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Resumo 

 

A esquistossomose, causada pelo parasito do gênero Schistossoma, está na 

lista das Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs), sendo considerada como grave 

problema de saúde pública no mundo, principalmente no estado de Minas Gerais. 

No entanto, seu tratamento se baseia em um só fármaco, o praziquantel (PZQ), 

ineficaz contra as formas jovens do parasito e apresentando focos de resistência. A 

cnicina (Cn) é uma lactona sesquiterpênica, presente na espécie Centaurea 

benedicta (Asteraceae), que apresenta atividades farmacológicas como anti-

inflamatória, antitumoral e antimalárica. A associação dessa substância em 

complexos supramoleculares pode auxiliar na atividade diante de modelos 

biológicos, melhorando solubilidade, reduzindo toxicidade e biodisponibilidade. O 

presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a atividade esquistossomicida da 

Cn e de seus complexos de inclusão em ciclodextrinas. Para isto, a cn foi isolada a 

partir do extrato de C. benedicta utilizando cromatografia líquida à pressão reduzida. 

Para caracterização da Cn pura foi realizado CLAE-DAD, CLUE-MS-Q-TOF, RMN 
1H, COSY e 13C e DEPT. Os complexos de inclusão da Cn com -ciclodextrina e 

HP-ciclodextrina foram produzidos e caracterizados. A caracterização dos 

complexos Cn/CD e Cn/HPCD foi feita por espectrometria de infravermelho (IV), 

titulação calorimétrica, espalhamento de luz dinâmico e valores de potencial zeta. 

Após a verificação da atividade esquistossomicida in vitro da Cn e o grau de 

citotoxicidade, a Cn e seus complexos de inclusão com -ciclodextrina e HP-

ciclodextrina foram avaliados frente a atividade esquistossomicida in vivo, tanto por 

via intraperitoneal quanto por via oral. A Cn complexada com HP--ciclodextrina 

(Cn/HPCD) apresentou o melhor resultado esquistossomicida in vivo, com 66 % de 

redução da carga parasitária por via intraperitoneal e 43 % de redução quando 

administrada por via oral. Os arranjos com Cn e ciclodextrinas (HPCD e CD) 

foram capazes de reduzir o número de ovos no oograma bem como o OPG (ovos 

por grama). A citotoxicidade adiante de células de mamíferos da Cn foi reduzida 

quando a mesma foi complexada em HP--ciclodextrina (Cn/HPCD).  

Palavras-chave: Esquistossomose, Centaurea benedicta, cnicina, ciclodextrina. 



 
 

 

Abstract 

Schistosomiasis, caused by bloodworms of the genus Schistosoma. It is 

included on the list of Neglected Tropical Diseases (NTDs), being considered as a 

relevant health problem in the world. Therefore, it directly affects Brazil, where the 

State of Minas Gerais shows the highest prevalence. Unfortunately, the treatment still 

relying on only one drug, praziquantel, which is ineffective against juvenile worms 

and relevant cases of emerging drug resistance has already been reported. Cnicin 

(Cn), a sesquiterpene lactone, present in the specie Centaurea benedicta 

(Asteraceae), has demonstrated large anti-inflammatory, anti-tumor and antimalarial 

activity. The association of cnicin with supramolecular assembly can aid in the activity 

against biological models, improving solubility, reducing toxicity and bioavailability. 

The general objective was to evaluate the schistosomicidal activity of cnicin and its 

inclusion complexes in cyclodextrins. Cnicin was isolated from extract of C. benedicta 

using liquid chromatography under reduced pressure. HPLC-DAD, UPLC-MS-Q-

TOF, 1H NMR, COSY and 13C and DEPT were performed to characterize cnicin. Cn / 

CD and Cn / HPCD complexes were chemically characterized by infrared (IR) 

spectrometry, calorimetric titration, dynamic light scattering and zeta potential values. 

After assessing in vitro schistosomicidal activity of cnicin, inclusion complexes with β-

cyclodextrin (Cn /CD) and HP-β-cyclodextrin (Cn/HPCD) were tested against 

schistosomicidal activity in vivo, either intraperitoneally and orally. Cn when 

complexed with HP--cyclodextrin (Cn / HPCD) showed the best in vivo result, 66 % 

worm burden reduction by I.P route and 43 % reduction when administered orally. 

Cnicin and cyclodextrins (HPCD and CD) were able to reduce the number of eggs 

in the oograma as well as OPG (eggs per gram). Cytotoxicity was also evaluated by 

MTT and Cn/HPCD was able to decrease cnicin toxicity. 

 

Key words: Schistosomiasis, Centaurea benedicta, cnicin, cyclodextrin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ESQUISTOSSOMOSE 

 

Esquistossomose, conhecida popularmente como barriga d`água, é uma 

doença crônica e de grande prevalência entre as parasitoses. Dentre as espécies de 

Schistosoma que causam esta parasitose, temos o Schistosoma mansoni, S. 

japonicum, S. mekongi, S. intercalatum e o S. haematobium (LEOW et al., 2015). No 

Brasil, o S. mansoni é a única espécie, sendo o molusco de água doce Biomphalaria 

glabrata o principal e o mais importante hospedeiro intermediário da doença. Alguns 

fatores ambientais favorecem o desenvolvimento do ciclo da doença, como 

ocupação humana irregular e contaminação por excrementos das águas de rios e 

lagos (MELO & COELHO, 2005; GRYSEELS & STRICKLAND, 2012). 

A esquistossomose está inserida no grupo das doenças tropicais 

negligenciadas (DTNs) (Tabela 1) listadas pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) (WHO, 2017b). Estimativas demostram que pelo menos 220,8 milhões de 

pessoas requeriam tratamento no ano de 2017, sendo que, neste ano, 102,3 milhões 

de pessoas foram tratadas contra a doença. Casos de transmissão da doença foram 

reportados em 78 países, no entanto, a quimioterapia preventiva é requerida em 52 

países endêmicos, onde a transmissão da doença apresenta um quadro alto a 

moderado (WHO, 2019). 

 

Tabela 1 - Algumas doenças tropicais negligenciadas listadas pela OMS 
 

 

Fonte: WHO, 2017b. 

Na América do Sul, a esquistossomose encontra-se em alguns países como 

Venezuela, Antilhas, Suriname, Porto Rico e Brasil. Estudos recentes, realizados por 

Naftale Katz, através do inquérito Nacional de Prevalência da Esquistossomose 

mansoni e Geo-helmintoses, relatam a situação epidemiológica atual da doença. O 
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estudo trata-se de um corte transversal de base populacional realizado em escolares 

de 7 a 17 anos de idade por todo território nacional (Figura 1). O estudo revela que 

as macrorregiões Nordeste e Sudeste apresentam os maiores índices de 

positividade para a esquistossomose. Dentre os estados, podemos destacar Minas 

Gerais com 5,81 % de positividade e Sergipe com 10,67 % (KATZ, 2018). Para este 

trabalho foram analisados 521 municípios ou 96,1 % do planejado. Nas áreas 

endêmicas, a proporção de positivos para o país foi de 0,27 % nos municípios com 

mais de 500.000 habitantes, o que equivale aproximadamente a 1.350 indivíduos. 

Nos municípios com menos de 500.000 habitantes, essa porcentagem foi maior, 

cerca de 3,28 %. Os estados que mostravam uma maior proporção de quadros 

positivos estão listados a seguir em ordem decrescente, Sergipe (8,19 %), Minas 

Gerais (3,86 %), Alagoas (2,31 %), Bahia (2,19 %), Pernambuco (2,14 %) e Rio de 

Janeiro (1,65%). Abaixo de 1,0 %, pela ordem, Espírito Santo (0,71%), Mato Grosso 

do Sul (0,19 %), Paraíba (0,18 %), Maranhão (0,13 %), São Paulo (0,04 %), sendo 

Pará, Rio Grande do Norte e Distrito Federal 0,02% cada. 

 

Figura 1 - Distribuição da esquistossomose no Brasil segundo INPEG 2010/2015 
 

 

Fonte: INPEG 2010/2015; KATZ, 2018. 
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Na tabela 2, é possível perceber a prevalência da parasitose entre os anos de 

2010 a 2015. Se comparado com resultados de inquéritos anteriores, é possível 

perceber uma redução na prevalência da doença no país, que se deve à 

urbanização de um modo geral. Alguns fatores importantes da redução da 

prevalência são: instalação de redes de esgoto e tratamento de água. 

Implementação de métodos de tratamento específicos que vêm sendo realizados há 

alguns anos no Brasil, principalmente, por políticas de orientação à população sobre 

cuidados e higiene (KATZ, 2018). 

 

Tabela 2 - Inquérito para esquistossomose mansoni no Brasil de 2010/2015 
 

Estados INPEG (2010/2015) 
No examinados % para S. mansoni 

Maranhão 9.214 0,13 
Piauí 7.004 0,001 
Ceará 8.533 0,00 

R. G. do Norte 8.918 0,02 
Paraíba 8.415 0,18 

Pernambuco 19.025 2,14 
Alagoas 11.813 2,31 
Sergipe 10.302 8,19 
Bahia 28.382 2,19 

Espirito Santo 6.554 0,71 
Minas Gerais 26.689 3,86 
Total Geral 147.849 1,79 

 

Fonte: Adaptado de INPEG 2010/2015; KATZ, 2018. 

 

Mesmo com uma redução da prevalência da esquistossomose, a taxa de 

positividade ainda se encontra elevada para alguns estados brasileiros, indicando a 

necessidade de intervenção com medidas de controle mais efetivas bem como a 

busca por novos esquemas de tratamento.  

 

1.2 ESQUISTOSSOMOSE MANSÔNICA 

 

1.2.1 Schistosoma mansoni 

O S. mansoni, causador da esquistossomose mansônica, é pertencente à 

classe Trematoda e família Schistosomatidae. Apresentam-se como vermes 
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delgados e dioicos, alimentando-se do sangue do hospedeiro e chegam a consumir 

até 300 mil hemácias por hora. No corpo do hospedeiro, esses parasitos são 

geralmente encontrados acasalados, estando a fêmea alocada no canal ginecóforo 

do macho (Figura 2). Eles podem ser comumente encontrados nos vasos 

mesentéricos, no sistema porta e ainda nos pulmões, baço, pâncreas e bexiga 

(SOUZA et al., 2011; GRYSEELS & STRICKLAND, 2012; SILVA, 2018). 

 

Figura 2 – Foto por microscopia eletrônica de uma fêmea do verme S. mansoni no 
canal ginecóforo do macho 

 

 

Fonte: Adaptado de CHEVILLON et al., 2012. 

O Schistosoma possui ciclo de vida heteroxênico, alternando entre as fases 

sexuadas e assexuadas, e tendo a necessidade de mais de um hospedeiro para que 

o ciclo se complete (SKELLY, 2015). É, no hospedeiro definitivo, que o parasito 

alcança sua forma adulta, ocorrendo a cópula, em que a fêmea será então 

fecundada. Após a fecundação, as fêmeas migram contra a corrente sanguínea e 

iniciam a postura dos ovos na submucosa da parede intestinal do hospedeiro. Em 

aproximadamente seis dias, os ovos tornam-se maduros, contendo a larva miracídio 

já formada (SOUZA, 2011). Em até 20 dias, chegam à luz intestinal, podendo ser 

eliminados pelo hospedeiro através do bolo fecal que, ao alcançarem a água doce 

de rios, podem contaminar o ambiente. Condições ideais, como altas temperaturas, 

luminosidade e boa oxigenação das águas, facilitam a eclosão da larva miracídio 

Fêmea 

Macho 



18 
 

dos ovos que irão infectar os caramujos do gênero Biomphalaria (PORDEUS, et al., 

2008).  

Nos caramujos, as larvas transformam-se em esporocistos primários que, ao 

se multiplicarem através da poliembrionia, darão origem às cercarias por reprodução 

assexuada após 3 a 5 semanas (SOUZA, 2011; GRYSEELS & STRICKLAND, 

2012). As cercarias liberam-se dos caramujos e penetram ativamente na pele do ser 

humano (hospedeiro definitivo) durante o contato com águas contaminadas. Uma 

vez no sistema porta hepático, desenvolvem-se em machos e fêmeas, amadurecem, 

acasalam-se e migram para veias mesentéricas inferiores, onde ocorrerá a 

ovoposição (MELO & COELHO, 2005). Os primeiros ovos serão eliminados pelo 

hospedeiro definitivo 40 dias após a infecção (Figura 3), completando, assim, o ciclo 

do parasito (SOUZA, 2011). 

  

Figura 3 - Ciclo biológico da espécie Schistosoma mansoni 

 

 

Fonte: CVE, 2005. 
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1.2.2. Tratamento 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda a farmacoterapia como 

principal forma de tratamento e controle da esquistossomose (WHO, 2006). 

Inicialmente, o tratamento era feito com fármacos antimoniais, os quais possuem 

intensos efeitos adversos, como a trombocitopenia. Posteriormente, adotou-se o uso 

da mistura racêmica do praziquantel (PZQ) e o uso da oxaminiquina para o 

tratamento da doença. Entretanto, a oxaminiquina possui custo muito elevado, causa 

vários efeitos, principalmente no sistema nervoso central, além de apresentar efeitos 

carcinogênicos e atuar somente contra o S. mansoni (SILVA, 2018). A quimioterapia 

com PZQ (Figura 4), um fármaco que foi desenvolvido na década de 1970, surgiu 

como a principal alternativa no tratamento da esquistossomose (VALENTIM et al., 

2013; CIOLI et al., 2014; LAGO et al., 2017).  

 Atualmente, o PZQ é o único fármaco de escolha, sendo comercializado 

como uma mistura racêmica de enantiômeros R e S, sendo apenas o isômero R 

ativo (MEISTER et al., 2014). 

 

Figura 4 - Representação da fórmula estrutural do enantiômero R do Praziquantel 
 

 

 

 

 

 

                                                        Fonte: Autor, 2018. 

 

O PZQ é conhecido por atuar promovendo imobilidade muscular dos 

parasitos, devido à inibição da despolarização de membrana e lesões tegumentares 

nos vermes adultos, facilitando a atuação do sistema imune do hospedeiro (NEVES, 

2004; GRYSEELS & STRICKLAND, 2012). Recentemente, um novo mecanismo de 

ação para o PZQ foi proposto por Chan (2017), em que o fármaco atuaria tanto no 

hospedeiro quanto no verme, através da ligação a receptores acoplados à proteína 

G. Assim o PZQ atuaria como agonista dos receptores serotoninérgicos 5HT2B 
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humano, o que regularia o tônus muscular dos vasos sanguíneos na região do 

mesentério, local onde encontra-se os vermes, provocando o “deslocamento 

hepático” do verme para o fígado, através de contrações que promoveriam sua 

eliminação. Em resumo, seu mecanismo de ação seria uma combinação do efeito 

paralítico deletério nos vermes adultos auxiliado aos benefícios de contração e 

eliminação dos vasos sanguíneos humanos (MAGNUSSEN, 2003; CHAN et al., 

2017). 

Assim, como o ocorrido com a oxaminiquina, já foram relatados casos de 

linhagens resistentes frente ao PZQ, além desse não apresentar efetividade contra 

as formas jovens do parasito. Devido aos efeitos adversos como náuseas, dores 

abdominais e tontura, a não adesão ao tratamento é algo comum entre os pacientes 

(VALENTIM et al., 2013; CIOLI et al., 2014). 

Portanto, a busca por novos princípios ativos que solucionem as deficiências 

apresentadas pelo atual fármaco de escolha, faz-se necessário (UTZINGER et al., 

2001). Ao longo da história, os produtos naturais vêm demostrando seu potencial 

como fonte de inúmeras substâncias ativas no combate às diversas patologias e é 

possível que essa seja novamente a solução para combate à esquistossomose (DE 

MORAES, 2015; KEISER & UTZINGER, 2012). 

 

1.2.3 Produtos naturais com atividade antiparasitária 

 

A descoberta de substâncias naturais, no combate a doenças, foi 

primeiramente descrita no início do século XIX e, a partir de então, a prática da 

exploração de fontes naturais, como as plantas, e a incessante busca por novos 

metabólitos se tornaram parte das ciências moleculares. Alguns exemplos 

marcantes que podemos citar da história dos metabólitos secundários são: atropina, 

aspirina, pilocarpina, tubocurarina, digoxina, vincristina, dentre outros. Além desses, 

no campo das doenças parasitárias, encontramos representantes das diversas 

classes de metabólitos como artemisinina (lactona sesquiterpênica) e quinina 

(alcaloide) (BUTLER, 2004; BARREIRO & BOLZANI, 2009; NEWMAN, CRAGG & 

KINGSTON, 2015).  

Nesse contexto, os produtos naturais têm ganhado enorme destaque para a 

pesquisa de novos fármacos no controle e tratamento da esquistossomose. Na 

figura 5, a seguir, encontram-se alguns dos mais recentes e relevantes metabólitos 
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secundários com atividade esquistossomicida (LAGO et al., 2017). Dentre os 

compostos com atividade esquistossomicida, podemos destacar as lactonas 

sesquiterpênicas, como a artemisinina, diidroartemisinina e o partenolido (DE 

MORAES, 2015; KEISER & UTZINGER, 2012). 

 

Figura 5 - Algumas substâncias naturais e derivados com atividade 
esquistossomicida 

                                     

     Ácido Araquidônico                 Artemisinina                            Ciclosporina A 

                                      

Curcumina                                   Diidroartemisinina                 Hesperidina 

                                             

   Partenolido                                 Licochalcona A                   Epóxi Limoneno 

                                  

   Kaempferol                                                            Nerolidol 

 

Fonte: Adaptado de DE MORAES, 2015; LAGO et al., 2017; SILVA, 2018. 

 

As lactonas sesquiterpênicas (LSTs) são amplamente encontradas em 

exemplares da família Asteraceae. Esses metabólitos localizam-se em apêndices 

epidérmicos vegetais, conhecidos como tricomas, que possuem grande variação 
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quanto sua morfologia (JERBA & FERNANDES, 2004). De modo geral, as LSTs 

atuam como substâncias de defesa, afetando o crescimento de outras plantas e 

atraindo polinizadores (AMBRÓSIO et al., 2008; CHADWICK et al., 2013; 

PERASSOLO et al., 2018).  

Nos relatos encontrados na literatura, correlacionando estrutura-atividade das 

LSTs, a atividade biológica dessas moléculas está normalmente associada à 

presença de grupos carbonílicos -insaturados e, principalmente, ao grupo -

metileno--lactona (Figura 6). Esses grupos são considerados potentes alquilantes e 

vão reagir como nucleófilos, em especial com grupos sulfidrilas de cisteínas 

presentes nas proteínas, através da reação de adição de Michael (DEWICK, 2009; 

ALVES, 2011).  Em função dessa reatividade, as LSTs constituem substâncias com 

grande atividade terapêutica, apresentando potencial anti-inflamatório, antitumoral, 

antimicrobiana e antiparasitário, em específico esquistossomicida (MERFORT, 2002; 

KIM et al., 2006). 

 

Figura 6 - Exemplo de grupo -metileno--lactona presente em LSTs  

 

Fonte: RODRIGUEZ, TOWERS & MITCHELL, 1976. 

 

1.3 A ESPÉCIE Centaurea benedicta L. (Asteraceae) 

 

Atualmente, reconhecida como Centaurea benedicta L. ou Cnicus benedictus 

Linnaeus (Asteraceae), essa espécie medicinal é comumente chamada de Cardo 

Santo ou Blessed Thistle nos países de língua inglesa. Uma planta que atinge cerca 

de 70 cm de altura, considerada como planta anual, essa espécie apresenta várias 

estruturas botânicas na superfície de suas folhas, incluindo tricomas e espinhos, 

além de muitas brácteas espinhosas ao redor do topo da flor (Figura 7). Tal planta 

encontra-se bem distribuída por toda região do mediterrâneo da Europa, bem como 

a parte sul da África e toda a América do Sul. A origem do nome remonta diferentes 
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histórias, sendo a mais conhecida delas a que se refere a monges beneditinos que 

costumavam distribuir suas sementes pela Europa até as regiões do sul de Portugal, 

o que teria dado origem ao nome Benedictus (ULBRICHT et al, 2008; SPITELLER, 

2009; PENG et al., 2017). 

 

Figura 7 - Foto da espécie C. benedicta L. (Asteraceae) 

 

Fonte:  Autor, 2019. 
 
 

O uso dessa espécie na medicina popular já é bem conhecido, principalmente 

das partes aéreas da planta, as quais são utilizadas na medicina tradicional indígena 

como tônico, antidepressivo, alívio estomacal, atividade anti-inflamatória, 

antitumoral, antimicrobiano, antiviral, antisséptico, dentre outras (DJAMILA et al., 

2013; AL-SNAFI, 2016; GHIASY-OSKOEE et al., 2018). Além de ser usada na 

medicina popular, essa planta apresenta participação no desenvolvimento de 

formulação de cervejas e licores, principalmente devido às características amargas 

de algumas substâncias presentes, as quais podem aumentar o apetite e melhorar a 

digestão. O extrato etanólico de C. benedictus também apresenta atividade 

neuroprotetora, podendo ser estudado como uma opção ao tratamento de doenças 
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degenerativas, especialmente quando estresse oxidativo e atividade colinérgica 

estão envolvidas na hipótese por atuarem inibindo a ação da enzima 

acetilcolinesterase e tirosinase (ULBRICHT et al., 2008; AL-SNAFI, 2016). 

Na composição química desta espécie, há inúmeras classes de metabólitos 

secundários, especialmente de LSTs, como a cnicina, absintina, artemisifolina e 

salonitenolideo. A espécie ainda é rica em flavonoides, como a apigenina-7-O-

glucosídeo, luteolina e astragalina, além de triterpenos como a -amirina e acetato 

de -amirina. Além desses, a planta também apresenta taninos, óleos essenciais, 

saponinas e alcaloides (SÓLYOMVÁRY et al., 2014; HORN et al., 2015; AL-SNAFI, 

2016; CAN et al., 2017). 

 

1.3.1 Cnicina 

 

A cnicina (Cn) (Figura 8) é uma LST com anel -lactônico, sendo a principal 

substância responsável pelas características amargas da espécie C. benedicta. 

Essa LST, também encontrada em outras espécies do gênero Centaurea, como C. 

maculosa Lam, C. pullata L. e C. jacea L., apresenta inúmeras atividades 

farmacológicas, sendo uma das substâncias de maior relevância medicinal desse 

gênero (TEŠEVIĆ et al., 2007; GHIASY-OSKOEE et al., 2018).  

 

Figura 8 - Estrutura química da cnicina 
 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

No âmbito das atividades biológicas da cnicina, essa demonstrou amplo 

espectro de inibição diante de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (ILDIKO 

et al., 2009). Assim, por exemplo, a cnicina foi ativa diante de Staphylococcus 

aureus resistentes à meticilina na concentração de 124 g/mL (BACH et al., 2011). 

Nesse sentido, a cnicina demonstrou ser um inibidor potente e irreversível da enzima 
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bacteriana enolpiruvil transferase (MurA), ligando-se covalentemente ao grupo tiol do 

aminoácido cisteína (Cis) 115 desta enzima, no qual ficou concluindo que a parte 

éster da cadeia lateral da estrutura química dessa substância está intimamente 

relacionada à inibição da enzima MurA (UDP-N-acetilglucosamina 1-

carboxiviniltransferase) (BACHELIER, MAYER & KLEIN, 2006). 

A cnicina também foi avaliada por sua atividade inibitória frente a células 

tumorais HeLa, MCF-7 e A431, apresentando moderada atividade antitumoral diante 

dessas linhagens. Mediante linhagens de células de câncer de mama MCF-7 e 

adenocarcinoma de próstata PC-3, a cnicina (isolada do extrato clorofórmico de C. 

kilaea) demonstrou ser uma molécula promissora, com CI50 de 3,25 e 4,3 g/mL, 

respectivamente (SEN, TURAN & BITIS, 2017). Além disso, a cnicina também 

apresentou atividade diante de células epiteliais de rim de porco (LLC-PK11), 

melanoma maligno humano (SK-MEL), carcinoma ductal humano (BT-549), 

mostrando CI50 de 23,3, 14,0 e 18,3 M, respectivamente (EREL et al., 2011). A 

molécula também apresenta atividade fitotóxica, inibindo o crescimento de raízes de 

algumas espécies de plantas, dentre elas a alface (KELSEY & LOCKEN, 1987). 

A atividade anti-inflamatória da cnicina também foi avaliada mediante vários 

tipos celulares, com intuito de verificar a inibição de NF-κB e inibição da indução da 

síntese de óxido nítrico e de espécie reativas de oxigênio. A cnicina mostrou inibição 

do NF-κB e inibição da atividade da iNOS com valores IC50 de 1,8 μM e 6,5 μM, 

respectivamente (EREL et al., 2011). 

A cnicina, juntamente com outras LTS, já foi avaliada diante do Trypanosoma 

brusei, o parasito responsável pela tripanossomíase humana africana, conhecida 

também como doença do sono. Para essa parasitose a substância demonstrou 

potente atividade inibitória (IC50 de 0,4 μM) diante do Trypanosoma (KURITA, 2016). 

Contudo, devido à toxicidade apresentada pela cnicina, o uso dessa 

substância em modelos biológicos in vivo pode apresentar alguns riscos (JÖHRER 

et al., 2012). Dessa forma, considerando o potencial biológico dessa substância, o 

uso de uma estrutura ou formulação que possa promover a redução dessa 

toxicidade é de grande interesse farmacêutico. Além disso, a baixa solubilidade da 

molécula, bem como o pouco conhecimento sobre a farmacocinética e dinâmica da 

cnicina, quando administrada em modelos in vivo remetem a uma possível estratégia 

de formulação para esta molécula na busca de melhores resultados frente as 

possíveis atividades biológicas.  
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Dentre as estratégias promissoras, o uso de associações com outras 

moléculas que possam promover maior solubilidade e melhorias na atividade 

biológica, pode ser de grande valia. Dentre essa vasta possibilidade de arranjos 

moleculares, destacam-se os complexos supramoleculares por inclusão em 

ciclodextrinas. Esta associação com ciclodextrinas forma complexos 

nanoestruturados com facilidade, baixo custo relativo e é de fácil inclusão e 

aceitação em formulações devido, principalmente, à baixa toxicidade. 

 

1.4 COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES 

 

O estudo da química tem deixado de ser uma ciência de átomos isolados ou 

moléculas individuais e, assim, ganhado um campo muito mais amplo e de vasta 

aplicabilidade através do estudo de arranjos químicos e complexos formados pelo 

agrupamento de moléculas (DENADAI, 2005).  

A química supramolecular é o ramo da ciência que irá estudar esses arranjos 

moleculares que são formados através de ligações não covalentes. O objetivo dessa 

ciência é entender as possíveis interações, tanto intra quanto intermoleculares e, 

através da previsão e caracterização desse processo, atribuir uma funcionalidade à 

nova estrutura resultante (ISRAELACHVILI, 1991; EVANS & WENNERSTROM, 

1999; HALL,2004; DENADAI, 2005). 

A funcionalidade dessa formação foi fator decisivo para um estudo mais 

aprofundado dessa ciência, que ganhou seu espaço no final do século XIX, quando 

bioquímicos descobriram que a relação enzima substrato se dava através de 

ligações não covalentes e, posteriormente, através do estudo mais detalhado de 

células e organelas permitiu a descoberta de que, no meio biológico, as interações 

não covalentes desempenham papel fundamental nas funções bioquímicas (figura 9) 

(DENADAI, 2005). 
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Figura 9 - Exemplos de sistemas supramoleculares e aplicações tecnológicas 
 

Sistema Supramolecular Descoberta Aplicação tecnológica 

 
Complexos enzimáticos 

Século XVII Reações bioquímicas, catálise, 
reconhecimento molecular. 

 
DNA e RNA 

1953 e 1965 respectivamente Armazenamento e transferência de 
informações. 

OHHO

OHHO

O
H

O
H

O
H O
H O
H

O
H

O
H  

Ciclodextrinas e seus 
compostos de inclusão 

1948 Encapsulamento molecular, liberação 
sustentada de fármacos, solubilização de 

materiais insolúveis em água, 
emulsificação, catálise, etc. 

  
Vesículas e bicamadas 

biológicas 

Século XIX Constituintes de membranas celulares ou 
sintéticas. Servem de barreira para difusão 

livre de moléculas. Permitem o 
encapsulamento de muitas substâncias ao 

mesmo tempo, como nas organelas 
celulares. 

 

Fonte: Adaptado de DENADAI, 2005. 

 

É interessante notar que a maioria dos sistemas supramoleculares são 

formados por alguma molécula anfifílica, formadas por partes hidrofílicas e 

hidrofóbicas, o que permite a formação de inúmeras interações intermoleculares 

(ISRAELACHVILI, 1991; DENADAI 2005), algumas delas são: 

 Interações de curta distância: ligações de hidrogênio, interações dipolares (dipolo 

permanente-dipolo permanente, dipolo permanente-dipolo induzido, dipolo 

induzido-dipolo induzido, multipolos induzidos), interações eletrostáticas (íon-íon 

e íon-dipolo) (ISRAELACHVILI, 1991); 

 Interações a longa distância, como efeitos de exclusão de volume que são 

responsáveis por modificações na estrutura do solvente e interações devido ao 

efeito hidrofóbico (ISRAELACHVILI, 1991). 

Para análise de todas as propriedades estruturais, termodinâmicas e 

funcionais desse sistema é necessário o uso de técnicas físico-químicas otimizadas. 
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Dentre essas técnicas termodinâmicas, podemos citar algumas como: calorimetria 

isotérmica de titulação – ITC, técnicas de equilíbrio de fases (como solubilidade e 

particionamento) e propriedades coligativas. Com relação às "técnicas 

espectroscópicas", destaca-se a ressonância magnética nuclear – RMN e 

infravermelho (IR); "Técnicas de espalhamento de luz Rayleigh" e "microscopias" 

são fundamentais para a determinação do tamanho e forma de partículas bem como 

o potencial zeta dos complexos formados (DENADAI, 2005). 

A ciência supramolecular, quando trazidas ao campo da nanotecnologia, 

forma as nanopartículas supramoleculares (NPS). O sistema NPS demostra grande 

versatilidade por abordar tanto a estrutura hóspede-hospedeiro quando o conceito 

de multivalência das moléculas envolvidas (TOMIOTTO-POLLISSIER et al., 2017).  

 As características desse sistema fazem deles candidatos ideais para as 

novas tendências da biomedicina, devido à sua natureza multifuncional de permitir 

com que a carga no seu interior seja incorporada e liberada para o meio sem a 

necessidade de redesenvolvimento de todo o sistema. NPS, em resumo, são 

múltiplas cópias de “tijolos” de construção ligados por ligações não covalentes que 

resultam na montagem de “blocos de construção” ainda maiores. Um esquema 

representativo de formação das NPSs pode ser visto na figura 10, em que um 

sistema contendo ciclodextrina, um hóspede multivalente (Ad) e um agente 

monovalente para controlar o tamanho da partícula foram adicionados (DENADAI, 

2005; MEJIA-ARIZA et al., 2013). 

 

Figura 10 - Esquema representativo de formação de nanopartículas 
supramoleculares 

 
 

Fonte: Adaptado de MEJIA-ARIZA et al., 2013. 
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Nanopartículas de ciclodextrinas são hoje amplamente empregadas no 

mercado e na pesquisa farmacêutica como nanocarreadores, sendo geralmente 

associados a sistemas poliméricos ou outras modificações estruturais que 

promovem maior estabilidade, liberação em ambientes específicos ou mesmo 

sensíveis a gatilhos de temperaturas e pH. Devido à essa ampla aplicação, alguns 

trabalhos têm reportado melhorias de solubilidade e biodistribuição da associação de 

ciclodextrinas, CD e HPCD, em formulações com PZQ para o tratamento da 

esquistossomose, tanto para estudos in vitro quanto in vivo (MARAGOS et al., 2009; 

JESUS et al., 2010). 

 

1.5 CICLODEXTRINAS 

 

As ciclodextrinas (CDs) foram descobertas há mais de cem anos por Villiers 

em 1891 através da digestão de 1000 g de amido pelo Bacillus amylobacter, em que 

foram obtidos 3 g de uma substância cristalina, a qual denominou-se inicialmente de 

“celulosina”. No entanto, foi, em 1903 que essas moléculas foram primeiramente 

detalhadas em um processo de produção e isolamento por Schardinger. Apesar de 

sua descoberta e caracterização terem ocorrido há mais de um século, sua 

utilização na prática industrial é algo bem recente. As ciclodextrinas são produzidas 

como resultado da reação de transglicosilação intramolecular de degradação do 

amido pela ciclodextrina glucanotransferase (CGTase). No processo de produção 

das CDs, a enzima CGTase age principalmente na amilose, catalisando a hidrólise 

das ligações glicosídicas α-(1→4') e a subsequente reação de transglicosilação 

intramolecular ou ciclização dos oligossacarídeos; obtendo-se assim dextranas 

cíclicas como produto da reação (LOFTSSON & DUCHÊNE, 2007).   

As ciclodextrinas naturais mais conhecidas são oligossacarídeos formados 

por 6, 7 ou 8 unidades de glicopiranose unidas por ligações glicosídicas do tipo α-1-4 

(Figura 11), podendo ser chamada de -ciclodextrina, -ciclodextrina ou -

ciclodextrina respectivamente, de acordo com sua composição. São homogêneas, 

policristalinas e não higroscópicas (THOMPSON, 1997; SZEJTLI, 1998). Podem 

existir ciclodextrinas com nove ou mais unidades de glicose, no entanto, seis é o 

número mínimo para a formação desses oligossacarídeos, devido a fatores estéricos 

de formação (UEKAMA, HIRAYAMA & IRIE, 1998; SZEJTLI, 1998). 
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Figura 11 - Representação Estrutural das ciclodextrinas e unidade de glucopiranose 
 

 

 
Fonte: Adaptado de BITTENCOURT, 2016. 

 
1.5.1 Estrutura química das ciclodextrinas naturais e o uso da hidroxipropil-

beta-ciclodextrina. 

 

Devido à conformação de cadeira das unidades de glucopiranose e a 

ausência de rotação livre dessas unidades, a estrutura das CDs recebe o formato de 

cone truncado ou capsulas ocas de altura 7,9 Å (Figura 12) abertas em ambas as 

extremidades com um lado mais largo formado pelas hidroxilas secundárias nos 

carbonos C2 e C3, e uma face mais estreita, promovida pela livre rotação das 

hidroxilas primárias ligadas em C6. O interior da cavidade é delimitado pelo 

alinhamento dos átomos de hidrogênio ligados aos carbonos C3 e C5 e pelo oxigênio 

da ligação éter. Os pares de elétrons não ligantes das pontes de oxigênios estão 

direcionados para a parte interna das CDs, o que faz com que essas estruturas 

apresentem grande densidade de elétrons nessa região e se comportem como uma 

base de Lewis (KRZYSZTOF & KATARZYNA, 2008). Ao contrário do que parece, a 

cavidade interna da CD não se encontra vazia, essa está ocupada por moléculas de 

água de cristalização que vão originar vários estados de hidratação e, também, por 

moléculas de água da própria solução. Essas moléculas de água presentes na 
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cavidade das CDs podem formar ligações de hidrogênio com os grupos presentes 

na cavidade. Entretanto, devido à tensão do anel essas interações não são 

totalmente satisfeitas, resultando em ligações de hidrogênio anômalas e de alta 

energia em relação às ligações de hidrogênio convencionais, formadas entre as 

moléculas de água e as hidroxilas externas ou entre as moléculas de água da rede. 

O somatório dessas moléculas de água aprisionadas desconfortavelmente, 

juntamente com a presença de grupamentos C-H, promove um caráter hidrofóbico à 

essa região interna da molécula de ciclodextrina (LOFTSSON & DUCHÊNE, 2007). 

 

Figura 12 - Estrutura tridimensional cônica da -ciclodextrina. 
 

 

                                                                                              Cavidade hidrofóbica 

 

 

                                                            

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Na tabela 3, estão as principais características químicas das três CDs 

naturais mais comuns. A face externa das CDs apresenta um maior número de 

hidroxilas (C3-OH equatorial voltado para o exterior da cavidade e a hidroxila 

primária ligada ao carbono C6), essas hidroxilas das extremidades atribuem, à essa 

região, um caráter hidrofílico pela possibilidade de formação de ligações de 

hidrogênio com o solvente (SZEJTLI, 1988). 

 

Tabela 3 - Características das principais ciclodextrinas naturais 
 

 

Fonte: Adaptado de THOMPSON, 1997. 
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A presença de grupos hidroxilas nas extremidades favorece a solubilidade 

das CDs em água, pela possibilidade de ligações de hidrogênio. No entanto, as 

hidroxilas, posicionadas na face exterior da molécula, podem formar ligações de 

hidrogênio intramoleculares, através da interação entre o grupo ‘HO-C2’ de uma 

unidade glicopiranosídica com o grupo ‘HO-C3’ da unidade adjacente, criando uma 

cinta secundária que influencia na flexibilidade da estrutura dessas moléculas e em 

sua solubilidade em água. Quanto mais intensas e numerosas essas interações 

intramoleculares, mais rígido será o cone e consequentemente menor será a 

solubilidade, fato esse que explica em partes a reduzida solubilidade em água da 

CD que também está relacionada a propriedades termodinâmicas de entalpia e 

entropia (SZEJTLI, 1988; ASTRAY, 2009). 

Se uma outra molécula com propriedades adequadas entrar em contato com 

as CDs, ela pode interagir com a cavidade interna através de ligações não 

covalentes, podendo formar os complexos de inclusão. Essa interação fica 

conhecida como “hóspede/hospedeiro”, em inglês host-guest, em que a CD é o 

hospedeiro das moléculas hóspedes que irão interagir. Essas moléculas precisam 

deslocar as moléculas de H2O na cavidade interna da CD, para que venham a 

ocupar esse sítio, o que promove uma redução da energia do sistema. Essa redução 

da energia se deve à redução da área superficial de contato entre o solvente e o 

soluto tanto quanto uma redução da solvatação entre o solvente polar e a cavidade 

apolar da molécula. O deslocamento de moléculas de água leva a um aumento da 

entropia do sistema, devido ao ganho de liberdade rotacional e translacional das 

moléculas de H2O (SZEJTLI, 1998; LOFTSSON & DUCHÊNE, 2007). Outros fatores 

como ligações de hidrogênio, mudanças da tensão superficial e interações de Van 

der Waals também apresentam influência sobre a formação do complexo. Devido à 

ligação hóspede-hospedeiro se tratar de um equilíbrio dinâmico, esses complexos 

formados podem ser facilmente dissociados na presença de grandes volumes de 

água, promovendo a liberação lenta de princípios ativos (DEL VALLE, 2004; 

KRZYSZTOF & KATARZYNA, 2008). 

No processo de complexação, a constante de formação (K) do complexo 

apresenta importância ímpar, pois, através dela, é possível inferir sobre o grau de 

afinidade entre as duas espécies. Alguns autores defendem que apenas compostos 

com constantes na faixa de 200 a 5000 poderiam ser utilizados comercialmente, pois 

as interações seriam fortes o suficiente para garantir a integridade das formulações, 
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mas não tão fortes a ponto de impedir a dissociação no meio biológico e 

comprometer a atividade da molécula (PITHA & SZENTE, 1983). 

De acordo com o tamanho da molécula hóspede e da cavidade das CDs, 

complexos de diferentes estequiometrias podem ser formados (CD:hóspede) 1:1, 

2:1, 3:1, 1:2, 2:2 ou 1:3, sendo que dentre esses, a estequiometria 1:1 é a mais 

comum (THOMPSON, 1997; SZEJTLI, 1998; KRZYSZTOF & KATARZYNA, 2008).  

O processo de formação dos complexos de inclusão pode ocorrer de várias 

formas, dentre eles temos: 

 Co-precipitação, em que a molécula hóspede, no estado sólido, é adicionada a 

uma solução aquosa de CD formando uma suspensão que é agitada 

vigorosamente. O complexo é formado em um intervalo de 2 a 24 horas em 

temperatura ambiente, após este período, a suspensão é filtrada. O complexo, 

dissolvido no filtrado, pode ser seco em estufa ou por liofilização. Esse processo 

apresenta a vantagem de uma homogeneidade final razoável, no entanto, as 

etapas de secagem ou liofilização são longas, apresentando custos de operação 

dos equipamentos e ainda possíveis problemas com precipitação fracionada, o 

que leva a uma heterogeneidade (MOREIRA, 2016). 

 Empastagem (kneading) é um método no qual a molécula hóspede, no estado 

sólido, é adicionada a uma mistura de CD com água, sendo utilizadas apenas 0,5 

partes de água por parte de CD. O complexo sólido formado pode ser removido 

sob vácuo ou aquecimento. Esse é um método simples e barato. Mas que, em 

larga escala, demanda misturadores que têm um maior custo de operação. Ao 

final, pode ainda promover maior heterogeneidade (MOREIRA, 2016). 

 Moagem conjunta (grinding) é um método no qual uma mistura de CD e molécula 

hóspede no estado sólido são trituradas vigorosamente por um determinado 

tempo na presença de uma pequena quantidade de água até que ela evapore 

durante a mistura. A maior desvantagem desse método é o custo operacional 

final, no entanto, ele promove ótima homogeneidade (MOREIRA, 2016). 

Para se comprovar as inclusões, visando a identificação das interações 

intermoleculares, emprega-se um grande número de técnicas analíticas, sendo as 

mais usadas: análise térmica diferencial (DTA)/calorimetria de varredura diferencial 

(DSC), análise termogravimétrica (TGA), calorimetria isotérmica de titulação (ITC), 

as técnicas espectroscópicas na região do infravermelho (IV), na região do 

ultravioleta e visível (UV-Vis), ressonância magnética nuclear (RMN uni e/ou bi-
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dimensionais), além de técnicas de equilíbrio de fases como solubilidade e 

particionamento (DENADAI, 2006b; LANNA, et al. 2016). 

Além das ciclodextrinas naturais, ainda podemos encontrar derivações 

sintéticas, como é o caso da hidroxipropil--ciclodextrina (HPCD) (Figura 13), um 

derivado hidroxialquil, sendo uma alternativa às ciclodextrinas naturais por 

apresentar melhor solubilidade em água e menor toxicidade em relação à -

ciclodextrina, além de boa taxa de complexação e inclusão de moléculas em sua 

cavidade interna. Atualmente, a molécula de HPCD é comercializada sob o nome 

de MolecusolTM e/ou EncapsinTM. HPCD foi a primeira molécula derivada das CDs 

naturais aprovada pelo FDA, apresentando grande variedade de aplicações na 

indústria de alimentos, farmacêutica e agricultura (SZENTE, 1999; BREWSTER & 

LOFTSSON, 2007; ROY, 2018). 

O uso da HPCD foi patenteado quase que simultaneamente pela Janssen 

Pharmaceutica e National Institutes of Health em 1983 e 1984, respectivamente. A 

partir deste ponto, mais de 3000 artigos e 1000 patentes já foram gerados o que 

permitiu sua aceitação e publicação da monografia nas farmacopeias europeia e 

americana, sendo aprovado como excipiente (MALANGA, 2016).  

Devido às propriedades da HPCD, no melhoramento da solubilidade e 

estabilidade de formulações, inúmeros produtos já foram lançados nas mais diversas 

vias de administração tais como via oral, retal, dermatológica, ocular e parenteral. 

No entanto, de acordo com Pitha et al (1986), as moléculas de HPCD poderiam 

atuar mais amplamente no organismo, além de funcionar somente como um 

excipiente. Após serem administradas via parenteral e liberação do fármaco para o 

meio, essas moléculas não permaneceriam vazias, mas sim tenderiam a encapsular 

moléculas lipofílicas presentes no meio, como por exemplo, vitaminas e hormônios. 

Assim, em 1987, o mesmo grupo aplicou HPCD por via intravenosa para 

tratamento de hipervitaminose A, em que o indivíduo não consegue metabolizar 

quantidades suficientes de vitamina A. Esse fato foi registrado como a primeira vez 

em que HPCD foi utilizada como fármaco e não só apenas como excipiente 

(CARPENTER,1987). 

As amostras de HPCD são caracterizadas pelo grau de substituição da 

molécula, como excipiente a faixa aceitável de substituição pode variar de 0.4 a 1.5 

por unidade de glicose. No entanto, para as novas aplicações como fármaco, uma 
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caracterização mais detalhada e melhores especificações devem ser realizadas 

antes de ser aceita pelos órgãos de autoridade em cada país (MALANGA, 2016; 

PITHA et al, 1986).  

Figura 13 - Estrutura da hidroxipropil--ciclodextrina (HPCD) 

 

Fonte: ROY, 2018. 

 

1.5.2 Estabilidade e toxicidade das ciclodextrinas  

 

Como mencionado anteriormente, as CDs apresentam vantagens como 

carreadores de fármacos para o desenvolvimento de novas formulações, no entanto, 

para garantirmos essa função, fatores de segurança devem ser levados em 

consideração quando pensamos em novos excipientes que serão usados no âmbito 

farmacêutico. Portanto, uma investigação de fatores toxicológicos, farmacocinéticos 

e de estabilidade diante dos destinos biológicos deve ser explorado (MARTINS & 

VEIGA, 2002; LOFTSSON, MASSON & BREWSTER, 2004). 

A estabilidade das CDs naturais é um fator interessante a ser explorado 

mediante diferentes meios biológicos como, por exemplo, em meios alcalinos ou 

ácidos. Sabe-se que, em meios alcalinos, as CDs se mantêm, estáveis sem 

alteração de sua estrutura, no entanto, CDs naturais em solução 1M de HCL a 60 °C 

sofrem hidrólise em 6,7, 7,7 e 13,9 min para CD, CD e CD respectivamente. O 

que indica um aumento da taxa de abertura do anel das CDs em relação ao 

tamanho da molécula (IRIE & UEKAMA, 1997; JAMBHEKAR; BREEN, 2006). 

As ligações glicosídicas presentes nas CDs naturais são degradadas pelas 

mesmas enzimas de degradação de amido. Essa degradação é bem mais lenta em 

relação à degradação dos açucares de cadeias lineares. Em geral, as CDs são 

hidrolisadas pelas enzimas -amilase que quebram as ligações -1,4. A exemplo, 
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temos a amilase salivar e a pancreática que são capazes de hidrolisar as CDs com 

uma reatividade crescente na ordem CD < CD << CD.  

No entanto, uma substituição nos grupos hidroxila da molécula reduz essa 

taxa de degradação pelas enzimas, reduzindo a afinidade das CDs pelo sítio 

enzimático ou a reatividade intrínseca das enzimas. Por outro lado, em alguns 

mamíferos, como ratos, coelhos, cães e humanos as CDs são muito pouco 

hidrolisadas por essas enzimas (IRIE & UEKAMA, 1997). 

A grande maioria das linhagens bacterianas isoladas do colón humano são 

capazes de degradar as CDs naturais, usando essas como fonte principal de 

carbono para seu crescimento. O que gera uma afinidade das CDs por essa região, 

sendo possível o uso desses carreadores como vantagem para a entrega de 

fármacos na região do colón. O estudo farmacocinético sobre as diferentes vias de 

administração in vivo das CDs é um fator importante para se saber a dose, tempo de 

meia vida e principais vias de eliminação. A administração intravenosa das CDs 

apresenta excreção principalmente renal, a CD e CD são excretadas praticamente 

intactas, enquanto a CD sofre um processo de degradação extenso. Sendo assim, 

a eliminação de CD é fortemente dependente da função renal o que pode gerar 

efeitos indesejáveis sobre o rim (IRIE & UEKAMA, 1997; DEL VALLE, 2004).  

A viabilidade de CDs em formulações orais já é bem estabelecida tanto no 

Japão quanto por toda Europa. No entanto, sua absorção gastrointestinal é bem 

limitada devido ao grande volume de sua molécula e sua natureza hidrofílica, sendo 

assim, o mais provável é que essas moléculas volumosas atuem carreando as 

moléculas hospedes até o local de absorção, mas permanecendo no trato 

gastrointestinal posteriormente (CAL; CENTKOWSKA, 2008). Tanto a CD quanto a 

CD demonstraram ser bem resistentes ao pH ácido do estômago e as enzimas 

amilases pancreáticas e salivares, no entanto, a CD sofre um intenso processo de 

hidrólise na região do colón, devido às bactérias mencionadas anteriormente. Outras 

vias de absorção também já foram exaustivamente avaliadas, como as mucosas. O 

uso dessas moléculas foi muito positivo para o melhoramento da absorção 

transmucosa de peptídeos e proteínas devido à redução de barreiras metabólicas e 

físicas, como, por exemplo, pela via nasal. Nesse mesmo sentido, as CDs também 

apresentam um melhoramento da absorção de fármacos através da via pulmonar, 
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indicando que a fraca barreira física de mucosa pulmonar, em modelos in vivo, 

permite a absorção de CDs para o sistema circulatório (IRIE & UEKAMA, 1997). 

As ciclodextrinas também podem auxiliar na absorção transdérmica de 

fármacos melhorando sua solubilidade, estabilidade, liberação e/ou permeação. 

Como exemplo de formulações já conhecidas com o uso de ciclodextrinas para tais 

fins, temos o uso de CD com miconazol, CD com clorafenicol, betametasona, 

Indometacina e piroxican, sendo que, nesses casos, elas atuaram melhorando a 

liberação e/ou permeação do fármaco. O fato é que as ciclodextrinas são grupos de 

moléculas hidrofílicas e bastante volumosos de 1000 até 1500 Da, sendo sua 

absorção através da pele algo de uma dificuldade considerável. Assim, as CDs 

atuam de inúmeras formas melhorando essa absorção dos fármacos por 

mecanismos diferentes, como melhora da solubilidade do ativo em um veículo ou 

geralmente como um transportador. A combinação de ciclodextrinas com promotores 

de permeação também é uma estratégia de grande vantagem que eleva a absorção 

do fármaco no local (MARTINS; VEIGA, 2002; CAL; CENTKOWSKA, 2008). 

Geralmente, nessa associação, o fármaco hidrofóbico é distribuído por toda 

superfície da membrana (pele, mucosa ou córnea) e a ciclodextrina por apresentar 

baixa afinidade por essa membrana continuará no veículo. Assim dificilmente as 

ciclodextrinas são absorvidas através da pele, ou seja, apenas a fração de fármaco 

livre vai sendo absorvida. Logo, temos um equilíbrio dinâmico entre o fármaco 

complexado com fármaco livre, em solução (Figura 14) (CAL; CENTKOWSKA, 

2008). 

 
Figura 14 - Modelo de penetração de um fármaco através da pele com auxílio de 

formulação aquosa de ciclodextrina 
 

Fonte: Adaptado de MARTINS; VEIGA, 2002. 
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    Devido ao baixo índice terapêutico de algumas drogas antitumorais e ao 

fato de que essas moléculas citotóxicas podem causar danos não só às células 

cancerígenas, mas, também, as células saudáveis, as ciclodextrinas podem ser 

empregadas nesses modelos de tratamento com intuito de uma redução desses 

impasses. Com o objetivo de reduzir essa toxicidade e ainda promover melhorias na 

solubilidade e biodisponibilidade, as ciclodextrinas já foram utilizadas amplamente 

na pesquisa médica para diversos esquemas de complexação com fármacos (IRIE & 

UEKAMA, 1997; JIANG, 2011). 

 Como exemplo, temos a 9-nitro camptotecina que, através da complexação 

com HPCD, promoveu melhorias da atividade antitumoral e redução da toxicidade 

(JIANG, 2011). A cisplatina, em HPCD, que gerou menor toxicidade e maior 

solubilidade e ainda o paclitaxel em CD, o qual através da formação do complexo 

de inclusão promoveu maior capacidade de carregamento ou loading em relação ao 

fármaco livre. Vários outros modelos, em ciclodextrinas modificadas, também já 

foram desenvolvidos, o que, em resumo, acabou promovendo melhorias de 

solubilidade, biodisponibilidade, tempo de meia vida e, principalmente, redução da 

toxicidade de alguns fármacos (BALAJI, 2009). 

O uso das ciclodextrinas, em diversos tipos de formulações no mercado, 

através tanto das vias enterais quanto parenterais, faz com que sua avaliação 

toxicológica seja um fator de referência para indicar qual a melhor forma de 

administração e qual a melhor estratégia a se adotar para um estudo de suas 

aplicações. A administração oral das CDs praticamente não apresenta riscos 

toxicológicos, devido ao fato de que as CDs não são absorvidas pelo trato 

gastrointestinal. Doses elevadas como 18,8 g/kg foram administradas em ratos e 

nenhuma mortalidade foi observada. Porém, a administração intravenosa de altas 

quantidade das CDs naturais pode levar a alterações no túbulo proximal dos rins, 

gerando nefro toxidade (IRIE & UEKAMA, 1997). Outros estudos em ratos revelaram 

que as doses letais, no caso de administração intravenosa (LD50) das CDs, foram de 

1000, 788 e 3750 mg/kg para CD, CD e CD, respectivamente. No entanto, 

modificações na estrutura das CDs pode ser uma alternativa plausível para redução 

da toxicidade. HPCD demonstrou baixa toxicidade quando administrada por via 

parenteral mesmo em doses elevadas e ainda os efeitos sobre os rins foram 

reversíveis com redução da nefrotoxicidade (DEL VALLE, 2004; MARTINS; VEIGA, 
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2002). Por via intraperitoneal, HPCD foi testada em doses de 10 mg/kg em modelo 

murino e nenhuma mortalidade foi observada. Em coelhos, concentrações variando 

de 50 – 400 mg/kg por via intravenosa e nenhuma toxicidade, nem mesmo em 

animais grávidos, foi observado. Em modelos humanos, por administração 

intravenosa, doses agudas que chegaram a 3 g a uma taxa de 100 mg/mL, foram 

avaliadas e nenhum efeito adverso foi observado durante e após ensaio (IRIE & 

UEKAMA, 1997). 

 Sabe-se hoje que existem diversas características que fazem com que esses 

açucares cíclicos sejam interessantes para alojar e transportar outros compostos, 

como, por exemplo, estrutura química conhecida, biocompatibilidade, baixa 

toxicidade, diferentes formas de inclusão nas cavidades, proteção das moléculas 

hóspedes e relativa melhoria na solubilidade (RAJEWSKI; STELLA, 1996; SZEJTLI, 

1998; UEKAMA, HIRAYAMA & IRIE, 1998; DE JESUS et al., 2010). 
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2 OBJETIVOS 

  2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a atividade 

esquistossomicida da cnicina e de seus complexos de inclusão em ciclodextrinas. 

  2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Realizar o isolamento da cnicina a partir do extrato de C. benedictus; 

 Realizar a identificação da cnicina por métodos espectroscópicos; 

 Preparar os complexos de inclusão da cnicina em CD e HPCD; 

 Caracterizar a formação dos complexos obtidos, em fase sólida. 

 Determinar os parâmetros termodinâmicos da interação Cn/CD e Cn/HPCD.  

 Avaliar o efeito das ciclodextrinas na formação de nanoprecipitados hidrofóbicos 

em mistura de solventes. 

 Avaliar a atividade citotóxica da cnicina bem como dos complexos de inclusão 

em ciclodextrina Cn/CD e Cn/HPCD. 

 Avaliar a atividade biológica esquistossomicida in vitro e in vivo da cnicina e dos 

seus complexos nanoestruturados em ciclodextrinas. 

 Avaliar a atividade dos complexos de inclusão e da cnicina para oograma e OPG; 

bem como peso médio dos órgãos, fígado e baço, dos animais tratados e não 

tratados. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratórios: Núcleo 

de Identificação e Pesquisa em Princípios Ativos Naturais (NIPPAN) da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, Departamento de Química da Universidade Federal de Juiz 

de Fora, Laboratório de Físico Química e Fluidos, na Universidade Federal de Juiz 

de Fora, Campus Governador Valadares; laboratório Núcleo de Pesquisa em 

Doenças Negligenciadas (NPDN) - Universidade de Guarulhos, São Paulo, SP e 

laboratório do Núcleo de pesquisas em parasitologia (Nupep) do Instituto de 

Ciências Biológicas da UFJF. O resumo de todos os processos utilizados na 

caracterização da Cn bem como, caracterização dos complexos supramoleculares, 

está descrito na figura 15.  

Para execução dos métodos foram utilizados os seguintes equipamentos: 

 NIPPAN 

 Balança analítica: marca Marte, modelo BL320H;  

 Balança analítica: marca Marte, modelo AY220;  

 Bomba a vácuo: marca Prismatec, modelo 132;  

 Rotaevaporador: marca Buchi, modelo RII;  

 Bomba a vácuo: marca Buchi, modelo V-700;  

 Banho ultratermostático: marca Cientec, modelo CT-281-28;  

 Estufa com circulação e renovação de ar: marca Solab, modelo SL102;  

 Lanterna de emissão de radiação ultravioleta: marca Boitton.  

 Coluna de vidro para cromatografia à vácuo de 10 cm de diâmetro, contendo 

placa de 2,5 cm de espessura.  

 CentralBio 

 Ultrassom: marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2;  

 Microcentrífuga: marca Kasvi;  

 Bomba a vácuo: marca Gast, modelo DOA-P704-AA;  

 Cromatógrafo de fase líquida de alta eficiência de bomba binária: marca Waters, 

modelo 1525; injetor automático: marca Waters, modelo 2707; Detector de 

arranjos de diodos (DAD): marca Waters, modelo 2998;  
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 Cromatógrafo de fase líquida de ultra eficiência de bomba quaternária com injetor 

automátivo: marca Waters, modelo Acquity CLUE H-Class; Detector de 

espectrometria de massas com analisador de massas do tipo quadrupolo 

acoplado a “time of flight” marca Waters, modelo Xevo G2-S.  

Laboratório de Físico-Química e Fluidos 

 Espectrômetro de infravermelho médio da Perkin Elmer, com transformada de 

Fourier, modelo Spectrum TwoTM, (ATR) da marca PIKE acoplado ao 

espectrômetro; 

 Zetasizer Nano ZS90 da Malvern; 

 Microcalorímetro VP-ITC da Microcal; 

Departamento de Química da UFJF  

 RMN Brucker Avance III, 500 MHz; 

Foram utilizados solventes de grau P.A. das marcas Vetec, Cromato Produtos 

Químicos LTDA, Quimis, Isofar e Alphatec. Para realização do processo de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) foram utilizados água ultra 

purificada e metanol (MeOH) grau CLAE da marca J. T. Baker.  

Para a realização de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizaram-se 

cromatoplacas de sílica gel 60 GF254 (Merck). A revelação dessas foi obtida por 

meio de irradiação no ultravioleta (UV) (254 e 366 nm), bem como do revelador 

químico, solução de anisaldeído sulfúrico. 

Para a realização de cromatografia líquida a vácuo (CLV), foram utilizadas 

como adsorventes sílica PF254: sílica 60H: sílica 70-230 mesh, na proporção de 

1:1:4 (m/m), além de bomba a vácuo e coluna de vidro com 10 cm de diâmetro e 30 

cm de altura, possuindo placa sinterizada. 

Para cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), foram utilizadas coluna 

analítica de fase reversa (Sun Fire C18; 4,6 x 250 mm; 5 μm), na presença de pré-

coluna (Sun Fire C18; 4,6 x 20 mm; 5 μm). 

Para cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE), foi utilizada coluna 

analítica de fase reversa (Acquity BEH C18; 2,1 x 100 mm; 1,7 μm), na presença de 

pré-coluna (Acquity BEH C18; 2,1 x 5 mm; 1,7 μm). 

Para a obtenção dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 
13C utilizou-se Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) da marca Cambridge Isotope 

Laboratories. 



43 
 

As ciclodextrinas, marca Sigma, utilizadas no processo de produção dos 

complexos de inclusão, tanto CD quanto HPCD, foram obtidas no Laboratório de 

Físico-Química e Fluidos sob orientação do Prof. Dr. Ângelo Márcio Leite Denadai. 
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Identificação química Formação dos Complexos de 

Caracterização em estado sólido Caracterização em solução/suspensão 

Figura 15 - Fluxograma geral dos ensaios de obtenção e 

Cn/HPCD caracterização da Cn, 

e Cn/CD.  

 

 

 

Ensaios biológicos 

Cnicina  

Cromatografia líquida 

a vácuo (CLV) 

Identificação da presença da 

cnicina no extrato por CLUE-MS-

Q-TOF 

Lavado glandular 

diclorometano: etanol (9:1) 
15 g de 

CLAE-DAD (254 nm) 

RMN de 13C e 1H 

ESI-MS-Q-TOF 

Cn/CD Cn/HPC

Infravermelho (IV) Titulação calorimétrica isotérmica (ITC) Espalhamento de luz (DLS) Potencial Zeta 

C. benedicta 

Fonte: Autor, 2019. 
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3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL 

 

Todas as etapas de extração e identificação da cnicina, a partir do material 

vegetal de C. benedicta, foram realizadas no Núcleo de Identificação e Pesquisa de 

Princípios Ativos Naturais – NIPPAN, localizado na Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Para esta finalidade, as partes aéreas de C. benedicta foram coletadas no 

horto da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Juiz de Fora em 16 de 

agosto de 2017. A exsicata encontra-se depositada no Herbário Leopoldo Krieger 

(CESJ) do Instituto de Ciências Biológicas da UFJF, sob o número de tombo CESJ 

71393. 

 

3.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO DE Centaurea benedicta PELO MÉTODO DE 

LAVAGEM FOLIAR  

Para obtenção do extrato, 1500 g de folhas íntegras da espécie foram 

submetidas ao processo de lavagem foliar em mistura de diclorometano: etanol (9:1 

v/v), seguindo metodologia adaptada de De Almeida (2016). As partes aéreas de C. 

benedicta foram mergulhadas em béquer, contendo a mistura de solventes, durante 

30 segundos e, em seguida, o solvente foi filtrado. Esse procedimento foi repetido 

mais duas vezes com o mesmo material. Os filtrados foram recuperados e 

rotaevaporados até a obtenção de 15 g do extrato das partes aéreas de C. 

benedicta. 

 

3.2.1 Identificação química da Cnicina no extrato de C. benedicta por CLUE-

MS-Q-TOF 

 

Para análise da composição química do extrato obtido e verificação da 

presença da cnicina, foi realizada a análise por CLUE-MS-Q-TOF. 

 Foram pesados em torno de 100 mg do extrato e foram adicionados 1 mL de 

metanol (MeOH) LC-MS para solubilizar e posterior análise. O tubo de plástico 

eppendorf, contendo a solução com extrato, foi levado até o aparelho de ultrassom e 

aquecidos a 35 °C por 15 min, facilitando o processo de solubilização dos 

compostos mais polares na amostra. Em seguida, as amostras foram centrifugadas 
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em microcentrífuga por 5 min a 10.000 rpm. Após essa etapa, o sobrenadante foi 

retirado e transferido para outro tubo onde 10 L de água ultrapura foram 

adicionados para facilitar uma possível precipitação de impurezas nesta etapa. As 

amostras em novos tubos foram centrifugadas novamente por 5 min a 15.000 rpm. O 

sobrenadante foi coletado novamente e filtrado em unidade filtrante de poro 0,22 μm. 

A amostra e o branco (metanol + água) foram levadas para análise em CLUE-MS-Q-

TOF. 

Para separação dos componentes da amostra, foi usado o sistema de 

cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE) com uma coluna Waters Acquity 

CLUE BEH C-18 2.1mm x 100 mm, 1.7m. A eluição foi feita por gradiente com fluxo 

linear de 400 L/min e como solvente A foi utilizada a água purificada (filtração Milli-

Q) com 0,1 % de ácido fórmico e como fase móvel B a acetonitrila (grau 

cromatográfico), sendo o volume de injeção de 0,15 L. Os valores do gradiente 

estão descritos na tabela 4 abaixo: 

Tabela 4 - Gradiente utilizado durante a análise por CLUE-MS-Q-TOF 
 

Tempo 
(min) 

Fluxo (mL/min) %A %B 

Inicial 0,4 95 5 
2 0,4 95 5 

14 0,4 2 98 
16 0,4 2 98 
20 0,4 95 5 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Foi usado o espectrômetro de massas da marca XEVO G2- ESI-Q-TOF 

híbrido, contendo dois analisadores, um quadrupolo e um por tempo de voo (TOF) 

de alta resolução. As condições de ESI- MS foram realizadas em modo negativo 

com as seguintes especificações: voltagem no cone de 40V, Capilar de 3 kV, a 

temperatura de dessolvatação foi de 450 °C, fluxo do gás de 50 L/hr, energia inicial 

de colisão foi de 6V para geração do íon precursor e taxa de fluxo de infusão 400 

L/min. Para as análises MS/MS, foi estabelecido a taxa de variação de m/z entre 

100 – 1000, a energia de colisão em MS/MS foi feita em modo rampa variando de 
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15-30 eV. Para garantir a precisão da massa e reprodutibilidade, leucina encefalina 

(m/z 554,2615 em modo negativo) foi utilizado como o lock mass de referência. 

 

 

3.2.2 Isolamento da cnicina  

Com o objetivo de separação dos constituintes presentes no extrato e, 

principalmente, com foco no isolamento da cnicina, 15 g do extrato foram 

submetidos ao fracionamento cromatográfico por cromatografia líquida a vácuo 

(CLV) (Figura 16). A fase móvel de escolha foi fundamentada no perfil de separação 

obtido por cromatografia em camada delgada (CCD), sendo utilizada mistura de 

clorofórmio (CHCl3): metanol (MeOH) com aumento crescente de polaridade, 

conforme Tabela 5. Foi utilizada mistura de sílicas adsorventes para composição da 

coluna CLV (300 g de sílica 40 - 63 m mais 100 g de sílica 70-230 m). A amostra 

foi aplicada juntamente com Celite, atingindo altura de 0,8 cm. Durante a eluição 

todas as frações foram analisadas e acompanhadas por CCD clorofórmio: metanol 

(95:5 v/v) usando reagente revelador Vanilina sulfúrica e reagente de Lieberman 

Burchard a 365 nm. Após eluição, um precipitado branco foi obtido na fração 8 

(eluída com MeOH 5 %). Este precipitado foi analisado por CLAE e RMN 1H e 13C, 

confirmando a estrutura do mesmo como sendo a cnicina. O resumo do processo de 

isolamento da cnicina encontra-se no esquema da figura 17. 

 

Tabela 5 - Esquema de CLV aplicada ao extrato de C. benedicta 
 

Fração Fases móveis Proporção Volume de 
solvente usado 

1 e 2 Clorofórmio 100 4 L 
3,4 e 5 Clorofórmio: MeOH 98:02 4,1 L 
6,7 e 8 Clorofórmio: MeOH 95:05 5,75 L 

9 Clorofórmio: MeOH 90:10 1 L 
10 MeOH 100 1 L 

 

Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 16 - Cromatografia Líquida a Vácuo realizada durante o processo de 
separação 

 

Fonte: Autor, 2018. 
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Clorofórmio: MeOH 95:5 365nm 

    (lieberman Burchard) 

 

            

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Clorofórmio: MeOH 95:5 365nm 

Lieberma Burchard 

Clorofórmio: MeOH 95:5 

CHCl3: MeOH 

CHCl3: MeOH MeOH 100 %
CHCl3: MeOH 

CHCl3 100 % 

Fração 9 Fração 10 Fração 6 Fração 7 

Clorofórmio: MeOH 95:5 

Fração 2 Fração 3 Fração 5 Fração 4 

CLV 

Precipitado (Cnicina) 

Figura 17- Esquema de isolamento da cnicina a partir do lavado de C. benedicta 

As placas de CCD bem como os 

reveladores indicados para a cnicina, 

tempo de retenção e Rfs foram calculados 

e comparados com valores da literatura 

(BERGER & SICKER, 2009). 

Fração 8 
Fração 1 

                                                               Fonte: Autor, 2019 

        *A fração 8 foi subdividida em 7 outras subfrações, de onde foi obtido a cnicina. 
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3.2.3 Análise do precipitado obtido no processo de isolamento por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

O precipitado branco obtido ao final da CLV foi submetido a análise por CLAE 

em coluna de fase reversa C18 (4,6 mm x 250 mm, 5mm), fluxo de 1mL/min, volume 

de injeção foi 30 μL e a temperatura da coluna foi mantida a 40ºC. A análise de 

dados foi feita a partir do Software Empower 3, a partir da varredura (190 – 400 nm) 

foi selecionado o comprimento de onda de 245 nm para leitura, sendo que o 

gradiente de eluição consistiu de fase binária composta de água (H2O) (acidificada 

com ácido acético glacial) e metanol seguindo a tabela 6 abaixo: 

 

Tabela 6 - Gradiente de eluição em CLAE 
 

Tempo (min) Fluxo %H2O %MeOH 
Inicial 1.00 60.0 40.0 
40.00 1.00 0.0 100 
45.00 1.00 0.0 100 
46.00 1.00 60.0 40.0 
60.00 1.00 60.0 40.0 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

A amostra foi preparada para injeção no sistema CLAE através de 

solubilização em MeOH, com auxílio de banho ultrassônico aquecido a 35º C por 15 

minutos. Em seguida, foi diluída com água até obter a proporção de 9:1 v/v 

(metanol:água). A amostra foi centrifugada em microcentrífuga por 5 minutos a 

10.000 rotações por minuto (rpm) e filtrada em unidade filtrante de poro 0,45 μm. 

 

3.3 IDENTIFICAÇÃO DA CNICINA 

 

A amostra pura obtida anteriormente foi analisada por RMN de 1H (500MHz) e 
13C (125 MHz), utilizando espectrômetro de RMN BRUKER AVANCE III, localizado 

no Departamento de Química do Instituto de Ciências Exatas (ICE) da UFJF e 

operado a 500 MHz. O solvente utilizado foi o dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) 
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para o composto e tetrametilsilano (TMS) como referência interna. Os dados obtidos 

foram tratados no programa MestReNova e comparados com dados obtidos na 

literatura. Além disso, a identificação do precipitado branco como sendo a cnicina, foi 

realizada também por espectrometria de massas (EM) em modo positivo e negativo 

de análise utilizando o mesmo equipamento e nas mesmas condições mencionadas 

anteriormente no item 3.2.1. 

 

3.4 PREPARO DOS COMPLEXOS DE INCLUSÃO COM CICLODEXTRINA E 

CNICINA 

 

Os compostos de inclusão foram preparados usando quantidades 

equimolares da molécula hóspede e CD pelos métodos de co-

precipitação/liofilização com adaptações (CAO; GUO; PING, 2005; CHOWDARY; 

SHANKZR; TANNIRU, 2014; PATIL et al., 2010). O roteiro utilizado está descrito a 

seguir e esquematizado na figura 18. 

Em béqueres separados foram solubilizadas a molécula hóspede e a CD 

utilizando, respectivamente, 15 mL de etanol e 35 mL de água, os solventes 

escolhidos foram baseados em testes prévios de solubilidade das moléculas. Em 

seguida, a solução da molécula hóspede foi vertida para o béquer contendo a 

solução aquosa de CD, sob agitação, e a suspensão formada permaneceu assim 

por 24 h. Depois, essa suspensão foi rotaevaporado para retirada do etanol e, por 

fim, congelada a -80 ºC e submetida à liofilização para obtenção do composto de 

inclusão desejado. O mesmo processo foi repetido para a molécula hóspede 

HPCD. 
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Figura 18 - Esquema de preparo do complexo de Inclusão 
 

 

 

Fonte: Adaptado de BITTENCOURT, 2016. 

 

3.4.1 Preparo das misturas mecânicas 

 

As misturas mecânicas foram preparadas usando quantidades equimolares 

da molécula hóspede e CD, sendo os sólidos, após pesagem, levemente 

homogeneizados em gral de ágata com auxílio de pistilo. Posteriormente, as 

misturas foram acondicionadas em tubos eppendorf® e armazenadas em geladeira. 

Na figura 19, está apresentada uma representação esquemática da preparação. 

 
Figura 19 - Esquema de preparo da mistura mecânica (MM) 

 

 

 

Fonte: adaptado de BITTENCOURT, 2016. 
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3.5 CARACTERIZAÇÃO FISICO-QUÍMICA DOS COMPOSTOS DE INCLUSÃO NO 

ESTADO SÓLIDO 

 

3.5.1 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho (IV) 

 

Os espectros na região do infravermelho médio (4000 a 400 cm-1) dos 

compostos puros, da CD, das misturas mecânicas (MM) e dos compostos de 

inclusão (CI’s) foram registrados em um equipamento da Perkin Elmer, com 

transformada de Fourier, modelo Spectrum Two TM, a partir de pastilhas contendo 

KBr. Os espectros foram obtidos como a média de 16 varreduras consecutivas, com 

resolução de 2 cm1 e intervalo de onda de 4000 a 400 cm-1. Para a aquisição e 

processamento dos espectros, foi utilizado o programa Perkin Elmer Spectrum ES 

(versão do aplicativo: 10.03.08.0133). A figura 20 representa o esquema do 

experimento. Os dados foram exportados para o Microcal Origin 8.0 para edição. 

 

Figura 20 - Esquema de obtenção do espectro de Infravermelho 

 

Fonte: Adaptado de BITTENCOURT, 2016. 

 

3.6 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DE COMPOSTOS DE INCLUSÃO EM 

SOLUÇÃO/SUSPENSÃO 

 

3.6.1 Titulação calorimétrica isotérmica 

 

Os parâmetros físico-químicos envolvidos na formação dos compostos de 

inclusão em solução foram determinados a partir da titulação calorimétrica 
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isotérmica, envolvendo o sistema molécula hóspede e CD, a 25 °C. O experimento 

foi realizado utilizando um microcalorímetro VP-ITC da Microcal (Figura 21) e os 

seguintes parâmetros experimentais: rotação de 300 rpm, tempo de injeção de 2 s, 

tempo de equilíbrio de 5 min, 51 injeções automáticas de 5 μL de titulante em 1,5 mL 

do titulado.      

A primeira injeção de 1 μL foi descartada a fim de eliminar os efeitos de 

difusão de material da seringa para a cela e vice-versa. O titulante consistiu na 

solução da molécula hóspede a 30 mM em DMSO:H2O (90:10 v/v). Já o titulado foi a 

solução de CD a 2 mM no mesmo solvente. Os experimentos de referência 

(branco) consistiram de titulação da molécula hóspede a 30 mM em 1,5 mL de 

DMSO:H2O (90:10 v/v). Após os experimentos, as curvas de titulação foram 

subtraídas dos respectivos brancos a fim de se eliminar matematicamente os efeitos 

de interação dos compostos com o solvente. Os experimentos foram realizados em 

duplicata e o tratamento dos dados executado com o auxílio do programa Microcal 

Origin 6.0. 

 

Figura 21- Esquema representativo de um Microcalorímetro para análise VP-ITC 

 

Fonte: Adaptado de BITTENCOURT, 2016. 

 

3.6.2 Análise por Condutividade elétrica, Espalhamento de Luz (DLS) e 

Potencial Zeta (ZP) 

 

O caráter nanométrico dos compostos puros e seus respectivos compostos de 

inclusão foi avaliado por medidas de tamanho de partículas (diâmetro hidrodinâmico 
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– Dh) por espalhamento de luz dinâmico (DLS). Os experimentos foram realizados 

em um módulo fotométrico de DLS, Zetasizer Nano ZS90 da Malvern, a 25 oC, com 

termostatização via sistema Peltier. As amostras foram inseridas em cubeta de 

polietileno de 1 cm de caminho óptico, padrão Malvern, e submetidas a um feixe de 

luz monocromático (Laser He-Ne de 4mW e comprimento de onda de 633 nm), com 

intensidade de luz espalhada medida a um ângulo de 90o. O Diâmetro hidrodinâmico 

(Dh) foi determinado pela média de cinco medidas independentes, cada uma delas 

obtida a partir da média de 5 contagens. Nesse caso, foram pesados 1 mg do 

composto puro e quantidade equimolar do composto de inclusão e ambos 

solubilizados em 500 μL de DMSO cada. A seguir, foram realizadas 25 injeções de 

20 μL da solução em 2 mL de água Milli-Q. O tratamento dos dados foi executado 

com o auxílio do programa Microcal Origin 8.0. Para determinação da energia 

potencial normalizada pela carga superficial das partículas ou potencial zeta (ZP), 

foram utilizadas suspensões similares às utilizadas no experimento de tamanho 

hidrodinâmico citado acima. Cada uma das suspensões foi vertida em uma cubeta 

de vidro, a qual é imersa a célula de medida (Dip Cell) e avaliada pelo módulo 

Zetasizer Nano-ZS 90 através da técnica de micro-eletroforese laser-doppler 

(MELD), com ângulo de espalhamento de luz a 173o e DDP alternada 10 V, a partir 

dos valores de mobilidade eletroforética, calculado pelo modelo de Smoluchowski. 

Assim como o diâmetro hidrodinâmico, o valor final do potencial zeta foi calculado 

como a média de 5 medidas independentes com 5 contagens cada e o tratamento 

dos dados executado com o auxílio do programa Microcal Origin 8.0. 

 

3.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO 

 

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no laboratório do Núcleo de 

pesquisas em parasitologia (Nupep) do Instituto de Ciências Biológicas da UFJF, em 

parceria com a professora Dra. Elaine Soares Coimbra. Camundongos BALB/c 

foram inoculados por via I.P com 2 mL de tioglicolato 3 %, 72 horas antes da 

eutanásia. Em seguida, foram eutanasiados para a realização do lavado peritoneal, 

em que foram injetados, no peritônio de cada animal, 6 mL de solução de Hank’s 

estéril, sendo que em cada camundongo, o processo foi repetido para recuperar um 

maior número de células. A solução obtida do lavado peritoneal foi centrifugada a 

1200 rpm (centrífuga Thermo Fisher Scientific D37520) por 10 minutos, e as células 
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foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 e contadas em câmara de Neubauer. 

Após a contagem, as células foram suspensas em meio RPMI-1640, suplementado 

com 10 % de SBF e 0,5 % de penicilina/estreptomicina, na concentração de 2x106 

células/mL e foram transferidas para placas de 96 poços. As placas permaneceram 

por 24 horas em estufa com 5 % de dióxido de carbono (CO2) a 37 ºC, para a 

adesão dos macrófagos. Em seguida, cada poço foi lavado com PBS estéril para a 

retirada das células não aderidas e os compostos foram adicionados em diferentes 

concentrações. As placas foram transferidas novamente para estufa com 5 % de 

CO2 a 37 ºC, onde permaneceram por 72 horas. Posteriormente, foram adicionados, 

em cada poço, 10 µL de MTT (MOSSMAN, 1983) a 5 mg/mL. Após 2 horas, a 

reação foi interrompida pela adição de 100 µL de isopropanol/HCl (solução a 0,7 %) 

e a leitura foi realizada em espectrofotômetro (Multiskan EX) a 570 nm. Os testes 

foram realizados em duplicatas e em alguns poços, não houve adição de compostos 

(controle). Os resultados foram calculados como porcentagem de morte dos 

macrófagos em relação ao controle. Foi então determinado o CC50 (concentração 

citotóxica que mata 50 % das células) de cada amostra com o auxílio do programa 

GraFit5. 

 

 3.8 ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO 

 

Os ensaios in vitro foram efetuados no Núcleo de Enteroparasitos do Instituto 

Adolfo Lutz (IAL, São Paulo, SP), sob a colaboração e supervisão do Prof. Dr. Josué 

de Moraes. Todos os ensaios foram submetidos e aprovados pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA), número 05/2015. 

 

3.8.1 Linhagem do S. mansoni e animais hospedeiros utilizados 

 

A linhagem de Schistosoma mansoni Sambon, 1907, utilizada neste trabalho, 

foi a linhagem BH (Belo Horizonte, MG), mantido no laboratório Núcleo de Pesquisa 

em Doenças Negligenciadas (NPDN) - Universidade de Guarulhos, São Paulo, SP. 

Os parasitos foram mantidos em caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818 

(hospedeiro intermediário) e camundongos Swiss como hospedeiros definitivos. Os 

caramujos são procedentes de Barreiro de Baixo (Belo Horizonte, MG, Brasil), 



57 
 

mantidos em aquários de polietileno (55x22x17 cm) com cerca de 20 litros de água 

desclorada, temperatura de 24 oC, alimentados com alface fresca.    

Os camundongos swiss foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 34 x 

16 cm) com tampa metálica e alimentados com ração e água ad libitum. Esses 

roedores eram recém desmamados, fêmeas, com massa de aproximadamente 20 g 

e 21 dias de idade. Os animais foram acomodados em maravalha com duas trocas 

semanais.  

  

3.8.2 Manutenção do ciclo de vida do S. mansoni  

 

Miracídios foram recolhidos de um macerado hepático, de camundongos 

previamente infectados, para posterior reinfecção de caramujos (PELLEGRINO; 

KATZ, 1968). Após 30 a 40 dias de infecção, os caramujos são expostos à água 

declorada e luz artificial por 2 a 3 horas, para a liberação de cercárias. As cercárias 

são concentradas para a infecção dos camundongos (PELLEGRINO; KATZ, 1968). 

Os camundongos swiss foram infectados por meio de injeção subcutânea (seringa 

de 1 mL) com cerca de 80 cercárias. Após 49 dias de infecção os animais foram 

sacrificados em câmara de CO2 e perfundidos (os animais foram seccionados 

longitudinalmente na região ventral)  com meio RPMI 1640 (Roswell Memorial Park 

Institute, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) com L-glutamina, vermelho de fenol e 

heparina sódica 5 UI/mL (Liquemine®, Roche, São Paulo, SP, Brasil), através do 

sistema porta hepático (a veia porta foi seccionada e com auxílio de uma agulha 

acoplada em bomba peristáltica) para a recuperação dos vermes adultos de S. 

mansoni.  

O ciclo de vida do parasito foi mantido e os vermes e ovos foram recuperados 

devido a metodologias já descritas na literatura (SMITHERS; TERRY, 1965; 

PELLEGRINO; KATZ, 1968).  

 

3.8.3 Preparo das amostras para ensaio 

 

As amostras foram acondicionas em microtubos de polipropileno de 

capacidade de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e mantidos à temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz e umidade. Para diluir e solubilizar as amostras foi 
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utilizado dimetilsulfóxido (DMSO, Merck) e adicionou-se meio RPMI 1640 para obter 

as concentrações de 100, 50, 25 e 12,5 μM, sendo que a concentração final de 

DMSO não foi superior a 0,5 %. O controle positivo (PZQ 2 μM) foi preparado da 

mesma forma. 

 

3.8.4 Ensaios in vitro com vermes adultos de S. mansoni 

 

Inicialmente, os vermes foram lavados com meio RPMI 1640 contendo 

penicilina 200 UI/mL (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e estreptomicina 200 μg/mL 

(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), em placa de Petri de polietileno estéril (90 mm x 15 

mm). Posteriormente, os parasitos foram transferidos para placas de cultura de 

células com 24 poços contendo 1 casal por poço em 2 mL do meio RPMI 1640, 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e 

tamponado com HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich).  

Em seguida, as amostras para teste de atividade, tanto extrato quanto cnicina 

foram adicionadas e os parasitos foram incubados em estufa (Thermo Scientific 

8000 WJ, CA, EUA) a 37 ºC e atmosfera de CO2 a 5 %. Para cada grupo 

experimental, utilizou-se um grupo controle negativo (casais de parasitos cultivados 

somente em meio RPMI 1640 com NLS-B ou meio RPMI 1640 com DMSO a 0,5 %) 

e um grupo controle positivo (PZQ a 2 μM) (DE CASTRO et al., 2015; DE MORAES 

et al., 2013a; DE MORAES et al., 2013b).  

Os casais de vermes adultos foram monitorados por 72 horas, diariamente, 

com auxílio de estereomicroscópio. A mortalidade dos parasitos foi avaliada pela 

ausência de movimentos por 2 minutos. Além disso, também foi avaliada a redução 

da atividade motora, classificado em moderada e significativa (DE MORAES et al., 

2011a; DE MORAES et al., 2011b; DE MORAES et al., 2012). 

 

3.9 ENSAIO ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO 

 

Considerando o bom desempenho da cnicina em ensaio in vitro, formulações 

nanoparticuladas em sistemas supramoleculares com ciclodextrinas foram 

elaboradas para serem avaliadas no modelo esquistossomicida in vivo, sendo 

administradas por via oral e por via intraperitoneal. Ambos ensaios foram 
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estabelecidos sob a colaboração do Prof. Dr. Josué de Moraes na Universidade de 

Guarulhos. Os animais foram liberados através da comissão de ética de uso de 

animais, CEUA, 11.794/2008.  

 

 

3.9.1 Manutenção do ciclo evolutivo do S. mansoni para ensaio in vivo. 

 

A manutenção do ciclo evolutivo de S. mansoni foi feita de acordo com o item 

3.8.2 reportados anteriormente neste trabalho (DE MORAES et al., 2012).  

 

3.9.2 Preparo das amostras para ensaio in vivo 

 

Os métodos de preparo dos complexos formados Cn/CD e Cn/HPCD estão 

citados no item 3.4 deste trabalho. As amostras para ensaio via oral foram 

solubilizadas em tampão PBS e etanol na concentração final de cnicina de 13,37 

mg/mL. 

 Para ensaio via intraperitoneal, as amostras foram solubilizadas também em 

etanol e tampão PBS atingindo concentração final de 2 mg/mL de cnicina.  

 

3.9.3. Grupos experimentais de animais com administração por via oral 

 

Para o tratamento via oral, camundongos fêmeos, da linhagem Swiss, 

pesando em média 20 g, foram infectados (injeção subcutânea) com 80 

cercárias/animal. Os animais foram divididos em 4 grupos distintos (Tabela 7) 

contendo 4 animais cada. Como controle negativo, foi utilizado um grupo de animais 

não tratados (somente PBS e etanol). Os outros três grupos de animais ficaram para 

os tratamentos com cnicina pura, Cn/CD e Cn/HPCD todos mantendo a 

concentração de cnicina de 100 mg/kg de animal. O início do tratamento ocorreu 42 

dias após a infecção. O esquema terapêutico elaborado foi de 1 dose de 150 L /dia 

durante 3 dias de tratamento seguido de eutanásia dos animais no quarto dia.  
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Tabela 7 - Disposição dos animais nos grupos experimentais e respectivos 
tratamentos via oral 

 

Grupo Tratamento Dose Número de 
doses 

1 Controle - 3 

4 Cnicina   100,0 mg/kg 3 

5 Cn/CD   400,0 mg/kg* 3 

6 Cn/HPCD   467,8 mg/kg* 3 
*Os valores das doses dos complexos formados (Cn/CD e Cn/HPCD) equivalem a 100 mg/kg de 

cnicina e se devem ao somatório das massas das moléculas de ciclodextrina e da cnicina, levando 

em consideração que a massa de CD é 3 vezes maior que a de cnicina e de HPCD apresenta 

massa 3,7 vezes maior que a cnicina. Os cálculos estão respeitando a estequiometria de formação 

dos complexos que foi de 1:1 e o valor da dose desejada final do ativo de 100 mg/Kg.  

Fonte: Autor, 2019 

 

 

3.9.4 Grupos experimentais de animais com administração via intraperitoneal 

 

Para o tratamento via intraperitoneal, camundongos fêmeos, da linhagem 

Swiss, pesando em média 20 g, foram infectados com 80 cercárias/animal. Os s 

animais foram divididos em 4 grupos distintos (Tabela 8) contendo 4 animais cada. 

Como controle negativo, foi utilizado um grupo de animais não tratados (somente 

PBS e etanol). Os outros três grupos de animais ficaram para os tratamentos com 

cnicina pura, Cn/CD e Cn/HPCD todos mantendo a concentração de cnicina de 10 

mg/kg de animal, O início do tratamento ocorreu 42 dias após a infecção. O 

esquema terapêutico elaborado foi de 1 dose de 100 L /dia durante 3 dias de 

tratamento, seguido de eutanásia dos animais no quarto dia.  
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Tabela 8 - Disposição dos animais nos grupos experimentais e respectivos 
tratamentos via intraperitoneal 

 

Grupo Tratamento Dose Número de 
doses 

1 Controle - 3 

4 Cnicina     10,0 mg/kg 3 

5 Cn/CD    40,0 mg/kg* 3 

6 Cn/HPCD    46,4 mg/kg* 3 
*Os valores das doses dos complexos formados, Cn/CD e Cn/HPCD, equivalem a 10 mg/kg de 

cnicina e se devem ao somatório das massas das moléculas de ciclodextrina e da própria substancia 

cnicina, respeitando a estequiometria de formação que foi de 1:1 e o valor da dose desejada do ativo 

de 10 mg/Kg.  

Fonte: Autor, 2019. 

3.9.5 Oograma 

 

Após eutanásia dos animais, foram recolhidos ovos da junção íleo secal e 

fezes para contagem e análise morfológicas dos ovos. Foram realizados contagem 

do número de ovos maduros, imaturos e contagem de ovos por grama de fezes 

(OPG). 

3.9.6 Análises estatísticas  

 

Os tratamentos estatísticos foram realizados com auxílio do software 

GraphPad InStat 7.0. A análise entre grupos foi realizada pela análise de quartis, de 

variância (ANOVA) e as diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

Os dados foram expressos em média ± desvio padrão. 
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4 RESUTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 IDENTIFICAÇÃO DA CNICINA NO EXTRATO DE C. benedicta POR CLUE-MS-

Q-TOF 

 

Após intenso processo de lavagem das partes aéreas, foram obtidos 15 g de 

extrato, o qual foi submetido a análise em CLUE-MS-Q-TOF. Após análise, foi 

possível observar no extrato a presença de uma substância com mesmo perfil de 

fragmentação da cnicina. No entanto, seu perfil de fragmentação foi caracterizado 

pela formação de adutos, tanto para modo positivo quanto no modo negativo. Na 

figura 22, é possível observar o cromatograma do extrato em modo positivo (Figura 

22a) e no modo negativo (Figura 22b). Pode-se observar, no tempo de retenção de 

4,85 (modo positivo) e 4,87 (modo negativo), a presença de uma substância que, 

após análise do perfil de fragmentação, foi identificada como sendo a cnicina. Para 

análise do perfil de fragmentação dessa substância, o espectro de massas foi 

gerado (Figura 23), devido à massa exata da cnicina de 378,168 g/mol, era 

esperado o aparecimento do sinal com massa carga (m/z) [M+H] + e [M-H] -  para os 

modos positivos (+) e negativos (-), respectivamente. De fato, tais sinais foram 

observados sendo eles 377,2487 m/z (-) e 379,172 m/z (+), no entanto, os sinais de 

maior intensidade foram de 423,268 m/z (-) o que indica uma possível ligação do 

fragmento ao íon formiato (44,9982), logo 378.1679 + 44.9982 = 423.1661. Outro 

sinal com grande intensidade foi o de 413,2359 nesse caso ocorre possível 

formação de aduto com íon cloreto, já que massa do Cl= 34.9694, logo 378.1679 + 

34.9694= 413.1373. Para o modo positivo, o sinal 401,1530 indica possível formação 

de aduto com íon sódio, sendo a massa do sódio 22.9892, logo 378.1679 + 22.9892 

= 401.1571. Todos os fragmentos foram comparados com dados presentes na 

literatura (BERGER, 2009) e estão ilustrados em mais detalhes na tabela 9. 
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Figura 22 - Cromatograma e espectro de massas do extrato de C. benedicta evidenciando a cnicina 

 

 
Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 23 - Cromatograma e espectro de massas do extrato de C. benedicta evidenciando a cnicina 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

 

 

 

 

 

Massa do Formiato= 44.9982  

378.168 + 44.9982= 423.1661 

Massa do Cl-= 34.9694 

378.168 + 34.9694= 413.1373 

  

Massa do Na+ = 22.9892 

378.168 + 22.9892 = 401.1571 
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Tabela 9 - Fragmentos gerados pela cnicina no modo positivo e negativo 
 

Substância TR (min) m/z experimental [M+H]+ e 
fragmentos via MS/MS 

m/z experimental [M+H]- e 
fragmentos via MS/MS 

Fórmula 
molecular 

Cnicina 4.85 401.1530 [M+Na]+ ; 379.1680; 
247.1198; 229.1101 

423.2685 [M+HCOO]-;413.2359 [M+Cl]-; 
377.2487 

C20H26O7 

 

Fonte: Autor, 2019. 
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4.2 ISOLAMENTO DA CNICINA E CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA  

 

A partir de 15 g do extrato de C. benedicta, foi então realizada uma CLV com 

intuito de isolar ou obter uma fração mais pura contendo cnicina. A fase móvel inicial 

foi de clorofórmio (CHCl3) 100% com adição de metanol em gradiente crescente de 

polaridade. Foram obtidas num total de 17 frações (Figura 24) ao término da coluna 

com 100 % metanol. 

  

Figura 24 - Frações obtidas após separação por coluna cromatográfica a vácuo 
 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

Durante a passagem de solvente na proporção metanol 5 % pela coluna 

cromatográfica (fração 8), um precipitado começou a se formar no fundo do balão 

que, ao ser rotaevaporado, formava um precipitado branco quase cristalizado por 

toda extensão do fundo do balão. Esse resultado se estendeu até o final da fração 8, 

os quais foram então recuperados com clorofórmio, o qual não solubilizava 

completamente a amostra, mas auxiliava na retirada do precipitado do balão. Esse 

produto foi posteriormente filtrado a vácuo e todo sólido recuperado e armazenado 

para secagem e identificação. Foram obtidos, ao final do processo, 3,198 g de 

cnicina (21,33% de rendimento) (Figuras 25 e 26) o que destaca a grande eficiência 

desse processo de extração, principalmente, para técnica de lavagem das folhas 

que tornou nosso extrato final muito mais limpo e seletivo para o isolamento de 

substâncias presentes nos anexos foliares. 
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Figura 25 - Precipitado formado no balão após rotaevaporação e filtrado 
 

 
 

Fonte: Autor, 2018. 

Figura 26- Frascos contendo cnicina ao final do processo 
 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

O precipitado branco também foi submetido a análise em CLAE-DAD no 

comprimento de 254 nm (Figura 27). O espectro de UV foi analisado, indicando 

máximo de absorção em 216 nm. Dado este que corrobora com resultados 

encontrados na literatura, em que cnicina demonstra o efeito Cotton negativo que é 

atribuído a uma transição da -lactona -insaturada em 218 nm em MeOH de 

acordo com Uchida e Kuriyama (1974). No cromatograma, é possível a observação 

apenas de um único pico em 13,21 minutos, o que sugere alto pureza desta 

substância isolada. 
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Figura 27 - Cromatograma da fração isolada do extrato de C. benedicta 
 

 

Fonte: Autor, 2019. 

4.2.1 Caracterização da cnicina por RMN 1H e 13C. 

 

A amostra também foi submetida a identificação espectroscópica por RMN de 
1H a 500 MHz (Figura 28) e os resultados foram comparados a dados prévios da 

literatura, os quais foram obtidos em 200MHz (BERGER, 2009; CHAIN et al., 2014) 

(Tabela 11). 

A análise de RMN de 1H a 500MHz permitiu observar que todos os 26 

hidrogênios esperados da molécula da cnicina fossem identificados, mesmo aqueles 

ligados a oxigênio. 

De acordo com a literatura (BERGER, 2009; CHAIN et al., 2014), o espectro 

RMN de 1H da cnicina deve apresentar quatro sinais de absorção na região de 6,3 a 

5,7 ppm, evidenciando quatro simpletos. No entanto, uma análise mais detalhada da 

expansão do espectro revela um dupleto para H-13b e outro dupleto para H-13a 

(Figura 29a), ambos apresentando 2J= 2,0, demonstrando que os hidrogênios 

acoplam entre si. O acoplamento entre H-5’a e H-5’b e possíveis acoplamentos com 

outros hidrogênios serão discutidos mais à frente por cruzamento de sinais em RMN 
1H 2D COSY (Figura 30). 

Os próximos oito sinais entre 5,30 e 4,30 ppm (Figura 29b), correspondem a 

cinco hidrogênios metínicos. Os outros três sinais, nessa mesma região, são 

referentes aos hidrogênios de hidroxilas e estão descritos mais adiante. Em 4,68 
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ppm observa-se um tripleto correspondente ao hidrogênio OH-4’ ligado a um 

oxigênio que acopla à H-4’a e H-4’b com 3J= 5,9 Hz e 3J= 5,8 Hz. O sinal em 4,91 

ppm se refere ao hidrogênio OH-15, o qual está ligado a um oxigênio, possuindo as 

constantes de acoplamento 3J= 5,65 Hz e 3J= 4,4 Hz, referentes aos acoplamentos 

com H-15b (3,88 ppm) e H-15a (4,08 ppm). H-15a e H-15b são hidrogênios 

diastereotópicos e, portanto, acoplam entre si com 2J= 11,6, dessa forma, ambos 

são identificados como duplo dupleto na figura 29, c. Já o sinal em 5,15 ppm refere-

se ao hidrogênio OH-3’ também ligado a oxigênio, ocorrendo como dupleto com 3J= 

5,0 Hz, estando acoplado a H-3’. Os acoplamentos com hidrogênios de hidroxilas e 

as atribuições, apesar de não evidenciados na literatura, foram atribuídos por COSY 

neste trabalho. 

Já os sinais na região de 3,25 – 3,30 ppm foram atribuídos aos hidrogênios H-

4’b, H-4’a e H-7, sendo os dois primeiros hidrogênios diastereotópicos geminais. 

Suas atribuições e acoplamentos foram obtidas através da técnica de mapeamento 

de contorno, COSY e serão discutidas a seguir. Assumindo que dois hidrogênios se 

encontram na mesma região magnética que o solvente DMSO, revelando uma 

integral para dois hidrogênios no deslocamento químico de 2,52 ppm, os outros 

quatro sinais entre 2,5 e 1,8 ppm são relacionados aos três grupos metilenos 

diastereotópicos. Finalmente, o simpleto em 1,44 ppm (3H) possui deslocamento 

químico característico de grupos metílicos ligados a ligação dupla, sendo este sinal 

atribuído ao H-14.  

Embora no RMN de 1H as constantes de acoplamento 2JHH para os 

hidrogênios metilênicos sejam bem reduzidas, com valores de J entre 0 e 2 Hz, a 

análise do experimento de COSY revela (em sua região inferior, na extrema 

esquerda), sinais evidentes de acoplamento entre o primeiro (6,21) e terceiro ( 

5,96) sinais, bem como acoplamento entre segundo ( 6,07) e quarto ( 5,72) sinais 

(Figura 30).  

Os sinais na região 6,07 e 5,72 ppm, quando analisados por meio do 

cruzamento por COSY, também evidenciam acoplamento com H-7 (3,28 ppm). 

Assim, foi possível atribui-los aos hidrogênios metilênicos H-13b e H-13a. 

Acoplamento similar também pode ser observado entre os hidrogênios H-5’a e H-5’b 

(com deslocamento de 5,97 e 6,22 ppm) e o hidrogênio H-3’ (4,35 ppm). Já tendo 

atribuído H-7 em 3,28 ppm pelo cruzamento de sinais, evidenciou-se os dois 

acoplamentos de H-7 com H-6 e H-8 em 5,23 e 5,08 ppm. Dessa forma, é esperado 
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que  H-6 acople por  3J com H-7 em 3,28 ppm e com H-5 em 4,85 ppm. Assim, H-8 

obviamente irá também acoplar com H-7 e com H-9b localizado em 2,39 ppm e H-9a 

em 2,52 ppm. Seguindo o cruzamento dos sinais por COSY, H-9b deve acoplar com 

H-14 em 1,44 ppm e fracamente por 5J acoplar com H-2a e H-2b na faixa de 2,10 – 

2,20 ppm, provavelmente devido ao encurtamento da distância entre os hidrogênios 

pela presença da ligação .  

O acoplamento entre H-9b e H-9a por 2J, também é esperado e está, de fato, 

evidenciado no cruzamento dos sinais, o qual também revela acoplamento com H-1 

em 5,01 ppm e H-8 em 5,08 ppm. Consequentemente, H-1 acoplará com H-2a e H-

2b (3J) e H-9b (4J), mas não com H-9a em 2,52 ppm, como demonstra os dados de 

COSY. H-2a e H-2b irão acoplar entre si por 2J geminal.  

Os hidrogênios H-15b e H-15a são diastereotópicos, acoplam entre si e com 

hidrogênio ligado a oxigênio OH-15, como mencionado anteriormente, com 

deslocamento em 4,91 ppm formando um duplo dupleto, a formação dos sinais de 

duplo dupleto. A formação do duplo dupleto bem como o tripleto formado por OH-15, 

pode, ser observadas com detalhes na figura 31. 

Seguindo o cruzamento das linhas de acoplamento no experimento de COSY 

(Figura 32), H-4’a (3,28 ppm) e H-4’b (3,48 ppm) acoplam entre si e mostram 

acoplamentos com os hidrogênios esperados, H-3’ e o hidrogênio ligado a oxigênio 

OH-4’ com deslocamento químico em 4,35 ppm e 4,68 ppm (Figura 32a), 

respectivamente. H-5’a demonstra por COSY acoplamento com H-3’ por 4J. O 

hidrogênio ligado a oxigênio, OH-3’, irá acoplar somente com H-3’, o que caracteriza 

o dupleto no RMN 1H em 5,15 ppm (Figura 32b).  
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Figura 28 - Espectro de RMN de 1H (500 MHz) da Cnicina 
 

 

Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 29 - Expansão do espectro de RMN de 1H (500 MHz) da Cnicina a) 5,68 – 6,24 ppm b) 5,30 – 4,30 ppm c) 4,10 – 3,45 ppm 

d) 1,44-2,55 ppm 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 30- Mapa de contorno COSY de RMN de 1H (500 MHz) da Cnicina 
 

 

Fonte: Autor, 2019. 
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Tabela 10 - Deslocamentos químicos  (ppm) observados e calculados da cnicina 
 

 

Hidrogênios Literatura (Chain et al., 2014) 
 (ppm) (200 MHz) multiplicidade 

Experimental 
 (ppm) (500 MHz) multiplicidade, integral 

   
                             H-14 1,43 (s) 1.44 (s) (3H) 

H-3a 1,84 (m) 1.84 (m) (1H) 

H-2a, H-2b 2,10 (m); 2,18 (m) 2,10 – 2,20 (m) (2H) 

H-9b 2,39 d 2,39 (d) (1H) 

H-3b, H-9a 2,50 2,51 2,52 (m) (2H)* 

H-7, H-4’a 3,26 (m); 3,29 (m) 3,25 – 3,30 (m) (2H) 

H-4’b 3,48 (m) 3,48 (m) (1H) 

H-15b 3,88 (dd) 3,88 (dd) (1H) 

H-15a 4,10 (dd) 4,08 (dd) (1H) 

H-3’ 4,33 (m) 4,35 (m) (1H) 

OH-4’ - 4,68 (t) (1H) 

H-5 4,86 (d) 4,85 (d) (1H) 

OH-15 - 4,91 (t) (1H) 

H-1 5,00 (d) 5,01 (m) (1H) 

H-8 5,06 (m) 5,08 (m) (1H) 

OH-3’ - 5,15 (d) (1H) 

H-6 5,22 (t) 5,23 (t) (1H) 

H-13a 5,71 (s) 5,72 (s) (1H) 

H-5’a 5,96 (s) 5,97 (s) (1H) 

H-13b 6,07 (s) 6,08 (s) (1H) 

H-5’b 6,21 (s) 6,22 (s) (1H) 

   
Fonte: Autor, 2019 

* Sinais de hidrogênios observados na região do solvente DMSO-d6.
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Figura 31 - Expansão do mapa de contorno COSY modo stacked plot de RMN de 1H 

(500 MHz) da Cnicina, região de 3,80 ppm a 4,12 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 32 - Expansão do mapa de contorno COSY de RMN de 1H (500 MHz) da cnicina 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Fonte: Autor, 2019.
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A amostra também foi submetida a identificação espectroscópica por RMN de 
13C a 125 MHz e os resultados foram comparados a dados prévios da literatura, 

realizados a 50 MHz (BERGER, 2009; CHAIN et al., 2014), confirmando a 

identificação da molécula. 

Para a análise por RMN de 13C são esperados 20 sinais para a cnicina 

(Figura 33). Pela análise do RMN de 13C pode-se observar a presença de sinais 

referentes aos carbonos carbonílicos C-12 e C-1’ em 169,5 e 164,8  (ppm), 

respectivamente. Esses sinais são seguidos de outros quatro sinais referentes a 

carbonos olefínicos quaternários, até o deslocamento de 131,9  (ppm), o qual é 

referente ao C-10. Já os sinais em 125,6 e 123,6 ppm foram atribuídos aos carbonos 

metilênicos terminais C-5’ e C-13, respectivamente. Na região de CHO, como é 

previsto pela estrutura, foram encontrados seis sinais entre os deslocamentos 80 e 

50 ppm, seguido de três outros carbonos metilenos alifáticos, C-9, C-3 e C-2, 

terminando com o carbono metílico C-14, com deslocamento de 16,4 ppm (Tabela 

12). Com objetivo de diferenciar os carbonos presentes na estrutura da molécula em 

CH, CH2, CH3, o experimento de DEPT de 13C foi realizado (Figura 34). Neste 

espectro, podemos observar a presença de 7 sinais negativos, referentes aos 

grupos CH2 da molécula, bem como a presença de 7 sinais positivos. Para estes, 

somente o sinal em 16,90 ppm referente ao único carbono sp3, sendo os restantes 

referentes aos carbonos metínicos presentes. Uma vez que os carbonos não 

hidrogenados não aparecem no DEPT, seis carbonos não foram observados DEPT. 
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Figura 33 - Espectro de RMN de 13C (125 MHz) da Cnicina 
 

 

Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 34 - Espectro de RMN de 13C DEPT (125 MHz) da Cnicina 
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Fonte: Autor, 2019. 
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Tabela 11 - Deslocamentos químicos  (ppm) observados e calculados da Cnicina 
 

Carbonos Literatura (BERGER, 2009) 
(50 MHz)  (ppm) 

Experimental (125 MHz)  
(ppm) 

C-14 16.4 16.4 
C-2 25.7 25.7 
C-3 33.8 33.8 
C-9 47.7 47.7 
C-7 51.7 51.6 

C-15 59.0 59.0 
C-4’ 65.3 65.3 
C-8 72.6 72.6 
C-6 76.2 76.2 
C-3’ 70.1 70.1 
C-13 123.6 123.6 
C-5’  125.6 125.6 
C-10 131.8 131.9 
C-5 127.5 127.6 
C-1 129.2 129.2 

C-11 136.2 136.2 
C-2’ 141.6 141.6 
C-4 144.2 144.2 

C-12 169.5 169.5 
C-1’ 164.8 164.8 

 

Fonte: Autor, 2019. 



81 
 

4.3 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS DE INCLUSÃO FORMADOS POR 

ESPECTROSCOPIA DE ABSORÇÃO NO INFRAVERMELHO (IV) 

 

4.3.1 Análise no estado sólido 

 

 A espectroscopia de Infravermelho é uma das principais ferramentas para a 

caracterização dos complexos de inclusão no estado sólido. Quando moléculas 

interagem para formar complexos de inclusão, podem ocorrer alterações no 

momento de dipolo das ligações ou grupos funcionais destas moléculas. Essas 

alterações podem provocar aumento ou redução de bandas, restrição ou 

intensificação do movimento vibratório que se reflete no espectro de IV, como 

deslocamento, redução ou supressão das bandas (BARBOSA, 2011). 

Quando tratamos dos complexos de inclusão, as moléculas hospedes podem 

interagir com a cavidade das ciclodextrinas, o que irá gerar uma série de interações 

intermoleculares, alterando a distribuição eletrônica sobre os núcleos atômicos. 

Dessa forma, os momentos de dipolo e os grupos funcionais de cada molécula 

podem sofrer alterações que resultam em alteração das bandas no espectro de 

infravermelho. O deslocamento de bandas também poderá ocorrer, uma vez que 

essa interação intermolecular pode originar de uma restrição ou intensificação do 

movimento vibratório. Dessa forma, foram avaliadas as interações intermoleculares 

entre a molécula hóspede cnicina (Cn) e as ciclodextrinas, CD e HPCD, através 

dos respectivos espectros de infravermelho da mistura mecânica e dos compostos 

de inclusão por co-precipitação.  

Em análise geral, é possível perceber que a interação entre a ciclodextrina, 

CD e HPCD, com cnicina geram alterações e desvios de intensidade de várias 

bandas nos espectros. Na figura 35, está representado o espectro de IV da CD, 

cnicina, cnicina complexada com CD (Cn/CD), e mistura mecânica (MM) entre 

hóspede e hospedeiro. Os espectros da cnicina foram comparados com dados da 

literatura, o que confirmaram a presença das principais bandas das substâncias 

(CHAIN et al, 2014). 

No espectro da CD, observa-se as bandas características dessa molécula, 

sendo elas: uma banda associada aos estiramentos simétricos e assimétricos da 

ligação química O-H (ν(O-H)) com mínimo em 3393 cm-1; uma banda em 2920 cm-1 
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atribuídos à ν(C-H), CH2 e CH3; uma banda em 1625 cm-1 referente a deformações 

(O-H) de moléculas de água de hidratação e bandas em 1148 cm-1  e 1050 cm-1 que 

estão associadas aos estiramentos CO-C), (C-C), δ (O-C-H), δ (C-C-O) 

observados na maioria dos sacarídeos e atribuídas às vibrações do anel piranose e 

aos estiramentos assimétricos das ligações glicosídicas (EGYED, 1990). 

No espectro da cnicina, observa-se uma banda com mínimo em 3350 cm-1, 

característico associado ao estiramento das três esperadas O-H, de acordo com 

outros compostos contendo grupos OH, a forma e a amplitude das bandas de 

Infravermelho indicam a existência de ligações intramoleculares nos grupos O-H. A 

região de 2964 cm-1   a 2850 cm-1   corresponde a vibrações simétricas e 

assimétricas do estiramento CH2. Os dois modos de estiramento de C=O pertencem 

ao grupo COO e ao anel de lactona da cnicina, ambos podem ser facilmente 

identificados pelo espectro de IV como intensas bandas em 1752 cm-1 e 1695 cm-1. 

As bandas em 1653 e 1612 cm-1 correspondem as vibrações dos grupos C=C, que 

se localizam no anel de dez membros da cnicina. A bandas de 1439 cm-1 e 1389 cm-

1 estão associadas aos modos de deformação δ (CH3). 

Na mistura mecânica (MM), não se observa mudanças significativas das 

principais bandas que são observadas para Cn e CD. O resultado do espectro de 

IV para MM se dá devido a sobreposição das bandas encontradas em Cn e CD. As 

bandas de 1290 e 1250 cm-1 estão associadas à deformação angular rotacional (p) 

das ligações do grupo p (CH2). 

Na formação do complexo Cn/CD pelo método de co-precipitação, é possível 

identificar várias mudanças no espectro de IV, como: afinamento e redução da 

transmitância da banda em 3377 cm-1, que são referentes às hidroxilas, devido a um 

novo padrão de ligações de hidrogênio que são formadas. Ocorre grande redução 

da banda em 1625 cm-1 referentes a moléculas de água de hidratação; atenuação da 

banda em 2920 cm-1 associada a CD; modificação das bandas correspondentes ao 

estiramento do grupo C=O em 1752 cm-1 e 1695 cm-1; e quase desaparecimento do 

das bandas em 1148 cm-1 e 1050 cm-1 que estão associadas aos estiramentos 

(CO-C), (C-C), δ (O-C-H), δ (C-C-O) da CD. Todas essas modificações de 

bandas corroboram com a ideia da formação de um novo composto de inclusão, 

através de interações intermoleculares não covalentes, pois a presença da Cn na 

cavidade interna da CD promove alterações como a saída de moléculas de água, 
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que consequentemente irá reduzir o número de ligações de hidrogênio. Assim como 

as mudanças nas bandas de Cn referentes ao grupo C=O, o que sugere uma 

interação dos grupos presentes tanto na cadeia lateral quanto no anel lactônico da 

Cn com a cavidade da ciclodextrina.  

  

Figura 35 - Espectro de infravermelho da cnicina (Cn), CD, Cn/CD e Mistura 
mecânica de cnicina e CD 

 
Fonte: Autor, 2019 

 

A figura 36 mostra o espectro na região do infravermelho da HPCD, Cn, 

mistura mecânica (MM) e do complexo de inclusão formado. Em análise das bandas 

da HPCD, é possível observar que o espectro revela absorções típicas da CD, a 

absorção em 1150 cm-1 que é característica das vibrações do anel piranose e 

estiramentos assimétricos das ligações glicosídicas, como descrito anteriormente e o 

estiramento em 3390 cm-1 característico dos grupos OH. 

Em relação ao complexo de inclusão, observa-se que ocorre um somatório 

das bandas pertencentes a Cn juntamente com as bandas encontradas em HPCD, 
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com destaque para as regiões de absorção da HPCD, pois, na grande maioria das 

vezes, seu sinal sobrepõe os sinais da Cn. É possível concluir que pouca 

modificação ocorre no espectro de absorção do complexo de inclusão, o que se 

assemelha muito ao que acontece com a mistura mecânica. 

 

Figura 36 - Espectro de infravermelho da cnicina (Cn), HPCD, Cn/HPCD e 
Mistura mecânica de cnicina e HPCD 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

4.4- TITULAÇÃO CALORIMÉTRICA ISOTÉRMICA (ITC) 

 

A técnica de ITC baseia-se na medição da quantidade de calor liberado ou 

absorvido de um meio reacional através da interação entre duas ou mais 

substâncias, por isso essa técnica tem sido amplamente empregada na 

determinação de interações inter e intramoleculares. A energia registrada no sistema 

é gerada em função da concentração do reagente titulante e o calor liberado ou 
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absorvido, proporcional ao reagente injetado. Por meio dos dados obtidos por uma 

titulação calorimétrica e utilizando a isoterma de Wiseman para modelar os dados, é 

possível determinar as propriedades termodinâmicas das moléculas em solução, tais 

como, a variação de entalpia (Ho) entropia (TSo) energia livre de gibbs (Go), 

assim como a constante de associação (K) e a estequiometria de complexação (N) 

(DENADAI, 2005). Na figura 37, temos os dados termodinâmicos e gráficos gerados 

através da formação dos complexos. 

 

Figura 37 - Titulação isotérmica calorimétrica de cnicina em CD e HPCD 
     a)                                                                        b)  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cnicina (20mM em DMSO:H2O,90:10) em (a) solução de CD (2mM em DMSO:H2O 90:10) a 25 °C e 

em (b) solução de HPCD (2mM em DMSO:H2O 90:10) a 25 °C 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

Com base nas curvas de titulação da Cn em CD e em HPCD, pode-se 

observar que as interações entre as espécies são relativamente fracas, visto que a 

curva não apresentou o perfil sigmoidal clássico, descrito na literatura (FREYER & 

LEWIS, 2008). Sem o ponto de inflexão, não foi possível determinar a 

estequiometria real. Porém, com base no tamanho relativo das espécies, bem como 

no fato de que a maioria dos compostos de inclusão possuem estequiometria 1:1, no 
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ajuste não linear, usando a Isoterma de Wiseman, a estequiometria 1:1 foi fixada e 

os demais parâmetros calculados (FREYER & LEWIS, 2008). 

Ambos os sistemas apresentam uma constante relativamente baixa 

(VANESSA,2016; TURNBULL; DARANAS, 2003; REKHARSKY; INOUE, 1998). 

Sendo K=123, para o sistema Cn/CD e K = 24.5 para o sistema Cn/HPCD, mas 

semelhantes a outros valores encontrados na literatura para complexos já 

estabelecidos (DENADAI et al., 2007; SILVA, 2015). 

 O valor negativo de entalpia (Ho < 0) indica um processo exotérmico, tanto 

para HPCD quanto para CD, em que ocorre formação de ligações no complexo de 

inclusão que seriam mais estáveis do que as ligações iniciais. Esse valor 

provavelmente origina-se das ligações de hidrogênio das moléculas de água que 

saíram da cavidade da molécula de ciclodextrina com as moléculas de água do 

solvente, ou ainda de interações da própria molécula hóspede, cnicina, dentro da 

cavidade das ciclodextrinas.  

A variação positiva do valor de entropia (∆𝑆° > 0) indica que as interações 

moleculares durante a formação do complexo de inclusão são características do 

conhecido “efeito hidrofóbico”. O efeito hidrofóbico é caracterizado pela 

dessolvatação das moléculas de cnicina através da liberação de moléculas de água 

que ganham graus de liberdade rotacionais e translacionais, culminando com a 

elevação da entropia do sistema. Esse efeito é classificado termodinamicamente 

como endotérmico, devido à grande quebra de ligações de hidrogênio. O mais 

negativo valor de entalpia para o sistema Cn/HPCD se deve à maior capacidade da 

HPCD formar ligações de hidrogênio através dos grupos hidroxipropil. Essas 

ligações de hidrogênio, por sua vez, causam uma menor contribuição entrópica, 

devido à formação de uma arquitetura supramolecular mais rígida (DENADAI, 2005; 

LOFTSSON; BREWSTER, 1996; SILVA, 2015). 

 

4.5 ANÁLISE POR CONDUTIVIDADE ELÉTRICA, FOTOMETRIA DE 

ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO (DLS) E POTENCIAL ZETA (ZP)  

 

A Condutividade elétrica é uma propriedade que mede a capacidade de um 

determinado material conduzir corrente elétrica que, em meio líquido (soluções 

eletrolíticas), ocorre pelo movimento dos íons. A condutividade elétrica é 
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considerada assim um parâmetro físico-químico utilizado para identificar a presença 

de íons em solução, bem como para quantificação desses íons. Esse parâmetro 

físico-químico se fundamenta na medida de corrente elétrica de uma solução, 

quando se aplicam uma diferença de potencial alternado entre duas placas 

condutoras (LANNA et al., 2016). Na figura 38 temos os valores da condutividade 

em relação a soluções de Cn e Cn em complexo com CD e HPCD. 

 

Figura 38 - Dados da condutividade frente a cnicina livre, cnicina/CD e 
cnicina/HPCD em meio aquoso em função da concentração 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

Ao analisarmos o gráfico da figura 38 é possível observar uma elevação dos 

valores de condutividade no ponto 1.5 M, em que ocorre uma leve superação dos 

valores de condutividade do meio da solução aquosa contendo Cn/CD em relação 

ao meio com somente partículas da cnicina. Esse fato demonstra que ambas as 

moléculas são ionizadas no meio, provavelmente, devido às hidroxilas presentes em 

suas estruturas, e seguem um padrão de condutividade crescente proporcional à 

concentração. O meio com Cn/HPCD apresenta uma condutividade inferior em 

todas as concentrações testadas, provavelmente pela estrutura mais rígida 

decorrente do comprometimento dos hidrogênios ionizáveis nas ligações de 
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hidrogênio. Porém, mesmo no sistema Cn/CD, deve haver um certo 

comprometimento dos hidrogênios ionizáveis nas ligações de hidrogênio, explicando 

os menores valores de condutividade no início das curvas.  

O Potencial Zeta (PZ) está relacionado à estabilidade da dispersão do 

sistema por medir a carga superficial das partículas no meio. Em resumo, os íons e 

partículas mais fortemente ligados à superfície da partícula se movem como uma 

unidade, e o potencial no plano de cisalhamento entre essa unidade e o meio 

circulante é conhecido como Potencial Zeta (ζ) (LANNA et al., 2016). 

Quando o PZ é baixo (mais próximo de zero), tem-se dispersões mais 

instáveis, já valores elevados de PZ podem indicar maior estabilidade, visto que as 

partículas carregadas se repelem umas às outras e essa força supera as forças de 

Van Der Waals, as quais são sempre de natureza atrativa e promovem à agregação. 

Do ponto de vista prático, tem sido observado que suspensões com valores de PZ 

superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV são estáveis, enquanto aquelas cujo 

valor se situa entre -30 mV e +30 mV são mais instáveis e podem flocular 

(INSTRUTECNICA, 2016; MALVEN, 2005). A análise das propriedades Dh e PZ nos 

permite entender o comportamento coloidal e a estabilidade de sistemas dispersos 

em suspensões ou emulsões líquidas (MURDOCK et al., 2008). 

Mesmo na presença das ciclodextrinas, o composto em questão, cnicina, não 

apresenta completa solubilidade em meio aquoso, dessa forma, uma estratégia de 

aplicação desses complexos seria através de suspenções formadas por 

nanoprecipitados hidrofóbicos. As etapas de formação desses nanoprecipitados é 

relativamente simples, em que a metodologia consiste em primeiro solubilizar a 

amostra em um solvente menos polar que a água que tenha capacidade de 

solubilizar completamente o complexo, como, por exemplo, DMSO. Em seguida essa 

solução é vertida em outro recipiente contendo água e sob agitação, o que irá 

promover a formação imediata do nanoprecipitados hidrofóbico. Esse processo é 

reconhecido por sua preparação simples e sem adição de surfactantes ou outros 

aditivos e foi descrito, pela primeira vez, por Fessi (1989). Dessa forma, o efeito das 

ciclodextrinas na formação desse nanoprecipitado foi avaliado pelas técnicas de Dh 

e PZ. As figuras 39 e 40 representam os gráficos dos valores do potencial zeta em 

função da concentração. 
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Figura 39 - Distribuição dos valores de PZ de cnicina (Cn) e cnicina/CD em função 
da concentração 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

Figura 40- Distribuição dos valores de PZ de cnicina (Cn) e cnicina/HPCD em 
função da concentração 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

Para os valores de PZ, observa-se que tanto a molécula hospede quanto os 

complexos de inclusão apresentam valores de PZ na faixa de 0 a -30 mV, estando 
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na região de instabilidade, podendo formar agregados ou precipitados. Os valores 

de PZ para os complexos formados tanto com CD quanto com HPCD foram 

menores do que os apresentados pela molécula hospede sozinha, esse fato pode 

indicar uma redução da estabilidade do sistema após a formação do complexo, 

reforçando a hipótese do comprometimento dos hidrogênios ionizáveis devido à 

formação de ligações de hidrogênio. 

A técnica de espalhamento de luz DLS é utilizada para determinar o tamanho 

médio de nanopartículas em meio líquido. Esse método baseia-se na dispersão do 

feixe de laser monocromático quando a partícula é iluminada por ele, considerando o 

movimento browniano das partículas e o fato de que pequenas partículas se 

deslocam mais rapidamente do que partículas maiores. Em sistemas formados 

apenas por partículas pequenas, a variação da intensidade de luz espalhada é 

maior, pois, como se movimentam mais rapidamente, essas partículas cruzam a 

janela do detector mais vezes dentro de um mesmo intervalo de tempo. As 

flutuações de intensidade resultantes são utilizadas para calcular o diâmetro 

hidrodinâmico (Dh) das partículas, utilizando a equação de Stokes-Einstein (Figura 

41) (DENADAI, 2005; KANTER, 2015). 

 

Figura 41 - Modelo da equação de Stokes-Einstein 

 

Fonte: Autor, 2018. 
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Figura 42 - Distribuição de tamanho de partículas em suspensão de cnicina (Cn) e 
Cn/CD em função da concentração. 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

Figura 43 - Distribuição de tamanho de partículas em suspensão de cnicina (Cn) e 
Cn/HPCD em função da concentração. 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

No primeiro caso (Figura 42), nota-se uma redução gradativa do tamanho das 

partículas formadas pelo complexo cnicina/βCD com o aumento da concentração. 

Em primeiro momento, esse pode parecer um dado contrário ao esperado, já que o 

potencial zeta dessas partículas tendem a reduzir com o aumento da concentração. 

No entanto, o fator condutividade do meio está se elevando à medida que se 
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aumenta a concentração de partículas, o que pode contrabalancear e equilibrar a 

redução do potencial zeta, favorecendo a estabilidade coloidal do sistema. O 

aumento da condutividade pode fazer com que a repulsão das partículas seja 

intensificada e, devido à subsequente redução da colisão efetiva das partículas, a 

coalescência e o aumento de tamanho podem ser evitados. 

No sistema Cn/HPβCD (Figura 43), foi possível observar um aumento 

gradativo do tamanho das partículas em função do volume adicionado, o que é de 

fato comum para a maioria dos sistemas, já que a elevação do volume adicionado 

na solução possibilita maior contato entre as partículas em suspenção e formação 

de nanoprecipitados de maior diâmetro. Isso acontece em virtude da redução 

gradativa da solubilidade dos compostos com o aumento da concentração e pode 

ser evidenciado pela baixa condutividade do meio e baixos valores de potencial zeta. 

No geral, o aumento do tamanho de partículas na presença das ciclodextrinas 

também reforça a hipótese sobre o comprometimento das ligações de hidrogênio, já 

que, com menores valores de potencial zeta, a coalescência e o crescimento são 

favorecidos. 

 

4.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO  

 

Para avaliar a toxicidade das amostras, foram obtidos macrófagos da região 

peritoneal de camundongos tratados com concentrações diferentes variando de 9,37 

a 150 M, durante 72 horas. Todo o processo foi fundamentado em resultados 

previamente descritos na literatura (ANTINARELLI et al., 2016). Os resultados foram 

determinados por ensaios de MTT e obtidos por meio do software GraFit Version 5. 

Todo o procedimento foi previamente aprovado pelo comitê de ética animal da UFJF 

(≠ CEUA 013/2015). 

O método colorimétrico de redução do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazólio) (MTT), consiste na quantificação do cristal formazan (coloração 

roxa) devido a ação das enzimas desidrogenases mitocondriais que estão presentes 

em células metabolicamente viáveis e clivam o anel de tetrazólio, gerando o 

formazan (RISS et al., 2013). 

As ciclodextrinas, CD e HPCD, não apresentaram citoxicidade diante das 

células de macrófagos, apresentado CC50 > 150.00 µM, enquanto a cnicina 

apresentou citotoxicidade moderada (CC50 = 21.83 µM) (Tabela 12). Por outro lado, 
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a complexação da cnicina com a -ciclodextrina (cn/CD) não foi capaz de diminuir a 

citotoxicidade in vitro mediante macrófagos, uma vez que o complexo cn/CD 

apresentou CC50 = 19.55 µM. No entanto, o complexo formado entre a cnicina e a 

HP-ciclodextrina (cn/HPCD) foi capaz de reduzir significativamente a citotoxicidade 

da substância frente a macrófagos peritoneais (CC50 29.28 µM). 

Ensaios de citotoxicidade por MTT realizados anteriormente por Bach (2010), 

já demonstravam que a cnicina é capaz de causar danos a macrófagos semelhantes 

aos causados por peroxido de hidrogênio frente a essa mesma linhagem celular. 

Estudos prévios evidenciaram que a cnicina também apresenta citotoxicidade 

moderada (23 M) frente a células LLC-PK (células epiteliais de rins de porco) e 

valores mais expressivos de citotoxicidade (IC50= 7.9M) frente a macrófagos da 

linhagem RAW 264.7(EREL et al., 2011). 

Os resultados demostram que a associação da cnicina com HPCD pode ser 

uma alternativa interessante em ensaios in vivo, já que é capaz de reduzir a possível 

toxicidade frente aos macrófagos de mamíferos. 

 

Tabela 12 - Ensaio de citotoxicidade in vitro da cnicina e dos respectivos complexos     
de inclusão cn/CD e cn/HPCD frente a macrófagos murinos. 

 

Amostras Macrófagos murinos 
CC50 (µM) 

Cn 21.83 ± 0.34 

Cn/CD 19.55 ± 0.03 

Cn/HPCD 29.28 ± 0.89 

CD >150.0 

HPCD >150.0 

Fonte: Autor, 2019. 

 

4.7 AVALIAÇÃO IN VITRO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA  

 

Extratos vegetais e substâncias naturais têm sido avaliadas quanto ao 

potencial efeito contra o parasito S. mansoni (CARVALHO et al., DE CASTRO et al., 

2015; LAGO et al., 2018). Entre as amostras naturais, podemos citar flavonoides, 
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terpenos, chalconas, as quais se mostraram com grande potencial antiparasitário 

(LAGO et al., 2018; SILVA, 2018). Contudo, considerando seu potencial 

antiparasitário, não há relatos prévios na literatura demonstrando a atividade 

esquistossomicida de C. benedicta ou da cnicina. Nesse sentido, no intuito de se 

identificar estas amostras como potencialmente antiparasitárias, o extrato bruto e a 

cnicina foram avaliados in vitro contra vermes adultos de S. mansoni (Tabela 13). 

Ao analisarmos os resultados antiparasitários frente aos vermes adultos do 

parasito S. mansoni, foi possível observar que o extrato causou mortalidade e 

redução da atividade motora em 100 % dos parasitos, após 24 h de incubação, em 

todas as concentrações testadas (200 a 25 µg/mL). Esse resultado sugere o 

potencial do extrato de C. benedicta como fonte de metabólitos com atividade 

esquistossomicida. 

 

Tabela 13 - Resultados da atividade contra S. mansoni do extrato de Cardo Santo 
(C. benedicta) 

GRUPOS TEMPO DE 
INCUBAÇÃ

O (h) 

MORTALIDADE 
(%) 

REDUÇÃO DA ATIVIDADE 
MOTORA (%) 

 M/F      LEVE SIGNIFICATIVO 

Controle 24 
48 
72 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

   0.5% 
DMSO 

24 
48 
72 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

   
Praziquantel 

2 µM 

24 
48 
72 

100 
100 
100 

0 
0 
0 

100 
100 
100 

          
 

200 µg/mL 

24 
48 
72 

100 
100 
100 

0 
0 
0 

100 
100 
100 

     
    100 µg/mL 

24 
48 
72 

100 
100 
100 

0 
0 
0 

100 
100 
100 

 
      50 µg/mL 

24 
48 
72 

100 
100 
100 

0 
0 
0 

100 
100 
100 

      
      25 µg/mL 

24 
48 
72 

100 
100 
100 

0 
0 
0 

100 
100 
100 

Fonte: Autor, 2019. 
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Considerando a atividade esquistossomicida promissora do extrato de C. 

benedicta, a substância majoritária do mesmo foi isolada, identificada e também 

avaliada quanto ao potencial antiparasitário frente ao verme S. mansoni (Tabela 14). 

Assim, a cnicina quando avaliada na concentração de 50 µM foi capaz de 

causar mortalidade em 100 % dos vermes, após 24 h. Na concentração de 25 µM, a 

cnicina foi capaz de causar mortalidade em 100 % das fêmeas, com significativa 

redução da atividade motora, enquanto em machos adultos essa mortalidade foi de 

60 % em 24 h e de 100 % após 48 h. Em menores concentrações, foi observada 

maior atividade da cnicina diante dos parasitos fêmeas, sendo a cnicina (12,5 µM) 

capaz de causar 100 % de mortalidade nestes vermes após 72 h. Ao atingir a 

concentração de 6,25 µM, a cnicina não apresentou atividade frente aos vermes 

machos, mas demonstrou redução de 100 % na atividade motora e 60 % de 

mortalidade diante das fêmeas adultas, após 72 h. Considerando os ensaios in vitro, 

os parâmetros avaliados buscaram verificar a viabilidade dos vermes em relação às 

alterações da motilidade do mesmo (DE MORAES, 2012; NDJONKA et al., 2013).  

O uso de extratos e substâncias isoladas frente à capacidade de redução da 

atividade motora e viabilidade dos vermes in vitro tem sido amplamente relatado na 

literatura. O acetato de carvacrol, por exemplo, na concentração de 6,25 μg/mL foi 

capaz de provocar alterações na motilidade, no tegumento do parasito e na 

oviposição (DE MORAES, 2013). Com potencial esquistossomicida similar quanto à 

capacidade de redução da atividade motora, estão os derivados do floroglucinol, 

como a aspidina, ácido flavaspídico, metileno-bis-aspidinol e desaspidina 

(MAGALHÃES et al., 2010). Além disso, ensaios prévios com os óleos essenciais de 

Piper cubeba e de Tagetes erecta também demonstraram atividade 

esquistossomicida frente a vermes adultos de Schistosoma (MAGALHÃES et al., 

2012; TONUCI et al., 2012). Além destes, o sesquiterpeno (+) - Epóxi-Limoneno 

(MORAES et al., 2013) e o extrato metanólico de Mitracarpus frigidus também 

mostraram grande potencial diante dessa parasitose (FABRI et al., 2014; SAÇO, 

2015).  

Já no estudo realizado com a espécie Arctium lappa e a substância arctiina foi 

verificada mortalidade de 50 % dos vermes e a redução de 60 % da atividade 

motora, após 48 horas de exposição com as amostras, tendo a substância 
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apresentado atividade esquistossomicida numa concentração de 100 μM (DIAS et 

al., 2013; SAÇO, 2015). 

Tabela 14 - Atividade esquistossomicida in vitro da cnicina 
 

 
 

Grupo 

 
Periodo de 
incubação 

(h) 

 
 

Vermes 
mortos (%) ͣ 

  
 

    Redução da atividade motora (%) ͣ 

                Leve                  Significativo 
  M F M F M F 

Controle Imediato 0 0 0 0 0 0 
 24 0 0 0 0 0 0 
 48 0 0 0 0 0 0 
 72 0 0 0 0 0 0 

0.5% DMSO Imediato 0 0 0 0 0 0 

 24 0 0 0 0 0 0 
 48 0 0 0 0 0 0 
 72 0 0 0 0 0 0 

Praziquantel 
2 µM 

Imediato 100 100 0 0 100 100 

 24 100 100 0 0 100 100 
 48 100 100 0 0 100 100 
 72 100 100 0 0 100 100 

Cnicina 
50 µM  

               

Imediato    0 0 0 0 0 0 

 24 100 100 0 0 100 100 
 48 100 100 0 0 100 100 
 72 100 100 0 0 100 100 
 

25 µM 
 

Imediato 0 0 0 0 0 0 

 24 60 100 0 0 60 100 
 48 100 100 0 0 100 100 
 72 100 100 0 0 100 100 
 

12,5 µM 
 

Imediato 0 0 0 30 0 0 

 24 0 30 30 60 0 30 
 48 30 60 60 30 30 60 
 72 60 100 30 0 60 100 
 

6,25 µM 
 

Imediato 0 0 0 0 0 0 

 24 0 0 0 0 0 0 
 48 0 20 0 80 0 20 
 72 0 60 0 0 0 100 
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Fonte: Autor, 2018. 

 

Considerando os efeitos sobre a motilidade do parasito, alguns 

neurotransmissores como serotonina, dopamina, noradrenalina e adrenalina 

apresentam-se como possíveis alvos de moléculas frente a atividade 

esquistossomicida, principalmente depois de ter sido comprovado que 

agonistas/antagonistas desse sistema promovem uma alteração na atividade motora 

dos vermes (NOËL et al., 2008). Como exemplo, algumas moléculas 

esquistossomicidas como oxamniquina, metrifonato, hicantona, lucantona e 

imidazolidinas podem apresentar atividade sobre motilidade por atuarem em 

receptores de acetilcolina (DUBOIS, 2009; NEVES, 2010; DE MORAES, 2011). 

Neste sentido, o extrato etanólico de C. benedicta foi avaliado anteriormente por 

Paun (2015) demostrando alta atividade neuroprotetora, sendo capaz de inibir a 

enzima acetil colinesterase (AchE) em 88,76 % e a enzima tirosinase (TYR) em 55,5 

%. Assim, a redução da motilidade dos vermes pode estar relacionada, entre outras 

razões, a um efeito das substâncias presentes no extrato (como a cnicina), o qual 

pode atuar frente a alguns neurotransmissores/ neuromoduladores. 

Uma análise comparativa mais detalhada entre os grupos permite observar 

que a cnicina foi capaz de apresentar seletividade entre machos e fêmeas, 

especialmente em concentrações menores que 25 M. Com relação à esta 

seletividade, alguns trabalhos anteriores envolvendo ácidos N-alquilamino-alcano-

tiossulfúricos reportaram essa maior susceptibilidade das fêmeas em relação aos 

machos (DE ARAUJO et al., 2007; DE OLIVEIRA PENIDO et al., 2009). Mitsui et al. 

(2009), avaliando a substância artenusato, também demostraram que as fêmeas 

foram mais responsivas ao tratamento. 

Essa seletividade apresentada pela cnicina pode estar relacionada, entre 

outras razões, à interação com o tegumento dos vermes, o qual é morfologicamente 

distinto entre os sexos, bem como à possibilidade de maior ingestão do meio de 

cultura durante a alimentação da fêmea.  Neste sentido, apesar de a boca das 

fêmeas ter apenas 1/5 do tamanho das do macho, elas se alimentam 8,5 vezes mais 

de sangue que eles e por isso, trabalham cerca de 40 vezes mais. Sendo assim, a 

possibilidade de ingestão das amostras colocados no meio de cultura, por parte das 
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fêmeas, acaba sendo maior que dos machos o que pode ser uma hipótese plausível 

para a atividade mais expressiva sobre as fêmeas (SKELLY, 2014).  

 

 

4.8 ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO  

 

Com os resultados promissores obtidos in vitro, estudos em modelo murino 

foram realizados, no sentido de verificar a atividade esquistossomicida in vivo da 

cnicina quando administrada por diferentes vias de administração. Além disso, 

considerando a possível toxicidade da cnicina e as vantagens dos complexos de 

inclusão quanto a farmacocinética, solubilidade, estabilidade e quanto à redução de 

possível toxicidade, os complexos de inclusão da cnicina em ciclodextrinas também 

foram avaliados in vivo. 

Importante destacar que durante o experimento não ocorreu perda de 

nenhum animal e não foi registrado nenhum sofrimento aparente do mesmo ou 

resposta anormal após cada dose. 

A tabela 15 abaixo mostra a média do número de vermes recuperados e o 

desvio padrão referente a cada grupo que recebeu o tratamento por via 

intraperitoneal.  

 

Tabela 15 - Recuperação de vermes após tratamento via intraperitoneal 
 

        Grupo Tratamento Número 
de doses 

Média de 
vermes ± 

desvio 
padrão 

 

% de 
redução 
Vermes 

Sem tratamento - 3 20.25 ± 
3.34 

- 

Cn 10 mg/kg 3 11.75 ± 
4.26 

41.9 

Cn/CD 10 mg/kg 3 10.50 ± 
8.20 

48.1 

Cn/HPCD 10 mg/kg 3 6.75 ± 
7.66 

66.7 

                                        Fonte: Autor, 2019. 

 

A infecção dos camundongos está sujeita a alguns fatores que podem gerar 

uma infecção mais ou menos expressiva no hospedeiro tendo sua eficiência 

revelada após eutanásia dos mesmos e contagem do número de vermes. Essa 
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variação possível da carga parasitária é conhecida como heterogeneidade da 

doença e pode ser um problema frente a análise dos dados, devido ao aumento do 

desvio padrão de cada grupo. A heterogeneidade da infecção está também 

relacionada a uma resposta inata do organismo do hospedeiro diante de um primeiro 

contato através da forma infectante do parasito (FELICISSIMO, 2014). 

Em ensaios anteriores, buscando melhorias na atividade esquistossomicida, a 

CD foi complexada com PZQ e os complexos formados avaliados, por via oral, 

frente a atividade esquistossomicida (DE JESUS et al., 2010). Os resultados 

mostraram que o carreador CD, sem a presença do PZQ, obteve resultado 

comparável a solução de PBS e etanol, a qual foi usada como controle negativo (DE 

JESUS et al., 2010). Este fato indica que a CD não apresenta atividade 

esquistossomicida quando administrada isoladamente por via oral.  

Considerando os resultados obtidos em nossos experimentos 

esquistossomicidas in vivo com as amostras administradas por via intraperitoneal, o 

grupo sem tratamento (controle negativo) apresentou um número de vermes de 

20,25 ± 3,34, enquanto o número de vermes recuperados dos animais que 

receberam o tratamento com cnicina na dose de 10 mg/kg foi de 11,75 ± 4,26, tendo 

este grupo uma redução de 41,9 % dos vermes. Já no grupo de animais tratados 

com Cn/CD a média do número de vermes foi de 10,50 ± 8,20, com uma redução 

de 48,1 % em relação ao grupo não tratado. O grupo Cn/HPCD apresentou uma 

média de vermes de 6,75 ± 7,66 e apresentou uma redução do número de vermes 

ainda mais expressiva 66,66 %. Todos os grupos foram testados para uma mesma 

concentração final de Cn de 10 mg/kg o que indica uma melhora da resposta 

esquistossomicida com maior redução do número de vermes para os grupos onde o 

complexo com ciclodextrina foi utilizado em associação a Cn. 

A dose proposta e utilizado no presente trabalho, bem como a ideia do ensaio 

ser realizado em doses múltiplas, foram estabelecidos tendo-se como base, modelos 

de ensaios in vivo para atividade esquistossomicida previamente realizados. Neste 

sentido, um derivado oxadiazol foi avaliado por via intraperitoneal na concentração 

de 10 mg/kg em doses múltiplas, promovendo a redução de 25 a 75 % da carga 

parasitária (SAYED et al., 2008). Da mesma forma, alguns análogos de ácido 

nucleicos foram testados na referida concentração, em múltiplas doses, por via I.P, 

mostrando redução de 30 a 40% da carga de vermes no hospedeiro (LALO, 2017).  
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Por essa mesma via, outros valores superiores de concentração também já 

foram avaliados anteriormente, como é o caso da -lapachona, a qual foi avaliada na 

concentração de 50 mg/kg, em doses múltiplas, por I.P. Além destas, a curcumina 

(avaliada por via I.P em dose superior a 400 mg/kg), em modelo de doses múltiplas, 

também apresentou atividade in vivo. Todos os modelos citados anteriormente 

encontram-se na revisão sobre agentes esquistossomicidas realizado por Lago et al 

(2017). 

Por outro lado, as ciclodextrinas naturais já foram utilizadas anteriormente, 

com inúmeros fármacos e formulações, para melhorar a solubilidade, como é o caso 

do PZQ que teve sua solubilidade melhorada 5 vezes após formação do complexo 

PZQ/CD (BECKET, 1998; MARAGOS, 2009). Além disso, a associação 

PZQ/HPCD, demostrada por CHAVES (2010), permite que este complexo altere as 

propriedades químicas do PZQ melhorando sua solubilidade e consequente 

biodisponibilidade in vivo.  

Dessa forma, tendo em vista que a cnicina apresenta baixa solubilidade em 

meio aquoso, a CD pode estar atuando sobre a solubilidade e, consequente 

biodisponibilidade da cnicina, permitindo melhor interação desta com o parasito, o 

qual está localizado nas veias mesentéricas do hospedeiro. Já a HPCD apresenta 

uma substituição de suas hidroxilas por grupos hidroxipropil, o que eleva sua 

solubilidade em cerva de 30 vezes quando comparados com a CD (MALANGA, 

2016). Este fato pode ser o responsável pela expressiva melhora da resposta 

antiparasitária do complexo Cn/HPCD, o qual apresentou uma redução de 66,66% 

dos vermes quando comparados ao grupo controle negativo. 

Adicionalmente, foram também realizados ensaios in vivo da Cn e seus 

respectivos complexos com ciclodextrinas por via oral (Tabela 16). 

 

Tabela 16 - Recuperação de vermes após tratamento via oral 
 

        Grupo Tratamento Número de 
doses 

Média de 
vermes ± 

desvio padrão 
 

% de redução 
Vermes 

Sem  
tratamento 

- 3 20,25 ± 3,344 - 

Cn 100 mg/kg 3 16,75 ± 11,69 17,28 

Cn/CD 100 mg/kg 3 18 ± 5,33 11,11 
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Cn/ HPCD 100 mg/kg 3 11,5 ± 4,55 43,20 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Considerando o tratamento por via oral, importante destacar que a 

concentração de 100 mg/kg de Cn manteve-se a mesma em todos os grupos 

tratados. A concentração e o número de doses, apesar de serem relativamente 

baixos se comparados a outros da literatura, foram delineados com base em 

experimentos previamente realizados e publicados. Assim, por exemplo, trabalhos 

anteriores demonstraram que o composto trioxaquine, na concentração de 100 

mg/kg, foi capaz de reduzir a carga parasitária em 42%, após 5 doses (PORTELA, 

2012). Outros exemplos são a niclosamida e o consantel, os quais também 

reduziram a carga parasitária após administração oral de doses múltiplas de 100 

mg/kg (ABDULLA, 2009; LAGO, 2017). 

Com relação aos experimentos realizados no presente trabalho, é possível 

perceber que o grupo tratado somente com Cn apresentou 17,28 % de redução da 

carga parasitária (Tabela 16), a qual não foi tão expressiva se comparada à redução 

ocorrida quando a cnicina foi avaliada por via I.P (Tabela 15). O mesmo pode ser 

observado para o grupo tratado com o complexo Cn/CD, o qual apresentou 

redução de 11,11 % da carga parasitária após tratamento por via I.P. Já o 

tratamento com Cn/HPCD foi capaz de reduzir a carga de vermes em 43,20 % 

(Tabela 16).   

Assim, em comparação ao tratamento por via I.P, o experimento por via oral 

se mostrou menos eficaz se avaliado o parâmetro de redução do número de vermes. 

Essa diferença pode estar relacionada à baixa disponibilidade de cnicina por via oral 

ou mesmo à possibilidade da cnicina ser metabolizada quando administrada por via 

oral, não chegando a atingir o parasito na sua forma ativa. No entanto, uma outra 

hipótese pode ser sugerida pelo local de liberação da cnicina presente nos 

complexos com ciclodextrinas. De acordo com a literatura, quando administradas por 

via oral, tanto as CDs naturais quanto a HPCD não são bem absorvidas e são 

metabolizadas ao nível do cólon e do ceco, por bactérias da própria microbiota 

natural (SALTÃO & VEIGA, 2001). Dessa forma, uma liberação concentrada de Cn 

poderia estar ocorrendo ao nível do cólon e do ceco, sendo possível esta molécula 

chegar à circulação sanguínea mais facilmente. Assim, o que de fato chega em 
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contato com o parasito, em quantidade significativa, por administração por via oral, 

poderia ser a Cn livre. Essa hipótese poderia justificar também o fato de a 

porcentagem de redução de vermes pelo complexo Cn/HPCD por via oral, ser 

semelhante a Cn quando administrada por via I.P, uma vez que HPCD deva estar 

entregando quantidades maiores de Cn na região do intestino em relação a CD. 

De forma geral, é possível perceber uma interação positiva entre HPCD e 

Cn, tanto nos grupos por via I.P quanto por via oral, sendo que neste último, mesmo 

devido à baixa absorção do complexo com HPCD, para este foi possível observar 

redução considerável da carga parasitária o que torna o complexo HPCD, portanto, 

uma formulação mais vantajosa para esse fim. 

Contudo, para uma análise mais completa, outras variáveis devem ser 

levadas em consideração, como o número de doses que pode ter sido baixo para 

esse sistema e a concentração da cnicina que, apesar de estar de acordo com 

outros testes para outras substâncias in vivo da literatura, pode ainda ser avaliada 

em maiores concentrações.  

Além disso, é importante destacar  que há raros trabalhos envolvendo a 

cnicina em modelos de ensaios in vivo e nenhum trabalho prévio com esta molécula 

associada a um complexo de inclusão, como a CD ou HPCD. Assim, estudos mais 

detalhados e amplos de farmacocinética devem ser realizados para melhor 

conhecermos seus mecanismos e interações em modelos in vivo. 

 

4.8.1 Análise de Oograma 

 

Outro parâmetro importante diretamente relacionados à carga parasitária que 

deve ser levado em consideração na avaliação esquistossomicida in vivo é a 

contagem e o desenvolvimento dos ovos, os quais são encontrados tanto no 

intestino quanto nas fezes de animais infectados. Dessa forma, na busca por novas 

opções terapêuticas no combate à esquistossomose, deve-se considerar também 

moléculas com potencial em diminuir a oviposição das fêmeas e, assim, pode 

dificultar a propagação da helmintose e diminuir o principal agente patogênico da 

doença, o ovo (KATZ, 2008). 

 Neste sentido, uma análise quantitativa dos ovos foi realizada (Figuras 44 e 

45). O estudo levou em consideração o número de ovos por grama (OPG) e 
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presença de ovos maduros e imaturos. Esse último parâmetro é de grande 

interesse, pois a redução de ovos imaturos significa que não há oviposição recente 

por parte dos parasitos (DE MORAES, 2011). 

A oviposição está diretamente relacionada com o acasalamento dos parasitos 

ou com a incapacidade da fêmea em realizá-la. Há relatos de algumas substâncias 

que impedem ou diminuem a oviposição devido à inibição da enzima 3–hidroxi, 3-

metilglutaril, coenzimaA e a nicarbazina, como o Mevinolin, fármaco pertencente a 

classe das histatinas. (CHEN; FOSTER; BENNETT, 1990). 

Da mesma forma, as análises quantitativas de ovos são padrões de 

referência em testes esquistossomicidas, como o realizado com a epiisopilosina, a 

qual foi administrada por via oral, em dose única, na concentração de 100 mg/kg e 

apresentou uma redução de ovos imaturos de 45,84 % e, para a contagem de ovos 

por grama de fezes (OPG), uma redução de 58 % em relação ao grupo não tratado 

(GUIMARAES et al., 2017). 

No presente trabalho, a análise quantitativa dos ovos, para tratamento por via 

oral, revelou valores interessantes, quando comparados ao grupo controle e, ainda 

superiores, a alguns dados de substâncias presentes na literatura, evidenciando 

uma redução significativa do número de ovos imaturos e do OPG.  

De acordo com a Tabela 17, a porcentagem de redução OPG foi mais 

expressiva no grupo Cn/HPCD para tratamento via oral, o que corrobora com os 

resultados elucidados anteriormente, diante da redução da porcentagem de vermes. 

Esses dados mostram que a formação dos complexos de inclusão em ciclodextrinas, 

tanto em CD quanto em HPCD, de fato, conseguem melhorar o desempenho da 

ação da Cn na resolução da esquistossomose. Uma comparação mais detalhada foi 

expressa em gráficos, evidenciando estatisticamente essa redução do número de 

ovos tanto maduros quanto imaturos em relação ao grupo controle para cada forma 

de tratamento (Figura 44). 
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Figura 44 - Análise quantitativa do número de ovos para os diferentes tratamentos 
por via oral 
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* Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,05). 

*** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,001). 

Fonte: Autor, 2019. 

 

 

Tabela 17 - Quantificação de ovos após tratamento via oral 
 

 
Grupo 

 
Tratamento 

 
Número 
de doses 

% de 
redução 

Ovos 
Imaturos  

% de 
redução 

OPG 

Cn 100 mg/Kg 3 95,09 17,92 

Cn/CD 100 mg/Kg 3 89,01 51,68 

Cn/ HPCD 100 mg/Kg 3 86,60 94,54 

Fonte: Autor, 2019. 
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O número de ovos maduros apresentou uma redução estatisticamente 

significativa (p < 0,001), para todos os modelos de tratamento por via oral e o 

número de ovos imaturos, tratados somente com Cn, apresentou uma diferença 

significativa quando comparado ao controle negativo (p < 0,05). No entanto, é 

possível observar uma redução de ovos imaturos relevante em todos os grupos 

tratados. Este fato, revela que não ocorreu oviposição recente no hospedeiro, 

provavelmente, devido ao início do tratamento com as amostras. A redução do 

número de ovos maduros pode estar relacionada com uma possível atividade da 

amostra diretamente nos ovos, no caso da via oral, justamente devido à 

metabolização das ciclodextrinas na região do intestino (SALTÃO & VEIGA, 2001), 

onde os ovos podem ser encontrados, permitindo uma ação direta da Cn liberada. 

No tratamento por via intraperitoneal, também foi possível observar uma 

redução da contagem de ovos maduros que se mostrou estatisticamente significativa 

(p < 0,001) para todos os modelos de tratamento avaliados, bem como uma redução 

estatisticamente significativa (p < 0,05) de ovos imaturos nos grupos tratados com 

Cn e Cn/HPCD. As porcentagens de redução e os valores comparativos do número 

de ovos podem ser observados na figura 45 e tabela 18, respectivamente. 
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Figura 45 - Análise quantitativa do número de ovos para os diferentes tratamentos 
por via intraperitoneal 
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* Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,05). 

*** Diferença significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,001). 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Tabela 18 - Quantificação de ovos após tratamento via intraperitoneal 
 

 
Grupo 

 
Tratamento 

 
Número 
de doses 

% de 
redução 

ovos 
Imaturos  

% de 
redução 

OPG 

Cn 100 mg/Kg 3 99,33 50,90 

Cn/CD 100 mg/Kg 3 96,17 58,96 

Cn/ HPCD 100 mg/Kg 3 96,17 100 

Fonte: Autor, 2019. 
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Quando comparamos a porcentagem de redução de OPG e ovos imaturos 

entre os grupos tratados, percebe-se que a contagem de ovos imaturos não sofre 

grandes alterações entre eles, mas apresentam clara redução com um valor mínimo 

de 96,17 %. No entanto, a redução de OPG se mostrou mais expressiva no grupo 

Cn/HPCD, seguido do Cn/CD e, depois, da Cn, mostrando novamente que os 

dados vão de encontro aos resultados previamente apresentados em relação à 

carga parasitária na qual o tratamento com o Cn/HPCD apresentou melhor 

potencial esquistossomicida. O fato de que o tratamento com cn promoveu maior 

redução de OPG por via intraperitoneal pode estar relacionado justamente à via de 

administração e à facilidade em atingir o alvo, já que esta leva a substância do 

tratamento diretamente ao sangue do animal. 

Uma redução na oviposição pode ser causada por alterações no sistema 

reprodutivo, tanto de machos quanto de fêmeas. Como exemplo, temos o fármaco 

levostatina, inibidor da síntese de colesterol, que causa redução na oviposição de S. 

mansoni através de alterações morfológicas degenerativas no aparelho reprodutor, 

alteração dos folículos vitelínicos e do ovário das fêmeas, além de modificações nos 

testículos dos machos (ARAÚJO et al. 2002). A estreptozotocina também é outro 

fármaco que pode ser mencionado por afetar tanto a oogênese quanto 

espermatogênese dos vermes, causando até esterilização dos parasitos (HULSTIJN 

et al., 2003). Existem várias alterações morfológicas que podem levar a inviabilidade 

reprodutiva dos vermes e consequente redução da cinética de oviposição. 

No presente trabalho as alterações morfológicas nos órgãos reprodutivos não 

foram analisadas. No entanto, devido a expressiva redução do número de ovos 

presentes no oograma e nas fezes, é possível que os órgãos reprodutores dos 

parasitos, tanto fêmeas quanto machos, tenha sofrido alterações. 

 

4.8.2 Avaliação do peso médio dos fígados e baços dos animais após 

tratamento 

 

Um dos grandes problemas da esquistossomose é o aumento do tamanho do 

fígado (formação granulomatosa) e baço (formação granulomatosa e intensa 

atividade imunológica) do indivíduo infectado, fato conhecido como 

hepatoesplenomegalia. Os granulomas apresentam papel fundamental na proteção 
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do hospedeiro, principalmente contra antígenos potencialmente tóxicos liberados 

pelos ovos aprisionados no tecido (LINS et al., 2008). Tanto a hipertensão portal 

quanto a fibrose tecidual são danos característicos causados pelos granulomas, 

sendo assim, substâncias com potencial resolutivo desses processos, podem 

auxiliar na redução da morbidade da doença (PYRRHO et al., 2004). Essa alteração 

histológica gera a inviabilização do tecido e comprometimento do mesmo devido a 

formações granulomatosas, que vão ocorrendo com avanço da doença através de 

um processo inflamatório acometido principalmente pela deposição de ovos no 

tecido (GRYSEEL, 1995; FELICISSIMO, 2014).  

Após eutanásia, os fígados e baços dos animais tratados e não tratados 

foram retirados e pesados imediatamente. A média dos pesos foi então avaliada 

para um estudo comparativo entres as diferentes formas de tratamentos. 

Dessa forma, no presente estudo foi avaliado o potencial de redução deste 

quadro frente a uma comparação dos pesos dos órgãos de grupos tratados e o 

controle negativo. Na figura 46 observa-se que ocorreu uma redução 

estatisticamente significativa (p < 0,05) em todos os grupos de tratamento para o 

peso médio dos baços e uma redução significativa para o peso médio do fígado no 

animal tratado com Cn/CD.  

Baseando-se em dados da literatura, substâncias com capacidade de 

interferir na viabilidade dos ovos ou na fecundidade de fêmeas, são capazes de 

evitar o aumento expressivo do peso médio dos órgãos (ABDUL-GHANI et al., 

2011). 

Como exemplo, animais tratados com mevinolin, um fármaco que tem 

capacidade de interromper temporariamente a oviposição, apresentaram uma 

redução das massas relativas desses órgãos (FOSTER & BENNETT, 1990). O 

mesmo foi observado em alguns esquemas de tratamento com a substância 

artemeter (LESCANO et al., 2004). 
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Figura 46- Efeito do tratamento por via I.P com Cn, Cn/CD e Cn/HPCD sobre o 
peso relativo de fígados e baços dos animais com esquistossomose 
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Os pontos e triângulos representam os dados de animais individuais, barras na horizontal 

representam a média de cada grupo; * Diferença significativa quando comparado com grupo controle 
sem tratamento (p < 0,05). 

 
Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 47 - Efeito do tratamento por via oral com Cn, Cn/CD e Cn/HPCD sobre o 
peso relativo de fígados e baços dos animais com esquistossomose 
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Os pontos e triângulos representam os dados de animais individuais, barras na horizontal 
representam a média de cada grupo; * Diferença significativa quando comparado com grupo controle 
sem tratamento (p < 0,05). 

 
Fonte: Autor, 2019. 
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Tabela 19 - Porcentagem de redução do peso de fígado e baço por via IP e oral de 
administração 

 

 

 

 

 

                                                        Fonte: Autor, 2019. 

 

Tanto no esquema terapêutico por via I.P (Figura 46) quanto por via oral 

(Figura 47), foi possível observar um resultado estatisticamente semelhante na 

porcentagem de redução do peso médio dos órgãos para todos os grupos de 

tratamento (Tabela 19).  

 Os resultados sugerem que a Cn apresenta potencial na resolução dos 

granulomas localizados tanto no fígado quanto no baço dos animais infectados. 

Essa redução segue de acordo com os dados do número de ovos maduros e 

imaturos reportados anteriormente que foram muito semelhantes em todos os 

grupos de tratamento. Como descrito anteriormente por Hams, Aviello e Fallon 

(2013), a patogenia durante a esquistossomose ocorre principalmente devido a uma 

resposta inflamatória granulomatosa excessiva devido a presença de ovos 

aprisionados no tecido. Desse modo, o efeito anti-inflamatório pode estar associado 

a uma melhora da resolução dos granulomas assim como já foi descrito 

anteriormente na literatura para a arctiina e outras substâncias (SAÇO, 2015). 

Nesta mesma linha de raciocínio, o fato de que a cnicina já teve seu potencial 

anti-inflamatório reportado na literatura anteriormente (EREL et al., 2011) revela um 

indicativo de como essa molécula possa atuar, desta maneira, na redução do peso 

dos órgãos. No entanto, análises histológicas mais detalhadas devem ser realizadas, 

evidenciando o infiltrado celular, por exemplo de eosinófilos e neutrófilos na região 

dos granulomas, bem como a área de extensão e resolução dos mesmos. Em 

análise comparativa entre os grupos de tratamento, não foi observado diferença 

significativa para Cn, Cn/CD e Cn/HPCD. 

 

 

 

 
Grupo 

 Número 
de doses 

 % de redução 
Via I. P 

 % de redução 
Via Oral 

Fígado Baço Fígado Baço 
Cn 3 25 79 39 75 

Cn/CD 3 39 80 40 82 
Cn/ HPCD 3 25 77 30 73 
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5. CONCLUSÕES  

 

 Com relação ao caráter inovador, é o primeiro registro de avaliação da 

esquistossomicida in vitro e in vivo para essa molécula, bem para seus 

complexos supramoleculares com CD e HPCD, os quais são também 

relatados pela primeira vez. 

 Considerando o grau de toxicidade, a cnicina apresentou citotoxicidade 

moderada diante de macrófagos murinos de lavado intraperitoneal. No 

entanto, a associação desta com a HPCD foi capaz de reduzir a toxicidade. 

 A atividade esquistossomicida in vivo, verificada tanto por via intraperitoneal 

quanto por via oral, demonstrou que a cnicina e seus complexos de inclusão 

são capazes de reduzir a carga parasitária e de reduzir o número de ovos e o 

OPG nos animais tratados.  

 A cnicina bem como os complexos supramoleculares CD e HPCD, 

promoveram uma redução estatisticamente significativa do peso médio dos 

fígados e baços dos animais tratados. 

 O estudo demonstra a atividade esquistossomicida in vivo da cnicina e a 

melhora desta ação, com diminuição da citotoxicidade, por meio da 

associação desta entre estruturas supramoleculares com ciclodextrinas.  

 A análise geral dos resultados sugere que a atividade esquistossomicida in 

vivo do complexo cn/HPCD tenha sido a mais eficaz, tanto por via 

intraperitoneal quanto por via oral.  

 O presente trabalho conseguiu envolver, diversas áreas do conhecimento e 

tecnologia, visando contribuições na pesquisa sobre a ciência dos arranjos 

supramoleculares, bem como suas aplicações no tratamento de doenças. 
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