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O montelucaste de sddio (MLK), muito usado no tratamento da asma,
apresenta como limitacdes ao uso e formulacdo a baixa solubilidade e a
instabilidade a luz e a humidade. De forma a contornar estas limitacdes, neste
trabalho foram formados compostos de incluséo entre o MLK e a
y-ciclodextrina (y-CD).

O composto MLK:y-CD foi formado através de mecanoquimica, tendo-se usado
trés variantes: (1) moagem de uma mistura equimolar num moinho planetario,
600 rotagGes.minuto?; (2) repeticdo do ensaio 1 com pré-amorfizagdo da y-CD;
(3) repeticdo do ensaio 1 a baixa velocidade (50 rota¢des.minutot) num forno
de rolos. Amostras foram recolhidas a intervalos de tempo pré-determinados e
analisadas por difracdo de Raios-X de pds, ressonancia magnética nuclear
I3C{IH} CP-MAS, microscopia eletrénica de varrimento, espectroscopia de
infravermelho, termogravimetria e calorimetria diferencial de varrimento.

Os resultados mostram que a formacdo do composto de inclusdo MLK:y-CD
ocorre preferencialmente em condi¢cdes de elevada transmissdo de energia
mecanica, tais como as que ocorrem no moinho planetario. Verificou-se ainda
que a interacdo entre MLK e y-CD se inicia mais cedo quando a y-CD néo é
sujeita a pré-moagem. De facto, este tratamento altera a morfologia da y-CD, o
que parece condicionar a interacdo com o MLK. No seu conjunto os resultados
sugerem que a abordagem 1 é a mais indicada para a obtengéo de compostos
de inclusdo MLK:y-CD por mecanoquimica. Verificou-se ainda que a
dissolugdo do MLK a partir destes compostos atinge mais do dobro dos valores
de solubilidade do que o MLK puro, o que podera contribuir para melhorar a
sua eficacia terapéutica.
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abstract
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Montelukast sodium (MLK), a widely used anti-asthmatic drug, presents low
solubility and some instability to light and humidity, which limit its formulation. In
the present work, we investigate the formation of inclusion compounds of MLK
and y-cyclodextrin (y-CD) as a possible solution for these issues.

The MLK:y-CD inclusion compounds were formed by mechanochemistry, using
three different processes: (1) co-milling an equimolar quantity in a ball mil at
600 cycles.minute!; (2) pre-milling y-CD and co-milling with MLK as in 1; (3)
co-milling, with amounts as in 1, in a roll oven at low speed, 50 cycles.minute™.
Aliquots were collected at defined timelines and analyzed by powder X-Ray
diffraction, solid-state 13C{*H} CP-MAS NMR, scanning electron microscopy,
FT-IR spectroscopy, thermogravimetry and differential scanning calorimetry.
The results show that the formation of MLK:y-CD inclusion compounds occurs
preferably under high mechanical energy conditions, as provided by the ball
mill. Moreover, it was shown that MLK and y-CD interact earlier when y-CD is
not pre-milled. In fact, the pre-milling of y-CD alters the shape of the particles
making them more round and thus limiting the interaction with MLK. These
results suggest that the process 1 is the most effective, allowing the formation
of a MLK:y-CD inclusion compound from which over twice the amount of MLK
dissolves into water as compared to dissolution of pure MLK.

MLK:y-CD co-milled adducts are thus a promising solution for improving the
therapeutic effectiveness of this drug.
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l. INTRODUCAO

O anti-asméatico montelucaste de sddio, ja disponivel para o tratamento da asma,
apresenta determinadas limitacdes ao seu uso, como a instabilidade a luz, a baixa
solubilidade e baixa biodisponibilidade. As ciclodextrinas, conhecidas pela sua acéo
solubilizante de moléculas hidrofébicas através da formacdo de compostos de incluséo,
apresentam-se como uma solucdo promissora para contornar as limitacbes associadas a
este farmaco.






1. Asma, uma patologia global de tendéncia crescente

A asma é uma patologia que afeta uma grande parte da populacdo mundial, cerca
de 300 milhdes de pessoas, de todas as faixas etérias e etnias, com tendéncia a crescer
em Varios paises, principalmente nos industrializados [1, 2]. Em Portugal a asma afeta
6.8% da populacao sendo que 175 mil sdo criancas. Destas cerca de metade apresenta
asma nao controlada e, por isso, acarretam, em urgéncias ndo programadas, resultantes
de episddios de exacerbacdo asmatica, um custo anual para o Sistema Nacional de
Saude que ronda os 40 milhdes de euros [3, 4]. Torna-se desta forma necessario
desenvolver novos tratamentos, ou modificar os existentes, de modo a que seja possivel
controlar a asma nestes pacientes, proporcionando-lhes uma melhor qualidade de vida
[4].

A asma é de predisposicdo familiar e esta associada a variagbes alélicas nos
genes que codificam citocinas e recetores de citocinas [5, 6], podendo ainda ser induzida
por meios gestacionais, como, por exemplo, o tabagismo na gravidez [7, 8]. Por outro
lado, alguns autores defendem a hipétese higiénica como uma das causas, ou seja, 0
aumento do numero de individuos com asma resultaria duma menor exposicdo a
bactérias e virus durante a infancia [9].

A patologia pode ser desencadeada por diversos estimulos ambientais tais como
a exposicdo a poluicdo do ar [10], a fumo de tabaco [7, 11] ou a alergénicos de casa
(4caros do pd, pélos de animais, etc.) [12] e a ingestdo de alguns farmacos, tais como a
aspirina [13, 14]. Quando expostos a estes estimulos, os pacientes desencadeiam uma
resposta inflamatéria nas vias respiratérias, que se manifesta por pieira, aperto no peito,
falta de ar e tosse [1]. A inflamacdo esta, por sua vez, associada a broncoconstricdo
(obstrucéo reversivel das vias respiratorias) e a hiper reatividade [15]. Esta faz com que o
individuo reaja a estimulos que normalmente ndo provocam uma resposta por parte do
sistema imunitario [16]. Por sua vez, a obstrucdo das vias é desencadeada por
mediadores de inflamacéo e fatores de transcricdo que provocam alteragfes estruturais
nos tecidos, nomeadamente o espessamento epitelial para o interior das vias
respiratorias, reduzindo o calibre das mesmas [15, 16]. Esta diminuicdo do calibre das
vias deve-se também ao espessamento do musculo liso, que se verificou ser mais
acentuado em pacientes com asma severa [17, 18].

Usualmente o tratamento da asma comeca com a administracdo de
anti-inflamatérios corticosteroides por via inalavel (ICS), de forma a controlar a patologia
e 0S seus sintomas, reduzir o nimero de ataques de asma e reverter a obstrucdo nas

vias respiratorias [18, 19]. Contudo, por vezes é necessaria uma dose maior de ICS para



obter o mesmo tratamento, tendo sido demonstrado que quanto maior a dose diaria de
ICS, maior a intensidade e perce¢do dos efeitos secundéarios [18-21]. A literatura indica
ainda que a eficacia do tratamento com ICS diminui com o tempo e, por isso, o controlo
da asma torna-se menos eficiente [22]. Sendo assim, como alternativa ao aumento da
dose de ICS, pode combinar-se o seu uso com broncodilatadores agonistas adrenérgicos
B- de longa acao (LABA), capazes de relaxar do muasculo liso. Esta opcao de tratamento
tem-se demonstrado como a mais eficaz, e € a que normalmente € usada para manter a
doenca estavel [18, 19, 23, 24]. Contudo, tal como os ICS, os LABA estdo também
associados a efeitos secundarios tais como cdibras musculares e taquicardia. Além disso,
0 uso apenas de LABA resulta numa inflamacdo exacerbada, devido & auséncia de acao
anti-inflamatéria para a suprimir [23, 25, 26]. Sendo assim, para além destes farmacos,
usados no controlo da patologia, por vezes sdo necessarios farmacos para uma agéo
mais rapida, de forma a tratar ataques agudos ou 0 aumento sUbito dos sintomas. Para
tal, sdo usados agonistas adrenérgicos (. de curta acdo (SABA), de atuacdo rapida, mas
de curta duragédo [1]. No entanto, apesar destes tratamentos se terem demonstrado
eficazes no tratamento da asma, existem ainda determinados casos em que o controlo da
patologia ndo é possivel, tal como referido inicialmente [18, 19]. Por vezes os pacientes
ndo respondem ou, com o tempo, deixam de responder ao tratamento com ICS [18].
Deste modo, hd uma grande necessidade de implementar novos tratamentos para a
asma, como por exemplo o uso de antagonistas de mediadores envolvidos no processo
inflamatdrio subjacente. Neste contexto, os antagonistas de leucotrienos, atuando por
bloqueio dos seus recetores no musculo liso pulmonar, tém-se mostrado Uteis [18, 19].
Os leucotrienos (LT) sdo mediadores lipidicos pré inflamatérios produzidos por
diferentes tipos de células inflamatérias, tais como eosindfilos, basofilos, macrofagos ou
mastécitos, quando os pacientes asmaticos sdo expostos a um dos estimulos referidos
anteriormente [27, 28]. A formacédo destes mediadores é desencadeada por um influxo de
ides célcio Ca?* para o interior da célula, que ativa as enzimas responsaveis pela sintese
(ver com mais detalhe na Figura 1) [27-31]. Dos LT produzidos, o cistenil leucotrieno D4
(LTD4) é 0 mais preponderante nos processos patofisioldgicos subjacentes a asma, uma
vez que é dos principais agonistas do recetor de cistenil leucotrienos (CysLT:R), que se
encontra principalmente nas células do musculo liso dos pulmdes [24, 28, 30-33]. A
ligacdo do LTD. ao recetor desencadeia processos como a broncoconstricdo, a hiper
reatividade, a proliferagdo do musculo liso, a producdo de muco e a migracdo de
leucocitos, nomeadamente eosindfilos, para as vias respiratorias. Além disso, aumentam

o fluxo sanguineo e a permeabilidade vascular, o que contribui para a formacdo de



edema [28, 29, 32, 34, 35]. Sendo os corticosterbides incapazes de normalizar os niveis
de leucotrienos, tém sido procurados outros farmacos com esta propriedade, com vista a
um melhor tratamento da asma [29, 32, 35-37]. Neste contexto, foram desenvolvidos 0s
antagonistas de leucotrienos, que se tém demonstrado eficazes [32]. Estes apresentam
elevada seletividade e competitividade para o CysLT:R, inibindo-o, possuem atividades
anti-inflamatéria e broncodilatadora [26, 30], melhoram a func&o pulmonar e contribuem
para reduzir os sintomas de pacientes asmaticos [26, 38]. Atualmente ja se encontram
disponiveis no mercado alguns antagonistas de leucotrienos, sendo que o montelucaste é
0 que atua mais rapidamente e aparenta ter maior afinidade e seletividade para o recetor
CysLT: [30, 32].
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Figura 1. Biossintese dos leucotrienos. Um influxo de iBes calcio ativa a Fosfolipase Az que atua
sobre os fosfolipidos da membrana nuclear, formando o acido araquiddnico. Este pode sofrer a
acao de 2 enzimas, a ciclooxigenase, que leva a formacao de prostaglandinas e tromboxanos, e a
5-lipoxigenase que leva a formagéo do leucotrieno A4. Este, por sua vez, é rapidamente convertido
em leucotrieno B4 ou leucotrieno Ca, que sdo transportados para o exterior da célula. O leucotrieno
C4 é sujeito a acdo de peptidases, que removem os aminodcidos glutamato (Glu) e glicina (Gly),
de forma a produzir o leucotrieno D4 e o leucotrieno Es, respetivamente. (Os elementos celulares
presentes nesta imagem foram obtidos em regime de acesso livre, a partir de: Servier Medical Art).



1.1. Montelucaste, o antagonista do leucotrieno D4

O montelucaste (Figura 2) é um antagonista competitivo do LTD4 [39], atuando,
como referido para esta classe de compostos, por inibi¢gao do recetor CysLT: (Figura 3).

COONa

Figura 2. Estrutura quimica do sal de s6dio de montelucaste, um medicamento antagonista de

leucotrienos desenvolvido pela Merck [24].
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Figura 3. Modo de ac¢do do montelucaste. Tanto o montelucaste como os cistenil leucotrienos
(CysLT) (leucotrieno Ca, leucotrieno D4 e leucotrieno E4) se ligam ao mesmo recetor celular, o
recetor CysLT: (Figura 3a). Uma vez ligado ao recetor, o montelucaste impede a ligacdo dos
CysLT (Figura 3b). (Os elementos celulares presentes nesta imagem foram obtidos em regime de

acesso livre, a partir de: Servier Medical Art).

Além da melhoria sintomatoldgica (Tabela 1), o uso de montelucaste permite aos
pacientes passar um maior nimero de dias sem que haja um ataque de asma e uma
diminuicdo da necessidade de tratamento com [, agonistas [12, 31, 38, 40-45],
inclusivamente no caso de fumadores [46, 47]. Foi ainda demonstrado que o
montelucaste reduz a broncoconstricdo induzida pela prética de exercicio fisico, pela
exposicao a alergénicos e pela ingestao de aspirina [24, 48-50]. Est4 ainda indicado para
uso pediatrico [41] e em tratamentos prolongados. Um estudo longitudional (de 2 anos)
mostrou que o montelucaste permite o controlo da asma ao longo do tempo, nédo tendo

sido observada uma reducéo da sua eficacia [22].



Tabela 1. Resumo dos estudos sobre a eficacia da administracdo do farmaco
montelucaste a grupos de pacientes asmaticos, de diferentes escaldes etarios.

Grupo etario Resultados apés a administracdo de Montelucaste Referéncias

Melhor controlo da asma e das suas exacerbacdes —
6 meses-5 anos , _ ) [41, 51]
consistente entre idades, género e raga

Reduc@o dos sintomas asméticos induzidos pela
6-14 anos - [12]
exposicao a gatos

6-85 anos Melhor controlo da asma ao longo de 2 anos [22]
Maior protecdo contra a broncoconstricdo induzida

15-45 anos L [50]
pelo exercicio fisico
Reducdo do teor de eosindfilos no sangue, dos

19-45 anos _ ) . [45]
sintomas da asma e da necessidade de (2 agonistas

18-55 anos Melhor controlo da asma em fumadores [46]

Como substituto dos corticosterodides inalaveis, o montelucaste tem a vantagem
de se apresentar em formulagcfes orais (comprimidos ou granulos) e de ndo afetar o
metabolismo de outros farmacos, tais como os contracetivos orais e a varfarina [24, 48,
52-55]. Mostrou-se ainda que o tratamento com o montelucaste néo influencia a taxa de
crescimento dos pacientes, ao contrario dos ICS [21, 56].

1.1.1. Limitagbes ao uso de montelucaste

As formulacdes de montelucaste atualmente existentes apresentam, no entanto,
determinadas limitacdes ao seu uso. Por exemplo, na sua forma neutra, o0 montelucaste
apresenta baixa solubilidade em agua (0.2-0.5 pug/mL, 25 °C), o que foi posteriormente
melhorado através da preparacdo do sal de sédio do montelucaste (100-1000 pg/mL),
denominado Singulair®, pela Merck. No entanto, o0 montelucaste é ainda sensivel a luz,
calor e humidade [58, 59]. A luz leva a sua oxidacdo para sulféxido de montelucaste e a
isomerizagdo para a forma cis [58, 60]. Al Omari et al. verificaram que a exposi¢éo a luz
durante 1 e 4 horas leva a isomerizacdo de 30 e 77 % deste farmaco [58]. Em meio

acido, tal como a exposicdo a uma solucdo de 0.1 M de HCI, observou-se uma

1 O montelucaste foi desenvolvido e comercializado na forma de sal de sédio pela Merck, que tinha
exclusividade de producdo até Agosto de 2012. Desde entdo, existem formulacBes alternativas para este
farmaco, disponiveis na forma de genérico. Referéncia: 57. Merck & Co., Inc. Annual Report Pursuant to
Section 13 or 15(d) of the Securites Exchange Act of 1934. 2013. Disponivel em:
http://www.merck.com/investors/financials/form-10-k-2012.pdf. Acedido a: 20 de Outubro de 2015.



degradacdo de 28.7 e 97.56 % de montelucaste apos 30 minutos e 24 horas de
exposi¢ao, respetivamente. Quando numa solugdo de 0.1 M de NaOH durante 30
minutos ou 24 horas, verificou-se uma degradacdo de 2.4 e 19.06 % do farmaco,
respetivamente [61, 62]. Esta instabilidade do farmaco é de especial importancia no caso
dos granulos de montelucaste. Estes sdo particularmente uteis na administracdo em
criangas, no entanto, degradam-se rapidamente, tendo por isso de ser administrados
ap6s 15 minutos de abrir a embalagem [63, 64]. O uso do farmaco pelo paciente fica,
portanto, limitado, sendo, por isso, necessario encontrar solu¢cdes que permitam

aumentar a sua estabilidade.

1.1.2. Farmacocinética do montelucaste

O montelucaste de sddio, tal como todos os medicamentos que se apresentam na
forma de comprimidos, passa por um passo inicial de desagregacdo, seguido de
dissolucdo parcial do composto ativo (APl) e da absorcdo ao longo do trato
gastrointestinal. Estes passos estdo, no entanto, dependentes da solubilidade e do
coeficiente de partilha 6leo/agua do farmaco, isto €, da capacidade do API em atravessar
a membrana fosfolipidica. Depois de absorvido o montelucaste entra no sistema porta-
hepatico, e é levado pela veia porta até ao figado, onde uma determinada fracdo do
mesmo € metabolizada (metabolismo da primeira passagem hepatica) antes de alcancar
a circulacdo sistémica. Surge entdo o conceito de biodisponibilidade, que se refere a
fracdo de montelucaste de sédio que é absorvida e que alcanga a circulacao sistémica,
podendo atuar nos recetores e exercer 0 seu principio ativo [65, 66]. No caso do
montelucaste, a biodisponibilidade é de aproximadamente 64 %. Isto porque a sua
absorcdo se encontra limitada pela baixa solubilidade, e porque mesmo depois de
absorvido o farmaco é sujeito ao metabolismo da primeira passagem hepatica [63].
Torna-se desta forma necesséario encontrar solu¢cdes que permitam ultrapassar estas

limitagBes a biodisponibilidade do farmaco.



2. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) foram descobertas no final do século XIX, por Villiers, que
verificou que o amido quando exposto a Bacillus amylobacter era degradado, dando
origem a uma substancia cristalina. Esta substancia apresentava propriedades
semelhantes a celulose, sendo por isso denominada de cellulosina, de composicdo
quimica (CeH1005)2:3H2O e que apresentava elevada atividade Otica. Villiers verificou
ainda que se formavam dois tipos de substancias cristalinas, muito provavelmente as
moléculas presentemente conhecidas como ciclodextrina alfa (a-CD) e beta (B-CD). Doze
anos mais tarde, Schardinger observou, por digestédo bacteriana do amido, a formacéo de
dois produtos cristalinos idénticos as celulosinas identificadas por Villiers. Em estudos
posteriores, Schardinger aperfeicoou os métodos de obtencdo dos cristais, agora
denominados de dextrinas, analisou as suas propriedades, e isolou 0 microrganismo
responsavel pela sua sintese. Posteriormente, Freudenberg e os seus colaboradores
demonstraram que as dextrinas eram polissacarideos ciclicos compostos por unidades
de glucose em ligagdo glicosidica a-(1-4). Além disso, estes autores descobriram e
caracterizaram a estrutura de uma nova molécula, a ciclodextrina gama (y-CD). A partir
de 1950 comegaram a ser realizados cada vez mais estudos sobre as CDs, de forma a
melhorar os processos de produgdo e purificagdo, bem como a caracterizacdo das
propriedades fisico-quimicas. Cramer e 0s seus colaboradores estudaram a capacidade
das CDs em formar compostos de inclusdo com outras substancias — os hospedes. Mais
tarde, esta propriedade foi explorada em maior detalhe por Freudenberg, Cramer e
Plieninger, notando-se que as CDs permitem proteger os héspedes da oxidagéo,
melhorar a solubilidade e reduzir a volatilidade. Sendo assim, desde essa altura, cada
vez mais estudos tém sido realizados com as CDs, tirando partido das suas
propriedades, para aplicagfes nas mais diversas areas [67-71].

Presentemente as CDs séo obtidas a partir do amido por reagdo com a enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (1,4-a-D-glucopiranosil transferase) (CGTase), que é
produzida por varios microorganismos, principalmente Bacillus sp. [72, 73]. Da reacao
enzimatica resultam, em maior quantidade, as CDs nativas, que sao oligossacarideos
ciclicos compostos por seis, sete ou oito unidades de a-D-glicose, em ligacao a-(1,4),
sendo denominadas de a-, B- e y-CD, respetivamente (Figura 4) [67, 69, 71, 73, 74]. Na
Tabela 2 estdo indicadas algumas das propriedades fisico-quimicas caracteristicas de
cada CD [67, 75].
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Tabela 2. Propriedades da ciclodextrina alfa, beta e gama (a-, 3- e y-CD) [69, 74].

a-CD B-CD y-CD
Numero de unidades de glucose 6 7 8
Peso molecular 972 1135 1297
Solubilidade em agua (g / 100mL) 25°C 14.5 1.85 23.2
Altura do cone (A) 7.9+0.1 7.9+0.1 7.9+0.1
Diametro externo (A) 14.6+0.4 15.4+0.4 17.5+0.4
Diametro da cavidade (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Volume da cavidade (A3) 174 262 427
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Figura 4. Estrutura molecular e composicdo, em termos de unidades de glucose, da ciclodextrina

alfa, beta e gama (a-, 3- e y-CD) [69].

2.1. Compostos de inclusdo com ciclodextrinas
As CDs tém na realidade a forma de um cone truncado, sendo que devido a

conformacgdo em “C; das suas unidades de glucose, os grupos hidroxilo das mesmas
estao direcionados para as orlas. Isto €, os hidroxilos secundarios (ligados aos carbonos
2 e 3, tal como mostra a Figura 5a) estdo virados para a orla maior, enquanto 0s
primérios (ligados ao carbono 6, tal como mostra a Figura 5a) estdo virados para a orla
menor do cone (Figura 5b). As orlas apresentam-se, pois, hidrofilicas, o que confere as
ciclodextrinas solubilidade em agua. As CDs apesentam ainda uma cavidade central
hidrofébica, estando esta forrada pelos protdes ligados aos carbonos 3 e 5 [67, 69, 75].
Na cavidade hidrofébica das CDs pode ser inserida uma grande variedade de
héspedes, formando compostos de inclusdo. Os hdspedes tém apenas de apresentar
dimensbes e polaridade adequadas a cavidade da CD [69, 74]. Podem deste modo
estabelecer-se varias estequiometrias de inclusdo, sendo as mais comuns 1:1, 1:2 e 2:1,

dependendo do tamanho e estrutura da molécula hospede em relacdo a cavidade da CD
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(Figura 6) [74]. Moléculas de pequenas dimens@es ou de forma alongada, como cadeias
alifaticas, sdo preferencialmente incluidas pela a-CD. A B-CD tem uma cavidade que
permite acomodar anéis aromaticos simples (ou ndo mais largos do que o benzeno), e
finalmente a y-CD é apropriada para a inclusdo de moléculas de maior tamanho, tal como
0 montelucaste acima referido [74, 76]. Aquando da formacdo destes compostos de
inclusdo ndo ocorre a formacao ou quebra de ligagdes covalentes, sendo que apenas se
estabelecem interacBes electroestéticas, ligacdes de van der Waals e efeito hidrofobico,
entre os hoéspedes e a cavidade hidrofébica, podendo também ocorrer pontes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilo localizados nas orlas da ciclodextrina e o grupo

carboxilico do montelucaste [72].

CH,OH b
ﬂocu,if\ CH,OH
OH
CH,OH
[o]
H

CHzOH CH OH
o

a Hidroxilo primario

Hidroxilos secundarios

Figura 5. Estrutura quimica da [-ciclodextrina, onde estfo indicados os hidroxilos secundérios
ligados aos carbonos 2 e 3 da unidade de glucose (seta 2 e 3), e o hidroxilo primario ligado ao
carbono 6 da unidade de glucose (seta 6) (Figura 5a). Na figura 5b esta representada a estrutura
da ciclodextrina, em forma de cone truncado, estando os hidroxilos secundérios virados para a orla
maior e o hidroxilo primario virado para a orla menor (adaptado de [77]).
a b
e Hospede Hospede Ciclodextrina

/ Ciclodextrina

f 3

S S

Complexo Hospede:Ciclodextrina (1:1) Complexo Hospede:Ciclodextrina (1:2)

Figura 6. Diferentes estequiometrias possiveis para a formagéo de compostos de inclusédo entre o

héspede e as ciclodextrinas, nomeadamente 1:1 (Figura 6a) e 1:2 (Figura 6b) (adaptado de [75]).

2.1.1. Alteracao das propriedades fisico-quimicas do h6spede

A inclusdo em CDs permite, conforme foi mencionado na introducdo desta seccéo,
alterar algumas propriedades fisico-quimicas do hdspede. Para a area farmacéutica, séo
de particular relevancia o aumento da solubilidade, a capacidade de mascarar sabores
amargos e o aumento da estabilidade a luz, temperatura, oxidagcdo e até degradacao

microbiologica [77-80].
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No caso do montelucaste de sédio, a inclusdo foi estudada com a Heptakis-(2,6-
di-O-metil)-B-ciclodextrina (DIMEB) [81] e com a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPRCD),
tendo este hospedeiro permitido aumentar a solubilidade. A HPBCD permitiu ainda
aumentar a estabilidade do farmaco ao longo do tempo, tendo-se verificado que menos
de 1% do mesmo se degradava e que ndo se formava precipitado apdés 2 meses de
armazenamento [59]. No presente trabalho pretende-se estudar a inclusédo de
montelucaste de sd6dio com a ciclodextrina gama. Sobre este sistema
héspede-hospedeiro, pouco esta descrito, apenas sendo mencionado o uso de y-CD para
separar, em eletroforese capilar, 0 montelucaste das suas impurezas, através da

formacdo de um composto de incluséo [76].

2.1.2. Modulacéo de parametros farmacocinéticos

A formacdo de compostos de inclusdo com ciclodextrinas permite também
aumentar a biodisponibilidade de farmacos, tal como demonstrado nos estudos indicados
na Tabela 3. Tipicamente, medem-se parametros representativos da quantidade de
farmaco presente na circulagdo sistémica: a AUC (area sob a curva), indicativa da
quantidade total de farmaco presente na circulagdo sistémica ao longo do tempo de
observacdo; a Cmax (concentracdo maxima), o valor de concentracdo maxima que se
atinge durante o tempo de observacgéo, e 0 tmax (tempo necessario para atingir a Cmax) [65,
71, 82, 83].

Tabela 3. Valores de AUC e Cnax obtidos para os farmacos Artimisina, Raloxifeno,
Cetoprofeno e Tolbutamida ap6s a formacdo de compostos de inclusdao com
ciclodextrinas.

AUC.» (ng.h/mL) Cmax (Ng/mL) Referéncia
Artemisina 782.3 271.7
Artemisina:3-CD 1329.4 651.5 [84]
Artemisina:y-CD 1131.3 458.1

AUCo.24n (Ng.h/mL) Cmax (ng/mL)
Raloxifeno 452.46 39.52 [85]
Raloxifeno:3-CD 878.64 83.49

AUCo.sn (ug.h/mL) Cmax (Lg/mL)
Cetoprofeno 17.33 7.55
Cetoprofeno:3-CD 44.41 46.69 [86]
Cetoprofeno:HPBCD 50.14 45.36

AUCo. (ug.h/mL) Cmax (Mg/mL)
Tolbutamida 443.96 18.58
Tolbutamida:B-CD 621.62 36.26 [87]
Tolbutamida:HPBCD 654.63 34.99
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O aumento dos valores de AUC e Cmax referidos na Tabela 3 sdo atribuidos a
capacidade das CDs em aumentar a solubilidade e consequente dissolugdo do farmaco,
ficando mais quantidade disponivel junto da membrana biologica e permitindo uma maior
absorcdo [84, 86, 88, 89]. Postula-se ainda que, o aumento da absor¢cdo do farmaco
possa, por sua vez, levar a saturacdo das enzimas envolvidas no metabolismo da
primeira passagem hepatica. Podendo assim aumentar a concentragdo de farmaco na
circulacdo sistémica [84]. Sendo assim, e tendo em conta a baixa solubilidade do
montelucaste, tal como referido anteriormente, espera-se que a formacdo de compostos
de inclusdo entre este farmaco e a y-CD permita aumentar a sua solubilidade e

consequente biodisponibilidade, tal como se verificou nos farmacos referidos.

2.2. Preparagdo de compostos de inclusdo com ciclodextrinas

2.2.1. Co-dissolucéo

A formacdo dos compostos de inclusdo entre as ciclodextrinas e o hospede
depende das propriedades deste. Caso o hoéspede seja solivel em agua, ele é
adicionado a uma solucdo aquosa concentrada de ciclodextrina. Por outro lado, caso o
héspede seja insolavel em agua, ele é dissolvido num solvente organico (etanol, metanol,
etc.), sendo depois adicionado a uma solucao aquosa concentrada de CD [90]. Apés a
dissolucdo da CD e do héspede, o composto de inclusdo pode ser obtido por liofilizagdo
ou co-precipitagdo. A primeira técnica € utilizada para compostos sensiveis a hidrolise e
gue ndo podem permanecer durante muito tempo em solucdo. Nesta técnica a solugéo
de CD e hoéspede é congelada instantaneamente e depois sujeita a pressfes reduzidas, o
gue permite a remogao gradual do solvente [91, 92]. Na técnica de co-precipitacdo ocorre
o arrefecimento lento da solugédo onde se encontra a CD e o héspede, sendo que quando
a temperatura baixa a solu¢do atinge o limite de solubilidade e o composto de incluséo
precipita [71, 79, 80, 92].

2.2.2. Mecanoquimica, um método sem solventes

As reacdes sélido-sélido por acdo mecanoquimica trazem a vantagem de nado
utilizar solventes, em contraponto com 0s processos classicos de preparacdo de
compostos de inclusdo, anteriormente descritos. De facto, a co-dissolucdo implica
sempre uma fase de secagem do excesso de agua (mesmo quando ha um precipitado),
com custos energéticos elevados.

Uma reacdo mecanoquimica define-se, segundo a Unido Internacional de Quimica

Pura e Aplicada (IUPAC) como uma reacao quimica induzida pela absorcao de energia
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mecanica. Esta energia mecanica provém de técnicas tais como a moagem, que pode ser
manual, com um almofariz e um pildo, ou com recurso, por exemplo, a um moinho
planetério, o que permite fornecer mais energia ao sistema [93]. Durante a moagem, o
tamanho das particulas dos componentes da mistura é gradualmente reduzido,
formando-se agregados mistos onde os componentes interagem a nivel molecular. Este
processo permite a formagcéo de novos compostos e de aductos intermoleculares (Figura
7) [94].

.2 )
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Figura 7. Transforma¢Bes mecanoquimicas que ocorrem aquando o processo de moagem de uma

mistura de duas substancias sélidas (adaptado de [94]).

A mecanoquimica ja foi, com sucesso, usada na preparagéo de alguns compostos

de inclusdo com CDs:
v' B-CD e esteréis [95]
v" B -CD e glimepiride [96]
v" DIMEB e gemfibrozil [97]
v' HPBCD e loratadina [98]
v' HPBCD e puerarin [99]

Mais ainda, alguns destes compostos de inclusdo apresentam, tal como aqueles
obtidos pelos métodos tradicionais, propriedades fisico-quimicas melhoradas. A incluséao
de glimepiride na B-CD permitiu aumentar a sua solubilidade [96], e para 0 composto
HPBCD-puerarin observou-se solubilidade e taxa de dissolucdo notavelmente mais

elevadas, comparativamente com a formulagédo comercial [99].

2.3. Caracterizacdo dos compostos de inclusdo com ciclodextrinas

Os compostos de inclusdo obtidos podem ser caracterizados mediante uma ampla
variedade de técnicas analiticas, cujos resultados devem ser combinados e avaliados em
conjunto, de forma a obter informacdo compreensiva sobre o composto de incluséo
formado. Atualmente existem diversas técnicas disponiveis para a analise dos compostos
de inclusdo na forma de material solido: analise termogravimétrica (TGA), calorimetria

diferencial de varrimento (DSC), ressonancia magnética nuclear (NMR) de estado sélido
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(é normalmente efetuado o espectro monodimensional de **C, recorrendo-se a técnica de
polarizacdo cruzada e rotagdo em torno do angulo magico (CP-MAS)), técnicas de
difracdo de raios-X, de pOs ou, quando estes estdo disponiveis, de monocristais, a
microscopia eletronica de varrimento (SEM) e a espectroscopia vibracional,
nomeadamente a de infravermelho (V). No curso do trabalho descrito nesta tese, serdo
ainda efetuados alguns ensaios de caracterizagdo em meio liquido, nomeadamente por
espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis) e por NMR monodimensional de protdo
(*H) [71, 74, 78-80, 90].

Por analise termogravimétrica € possivel observar mudancas na temperatura de
decomposicdo de um composto de inclusédo relativamente as dos seus componentes
(ciclodextrina ou hospede puro) [100, 101]. E ainda comum que a inclusdo do hdspede
resulte em alteragbes na temperatura a que ocorrem normalmente as suas mudangas de
fase, o que é observavel por DSC [97, 102, 103].

Relativamente a técnicas de difracdo de raios-X, por monocristal, a partir de um
cristal do composto de inclusdo é possivel determinar aproximadamente a estrutura do
mesmo. Isto é, a partir de mapas de densidade eletrénica é possivel determinar as
coordenadas dos &tomos do composto de incluséo, no seu arranjo tridimensional. A partir
destas coordenadas, e com recurso a softwares matematicos, é possivel resolver a
possivel estrutura do composto de inclusdo, bem como verificar de que modo € que o
héspede interage com a CD e se ele est4 total ou parcialmente inserido na sua cavidade.
Quando nao é possivel obter cristais do composto de inclusdo é utilizada a difracdo de
raios-X de pés (PXRD). Esta técnica permite avaliar a cristalinidade da amostra que, no
caso da mecanoquimica, vai diminuindo devido a moagem, ficando mais amorfa. Pode
ainda observar-se o aparecimento de uma fase cristalina nova, ou seja, com reflexdes a
angulos diferentes daqueles observados para a CD e o héspede. Nestes casos, por
comparagdo com difratogramas de compostos de inclusdo modelo, e verificando-se a
ocorréncia de isoestruturalidade, pode-se postular que se formou um composto de
inclusdo com um arranjo espacial idéntico ao do composto modelo [90, 101, 104, 105].

A espectroscopia de infravermelho permite-nos avaliar a integridade estrutural do
composto formado. Caso ndo aparecam sinais do hdspede em regifes espectrais onde
ndo se observem bandas da CD, entdo é provavel que o hdéspede se tenha degradado.
Através desta andlise podemos ainda confirmar a formacdo do composto de inclusao,
usando grupos caracteristicos do hospede como sondas de inclusdo (no caso do
montelucaste, o grupo quinolina). Estes grupos encontram-se numa zona espectral livre

de bandas da CD sendo, por isso, faceis de observar. Aquando da formacdo do
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composto de inclusdo estes grupos sofrem comummente desvios na frequéncia
vibracional, devido a uma alteracdo na polaridade do ambiente onde a molécula se
encontra [90, 98, 101].

Em BC{*H} CP-MAS NMR é possivel observar alteragdes na ressonancia dos
carbonos da ciclodextrina e do héspede, nomeadamente uma perda da sua multiplicidade
aquando a formacdo do composto de inclusédo [106]. Por sua vez a partir de *H NMR é
possivel observar alteragées nos desvios quimicos dos protdes da CD (H3 e H5) e do
héspede, que se encontram dentro da cavidade, aquando a formacdo do composto de
inclusédo [71, 74, 78, 90, 101].

Quanto a microscopia eletronica de varrimento, esta permite-nos analisar
alteracdes na morfologia dos compostos formados relativamente aos seus componentes.
Através de Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS) mapping, € ainda possivel
verificar a homogeneidade da amostra, uma vez que o montelucaste utilizado neste
trabalho apresenta grupos caracteristicos (S, N, Na e Cl) que ndo estdo presentes nas
CDs [101, 105].

3. Objetivo

Nesta tese pretende-se formar compostos de inclusédo entre o montelucaste de
sédio e a y-ciclodextrina, de modo a melhorar as propriedades fisico-quimicas do
farmaco, nomeadamente a sua estabilidade e solubilidade (o que podera contribuir para
aumentar a biodisponibilidade). Os compostos de inclusdo serdo formados através de
técnicas usuais de co-dissolucdo (a co-precipitacéo e a liofilizacdo), em comparacdo com
a mecanoquimica, que € uma técnica que se tem demonstrado promissora na formagéo

de compostos de inclusado, e que apresenta a vantagem de néo utilizar solventes.
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lI. Resultados e Discussao

A formagdo do composto de inclusdo MLK:y-CD foi inicialmente analisada em meio
liquido, com recurso ao método de Job, tendo-se verificado uma estequiometria
preferencial de inclusdo de 1:1. Tendo em conta esta razdo estequiométrica, foram
formados compostos de inclusdo MLK:y-CD por liofilizacdo e mecanoquimica. O
composto obtido por liofilizagdo era cristalino, e a sua caracterizagdo demonstrou
evidéncias da formacdo do composto de inclusdo MLK:y-CD. Os compostos formados por
mecanoquimica demonstraram caracteristicas bastante distintas entre si, consoante o
procedimento adotado. Isto é, a moagem de uma mistura equimolar dos componentes tal
como recebidos, num moinho planetario, resultou na formagado de um aducto MLK:y-CD
amorfo, cuja caracterizacdo sugere que se formou um composto de incluséo, tal como na
liofilizagdo. No entanto, se a y-CD for pré-moida antes da moagem conjunta com MLK,
consegue-se obter um composto amorfo num tempo total de moagem mais curto embora
0S componentes nao interajam de imediato. Esta interagdo parece ser também limitada
no forno de rolos, onde a energia mecanica é menor, e, por isso, 0s compostos formados
apresentavam ainda cristalinidade proveniente da y-CD. Por fim, verificou-se que a
dissolucdo do MLK a partir dos compostos formados no moinho planetario permitiu

aumentar a solubilidade do farmaco.
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1. O montelucaste e o seu sal sédico: formas cristalinas e amorfas

O montelucaste € uma molécula com varios grupos funcionais, destacando-se o
acido carboxilico (Figura 1) que permite, conforme referido na Introducéo, a formacéo de
sais, que apresentam altera¢des na solubilidade e grau de cristalinidade. A forma neutra
do montelucaste foi descrita em 2009 e cristaliza no grupo P2i1. Neste sistema cristalino
duas moléculas de montelucaste, em orientacdo antiparalela, interagem por
empilhamento n dos grupos quinolina. Por seu turno estes dimeros estabelecem pontes
de hidrogénio entre o azoto do grupo quinolina e grupo carboxilico da molécula vizinha
[107].
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Figura 1. Estrutura do montelucaste na sua forma neutra, com destaque para o grupo carboxilico
(&tomos representados por esferas; para o resto da molécula usa-se a representacdo em
wireframe). Redesenhado a partir das coordenadas atomicas do montelucaste [107], usando o
software Mercury (v3.7, © CCDC 2001-2015). Por baixo mostra-se a distribuicdo espacial das

moléculas na rede cristalina.
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O sal sodico de montelucaste € o0 mais usado na indastria pela sua maior
solubilidade e por se conseguir obter na forma amorfa. Estdo também descritas vérias
formas cristalinas do mesmo (polimorfos) obtidas por recristalizacdo em solventes como o
acetonitrilo (formas A e B) [108] ou misturas de solvente polar com um antisolvente
(formas C a E) [109]; no entanto, estes materiais foram apenas isolados na forma de p6
microcristalino, ndo sendo, portanto, conhecida a sua estrutura. Deste modo, foram
efetuados estudos de cristalizagdo do montelucaste de sodio (MLK) dissolvendo
pequenas quantidades deste material em diferentes solventes ou misturas de solventes
(detalhes na Tabela 1 da secc¢éo experimental).

Foi possivel observar a formacdo de pequenos cristais em agua destilada, mas as
suas dimensfes eram demasiado reduzidas para a analise por difracdo de raios-X de
monocristal. Nas solugfes de etanol e metanol + acetonitrilo formaram-se poucos cristais,
mas de maiores dimensdes. No entanto, estes ndo difratavam o suficiente para serem
analisados por raios-X de monocristal. Usando misturas de agua destilada e outros
solventes, observaram-se cristais de pequenas dimensdes em agua destilada + etanol +
metanol (2:1:2) e outros maiores em agua destilada + etanol (1:1) ou agua destilada +
metanol + acetonitrilo (4:5:1). No entanto, ap0s coletados os dados cristalogréaficos foi
demonstrado que estes cristais correspondiam ndo ao sal de sdédio inicialmente
dissolvido, mas a forma neutra do montelucaste, o que demonstra que ocorreu uma troca
do ido sodio por um protao presente nos solventes.

As cristalizacbes subsequentes foram, portanto, feitas com solventes secos e
agua miliQ para evitar protonacdo do MLK (detalhes na Tabela 1 da Seccgéo
Experimental). Em todos os casos em que se formaram cristais, estes apresentavam
forma irregular, dimens6es muito pequenas ou baixo indice de difracdo sob o feixe de
raios-X. Cristais isolados de agua miliQ + 1,4-Dioxano (1:1), quando analisados por
raios-X de monocristal revelaram, mais uma vez, ocorréncia de reconversdo a forma
neutra do montelucaste. Foram ainda testados solventes deuterados, tendo-se formado
material policristalino ou, mais uma vez, cristais de montelucaste neutro, devido
provavelmente a presenga de agua como contaminante nos solventes deuterados.

Na cristalizacdo a partir de um cogumelo de cristalizacdo, foram colocadas nos
varios compartimentos diferentes solugdes de MLK, assim como agua miliQ no poco do
cogumelo (tal como descrito no ponto 4 da seccdo experimental). No entanto,

formaram-se apenas precipitados amorfos.
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2. Estudo da estequiometria de inclusdo de MLK em y-CD pelo método de
Job

Aquando da formacdo dos compostos de inclusdo podem estabelecer-se
diferentes estequiometrias entre o montelucaste e a ciclodextrina gama, como por
exemplo 1:1, 1:2 ou 2:1 de y-CD:MLK. Sendo assim, de forma a determinar qual ou quais
as estequiometrias mais favoraveis para este sistema hdspede:hospedeiro foi aplicado o
método das variagbes continuas, comummente designado pelo nome do seu criador —
método de Job. Foram preparadas solugbes com uma fragdo molar de MLK
compreendida entre 0/10 e 10/10 (com intervalos de 1/10, ver detalhes no ponto 3 da
seccdo experimental). As solugbes foram analisadas por 'H NMR, tendo-se
acompanhado os desvios quimicos dos protdes atribuidos ao MLK. Na Tabela 1 estéo
indicados os valores para os protdes H4, H8 e H15 do MLK (ver numeragéo no esquema
representado na Figura 2).

HO
37

Figura 2. Numeragdo dos carbonos, e respetivos hidrogénios, na estrutura molecular do

montelucaste de sédio [110].

Tabela 1. Variagdo dos desvios quimicos (em ppm) dos protdes 4, 8 e 15 do MLK
em solugcdes com ymk compreendidas entre 0/10 e 10/10.

XMLK oH4 AS H4 oH8 AS H8 SH15 AS H15
0/10 0 0 0 0 0 0

1/10 8.310 0.042 7.970 0.031 7.475 0.036
2/10 8.306 0.038 7.967 0.028 7.471 0.032
3/10 8.302 0.034 7.964 0.025 7.468 0.029
4/10 8.297 0.029 7.960 0.021 7.464 0.025
5/10 8.292 0.024 7.957 0.018 7.459 0.020
6/10 8.287 0.019 7.953 0.014 7.455 0.016
7/10 8.282 0.014 7.949 0.010 7.451 0.012
8/10 8.279 0.011 7.946 0.007 7.448 0.009
9/10 8.269 0.001 7.939 0 7.442 0.003
10/10 8.268 0 7.939 0 7.439 0
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Na Figura 3 estd representado o gréfico de Job, que permite determinar a
estequiometria do composto de inclusdo MLK:y-CD. Esta € indicada pelo valor da ym«x em
gue Ad X ymk € maximo. O grafico da Figura 3 apresenta um maximo para yv.x = 5, 0 que
indica uma estequiometria de 1:1. Nota-se ainda um ombro a ymx = 8, correspondendo a
uma estequiometria de MLK:y-CD de 4:1 (o que € altamente improvéavel). Mais ainda, no
protdo H15, observa-se outro ombro a ywx = 4, indicando a possivel ocorréncia de
compostos MLK:y-CD de estequiometria 2:3. No entanto, estas espécies serédo
minoritarias em solucdo e pouco provaveis de ocorrer em estado sélido, pelo que nos

estudos de interacdo por mecanoguimica se optou por usar uma proporcao inicial de 1:1.

0,12 e S H4

s H8
0,10 " aA A H15

0,08

0,06

Ad % % i

0,04

0,02 4

0,00 4—— . — Ty

L Mik

Figura 3. Gréfico de Job obtido para o composto de inclusdo entre o montelucaste e a

ciclodextrina gama.
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3. Compostos de incluséo MLK:y-CD

O principal objetivo deste trabalho é estudar a interacdo entre estes dois
componentes no estado sélido por acdo de energia mecénica, que se espera que leve a
formacdo de aductos de carater tendencialmente amorfo. Ainda assim, estudos deste
sistema no estado cristalino ndo foram descurados, dado que a obtencao de cristais do
composto de inclusdo MLK:y-CD permite determinar a sua estrutura e obter informagé&o
sobre a geometria de inclusdo, as interacfes que o MLK estabelece com a y-CD e se
esta total ou parcialmente inserido na sua cavidade. Além disso, a obtencdo de cristais
do composto de inclusdo permite conhecer inequivocamente a estequiometria
preferencial no estado sélido, visto que embora os dados de solugdo (método de Job)
apontem uma inclusdo tendencialmente 1:1, ndo excluem a ocorréncia de espécies
héspede-hospedeiro com outra razdo estequiométrica. Sendo assim, foi tentada a
obtencdo de cristais do composto de inclusdo por co-precipitacdo, com recurso a
diferentes misturas de solventes, temperaturas, propor¢do dos componentes e, por
vezes, com recurso a ultrassons (detalhes na secgdo Experimental). Foram ainda
testadas técnicas de cristalizacdo em tubos em U, no entanto, apesar das diferentes
condigdes, os cristais formados ndo se revelaram adequados para analise por raios-X de

monaocristal, sendo, na maioria dos casos, agregados de placas muito finas.

3.1. Liofilizac&o

A liofilizacdo é uma técnica usualmente aplicada na formacdo de compostos de
incluséo. Por co-dissolugcdo com subsequente liofilizagao, consegue-se obter o composto
de inclusdo MLK:y-CD substancialmente puro, podendo os resultados da sua
caracterizacdo ser usados como modelo para os ensaios de mecanoquimica.

Foram preparadas, em separado, uma solugdo de MLK em etanol seco e outra de
y-CD em agua miliQ. As solugcbes foram seguidamente misturadas e congeladas em
azoto liquido, sendo por fim colocadas num liofilizador (para mais detalhes consultar o
ponto 5.5 da seccdo experimental). O MLK:y-CD liofilizado obtido foi analisado por
diversas técnicas de caracterizacdo no estado sélido, cujos resultados, quando

analisados em conjunto, nos permitem confirmar a formagéo do composto de incluséo.
Difracao de Raios-X de pos

O difratograma do MLK:y-CD liofilizado foi comparado com o da y-CD e com o do

MLK (Figura 4). Dado que o MLK se apresenta na forma amorfa, o difratograma da fase
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cristalina mais abundante foi calculado usando o software Mercury (v3.7, © CCDC 2001-
2015) aplicado as coordenadas atomicas da forma neutra do montelucaste ja descrita.
Note-se que o MLK:y-CD liofilizado apresenta reflexdes em posi¢bes diferentes das do
MLK e da y-CD, o que sugere a formacdo de um composto de inclusdo. Note-se ainda a
auséncia de reflexdes associadas a fases cristalinas dos componentes, o que constitui

uma indicacéo inicial da pureza do aducto.

wes |jOfilizado

Intensidade

v-CD

3 8 13 18 23 28 33 38
26 (Graus)

Figura 4. Difratogramas da y-CD, do MLK (difratograma previsto através do software Mercury

(v3.7, © CCDC 2001-2015) e do MLK:y-CD liofilizado.

De forma a determinar as propriedades da estrutura cristalina do composto de
inclusdo MLK:y-CD formado por liofilizagéo, o seu difratograma foi comparado com o do
composto de incluséo 1,4,7,10-tetraoxaciclododecano-y-CD, cuja estrutura cristalina ja é
conhecida [111] (Figura 5). Verificou-se assim que algumas das reflexbes apresentadas
pelo composto de inclusdo modelo, assinaladas na Figura 5, estdo posicionadas a
valores de 26 iguais aos de determinadas reflexdes do MLK:y-CD liofilizado. Sabendo-se
que o composto de inclusdo modelo apresenta uma estrutura cristalina com as
ciclodextrinas empacotadas em canal (Figura 5a, b), sugere-se que MLK:y-CD liofilizado

apresente também este tipo de empacotamento.
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v-CD:1,4,7,10tetraoxaciclododecano

Intensidade

Liofilizado

3 8 13 18 23 28 33 38
26 (Graus)

Figura 5. Difratograma experimental de MLK:y-CD (liofilizado) e calculado (usando o software
Mercury, v3.7, © CCDC 2001-2015) de 1,4,7,10-tetraoxaciclododecano-y-CD. Em a) esta ilustrada
a estrutura de empacotamento em forma de canal deste composto de inclusdo; e em b) a vista de
topo deste empacotamento, onde se mostra que 0s canais se alinham com os eixos, formando um

quadrado, com um grande espaco entre eles.

13C{1H} CP-MAS NMR

O espectro de ¥C NMR do MLK:y-CD liofilizado apresenta ressonancias de
carbonos referentes a y-CD e ao MLK (Figura 6) (no ponto 5.5, da seccdo experimental, é
possivel ver com mais detalhe a listagem das ressonancias presentes no espectro). No
entanto, as ressonancias associadas aos carbonos da y-CD perderam a sua

multiplicidade, apresentando-se agora como picos simples. Tal pode dever-se a incluséo
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do MLK na cavidade da y-CD que induz a y-CD a adotar uma conformagdo mais
simétrica. Os carbonos das suas unidades de glucose ficam expostos a um ambiente

similar, resultando numa perda de multiplicidade [112-114].

OH C2,3,5

N
I
O
A F-N
=]
&)
£
<
o]
ya
7

C1 C4 C6

Liofilizado

v-CD

AN A /‘/\./\J.‘.\“Jt”
80 60 40 20 0

180 160 140 120 100
Desvio quimico (ppm)

Figura 6. Espectros de *C NMR da y-CD, do MLK e do MLK:y-CD liofilizado. A identificacdo dos

carbonos da y-CD esta indicada na unidade de glucose (adaptado de [115]).

Microscopia Eletronica de Varrimento

As imagens de SEM do MLK:y-CD liofilizado (Figura 7) revelam uma morfologia
um tanto irregular (Figura 7a). Ao observar com mais detalhe a superficie destas
particulas, é possivel verificar que esta € composta por cristais com diferentes

orientagdes espaciais (Figura 7c). Esta morfologia mais cristalina do MLK:y-CD liofilizado
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esta, no entanto, concordante com os resultados obtidos por PXRD, que demonstraram a
existéncia dum novo composto microcristalino.

A analise por EDS mapping do MLK:y-CD liofilizado demonstrou uma distribuicdo
uniforme do MLK pela amostra (Figura 7b, d), o que é consistente com a formacao de um

composto de incluséo.

Ty
\[sE [8ina

Figura 7. Imagem de microscopia eletrénica do MLK:y-CD liofilizado (a) com detalhe da superficie

das particulas (c) e respetiva distribuicdo de elementos (C, Cl, S e Na) determinada por

mapeamento por EDS (b, d).

Espectroscopia de Infravermelho
O MLK apresenta na sua estrutura molecular grupos funcionais que funcionam
como sondas de inclusdo nesta técnica de caracterizacdo vibracional, nomeadamente a

quinolina (Figura 8a), ou 0s anéis aromaticos, que passam a ser rotulados de b e c.

COONa

Figura 8. Estrutura molecular do montelucaste de sédio (MLK) evidenciando os grupos de

interesse em espectroscopia de infravermelho: a quinolina (a), e os anéis aromaticos (b, c).
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A absorcdo de radiacao infravermelha pelas moléculas de MLK e y-CD faz com
que estas vibrem a uma determinada frequéncia. No entanto, aquando a formacgé&o do
composto de inclusdo o MLK é inserido na cavidade da y-CD, estando, por isso, exposto
a um ambiente diferente e sujeito a uma maior restricdo de movimentos vibracionais, que
podem causar alteracdes nas frequéncias vibracionais do hospede. Em MLK:y-CD
liofilizado foram observados desvios nas frequéncias da regido 1620-1580 cm™, conforme

ilustrado na Figura 9.
v (C-C) quinolina

Liofilizado

v-CD

Intensidade

MLK

1620 1600 1580
Numero de onda (cm™)

Figura 9. Espectro de infravermelho, na regido 1610-1580 cm-, do MLK, da y-CD e do MLK:y-CD

liofilizado.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as frequéncias atribuidas a quinolina e aos anéis
b e ¢ do MLK puro e do MLK:y-CD liofilizado. Note-se que o desvio registado para os
anéis b e ¢ aquando a incluséo é inferior ao limite de resolucdo (2 cm™). Por sua vez, o

desvio da banda da quinolina aponta para a inclusao deste grupo na cavidade da y-CD.

Tabela 2. Frequéncias observadas (cm™) para MLK e MLK:y-CD liofilizado.

MLK MLK:y-CD liofilizado Descri¢cao aproximada
1595 1600 v(C-C) anel quinolina
1608 1609 v(C-C)anéisbec
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Termogravimetria

A Figura 10 mostra os termogramas do MLK:y-CD liofilizado, do MLK e da y-CD. O
liofilizado é a amostra que apresenta uma maior perda de massa inicial por desidratacgéo,
cerca de 15%. Na y-CD e no MLK esta perda de massa € de apenas 10% [100] e 4%,
respetivamente. Esta diferenca pode resultar de uma maior quantidade de agua nos
espacos exteriores a cavidade da CD, nomeadamente espacos inter-canais. De acordo
com os dados de difracao de pés, as unidades de MLK:y-CD estardo organizadas em
canais, que deixam espacos amplos entre eles devido a geometria quase octogonal deste
hospedeiro.

A segunda perda de massa que se observa nos termogramas corresponde a
decomposi¢do dos compostos, que no caso do MLK:y-CD liofilizado comecga a cerca de
210 °C. Este valor é bastante inferior ao da y-CD cuja decomposi¢ao se inicia aos 263 °C
[100], e do MLK, aos 257 °C, o que sugere que ocorreu uma interacdo entre ambos 0s

componentes, formando um composto com uma estabilidade térmica reduzida.
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Figura 10. Termogramas da y-CD, do MLK e do MLK:y-CD liofilizado.
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Calorimetria Diferencial de Varrimento

Os graficos de DSC do MLK, da y-CD e do MLK:-CD liofilizado estédo
representados na Figura 11. O MLK apresenta o pico de fusdo a c.a. 124 °C, enquanto a
y-CD tem um sinal a 115 °C atribuido a desidratacdo. No MLK:y-CD liofilizado as aguas
de hidratacdo saem a temperaturas mais baixas, com um pico endotérmico a 81 °C, o
gue pode dever-se ao facto de estas jA ndo se encontrarem dentro da cavidade, mas nos
espacos entre os canais de y-CD. Nota-se ainda uma muito ligeira contaminacdo com
MLK n&o incluido, que dé origem a dois sinais amplos e de baixa intensidade a cerca de
135 e a 153 °C (atribuidos hipoteticamente as duas formas polimorficas do MLK).

Liofilizado
v-CD

MLK
170

Endotérmico

70 90 110 130
Temperatura °C

150

Figura 11. DSC do MLK, da y-CD e do MLK:y-CD liofilizado, no intervalo de temperaturas

selecionado.
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3.2.Mecanoquimica

[.  Moinho Planetério

Para formar compostos de inclusdo MLK:y-CD pela técnica de mecanoquimica, 0s
dois componentes, em gquantidade equimolar, foram moidos num moinho planetéario
durante 720 minutos, tendo sido recolhidas aliquotas aos 0, 5, 15, 30, 60, 120 e 360
minutos de moagem (para mais detalhe consultar a sec¢ao experimental, ponto 5.4, parte
). Depois de recolhidas, as amostras foram analisadas por diversas técnicas de
caracterizacdo no estado solido, cujos resultados, quando analisados em conjunto, nos

permitem confirmar a formac&do do composto de incluséo.

Difracao de Raios-X de pos

O montelucaste de sédio € amorfo e, por isso, 0 seu difratograma ndo apresenta
reflexdes, ao contrario do da ciclodextrina gama, que apresenta reflexdes devido a sua
cristalinidade, tal como é possivel observar na Figura 12. Os difratogramas das amostras
recolhidas durante a moagem apresentam, pois, apenas reflexdes provenientes da y-CD,
que, com o decorrer da moagem, perdem gradualmente intensidade. Apés 720 min de
moagem praticamente j& ndo se observam reflexfes, o que indica a formacdo de um
produto amorfo. Foi observado um resultado semelhante na interagdo, por
mecanoquimica, de 3-CD com cloranfenicol [116] e com ibuprofeno [117], assim como ha

interacdo da DIMEB com o gemfibrozil [97] e da y-CD com o farmaco actarite [118].
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720 min

360 min

120 min

60 min

30 min

15 min

Intensidade

5 min
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3 8 13 18 23 28 33 28
206 (Graus)

Figura 12. Difratogramas do MLK, da y-CD e da sua mistura fisica 1:1 ap6s 0, 5, 15, 30, 60, 120,

360 e 720 min de moagem num moinho planetario.

Para efeitos de comparacdo, foi efetuada a moagem da  y-CD pura
(heptahidratada), tendo-se verificado que esta perde mais rapidamente a sua
cristalinidade (Figura 13). Mais precisamente, ap6s 60 minutos de moagem o
difratograma da v-CD ja ndo apresenta reflexdes, tal como se tinha verificado num
estudo realizado por Inoue et al. [115], enquanto que na mistura MLK:y-CD ainda h&a
reflexdes muito para além dos 60 min de moagem (Figura 12). Esta diferenca na perda
da cristalinidade da y-CD sugere que o MLK exerce um efeito protetor sobre a y-CD,

fazendo com que esta demore mais tempo a perder a sua estrutura cristalina.
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120 min

60 min
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Intensidade

5 min

3 8 13 18 23 28 33 38
26 (Graus)

Figura 13. Difratogramas da y-CD antes e ap6s 5, 15, 30, 60 e 120 min de moagem num moinho

planetario.

Fez-se ainda um estudo simples de estabilidade da amostra em condi¢des
normais de armazenamento. As amostras foram armazenadas por 3 meses num local
protegido da luz, em condi¢Bes de humidade e temperatura ambiente, e foram analisadas
por difracéo de raios-X de pés novamente. Na Figura 14 esta representada a comparagao
entre os difratogramas da amostra inicialmente mais amorfa (720 min de moagem),
sendo possivel observar que apds 3 meses da sua moagem o difratograma apresenta
reflexdes com uma intensidade maior. A angulos de 26 mais baixos € possivel observar o
aparecimento de reflexdes que tinham desaparecido devido a moagem (sinalizadas com
tracejado) e que podem ser atribuidas a recristalizacdo de y-CD. Por sua vez, esta
alteracdo na cristalinidade é uma caracteristica que se deve ter em particular atencao,

uma vez que aquando a aplicacdo na area farmacéutica € mais util a forma amorfa.
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v-CD

Figura 14. Difratogramas da y-CD e da mistura de MLK:y-CD (1:1) moida durante 720 min no

moinho planetério, coletados imediatamente apds a moagem e apés 3 meses de armazenamento.

13C{1H} CP-MAS NMR

Os espectros das amostras recolhidas ap6s a moagem e representados na Figura
15, apresentam ressonancias de carbonos em desvios quimicos referentes tanto a y-CD
como ao MLK. No entanto estas ressonancias apresentam diferencas relativamente as
dos componentes puros (na Tabela 4 do ponto 5.4, parte I, na sec¢do experimental, é
possivel ver com mais detalhe a listagem das ressonancias presentes no espectro).

As ressonéncias dos carbonos das unidades de glucose que compdem a y-CD,
numerados na Figura 15, apresentam multiplicidade. Esta € resultante de uma
conformagé&o n&o simétrica da y-CD, isto €, da existéncia de diferentes angulos de torséo
entre as ligacdes das unidades de glucose e de diferentes angulos de torsdo do grupo
hidroxilo ligado ao C6 [113, 119, 120]. Sendo assim, o C1 é composto por um conjunto de
8 ressonancias (98-105 ppm), o C4 por um conjunto de 7 ressonancias (78-84 ppm) e o
C6 por um conjunto de 3 ressonancias (60-64 ppm). Os sinais dos carbonos C2, 3, 5

apresentam-se sobrepostos, centrados a 73 ppm. Com o decorrer da moagem,
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principalmente a partir dos 120 min, observa-se uma reducdo na multiplicidade das
ressonéancias dos carbonos da y-CD, que pode resultar da formagcéo de um composto de
inclusdo ou da amorfizagao. Ao incluir um hospede, a ciclodextrina ajusta-se de forma a
maximizar o tamanho da cavidade, adotando uma conformagdo mais simétrica que faz
com que os carbonos das suas unidades de glucose estejam expostos a um ambiente
similar, resultando assim numa perda de multiplicidade das ressonancias [112-114]. Esta
perda de multiplicidade pode ainda resultar da amorfizacdo da amostra, uma vez que
esta faz com que os carbonos estejam expostos a um ambiente menos ordenado [122].
Note-se, no entanto, que normalmente a amorfizacdo provoca uma maior dispersado dos
valores das ressonancias com consequente alargamento de sinal [121], 0 que ndo se

observou com esta ciclodextrina.
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Figura 15. Espectros de *C NMR da y-CD, do MLK e da sua mistura fisica 1:1 moida durante 5,

30, 120 e 720 min (num moinho planetéario). A identificacdo dos carbonos da y-CD esta indicada na

unidade de glucose (adaptado de [115]).

O espectro da y-CD ap6és 120 minutos de moagem esté apresentado na Figura 16,

sendo possivel verificar que a moagem da y-CD sozinha resultou na perda de
multiplicidade das suas ressonancias, que se apresentam como um Unico sinal para cada

carbono. Este resultado indica a formacdo de um material amorfo a um tempo de
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moagem bastante inferior ao registado para MLK:y-CD, o que indica, por sua vez, que o

MLK exerce um efeito protetor sobre a y-CD.
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Figura 16. Espectros de 13C NMR da y-CD nao moida e apés 120 min de moagem (num moinho

planetério). A identificagcdo dos carbonos da y-CD esta indicada na unidade de glucose (adaptado
de [115]).

Microscopia eletronica de varrimento

As alteracdes que ocorrem com a amostra devido a moagem, nomeadamente
alterac6es na morfologia dos componentes, bem como na homogeneidade do produto
formado, podem ser acompanhadas por microscopia eletronica de varrimento [102, 116,
117].

A andlise da mistura fisica de MLK:y-CD (1:1) (amostra nédo sujeita a moagem)
permitiu distinguir os dois componentes, que apresentam morfologias bastante distintas
entre si. A y-CD apresenta-se na forma de prismas de bordos irregulares enquanto o MLK
se apresenta na forma de aglomerados de esferas (Figura 17a). Esta identificacdo dos
dois componentes é confirmada pela técnica de EDS mapping, que mostra a presenca de

elementos caracteristicos do MLK, como por exemplo o S, Na e Cl, nos aglomerados de
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esferas (Figura 17b-d). J& o carbono, comum a ambos 0s componentes, esta
uniformemente distribuido (Figura 17e).

C 6 pm 6 um

Figura 17. Imagens de (a) microscopia eletronica da mistura MLK:y-CD (ndo moida), com a
respetiva distribuicdo de elementos determinada por mapeamento por EDS: (b) enxofre, (c) sodio,

(d) cloro e (e) carbono.

As imagens de SEM da mistura de MLK:y-CD moida por 5, 15, 120 e 720 min
estdo representadas na Figura 18. S&o notodrias as alteragbes morfologicas decorrentes
da moagem. J4 ndo se observam estruturas com a mesma forma e tamanho que na
mistura fisica, ndo sendo possivel distinguir a y-CD do MLK. Com o decorrer do tempo de
moagem as particulas de y-CD tornam-se, como esperado, mais pequenas, € mais
arredondadas, por erosdo dos bordos dos prismas (Figura 18a, c, e, g ).

Através da analise por EDS mapping, foi possivel analisar a distribuicdo de
elementos caracteristicos do MLK (Na, S, Cl) pela amostra. Apos 5 minutos de moagem
estes elementos ainda ndo se encontram uniformemente distribuidos, sendo possivel
observar que algumas particulas de y-CD apresentam maior quantidade de MLK a sua
superficie do que outras (Figura 18b). Esta diferenca na distribuicdo do MLK pela amostra
resulta de um baixo tempo de moagem, que ndo permitiu ainda uma completa interacéo

entre ambos os componentes. No entanto, com o decorrer do tempo de moagem,

40



nomeadamente aos 15, 120 e 720 minutos, ja foi possivel observar uma distribuicdo
tendencialmente uniforme do MLK (Figura 18d, f, h), sugerindo que este formou uma
camada em volta das particulas de y-CD, interagindo com a mesma e formando, muito
provavelmente, um composto de inclusdo. Por sua vez, esta disposicdo do héspede em
torno da y-CD ajuda a explicar os resultados de PXRD e NMR, justificando a protecéao da

v-CD pelo héspede, que retarda a sua amorfizagéao.

Figura 18. Imagens de microscopia eletronica (coluna da esquerda) com respectivo mapeamento
(coluna da direita) das amostras MLK:y-CD moidas por 5 min (a, b), 15min (c, d), 120 min (e, f) e
720 (g, h) num moinho planetario. A distribuicdo de elementos (C, CI, S e Na) foi determinada por

mapeamento por EDS.
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Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia vibracional de infravermelho permite confirmar a formagéo do
composto de inclusdo MLK:y-CD através da andlise de desvios nas frequéncias
vibracionais de grupos do hdéspede, que atuem como sondas de inclusdo. Estas
alteracBes ocorrem, porque aquando a formacdo do composto de inclusdo o MLK é
inserido na cavidade da y-CD, estando, por isso, sujeito a uma maior restricdo vibracional.
Esta restricdo vibracional ira, por sua vez, fazer com que ocorram alteracbes nas
frequéncias vibracionais e, consequentemente, no nimero de onda dos grupos funcionais
inseridos na cavidade. No caso do MLK, sdo acompanhados os desvios no nimero de
onda do seu grupo quinolina (Figura 8a) e dos anéis b e c (Figura 8b, ¢) que se
encontram numa zona livre de bandas da y-CD (Figura 19).

v (C-C) anel aromatico o
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Figura 19. Espectro de infravermelho, na regido 1620-1580 cm-!, do MLK, da y-CD e de MLK:y-CD

apos 5, 15, 30, 60, 120, 360 e 720 min de moagem num moinho planetario.

Na Tabela 3 apresentam-se os valores dos nimeros de onda atribuidos ao grupo
quinolina e aos anéis b e ¢ do MLK. Note-se o desvio, na amostra MLK:y-CD moida 720
min, para nameros de onda superiores. Isto indica a inclusdo da molécula de MLK e
consequente interacdo da mesma com a cavidade da y-CD. No entanto, tendo em conta a
estrutura do MLK, nomeadamente o facto de o grupo quinolina se encontrar
espacialmente afastado do anel aromatico c, postula-se que apenas a porcdo da

molécula de MLK constituida pelo grupo quinolina e pelo anel aromatico b tenham sido
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incorporados na cavidade da y-CD. Outros estudos descritos na literatura demonstram
também desvios nas frequéncias vibracionais de grupos caracteristicos do hdspede,
como consequéncia da sua interagdo com o hospedeiro, a CD, aguando da formagédo dos
compostos de incluséo [123-125].

Tabela 3. Frequéncias observadas (cm™) para MLK e MLK:y-CD moidos 720 min.

MLK MLK:y-CD 720 min Descricao aproximada
1595 1599 v(C-C) anel quinolina
1608 1610 v(C-C) anéishec

Termogravimetria

Os termogramas das amostras de MLK:y-CD preparadas no moinho planetario
sdo apresentados na Figura 20, mostrando-se ainda, para comparagao, os da y-CD, do
MLK e da sua mistura fisica 1:1 (ndo moida). A primeira perda de massa é associada a
saida de moléculas de agua, sendo de 4% para o MLK, cerca de 10% no caso da y-CD
(valor coincidente com o descrito para este hospedeiro [100]) e de 6.5% para a sua
mistura fisica 1:1. A perda de massa por desidratacdo ndo sofre grandes altera¢cdes com
a moagem, oscilando entre 6 e 8% para as amostras recolhidas.

A caracteristica mais distintiva dos termogramas das amostras moidas é a sua
temperatura de decomposicdo que se inicia entre os 200 e os 215 °C, valores bastante
mais baixos do que os da y-CD, cuja decomposicéo inicia aos 263 °C [100], e do MLK
(aos 247 °C). Este fendmeno ocorre também, embora de forma menos acentuada, na
mistura fisica 1:1 (ndo moida), com a decomposi¢ao a iniciar-se aos 240 °C, o que sugere
uma afinidade entre ambos os componentes. Note-se ainda que as amostras MLK:y-CD
moidas no moinho planetario iniciam a sua decomposi¢cdo a temperaturas que sao
gradualmente mais baixas em funcdo do maior tempo de moagem. Pode, pois, postular-
se a formagédo do composto de inclusdo MLK:y-CD que altera as propriedades térmicas

dos componentes, nomeadamente a reducdo da sua estabilidade térmica.
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Figura 20. Termogramas da y-CD, do MLK, da sua mistura fisica 1:1 (indicada como 0 min) e das

amostras MLK:y-CD moidas durante 5, 30, 120 e 720 min (num moinho planetario).

Calorimetria Diferencial de Varrimento

Os resultados da andlise de DSC do MLK, da y-CD e da mistura de MLK:y-CD
moida por 30, 60, 120 e 720 min no moinho planetario estdo representados na Figura 21.
O MLK apresenta um sinal endotérmico amplo centrado a cerca de 124 °C, atribuido a
fusé@o. A y-CD apresenta um pico endotérmico centrado a 115 °C que se atribui a saida
de aguas de hidratacdo. Na amostra de MLK:y-CD moida por 30 min observa-se um pico
endotérmico, centrado a cerca de 124 °C e ainda mais mais largo que o observado para o
MLK puro, o que pode indicar aumento da amorfizacdo da amostra com o tempo de
moagem. Note-se ainda que ndo se observa o pico referente a y-CD, que pode estar
mascarado pelo pico largo dos 124 °C. Ap6s 60 min de moagem este pico alarga ainda
mais, provavelmente por sobreposicdo dos eventos de desidratacdo da y-CD e fusdo de

MLK amorfo. E, no entanto, de realcar o aparecimento de um novo pico endotérmico a
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153 °C, que indica a formacdo de um novo composto. Este pode ser um dos polimorfos
do MLK, que se pode ter formado in situ por acdo da temperatura [108, 109]. Na amostra
obtida apds 120 min de moagem observou-se também o aparecimento de novos picos,
a 150 e 155 °C. Tendo em conta que diferentes polimorfos do MLK podem apresentar
comportamentos térmicos diferentes [108, 109], estes picos podem resultar realmente de
diferentes formas polimoérficas. Note-se ainda que nesta amostra ja ndo se observa o pico
largo resultante do composto MLK:y-CD amorfo. Por sua vez, ha amostra obtida ap6s 720
min de moagem este pico volta a observar-se, desaparecendo 0s picos que se postulou
pertencerem as formas polimérficas do MLK.
720 min

120 min
B0 min

———/\ y-CD
/\ MLK

100 110 120 130 140 150 160
Temperatura °C

Endotérmico

Figura 21. DSC do MLK, da y-CD e da mistura de MLK:y-CD moida por 30, 60, 120 e 720 min num

moinho planetario, no intervalo de temperaturas selecionado.
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II.  Moinho planetario com pré-moagem da ciclodextrina gama

Para reduzir o tempo necessério a interacdo da y-CD com o MLK foi efetuado um
ensaio em que a y-CD foi previamente moida durante 60 minutos, de modo a reduzir o
tamanho das suas particulas. A y-CD moida foi adicionada uma quantidade equimolar do
MLK (considerado o tempo zero). A mistura fisica de MLK:y-CD(pré-moida) foi moida
durante outros 60 minutos, tendo sido coletadas aliquotas aos 5, 10, 15, 25 e 30 minutos
de moagem (para mais detalhe consultar a seccdo experimental, ponto 5.4, parte Il). Por

fim estas amostras foram analisadas pelas técnicas anteriormente referidas.

Difracdo de Raios-X de pos

Os difratogramas das amostras recolhidas durante a moagem da mistura fisica de
MLK:y-CD(pré-moida) ndo apresentam reflexdes (Figura 22). Ao comparar o difratograma
do MLK e da y-CD com o da amostra dos zero minutos, composta por y-CD pré-moida e
MLK, é possivel inferir que esta auséncia de reflexdes se deve a uma amorfizacdo da
y-CD aquando da pré-moagem (conforme se pode observar na Figura 13).
Consequentemente, com o decorrer da moagem ja ndo se observam praticamente
alteracdes nos difratogramas das amostras recolhidas, uma vez que a amostra inicial ja
possui um grau de amorficidade consideravel. Ainda assim, é possivel observar, para a
amostra MLK:y-CD(pré-moida) dos 60 min, o aparecimento de um halo a baixos valores
de 20, indicando um aumento do grau de amorficidade com o decorrer da moagem.

Foi ainda avaliada por PXRD a estabilidade da amostra MLK:y-CD(pré-moida) dos
60 min, apds o0 seu armazenamento durante trés meses num local protegido da luz, em
condi¢cbes de humidade e temperatura ambiente. Na Figura 23 estdo representados 0s
difratograma da mesma amostra no momento apos a moagem e apds 0s trés meses.
Note-se que o halo observado a baixos valores de 26 na amostra acabada de moer
desaparece ap0s o armazenamento, indicando redugédo do grau de amorficidade. Este
resultado era espectavel, sendo que para MLK:y-CD moido 720 min (sem pré-moagem)
também se observou recristalizagdo parcial apds 3 meses de armazenamento (Figura
14). No entanto, € de realcar que a amostra obtida por pré-moagem se mantém, ainda

assim, livre de cristais, pelo que sera mais interessante para aplicacdes farmacéuticas.
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Figura 22. Difratogramas do MLK, da y-CD (sem moagem) e da mistura 1:1 de MLK com y-CD

(pré-moida) aos 0, 5, 10, 15, 25, 30 e 60 min de moagem num moinho planetério.
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Figura 23. Difratogramas de MLK:y-CD(pré-moida) moido 60 min coletados imediatamente apds a

moagem e apds 3 meses de armazenamento.
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13C{*H} CP-MAS NMR

Os espectros das amostras de MLK:y-CD(pré-moida) a diferentes tempos de
moagem apresentam alteragdes na multiplicidade das ressonancias dos carbonos
comparativamente com os componentes puros (Figura 24) (na Tabela 6 do ponto 5.4,
parte Il, da seccdo experimental, € possivel ver com mais detalhe a listagem das

ressonéancias presentes no espectro).

4 6 C2,3,5

C1 C4 (05]
60 min

30 min

15 min

5 min

0 min

w-CD

- Ar—/\/L A o~ ik
50 0

150 100
Desvio quimico (ppm)

Figura 24. Espectros de 3C NMR da y-CD, do MLK e da mistura fisica MLK:y-CD(pré-moida) 1:1
ndo moida e moida durante 5, 10, 15, 25, 30 e 60 min (hum moinho planetério). A identificacédo

dos carbonos da y-CD esté indicada na unidade de glucose (adaptado de [115]).

Ao observar o espectro da amostra do tempo zero verifica-se que as ressonancias
dos carbonos da y-CD ja perderam alguma multiplicidade (Figura 24), resultante do

tratamento prévio deste hospedeiro que provoca a sua amorfizacao, tal como verificado
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por PXRD (Figura 22). Estes resultados estdo de acordo com o observado no ensaio em
gue se moeu a y-CD sozinha, onde se observou também que a moagem provocava uma
perda da multiplicidade das suas ressonancias (Figura 16).

Com o decorrer da moagem de MLK:y-CD(pré-moida) ha uma reducao gradual na
multiplicidade das ressonancias da y-CD. Esta alteracao podera resultar da inclusdo do
MLK na cavidade da y-CD, uma vez que este processo esta associado a um ajuste da
v-CD de modo a incorporar o MLK, adotando assim uma conformagdo mais simétrica e,

consequentemente, reduzindo a sua multiplicidade [112-114].

Microscopia Eletrénica de Varrimento

A andlise da mistura fisica de MLK:y-CD(pré-moida) pela técnica de EDS mapping
permite distinguir a presenca de dois componentes com composi¢cdes quimicas
diferentes: uns apresentam elementos caracteristicos do MLK (Na, S, Cl) enquanto outros
apresentam apenas elementos comuns ao MLK e y-CD (C) (Figura 25a, b). Estes
componentes séo, pois, respetivamente identificados como o MLK e a y-CD.

As particulas de y-CD apresentam uma morfologia diferente daquela observada
nas imagens de SEM da mistura fisica de MLK com a y-CD ndo moida (ver Figura 17).
Nessa amostra, a y-CD apresentava-se, conforme é tipico das ciclodextrinas, como
prismas, de bordos mais ou menos irregulares. Nas misturas onde houve pré-moagem da
v-CD, as particulas sdo mais pequenas e arredondadas (Figura 25a), como resultado da
acao mecéanica do moinho.

Através da andlise por EDS mapping foi possivel verificar que apds 5 minutos de
moagem as particulas de y-CD come¢am a apresentar elementos caracteristicos do MLK
(Na, S, ClI) (Figura 25c, d), sugerindo assim uma interagdo entre ambos 0s componentes.
Com o decorrer do tempo de moagem esta interacdo aumenta e aos 30 min ja existem
particulas de y-CD completamente envolvidas por MLK (Figura 25e, f), havendo também,
contudo, particulas de y-CD sem vestigios de MLK (Figura 25f, seta 1) e aglomerados de
MLK isolados (Figura 25f, seta 2). S6 aos 60 min de moagem se consegue observar uma
distribuicdo tendencialmente uniforme do MLK (Figura 25h), indicando uma maior
interacdo hospede-hospedeiro (que pode ser mais ou menos superficial). E de notar que
no ensaio efetuado no moinho planetério, sem recurso a pré-moagem da y-CD, se tinha

observado uma distribuigdo uniforme do MLK pela amostra logo apés 15 min de moagem.
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Estes resultados sugerem, por isso, que a pré-moagem atrasou a interacao,

provavelmente por diminuir o atrito entre os dois componentes.

Figura 25. Imagens de microscopia eletrénica (coluna da esquerda) com respetivo mapeamento
(coluna da direita) das amostras MLK:y-CD(pré-moida) ndo moidas (a, b) e moidas por 5 min (c,

d), 30 min (e, f) e 60 min (g, h) num moinho planetéario. A distribuicdo de elementos (C, Cl, S e Na)

foi determinada por mapeamento por EDS.
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Espectroscopia de Infravermelho

O MLK apresenta grupos funcionais como a quinolina (Figura 8a) e os anéis b e ¢
(Figura 8b, c) que, tal como demonstrado no ensaio da liofilizagao, funcionam como
sondas de inclusdo, por apresentarem bandas de absorcdo em infravermelho numa
regido espectral livre de sinais da y-CD, e que sofrem desvios com a inclusdo. Permitem,

pois, monitorizar a inclusdo com o tempo de moagem, como se mostra na Figura 26.
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Figura 26. Espectro de infravermelho, na regido 1620-1580 cm, do MLK, da y-CD e de
MLK:y-CD(pré moida) apés 5, 10, 15, 25, 30 e 60 min de moagem conjunta.

A Tabela 4 mostra os valores das bandas associadas a estiramentos C-C dos
anéis de quinolina e dos anéis b e ¢ do MLK. Note-se que apds 60 min de moagem de
MLK:y-CD(pré-moida) se observa um desvio da banda atribuida a quinolina para
frequéncias ligeiramente superiores, bem como um pequeno desvio para 0s anéis b e c,
dentro do limite de resolucdo (2 cm™). Estes resultados indicam, tal como para o ensaio
anterior, que a zona da molécula de MLK onde se encontra o grupo quinolina foi inserida

na cavidade da y-CD para formar um composto de incluséo.

Tabela 4. Frequéncias observadas (cm™) para MLK e MLK:y-CD(pré-moida) 60 min.

MLK MLK:y-CD(pré-moida) 60 min Descrigao aproximada
1595 1597 v(C-C) anel quinolina
1608 1609 v(C-C)anéisbec
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Termogravimetria

Os termogramas das amostras de MLK:y-CD(pré-moida) ao tempo zero e demais
tempos de moagem conjunta sdo apresentados na Figura 27, juntamente com os da y-CD
e do MLK. A primeira perda de massa, correspondente a saida de moléculas de agua, é
cerca de 10% para a y-CD, e que esta de acordo com os valores j& descritos na literatura
[100]. Por sua vez, no MLK a perda de massa resultante da desidratacdo é cerca de 7%,
cerca de 2 vezes mais que o registado no primeiro ensaio. Esta diferenca pode dever-se
ao facto de esta amostra provir de outro fornecedor, e apresentar mais agua. A mistura
fisica de MLK:y-CD(pré-moida) perde 6.5% de massa por desidratacdo, valor que
praticamente ndo se altera com a moagem (varia entre 6.2 e 0s 7%).

A diferenca mais evidente nos termogramas das amostras moidas é a reducao
gradual da temperatura de decomposicao, que oscila entre os 208 e os 225 °C, valores
bastante inferiores aos dos componentes puros (y-CD e MLK), e que indicam uma
interagdo entre ambos. E ainda de salientar o facto de a mistura fisica de
MLK:y-CD(pré-moida) também iniciar a sua decomposi¢do a uma temperatura mais baixa

(235 °C) do que os componentes puros, indicando uma forte afinidade entre eles.
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Figura 27. Termogramas da y-CD, do MLK, da mistura fisica MLK:y-CD(pré-moida) 1:1 (indicada
como 0 min) e das amostras MLK:y-CD(pré-moida) moidas durante 5, 15, 30 e 60 min (num

moinho planetario).
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Note-se ainda que a temperatura de decomposicdo da mistura de
MLK:y-CD(pré-moida) (235 °C) € inferior a observada no ensaio anterior para a mistura
fisica de MLK:y-CD (240 °C). Sendo que estas misturas diferem apenas na moagem
prévia, ou nado, da y-CD, sugere-se que a alteracdo observada pode resultar desse
pré-tratamento. Para confirmar, foi comparado o termograma da y-CD pura e da y-CD
pré-moida, que estdo representados na Figura 28. Tal como se pode verificar, estes
termogramas séo diferentes. Ha uma ligeira reducdo no numero de &guas de
desidratacao, de 10 para 9.5 (desidratacdo diminui em 0.5%), mas é na temperatura de
decomposicéo que se observam diferengas mais acentuadas. A da y-CD era de 263 °C e,
apés a moagem, passa para 250 °C. Estas alteracdes sugerem que a amorfizagdo da
v-CD por moagem é suficiente para baixar a sua temperatura de decomposicao,
confirmando que as diferencas observadas entre as temperaturas de decomposi¢do das
misturas de MLK:y-CD e de MLK:y-CD(pré-moida) resultam da pré-moagem da y-CD
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Figura 28. Termogramas da y-CD e da y-CD pré-moida durante 60 min num moinho planetério.

Calorimetria Diferencial de Varrimento
Os resultados de DSC das amostras MLK:y-CD(pré-moida) moidas néo séo

apresentados, uma vez que ndo se observaram sinais.
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[ll.  Forno de Rolos

A formacdo de compostos de inclusdo MLK:y-CD resultante da absorcdo de
energia mecanica proveniente de um forno de rolos foi também estudada. A principal
diferenca introduzida por este equipamento é a reducdo da velocidade de rotacdo das
bolas de moagem. No forno de rolos, atinge-se apenas 50 rotagdes.min enquanto no
moinho planetério, usado nos ensaios anteriores, a velocidade de operacdo é de 600
rotagGes.mint,

Usaram-se, como anteriormente, quantidade equimolares de MLK e y-CD que
foram moidas durante 4320, 8640 e 21600 minutos (3, 6 e 15 dias) (detalhes na seccédo

experimental, ponto 5.4, parte lll) e analisadas segundo as técnicas ja descritas.

Difracao de Raios-X de pos

As amostras de MLK:y-CD recolhidas durante a moagem no forno de rolos
apresentam uma reducao na cristalinidade, que se traduz pela diminuicdo da intensidade
de algumas reflexdes e pelo desaparecimento de outras, mais evidente a baixos valores
de 26 (Figura 29). Ao fim de 21600 min de moagem, nota-se um halo na regido 3 - 13° de
20, semelhante ao observado em MLK:y-CD(pré-moida) apés 60 min no moinho
planetéario (Figura 22), e indicativo da presenca concomitante de material amorfo.

Note-se, porém, que a reducdo de cristalinidade ndo € tdo evidente como a
registada para as amostras obtidas no primeiro ensaio do moinho planetario, em que a
moagem de MLK:y-CD por apenas 720 min levou a formag¢do de um produto amorfo
(Figura 12). Neste ensaio, mesmo apés 21600 min de moagem (15 dias) a amostra
analisada ainda apresenta varias reflexdes. Esta diferenca resulta, muito provavelmente,
da diferenca na velocidade de rotacdo de cada moinho.

Para melhor se estudar o efeito da velocidade, devem comparar-se amostras
moidas no forno de rolos e no moinho planetario que tenham em comum 0 mesmo
namero de rotagfes totais das bolas de moagem. Deste modo, a amostra tratada por
4320 min no forno de rolos corresponderd a dos 360 min do moinho planetario, com
216000 rotacdes. Interessantemente, os seus difratogramas aparentam uma amorfiza¢éo
semelhante (Figura 30). Por sua vez, comparando a amostra tratada 8640 min no forno
de rolos com a de 720 min no moinho planetario, ambas sujeitas a 432000 rotacdes,
notam-se ja4 algumas diferencas, tendo a amostra do forno de rolos mantido alguma
cristalinidade, praticamente ausente na amostra do moinho planetério (Figura 30).
Demonstra-se, entdo, que a amorfizacdo ndo resulta meramente do numero de ciclos de

moagem.
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Figura 29. Difratogramas do MLK, da y-CD e de MLK:y-CD ap6s 0, 4320, 8640 e 21600 min (0, 3,

6 e 15 dias) de moagem num forno de rolos.
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Figura 30. Difratogramas de MLK:y-CD moido a velocidades diferentes, 600 ciclos.mint no moinho

de bolas planetéario (MB) e 50 ciclos.min! no forno de rolos (FR): baixo, 216000 ciclos; cima, 432000

ciclos.
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A comparacdo de resultados de amostras com o mesmo numero de ciclos de
moagem aponta para uma forte influéncia da velocidade no grau de amorficidade dos
produtos. Note-se ainda que a morfologia das cubas usadas na moagem é distinta. As
cubas usadas no forno de rolos tém um diametro inferior que as usadas no moinho
planetario e, consequentemente, um menor percurso de rotagdo. Isto associado a uma
menor velocidade do forno de rolos, resulta numa menor energia cinética e, por isso, a
uma menor energia mecanica que pode ser absorvida pela amostra. Consequentemente,

as amostras de MLK:y-CD moidas no forno de rolos apresentam maior cristalinidade.

13C{1H} CP-MAS NMR

Os espectros das amostras de MLK:y-CD moidas no forno de rolos apresentam
algumas diferencas nos sinais dos carbonos quando comparados com 0s espectros dos
componentes puros, conforme se pode observar na Figura 31 (na Tabela 8 do ponto 5.4,
parte lll, da seccdo experimental, é possivel ver com mais detalhe a listagem das
ressonancias presentes no espectro).

O espectro da amostra MLK:y-CD moida por 4320 min apresentou alteracdes na
multiplicidade do C1, que diminuiu de oito ressonancias para cinco. Nos restantes
carbonos néo se observou uma alteracéo da multiplicidade das ressonancias, no entanto,
0S seus picos comecaram a surgir na forma de ombros e a ficar menos definidos,
especialmente nos sinais dos C2,3,5. Por sua vez, ao analisar as amostras MLK:y-CD
moidas por 8640 e 21600 min, foi possivel verificar que estas apresentam ainda as oito
ressonéncias correspondentes ao C1, assim como as ressonancias dos restantes
carbonos com multiplicidade bem definida. Estes resultados sugerem, por isso, que
possa ter ocorrido uma recristalizagéo da y-CD.

Note-se ainda que sendo uma das razfes para a perda de multiplicidade das
ressonéncias a amorfizacdo das amostras, estes resultados estdo concordantes com os
obtidos por difracao de raios-X de pés, uma vez que as amostras de MLK:y-CD moidas

ainda apresentavam cristalinidade.
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Figura 31. Espectros de 13C NMR da y-CD, do MLK e da sua mistura fisica 1:1 moida durante

4320, 8640 e 21600 min (num forno de rolos). A identificagcdo dos carbonos da y-CD esta indicada

na unidade de glucose (adaptado de [115]).

Microscopia eletrénica de varrimento

A andlise por SEM das amostras de MLK:y-CD moidas no forno de rolos, permite
observar as alteragdes morfologicas que ocorrem no MLK e na y-CD durante a moagem
[102, 116, 117]. As imagens obtidas para a mistura de MLK:y-CD moida durante 8640 e

21600 min estdo representadas na Figura 32, sendo possivel observar a presenca de
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particulas com uma morfologia diferente das observadas na mistura fisica MLK:y-CD
(Figura 17). Nas amostras de MLK:y-CD moidas as particulas de y-CD perderam a forma
de prismas com bordos irregulares, passando a ser mais arredondadas e mais pequenas
(Figura 32a, c¢). A andlise das amostras com recurso a técnica de EDS mapping permitiu
verificar que com o tempo de moagem o MLK se distribuiu pela superficie da y-CD,
formando uma camada (Figura 32b, d). Estes resultados sugerem assim uma interacao

entre ambos os componentes, que podera indicar a formac¢ao do composto de incluséo.

Figura 32. Imagens de microscopia eletronica das amostras MLK:y-CD moidas por 8640 min (a) e
21600 min (c) num forno de rolos e respetiva distribuicdo de elementos (C, Cl, S e Na) por

mapeamento por EDS (b, d).
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Espectroscopia de Infravermelho
A Figura 33 e a Tabela 5 mostram os dados de infravermelho para as bandas de

elongagdo C-C dos anéis de quinolina e dos anéis arométicos b e ¢ do MLK, usados

como sonda de incluséo.
v (C-C) quinolina

21600 min

//\« 8640 min

4320 min
-—-‘-“"——é--—-__ .Y_CD
; MLK

Intensidade

1620 1600 1580
Numero de onda (cm™)

Figura 33. Espectro de infravermelho, na regido 1620-1580 cm, do MLK, da y-CD e de MLK:y-CD

apos 4320, 8640 e 21600 min de moagem num forno de rolos.

A amostra MLK:y-CD moida 21600 min apresenta a banda v(C-C) do anel
quinolinico desviada +3 cm™ , 0 que, tal como nas amostras dos ensaios anteriores, pode
ser interpretado como indicativo de incluséo (pelo menos de uma parte do material, visto
gue os dados das outras técnicas indicam a presenca de y-CD e MLK que néo
interagiram). As bandas v(C-C) dos anéis b e c apresentam um desvio de apenas +1 cm*

(que fica abaixo do limite de resolugédo, 2 cm™).

Tabela 5. Frequéncias observadas (cm™) para MLK e MLK:y-CD moidos 21600 min.

MLK MLK:y-CD 21600 min Descri¢éo aproximada
1595 1598 v(C-C) anel quinolina
1608 1609 v(C-C) anéisbec
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Termogravimetria

Os termogramas da y-CD, do MLK, da sua mistura fisica 1:1 e das amostras
MLK:y-CD moidas no forno de rolos sdo apresentados na Figura 34. A primeira perda de
massa correspondente a desidratacao é cerca de 10% para a y-CD [100], 4% para o MLK
e 6.5% para a mistura fisica dos componentes. A perda de massa por desidratacdo é
algo incoerente nas amostras moidas, com valores de 10% para MLK:y-CD moida 4320
min e de 6% para as amostras moidas 8640 e 21600 min.

A alteracdo mais proeminente nos termogramas obtidos € na temperatura de
decomposicao. A da y-CD é a 263 °C [100] e a do MLK é a 247 °C. Na mistura fisica de
MLK:y-CD observou-se uma diminuicao da temperatura de decomposicao para 240 °C, o
gque sugere uma afinidade entre os dois componentes. Com o decorrer da moagem estes
interagem, resultando assim numa descida gradual da temperatura de decomposicao das
amostras MLK:y-CD moidas para valores compreendidos entre os 211 e os 214 °C. Estes
resultados estdo em concordancia com os obtidos nos ensaios anteriores, e sugerem que
a interacéo entre o MLK e a y-CD, aquando a formag¢do dos compostos de incluséo,

provoca uma diminuicdo da estabilidade térmica destes componentes.
100
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90 —vy-CD
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4320 min

a0

70
8640 min

60 ——21600 min
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Figura 34. Termogramas da y-CD, do MLK, da sua mistura fisica 1:1 (indicada como 0 min) e das

amostras MLK:y-CD moidas durante 0, 4320, 8640 e 21600 min (num forno de rolos).
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Calorimetria Diferencial de Varrimento

Os graficos de DSC do MLK, da y-CD e da mistura de MLK:y-CD moida por 4320,
8640 e 21600 min estéo representados na Figura 35. A caracteristica mais relevante dos
tracados para estas amostras € a auséncia de sinal correspondente a fusdo do MLK, o
que pode ser interpretado como uma possivel inclusdo. As amostras apresentam ainda
ocorréncia de novos sinais. Na de MLK:y-CD moida 4320 min, observam-se novos picos
a 103 e 110 °C, atribuidos a formacdo de um novo composto com uma estabilidade
térmica mais baixa que a do MLK e da y-CD. Para MLK:y-CD moida 8640 min ndo se
observou o pico dos 103 °C, enquanto que o dos 110 °C e o da y-CD aumentaram. Estes
resultados podem sugerir que nesta amostra se formou apenas um composto diferente,
havendo ainda alguma y-CD sozinha na amostra. Por sua vez, para MLK:y-CD moida
21600 min, observa-se um sinal na regido 105-115°C, mais amplo e menos intenso do
gque os das amostras com menos tempo de moagem, e surge um novo pico a 153 °C,
gue pode ser um polimorfo do MLK. Note-se ainda a presenga de um pico exotérmico a

172 °C que pode indicar uma recristalizagéo.

21600 min
4320 min

Endotermico ’

T3
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=
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Figura 35. DSC do MLK, da y-CD e da mistura de MLK:y-CD moida por 4320, 8640 e 21600 min

num forno de rolos, no intervalo de temperaturas selecionado.
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4. Dissolucao de MLK a partir dos aductos MLK:y-CD

A dissolucdo de MLK a partir dos diferentes produtos de moagem foi analisada e
comparada com o perfil de dissolu¢cdo do MLK puro. Para tal, os produtos da moagem ou
0 MLK foram colocados em contacto com agua, sob agitacdo e num local protegido da
luz, monitorizando-se a quantidade de MLK dissolvido ao longo de duas horas, a partir de
espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (detalhes na seccdo experimental, ponto 6). Os
resultados sao apresentados na Figura 36.
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Figura 36. Grafico da solubilidade em &gua do MLK e dos compostos de inclusdo MLK:y-CD

obtidos por: moagem durante 120 minutos ou pré-moagem da y-CD durante 60 minutos, seguido

de adi¢cdo do MLK e moagem por mais 60 minutos (num moinho planetéario).

De um modo global, com o decorrer do tempo observou-se em ambas as solucdes
preparadas uma diminui¢do na quantidade de MLK em solugéo. Mais precisamente, nos
tempos iniciais (5-45 min), a quantidade deste API nas soluc¢des variou entre os 0.08-0.06
mg/mL. Por sua vez, desde os 60 até aos 120 minutos, a concentracdo do MLK nas
solucdes preparadas com MLK ou com os compostos de inclusao MLK:y-CD(pré-moida)
60 min e MLK:y-CD 120 min, diminuiu para 0.03 mg/mL, 0.05 mg/mL e 0.07 mg/mL,
respetivamente. Estes resultados indicam assim que a formacdo de compostos de
incluséo entre o MLK e a y-CD permite aumentar cerca de duas vezes mais a solubilidade
do farmaco, uma vez que a sua concentracao final € maior nas solu¢cdes preparadas com

0s compostos de inclusdo, comparativamente com o MLK sozinho.
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E ainda de salientar o facto de a concentracido deste API ter diminuido com o
decorrer do tempo, o que indica a presenc¢a de menos farmaco em solugcédo. Na realidade,
esta diminuicdo da concentracdo do farmaco deve-se a formacdo de um precipitado
amarelo, com o decorrer do ensaio, e que se postula ser MLK degradado. Sendo assim,
de forma a identificar este precipitado, o mesmo foi analisado por espectroscopia de
infravermelho, estando indicado na Figura 37 o espectro obtido, em comparacdo com o
do MLK. Na generalidade os espectros apresentam um perfil idéntico, no entanto,
observam-se também algumas diferencas entre ambos, como por exemplo o
aparecimento de uma nova banda, no espectro do precipitado, a valores de frequéncia de
1709 cm? (Figura 37a). Além disso, as bandas observadas desde 1578 até 1560 cm™,
assim como a banda a 1269 cm™, no espectro do MLK, ja ndo se observam no espectro
dos precipitados (Figura 37b). Nos seus espectros ndo se observa também a banda a
1401 cm?, presente no MLK, no entanto, observa-se uma banda nova a 1383 cm
(Figura 37c).
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Precipitado Solucéo
MLEK:r-CDipré-maoida)
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MLK

Intensidade
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Figura 37. Espectro de infravermelho do MLK, em comparacdo com os dos precipitados formados

aguando os ensaios de solubilidade do MLK e dos compostos de inclusdo MLK:y-CD formados por
moagem de uma mistura equimolar dos dois componentes, durante 120 min, ou com recurso a

pré-moagem da y-CD, seguido de moagem dos dois componentes durante 60 min.

63



5. Estabilidade aluz do MLK e dos aductos MLK:y-CD formados

A exposi¢do do MLK a luz, durante 120 minutos, ndo provocou nenhuma alteracao
visivel no farmaco, como por exemplo a mudanga de cor. Atravées da andlise das
amostras por espectroscopia de infravermelho verificou-se também que a exposicao a luz
ndo provocou alteragbes no espectro, que seriam de esperar caso o farmaco se
degradasse (como aconteceu no ensaio da solubilidade). Estes resultados indicam, por
isso, que o MLK é estavel a luz, pelo menos durante o tempo de exposigéo utilizado
neste ensaio. Na realidade, num estudo realizado por Al Omari et al. verificou-se uma
degradacao de 20 % do MLK (na forma de pé comercial, como o usado neste ensaio),
mas apds exposicdo a luz durante 1 semana [58]. Sendo assim, a auséncia de
degradacéo neste ensaio pode dever-se ao baixo periodo de exposi¢ao a luz.

Visto que a exposi¢cado do MLK a luz ndo provocou alteragdes no seu espectro de
infravermelho, as amostras dos compostos de inclusdo MLK:y-CD néo foram analisadas,

uma vez que também ndo se esperariam observar alteragdes nos espectros.
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l1l. Conclusodes

Os compostos MLK:y-CD formados pelas diferentes abordagens mecanoquimicas
apresentaram caracteristicas distintas, quer quanto as propriedades fisico-quimicas, quer
quanto a cinética de incluséo. A cristalinidade das amostras preparadas no forno de rolos
€ bastante superior a daquelas preparadas no moinho planetario, que se conseguiram
obter no estado amorfo com tempos de moagem relativamente curtos. Esta diferenca
demonstra, pois, que a velocidade de rotacdo aplicada (forno de rolos: 50 rotagdes.min;
moinho planetéario: 600 rota¢des.min™?) tem uma forte influéncia na amorfizagéo, tal como
seria de esperar, uma vez que uma velocidade mais baixa esta relacionada com uma
menor energia cinética, e, por sua vez, uma menor energia mecanica disponivel para a
formacéo dos compostos de incluséo.

Um outro fator importante na formacdo dos compostos MLK:y-CD é o grau de
amorfizacdo da ciclodextrina gama. Num dos ensaios a y-CD foi pré-moida com o intuito
de potenciar a sua interacdo com o MLK, através de uma maior area de contacto entre os
dois componentes. Os resultados de DXRP demonstraram realmente a formagao de um
composto MLK:y-CD amorfo com apenas 60 min de moagem, comparativamente com 0s
720 min necessarios no ensaio sem o pré-tratamento. Por sua vez, os resultados de SEM
dos primeiros tempos de moagem destas amostras mostraram um fenémeno
interessante. No ensaio com pré-moagem da y-CD, até aos 30 min de moagem as
amostras sdo heterogéneas, ndo havendo (contrariamente as expectativas) uma
completa interacdo entre o MLK e a y-CD. Por seu turno, no ensaio sem pré-tratamento
observou-se uma completa interacdo entre os dois componentes logo apds 15 min de
moagem. Uma explicagdo possivel para este resultado € que a pré-moagem da y-CD tera
alterado a morfologia das particulas de y-CD tornando-as mais arredondadas e reduzindo
o0 atrito com o MLK.

Enquanto os resultados de DXRP mostram que 0 ensaio com recurso a
pré-moagem permite obter mais rapidamente o composto MLK:y-CD amorfo, o0s
resultados de FT-IR sugerem, por seu turno, que No ensaio sem pré-tratamento ocorreu
possivelmente uma maior interacdo entre o MLK e a y-CD. Na verdade, o desvio da
banda v (C-C) quinolina € comparavel aquele observado para a amostra obtida por
liofilizagdo, que se acredita ser constituida por um composto de inclusdo MLK:y-CD mais

puro. Consequentemente, a quantidade de MLK dissolvido em agua a partir da amostra
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MLK:y-CD, sem pré moagem, foi 1.4 vezes superior & da amostra com pré moagem.
Relativamente ao MLK puro a solubilidade foi aumentada 2.3 vezes.

Concluiu-se assim que a interacdo com a y-CD por mecanoquimica € uma forma
eficaz de aumentar a solubilidade do MLK, sendo que a melhor abordagem para
maximizar a formagéo de compostos de inclusdo MLK:y-CD é moagem de uma mistura

equimolar dos dois componentes, tal como recebidos, sem pré-tratamentos.
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V. Perspetivas Futuras

Um dos seguimentos légicos para este trabalho, face aos resultados obtidos €, por
exemplo, aumentar o tempo de moagem da mistura de MLK:y-CD(pré-moida), de forma a
verificar se permitiria obter um maior racio de inclusdo. Mais ainda, tendo em conta a
auséncia de alteracfes no ensaio da estabilidade do MLK a luz, seria pertinente avaliar a
sua estabilidade durante um periodo de tempo mais longo.

Visto que os compostos de inclusdo formados apresentam uma solubilidade em
dgua maior que o MLK, seria importante efetuar estudos de biodisponibilidade do
farmaco, através de simulacdes in vitro, como por exemplo, estudos de dissolucdo e
permeabilidade através de membranas que mimetizam as biolégicas, usando meios que
simulem as condi¢bes do trato gastrointestinal superior [126]. Poderiam ainda ser
efetuados estudos para avaliar a influéncia do pH do meio e da presenca de moléculas
biolégicas normalmente presentes no trato gastrointestinal, na solubilidade do farmaco.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a mecanoquimica pode ser
uma técnica bastante til e eficaz para aplicar futuramente na formacao de compostos de
inclusdo. O método serd particularmente Gtil no caso de farmacos pouco sollveis em
agua, que normalmente sdo encapsulados por formacdo de uma suspensdo aquosa
(slurry) e secos com recurso a circulagao de ar e calor (com inevitavel gasto energético).
A expansdo do uso da mecanoquimica como um método para a inclusdo de uma vasta
gama de farmacos em ciclodextrinas podera apresentar uma enorme vantagem para a

industria farmacéutica, pela sua simplicidade e acessibilidade.
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V. Materiais e Métodos
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1. Reagentes

As amostras de Montelucaste de sddio (MLK) (> 98 % de pureza, MW=608.17)
foram adquiridas & TCl ou foram gentilmente cedidas pela Ashland (sendo produzidas
pela Ria International, india). As ciclodextrinas gama (MW=1423.11) e beta (MW=1315)
foram também cedidas pela Ashland Industries Deutschland Gmbh (sendo produzidas
pela Wacker-Chemie, com os nomes comerciais Cavamax W8 e W7, respetivamente).

Inicialmente foi utilizada é&gua destilada, tendo esta sido posteriormente
substituida por agua MiliQ. Outros solventes usados incluem: etanol (99.9 % de pureza,
MW=46.07, Panreac Quimica S.A.U.), metanol (99.99 % de pureza, MW=32.04, Fisher
Scientific), acetonitrilo (99.5 % de pureza, MW=41.05, Sigma-Aldrich), propanol (> 99.5 %
de pureza, MW=60.097, Carlo Erba reagentes), isopropanol (> 99.7 % de pureza,
MW=76.10, Carlo Erba reagentes), tetrahidrofurano (THF) (> 99 % de pureza, MW=72.11,
Sigma-Aldrich), dimetilformamida (DMF) (> 99.9 % de pureza, MW=73.09, Sigma-Aldrich)
e 1,4-Dioxano (99.5 % de pureza, MW=88.11, Scharlau). Destes, o etanol, metanol,
acetonitrilo, THF e DMF foram secos usando peneiros moleculares (3 A), segundo o
procedimento descrito por Bradley et al. [127]. Foram também utilizados solventes
deuterados, nomeadamente agua deuterada (99.90 % de pureza), etanol deuterado
(99.00 % de pureza) e metanol deuterado (99.80 % de pureza), que foram adquiridos a
Euriso-top.

Para a formacao de cristais do composto de inclusdo MLK:y-CD, foi ainda testada
a cristalizagdo num gel de oxido de poli(etileno) (MW=100 000, Acros Organics), segundo

o procedimento descrito por Choquesillo-Lazarte e Garcia-Ruiz [128].

2. Técnicas de Caracterizacao
Raios-X de Monocristal

Para verificar se se tinham formado cristais, as soluc6es de montelucaste de sodio
puro e com ciclodextrina gama foram analisadas num estereomicroscépio Stemi 2000,
equipado com lentes Carl Zeiss. Os cristais observados foram selecionados e recolhidos
manualmente da solucdo em que se encontravam, sendo depois imersos num Oleo
altamente viscoso, o FOMBLIN Y perfluoropoliéter (LVAC 140/13, Sigma-Aldrich), de
maneira a evitar a degradacéo do cristal por evaporacdo de solvente. Os cristais foram
colocados num Hampton Research CryoLoop, sendo depois coletados dados

preliminares da difracdo de raios-X, a 150(2) K, num equipamento Bruker D8 QUEST.
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Este é equipado com um tubo selado de Mo Ka (A = 0.71073 A), um espelho
multicamadas TRIUMPH, um detetor PHOTON 100 CMOS, e um equipamento de baixa
temperatura Oxford Instruments Cryostrem 700+ Series. Este equipamento foi controlado
com o software APEX2.

Difracdo de Raios-X de pés (PXRD)

Os compostos de inclusdo formados por mecanoquimica e liofilizagdo foram
analisados por difracdo de Raios-X de pés, a temperatura ambiente, num difractometro
Empyrean PANalytical (radiacdo de Cu Kai., A = 1.540598 A; A, = 1.544426 A),
equipado com um detetor PIXcel 1D e um porta amostras plano, numa configuracéo ética
parafocal de Bragg-Brentano (45 kV, 40 mA). Os difratogramas foram recolhidos pelo
método step-counting (step de 0.02°), em modo continuo, com valores compreendidos

entre 3.5 < 26° < 50°, aproximadamente.

13C NMR em estado sélido

Os espectros de NMR *3C, no estado sélido, foram registados num espectrometro
Bruker Avance Il 400 MHz (9.4 T), a temperatura de 25 °C. Recorreu-se a técnica de
polarizagdo cruzada e rotacdo segundo o angulo magico (CP-MAS), com um pulso de H
de 2.75 ps a 90°, 2000 us de tempo de contacto em *3C, rotacdo entre os 12 e 15 kHz e
um intervalo de 3-5 segundos entre cada aquisicdo. Os sinais nos espectros estdo
apresentados em partes por milhdo (ppm), e estdo posicionados numa escala que

apresenta o TMS como referencia externa.

Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos num espectrofotometro Unican
Mattson Mod 7000, tendo sido utilizadas pastilhas de KBr. Os espectros, tipicamente com
128 scans, foram recolhidos em modo de absorvancia com uma resolucéo de 2.0 cm? e
no intervalo de nimero de onda entre 280 e 4000 cm™.

Para as amostras preparadas usando o forno de rolos os espectros foram
coletados num espectrofotdmetro Bruker Tensor 27, usando as mesmas condi¢des de

aquisicdo e num intervalo de nimero de onda entre 350-4000 cm™.
Termogravimetria

Os termogramas foram obtidos num equipamento Shimadzu TGA-50, com taxa de

aquecimento de 5 °C.mint em atmosfera de ar, com um fluxo de 20 mL.mint. As
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amostras, com massas compreendidas entre 3.0-6.5 mg foram colocadas num suporte de

platina com 5 mm & e foram sujeitas a um aquecimento até 700 °C.

Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

As amostras foram montadas num suporte de aluminio usando fita adesiva de
dupla-face, tendo depois sido revestidas com uma camada fina de carbono, num
evaporador de carbono Emitech K950X. as amostras foram analisadas hum microscépio
Hitachi SU-70, com uma fonte de emisséo de eletrdes Schottky, a operar a uma voltagem
elétrica de 10 kV, tendo sido obtidas imagens com ampliagcbes de 2500-5000x. Para
analisar a homogeneidade das amostras foram ainda obtidos mapas de distribuicdo
quimica, recorrendo a um sistema de Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS) e

usando um sistema de analise Bruker Quantax.

Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

As amostras foram colocadas em cépsulas de aco inox, que foram fechadas
hermeticamente e aguentam uma presséo interna de 24 bar. Estas foram analisadas num
Calorimetro diferencial de varrimento, com compensacdo de poténcia Diamond DSC da
PerkinElmer. O equipamento foi previamente aquecido a temperatura de 25 °C, deixando-
se este valor estabilizar durante 5 min e, de seguida, as amostras foram sujeitas a

temperaturas compreendidas entre 25 e 200 °C.

Anélise Elementar
O composto de inclusdo MLK:y-CD obtido pela técnica de liofilizacéo foi analisado

num equipamento de Analise Elementar Truspec 630-200-200.

!H NMR em solucéo
Os espectros de *H NMR foram obtidos num espectrémetro Bruker Advance I
300, a temperatura de 40 °C, durante 1 hora. Para a andlise dos espectros foi usado

como referéncia interna o desvio dos protdes do etanol deuterado (6=1.11 ppm).

Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel
A absorvancia das solu¢gdes com MLK puro ou com y-CD foram lidas num
espectrofotometro Shimadzu, UV-2501 PC ou Jasco V-560, tendo sido utilizadas células

de quartzo.
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3. Estequiometria do composto de inclusdo MLK:y-CD pelo método de Job
A estequiometria do composto de inclusdo MLK:y-CD pode ser determinada
através do método das variagdes continuas, desenvolvido por Job em 1928 [129]. Para
tal foram analisados espectros de *H NMR, de solugdes com diferentes concentragbes de
héspede e hospedeiro (MLK e y-CD, respetivamente). Estas solugfes apresentam valores
definidos de y (sendo y a fracdo molar do MLK, ¥ = [MLK]o /{[MLK]o + [y-CD]o}), mantendo
constante o valor de [MLK]o + [y-CDJo. Sendo assim, foram preparadas solu¢des de MLK
e y-CD a 7 mM, usando como solvente uma solugéo de etanol e agua deuterados (1:1).
Estas foram posteriormente misturadas de forma a variar y entre 1/10 e 9/10 (com
intervalos de 1/10), e mantendo constante o volume, para que [MLK]o + [y-CD]o seja
constante (7 mM). Por fim, é possivel determinar a estequiometria do composto de
inclusdo tracando o gréfico de A38.[MLK]o versus y, sendo A3 o desvio de NMR dos

protdes estimados como sendo o H4, H8 e H15 do MLK (ver numeragédo na Figura 1).

Figura 1. Numeragcdo dos carbonos, e respetivos hidrogénios, na estrutura molecular do

montelucaste de sddio [110].

4. Formacao de cristais de Montelucaste de sodio

Uma pequena quantidade de montelucaste de sédio foi dissolvida em diferentes
solventes, ou misturas de solventes, tal como indicado na Tabela 1. Inicialmente, a
escolha dos solventes a utilizar baseou-se em informagéo descrita na literatura (Tabela 1.
Seccdo 1) [63, 130, 131]. Depois, tendo em conta os resultados deste ensaio, foram
escolhidos novos solventes, ou misturas de solventes, que permitissem obter melhores
cristais (Tabela 1. Seccédo 2 e 3). Depois de preparadas, as solu¢cbes de MLK foram

deixadas a repousar a temperatura ambiente, num local protegido da luz. Passados
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alguns dias verificou-se a formacdo de cristais, que foram analisados pela técnica de
difracéo de raios-X de monaocristal.

Tabela 1. Experiéncias de cristalizacdo de montelucaste de sodio.

Solventes/Mistura de solventes Racio Vi (ML) Resultado
Agua destilada — 1 Cristais
Etanol — 1 Cristais
Metanol + Acetonitrilo 4:1 1 Cristais
Propanol — 1 Precipitado amorfo
Isopropanol — 1 Precipitado amorfo
Agua destilada + Etanol 11 1 Cristais
Agua destilada + Metanol 1:2 1 Precipitado amorfo
Agua destilada + Metanol + Acetonitrilo 4:5:1 1 Cristais
Agua destilada + Acetonitrilo 11 1 Precipitado amorfo
Agua destilada + Etanol + Metanol 3:1:2 1 Cristais
Agua destilada + Propanol 11 1 Precipitado amorfo
Agua destilada + Isopropanol 1:1 1 Precipitado amorfo
3 Agua miliQ + Etanol seco 1:1 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Etanol seco 1:1 0.8 Cristais
Agua miliQ + Etanol seco 1:2 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Etanol seco 1:2 3 Cristais
Agua miliQ + Etanol seco 1.5 1.2 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Metanol seco 1:1 1 Cristais
Agua miliQ + Metanol seco 1:15 5 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Metanol seco 1:1,5 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Metanol seco 1:3 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Metanol seco + Acetonitrilo seco 4:5:1 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Metanol seco + Acetonitrilo seco 1:3:2 3 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Metanol seco + Acetonitrilo seco 1:15:4 2 Precipitado amorfo
Metanol seco + Acetonitrilo seco 2:1 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Acetonitrilo seco 14 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + Etanol seco + Metanol seco 1:2:3 3 Cristais
Etanol seco + Metanol seco 1:2 3 Precipitado amorfo
THF seco — 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + THF seco 1:1 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + THF seco 1:2 1 Cristais
Agua miliQ + THF seco 1:5 1.2 Precipitado amorfo
DMF seco — 1 Cristais
Agua miliQ + DMF seco 11 1 Precipitado amorfo
Agua miliQ + DMF seco 1:2 1 Cristais
Agua miliQ + DMF seco 37 1 Cristais
1,4-Dioxano — 1 Cristais
Agua miliQ + 1,4-Dioxano 1:1 1 Cristais
Metanol deuterado d4 — 0.5 Cristais
Etanol deuterado — 1 Cristais

Além das cristalizagGes referidas na Tabela 1, que foram realizadas em porta
amostras, foi também utilizado um cogumelo de cristalizacao. Para tal, foram preparadas
solugdes de MLK, tal como anteriormente, a partir de diferentes solventes: etanol seco,
metanol seco, agua miliQ + etanol seco (1:1), agua miliQ + metanol seco (1:2), THF seco
e DMF seco. Uma gota de cada solugdo de MLK foi colocada em diferentes
compartimentos do cogumelo, a cujo poco foram adicionados 3 mL de agua miliQ. Por fim
0 cogumelo foi deixado em repouso durante alguns dias, num local protegido da luz,

tendo-se observado a formacéo de um precipitado amorfo.
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5. Formacao de compostos de inclusdo MLK:y-CD
5.1. Difusdo em gel de 6xido de poli(etileno)
A cristalizacdo do composto de inclusdo MLK:y-CD em gel de 6xido de
poli(etileno) (PEO) ndo se demonstrou eficaz. Esta técnica ndo permitiu a formacdo de
cristais do composto de incluséo, precipitando apenas material amorfo.

5.2. Co-precipitacdo

Foram preparadas solucdes de ciclodextrina gama (em agua destilada (H.O(dest))
ou agua miliQ (H.O(mQ)) e de montelucaste de sdédio (em etanol (EtOH) seco, ou
metanol (MetOH) seco ou uma mistura de ambos), a razes molares diferentes (Tabela
2). Cada solucéo de y-CD foi aquecida (a 30 ou 50 °C) e agitada por 10 minutos, sendo-
lhe depois adicionada a solugdo de MLK. Esta mistura foi deixada sob agitacdo durante
mais 10 minutos, mantendo o aquecimento.

Foram ainda realizados ensaios em que solu¢des jA com ambos os componentes,
e apls serem sujeitas a temperatura e agitacdo, foram colocadas num ultrassons
PSelecta durante 15 min, & mesma temperatura que se realizou a preparacdo do

composto de incluséo.

Tabela 2. Condi¢cbes dos ensaios de co-precipitagcdo, indicando a razdo molar (Esteq.) e de
massa de cada componente, o volume e tipo de solvente utilizado e a temperatura (T). A coluna
a esquerda indica se as solugdes foram sujeitas a ultrassons.

Massas (mg) Esteq. Solvente T (°C)
200 y-CD + 85.47 MLK 1:1 6 mL H20(dest) + MeOH (1:1) 50
100 y-CD + 42.74 MLK 1:1 6 mL H20(dest) + MeOH + EtOH (3:2:1) 50
50 y-CD + 21.37 MLK 1:1 4 mL H20 (mQ) + EtOH seco (1:1) 50
" 50 y-CD + 21.37 MLK 1:1 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
S E?CYBCD *2L3TMIK+46 1.1 10 mL H20 (MQ) + MeOH seco (1:1) >0
(2]
S 25y-CD + 10.68 MLK 1:1 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
S 25 y-CD + 10.68 MLK 1:1 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 30
§ 25 y-CD + 10.68 MLK 11 4 mL H20 (mQ) + EtOH seco (1:1) 30
25 y-CD + 21.37 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
25y-CD + 21.37 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + EtOH seco (1:1) 50
25 y-CD + 21.37 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco + EtOH seco (2:1:1) 50
25y-CD + 21.37 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 30
o 507y-CD + 21.37 MLK 1:1 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
§ 50 y-CD + 21.37 MLK 11 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 30
§ 25y-CD + 10.68 MLK 1:1 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 30
5 25 y-CD + 10.68 MLK 1:1 4 mL H20 (mQ) + EtOH seco (1:1) 30
g 50 y-CD + 42.74 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
© 25y-CD + 21.37 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
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No final as solugbes com os dois componentes foram deixadas em repouso
durante alguns dias para arrefecer muito lentamente, num local protegido da luz.
Decorrido esse tempo, verificou-se a formacéo de cristais em algumas das solucdes
preparadas, conforme indicado na Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo das solucbes preparadas nos ensaios de co-precipitacdo onde se
observou a formacéo de cristais.

Massas (mg) Esteq. Solvente T (°C)

" 50 y-CD + 21.37 MLK + 46 B-CD 1:1:1 10 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
S 25 y-CD + 10.68 MLK 11 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
9 25 y-CD + 10.68 MLK 11 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 30
g 25 y-CD + 10.68 MLK 11 4 mL H20 (mQ) + EtOH seco (1:1) 30
; 25vy-CD + 21.37 MLK 1.2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50
s 25vy-CD + 21.37 MLK 1.2 4 mL H20 (mQ) + EtOH seco (1:1) 50
25 y-CD + 21.37 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 30

£ o0 25 y-CD + 10.68 MLK 11 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 30
8 5 & 25y-CD +10.68 MLK 11 4 mL H20 (mQ) + EtOH seco (1:1) 30
= 25 y-CD + 21.37 MLK 1:2 4 mL H20 (mQ) + MeOH seco (1:1) 50

5.3. Co-precipitacdo em Tubos em U

Foram preparadas solu¢des de MLK (42.74 mg em 4 mL de metanol seco; 0.0703
mmol) e de y-CD (100 mg em 4 mL de agua miliQ; 0.0703 mmol), que foram colocadas
simultaneamente e lentamente em cada uma das sec¢des do tubo em U, tal como
demonstrado na Figura 2a. Alterando a forma como as duas solugdes se misturam, num
tubo em U foi primeiro colocada a solucao de ciclodextrina, de forma a preencher o fundo,
sendo-lhe depois adicionada, em ambas as sec¢des do tubo, gota-a-gota, a solucdo de
MLK (Figura 2b). Os tubos foram deixados a repousar num local protegido da luz, até que
se observou a formacao de um precipitado amorfo.

Num outro ensaio, um tubo em U foi preenchido com 15 mL de uma solucéo de
agua miliQ:etanol seco (1:2), sendo depois adicionada numa das aberturas, gota-a-gota,
uma solucédo de MLK (21.37 mg; 0.0351 mmol) em etanol seco (4 mL) e na outra uma
solucdo de y-CD (50 mg; 0.0351 mmol) em &gua miliQ (2 mL) (Figura 2c). De modo a
alterar as razdes estequiométricas dos reagentes para 2MLK:1y-CD, foram preparadas
solugdes de MLK (42.74 mg; 0.0703 mmol) em metanol seco (2 mL) e de y-CD (50 mg;
0.0351 mmol) em agua miliQ (2 mL). Estas solucdes foram adicionadas, gota-a-gota, a
cada seccdo do tubo em U que tinha sido preenchido previamente com 8 mL de uma
solucdo de agua miliQ:metanol seco (1:1). Mantendo a estequiometria de MLK:y-CD em

2:1, foram preparadas solu¢cbes de MLK (42.74 mg; 0.0703 mmol) em metanol seco (2
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mL) e de y-CD (50 mg; 0.0351 mmol) em agua miliQ (1 mL). Estas foram adicionadas a
cada seccao vertical do tubo, que tinha sido previamente preenchido com uma solucéo
de 6 mL de agua miliQ:metanol seco (1:2). Depois de preparados, os tubos foram
guardados num local protegido da luz, tendo-se verificado a formag&o de um precipitado
amorfo nos tubos que foram preparados com uma estequiometria de 2MLK:1y-CD. Por

sua vez, no tubo com uma estequiometria dos reagentes de 1:1 verificou-se a formacao

[URTIY

Figura 2. Diferentes modos de preparagdo dos ensaios de co-precipitacdo em tubos em U. Na

de cristais.

Figura 2a adiciona-se ao mesmo tempo, em cada secc¢do do tubo, uma solucdo de montelucaste
de sodio (MLK) e de ciclodextrina gama (y-CD). Em b) coloca-se primeiro a solu¢éo de y-CD, a
gual é adicionada a solucdo de MLK. Na Figura 2c o fundo do tubo é preenchido com uma solugéao
de agua miliQ:etanol seco ou agua miliQ:metanol seco, a qual é depois adicionada em cada
secgio uma solucdo de MLK ou de y-CD. [EIE Solucéo de MLK; ] Solugéo de y-CD; ]

Solucao de 4gua miliQ:etanol seco ou agua miliQ:metanol seco.

Foram ainda usados tubos em U, tais como os ilustrados na Figura 3, e cujos
extremos da seccdo horizontal foram fechados com septos de borracha. Num dos
ensaios foi adicionado ao tubo em U uma solucao de agua miliQ:etanol seco (1:2), de
forma a preencher a secgéo horizontal do tubo (Figura 3a). De seguida foi preparada uma
solu¢do de MLK (21.37 mg; 0.0351 mmol) em etanol seco (2 mL) e outra de y-CD (50 mg;
0.0351 mmol) em &gua miliQ (1 mL). Cada uma destas solu¢fes foi adicionada a uma
seccao vertical do tubo, tal como ilustrado na Figura 3b. Alterando a propor¢cdo dos
reagentes para 2MLK:1y-CD, foi preparada uma solu¢cdo de MLK (42.74 mg; 0.0703
mmol) em metanol seco (4 mL) e uma solugdo de y-CD (50 mg; 0.0351 mmol) em agua
miliQ (2 mL). Estas solugdes foram adicionadas a seccéo vertical de um tubo em U reto,
cuja seccdo horizontal tinha sido previamente preenchida com uma solucdo de agua
miliQ:metanol seco (1:2). Depois de preparados estes tubos foram deixados em repouso,
num local protegido da luz, tendo-se observado a formac&o de um precipitado amorfo

apos alguns dias.
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Figur‘a 3. llustracdo da preparacdo dos ensaios de co-precipitacdo em tubos em U de duas
entradas. A seccao horizontal foi preenchida com uma solucéo de agua miliQ:etanol seco (1:2) ou
com uma solucéo de agua miliQ:metanol seco (1:2) (Figura 3a). Estas solu¢des sdo usadas como
interface de contacto entre as solugdes de montelucaste de sédio (MLK) e de ciclodextrina gama
(y-CD), que séo posteriormente adicionadas nas sec¢des verticais do tubo (Figura 3b) (adaptado
de [128]).

5.4. Mecanoquimica
A preparacédo por mecanoquimica? foi testada em dois tipos de equipamento, o
moinho planetario MiniMill da Philips, que apresenta uma velocidade de rotacdo de 600
rotacdes.min?, e um forno de rolos Toshiba da Termolab, Fornos eléctricos, que permite
manipular as condicbes a que ocorre a formagdo do composto de incluséo,
nomeadamente a velocidade de rotagdo das cubas de zirconio e a temperatura a que

estas séo sujeitas.

I.  Moinho planetéario

Quantidades equimolares de MLK e y-CD foram colocadas em cubas de zircénio
de 50 mL, juntamente com duas bolas de moagem de 1 cm de diametro. A mistura foi
moida durante 720 minutos, tendo sido coletadas amostras aos 0, 5, 15, 30, 60, 120 e
360 minutos de moagem. Na Figura 4 esta representada a estrutura molecular do
montelucaste de sédio e de uma unidade de glucose constituinte da ciclodextrina gama,
com os carbonos numerados, para a identificacdo das suas ressonancias em *C NMR.
Na Tabela 4 estdo indicados os desvios quimicos observados no espectro de *C NMR
da ciclodextrina gama e do montelucaste de so6dio em comparagdo com as amostras
recolhidas durante a moagem. Estas amostras foram também analisadas por

espectroscopia de IV, estando na Tabela 5 as principais bandas observadas.

2 Os compostos de inclusdo MLK:y-CD formados pela técnica de mecanoquimica ndo foram
analisados por Analise Elementar, dado que o procedimento experimental ndo altera a
composicao inicial das amostras.
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Figura 4. Numeracédo dos carbonos do montelucaste de sédio (Figura 4a) e de uma unidade de

glucose constituinte da ciclodextrina gama (Figura 4b) (adaptado de [110, 115]).

Tabela 4. Dados de 13C{*H} CP-MAS NMR da ciclodextrina gama (y-CD), do montelucaste de
sédio (MLK) e das amostras y-CD:MLK obtidas no ensaio de moagem.

Amostra

5 (ppm)

v-CD

MLK

105, 104, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (8 ressonancias, Cl); 84, 83, 82, 82, 81, 79, 78 (7
ressonancias, C4); 76, 75, 74, 73, 72; 71, 71 (7 ressonancias, C2,3,5); 64, 63, 60 (3
ressonancias, C6).

181 (C35); 156 (C9); 148 (C5); 145 (C16,26); 141 (C21); 135 (C10,7); 126 (C23,4); 118 (C8);
73 (C27); 51 (C18); 43 (C30); 32 (C20); 17 (C31); 13 (C33,34).

y-CD:MLK
5 min

30 min

120 min

720 min

181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 135
(MLK, C10,7); 127 (MLK, C4,23); 117 (MLK, C8); 105, 104, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (y-CD,
C1); 85, 84, 83, 82, 82, 81, 79, 78 (y-CD, C4); 77, 76, 75, 73, 73, 72, 71, 71 (y-CD, C2,3,5); 64,
63, 60 (y-CD, C6); 50 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31); 13 (MLK,
C33,34).

181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 135
(MLK, C10,7); 127 (MLK, C4,23); 118 (MLK, C8); 105, 104, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (y-CD,
C1); 85, 84, 83, 82, 82, 81, 79, 78 (y-CD, C4); 77, 76, 75, 73, 73, 72, 71, 71 (y-CD, C2,3,5); 64,
63, 60 (y-CD, C6); 50 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31).

181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 135 (MLK, C10,7); 127 (MLK, C4,23); 118
(MLK, C8); 105, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (y-CD, C1); 84, 83, 82, 82, 81, 79, 78 (y-CD, C4);
76, 75, 73, 73, 72, 71 (y-CD, C2,3,5); 64, 63, 60 (y-CD, C6); 50 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32
(MLK, C20); 17 (MLK, C31).

181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 135 (MLK, C10,7); 127 (MLK, C4,23); 118
(MLK, C8); 103, 102, 101, 99, 98 (y-CD, C1); 85, 84, 83, 82, 81, 80 (y-CD, C4); 76, 73 (y-CD,
C2,3,5); 64, 63, 60 (y-CD, C6); 50 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31).
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Tabela 5. Principais bandas de absorcéo de IV da ciclodextrina gama (y-CD), do montelucaste de
sédio (MLK) e das amostras y-CD:MLK obtidas no ensaio de moagem.

Amostra

v (cm™)

y-CD

MLK

3396 vs, 2933 m, 1644 m, 1460 sh, 1415 m, 1385 m, 1371 m, 1337 m, 1305 m, 1243 m, 1204
m, 1160 s, 1124 sh, 1102 m, 1080 s, 1054 sh, 1028 vs, 1002 s, 942 m, 914 sh, 862 m, 846 m,
793 sh, 760 m, 709 m, 653 m, 611 m, 584 m, 530 m, 482 sh, 444 sh, 434 m, 413 sh, 399 m, 363
m, 338 vw, 327 vw, 303 m, 293 vw, 289 w.

3396 vs, 3062 s, 2975 s, 2929 s, 2865 sh, 1638 m, 1608 vs, 1595 vs, 1578 vs, 1572 vs, 1567 vs,
1560 vs, 1556 sh, 1498 vs, 1441 m, 1409 s, 1401 sh, 1365 m, 1340 m, 1312 m, 1269 w, 1242 w,
1221 w, 1161 sh, 1144 m, 1131 m, 1114 sh, 1069 m, 1055 w, 1018 w, 997 w, 984 sh, 965 m,
938 w, 932 w, 914 vw, 874 sh, 864 w, 838 m, 801 w, 762 m, 753 sh, 724 w, 697 m, 644 vw, 622
m, 601 w, 579 w, 569 w, 560 w, 525 w, 510 vw, 496 w, 474 w, 419 vw, 414 vw, 376 vw, 360 vw,
338 vw, 328 vw, 312 vw, 303 w, 296 w, 289 w.

y-CD:MLK
5 min

15 min

30 min

60 min

120 min

360 min

720 min

3396 vs, 2930 m, 1640 m, 1609 m, 1598 m, 1562 m, 1558 m, 1499 m, 1441 sh, 1412 m, 1398
sh, 1373 m, 1338 m, 1309 w, 1265 w, 1243 w, 1202 w, 1159 s, 1132 m, 1103 m, 1081 s, 1055
sh, 1029 vs, 1001 s, 967 sh, 941 m, 912 sh, 863 w, 839 w, 799 sh, 762 m, 727 sh, 711 m, 699
m, 681 m, 669 m, 656 m, 608 m, 584 m, 529 m, 497 m, 477 m, 464 m, 444 m, 429 m, 410 m,
340 w, 376 w, 358 w, 343 w, 327 w, 311 w, 304 w, 292 w.

3396 vs, 2930 m, 1638 m, 1609 m, 1598 m, 1562 m, 1557 m, 1499 m, 1442 sh, 1412 m, 1398
sh, 1371 m, 1338 m, 1309 w, 1265 w, 1245 w, 1202 w, 1159 s, 1133 m, 1103 m, 1080 s, 1053
sh, 1027 vs, 1002 s, 968 sh, 940 m, 913 sh, 863 w, 837 w, 798 sh, 762 m, 730 sh, 707 m, 688
sh, 664 m, 643 m, 611 m, 584 m, 542 sh, 528 m, 499 m, 476 m, 453 w, 430 w, 409 w, 387 w,
361 w, 345w, 325 w, 320 w, 295 w.

3396 vs, 2930 m, 1638 m, 1610 m, 1598 m, 1561 m, 1557 m, 1498 m, 1441 sh, 1412 m, 1385
m, 1371 sh, 1338 m, 1309 w, 1265 w, 1246 w, 1202 w, 1159 s, 1131 m, 1103 m, 1080 s, 1053
sh, 1028 vs, 1001 s, 967 sh, 939 m, 914 sh, 864 w, 838 w, 798 sh, 762 m, 730 sh, 707 m, 699
m, 669 m, 652 m, 610 m, 582 m, 527 m, 507 m, 493 m, 476 m, 463 m, 448 w, 434 w, 419 w, 404
w, 391 sh, 375w, 360 w, 351 w, 334 w, 322 w, 316 w, 308 w, 303 w, 294 w, 290 w, 283 w.

3396 vs, 2930 m, 1641 m, 1610 m, 1598 m, 1562 m, 1557 m, 1498 m, 1441 sh, 1411 m, 1385
m, 1371 m, 1338 m, 1309 w, 1265 sh, 1445 w, 1202 w, 1159 s, 1132 m, 1103 m, 1080 s, 1053
sh, 1028 vs, 1001 s, 968 sh, 940 m, 914 sh, 863 w, 838 w, 797 sh, 761 m, 730 sh, 705 m, 649
m, 610 m, 584 m, 529 m, 495 m, 476 m, 404 sh, 375 w, 360 w, 336 w, 331 sh, 325 w, 316 sh,
312 vw, 306 vw, 298 sh, 295 vw, 290 w.

3396 vs, 2930 m, 1638 m, 1610 m, 1598 m, 1562 m, 1498 m, 1443 sh, 1411 m, 1398 sh, 1370
m, 1337 m, 1309 m, 1264 sh, 1243 w, 1202 w, 1158 s, 1132 m, 1102 m, 1081 s, 1052 sh, 1028
vs, 1001 s, 968 sh, 940 m, 915 sh, 863 w, 837 w, 797 sh, 761 m, 730 sh, 702 m, 669 m, 650 m,
610 m, 584 m, 530 m, 495 m, 479 m, 438 m, 416 sh, 404 sh, 375 w, 361 w, 336 w, 328 w, 312
w, 303 w, 290 w.

3396 vs, 2930 m, 1640 m, 1610 m, 1598 m, 1562 m, 1557 m, 1498 m, 1444 sh, 1410 m, 1385
m, 1372 m, 1339 m, 1308 m, 1265 sh, 1243 w, 1202 w, 1158 s, 1130 m, 1104 m, 1081 s, 1052
sh, 1028 vs, 1002 s, 969 sh, 939 m, 914 sh, 863 w, 838 w, 800 sh, 761 m, 730 sh, 704 m, 648
m, 611 m, 584 m, 529 m, 496 sh, 477 m, 417 sh, 375 w, 361 w, 335 vw, 328 vw, 316 vw, 311
vw, 305 vw, 297 vw, 294 vw, 290 vw.

3396 vs, 2930 m, 1640 m, 1610 m, 1599 m, 1563 m, 1556 m, 1498 m, 1444 m, 1410 m, 1385 m,
1373 m, 1339 m, 1309 m, 1265 sh, 1244 w, 1202 w, 1158 s, 1131 m, 1104 m, 1081 s, 1053 sh,
1028 vs, 1003 s, 969 sh, 940 m, 862 w, 839 w, 801 sh, 761 m, 704 m, 644 sh, 609 m, 584 m,
529 m, 496 sh, 478 m, 446 sh, 414 w, 397 sh, 377 w, 360 w, 346 sh, 328 vw, 312 vw, 303 vw,
295 vw, 290 vw.

NOTA: A intensidade das bandas é indicada pelo cédigo: vs- muito forte, s- forte, m- média, w- fraca, vw-
muito fraca e sh- ombro.
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Foi ainda efetuada a moagem de apenas y-CD no moinho planetario (também com
duas bolas de 1 cm de diametro e por 120 minutos). O espectro de *C NMR mostra
perda de multiplicidade dos seus carbonos que se apresentam como picos simples,
nomeadamente a 103 (C1); 82 (C4); 73 (sobreposicdo dos C2,3,5) e 61 ppm (C6). O
espectro de IV mostra que a moagem nao alterou os maximos das frequéncias

vibracionais da y-CD.

[I.  Moinho planetario com pré-moagem da »CD
A y-CD foi previamente moida durante 60 minutos, numa cuba de zircénio de 50
mL com duas bolas de moagem de 1 cm de diametro. Decorrido este tempo foi-lhe
adicionada uma quantidade equimolar de montelucaste de sédio. Esta amostra que
contém y-CD moida durante 60 minutos e montelucaste de sd6dio ndo moido, foi
considerado como sendo o tempo zero minutos, tendo depois sido recolhidas amostras
aos 5, 10, 15, 25, 30 e 60 minutos de moagem. Estas amostras foram analisadas por 3C

NMR e IV, sendo os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7, respetivamente.

Tabela 6. Dados de 13C{'H} CP-MAS NMR da ciclodextrina gama (y-CD), do montelucaste de
sédio (MLK) e das amostras y-CD:MLK obtidas no ensaio de pré-moagem.

Amostra 5 (ppm)

v-CD 105, 104, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (8 ressonancias, Cl); 84, 83, 82, 82, 81, 79, 78 (7
ressonancias, C4); 76, 75, 74, 73, 72; 71, 71 (7 ressonancias, C2,3,5); 64, 63, 60 (3
ressonancias, C6).

MLK 181 (C35); 156 (C9); 148 (C5); 145 (C16,26); 141 (C21); 135 (C10,7); 126 (C23,4); 118 (C8);
73 (C27); 51 (C18); 43 (C30); 32 (C20); 17 (C31); 13 (C33,34).

y-CD:MLK

0 min 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 135
(MLK, C10,7); 126 (MLK, C23,4); 118 (MLK, C8); 103, 102, 101, 100, 99, 98 (y-CD, C1); 84, 83,
82, 82, 80, 79, 77 (y-CD, C4); 76, 73 (y-CD, C2,3,5); 64, 63, 60 (y-CD, C6); 51 (MLK, C18); 43
(MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31); 13 (MLK, C33,34).

5 min 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 136
(MLK, C7,10); 127 (MLK, C4,23); 118 (MLK, C8); 103, 102, 101, 99, 98 (y-CD, C1); 84, 83, 82,
82, 81, 79, 78 (y-CD, C4); 76, 73 (y-CD, C2,3,5); 63, 61 (y-CD, C6); 51 (MLK, C18); 43 (MLK,
C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31); 13 (MLK, C33,34).

15 min 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 136
(MLK, C7,10); 127 (MLK, C4,23); 118 (MLK, C8); 103, 102, 101, 98 (y-CD, C1); 84, 83, 82, 82,
79, 78 (y-CD, C4); 76, 73 (y-CD, C2,3,5); 63, 61 (y-CD, C6); 51 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32
(MLK, C20); 17 (MLK, C31); 13 (MLK, C33,34).

30 min 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 136
(MLK, C7,10); 127 (MLK, C4,23); 118 (MLK, C8); 103, 102, 101, 98 (y-CD, C1); 84, 83, 82, 82,
79, 78 (y-CD, C4); 76, 73 (y-CD, C2,3,5); 63, 61 (y-CD, C6); 51 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32
(MLK, C20); 17 (MLK, C31); 13 (MLK, C33,34).
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60 min

181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 136
(MLK, C7,10); 127 (MLK, C4,23); 118 (MLK, C8); 103, 101 (y-CD, C1); 84, 82, 82, 79 (y-CD,
C4); 73 (y-CD, C2,3,5); 63, 61 (y-CD, C6); 51 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17
(MLK, C31).

Tabela 7. Principais bandas de absorcéo de IV da ciclodextrina gama (y-CD), do montelucaste de
sédio (MLK) e das amostras y-CD:MLK obtidas no ensaio de pré-moagem.

Amostra

v (cm?)

y-CD

MLK

3396 vs, 2933 m, 1644 m, 1460 sh, 1415 m, 1385 m, 1371 m, 1337 m, 1305 m, 1243 m, 1204
m, 1160 s, 1124 sh, 1102 m, 1080 s, 1054 sh, 1028 vs, 1002 s, 942 m, 914 sh, 862 m, 846 m,
793 sh, 760 m, 709 m, 653 m, 611 m, 584 m, 530 m, 482 sh, 444 sh, 434 m, 413 sh, 399 m,
363 m, 338 vw, 327 vw, 303 m, 293 vw, 289 w.

3396 vs, 3062 s, 2975 s, 2929 s, 2865 sh, 1638 m, 1608 vs, 1595 vs, 1578 vs, 1572 vs, 1567
vs, 1560 vs, 1556 sh, 1498 vs, 1441 m, 1409 s, 1401 sh, 1365 m, 1340 m, 1312 m, 1269 w,
1242 w, 1221 w, 1161 sh, 1144 m, 1131 m, 1114 sh, 1069 m, 1055 w, 1018 w, 997 w, 984 sh,
965 m, 938 w, 932 w, 914 vw, 874 sh, 864 w, 838 m, 801 w, 762 m, 753 sh, 724 w, 697 m, 644
vw, 622 m, 601 w, 579 w, 569 w, 560 w, 525 w, 510 vw, 496 w, 474 w, 419 vw, 414 vw, 376 vw,
360 vw, 338 vw, 328 vw, 312 vw, 303 w, 296 w, 289 w.

y-CD:MLK
5 min

10 min

15 min

25 min

30 min

60 min

3396 vs, 2933 m, 1637 m, 1609 m, 1596 sh, 1562 m, 1556 sh, 1498 m, 1440 sh, 1411 m, 1388
sh, 1372 m, 1345 m, 1309 w, 1268 sh, 1245 w, 1204 w, 1158 s, 1130 m, 1100 m, 1081 s, 1056
sh, 1029 vs, 1002 s, 972 sh, 938 w, 861 w, 839 w, 800 sh, 761 m, 707 sh, 698 m, 668 m, 611
m, 585 m, 527 m, 473 m, 450 w, 438 w, 421 w, 400 w, 385 sh, 370 w, 354 w, 335 vw, 321 vw,
303 vw, 292 vw.

3396 vs, 2930 m, 1637 m, 1609 m, 1596 m, 1561 m, 1556 m, 1498 m, 1440 m, 1410 m, 1391
sh, 1371 sh, 1340 m, 1310 w, 1267 w, 1243 w, 1203 sh, 1159 m, 1131 m, 1106 m, 1080 s,
1054 sh, 1027 s, 1000 m, 968 sh, 938 w, 863 w, 838 m, 800 sh, 761 m, 707 sh, 699 m, 621 sh,
610 m, 583 m, 527 m, 510 sh, 494 m, 474 m, 360 w, 342 vw, 334 vw, 329 vw, 323 vw, 316 vw,
310 vw, 303 w.

3396 vs, 2930 m, 1637 m, 1609 m, 1596 m, 1561 m, 1556 m, 1498 m, 1441 sh, 1410 m, 1393
sh, 1371 sh, 1340 m, 1309 w, 1267w, 1243 w, 1203 sh, 1159 s, 1131 m, 1105 m, 1080 s, 1055
sh, 1027 vs, 1000 s, 968 sh, 938 w, 863 w, 838 w, 761 m, 706 sh, 699 m, 612 m, 584 m, 530
w, 495 w, 476 w, 360 vw, 355 sh, 324 vw, 305 vw, 297 vw.

3396 vs, 2930 m, 1639 m, 1609 m, 1596 m, 1562 m, 1556 m, 1498 m, 1441 m, 1410 m, 1396
sh, 1372 sh, 1341 m, 1310w, 1267 w, 1245 w, 1201 sh, 1159 s, 1131 m, 1104 m, 1081 s, 1054
sh, 1027 vs, 1000 s, 966 sh, 938 m, 864 m, 838 m, 801 ah, 760 m, 706 sh, 699 m, 621 sh, 611
m, 597 sh, 584 m, 576 sh, 564 sh, 551 w, 537 sh, 527 m, 515 sh, 502 m, 491 m, 477 m, 467 sh,
455 w, 442 w, 431 w, 421 w, 416 w, 409 w, 396 w, 386 w, 372 s, 360 s, 352 sh, 338 vw, 330
vw, 326 vw, 316 vw, 307 sh, 303 w, 293 w.

3396 vs, 2930 m, 1638 m,1609 m, 1596 m, 1561 m, 1556 sh, 1497 m, 1441 m, 1410 m, 1396
sh, 1372 sh, 1341 m, 1310 w, 1266 w, 1242 w, 1199 sh, 1159 s, 1131 m, 1101 m, 1081 s, 1053
sh, 1027 vs, 1000 s, 967 sh, 938 m, 863 m, 839 m, 801 sh, 761 m, 707 sh, 699 m, 622 sh, 611
m, 597 sh, 583 m, 528 m, 510 sh, 495 w, 485 vw, 474 w, 361 w, 354 sh, 341 w, 336 w, 325 vw,
313 vw, 301 w, 291 w.

3396 vs, 2931 m, 1638 m, 1609 m, 1597 m, 1562 m, 1557 sh, 1497 m, 1441 m, 1410 m, 1397
sh, 1372 sh, 1338 w, 1311 w, 1266 w, 1243 w, 1196 sh, 1158 s, 1131 m, 1103 m, 1081 s, 1054
sh, 1028 vs, 1001 s, 967 sh, 938 m, 863 m, 838 m, 801 sh, 761 m, 707 sh, 699 m, 622 sh, 612
m, 582 m, 528 m, 495 w, 474 w, 360 m, 354 m, 332 vw, 329 vw, 322 vw, 315 vw, 302 vw, 295
vw, 289 vw.

NOTA: A intensidade das bandas é indicada pelo codigo: vs- muito forte, s- forte, m- média, w- fraca, vw-
muito fraca e sh- ombro.
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1R Forno de rolos

Quantidades equimolares de y-CD e MLK foram colocadas em cubas de zircénio

de 35 mL, e foram sujeitas a acdo mecanica proveniente da moagem com uma milling

ball de 1 cm de diametro, duas de 0.5 cm de diametro e trés com 0.2 cm de diametro. A

mistura dos componentes foi sujeita a uma velocidade de rotagdo de 50 rotacdes.min? e
a uma temperatura de 50 °C durante 4320, 8640 e 21600 minutos (3, 6 e 15 dias). Na

Tabela 8 estado indicados os desvios quimicos dos carbonos das amostras recolhidas no

forno de rolos, bem como do MLK e da y-CD.

Tabela 8. Dados de 13C{IH} CP-MAS NMR da ciclodextrina gama (y-CD), do montelucaste de
sédio (MLK) e das amostras y-CD:MLK obtidas no ensaio de moagem no forno de rolos.

Amostra 5 (ppm)

v-CD 105, 104, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (8 ressonancias, Cl); 84, 83, 82, 82, 81, 79, 78 (7
ressonancias, C4); 76, 75, 74, 73, 72; 71, 71 (7 ressonancias, C2,3,5); 64, 63, 60 (3
ressonancias, C6).

MLK 181 (C35); 156 (C9); 148 (C5); 145 (C16,26); 141 (C21); 135 (C10,7); 126 (C23,4); 118 (C8);
73 (C27); 51 (C18); 43 (C30); 32 (C20); 17 (C31); 13 (C33,34).

y-CD:MLK

4320 min 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 135
(MLK, C10,7); 127 (MLK, C4,23); 118 (MLK, C8); 105, 104, 103, 103, 102 (y-CD, C1); 85, 84,
82, 82, 81, 80, 79 (y-CD, C4); 76, 75, 74, 73, 73, 72, 72 (y-CD, C2,3,5); 64, 63, 60 (y-CD, C6);
51 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31).

8640 min 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5); 145 (MLK, C16,26); 141 (MLK, C21); 135
(MLK, C10,7); 127 (MLK, C4,23); 105, 104, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (y-CD, C1); 84, 83, 82,
82, 81, 79, 78 (y-CD, C4); 76, 75, 73, 73, 72, 71, 71 (y-CD, C2,3,5); 64, 63, 60 (y-CD, C6); 51
(MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31).

21600 min 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 146 (MLK, C26,16); 141 (MLK, C21); 135 (MLK, C10,7);

127 (MLK, C4,23); 118 (MLK, C8); 105, 104, 103, 102, 101, 100, 99, 98 (y-CD, C1); 84, 83,
82, 82, 81, 79, 78 (y-CD, C4); 76, 75, 73, 73, 72, 71, 71 (y-CD, C2,3,5); 64, 63, 60 (y-CD, C6);
51 (MLK, C18); 43 (MLK, C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31).

Na Tabela 9 apresentam-se as principais bandas de absor¢do de radiacdo

infravermelha das amostras do forno de rolos, assim como do MLK e da y-CD.
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Tabela 9. Principais bandas de absorcéo de IV da ciclodextrina gama (y-CD), do montelucaste de
sédio (MLK) e das amostras y-CD:MLK obtidas no ensaio de moagem no forno de rolos.

Amostra v (cm™)

y-CD 3396 vs, 2933 m, 1644 m, 1460 sh, 1415 m, 1385 m, 1371 m, 1337 m, 1305 m, 1243 m,
1204 m, 1160 s, 1124 sh, 1102 m, 1080 s, 1054 sh, 1028 vs, 1002 s, 942 m, 914 sh, 862 m,
846 m, 793 sh, 760 m, 709 m, 653 m, 611 m, 584 m, 530 m, 482 sh, 444 sh, 434 m, 413 sh,
399 m, 363 m, 338 vw, 327 vw, 303 m, 293 vw, 289 w.

MLK 3367 s, 3068 m, 2984 m, 2931 m, 1636 w, 1608 vs, 1594 vs, 1579 sh, 1573 sh, 1564 vs,
1559 sh, 1554 sh, 1498 vs, 1442 m, 1409 s, 1400 sh, 1365 m, 1340 m, 1311 m, 1269 w,
1242 w, 1222 w, 1161 sh, 1143 m, 1131 m, 1114 sh, 1069 m, 1054 w, 1018 w, 997 w, 984
sh, 964 m, 938 m, 930 m, 914 w, 874 sh, 864 m, 837 m, 800 sh, 762 m, 753 sh, 724 w,
694m, 644 w, 622 w, 600 vw, 579 vw, 560 vw, 525 vw, 510 vw, 494 w, 474 w, 418 vw, 416
vw, 374 vw, 363 vw, 359 vw.

y-CD:MLK

4320 min 3304 s, 2931 m, 1640 m, 1609 m, 1596 m, 1564 m, 1498 m, 1442 sh, 1409 m, 1367 m, 1338
m, 1310 m, 1269 sh, 1242 w, 1153 m, 1132 sh, 1101 sh, 1078 m, 1054 sh, 1020 s, 998 s,
938 m, 863 m, 838 m, 760 m, 751 sh, 698 m, 603 sh, 577 m, 525 vw, 494 vw, 474 vw, 374
vw, 363 vw, 358 vw.

8640 min 3304 s, 2931 m, 1640 m, 1609 m, 1597 m, 1564 m, 1498 m, 1442 sh, 1409 m, 1367 m, 1338
m, 1310 m, 1243 w, 1153 m, 1132 sh, 1101sh, 1078 m, 1054 sh, 1020 s, 998 s, 938 m, 863
m, 838 m, 760 m, 751 sh, 698 m, 603sh, 577 m, 524 vw, 494 vw, 474 vw, 374 vw, 363 vw,
358 vw.

21600 min 3304 s, 2931 m, 1641 m, 1609 m, 1598 m, 1563 m, 1498 m, 1442 sh, 1409 m, 1367 m, 1338
m, 1310 m, 1243 w, 1153 m, 1132 sh, 1101 sh, 1078 m, 1054 sh, 1020 s, 998 s, 938 m, 863
m, 838 m, 760 m, 751 sh, 698 m, 603 sh, 577 m, 524 vw, 494 vw, 474 vw, 374 vw, 363 vw,
358 vw.

NOTA: A intensidade das bandas é indicada pelo cédigo: vs- muito forte, s- forte, m- média, w- fraca, vw-
muito fraca e sh- ombro.

5.5. Liofilizagao

Dissolveu-se y-CD (170 mg; 0,119 mmol) em agua miliQ (9 mL) com auxilio de
agitacdo e temperatura (50 °C). A solucao foi arrefecida até ficar a temperatura ambiente
e foi-lhe adicionada uma solug&o de MLK (72,65 mg; 0,119 mmol) em etanol seco (9 mL).
A solugdo conjunta de y-CD e MLK foi deixada em agitagdo durante 10 minutos, sendo
depois imersa em azoto liquido, ficando imediatamente congelada. O solvente foi
removido por liofilizagdo (cerca de 96 horas), e o liofilizado obtido foi re-hidratado por
armazenamento numa camara saturada em vapor de agua durante uma noite.

Composicdo (em %): Calculado para (CagHgoOu40)2:(CasHasOsNSCINa)1-24H,0
(MW=3634.8): C, 43.29; H, 6.738; N, 0.385; S, 0.882. Obtido: C, 43.21; H, 5.952; N,
0.577; S, 0.500.

BC{*H} CP-MAS NMR (ppm): & = 181 (MLK, C35); 156 (MLK, C9); 148 (MLK, C5);
146 (MLK, C26,16); 136 (MLK, C7,10); 129 (MLK, C3); 127 (MLK, C4,23); 117 (MLK, C8);
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104 (y-CD, C1); 81 (y-CD, C4); 73 (y-CD, C2,3,5); 60 (y-CD, C6); 51 (MLK, C18); 44 (MLK,
C30); 32 (MLK, C20); 17 (MLK, C31); 13 (MLK, C33,34).

FT-IR (cm™): v= 3396 vs, 2930 s, 1639 m, 1609 m, 1600 sh, 1563 m, 1559 m,
1500 m, 1444 sh, 1410 m, 1385 m, 1372 m, 1338 m, 1308 m, 1270 sh, 1247 w, 1201
w,1158 s, 1106 m, 1081 s, 1054 sh, 1028 vs, 1003 s, 963 sh, 938 m, 915 sh, 862 w, 841
w, 804 sh, 786 sh, 762 m, 727 sh, 705 m, 672 m, 652 m, 610 sh, 594 sh, 584 m, 528 m,
496 m, 475 m, 462 sh, 444 m, 423 sh, 414 m, 375 sh, 368 sh, 358 w, 341 w, 326 vw, 319
vw, 315 vw, 310 vw, 305 vw, 299 vw, 290 vw, 285 vw.

6. Testes de solubilidade do composto de inclusdo MLK:y-CD formado
Inicialmente foi preparada uma solugéo stock de Montelucaste de sédio, com uma
concentracéo de 0.088 mg/mL, a partir da qual se efetuaram varias diluicdes de modo a
preparar solu¢des padrdo de MLK com concentragbes de 0.055, 0.022, 0.011, 0.0055 e
0.0022 mg/mL. A partir do padrdo mais concentrado de MLK coletou-se um espectro de
toda a gama do Ultravioleta-Visivel, que permitiu determinar que o seu maximo de
absorvancia é aos 346 nm. Foram entdo lidos os valores de absorvancia das solugbes
padrdo de MLK a este comprimento de onda fixo, a partir dos quais foi tragcada uma reta

de calibragéo (Figura 5).

] y = 42.519x L
35 ] R?*=0.9994 .

g
n
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Absorvancia 346nm
o

0.5 - 7

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.1
Concentragado MLK (mg/mL)

Figura 5. Reta de calibracdo dos padrdes de montelucaste de sédio (MLK), com concentracfes

compreendidas ente 0.0022 e 0.088 mg/mL.
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A dissolucdo do montelucaste foi testada a partir de trés amostras: montelucaste
de sodio tal como foi obtido do fabricante, aducto MLK:y-CD (1:1) moido 120 min (sem
pré-moagem) e aducto MLK:y-CD(pré-moida) (1:1) moido 60 minutos. Em cada ensaio 30
mL de agua miliQ foram adicionados a uma quantidade de amostra correspondente a 30
mg de MLK (que é de 100,2 mg no caso dos aductos). As solucBes foram mantidas sob
agitacdo magnética, a c.a. 700 rotacbes/min, a temperatura de 30 °C, nhum local protegido
da luz. Foram recolhidas aliquotas de cada solucéo aos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90 e
120 minutos, que foram filtradas por filtro Simplepure™ 0,45 um nylon. Por fim, foi lida a
absorvancia das aliquotas aos 346 nm, sendo depois as solucdes devolvidas a solugéo

em agitacao, de forma a minimizar perdas de volume.

7. Testes de estabilidade do composto de inclusdo MLK:y-CD formado

A estabilidade do montelucaste de sodio a luz foi testada expondo o farmaco a luz
proveniente de uma lampada de 48 W, durante 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos. Decorrido o periodo de exposi¢cdo, as amostras de MLK foram imediatamente
analisadas por espectroscopia de infravermelho. Dado que nédo se observaram alteragbes
no MLK durante o periodo de exposi¢do analisado, a analise dos compostos de incluséo

MLK:y-CD formados néo foi necesséaria.
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