

JOSHI, B. V.; PATIL, V. B.; POKHARKAR, V. B. Compatibility Studies Between
Carbamazepine and Tablet Excipients Using Thermal and Non-thermal Methods.
Drug Development and Industrial Pharmacy, v. 28, n. 6, p. 687-694, 2002.

JOVANOVIC, S. V.; STEENKEN, S.; TOSIC, M.; MARJANOVIC, B.; SIMICG, M. G.
Flavonoids as Antioxidants. Journal of the American Chemical Society, v. 116, p.
4846-4851, 1994.

JURD, L. Spectral Properties of Flavonoids. In: GEISSMANN, T. A . (Ed.) The
Chemistry of Flavonoid Compounds. New York: The Macmillan Company, 1962,
p. 107-155.

KAHRS, K. H. B. A Espectroscopia em Ultra-violeta. Porto Alegre: Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 1974. 113 p.

KANEKO, T.; BABA, N.; MATSUO, M. Structure-activity Relationship of Antioxidants
for Inhibitors of Linoleic Acid Hydroperoxide-induced Toxicity in Cultured Human
Umbilical Vein Endothelial Cells. Cytotechnology, v. 35, p. 43-55, 2001.

KIBBE, A. H. (Ed.) Handbook of Pharmaceutical Excipients. 3 ed. Washington:
American Pharmaceutical Association, 2000.

KIM, J-D.; LIU, L.; GUO, W.; MEYDANI, M. Chemical Structure of Flavonols in
Relation to Modulation of Angiogenesis and Immune-endothelial Cell Adhesion.
Journal of Nutritional Biochemistry, n. 17, p. 165-176, 2006.

KLEIN, C.; HURLBUT, C. S. Manual of Mineralogy. 20™ ed., New York: John Wiley
and Sons, 1985. 681p.

KLEINEBUDDE, P.; JUMAA, M.; EL SALEH, F. Influence of Degree of
Polymerization on Behavior of Cellulose During Homogenization and
Extrusion/Spheronization. American Association of Pharmaceutical Scientists
(AAPS), v. 2, n. 2, article 21, 2000.

KOPELMAN, S. H.; AUGSBURGER, L. L. Excipient Compatibility Study of
Hypericum perforatum Extract (St. John’s Wort) using Similarity Metrics to Track
Phytochemical Profile Changes. International Journal of Pharmaceutics, v. 237, p.
35-46, 2002.

KUBINYI, H. Chemical Similarity and Biological Activities. Journal of Brazilian
Chemical Society, v. 13, n. 6, p. 717-726, 2002.

LEE, S.; SEO, D-H.; PARK, H-L.; CHOI, Y.; JUNG, S. Solubility enhancement of a
hydrophobic flavonoid, luteolin by the complexation with cyclosophoraoses isolated
from Rhizobium meliloti. Antonie van Leeuwenhoek , n. 84, p. 201-207, 2003.



138

LEMANSKA, K.; SZYMUSIAK, H.; TYRAKOWSKA, B. ZIELINSKI, R.; SOFFERS, A.
E. M. F.; RIETJENS, I. M. C. M. The Influence of pH on Antioxidant Properties and
the Mechanism of Antioxidant Action of Hydroxyflavones. Free Radical Biology &
Medicine, v. 31, n. 7, p. 869-881, 2001.

LEMANSKA, K.; VAN DER WOUDE, H.; SZYMUSIAK, H.; BOERSMA, M. G
GLISZCZYNSKA-SWIGLO, A.; RIETJENS, I. M. C. M.; TYRAKOWSKA, B. The
Effect of Catechol O-methylation on Radical Scavenging Characteristics of Quercetin
and Luteolin — A Mechanistic Insight. Free Radical Research, v. 38, n. 6, p. 639—
647, 2004.

LEVIS, S. R.; DEASY, P. B. Production and Evaluation of Size Reduced Grades of
Microcrystalline Cellulose. International Journal of Pharmaceutics, v. 213, p. 13—
24, 2001.

LIANG, Y.-C.; HUANG, Y.-T.; TSAI, S.-H.; LIN-SHIAU, S.-Y.; CHEN, C.-F.; LIN, J.-K.
Suppression of inducible cyclooxygenase and inducible nitric oxide synthase by
apigenin and related flavonoids in mouse macrophages. Carcinogenesis, v. 20, n.
10, p. 1945-1952, 1999.

LIN, C-M.; CHEN,C-S.; CHEN, C-T.; LIANG, Y-C.; LIN, J-K. Molecular Modeling of
Flavonoids that Inhibits Xanthine Oxidase. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 294, p.167-172, 2002.

LONGHINI, R. Avaliagao do comportamento do acido galico frente a adjuvantes
empregados em formas farmacéuticas soélidas. 2006. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas,
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
2006.

LUNER, P. E.; KIRSCH, L. E.; MAJURU, S.; OH, E.; JOSHI, A. B.; WURSTER, D. E;
REDMON, M. P. Preformulation Studies on the S-lsomer of Oxybutynin
Hydrochloride, an Improved Chemical Entity (ICE™). Drug Development and
Industrial Pharmacy, v. 27, n. 4, p. 321-329, 2001.

MABRY, T. J.; MARKHAN, K. R.; THOMAS, M. B. The Sistematic Identification of
Flavonoids. New York: Springer, 1970.

MARDER, M.; ESTIU, G.; BLANCH, L. B.; VIOLA, H.; WASOWSKI, C.; MEDINA, J.
H.; PALADINI, A. C. Molecular Modeling and QSAR Analysis of the Interaction of
Flavone Derivatives with the Benzodiazepine Binding Site of the GABAA Receptor
Complex. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v. 9, p. 323-335, 2001.

MARKHAN, K. R.; MABRY, T. J. Ultraviolet-visible and Proton Magnetic Resonance
Spectroscopy of Flavonoids. In: HARBORNE, J. B.; MABRY, T. J.; MABRY, H. (Ed.)
The Flavonoids. New York: Academic, 1975. v. 1, p. 45-77.

MARTENS, S.; MITHOFER, A. Molecules of Interest: Flavones and Flavone
Synthases. Phytochemistry, v.66, p. 2399-2407, 2005.

MARTIN, H.-J.; KORNMANN, F.; FUHRMANN, G. F. The Inhibitory Effects of
Flavonoids and Antiestrogens on the Glut1 Glucose Transporter in Human
Erythrocytes. Chemico-Biological Interactions, v. 146, p. 225-235, 2003.

MATSUO, K.; GEKKO, K. Vacuum-ultraviolet Circular Dichroism Study of
Saccharides by Synchrotron Radiation Spectrophotometry. Carbohydrate
Research, v. 339, p. 591-597, 2004.



139

MAURIN, J. K.; PLUCINSKI, F.; MAZUREK, A. P.; FIJALEK, Z. The Usefulness of
Simple X-Ray Powder Diffraction Analysis for Counterfeit Control—The Viagra®
Example. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, n. 43, p. 1514—
1518, 2007.

MIDDLETON JR., E.; KANDASWAMI, C.; THEOHARIDES, T. C. The Effects of Plant
Flavonoids on Mammalian Cells: Implications for Inflammation, Heart Disease, and
Cancer. Pharmacological Reviews, v. 52, p. 673—-751, 2000.

MILLER, T. A.; YORK, P. Physical and Chemical Characteristics of some High Purity
Magnesium Stearate and Palmitate Powders. International Journal of
Pharmaceutics, v. 23, p. 55-67, 1985.

MONDAL, S.; MUKHERJEE, M.; PAUL, T., MUKHERJEE, D. Synthesis,
Spectroscopic and Crystallographic Studies of (1RS,2SR)-1-(2-carboxy-4-methyl-5-
methoxyphenyl)-1,2-dimethyl-cyclopentane-2-carboxylic Acid: Supramolecular
Framework Built from O—H"O and C—H"O Hydrogen Bonds. Zeitschrift fur
Kristallographie, v. 219, p. 456-460, 2004.

MONTGOMERY, D. C. Design and Analysis of Experiments. 5 ed. New York:
John Wiley, 2001.

MURA, P.; FAUCCI, M. T.; MANDERIOLI, A.; BRAMANTI, G.; CECCARELLI, L.
Compatibility Study between Ibuproxam and Pharmaceutical Excipients Using
Differential Scanning Calorimetry, Hot-stage Microscopy and Scanning Electron
Microscopy. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 18, p. 151-
163, 1998.

NAKANISHI, K.; SOLOMON, P. M. Infrared Absorption Spectroscopy. 2 ed. San
Francisco: Holden Day, 1977.

NETZ, P. A.; ORTEGA, G. G. Fundamentos de Fisico-quimica: Uma Abordagem
Conceitual para as Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre: Artmed, 2002. p. 39-79.

NIKOLAKAKIS, 1.; TSARVOULI, K.; MALAMATARIS, S. Water Retention and
Drainage in Different Brands of Microcrystalline Cellulose: Effect of Measuring
Conditions. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, n. 63, p.
278-287, 2006.

NYSTROM, C.; KAREHILL, P. G. The Importance of Intermolecular Bonding Forces
and the Concept of Bonding Surface Area. In: ALDERBORN, G.; NYSTROM, C.
(Ed). Pharmaceutical Powder Compaction Technology. New York: Marcel
Dekker, 1996.

OCHOA, M. D. V.; ALEGRE, M. E. G.; DURAN, J. T. Preformulation. In: VILA JATO,
J. L. (Ed.) Tecnologia Farmacéutica. Madrid: Sinthesis, 2001. v. 1. p. 27-73.

PETROVICK, P. R. Tecnologia farmacéutica IF — 2006/2. Porto Alegre: Faculdade
de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 2006. Disponivel em
<http://www.ufrgs.br/farmacia/disciplinas/far02011n/arquivos/CAPiTULO%201%20pa
rte%202%202006-2.pdf>. Acesso em 10.08.2006.

PICKER, K. M.; HOAG, S. W. Characterization of the Thermal Properties of
Microcrystalline Cellulose by Modulated Temperature Differential Scanning
Calorimetry. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 91, n. 2, p. 342-349, 2002.

PIFFERI, G.; SANTORO, P.; PEDRANI, M. Quality and Functionality of Excipients. Il
Farmaco, v. 54, p. 1-14, 1999.



140

PI1ZZl1, A.; MEIKLEHAM, N.; STEPHANOU, A. Induced accelerated autocondensation
of polyflavonoid tannins for phenolic polycondensates. Il. Cellulose effect and
application. Journal of Applied Polymer Science, v. 55, p. 929-933, 1995.

POLYDORO, M.; SOUZA, K. B.; ANDRADES, M. E.; SILVA, E. G.; BONATTO, F;
HEYDRICH, J.; PIZZOL, F. D.; SCHAPOVAL, E. E. S.; BASSANI, V. L.; MOREIRA,
J. C. F. Antioxidant, pro-oxidant and cytotoxic effects of Achyrocline satureioides
extracts. Life Sciences, v. 74, p. 2815-2826, 2004.

POSE-VILARNOVO, B.; PERDOMO-LOPEZ, |.; ECHEZARRETA-LOPEZ, M,
SCHROTH-PARDO, P., ESTRADA, E.; TORRES-LABANDEIRA, J. J. Improvement
of Water Solubility of Sulfamethizole through Its Complexation with - and
Hydroxypropyl-3-cyclodextrin. Characterization of the Interaction in Solution and in
Solid State. European Journal of Pharmaceutical Science, v. 13, p. 325-331,
2001.

POUCHERT, C. J. The Aldrich Library of NMR Spectra. 2 ed. Wisconsin: Aldrich
Chemical, 1983.

PRALHAD, T.; RAJENDRAKUMAR, K. Study of Freeze-dried Quercetin-cyclodextrin
Binary Systems by DSC, FT-IR, X-ray diffraction and SEM Analysis. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 34, p. 333-339, 2004.

PUCEAT, E.; REYNARD, B.; LECUYER, C. Can Crystallinity Be Used to Determine
the Degree of Chemical Alteration of Biogenic Apatites? Chemical Geology, v. 205,
p. 83— 97, 2004.

RAO, V. S. R.,; QASBA, P. K., BALAJI, P. V.; CHANDRASEKARAN, R.
Conformation of Carbohydrates. Singapore: Hardwood Dradenic Publishers, 1998.

RAWEL, H. M.; CZAJKA, D.; ROHN, S.; KROLL, J. Interactions of Differents
Phenolic Acids and Flavonoids with Soy Proteins. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 30, p. 137-150, 2002.

RESEARCH Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) An Information
Portal to Biological Macromolecular Structures. Disponivel em
<http://www.rcsb.org/pdb/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeQuery&t=6&
n=4883>. Acesso em 05.07.2006.

RICE-EVANS, C. A.; MILLER, N. J.; PAGANGA, G. Strucuture-antioxidant Activity
Relationships of Flavonoids and Phenolic Acids. Free Radical Biology and
Medicine, v. 20, n. 7, p. 933-956, 1996.

RIJKE, E.; OUT, P.; NIESSEN, W. M. A.; ARIESE, F.; GOOIJER, C.; BRINKMAN, U.
A. T. Analytical Separation and Detection Methods for Flavonoids. Journal of
Chromatography A, n. 1112, p. 31-63, 2006.

ROBERTS, C. J.; BOND, L.; ALLEN, S.; DAVIES, M. C.; SHIVJI, A. P.; TENDLER, S.
J. B.; WILLIAMS, P. M.; ZHANG, J. Differential Scanning Calorimetry and Scanning
Thermal Microscopy Analysis of Pharmaceutical Materials. International Journal of
Pharmaceutics, v. 243, p. 71-82, 2002.

ROBINSON, J. W. Thermal Analysis. In: ROBINSON, J. W. (Ed.) Undergraduate
Instrumental Analysis. 5 ed. New York: Marcel Dekker, 1995.

RUCKER, G.; NEUGEBAUER, M., WILLEMS, G. G. Instrumentelle
Pharmazeutische Analytik. Stuttgart: Wissenschaftliche, 1998.



141

RUSAK, G.; GUTZEIT, H. O.; MULLER, J. L. Structurally Related Flavonoids with
Antioxidative Properties Differentially Affect Cell Cycle Progression and Apoptosis of
Human Acute Leukemia Cells. Nutrition Research, v. 25, p. 141-153, 2005.

SADEGHIPOUR, M.; TERREUX, R.; PHIPPS, J. Flavonoids and Tyrosine Nitration:
Structure-activity Relationship Correlation with Enthalpy of Formation. Toxicology in
Vitro, v. 19, p. 155-165, 2005.

SADIK, C. D.; SIES, H.; SCHEWE, T. Inhibition of 15-lipoxygenases by Flavonoids:
Structure-activity Relations and Mode of Action. Biochemical Pharmacology, n. 65,
p. 773-781, 2003.

SALEKI-GERHARDT, A.; AHLNECK, C.; ZOGRAFI, G. Assessment of Disorder in
Cristalline Solids. International Journal of Pharmaceutics, v. 101, p. 237-247,
1994.

SCHEWE, T.; KUHN, H.; SIES, H. Flavonoids of cocoa inhibit recombinant human 5-
lipoxygenase. Journal of Nutrition, v. 132, p.1825-1829, 2002.

SEYOUM, A ; ASRES, K.; EL-FIKY, F. K. Structure-Radical Scavenging Activity
Relationships of Flavonoids. Phytochemistry, v. 67, p. 2058-2070, 2006.

SHLIEOUT, G.; ARNOLD, K.; MULLER, G. Powder and Mechanical Properties of
Microcrystalline Cellulose With Different Degrees of Polymerization. American
Association of Pharmaceutical Scientists (AAPS), v. 3, n. 2, article 11, 2002.

SINGHAL, R.; NAGPAL, A. K.; MATHUR, G. N. Study of Ethyl Cellulose-Benzoic
Acid Interactions in Matrices for Controlled Drug Release by DSC. Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry, v. 58, p. 29-38, 1999.

SILVERSTEIN, R. M.; BASSLER, G. C.; MORRIL, T. C. Identificacao
Espectroscépica dos Compostos Organicos. 6 ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1998.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; BAUER, L.; LANGELOH, A. Pharmacological
investigations on Achyrocline satureioides (Lam.) DC., Compositae. Journal of
Ethnopharmacology, v. 22, n. 3, p. 281-293, 1988.

SONAGLIO, D.; BATAILLE, B.; TEROL, A.; JACOB, M.; PAUVERT, B.; CASSANAS,
G. Physical Characterization of Two Microcrystalline Cellulose and Feasibility of
Microspheres by Extrusion/Spheronization. Drug Development and Industrial
Pharmacy, v.21, n.5: p. 537-547, 1995.

SOOBRATTEE, M.A.; NEERGHEEN, V.S.; LUXIMON-RAMMA, A.; ARUOMA, O.l;
BAHORUN, T. Phenolics as Potential Antioxidant Therapeutic Agents: Mechanism
and Actions. Mutation Research, v. 579, p. 200-213, 2005.

SOUZA Jr., J.; SANTOS, R. H. de A.; FERREIRA; M. M. C.; MOLFETTA, F. A,
CAMARGO, A. J.; HONORIO, K. M.; SILVA; A. B. F. da A quantum chemical and
statistical study of flavonoid compounds (flavones) with anti-HIV activity. European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 38, p. 929-938, 2003.

TANG, J.; WANG, W.; LUAN, F.; CHEN, X. Binding of the Bioactive Compound
5,7,4’-trihydroxy-6,3’,5’-trimethoxyflavone to Human Serum Albumin. International
Journal of Biological Macromolecules, v. 37, p. 85-91, 2005.



142

TANTISHAIYAKUL, V.; KAEWNOPPARAT, N.; INGKATAWORNWONG, S.
Properties of Solids Dispersions of Piroxicam in Polyvinylpyrrolidone K-30.
International Journal of Pharmaceutics, v. 143, p. 59-66, 1996.

TANTISHAIYAKUL, V.; KAEWNOPPARAT, N.; INGKATAWORNWONG, S.
Properties of Solids Dispersions of Piroxicam in Polyvinylpyrrolidone. International
Journal of Pharmaceutics, v. 181, p. 143-151, 1999.

THE UNITED States Pharmacopoeia. 29 ed. Rockville: United States Pharmacopeial
Convention, 2006.

THOMPSON, K. C. Pharmaceutical Application of Calorimetric Measurements in the
New Millenium. Thermochimica Acta, v. 335, p. 83-87, 2000.

TIAN, C. M.; SHI, Z. H.; ZHANG, H. Y.; XU, J. Z.; SHI, J. R;; GUO, H. Z. Thermal
Degradation of Cotton Cellulose. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, v.
55, p. 93-98, 1999.

VANDERHART, D. L.; ATALLA, R. H. Studies of Microstructure in Native Celluloses
Using Solid-State '>*C NMR. Macromolecules, v. 17, p. 1465-1472, 1984.

VAYA, J.; MAHMOOD, S.; GOLDBLUM, A.; AVIRAM, M.; VOLKOVA, N.; SHAALAN,
A.; MUSA, R.; TAMIR, S. Inhibition of LDL Oxidation by Flavonoids in Relation to
their Structure and Calculated Enthalpy. Phytochemistry, v. 62, p. 89-99, 2003.

VECCHIO, S.; RODANTE, F.; TOMASSETTI, R. Thermal Stability of Disodium and
Calcium Phosphomycin and the Effects of the Excipients Evaluated by Thermal
Analysis. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 24, p. 1111-
1123, 2001.

VEIGA, M. D.; BERNAD, M. J.; ESCOBAR, C. Thermal Behaviour of Drugs from
Binary and Ternary Systems. International Journal of Pharmaceutics, v. 89, p.
119-124, 1993.

VELASQUEZ ARMIJO, C. J.; COSTA, I. M.; LONGHINI, R.; PETZHOLD, C. L;
PETROVICK, P. R. Métodos termoanaliticos e suas aplicacbes nas Ciéncias
Farmacéuticas. Caderno de Farmacia, v. 20, n. 1, p. 29-47, 2004.

VERLOOP, Q.; MARAIS, A. F.; DE VILLIERS, M. M.; LIEBENBERG, W.
Compatibility of Senoside A and B with Pharmaceutical Excipients. Pharmazie, n.
59, p. 728-730, 2004.

VERMA, R. K.; GARG, S. Compatibility Studies Between Isosorbide Mononitrate and
Selected Excipients Used in the Development of Extended Release Formulations.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, n. 35, p. 449-458, 2004.

VINADE, E. R. C.; PETROVICK, P. R. Influéncia da Adicdo de Polissorbato 80 e
Beta-ciclodextrina sobre a Solubilidade de Quercetina. Revista Portuguesa de
Farmacia, Lisboa, v. 48, n. 4, p. 149-151, 1998.

VUEBA, M. L.; VEIGA, F.; SOUSA, J. J.; PINA, M. E. Compatibility Studies Between
Ibuprofen or Ketoprofen with Cellulose Ether Polymer Mixtures Using Thermal
Analysis. Drug Development and Industrial Pharmacy, v. 31, n. 10, p. 943-949,
2005.

WADA, M.; HEUX, L.; SUGIYAMA, J. Polymorphism of Cellulose | Family:
Reinvestigation of Cellulose |V|. Biomacromolecules, n. 5, p. 1385-1391, 2004.



143

WADKE, D. A.; SERAJUDDIN, A. T. M.; JACOBSON, H. Preformulation Testing. In:
LIEBERMAN, H. A.; LACHMAN, L.; SCHWARTZ, J. B. (Ed.) Pharmaceutical
Dosage Forms: Tablets. 2 ed. New York: Marcel Dekker. 1990. v.1. p. 1-73.

WANG, S-P.; HUANG, K-J. Determination of Flavonoids by High-performance Liquid
Chromatography and Capillary Electrophoresis. Journal of Chromatography A, n.
1032, p. 273-279, 2004.

WATTEL, A.; KAMEL, S.; MENTAVERRI, R.; LORGET, F.; PROULLIER, C.; PETIT,
J.; FARDELLONE, P.; BRAZIER, M. Potent Inhibitory Effect of Naturally Ocurring
Flavonoids Quercetin and Kaempferol on in vitro Osteoclastic Bone Resorption.
Biochemical Pharmacology, v. 65, n. 1, p. 35-42, 2003.

WELLS, J. |. Pharmaceutical Preformulation. Chichester: Ellis Horwood,
Chichester: John Willey, 1988.

WELLS, J. |. Pharmaceutical Preformulation: The Physicochemical Properties of
Drug Substances. In: AULTON, M. E. Ed.) Pharmaceutics: The Science of Dosage
Form Design. 2 ed. Edinburgh: Churchill Livingstone, 2002. p. 114-138.

YAN, C,; LI, X;; XIU, Z.; HAO, C. A Quantum-mechanical Study on the Complexation
of —cyclodextrin with Quercetin. Journal of Molecular Structure (Theochem), v.
764, p.95-100, 2006.

YU, L.; REUTZEL, S. M. STEPHENSON, G. A. Physical Characterization of
Polymorphic Drugs: An Integrated Characterization Strategy. Pharmaceutical
Science and Technology Today, v. 1, n. 3, p. 118-127, 1998.

ZHANG, H-Y. Theoretical Methods Used in Elucidating Activity Differences of
Phenolic Antioxidants. Journal of the American Oil Chemists’ Society (JAOCS), v.
76, n. 6, p. 745-748, 1999.

ZHANG, S.; YANG, X.; COBURN, R. A .; MORRIS, M. E. Structure Activity
Relationships and Quantitative Structure Activity Relationships for the Flavonoid-
mediated Inhibition of Breast Cancer Resistance Protein. Biochemical
Pharmacology, n. 70, p. 627-639, 2005.

ZHBANKOV, R.G.; FIRSOV, S.P.; BUSLOV,D.K.; NIKONENKO, N.A;
MARCHEWKA,M.K.; RATAJCZAK, H. Structural Physico-chemistry of Cellulose
Macromolecules. Vibrational Spectra and Structure of Cellulose. Journal of
Molecular Structure, n. 614, p.117-125, 2002.

ZUANAZZI, J. A. S.; MONTANHA, J. A. Flavondides. In: SIMOES, C. M. O
SCHENKEL, E. P. GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P.
R. (Org.) Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6 ed. rev. ampl. Porto
Alegre: UFRGS, Floriandplois: UFSC, 2007. Cap. 23, p. 577-614.






8 ANEXOS







147

2,000 E : :
<
=}
m . -
S 1000
[
«O '
- L
(@]
? )
o !
< N
0,000 L I Sy
2000 300,0 400,0 500,0

Comprimento de onda (nm)

Figura A1. Espectro na regido do UV-visivel para a solugdo de canferol em
metanol (—), apos complexagcdo com AICl3 (---) e subsequente
hidrolise com HCI (...)

Tabela A1. Comparacéao dos desvios dos comprimentos de onda maximos (AAmax) do
canferol referéncia e amostra (Ca) em metanol e apos adi¢gao de AICl3
(1) e apés tratamento com HCI (2), e comparacdo do desvio dos
maximos em metanol e apés hidrélise com HCI (3)

Banda Amax (M) AAmax (nM)
Referéncia Ca
1 2 3 1 2 3
Il 253 +7 -4 +3 +16 -0,2 +15,8
I 367 +57 0 +57 +58 -1 +57
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Figura A2. Espectro na regido do UV-visivel para a solucdo de fisetina em
metanol (—), apés complexagcdao com AICI; (---) e subseqliente

hidrélise com HCI (...)

Tabela A2. Comparacéo dos desvios dos comprimentos de onda maximos (AAmax) da
fisetina referéncia e amostra (Fi) em metanol e apds adicao de AICI; (1)
e apods tratamento com HCI (2), e comparagado do desvio dos maximos

em metanol e ap6és hidrélise com HCI (3)

Banda Amax (Nm) AMvax (NnmM)
Referéncia Fi
1 2 3 1 2 3
Il 248 +20 -5 +15 +29,8 -13,4 +16,4
I 362 +96 -35 +61 +79,2 -17,6 +61,6
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Figura A3. Espectro na regido do UV-visivel para asolugéo de luteolina em

metanol (—), apés complexagcdo com AICI; (---) e subsequente
hidrolise com HCI (...)

Tabela A3. Comparacéao dos desvios dos comprimentos de onda maximos (AAmax) da
luteolina referéncia e amostra (Lu) em metanol e apds adigdo de AICI;
(1) e apés tratamento com HCI (2), e comparacdo do desvio dos
maximos em metanol e apés hidrélise com HCI (3)

Banda Amax (Nm) AAyax (nm)
Referéncia Lu
1 2 3 1 2 3
Il 253 +21 -8 +13 +20,2 -2 +18,2
I 349 +77 -41 +36 +74 -35,4 +38,6
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Figura A4. Espectro na regido do UV-visivel para a solugdo de miricetina em
metanol (—), apds complexacdo com AICl; (---) e subsequente

hidrolise com HCI (...)

Tabela A4. Comparacao dos desvios dos comprimentos de onda maximos (AAmax) da
miricetina referéncia e amostra (Mi) em metanol e apdés adigdo de AICI;
(1) e apés tratamento com HCI (2), e comparacdo do desvio dos
maximos em metanol e apds hidrélise com HCI (3)

Banda Amax (M) AMyviax (nm)
Referéncia Mi
1 2 3 1 2 3
1 254 +27 -5 +22 +18 -5 +13
I 374 +76 -22 +54 +79 -23 +56
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Figura A5. Espectro na regido do UV-visivel para a solugdo de morina em metanol
(—), complexada com AICI; (- - -) e apés hidrélise com HCI (-)

Tabela A5. Comparacéo dos desvios dos comprimentos de onda maximos (AAmax) da
morina referéncia e amostra (Mo) em metanol e apés adi¢cao de AICI;
(1) e apos tratamento com HCI (2), e comparagcdo do desvio dos
maximos em metanol e apés hidrélise com HCI (3)

Banda Amax (nm) ANyviax (nm)
Referéncia Mo
1 2 3 1 2 3
I 264 +4 -1 +3 +3,6 0 +3,6
I 370 +51 -2 +49 +51,4 -04 +51
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Figura A6. Espectro na regido do UV-visivel para a solugdo de quercetina amostra
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Figura A7. Espectro na regidao do UV-visivel para a solugdo de quercetina referéncia

em metanol (—),apdés complexagdo com AICI; (...) e subsequente

hidrolise com HCI (---) (COSTA, 2005)
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Tabela A6. Comparacédo dos desvios dos comprimentos de onda maximos (AAmax)

das quercetina referéncia (QR) e amostra (QA) em metanol e apods
adicao de AICI; (1) e apods tratamento com HCI (2), e comparacao do
desvio dos maximos em metanol e apés hidrolise com HCI (3)

Banda Amax (Nm) AAmax (nm)
QR QA
1 2 3 1 2 3
Il 255 +17 -7 +10 +18,4 -2,8 +15,6
I 370 +88 -30 +58 +78,2 -26,8 +51,4

Tabela A7. Comparacao dos desvios absor¢cdées (AA) nos comprimentos de onda
maximos (Amax) das quercetina referéncia (QR) e amostra (QA) em

metanol e apos adicdo de AICI3 (1) e apds tratamento com HCI (2), e
comparacgao do desvio dos maximos em metanol e apds hidrélise com

HCI (3)
Banda Amax (nm) AA (U.A)
QR QA
1 2 3 1 2 3
1 255 +0,065 -0,064 +0,001 | +0,2352 -0,0116 +0,2236
I 370 +0,228 -0,211 +0,017 | +0,1992 -0,0202 +0,179
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Figura A8.

Espectro na regido do infravermelho da quercetina R (BORGHETTI")

* BORGHETTI, G. S. Associagio quercetina/beta-ciclodextrina: avaliagdo do perfil de penetragao cutanea,
da fotoestabilidade e da atividade antioxidante. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de
Poés-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, UFRGS, Porto Alegre. Tese em

andamento.
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Tabela A8. Interpretacdo do espectro na regidao do infravermelho da quercetina
amostra e referéncia (GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI e SOLOMON,
1977; RUCKER e col., 1998; SILVERSTEIN e col., 1998; PRALHAD e
RAJENDRAKUMAR, 2004)

vmax (KBr/ cm ™)

Interpretagéo

~3400

~3450-3350
~3350-3250
~3000-2500
~1660

~1615 e 1200
1280 e 1000
1150-1085
~770

Deformagdes axiais da ligagcdo O-H para ligagbes de hidrogénio
intramoleculares

Presencga da O-H ligada ao Cy

Presenca da O-H ligada ao C3

Presenca da O-H ligada ao Cs

Carbonila deslocada por formacado de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares

Fenila

Deformacgdes axiais de C-O; O-H fendlicas

Deformacgdes axiais assimétrica de C-O-C

Deformacdo angular fora do plano de C-H aromatico di-o-
substituido

Tabela A9. Interpretacdo do espectro na regido do infravermelho do canferol
(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e
col., 1998)

Vinax (KBr/ cm ™)

Interpretacéo

~3400

~3450-3350
~3350-3250
~3000-2500
~1700

~1625 e 1200
1260 e 1000
1150-1085
~770-760

Deformagdes axiais da ligacdo O-H para ligagbes de hidrogénio
intramoleculares

Presencga da O-H ligada ao Cy

Presenca da O-H ligada ao C3

Presencga da O-H ligada ao Cs

Carbonila deslocada por formacado de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares

Fenila

Deformacgdes axiais de C-O; O-H fendlicas

Deformacgdes axiais assimétricas de C-O-C

Deformacao angular fora do plano de C-H aromatico mono e di-o-
substituido
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Tabela A10. Interpretacdo do espectro na regido do infravermelho da fisetina
(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e
col., 1998)

Vinax (KBr/ cm ™)

Interpretacéo

~3400

~3450-3350
~3350-3250
~162 e 1200
~1600

1260 e 1000
1150-1085
~770-760

Deformagdes axiais da ligacdo O-H para ligagbes de hidrogénio
intramoleculares

Presenca da O-H ligada ao Cy

Presenca da O-H ligada ao Cs

Fenila

Carbonila deslocada por formagédo de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares

Deformacgdes axiais de C-O; O-H fendlicas

Deformacgdes axiais assimétricas de C-O-C

Deformacdo angular fora do plano de C-H aromatico di-o-
substituido

Tabela A11. Interpretacdo do espectro na regido do infravermelho da luteolina
(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e
col., 1998; LEE e col., 2003)

Vinax (KBr/ cm ™)

Interpretacéo

~3400

~3450-3350
~3000-2500
~1700

~1625 e 1200
1260 e 1050
1150-1085
~770

Deformagdes axiais da ligagdo O-H para ligagdes de hidrogénio
intramoleculares

Presenca da O-H ligada ao Cy

Presenca da O-H ligada ao Cs

Carbonila deslocada por formagdo de ligagbes de hidrogénio
intramoleculares

Fenila

Deformacgdes axiais de C-O; O-H fendlicas

Deformacgdes axiais assimétricas de C-O-C

Deformagdo angular fora do plano de C-H aromatico di-o-
substituido
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Tabela A12. Interpretagdo do espectro na regidao do infravermelho da miricetina
(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e
col., 1998)

Vinax (KBr/ cm ™)

Interpretacéo

~3400

~3450-3350
~3350-3250
~3000-2500
~1640

~1600 e 1200
1260 e 1020
1150-1085
~770 e 740

Deformagdes axiais da ligagdo O-H para ligagdes de hidrogénio
intramoleculares

Presenca da O-H ligada ao Cy

Presenca da O-H ligada ao C3

Presenca da O-H ligada ao Cs

Carbonila deslocada por formagdo de ligagbes de hidrogénio
intramoleculares

Fenila

Deformacgdes axiais de C-O; O-H fendlicas

Deformacgdes axiais assimétricas de C-O-C

Deformacao angular fora do plano de C-H aromatico di-o- e tri-
substituido

Tabela A13. Interpretagcdo do espectro na regido do infravermelho da morina
(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN e
col., 1998; CALABRO e col., 2004)

vmax (KBr/ cm ™)

Interpretagéo

~3400

~3450-3350
~3350-3250
~3000-2500
~1690

~1625 e 1200
1246 e 1000
1173-1085
~800 (m-), 770
(o-) e

700 (m-)

Deformagdes axiais da ligagcdo O-H para ligagbes de hidrogénio
intramoleculares

Presenca da O-H ligada ao Cy

Presenca da O-H ligada ao C3

Presencga da O-H ligada ao Cs

Carbonila deslocada por formacado de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares

Fenila

Deformacgdes axiais de C-O; O-H fendlicas

Deformacgdes axiais assimétricas de C-O-C

Deformacgao angular fora do plano de C-H aromatico di-o- e di-m-
substituido
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Tabela A14. Comparacao entre as entalpias de fusdo observada e esperada dos
flavonodides para as misturas binarias

Amostra (mg) AHC,,g (kJ/mol) AH‘EE (kJ/mol) IV (%)
canferol (Ca) 40,37 - -
fisetina (Fi) 38,00 - -
luteolina (Lu) 42,52 - -
miricetina (Mi) 10,64 - -
morina (Mo) 9,16 - -
quercetina (Q) 39,20 - -
Ca:CMCr 1:1 30,42 40,36 24,64
Ca:CMCr 1:2 25,55 40,36 36,70
Fi:CMCr 1:1 26,72 38,00 29,69
Fi:CMCr 1:2 6,65 38,00 82,49
Lu:CMCr 1:1 31,66 42,52 25,54
Lu:CMCr 1:2 8,35 42,52 80,36
Mi:CMCr 1:1 - - -
Mi:CMCr 1:2 - - -
Mo:CMCr 1:1 17,36 9,16 89,63
Mo:CMCr 1:2 17,45 9,16 90,58
Q:CMCr 1:1 23,30 39,20 40,58
Q:CMCr 1:2 19,90 39,20 49,24

* CMCr= celulose microcristalina; AHqps = entalpia observada, AHcs, = entalpia esperada; IV =
intensidade de variagao entre a entalpia observada e a esperada

Tabela A15. Intervalos de confianga a 99% (a = 0,01) para os valores de tonset €
AHqps para a perda de égua de adsorc¢ao/cristalizagao dos flavondides

. Valores IC Valores IC
Flavonoide
ton-set ton-set AHob_s AHobs
Ca 110,63;109,55;110,6 106,76 a 113,75 39,51;39,24;41,79 32,16 a 48,20
Fi 92,14;101,93;102,51 65,45 a 132,27 3,65;5,37;8,70 0a 20,60
Lu 84,03;84,47;86,02 78,88 a 90,80 7,30;6,55;7,28 4,61a9,48
Mi 106,51;102,98;107,16 92,66 a 118,44 14,31:8,18;14,67 0a 33,29
Mo 110,52;123,63;113,10 75,98 a 155,52 33,01;26,17;29,14 9,78 a 49,10
QA 99,62;99,36;99,39 98,65 a 100,26 35,03;36,81;30,91 16,91 a 51,59
QR 107,24;100,25;103,47 83,59 a 123,70 84,40;121,44;87,08 0a 215,99
MB 1:1

Ca 110,1;110,02;111,51 105,73 a 115,35 33,16;41,41;38,5 13,74 a 61,64
Fi 103,01;101,39;101,83 97,27 a 106,90 10,48;9,17;8,19 2,69 a 15,87
Lu 77,86;75,07;77,63 67,97 a 85,73 7,85;8,38;8,02 6,53 a 9,63
Mi 85,54;84,46;80,4 67,93 a 98,99 19,19;14,18;17,32 2,40 a 31,40
Mo 111,14;116,9;107 ,4 84,42 a 139,20 36,91;28,08;25 0a65,41

Q 77,07;98,40;98,21 20,98 a 161,48 45,67;49,54;46,42 35,46 a 58,96

MB 1:2

Ca 112,49;111,56;113,17 107,77 a 117,05 27,07;38,13;34,06 1,06 a 65,12
Fi 106,71;105,02;106,02 101,05 a 110,79 11,22;11,82;12,87 7,21a16,73
Lu 78,42;77,41;76,99 73,43 a 81,79 9,04:6,95;6,81 0,44 a 14,76
Mi 97,84;97,63;99,06 93,77 a 102,60 15,16;18,5;16,56 7,11 a 26,37
Mo 116,39;110,7;113,72 97,27 a 129,93 39,3;31,38;31,62 8,31 a 59,88
Q 101,51;101,07;100,93 99,45 a 102,99 32,98;34,81;40,61 13,32 a 58,94
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Tabela A16. Intervalos de confianga a 99% (a = 0,01) para os valores de tonset ©
AHgps de fusdo dos flavonoides

. Valores IC Valores IC
Flavonoide
ton-set ton-set AHobs AHobs
Ca 281,54;281,37;281,36 280,85 a 282 38,59;39,27;43,24 25,97 a 54,76
Fi 349,11;348,75;349,15 347,79 a 350,19 37,43;38,62;37,97 34,59 a 41,42
Lu 332,50;334,36;333,35 328,07 a 338,73 47,98;36,70;42,90 10,13 a 74,91
Mi 369,95;370,5;369,97 368,33 a 371,92 10,25;12,87;8,81 0a22,44
Mo 282,59;281;280,82 275,91 a 287,03 4,99;9,99;12,50 0a 31,05
QA 319,43;319,87;319,23 317,62 a 321,40 33,45;36,93;34,71 24,95 a 45,12
QR 321,02;320,86;321,37 319,59 a 322,57 40,06;56,44;39,99 0a99,79
MB 1:1

Ca 273,52;274,84;274,12 270,38 a 277,94 24,76;36,7;31,10 0 a 65,06
Fi 331,07;328,66;330,88 322,52 a 337,88 37,27;21,87;21,02 0a7915
Lu 316,08;315,17;317,48 309,59 a 322,89 27,87;33,9;33,22 12,75 a 50,57
Mi - - - -

Mo 271,52;276,26;275,25 260,01 a 288,66 24.,94:14,73;12,43 0ab55,53
Q 308,68;306,4;305,15 296,48 a 317 21,66;24,52;23,7 14,87 a 31,71

MB 1:2

Ca 269,52;275,16;271,02 255,17 a 288,63 22,92:30,53;23,22 0,86 a 50,26
Fi 317,54;320,97;325,54 298,37 a 344,33 9,15;5,82;4,97 0a 19,31
Lu 314,29;313,02;312,62 308,32 a 318,29 7,36;10,25;7,43 0a 17,80
Mi - - - -

Mo 274,29;272,55;274,47 267,70 a 279,84 20,58;14,97;16,80 1,06 a 33,84
Q 298,17;299,76;300,06 293,54 a 305,12 18,27;19,72;21,72 9,99 a 29,81

Tabela A17. Comparacao da adicdo de hidroxilas em relagao a alteragao da energia

do sistema

Estrutura Adicao de OH’s  Posicéo e anel Nova estrutura Energia*
original

canferol 1 C»ouCsy B  morina ou quercetina -0,63
canferol 2 CyeCs B miricetina -1,46
fisetina 1 Cs A quercetina -1,71
fisetina 2 CsAeCs B miricetina -2,53
luteolina 1 Cs; C quercetina -4,65
luteolina 2 C;CeCs B miricetina -5,48

* Alteragao da energia em relagdo a estrutura original (kcal/mol)
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Figura A9. Curvas de aquecimento por DSC para a morina (A: primeiro aquecimento
até 200 °C e B: segundo aquecimento até 400 °C)






