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RESUMO

Este trabalho compreende um estudo de sistemas supramoleculares
estabilizados por interacBes ndo covalentes, formados entre substancias utilizadas no
tratamento de doencas negligenciadas, como as leishmanioses e a malaria, com p-
ciclodextrina (BCD). Investigou-se a associacdo do antileishmanico Isotionato de
Pentamidina (PNT), do antimalérico Artesunato (AS) e do potencial antimalarico 1-(7-
cloroquin-4-il)-tiossemicarbazida (CQT) com BCD.

Os compostos envolvendo BCD e PNT foram obtidos pelo método de
liofilizacdo, ao passo que os compostos envolvendo AS e CQT foram obtidos por
secagem por nebulizacdo. Os compostos foram caracterizados por técnicas no estado
solido por espectroscopia vibracional da regido do infravermelho (IV), anéalise térmica
(TG/DTA) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). Em solucdo, utilizou-se
espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (IES-EM), ressonancia
magnética nuclear uni e bidimensional (*H e ROESY) e titulacdo calorimétrica
isotérmica (ITC) (apenas o sistema envolvendo PNT). Além disso, 0s compostos
tiveram sua atividade biologica investigada.

Combinando técnicas termodinamicas e estruturais como ITC, IES-EM e RMN,
0 processo de inclusdo e os parametros termodindmicos foram identificados. Os dados
experimentais obtidos por ITC e IES-EM sugerem a formacdo simultanea de diferentes
complexos supramoleculares em solucdo. Além disso, os dados de RMN sugerem uma
inclusdo profunda de PNT na cavidade de BCD. Os testes bioldgicos realizados in vivo,
evidenciaram a atividade por via oral do composto de incluséo estudado (BCD:PNT)1:1,
em relacdo ao farmaco livre, o qual é inativo. Tais resultados foram promissores no que
se refere a investigagdo de uma alternativa terapéutica para o tratamento da
Leishmaniose.

Para o sistema formado entre AS e BCD, as caracterizagdes indicaram a
formagéo de um sistema supramolecular envolvendo as duas espécies. Experimentos do
tipo DOSY, indicaram o mesmo coeficiente de difusdo para farmaco e macromolécula,
evidenciando assim que os precursores evoluem juntos.

Para CQT, verificou-se que o composto de inclusdo (BCD:CQT) néo foi
formado. Deste modo, preparou-se o composto (a«CD:CQT)1:1, o qual foi devidamente
caracterizado. Os resultados obtidos por ROESY indicaram interagfes entre o0s

hidrogénios benzénicos, H5, H6 e H8, com os hidrogénios H-3 e H-5 situados na



cavidade da molécula hospedeira, envidenciando a formagdo do composto de incluséo
com aCD.

Os ensaios bioldgicos para os antimaléricos AS e CQT foram realizados in vivo.
A toxicidade aguda do composto de inclusdo (BCD:AS)1:1 ndo apresentou toxicidade
aos camundongos apés 5 dias de administracdo. Adicionalmente, realizou-se ensaios
para avaliar a atividade citotoxica de AS, (BCD:AS)1:1 e CQT. Os resultados indicaram
que as moléculas ndo apresentaram toxicidade in vitro para células renais e hepéticas. A
atividade in vivo de CQT foi testada contra P. berghei, constatando-se o potencial
antimalarico foi ativo no quinto e sétimo dias, reduzindo aproximadamente 66 % da

parasitemia.

Palavras-chave: ciclodextrinas, Pentamidina, Artesunato, compostos de

inclusdo, doengas negligenciadas, leishmaniose e malaria.



ABSTRACT

This work includes a study of supramolecular systems stabilized by non-covalent
interactions, formed between the substances used in the treatment of neglected diseases
such leishmaniasis and malaria, with B-cyclodextrin (BCD). We investigated the
association of antileishmanial pentamidine isethionate (PNT), the antimalarial
artesunate (AS) and potential antimalarial 1,7-chloroquinolinyl-thiosemicarbazide
(CQT) with BCD.

The compounds involving PNT were obtained by lyophilization, while
compounds involving AS and CQT were obtained by spray drying. The compounds
were characterized by standard solid state methods such as vibrational spectroscopy in
the infrared regiond (IR), thermal analysis (TG/DTA) and scanning electron microscopy
(SEM). In solution, we used mass spectrometry with electrospray ionization (ESI-MS),
nuclear magnetic resonance (*H and ROESY) and isothermal titration calorimetry (ITC)
(only the system involving PNT). Furthermore, the compounds have biological activity
investigated.

Combining thermodynamic and structural techniques such as ITC, ESI-MS and
NMR, the inclusion process and the thermodynamic parameters were identified. The
experimental data obtained by ESI-MS and ITC suggest the simultaneous formation of
different supramolecular complexes in solution. Also, NMR data suggest a deep
inclusion of PNT in BCD cavity. The biological tests performed in vivo showed the oral
activity of inclusion compound studied (BCD:PNT)1:1, compared to free drug which is
inactive. These results are promising with regard to the investigation of alternative
therapeutic alternatives for leishmaniasis treatment.

For the system formed between AS e BCD the characterizations indicated the
formation of a supramolecular system involving two species. DOSY experiments
indicated the same diffusion coefficient for the drug and the macromolecule, showing
the formation of inclusion compound (BCD:AS)1:1.

It was verified that (BCD:CQT) inclusion compound was not formed. Thus the
compound (aCD:CQT)1:1 was prepared, which was properly characterized. The
ROESY results indicated interactions between the aromatic hydrogens, H5, H6 and H8
with H-3 and H-5 located in the cavity of host molecule, showing the formation of

inclusion compound with aCD.



The biological tests for antimalarials AS and CQT were performed in vivo.
Acute toxicity of the inclusion compound (BCD:AS)1:1 showed no toxicity to mice
after 5 days of administration. Additionally, tests were conducted to evaluate the
cytotoxic activity of AS, (BCD:AS)1:1 and CQT. The results indicated that the
molecules showed no toxicity in vitro in renal and hepatic cells. The in vivo activity of
CQT was tested against P. Berghei, noting the potential antimalarial was active in the

fifth and seventh days, reducing approximately 66% parasitemia.

Key words: cyclodextrins, pentamidine, artesunate, inclusion compounds, neglected

diseases, leishmaniose and malaria.
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1. INTRODUCAO

As doengas negligenciadas representam um problema global de saude publica,
sendo constituidas por um grupo de doencas tropicais, endémicas especialmente entre as
populacdes pobres da Africa, Asia e América Latina. (Bardosh, Thys et al., 2011;
Leslie, 2011) De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude, pertencem a
esse grupo malaria, tuberculose, doenca de Chagas, dengue, esquistossomose,
hanseniase e leishmaniose, as quais causam entre 500.000 e 1 milhdo de Obitos
anualmente.(World Health Organization, 2013)

O termo doengas negligenciadas foi utilizado pela primeira vez na década de
1970, com o langamento do programa “The Great Neglected Diseases of Mankind” por
Kenneth Warren, diretor da area de satde da Fundacdo Rockfeller. Inicialmente o termo
indicava baixo investimento em pesquisas na area, em comparacao a doencas globais
como cancer. Entretanto, a partir do ano 2000 os Médicos Sem Fronteiras e a DNDi
(Drugs for Neglected Diseases initiative) lancaram a nogéo de que as referidas doencas
eram negligenciadas, sobretudo, pelas inddstrias farmacéuticas, cuja pesquisa e
desenvolvimento é orientada sempre pelo lucro, estando o setor industrial privado
focado nas doencas globais, para as quais medicamentos podem ser produzidos e
comercializados com geracao de lucros. (World Health Organization, 2013)

Particularmente, doencas tropicais causadas por protozoarios tais como as
leishmanioses e malaria sdo responsaveis por considerada mortalidade e morbidade,
afetando mais de 300 milhdes de pessoas no mundo anualmente, com relevantes
consequéncias sociais e econdmicas. (Greenwood e Mutabingwa, 2002; Jain, Khan et
al., 2005; Vieites, Smircich et al., 2008) Para ambas protozooses as dificuldades ao
tratamento impdem limites ao controle destas parasitoses e reforcam a necessidade
impreterivel de pesquisa de alternativas terapéuticas com baixa toxicidade e alta

eficacia.

1.1. LEISHMANIOSE

A Leishmaniose € uma doenca infecciosa zoondtica causada por protozoarios do
género Leishmania, com manifestacfes clinicas dependentes da viruléncia da espécie
infectante, susceptibilidade do hospedeiro e co-infecgbes, sendo divididas em

Leishmaniose cutanea e mucocutdnea que se caracterizam por lesbes na pele e
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leishmaniose visceral, que pode ser fatal. (Mishra, Saxena et al., 2007) A Organizacao
Mundial de Saude considera a leishmaniose uma das mais sérias doencas causadas por
protozoarios, com aproximadamente 14 milhGes de novos casos no mundo. (World
Health Organization - Malaria, 2013).

O ciclo biolégico de Leishmaniasis spp esta representado na Figura 1. Os
parasitas apresentam em seu ciclo bioldgico apenas duas formas evolutivas: a forma
amastigota, que € imdvel e intracelular e a forma promastigota flagelada e extracelular.
A doenca € transmitida ao hospedeiro mamifero através da picada de fémeas de vetor
flebotomineo infectado com as formas promastigotas de Leishmania (etapa 1). No
mamifero, estas sdo fagocitadas por macréfagos ou células dendriticas e transformam
em amastigotas (etapa 2), as quais multiplicam-se até que ocorra 0 rompimento dos
macrofagos inicialmente infectados, quando entdo, as mesmas sdo liberadas e infectam
novos macrofagos, resultando no desenvolvimento da doenca (etapa 3). (Desjeux,
2001; Oliveira R.S.; Maciel, 2003; Bates, 2007)

Quando o fleb6tomo pica um individuo infectado, aspira macrofagos parasitados
ou amastigotas livres no sangue, que passardo a evoluir no interior de seu tubo
digestivo. Em aproximadamente 12 a 23 horas, quase todos os parasitas tornam-se
promastigotas, e depois multiplicam-se por fissdo binaria (etapa 4). Tais promastigotas
aderem-se ao trato digestivo dos fleb6tomos e para evitar serem excretados, causam
uma obstrucdo mecénica, o que dificulta a ingestdo de sangue pelo inseto. Apds cada
esforco por ingerir sangue, 0s muasculos encarregados da succ¢éo relaxam e provocam a
regurgitacdo do material aspirado com os parasitas. Dessa forma, quando o inseto pica o
hospedeiro vertebrado reinicia-se o ciclo (etapa 5). (Gossage, Rogers et al., 2003)

Uma preocupacao é a sobreposicdo da distribuicdo geografica das leishmanioses
e pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando a
Leishmania um organismo oportunista. (Wolday, Berhe et al., 1999; Cruz, Nieto et al.,
2006) A maioria dos casos de co-infeccdo registrados na América do Sul acontece no
Brasil e essa dupla infec¢do produz efeito somatorio na deficiéncia da resposta imune,
uma vez que Leishmania e HIV destroem células do sistema imune, aumentando

exponencialmente a intensidade e consequéncias das doencas. (Cruz, Nieto et al., 2006)
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Figura 1: Ciclo bioldgico da Leishmania sp. Fonte:
(http://www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/Is_lc.html (acesso em 24 de marco
de 2013))

O tratamento de pacientes infectados com leishmaniose ainda representa um
sério problema, uma vez que as opg¢des de tratamento sdo limitadas. (Croft, Barrett et
al., 2005; Murray, Berman et al., 2005) A escolha do tratamento depende da espécie do
parasita, da sensibilidade aos farmacos, do tipo de estidgio da doenca e do estado
imunoldgico do paciente. A quimioterapia convencional tem sido realizada com o uso
de antimoniais pentavalentes ilustrados na Figura 2, que constituem os farmacos de
primeira escolha, apesar de apresentarem eficacia limitada e algumas vezes significante
toxicidade, longo periodo de terapia e administracdo parenteral. (Nakayama, Loiseau et
al., 2005)
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Anfotericina B, Figura 3, e sais de pentamidina constituem alternativas a
utilizacdo dos antimoniais, entretanto apresentam efeitos tdxicos e a necessidade de
administracdo por via parenteral. (Croft e Coombs, 2003; Nakayama, Loiseau et al.,
2005)
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Figura 3: Estrutura quimica da Anfotericina B.

A administragdo oral tem a vantagem de reduzir as dificuldades sdcio-
econdmicas que estdo presentes em areas endémicas, onde 0s servi¢os de saude séo
escassos. Ao longo dos ultimos anos, hexadecilfosfocolina (HepC; miltefosina), um
agente antineoplasico, foi identificado como o primeiro tratamento eficaz por via oral

para a infeccéo de leishmaniose visceral. (Sundar e Murray, 2005)
1.1.1. Isotionato de Pentamidina
O isotionato de 1,5-bis(4-amidinofenoxi)pentano, denominado PNT ilustrado na

Figura 4, é uma diamina aromatica sintetizada em 1940, (Ashley e H., 1942) que

apresenta atividade antiprotozoaria bem conhecida, (Nacher, Carme et al., 2001; Croft e
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Yardley, 2002) sendo o farmaco de segunda escolha mais recomendado em casos de
resisténcia aos antimoniais (Croft e Yardley, 2002; Nakayama, Loiseau et al., 2005) e
casos de co-infeccdo com o virus HIV. (Manfredi, Marinacci et al., 2008) Seu
mecanismo de acao ndo esta claramente definido.

Uma caracteristica relevante da PNT, se refere a protonacdo dos grupos
amidinicos em pH fisioldgico, que reduz a permeabilidade na membrana e
consequentemente a atividade oral. (Docampo e Moreno, 2003) Desta forma, o farmaco
requer administracdo parenteral, 0 que torna o tratamento pouco prético, ja que grande
parte dos pacientes residem em éareas rurais. (Puckowska, Bielawski et al., 2004;
Nakayama, Loiseau et al., 2005) A PNT ndo atravessa a barreira hematoencefalica e
une-se com rapidez aos tecidos depois da administracdo, sendo excretada por via renal.
(Goodman e Gilman, 1996)

e P
HoN NH
NH < NH;
HO—S
AN

Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura do farmaco Isotionato de
Pentamidina (PNT).

PNT ¢é bem tolerada em muitos pacientes apesar de alguns efeitos adversos
serem reportados, como a nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e hipotenséo. (Puckowska,
Bielawski et al., 2004; Nakayama, Loiseau et al., 2005; Zolek e Maciejewska, 2010)
Tais efeitos colaterais associados com o aumento da resisténcia dos protozoarios a PNT
tem motivado diversos grupos de pesquisa a investigarem a sintese de analogos.
(Bakunova, Bakunov et al., 2009; Bakunov, Bakunova et al., 2010; Jarak, Marjanovic et
al., 2011) Outra alternativa amplamente utilizada para diversas classes de farmacos com
0 objetivo de melhorar suas propriedades fisico-quimicas e aumentar a eficiéncia, esta
relacionada a encapsulagdo. (Marques, 2011; Passos, 2011) Nesse contexto, a literatura

documenta trabalhos envolvendo a encapsulacdo de PNT com lipossomas (Banerjee,
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Nandi et al., 1996; Siddiqui, Syed et al., 2009) e nanoparticulas. (Paul, Fessi et al.,
1997; Paul, Durand et al., 1998) Em especial, a utilizacdo de ciclodextrinas ¢ uma
interessante alternativa que tem sido aplicada a diversas classes de farmacos, sendo
utilizadas em sistemas de liberacdo sofisticados. (De Sousa, Denadai et al., 2010; Lula,
De Sousa et al., 2011)

1.2. MALARIA

A maléria é uma doenca infecciosa causada por um protozoario do género
Plasmodium, sendo que quatro espécies infectam o ser humano: P. vivax, P. malariae,
P. ovale e P. falciparum, sendo transmitidas pela picada de fémeas de mosquitos
anofelinos. Cada espécie de Plasmodium determina aspectos clinicos diferentes para a
enfermidade, mas, em geral, os sintomas tipicos sdo febre, nauseas e dores de cabeca,
acompanhados de diarréia e vomitos. Na auséncia de tratamento adequado, a doenca
pode progredir para situacbes mais graves que podem levar ao ébito, como a maléaria
cerebral, anemia severa e disfuncéo de varios drgéos vitais. (World Health Organization
- Malaria, 2013)

Como pode ser visto pelo ciclo de vida do parasita exposto na Figura 5, a
infeccdo malérica inicia-se quando esporozoitos infectantes sdo inoculados no homem
por mosquitos do género Anopheles. Essas formas parasitarias saem rapidamente da
circulacdo sanguinea e se alojam nos hepatdcitos, onde se transformam, multiplicam e
originam esquizontes tissulares. Essa fase assintomatica é denominada pré-eritrocitica e
dura cerca de 5 a 15 dias. Em seguida, os esquizontes se rompem, cada qual liberando
milhares de merozoitos que caem na circulagdo, invadem os eritrdcitos e iniciam, assim,
o ciclo eritrocitico. (Braga, Carvalho et al., 2002; Hardman, 2003) Nos eritrocitos, a
maioria dos parasitas se reproduz assexuadamente, originando merozoitos que invadirdo
novos eritrécitos. Depois de algumas geracdes de merozoitos, ocorre a diferenciacdo em
estagios sexuados, 0s gametocitos, que continuardo seu desenvolvimento no mosquito
vetor.

Os eritrocitos contendo parasitas se rompem, cada qual liberando 6 a 24
merozoitos, sendo esse processo o responsavel pelas crises febris. (Hardman, 2003)
Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito Anopheles ingere as formas
sanguineas do parasita, mas somente 0s gametocitos sdo capazes de se desenvolver no

inseto. No intestino do mosquito, o processo de gametogénese é estimulado, formando-
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se zigotos. Essas formas do parasita se desenvolvem na parede do intestino do inseto e
ddo origem a esporozoitos infectantes, que se alojam nas glandulas salivares do
mosquito, o qual pode, entéo, infectar outro hospedeiro humano. (Braga, Carvalho et
al., 2002; Hardman, 2003) A grande complexidade do ciclo de vida do parasita explica
as enormes dificuldades para o desenvolvimento de uma terapia antimalarica eficaz e
segura. (Vale, 2005)

Glandulas Salivares

Esporozoitos

Intestino
Mosqui
Merozonos

Oocisto
Trofozoftos é&\ Oocineto
Gametécutos Zigoto
Gametas

Figura 5: Ciclo de vida do parasita da malaria humana - Fonte: (Vale, 2005).

A malaria é considerada uma das mais importantes doencas tropicais devido a
alta mortalidade e morbidade, afetando mais de 2 bilhdes de pessoas em paises
endémicos. A doenca afeta principalmente populacGes de paises em desenvolvimento,

constituindo um obstaculo ao desenvolvimento econémico. (Araujo, 1999; De Sa, Costa
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et al., 2009; Tekete, Djimde et al., 2009; Martino, Malet-Martino et al., 2010; World
Health Organization - Malaria, 2013)

O tratamento para essa doenca é longo, complexo e muitas vezes ineficaz devido
a reinfeccdo do paciente, fenbmeno muito comum em regides endémicas. Isto acontece
porque muitas das estratégias consideradas eficazes para o combate a malaria sdo pouco
acessiveis nos paises endémicos, como a educacdo da populacdo de risco, a
quimioterapia eficiente, o controle do vetor por meio de inseticidas e o uso de
mosquiteiros impregnados com inseticidas para evitar a infeccdo. (Soares e Rodrigues,
1998) Somando-se a isso e ao tratamento realizado de maneira extensiva e desordenada
que ocasionou problemas de resisténcia aos diferentes esquemas terapéuticos utilizados,
a ineficacia das vacinas e o desinteresse das grandes industrias farmacéuticas em
desenvolver farmacos baratos e acessiveis contra a doenca, tornam a malaria uma
emergéncia global de saude publica. (Khalil, Mohamed et al., 2000; Witkowski, Berry
et al., 2009)

Os antimalaricos podem ser classificados pelo estagio do parasita no qual agem,
pelas indicacdes clinicas de seu uso ou classe quimica. (Hardman, 2003) De acordo com
0 estagio do ciclo de vida do parasita no qual agem, os antimalaricos podem ser
classificados em esquizonticidas sanguineos, esquizonticidas teciduais, gametocidas e
esporonticidas. (Sweetman, 2005) Os esquizonticidas sanguineos agem nas fases
eritrociticas dos parasitas, que sdo diretamente responsaveis pelos sintomas clinicos da
doenca. Os esquizoticidas teciduais atuam nas fases exoeritrociticas do parasita. Sdo
usados para profilaxia, prevenindo a invasdo de células sanguineas, e para evitar
recaidas, levando a cura radical de infec¢des por P. vivax ou P. ovale. Os gametocidas
destroem as formas sexuadas do parasita, interrompendo a transmissdo da infeccdo ao
mosquito vetor. Os esporonticidas ndo apresentam acdo direta nos gametocitos no
hospedeiro humano, mas previnem a esporogonia no mosquito. (Hardman, 2003;
Sweetman, 2005)

Os compostos mais utilizados no tratamento da malaria incluem desde derivados
aril-aminoalcool (que incluem a quinina, guanidina, cloroquina, amodiaquina,
mefloquina, e piperaquina); passando por antifolatos (como pirimetamina, proguanil e
sulfadoxina) até artemisinina e seus derivados (dihidroartemisinina, artesunato,
artemeter e arteeter) que s@o atualmente os farmacos mais promissores devido a
eficacia, rapido modo de acdo e amplo espectro de atividade, embora apresentem baixa
solubilidade em agua. (Yang, Lin et al., 2009)
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1.2.1. Artesunato

Os compostos a base de artemisinina, Figura 6a, sdo derivados da planta
conhecida pelos chineses como Artemisia annua L, e utilizada com o proposito de
“controlar e reduzir as febres”, (Klayman, 1985) sendo considerada atualmente a classe
mais importante de antimalaricos. (World Health Organization - Malaria, 2013) A
artemisinina foi isolada pelos pesquisadores chineses em 1972 e em 1979 teve sua
estrutura elucidada, j& em 1983 foi realizada a sua sintese total. (Robert e Meunier,
1998; Balint, 2001) Esta é uma sesquiterpena-lactona que apresenta como subunidade
farmacoférica uma ligacdo perdxido pouco usual na sua estrutura, a qual determina uma
importante atividade antimalarica, inclusive sobre cepas de P. falciparum
multirresistentes. (Klayman, 1985) Entretanto, devido a sua baixa solubilidade e
propriedades farmacocinéticas inadequadas ao uso terapéutico, varios analogos
modificados foram sintetizados. A literatura reporta que artemisinina e seus derivados
exercem atividade antimaldrica mediante clivagem da ponte endoperdxido com
formacédo de radicais livres e alquilacdo de proteinas especificas e fundamentais para a
sobrevivéncia do parasita. (Van Agtmael, Eggelte et al., 1999; Meshnick, 2002; Silva,
2006; Taranto, 2006)

As limitagbes de biodisponibilidade da artemisinina foram contornadas
mantendo-se a unidade farmacoforica trioxanica e modificando-se os substituintes no
carbono do grupamento cetona (C=0), o que deu origem aos analogos sintéticos que
exibem maior atividade e sdo melhor absorvidos. (Rang, 2004) Dentre os derivados
ativos, obtidos por semi-sintese, encontram-se a diidroartemisinina (DHA) (Figura 6b),
B-arteméter (Figura 6¢) e o arteéter (Figura 6d), bem como o artesunato ou &cido
artestinico (AS) ilustrado na Figura 7. (Robert e Meunier, 1998) E importante destacar a
diidroartemisinina (DHA), a qual constitui o principal metabolito dessa classe de
compostos. (Li, Peggins et al., 1998; Posner, Paik et al., 2007)

Em especial, o AS cuja nomenclatura IUPAC é
(3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-decahidro-3,6,9-trimetil-3,12-epoxi-12H-pirano[4,3-
j]-1,2-benzodioxepin-10-01, hidrogeno sucinato, € um derivado semi-sintético da
artemisinina, o qual foi desenvolvido pela primeira vez na Republica Popular da China.
(White, 2008) AS é preparado a partir da reducdo da lactona, fragdo ndo essencial da
molécula, com boroidreto de sodio produzindo DHA, o qual apresenta grupamento
hidroxila e através esterificacdo de Steglish, na presenca de dicicloexilcarbodiimida e de
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4, N,N-dimetilaminopiridina, obtém o éster da DHA com &cido succinico, originando o
acido artesunico ou
artesunato. (http://www.quimica.com.br/quimica/index.php?sessao=reportagem&id=860
&codigo_revis=505 -acesso em 22 de fevereiro de 2013

Em relacdo a artemisinina, o referido farmaco é mais solivel em agua sendo
efetivo no tratamento de diversos casos de maléria causada por P. falciparum resistente
a diversos farmacos. (Karbwang, Bangchang et al., 1992; Haynes e Krishna, 2004)
Entretanto, AS ¢é rapidamente transformado em diidroartemisinina (DHA), seu
metabolito bioativo, em solucdo aquosa. (Batty, llett et al., 1996; Brockman, Price et
al., 2000; Gabriels e Plaizier-Vercammen, 2004; Gaudin, Langlois et al., 2007; Haynes,
Ho-Wai et al., 2007; Ellis, Amewu et al., 2008)

a) CH; D)

Figura 6: Representacdo da artemisinina e seus derivados: a) Artemisinina, b)
Diidroartemisinina (DHA), c) artemeter (AM) e d) arteéter (AE).

E amplamente utilizado como parte de terapias combinadas no sudeste da Asia e
cada vez mais na Africa para o tratamento de malaria P. falciparum. De acordo com a
Organizacdo mundial de saude, (World Health Organization - Malaria, 2013) AS € 0
farmaco de escolha para diversos tipos de malaria, tanto em criancas quanto em adultos,

onde sua transmissdo € baixa. Em regifes onde a transmissdo € elevada, 0s ensaios
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clinicos entre adultos e criancas depende fortemente do uso de artesunato e quinina
como o tratamento de escolha para a malaria falciparum. (Burki, 2011) Seu custo
relativamente elevado e demanda tornou o referido farmaco um alvo preferencial para
os falsificadores. (Newton, Proux et al., 2001) As limitacdes relacionadas a relativa
baixa solubilidade em agua do AS e consequentemente a baixa biodisponibilidade do

mesmo séo fatores que comprometem a sua utilizacéo.

CH;3

H

OH

Figura 7: Representacao esquematica da estrutura do farmaco Artesunato (AS).

A combinacdo de farmacos pouco sollveis com sistemas hospedeiros como as
ciclodextrinas vem sendo utilizada para diversas classes de farmacos com o objetivo de
aumentar a biodisponibilidade dos mesmos. (Veiga et al., 1996; Correia, Bezzenine et
al., 2002; Pinto, Fraceto et al., 2005; Lula, Gomes et al., 2006; Grillo, Melo et al., 2007;
Calderini e Pessine, 2008; Passos, De Sousa et al., 2011)

1.2.2. Derivados quinolinicos

Compostos contendo a porcao quinolinica sdo bem conhecidos devido ao amplo
espectro de atividades bioldgicas, com destaque para os farmacos antibacterianos,
antivirais, antifungicos e antimalaricos. (Franck, Fournet et al., 2004) Quinolinas
correspondem a maior classe de alcaloides e desempenham um importante papel na area
de produtos naturais e quimica medicinal. (Theeraladanon, Arisawa et al., 2004) Os

antimalaricos mais difundidos pertencem a este grupo, o qual foi considerado o que
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atingiu 0 maior sucesso para tratamento e profilaxia da maléria, (Robert, Benoit-Vical et
al., 2001) embora o desenvolvimento de resisténcia dos parasitas a estes, tenha tornado
os derivados de artemisinina os farmacos de primeira escolha. (Diawara, Gbaguidi et
al., 2011)

Os derivados quinolinicos sdo facilmente sintetizados, possuem preco acessivel
e sdo, geralmente, bem tolerados. Compdem esse grupo: quinina; meflogquina;
amodiaquina; primaquina; cloroquina; etaquina; hidroxicloroquina; plasmoquina, dentre
outros, (Valente, 2010) dos quais os principais encontram-se ilustrados na Figura 8.

A quinolina foi isolada pela primeira vez por Runge em 1834 a partir da
destilacdo do alcatrdo e foi denominada “Leukol”. Em especial, a quinina, que foi a
primeira quinolina isolada e utilizada como farmaco contra malaria, constitui o principio
ativo da casca da Chinchona spp a qual foi introduzida na Europa, vinda da América do
Sul, no século XVII. (Rang, 2004) Apesar de apresentar o maior periodo de uso efetivo,
teve sua resposta terapéutica bastante diminuida nos Gltimos anos, o que incentivou a
busca por novos antimalariais. Essa busca sempre esteve diretamente relacionada com a
histéria das guerras, uma vez que 0s exércitos ficavam praticamente vulneraveis as
epidemias de malaria, causando preocupacdo dos militares em proteger suas tropas para
que ndo houvessem muitas baixas provocadas pelo Plasmodium. (Cunico, Ferreira et
al., 2008)

Durante a Il guerra mundial, com a dificuldade em encontrar o material bruto
para extracdo da quinina, a sintese de analogos passou a ser incentivada.
Particularmente, a cloroquina foi introduzida em 1944 e tornou-se a principal arma na
terapia e prevencdo da maléria, principalmente devido a seu baixo custo, baixa
toxicidade e significativa atividade contra todas as formas da malaria. (Cunico, 2008)
Outro derivado quinolinico de relevancia ¢ a mefloquina, a qual possui estrutura
semelhante a quinina, mas sua meia-vida é maior, contribuindo provavelmente para o
rapido desenvolvimento de resisténcia a este farmaco. (Noronha, 2000; Na-Bangchang,
Bray et al., 2007) Por esta razdo a mefloquina deve ser usada em combinagcdo com
outros agentes antimalaricos. (Andrade, Varotti et al., 2007)

Os farmacos antimaléricos sdo eficientes devido ao mecanismo de agdo, pois se
ligam fortemente a proteinas presentes no sangue, formando complexos que s&o toxicos
ao parasita. (Peters, 1998; Cunico, 2008) Quando a forma merozoita se reproduz
assexuadamente dentro das hemaécias, 0s parasitas necessitam de uma enorme

guantidade de nutrientes e, por terem capacidade limitada de sintetizar aminoacidos,
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eles suprem suas necessidades pela degradacdo da hemoglobina humana. Durante este
processo, que ocorre dentro do vacutolo digestivo do parasita, ha também a liberacéo da
hemina, que é tdxica ao parasita, devido a sua capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio. Para evitar sua toxicidade, a hemina € polimerizada pelo parasita, formando
um pigmento cristalino, insolivel e ndo toxico chamado hemozoina. (Cunico, 2008)
Vérios experimentos in vitro estabeleceram que farmacos antimaléricos quinolinicos

agem por interferéncia na cristalizacdo da hemozoina. (Sullivan, Matile et al., 1998)
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Figura 8: Representacdo esquematica da estrutura dos farmacos: a) cloroquina, b)

amodiaquina, ¢) quinina, d) mefloquina e e) primaquina.

Adicionalmente, as tiossemicarbazidas, moléculas cuja estrutura genérica
encontra-se representada na Figura 9, sdo moléculas que se caracterizam por apresentar
um amplo perfil farmacoldgico, constituindo uma importante classe de compostos cujas

propriedades tém sido extensivamente estudadas. (Salgm-Goksen, Gokhan-Kelekci et



36

al., 2007; Al-Saadi, Faidallah et al., 2008; Farag, Mayhoub et al., 2008; Siwek, Staczek
et al., 2011; Siwek e Stefanska, 2011; Siwek, Stefanska et al., 2012) S& muito
descritas como precursores na preparacao de tiossemicarbazonas, através da reacao
quimiosseletiva com aldeidos ou cetonas. (Tenorio, 2005)

A
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Figura 9: Estrutura genérica das tiossemicarbazidas, onde R1, R2, R3 e R4 = H,

alquila, arila.

Baseado na potencial atividade antiprotozoaria das tiossemicarbazidas descrita
na literatura, alguns grupos se dedicam ao estudo da associacdo entre derivados
quinolinicos e as referidas moléculas. (Keshk, EI-Desoky et al., 2008; Alam, Shaharyar
et al., 2011) Dentre tais estudos, se destaca o composto cloridrato de 1-(7-cloroquinolin-
4-il)tiossemicarbazida, denominado CQT, exposto na Figura 10, relatado em uma
patente alemd de 1964, (Heinz, 1964) na qual o autor evidencia as propriedades

promissoras do composto sintetizado.
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Figura 10: Representacdo esquematica da estrutura do potencial antimalarico cloridrato

de 1-(7-cloroquinolin-4-il)tiossemicarbazida (CQT).
Entretanto, como o referido composto potencial antimalarico apresenta

limitagcGes com relacéo a baixa solubilidade em &gua, estudos envolvendo a associa¢éo



37

do mesmo e ciclodextrinas podem se tornar uma alternativa interessante no contexto da

quimica supramolecular.

1.3. QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A Quimica Supramolecular tem se revelado um campo fértil e bastante
promissor, devido a sua grande contribuicéo para diversas areas do conhecimento como:
quimica, fisica, biologia, materiais e bioquimica, (Lehn, 1973; , 1978; , 1985) recebendo
crescente atencdo em varios paises, através do interesse no entendimento mais amplo e
profundo de reagdes quimicas que ocorrem principalmente nos processos biolégicos.

Essa designacdo, quimica supramolecular, foi definida por Jean-Marie Lehn,
Prémio Nobel de 1987, como uma “quimica além da molécula”, ou seja, a quimica deve
ser vista ndo somente como uma ciéncia de moléculas individuais formadas pela
associacdao de atomos através de ligacGes covalentes, mas também como uma
investigacdo de como estas moléculas se agrupam e interagem, em pequenos agregados
moleculares, ou supermoléculas, de diferentes tamanhos e com propriedades especificas
e para a compreensdo das forcas intermoleculares que estabilizam esses sistemas. (Lehn,
1978; Siegel, 1996) Dentre as diversas interacbes ndo covalentes que podem estar
presentes em um determinado sistema, destacam-se as ligacGes de hidrogénio,
interacdes hidrofdbicas, interacdes dipolares e ainda interacBes eletrostaticas.
(Rekharsky e Inoue, 1998; Szejtli, 1998)

Através da manipulacdo apropriada destas interacfes de natureza ndo covalente,
a quimica supramolecular tem sido um dos campos mais interessantes da quimica
moderna e transformou-se progressivamente na quimica da informacdo molecular,
envolvendo estudos das caracteristicas estruturais como 0s processos moleculares de
auto-reconhecimento e auto-organizacdo que representam a concep¢do bésica da
quimica molecular. (Lehn, 2002; Banerjee, Broeren et al., 2004; Macdonald, Luo et al.,
2004) O conhecimento da auto-organizagdo das estruturas da acesso a um imenso
namero de materiais supramoleculares avancados, devido ndo somente & existéncia de
uma intensa pesquisa relacionada a estes materiais, mas também ao apelo tecnoldgico
que estes sistemas possuem e fornecem uma aproximacao original a nanociéncia e a
nanotecnologia. Hoje sdo conhecidos muitos sistemas supramoleculares envolvendo
moléculas como os criptofanos, as ciclodextrinas e os calixarenos, e assim, o estudo de

complexos formados por estas e farmacos, revela novas propriedades quimicas, fisicas e
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bioldgicas. (Liu, Yang et al., 2004; Szejtli, 2004; Schlick, Ding et al., 2005; Greef e
Meijer, 2008)

Entre as moléculas e sistemas estudados na quimica supramolecular encontram-
se as ciclodextrinas, as quais sdo sistemas transportadores eficientes de biomoléculas
que tem desempenhado um papel importante como sistemas de liberacéo,
principalmente por suas caracteristicas multifuncionais e a sua biocompatibilidade.
(Davis e Brewster, 2004)

1.4. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas foram descritas pela primeira vez em 1891 por Villiers, como
um subproduto de uma reacdo de reducdo de dextrinas, a partir da digestdo do amido. A
partir de dados de cristalografia de raios X, foi determinado que as ciclodextrinas sao
compostos ciclicos formados de oligossacarideos de o-D-glicopiranoses unidas por
ligagbes do tipo o-(1,4), contendo uma cavidade central com caracteristicas
hidrofobicas e uma superficie externa com carater hidrofilico e, devido a restricdo de
rotacdo ao redor das ligacOes entre as unidades glicopiranoses, as ciclodextrinas ndo sao
totalmente cilindricas, possuindo uma forma de cone truncado. (Loftsson e Duchene,
2007). As ciclodextrinas mais comuns séo a a-, 3- e y-ciclodextrina, compostas de 6, 7
e 8 unidades de glicopiranoses, respectivamente. O cone molecular possui uma altura
constante de 7,9 A para as ciclodextrinas, enquanto que o didmetro da cavidade interna
varia em funcdo do numero de unidades glicosidicas. (Szejtli, 1998; Loftsson e
Duchene, 2007)

Nas ciclodextrinas, as hidroxilas estdo dispostas de modo que a formacéo de
ligagBes de hidrogénio intramoleculares é favorecida. As hidroxilas ligadas ao carbono
2 de uma unidade glicosidica interagem com as hidroxilas 3 das unidades vizinhas,
contribuindo para o aumento da rigidez conformacional na molécula. (Szejtli, 1998) A
B-ciclodextrina, cujo nome IUPAC é ciclo-hepta-glucoamilose, denominada BCD, esta
representada na Figura 11. A BCD apresenta as hidroxilas a uma distancia onde todas
possam estar comprometidas na formagdo de um cinturdo de ligacOes de hidrogénio,
explicando sua baixa solubilidade a 25 °C (18,5 gL ™), quando comparada as outras
ciclodextrinas (a-CD 145,0 gL, y-CD 232,0 gL™ a 25°C). (Davis e Brewster, 2004;
Szejtli, 2004).
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A BCD ¢ a ciclodextrina mais amplamente utilizada na complexacao de varias
classes de farmacos (Irie e Uekama, 1997; Loftson T., 2001; Davis e Brewster, 2004).
No entanto, a administragdo parenteral das CDs e, particularmente da BCD, pode causar
nefrotoxidade devido a formag¢ao de um complexo de baixa solubilidade entre BCD e
colesterol. Deste modo, foram desenvolvidas ciclodextrinas modificadas, de forma a
melhorar as propriedades de carreamento e diminuir os efeitos toxicos intrinsecos da
BCD. Como exemplo destes derivados sintéticos das ciclodextrinas naturais pode-se
citar a 2-hidroxipropil--CD (HP-BCD), o 2,6-dimetil-B-ciclodextrina e o sulfobutiléter
de B-ciclodextrina. (Rajewski e Stella, 1996; Matioli, 2000)

Uma caracteristica bastante peculiar das ciclodextrinas se refere ao caréater
hidrofilico na porcdo externa e hidrofobico na parte interna, permitindo que moléculas
hidrofobicas sejam incluidas na cavidade. (Del Valle, 2004) A formacédo de compostos
de inclusdo ocorre por meio de um processo de equilibrio que pode ser
quantitativamente descrito por uma constante de estabilidade ou associacdo (k a:b),
onde a e b representam as razdes molares entre o farmaco encapsulado e a ciclodextrina.
(Uekama, Hirayama et al., 1998) Essas caracteristicas conferem as ciclodextrinas,
capacidade de desempenhar varios tipos de interacfes intermoleculares, permitindo
formar complexos supramoleculares que estabilizam e protegem as moléculas héspedes

do ambiente, aumentando também a biodisponibilidade dos farmacos.
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Figura 11: Representacdo esquematica da CD: a) mondémero e b) visualizagdo lateral

do cone.

Como mencionado anteriormente, diversos sistemas de administracdo tém
surgido com a finalidade de modelar a cinética de liberagdo, melhorar a absor¢do e
aumentar a estabilidade do farmaco. Tais formulagcdes podem ser administradas pelas
mais variadas vias, como por exemplo: injecdo intramuscular, intravenosa e subcutanea,
como formulacdo oral ou ainda como implantes. (Silva, Beraldo et al., 1949) Apesar
dos grandes avancos no desenvolvimento e estudo de diferentes sistemas para
a liberacdo controlada de farmacos, a administracdo por via oral ndo e favoravel,
devido as diferentes barreiras apresentadas no sistema gastrointestinal. (Goldberg e
Gomez-Orellana, 2003) Dentre os problemas na administracdo por via oral, podem ser
mencionadas a sua baixa solubilidade, devido ao grande tamanho e solubilidade
caracteristica. (Soares, De Albuquerque et al., 2007) Desta forma, diversas alternativas

para sistemas de liberacdo, visando a administracdo oral tém sido estudadas.
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Adicionalmente aos sistemas poliméricos, a quimica supramolecular também tem sido
amplamente empregada no desenvolvimento de sistemas carreadores de moléculas
bioativas. (Hedges, 1998; Uekama, Hirayama et al., 1998; Loftsson e Duchene, 2007)

A formacdo de complexos entre farmacos e ciclodextrinas melhora as
caracteristicas de liberacdo sem interferir na atividade do medicamento, por ser um
processo reversivel. Uma vez incluida na cavidade da ciclodextrina, a molécula hospede
pode ser liberada através de um processo de diluicio do complexo ou pelo
deslocamento competitivo com substancias lipofilicas, endégenas no organismo, e que
possuam melhor afinidade com a cavidade. (Loftson T., 2001) O deslocamento do
hospede da cavidade da ciclodextrina por substancias endégenas ou exdgenas no sitio
ativo é responsavel pela aceleracdo da absorcdo do farmaco pelo organismo. A
ciclodextrina dissociada ira remover algumas substancias da superficie das membranas,
modificando as propriedades de transporte das mesmas e facilitando a absorcdo do
farmaco.

E bem descrito na literatura que em solugdo aquosa ciclodextrinas e seus
compostos de inclusdo sdo capazes de se auto-organizarem, formando agregados.
(Gonzalez-Gaitano, Rodriguez et al., 2002; Messner, Kurkov et al., 2010) CDs podem
se organizar em diferentes agregados sob condicdo especifica, (He, Fu et al., 2008) e
tais agregados estdo em equilibrio dindmico com moléculas livres, (Duan, Zhao et al.,
2005) sendo essas estruturas montadas estabilizadas por interacGes hidrofobicas, Van
der Waals, ligacdes de hidrogénio e eletrostaticas. Estes agregados supramoleculares
mostram propriedades promissoras para 0 encapsulamento de farmacos e podem ser
considerados um fator adicional para explicar o perfil de liberacdo das moléculas de
convidados da cavidade CDs. Uma vez que ndo s6 um sistema hospede-hospedeiro
precisaria ser quebrado, mas um grande numero de ligacdes de hidrogénio e outras
forcas atrativas devem ser quebrados para liberar a molécula do farmaco. (De Sousa,
Lima et al., 2012) Neste sentido, varias tecnicas fisico-quimicas tém sido empregadas
para identificar estas estruturas montadas CDs em presenca e auséncia de moléculas
hospedes, a fim de correlacionar o tamanho do sistema, estrutura, morfologia e
atividade bioldgica do farmaco. (Duan, Zhao et al., 2005; He, Fu et al., 2008; Messner,
Kurkov et al., 2010)

Com isto, motivados em reduzir efeitos indesejaveis causados pelos farmacos,
diversos grupos de pesquisas tem se dedicado tanto na sintese de novas moléculas ativas

guanto na tentativa de alterar propriedades fisico-quimicas dos farmacos ja utilizados,



42

através de sistemas do tipo hdspede-hospedeiro, mantidos por interacdes
intermoleculares amplamente descritas no contexto da quimica supramolecular. Em
especial os farmacos PNT e AS, bem como o potencial antimalarico CQT, apresentam
caracteristicas indesejaveis como administracdo parenteral no caso de PNT e baixa

solubilidade, no caso de AS e CQT, que podem ser alteradas através da encapsulacéo.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. REAGENTES

Os reagentes e solventes utilizados para preparacdo e caracterizacdo dos
compostos de inclusdo, bem como suas propriedades fisico-quimicas estdo listados
abaixo

[-ciclodextrina undeca hidratada (BCD):

Nomenclatura IUPAC: ciclo-hepta-glucoamilose.
Massa molecular: 1135 g.mol™

Solubilidade em &gua a 25°C: 15,9 m.mol/L
Ponto de fuséo: 224°C

Caracteristica: Solido branco cristalino
Fabricante: Xiamen Mchem Pharma LTD.

Lote: 20031210

Isotionato de Pentamidina (PNT):
Nomenclatura IUPAC: isotionato de 1,5-bis(4-amidinofenoxi)pentano
Massa molecular: 592,69 g.mol™
Solubilidade em &gua a 25°C: 100 mg/mL
Ponto de fuséo: 188-194°C
Caracteristica: Solido branco semicristalino
Fabricante: Aldrich
Lote: 079178N

Artesunato (AS):
Nomenclatura IUPAC: (3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-decaidro-3,6,9-trimetil-3,12-
epoxi-12H-pirano[4,3-j]-1,2-benzodioxepin-10-01, hidrogeno sucinato
Massa molecular: 384,43 g.mol™
Solubilidade em agua a 25°C: < Img/mL
Ponto de fuséo: 135 °C
Caracteristica: Solido branco semicristalino
Fabricante: Aldrich
Lote: 099k1322
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Devido ao custo elevado do artesunato da fabricante Aldrich, o qual
invibializaria a realizagdo dos estudos em sistemas envolvendo ciclodextrina,
aproximadamente 50 g do referido farmaco foi gentilmente cedido pela FIOCRUZ. A

pureza deste foi verificada usando experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear.
Cloridrato de 1-(7-cloroquinolin-4-il)tiossemicarbazida (CQT).

Nomenclatura IUPAC: cloridrato de 1-(7-cloroquinolin-4-il)tiossemicarbazida.
Massa molecular: 289,18 g.mol™

Solubilidade em agua a 25°C: 1,5 mg/mL

Ponto de fuséo: 236-248°C

Caracteristica: Solido amarelo

Outros reagentes e solventes utilizados:

4,7-dicloroquinolina: Sigma-Aldrich

Tiossemicarbazida: Sigma-Aldrich

Acido acético: Reagentes analiticos Dindmica

a-ciclodextrina (aCD): Aldrich, lote: 019k1090

Agua Milli-Q®- Millipore

Oxido de Deutério (D,0): Cambridge lIsotope Laboratories, Inc — 99,9% de pureza
isotopica

Dimetil-suféxido (DMSO-dg): Cambridge Isotope Laboratories, Inc — 99,9% de pureza
isotdpica

Etanol: Reagente analitico Proquimios

Metanol: Reagente analitico Proquimios

Pepsina: Boehringer Mannhein Corporation, lote: 100911.

Lactato de sodio: padrdo interno

Acido succinico: padrio interno

Acido ftalico: preparacéo do eletrolito

Tris(hidroximetil)aminometano: preparagéo do eletrolito
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2.2. PARTE EXPERIMENTAL
Inicialmente a parte experimental apresentada na secdo 2.2.1, refere-se a
descricdo da preparacdo do potencial antimalarico CQT e a secdo 2.2.2. & preparagao

dos compostos de incluséo.

2.2.1. Sintese do  Cloridrato  de  1-(7-cloroquinolin-4-il)
tiossemicarbazida (CQT)

O potencial antimalarico CQT foi sintetizado de acordo com procedimento
descrito na literatura (Heinz, 1964). A metodologia de sintese € descrita abaixo sendo
representada esquematicamente na Figura 12.
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Figura 12: Sintese do cloridrato de 1-(7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida (CQT).

Em um Erlenmeyer solubilizou-se 1g (5,05 mmol) de 4,7-dicloroguinolina em
3mL de &cido acético. A solubilizacdo ndo foi completa. O sistema foi entdo mantido
sob aquecimento até a ebulicdo, quando verificou-se a completa solubilizacdo do
precursor. Um vidro de reldgio foi utilizado sobre o Erlenmeyer. Apds a ebulicéo,
adicionou-se 0,46 g (5,05 mmol) de tiossemicarbazida, com verificagédo de uma reagéo
instantanea e a formacdo de solido alaranjado. O produto foi isolado por filtracdo e
lavado com 5 mL de acido acético para a remo¢do dos materiais de partida que nao
foram consumidos na reacdo. Posteriormente, procedeu-se a lavagem com 15 mL de
éter dietilico para favorecer a precipitacdo do produto, com obtencdo de 1,18 g do
mesmo com rendimento de 81 %.

A escolha do material de partida 4,7-dicloroquinolina foi devido ao seu baixo
custo, facil aquisicdo e versatilidade na obtencdo diferentes tipos de derivados. (De
Souza, 2009)



46

2.2.2. Preparacao dos compostos de incluséo.

Os compostos de inclusdo envolvendo as moléculas hdspedes e a hospedeira
foram preparados pelos métodos de liofilizagdo ou “spray drying”, de acordo com suas

caracteristicas de solubilidade em agua.

2.2.2.1. Compostos envolvendo BCD e PNT:

Como a molécula hdéspede PNT apresenta alta solubilidade em agua (100
mg/mL), decidiu-se pelo preparo dos compostos de inclusdo usando o método de
liofilizacdo. O referido método consiste na solubilizacdo da molécula hospede PNT e da
hospedeira BCD, em agua. Apos a mistura das duas solugdes, o sistema foi mantido sob
agitacdo por 4 horas, para que o sistema entrasse em equilibrio dindmico. Apos este
periodo de agitacdo, a solucdo foi congelada em nitrogénio liquido e submetida ao
processo de liofilizacdo, até a obtencdo de um sélido completamente seco.

Foram preparados compostos nas propor¢des molares de (BCD:PNT)1:1,
(BCD:PNT)2:1, (BCD:PNT)3:1 e (BCD:PNT)4:1. Para o sistema supramolecular
preparado na propor¢do 1:1, adicionou-se 50 mg de PNT (84,4 umol) solubilizados em
25 mL de 4gua em uma solugdo aquosa contendo 95,7 mg (84,4 umol) de BCD. Apos
10 minutos, observou-se a solubilizacdo completa de ambos, mantendo-se o sistema sob
agitacdo por 4 horas. Apos esse periodo, a solucdo foi congelada em nitrogénio liquido
e posteriormente liofilizada.

De modo anélogo ao sistema (BCD:PNT)1:1, os sistemas 2:1, 3:1 e 4:1 foram
preparados seguindo-se 0 mesmo procedimento, porém foram utilizadas as propor¢oes
descritas abaixo:

Sistema (BCD:PNT)2:1: 50 mg de PNT (84,4 umol) e 191,5 mg(168,7 umol) de
BCD;

Sistema (BCD:PNT)3:1: 50 mg de PNT (84,4 umol) e 287,3 mg(253,1 umol) de
BCD;

Sistema (BCD:PNT)4:1: 50 mg de PNT (84,4 umol) e 383,0 mg(337,4 umol) de
BCD;

Com o objetivo de comparagdo, uma mistura mecénica foi preparada atraves da
mistura direta dos precursores, na razdo molar de 1:1 (BCD:PNT), denominada

MM(BCD:PNT).
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2.2.2.2.  Compostos envolvendo BCD e AS:

Ao contrario do antileishmanico PNT, o farmaco AS apresenta solubilidade
limitada em &gua (<lmg/mL), assim o método selecionado para preparacdo dos
compostos de inclusdo foi secagem por nebulizacdo ou “spray drying”. O referido
método consiste inicialmente na dissolucdo do artesunato em um solvente orgéanico
volatil. A solucdo orgénica é entdo nebulizada em uma camara de secagem com ar
quente, e as particulas formadas sdo recolhidas em um ciclone.

Para o sistema [-ciclodextrina:artesunato, foram preparados compostos nas
proporcdes molares 1:1 e 2:1(BCD:AS). O composto (BCD:AS)1:1 foi preparado a
partir de 50 mg (130,1 umol) de AS e 147,6 mg (130,1 umol) de BCD, solubilizados em
uma mistura etanol-agua com 60 % de etanol, em um volume total de 50 mL. O sistema
foi deixado sob agitagdo por 8 horas. Apos este periodo, a solugdo passou pelo processo
de secagem em um “spray drying”.

Os parametros utilizados no equipamento foram:

- temperatura de saida: 107 °C

- temperatura de entrada: 78°C

- aspirador: 100%

- fluxo: 20%

Ao final, foram obtidos 55 mg de produto com rendimento de 25%.

O composto (BCD:AS)2:1 foi preparado sob as mesmas condi¢cdes do
(BCD:AS)1:1, porém partindo de 50 mg (130,1 umol) de AS e 295,2 mg (260,1 umol)
de BCD. O rendimento foi de aproximadamente 30 %.

A mistura mecanica preparada através da mistura direta dos precursores BCD e
AS, denominou-se MM(BCD:AS).

2.2.2.3. Compostos envolvendo BCD e CQT:

De modo analogo, o composto de inclusdo envolvendo CQT e BCD foi
preparado pelo método de secagem por nebulizagdo ou “spray drying”, devido a baixa
solubilidade em &gua, como mencionado anteriormente. Para tanto, foram preparados
compostos nas proporgdes molares 1:1 (BCD:CQT) e 2:1 (BCD:CQT). Inicialmente, o
composto (BCD:CQT)1:1 foi preparado a partir de 100 mg (0,35 mmol) de CQT e 392,6

mg (0,35 mmol) de BCD, solubilizados em 50 mL de uma mistura organo-aquosa com
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60% de etanol. O sistema foi mantido sob agitacdo por 24 horas e em seguida secado.
Os parametros de secagem foram:

- temperatura de saida: 125°C

- temperatura de entrada: 63°C

- aspirador: 100%

- fluxo: 17 %

O composto (BCD:CQT)2:1, foi preparado sob as mesmas condi¢Oes descritas
para (BCD:CQT)1:1, entretanto partindo-se de 785,5 mg (0,69 mmol) de BCD. Por
outro lado, com o intuito de comparar a influéncia do solvente organico no processo de
incluséo para o referido sistema, preparou-se 0 composto envolvendo BCD e CQT em
solugéo aquosa, na proporcdo 1:1, denominado (BCD:CQT)/H,0. Nesse caso, 100 mg
de CQT foram solubilizados sob aquecimento a 60°C, em 50 mL de agua e apés a
solubilizacdo, adicionou-se 20 mL de solucdo aquosa contendo 392,6 mg de BCD,
mantendo a agitacdo por 8 horas com auséncia de aquecimento. O sistema se manteve
translicido, sem que houvesse precipitacdo, mesmo apds resfriamento do mesmo.
Posteriormente, a solugdo amarela resultante foi injetada no “spray drying” sob as
mesmas condigdes descritas para (BCD:CQT)1:1.

Foram realizados ainda, estudos envolvendo a a-ciclodextrina e a molécula CQT
na proporcao molar de 1:1, denominado (aCD:CQT)1:1, partindo-se de 100 mg de CQT
e 3366 mg de oCD, e as mesmas condi¢cbes experimentais descritas para
(BCD:CQT)1:1.

Misturas mecéanicas foram preparadas atraves da mistura direta dos precursores,
nas mesmas razdes molares dos compostos de inclusdo, denominadas MM(BCD:CQT) e
MM(aCD:CQT).

2.2.3. Estudo da estabilidade enziméatica do farmaco PNT livre e na presenca de
BCD.

Realizou-se estudos relacionados a hidrolise enzimatica de PNT, os quais foram
realizados utilizando-se a enzima pepsina. A técnica cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) foi utilizada para analise das amostras na presenga da enzima
pepsina. Poola, N.R. e colaboradores (Poola, Kalis et al., 2003) descrevem os métodos

analiticos para a analise de PNT por HPLC, os quais incluem a utilizacdo de uma coluna
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C-18 (2,1 x 250 cm), fase mdvel contendo 76 % de solucdo de fosfato de potassio
monobésico (pH ajustado para 3,2 com &cido fosforico diluido) e 24% de acetonitrila
grau HPLC. A taxa de fluxo da fase movel deve ser de 1 mL/min e o comprimento de
onda de deteccdo de 270 nm.

Preparou-se uma solucdo contendo PNT na concentracdo de 0,01 M (29 mg em
5mL de solucdo) em tampéo pH = 2 (HCI/KCI), a qual permaneceu sob agitacdo em um
baldo. Em seguida, uma aliquota de 40 uL desta solucdo foi transferida para um
ependorf contendo 1 mL de solucdo tampéo pH = 8,5 (NaH2PO4/Na;HPO,). A solugédo
resultante, denominada amostra 1, foi entdo congelada em nitrogénio liquido.
Posteriormente, adicionou-se 50 uL de pepsina na solucdo contida no baldo e apds um
minuto transferiu-se 40 pL desta solucdo para um eppendorf contendo 1 mL de solucdo
com tampdo em pH = 8,5, para a qual denominou-se amostra 2, procedendo com o
congelamento da mesma. E assim sucessivamente, aliquotas foram retiradas e as
amostras foram preparadas em intervalos de 15 minutos, por 14 horas. Adotou-se este
procedimento com o objetivo de cessar a degradagdo do farmaco nestas condic¢Ges, uma
vez que a enzima utilizada é inativada irreversivelmente na faixa de pH de 8-8,5, como
descrito na literatura (Koufman e Johnston, 2012). As amostras de 1 a 61 foram

posteriormente analisadas por HPLC.

2.2.4. Teste de solubilidade para o sistema f-ciclodextrina/artesunato.

Estudos de solubilidade foram realizados para o0 sistema j-
ciclodextrina/Artesunato em colaboracdo com professor Dr. Marcone Augusto de
Oliveira Leal e o Dr. Fernando Antonio Simas Vaz, por eletroforese capilar de modo
similar ao método proposto por Higuchi e Connors (Higuchi e Connors, 1965). O
referido método relaciona o efeito de um agente solubilizante como a BCD sob a
solubilidade de um farmaco. O experimento foi realizado adicionando-se um excesso de
artesunato (3 mg de AS) a solugdes com diferentes concentragdes de BCD, de acordo
com a Tabela 1. Foram preparadas 13 amostras, em triplicatas auténticas, totalizando
39 amostras, denominadas de 1 al3 para a primeira preparacdo das amostras, de 1’ a
13’para a primeira réplica auténtica e de 1°” a 13”’ para a segunda réplica auténtica, com

a concentracao de BCD variando de 0 a 0,012 mol/L.
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Tabela 1: Esquema de preparacdo das amostras para realizacdo do teste de

solubilidade de AS na presenca de BCD, por eletroforese capilar.

AMOSTRAS VOLUME(mL) CONCENTRACAO
(3mg de AS) DE BCD (mol/L)
H,O (mL) BCD 0,012
mol/L
(mL)
1 1,2 0 0
2 1,1 0,1 0,001
3 1,0 0,2 0,002
4 0,9 0,3 0,003
5 0,8 0,4 0,004
6 0,7 0,5 0,005
7 0,6 0,6 0,006
8 0,5 0,7 0,007
9 0,4 0,8 0,008
10 0,3 0,9 0,009
11 0,2 1,0 0,010
12 0,1 1,1 0,011
13 0 1,2 0,012

A mistura obtida foi mantida em um banho a temperatura constante de 25 °C por
12 horas e em seguida centrifugada. Aliquotas do sobrenadante foram recolhidas e o

farmaco foi analisado pelo método analitico eletroforese capilar.
2.3. CARACTERIZACOES
2.3.1. Andlise Termogravimétrica

As medidas termogravimétricas (TG/DTA) foram realizadas através de um

equipamento TA Instruments SDT Q600, pertencente ao Laboratorio de
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Encapsulamento Molecular e Biomateriais, usando atmosfera de nitrogénio com fluxo
de 50 mL min™ e taxa de aquecimento de 10 °C min™. Todos os compostos foram
analisados em uma faixa de 25 a 700 °C em um cadinho de alumina (Al;O3).

2.3.2. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrometro Bomem FTIR MB — 102, pertencente ao Departamento de Quimica da
UFJF, na regido compreendida entre 4000 — 400 cm™; utilizando como suporte pastilhas
de KBr. Os espectros foram obtidos com uma media de 64 varreduras e uma resolucéo

espectral de 4 cm™.

2.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura
As analises morfologicas foram realizadas através de Microscopia Eletronica de
Varredura no Centro de Microscopia da UFMG, utilizando um microscépio JEOL JSM,
modelo 840A. Os sélidos foram dispersos em isopropanol e depositados sobre placas de
silicio fixadas sobre um suporte por fita condutora. Todas as amostras foram recobertas

por um filme de Au.

2.3.4. Titulagdo Calorimétrica Isotérmica

As titulagdes calorimétricas da BCD com o antileishmanico PNT foram
realizadas em triplicata em um microcalorimetro VP-ITC (Microcal Company,
Northamptom, MA, USA), a 25 °C, pertencente ao Laboratério Nacional de Luz
Sincronton, Campinas - SP. Cada titulacdo consiste de 50 injecBes sucessivas com
intervalos de 230 s entre cada ponto. O primeiro ponto da titulacdo de 1uL, foi
descartado com o objetivo de eliminar efeitos de diluicdo do titulante na cela
calorimétrica, as demais injeces de 5ulL foram utilizadas para construir a curva de
titulagdo. O experimento foi realizado utilizando uma solugdo aquosa de PNT
30 mmol/L como titulante e uma solugdo aquosa de BCD 1 mmol/L como titulado.
Experimentos de diluicdo da PNT 30 mmol/L (titulante) em &gua (titulado) foram
realizados para verificar o comportamento do farmaco em solucdo, e utilizados como
branco. Os dados termodinamicos foram obtidos através da regressdo nao-linear da
curva (Isoterma de Wiseman), assim os valores do coeficiente estequiométrico (N), da

constante de ligagdo (K) e da variacdo de entalpia de reagéo (A;H°), foram obtidos. A
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partir desses resultados, a variacdo da energia livre de Gibbs padrédo (AG°) e a
contribuicdo entropica (TA,S°) foram obtidas, conforme descrito no capitulo 3, secéo

3.4, onde a referida técnica é descrita com detalhes.

2.3.5. Eletroforese capilar

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica analitica instrumental baseada na
migracdo diferenciada de compostos neutros, idnicos e ionizaveis, mediante a aplicacao
de um campo elétrico em uma solucgéo eletrolitica conveniente contida em uma coluna
capilar. A referida técnica foi utilizada para o estudo da solubilidade do farmaco AS na
presenca de BCD, como descrito na secdo 2.2.4. deste capitulo. Os experimentos foram
conduzidos em um sistema de CE (HP3d CE, Agilent Technologies, Palo Alto,
California, EUA) equipado com um detector por arranjo de diodos (UV-vis) , controle
de temperatura e software para aquisicdo e tratamento de dados (HP ChemStation, rev
A.06.01). Foi utilizado um capilar de silica fundida com revestimento externo de
poliimida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EUA), com 48.5 de comprimento
total, 40.0 cm de comprimento efetivo, 50 um de didmetro interno (DI) e 375 mm de
didmetro externo (DE).

As condicdes operacionais consistiram em: detec¢do indireta por UV em 220
nm, temperatura fixada a 25°C. As amostras foram injetadas hidrodinamicamente (20
mbar por 10 s) e o sistema eletroforético foi conduzido por polaridade normal e
voltagem constante (+25 kV).

Para garantir a limpeza e a silanizacdo da superficie interna do capilar foi
realizado um condicionamento, que consistiu na passagem de: fluxo (flush) de NaOH
1,0 M por 5 minutos; flush com H,O por 10 minutos e flush com eletrélito por 15
minutos. Entre cada uma das corridas eletroforéticas, foi feito flush de eletrélito por 2
minutos.

Estudos preliminares indicaram como mais adequado o eletrolito constituido de
acido ftalico (10 mM) e tris(hidroximetil)aminometano (TRIS — 40 mM) pH 8,0.

As anélises foram realizadas com a adicdo de padrdo interno em todas as
amostras para evitar que qualquer varia¢do no sinal analitico, devido a erros de injecéo
ou detec¢do, ocorresse. Lactato de sodio foi selecionado como o melhor padrdo interno
para o sistema em estudo. Adicionalmente, utilizou-se um padrdo de &cido succinico

para auxiliar na identificacdo da hidrélise do farmaco.
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O experimento foi planejado de modo similar ao método descrito por Higuchi e
colaboradores (Higuchi e Connors, 1965) para o estudo da solubilidade de um
determinado farmaco. Assim, as amostras foram preparadas em triplicatas auténticas,
como descrito na secdo 2.2.4. e a ordem de injecdo destas foi sorteada, conforme Tabela
2. Em cada vial contendo 0,6 mL de amostra adicionou-se 12 uL de lactato de sddio
100 mM, como padrdo interno. Utilizou-se agua deionizada para preparo das amostras,

do eletrdlito e no procedimento de lavagem dos capilares.



Tabela 2: Composicédo dos vials para analise por Eletroforese Capilar.

VIAL Composicéo VIAL Composicéo
1 NaOH (1M) 25 Amostra 9’
2 H,O 26 Amostra 7’

Lixo 27 Amostra 1’
4 Eletrolito 28 Amostra 5’
5 Eletrolito 29 Amostra 10’
6 Eletrolito 30 Amostra 6
7 Lixo 31 Amostra 4’
8 Amostra 11 32 Amostra 12’
9 Amostra 13 33 Amostra 8’
10 Amostra 2 34 Amostra 11"’
11 Amostra 3 35 Amostra 13’
12 Amostra 9 36 Amostra 2’
13 Amostra 7 37 Amostra 3”’
14 Amostra 1 38 Amostra 9”
15 Amostra 5 39 Amostra 7’
16 Amostra 10 40 Amostra 17’
17 Amostra 6 41 Amostra 5’
18 Amostra 4 42 Amostra 10’
19 Amostra 12 43 Amostra 6’
20 Amostra 8 44 Amostra 4>’
21 Amostra 11’ 45 Amostra 12”°
22 Amostra 13’ 46 Amostra 8’
23 Amostra 2’ 47 Padréo suc +

H.0

24 Amostra 3’ 48 Padrdo suc +

amostra 9 +
lactato

54
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2.3.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A referida técnica foi utilizada para o estudo da degradacdo do farmaco PNT
livre e na presenca de BCD. Para tanto, utilizou-se o equipamento Shimadzu com
detector na regido de ultra-violeta, pertencente a central analitica da UFMG.

Inicialmente, passou-se no equipamento uma solu¢cdo CH3CN/H,0, a qual foi
substituida gradativamente pelo tampdo em pH 3,2 (fosfato de potassio monobasico e
acido fosforico diluido). A fase movel passou por 10 minutos para que o sinal
estabilizasse. Em seguida, a amostra 1 contendo apenas o fa&rmaco em pH 2 foi injetada.
O cromatograma indicou um tempo de retencdo de 3,5 minutos, com o aparecimento de
um pico nesse ponto. Deixou-se a fase mdvel correr por 30 minutos para verificar se
algum possivel produto de degradacdo, com tempo de retencdo maior, sairia nesse
intervalo. Como nenhum outro pico foi observado, injetou-se a amostra 2, a qual
contém PNT em pH 2 e pepsina, com 1 minuto de reacdo. Observou-se um pico com o
mesmo perfil e mesmo tempo de retencdo da amostra 1 e nenhum outro pico até 30
minutos. O mesmo comportamento foi observado para a amostra 61, obtida apds 14

horas.

2.3.7. Espectrometria de Massa com lonizacgéo por eletrospray (IES-EM)

Os espectros de massa com ionizacdo por ‘“electrospray” (IES-EM) para os
sistemas envolvendo BCD/PNT e BCD/AS foram obtidos em um equipamento MS
(modelo LCQ-Fleet, Thermo-Scientific, San Jose, CA, USA) acoplado a um analisador
ion trap e operando nos modos positivo e negativo, pertencente ao Departamento de
Quimica da UFMG. Aliquotas de 500 uL de solucbGes aquosas foram injetadas
diretamente dentro da fonte de ions por meio de um microcomputador. As seguintes
condices foram utilizadas: taxa de fluxo de 20 mL min™, temperatura de 27,5 °C no
capilar; tensdo IES de 5 kV. Tais experimentos foram realizados com a supervisao do

doutorando Julio César Cardoso da Silva.

2.3.8. Ressonancia Magnética Nuclear.
Os compostos de inclusdo preparados pelo método de liofilizagdo (BCD/PNT)
foram dissolvidos em D0 e aqueles preparados por spray dryer (BCD/AS e BCD/CQT)

foram dissolvidos em DMSO, com excessdo de aCD/CQT que foi dissolvida em D,0.
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Tais amostras foram analisadas por Ressonancia Magnética Nuclear *H e ROESY. Os
farmacos livres foram estudados também por DEPT 135, Cosy *H/*H e HSQC *H/*C.
Os espectros de RMN foram obtidos a 27,0 °C em equipamento Bruker DRX 400 —
AVANCE operando a 400 MHz. Alguns dos experimentos de *H foram adquiridos com
a técnica de supressdo de agua residual (WATERGATE). Os dados de ROESY foram
adquiridos através de experimentos padrdes da biblioteca do espectrébmetro com um
tempo de mistura de 500 ms. A técnica DOSY foi utilizada para estudar o sistema
envolvendo BCD e AS, sendo os experimentos realizados utilizando uma sequéncia de
pulsos baseada em eco de spin, p-dioxano foi utilizado como referéncia interna, para
corrigir erros acarretados pela instabilidade instrumental e erros sistematicos devidos a

alteracdes da viscosidade da solucgdo.(Cabrita e Berger, 2001)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO: SISTEMA B-
CICLODEXTRINA/ISOTIONATO DE PENTAMIDINA

Os resultados obtidos a partir das caracterizagdes dos compostos de incluséo
formados entre BCD e PNT a diferentes razdes molares, por anélise termogravimétrica,
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, microscopia eletronica de
varredura, titulagdo calorimétrica isotérmica, espectrometria de massas com ionizacao
por eletrospray e ressonancia magnética nuclear, serdo apresentados nesse capitulo.
Adicionalmente, os resultados obtidos a partir dos estudos da estabilidade da PNT em
solucgdo, serdo descritos. Por fim, na secdo 3.7, s@o apresentados os resultados dos

ensaios bioldgicos.

3.1. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

As curvas termogravimétricas para o composto (BCD:PNT)1:1, bem como para
a mistura mecanica MM(BCD:PNT) e para os precursores, BCD e PNT, estdo dispostas
na Figura 13.

O perfil termoanalitico da BCD se caracteriza por dois eventos de perda de
massa, sendo o primeiro deles na faixa de temperatura de 80-130°C referente a
desidratacdo, com a saida de moléculas de H,O do interior da cavidade e da parte
externa. Em seguida, observa-se um patamar de estabilidade térmica entre 140 e 290°C,
seguido pela segunda perda de massa atribuida a sua termodecomposi¢cdo. Na curva
DTA trés picos endotérmicos podem ser observados, o primeiro correspondendo a
primeira perda de massa da curva TG, representa a desidratacdo da BCD. O segundo
evento endotérmico é pouco intenso e ndo estd associado a qualquer perda de massa,
indicando um processo fisico atribuido a fusdo da BCD. (Yilmaz, Karadag et al., 1995)

O terceiro pico equivale a degradacdo da BCD.
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Figura 13: Curvas termogravimétricas: a) BCD, b) PNT, ¢) (BCD:PNT)1:1e
d) MM(BCD:PNT)

A decomposicdo térmica do farmaco PNT, foi também estudada. Observa-se
uma perda de massa significativa na faixa de 300-335°C, atribuida a
termodecomposicdo do referido farmaco. Observa-se na curva DTA do farmaco PNT
quatro eventos endotérmicos, sendo o pico endotérmico referente a fusdo da PNT
observado em 192,4 °C.

A andlise termogravimétrica para o composto de inclusdo (BCD:PNT)1:1
indicou que o referido composto apresenta uma maior estabilidade térmica em relacdo a
mistura mecanica MM(BCD:PNT), em uma faixa de temperatura de 89-230 °C. Pode-se
observar na curva TG do composto (BCD:PNT)1:1 uma perda de massa de 6,8%,
atribuida a saida de moléculas de agua no referido composto. Apds o patamar de
estabilidade térmica, tem inicio uma nova etapa de decomposi¢do em aproximadamente
230°C que continua até 246°C com perda de massa de cerca de 28%, a qual é referente
ao inicio da termodecomposi¢do da BCD. Em seguida observa-se uma terceira perda de
massa de 20,5 % referente ao inicio da termodecomposi¢cdo do farmaco e a formacéo de

42% de residuo.
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Na curva DTA, observa-se claramente que o comportamento térmico da mistura
mecanica € um somatorio do comportamento térmico dos precursores livres BCD e
PNT, ao contrario do composto (BCD:PNT)1:1. A curva DTA do composto
(BCD:PNT)1:1, ndo exibe o pico endotérmico relativo a fusdo da PNT em 192 °C, ao
contrario da curva DTA da mistura mecanica MM(BCD:PNT), em que se observam
eventos endotérmicos em 96, 192, 243 e 340°C. Por outro lado, a presenca de apenas
dois eventos na curva DTA do composto (BCD:PNT)1:1, indicam uma maior interagdo
entre a macromolécula e o farmaco e fazem supor a existéncia de um complexo entre
BCD e PNT, indicando a existéncia do composto (BCD:PNT)1:1 no estado sélido.

A Figura 14 traz as curvas termogravimétricas dos compostos (BCD:PNT)1:1,
(BCD:PNT)2:1, (BCD:PNT)3:1 e (BCD:PNT)4:1.
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Figura 14: Curva termogravimetrica para os compostos: (BCD:PNT)1:1,
(BCD:PNT)2:1, (BCD:PNT)3:1 e (BCD:PNT)4:1.

Atraves da comparacdo do comportamento térmico dos compostos preparados
em diferentes propor¢cdes molares, observamos um comportamento muito similar,
destacando a presenca de eventos menos definidos na curva do composto
(BCD:PNT)2:1 em relacdo ao composto (BCD:PNT)1:1, indicando uma maior

estabilidade térmica do composto (3CD:PNT)2:1. Entretanto ndo se observou diferencas



60

significativas nas curvas dos compostos (BCD:PNT)3:1 e (BCD:PNT)4:1 em relacédo a
curva do composto (BCD:PNT)2:1, indicando que em tais sistemas as interagdes
intermoleculares formadas entre a molécula hospede e a hospedeira, sdo também muito

similares.

3.2. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORQAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os precursores BCD e
PNT, assim como para o composto denominado (BCD:PNT)1:1 e para a mistura
mecanica MM(BCD:PNT), sdo apresentados na Figura 15.

Através da analise do espectro vibracional da BCD, observou-se a presenca de
uma banda larga em 3400 cm™ atribuida ao estiramento de varias ligacdes v(O-H),
muitas delas envolvidas em ligacBes de hidrogénio, em 2928 cm™ observa-se uma
banda referente ao estiramento da ligacdo C-H, em 1640 cm™ uma banda
correspondente a deformacdo de grupos O-H de moléculas de dgua da BCD pode ser
observada. Em 1153 cm™ é observada uma banda atribuida ao estiramento assimétrico
de C-O-C e de 1060 a 1000 cm™ observa-se uma banda intensa e larga atribuida aos
estiramentos dos grupos C-C/C-O. A banda observada em 947 cm™ no espectro da BCD
é relativa a vibracdo do anel da referida macromolécula. Tais atribui¢cbes foram
realizadas com base em trabalhos descritos na literatura. (Egyed, 1990; Denadali,
Santoro, Lopes et al., 2006)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho para PNT exibe bandas bem
definidas e alguns modos vibracionais merecem destaque como a banda observada em
3396 cm™ a qual é atribuida a0 modo v(O-H) das hidroxilas dos grupos isotionato e as
bandas observadas em 3133 e 2952 cm™, atribuidas respectivamente ao estiramento das
ligagbes N-H dos grupos amidinicos e C-H alifatico. As bandas observadas em 1680 e
1488 cm™ sdo respectivamente atribuidas ao v(C-O) e ao v(C-C/C-N). J4 a banda
observada em 1194 cm™ é atribuida a0 modo de estiramento S=O do grupamento
sulfonato.

Através da analise comparativa do espectro de absor¢cdo na regido do
infravermelho para o composto (BCD:PNT)1:1 em relagdo aos seus precursores CD e
PNT, verifica-se que algumas bandas do farmaco sofreram alteracfes apés interacao

com a ciclodextrina.
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Figura 15: Espectros vibracionais na regido do infravermelho obtido para os

precursores BCD e PNT e para os compostos (BCDPNT)1:1 e MM(BCDPNT).

Nesse sentido, o espectro do composto (BCDPNT)1:1 exibe uma reducdo do
namero de modos vibracionais quando comparados ao espectro do farmaco PNT livre,
indicando uma menor mobilidade da referida molécula e consequentemente sugerindo
que a PNT esta interagindo com a BCD. (Passos, De Sousa et al., 2012) A principal
mudanga no modo vibracional da PNT estd relacionada a vibragdo v(C-C/C-N)
observada em 1488 cm™, a qual apresentou intensidade relativa menor em relagéo a
outros modos vibracionais do farmaco no composto (BCDPNT)1:1, sugerindo uma
interacdo com a BCD pela porgdo aromética, como esperado. Ja a banda observada no
espectro da PNT livre em 3133 cm™, atribuida ao v(N-H) aparece como um ombro
no espectro da mistura mecanica e foi suprimida no espectro do composto
(BCDPNT)1:1, reforcando os indicios da inclusdo do farmaco PNT na cavidade da
BCD.
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No espectro vibracional da mistura mecanica denominada MM(BCDPNT),
observa-se uma soma das bandas de absorcdo na regido do infravermelho caracteristicas

dos compostos individuais, sugerindo que ndo ocorre interacdo entre as duas espécies.

3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletronica de varredura, permite a andlise com grandes aumentos
de superficies irregulares, como superficies de fratura. O conhecimento detalhado da
microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos casos, até a previsao
das propriedades e do comportamento dos mesmaos.

O exame morfologico das particulas dos produtos envolvendo BCD e PNT,
obtidos por liofilizacdo, foi realizado através de microscopia eletronica de varredura em
microscopio eletrénico JSM 5800. As amostras foram distribuidas sobre suportes de
metal e revestidas com filme de ouro.

A Figura 16 exibe as imagens obtidas para o farmaco PNT livre e para 0s
compostos (BCDPNT)1:1, (BCDPNT)2:1, (BCDPNT)3:1 e (BCDPNT)4:1. A PNT exibe
caracteristica amorfa como pode ser visualizado na Figura 16a. Os compostos
(BCDPNT)1:1, 2:1, 3:1 e 4:1 exibem aspecto de lamina, como é caracteristico em
amostras liofilizadas. No composto (BCDPNT)2:1 foram observadas a formacdo de

alguns aglomerados como pode ser visualizado na Figura 16c.
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Figura 16: Microscopia Eletronica de Varredura para: a) PNT, b) (BCDPNT)1:1, c)
(BCDPNT)2:1, d) (BCDPNT)3:1 e e) (BCDPNT)4:1.

3.4. TITULACAO CALORIMETRICA ISOTERMICA

A Titulacdo Calorimétrica Isotérmica, denominada ITC (Isothermal Titration
Calorimetry) é uma poderosa técnica para estudar o processo de complexacdo em
sistemas supramoleculares envolvendo ciclodextrinas, e por este motivo, para que tanto
a parte experimental como o tratamento dos dados sejam compreendidos, seus
principais fundamentos serdo detalhados a seguir.

Diferentemente de qualquer outro método utilizado para determinar 0s
parametros termodinamicos, a calorimetria, como o0 nome sugere, usa a medida direta

do calor de interagdo para investigar a extensdo da ligacdo entre as moléculas. Os
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instrumentos que fazem esse tipo de medida sdo denominados calorimetros, os quais
medem o calor envolvido numa mudanca de estado de um sistema.

Os conceitos relacionados ao calor se tornaram mais precisos através das
experiéncias realizadas pelo matematico, fisico e astrébnomo francés Pierre-Simon,
Marqués de Laplace e pelo quimico francés Antoine-Laurent Lavoisier, quando em
1781, ambos construiram um calorimetro de gelo.(Chagas, 1992) Esse instrumento
foi construido para medir o calor metabolico produzido por uma cobaia confinada
por varias horas no calorimetro, onde a quantidade de calor liberada era medida pela
quantidade de agua proveniente do gelo derretido e pela quantidade de oxigénio
consumido ou CO, produzido pelo animal, de acordo com a equagdo para O
metabolismo aerdbio. (Chagas, 1992; Gaisford ¢ O’neill, 2007; Freyer e Lewis, 2008)

Neste contexto, pode-se inferir que os calorimetros sempre tiveram associados
com medidas bioldgicas. (Freyer e Lewis, 2008) Mas embora tenham sido utilizados
pelos quimicos desde o século XVIII, foi apenas nas Gltimas quatro décadas que
ocorreram 0s principais avangos nesses equipamentos em eletronica, design de materiais
e a utilizacdo de sensores se temperatura mais eficientes, tornando os calorimetros
sensiveis o suficiente para permitir o estudo significativo de moléculas bioldgicas e suas
interacdes. (Wiseman, Williston et al., 1989; Gaisford e O’neill, 2007; Freyer e Lewis,
2008)

Nos Gltimos anos a literatura tem documentado um grande volume de dados
estruturais de moléculas bioldgicas e seus complexos. Estes estudos envolvem dados de
RMN e de difracdo de raios X de monocristal, as quais através da elucidacéo estrutural
tém sido cruciais para a nossa melhor compreensdo dos processos celulares. (Orengo,
Bray et al., 2002) Em geral, os diversos processos bioldgicos sdo mediados através de
interacbes ndo covalentes entre as moléculas. No entanto, a informag&o estrutural ndo
diz nada sobre a energia que conduzem a formacdo de complexos ou sdo responsaveis
por manter as conformacgdes dobradas de macromoléculas biolégicas em solucéo.
Detalhes estruturais também ndo explicam o mecanismo de formacdo do complexo
biomolecular. Por conseguinte, a fim de obter uma compreensdo mais completa dos
sistemas é necessario combinar dados estruturais com uma compreensdo termodinamica
do processo.(Ladbury e Doyle, 2004)

Neste enfoque, dois métodos calorimétricos se destacam em Biocalorimetria: a
Calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e a titulagdo calorimétrica isotérmica (ITC).

Em especial, em um experimento de ITC, a diferenga de temperatura entre a amostra e a
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cela de referéncia € monitorada. Entretanto, em contraste com o DSC, ambas as celas,
sdo mantidas a uma temperatura constante, e deste modo, s&o denominados de
calorimetros isotérmicos. Neste caso, a reacdo é desencadeada por alteracdo da
composicdo quimica da amostra através da titulacdo de um reagente na cela de amostra,
e a variacdo do fluxo de calor pode ser medida. Em um experimento de ITC, a
concentracdo total de reagente é, portanto a varidvel independente sob controle
experimental. (Ladbury e Doyle, 2004) Devido ao fato de a maioria das reagdes
quimicas serem induzidas isotermicamente, a faixa de aplicacBes potenciais da ITC é
ampla.

Essa técnica foi descrita pela primeira vez em 1965 por Christensen e
colaboradores (Christen.Jj, lzatt et al., 1965) como um método para determinacao
simultanea da constante de equilibrio e da variacdo de entalpia. O método foi
originalmente aplicado a diversos equilibrios acido-base e a reac6es de complexacao de
ions metélicos. (Christen.Jj, lzatt et al., 1966) Tais sistemas puderam ser estudados com
a instrumentacéo calorimétrica disponivel na época, a qual foi limitada a determinacéo
de constantes de equilibrio, Keq, cujos valores eram inferiores a 10°M™. (Ladbury e
Doyle, 2004) Em 1978, Beaudette e Langerman (Biltonen, Langerman et al., 1979)
publicaram um dos primeiros estudos calorimétricos de um sistema bioldgico, e foi
apenas dez anos depois, em 1989, que o primeiro microcalorimetro foi disponibilizado
comercialmente. Esse equipamento foi disponibilizado pela Microcal e projetado para o
estudo de sistemas bioldgicos, sendo definido como um “dispositivo para determinacéo
da constante de equilibrio em minutos”. (Wiseman, Williston et al., 1989)

Uma pesquisa realizada na web of science
(http://apps.webofknowledge.com/summary.do?SID=4FCINnJ4P1dIMadijGp&product
=WOS&gid=24&search_mode=GeneralSearch (acesso em 22/05/2013)) revela um total
de 447 artigos envolvendo ou citando essa técnica até abril de 2013, como disposto no
Gréafico 1. O primeiro artigo cientifico foi publicado em 1980, (Roth e Lennartz, 1980)
o qual relata um estudo do calor de hidrogenacéo usando a técnica. O segundo artigo foi
publicado apenas em 1990 e traz uma descri¢do desse método calorimétrico feita por
Ernesto Freire, (Freire, Mayorga et al., 1990) um dos especialistas nessa area. A pouco
mais de uma década, o calorimetro de titulacdo isotérmica foi considerado como um
equipamento de especialista, uma vez que poucos laboratérios tinham acesso a um e

poucos entendiam as implicagdes de grande parte dos dados gerados.
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Gréfico 1: Pesquisa realizada na Web of Science sobre o nimero de artigos
publicados envolvendo ITC, até maio de 2013 (palavra-chave: Isothermal Titration

Calorimetry).
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Através do Gréfico 1, é possivel observar que o desenvolvimento de pesquisas
utilizando ITC foi pequeno mesmo apds a disponibilizacdo de calorimetros comerciais,
em 1989, o que se deve a baixa sensibilidade dos equipamentos. E foi somente a partir
da Gltima década que o numero de trabalhos publicados passaram a ser mais
expressivos.

Atualmente, a utilizacdo dessa técnica tem se difundido muito, o que se deve a
diversidade de aplicacGes, auxiliando na compreensdo de muitos sistemas. O crescente
uso desta pode ser atribuido principalmente a trés fatores: o desenvolvimento de
calorimetros de alta sensibilidade, o fato de que os processos quimicos e fisicos ocorrem
por absorcdo ou liberagcéo de calor e ainda pela capacidade de propiciar a medida da
entalpia de interacdo (AH%) do sistema. (Wiseman, Williston et al., 1989; Freire,
Mayorga et al., 1990) Além disso, através dessa técnica é possivel se ter uma descri¢éo
termodinamica completa do sistema.

Experimentalmente, a medida obtida pelo ITC se baseia na medida do calor
envolvido no processo de interagdo entre duas espécies quimicas colocadas em contato
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de modo gradual e continuo em uma cela calorimétrica mantida em uma temperatura
definida. A adicdo de uma espécie quimica contida em uma seringa, chamado titulante,
na espécie contida na cela calorimétrica, denominada titulado, possibilita a medida de
energia envolvida na interagdo quimica entre as mesmas.

Um equipamento moderno de ITC é composto por uma cela de amostra e outra
de referéncia, sendo que ambas podem apresentar volumes tdo pequenos quanto 0,3 mL.
A cela de referéncia contém apenas &4gua ou tampdo e a cela de amostra contém a
macromolécula ou ligante solubilizada no mesmo solvente ou tampao contido na cela de
referéncia, ambas localizadas em um revestimento adiabatico. O titulado fica contido na
cela de medida, enquanto que o titulante é injetado automaticamente nesta cela por uma
micro seringa, a qual gira em torno do seu préprio eixo, injeta e subseqlientemente
homogeneiza os reagentes na cela da amostra. Cada volume de injecdo da seringa pode
variar entre 1 a 30 pL.(Ladbury e Doyle, 2004)

A maior parte dos calorimetros de titulacdo isotérmica é baseada na metodologia
de compensacao de energia. Durante um experimento, um circuito de autocompensagéo
mantém nula a diferenca de temperatura entre a cela da referéncia e a cela da amostra. A
cela de referéncia é sempre mantida sob um pequeno aquecimento constante, 0 que
mantém também a temperatura constante, enquanto que, na célula de medida, o fluxo de
aquecimento é ajustado a cada injecdo para corrigir a diferenca de temperatura entre as
duas células. As vantagens deste sistema incluem um tempo de resposta rapido, elevada
sensibilidade e a necessidade de relativamente pouca quantidade de amostra. (Ladbury e
Doyle, 2004; Freyer e Lewis, 2008)

O calor liberado ou absorvido pela interagdo é proporcional a quantidade de
reagente injetado, o qual é detectado empregando-se um sistema de resposta eletrénico,
gue mantém as células de medida e referéncia sempre a uma mesma temperatura.
(Gaisford e O’neill, 2007) A quantidade de energia que tem de ser aplicada para
compensar o calor produzido na cela de amostra, apés uma injec¢do de ligante, €
medida diretamente; ou seja; a poténcia térmica aplicada que é necessaria para retornar
o calorimetro ao seu estado estavel, seguindo uma injecgdo, é diretamente proporcional
ao calor da reacao.

A Figura 17 mostra os dados finais obtidos a partir do experimento de ITC para
uma titulacdo hipotetica, ligante-proteina. O grafico esboca a variagdo do fluxo de calor

em funcdo do tempo para um processo exotérmico. (Freyer e Lewis, 2008)
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Figura 17: Dados finais de ITC para processo exotérmico

O registro de um valor constante de energia indica que o sistema atingiu o
equilibrio. Neste caso, a energia registrada pela linha base é proporcional a energia
necessaria para manter a diferenca de temperatura entre a cela de referéncia e o
isolamento adiabatico. Inicialmente é realizada uma correcéo dos dados, removendo dos
dados brutos, os efeitos adicionais de calor, o que € feito diretamente no software do
equipamento. (Ladbury e Doyle, 2004; Freyer e Lewis, 2008)

A Figura 18, ilustra os dados apds a correcdo do calor de diluicdo e a integracédo
dos picos em relacdo ao tempo. A fim de analisar os dados de ITC com base em
parametros termodinamicos relevantes, um modelo de ligacdo deve ser assumido. O

fabricante do equipamento fornece um software com diversos modelos.
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Figura 18: Dados de ITC apds a correcdo dos dados e integragéo.

Um procedimento de regressdo ndo linear € utilizado para ajustar os dados
experimentais a um modelo, ou seja, uma descricdo matematica do processo que ocorre
no calorimetro. A regressdo ndo linear é usada junto com as equacgdes do modelo para
determinar os melhores valores dos parametros de ajuste (por exemplo, K, AH, e n).
(Pierce, Raman et al., 1999; Gaisford e O’neill, 2007)

A partir da regressdo ndo linear, um ajuste ou curva teérica é gerado e entdo
comparado com a curva de dados reais. Uma funcéo erro é calculada e se esta ndo pode
ser minimizada para um valor aceitavel, entdo um outro modelo deve ser testado.
(Ladbury e Doyle, 2004; Gaisford e O’neill, 2007) Em geral, as curvas de ITC
apresentam perfil proximo de uma sigmoide e 0 modelo matematico mais comum,
utilizado para fazer o ajuste ndo linear dos pontos desse tipo de curva calorimétrica e
determinar os parametros termodinamicos da interacdo, é denominado de Isoterma de
Wiseman. (Freyer e Lewis, 2008)

A equacdo 1, expressa a regressdo néo linear da Isoterma de Wiseman, a qual

relaciona a variagdo do fluxo de calor pela concentragdo de titulante adicionado por
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injecdo, a pressdo constante, com a razdo absoluta da concentracdo de titulante pela
concentracéo de titulado, a qualquer ponto durante o curso da titulagdo. Os parametros
AH° e V, correspondem, respectivamente, a entalpia molar padrdo de complexacdo e o
volume efetivo da solucdo na cela de titulagdo. O pardmetro r é uma variavel de
composicado que corresponde ao inverso da concentracdo de titulado multiplicado pela
constante de equilibrio do sistema, X equivale a titulante e Xg corresponde a razao

entre a concentragéo de titulante pela concentracgdo de titulado.

| —X,—r
(d—| dQ] ) = AHV, %-I- _ . - Equacao 1
X ot/ V(L + X, — ) — 4X,

Através do ajuste € possivel determinar simultaneamente a variagdo de entalpia,
a estequiometria e a constante de equilibrio do sistema. AH° serd equivalente a
quantidade de calor recebida ou fornecida pelo sistema, logo a variacdo de entalpia €
diretamente proporcional ao fluxo de calor. O ponto de inflexdo da curva ¢é
numericamente igual ao coeficiente estequiométrico do sistema, denominado n, e a
constante de equilibrio (Keq) do sistema pode ser obtida pelo coeficiente angular da
tangente ao ponto de inflexdo.

Algumas relacdes termodindmicas fundamentais que descrevem o fendmeno das
interagGes moleculares devem ser consideradas. Com o valor de Keq obtido pelo ajuste
dos pontos a Isoterma de Wiseman, é possivel calcular a variacdo da energia-livre de
Gibbs padrédo do processo, a uma dada temperatura, por meio da relacdo termodinamica
descrita na Equacéo 2, onde T é a temperatura absoluta em Kelvin e R € a constante dos

gases.

AG°=-R T InK Equacéo 2

Com o valor de AH® da interagdo, obtido pelo tratamento descrito acima, e
conhecendo-se AG® e a temperatura na qual o experimento foi executado, o termo

entropico pode ser calculado pelo uso da Equacéo 3.

AG °= AH° — TAS® Equacéo 3



71

Um termo adicional que pode ser determinada a partir do experimento de ITC é
a variacdo da capacidade calorifica a pressdo constante. Com isso, a titulacdo
calorimétrica isotérmica permite uma descri¢do termodinamica completa do sistema.

As concentracdes dos reagentes (titulante e titulado) devem estar em uma razéo
adequada para tornar possivel a obtencdo de um valor confiavel da constante de
equilibrio de associagdo (K, ) das espécies quimicas estudadas em um experimento de
titulacdo. Neste aspecto, Wiseman e colaboradores notaram que o perfil da curva de
titulacdo calorimétrica variava conforme o valor da multiplicacdo de K, pela
concentracdo de sitios de interacdo do titulado, M, nos casos onde o titulado apresentava
um Unico sitio de interacdo de acordo com a equagdo 4. O produto desta multiplicacéo
foi denominado fator c. (Wiseman, Williston et al., 1989; Turnbull e Daranas, 2003)

c =K, [M]tot Equagéo 4

O fator c¢ foi definido por Wiseman para avaliar a confiabilidade da
determinacdo de K, pela regressdo nao-linear da isoterma de interacdo, obtida em um
experimento de titulacdo calorimétrica. Na Figura 19 estdo expostas curvas de titulacdo
calorimétrica simuladas para diferentes valores de c. O calor liberado é apresentado em
funcdo da razdo molar entre o titulante e o titulado. O calculo do fator c auxilia a
selecdo das melhores condic¢des iniciais de um experimento de titulacdo isotérmica, uma
vez que, valores de ¢ entre 10 e 500 resultam em curvas cujo ajuste fornecera valores
confidveis para a constante de equilibrio. (Turnbull e Daranas, 2003; Ladbury e Doyle,
2004)
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Figura 19: Curvas de ITC simuladas para uma interacdo quimica para diferentes
valores de c.

Usando o perfil energético muitas vezes é possivel determinar a fonte da
interacdo do sistema. A discriminacdo termodindmica permite-nos diferenciar entre
sistemas e, por vezes, obter uma visdo geral das forcas dominantes responsaveis pelas
ligagdes. (Lafont, Armstrong et al., 2007; Freire, 2008)

Em suma, a titulagdo calorimétrica isotérmica tem contribuido para elucidacdo
das caracteristicas energéticas da formacdo de complexos moleculares, relacionados as
mais diversas areas do conhecimento, uma vez que, em geral, com um Uunico
experimento é possivel determinar o perfil termodindmico do sistema em estudo e
correlacionar tais parametros fisico-quimicos com dados estruturais oriundos de outras
caracterizacdes. (Bouchemal, Couvreur et al., 2009; Li, Gao et al., 2010)

Com base nestas informacdes, a supracitada técnica fisico-quimica foi utilizada
para avaliar os parametros termodinamicos da interagdo supramolecular entre PNT e
BCD. A Figura 20 mostra a titulagdo PNT (30mM) em &gua (experimento controle)
através da curva em vermelho e em solugdo aquosa de CD (1mM), curva de preto. O
calor de diluicdo determinado no experimento controle foi subtraido do calor de reagéo
medido através da titulacdo de PNT em uma solucdo aquosa de BCD, para alcancar o
calor de reagdo, Figura 21. Além disso, a titulacdo do PNT em solugdo aquosa BCD foi
realizada em triplicata e a curva de titulagio média demonstrou a reprodutibilidade

experimento, confirmando os parametros termodinamicos obtidos.
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O experimento de diluicdo em agua PNT demonstra um perfil ligeiramente
endotérmico (Figura 20), que pode ser correlacionado com a possivel agregacdao das
moléculas de PNT na célula de reacdo. A curva de titulacdo da PNT em BCD fornece
valores de calor de reacdo negativos, indicando um processo exotérmico, como
observado na Figura 21. Este perfil exotérmico pode ser atribuido as interacdes
hospede/hospedeiro, conforme descrito para sistema similares. (Denadai, Teixeira et al.,

2007; De Sousa, Denadai, Lula, Nascimento et al., 2008)
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Figura 20: Titulacdo calorimétrica isotérmica para o composto (B3CDPNT)1:1: curva de

titulagdo da PNT: ™ em H,O, ® em BCD e b) (-) curva de titulagdo final, ® curva apos
a subtracéo dos dados de diluigédo da PNT em H,0 e (---) regresséo néo linear.

Esta curva foi analisada com base na isoterma Wiseman, (Turnbull e Daranas,
2003) fornecendo o coeficiente estequiométrico equivalente (n) a 0,84 + 0,01, K a
constante de equilibrio = 758 + 7 e a contribuic&o entalpia AH® = -11,2 + 0,2 kJ.mol™.

Além disso, o processo de formacdo do composto de incluséo envolvendo PNT e
BCD foi espontanea como evidenciado pela energia livre de Gibbs padrdo AG® (-16,4
kJ.mol™), obtida a partir da equacéo 2. Da Equacéo 3, descrita anteriomente, é calculada

uma contribuicdo entrépica positiva (TAS°= 5,2 kJ.mol™).
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Figura 21: Dados de ITC para o composto (BCDPNT)1:1: (-) curva de titulacdo final,

® curva ap0s a subtracdo dos dados de diluicdo da PNT em H,0 e (---) regressao nao
linear.

Os parametros termodinamicos da complexacdo refletem a natureza das
interaces ndo covalentes que ocorrem entre o héspede e as moléculas do farmaco. A
formacdo dos compostos de inclusdo € principalmente um resultado de contribuicbes
entalpicas e entropicas entre a molécula hospede e a convidada na cavidade
relativamente hidrofdbica.

A variacdo de entalpia pode ser associada com a saida das moléculas de agua da
cavidade de BCD para acomodar a molécula de PNT e com a formacdo de interagdes
supramoleculares de cooperacdo entre o farmaco e a molécula hospedeira. A
dessolvatacdo da BCD e PNT durante a complexacdo pode ser uma importante
contribuicdo para a componente entropica positiva, através do ganho de entropia
rotacional e de translacdo das moléculas de &gua liberadas, quando comparado com
substancias puras. O valor de N sugere equilibrio entre os diferentes sistemas
supramoleculares em solucdo e estd de acordo com outros resultados anteriormente

reportados. (Denadai, Teixeira et al., 2007; De Sousa, Denadai, Lula, Nascimento et al.,
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2008)

3.5. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR
ELETROSPRAY

A técnica Espectrometria de massa com ionizac¢do por “eletrospray” (IES-EM)
foi empregada para o estudo em solucéo, do sistema formado entre PNT e BCD .

A técnica no modo positivo (IES (+)-EM) foi usada para obter informagdes
sobre a distribuicdo das espécies supramoleculares em solucGes aquosas nas seguinte
proporgOes: 1:1, 2:1, 3:1 e 4:1 de BCD:PNT, Figuras 23, 24, 25 e 26, respectivamente.
O espectro IES (+)-EM da PNT livre é apresentado na Figura 22.
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Figura 22: Espectro (IES (+)-EM) obtido para PNT.
No espectro de massa do farmaco PNT, o ion molecular de m/z 341 foi atribuido
a forma protonada da PNT, ou seja, [PNT + H]*, enquanto m/z 171 foi atribuido a
espécie duplamente protonada [PNT + 2H]?*. Além disso, os fons de m/z 467 e 1059
foram atribuidos como os ions protonados formados entre PNT e isotionato (ISO), ou
seja, [PNT + ISO + H] e [2PNT + 3ISO + H]", respectivamente.
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Figura 24: Espectro (IES (+)-EM) obtido para (BCD:PNT)2:1.
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Esses ions foram também observados no espectro de IES-EM dos compostos
expostos nas Figuras 23, 24, 25 e 26, confirmando que as moléculas livres PNT estéo
em equilibrio com seu compostos de inclusdo em solugcdo aquosa. Adicionalmente, tais
resultados indicam que a molécula livre PNT é capaz de formar agregados,

corroborando com o observado pela curva de diluicdo da PNT no experimento de ITC.
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Figura 25: Espectro (IES (+)-EM) obtido para (BCD:PNT)3:1.

Além dos ions livres de PNT, ions referentes aos compostos de inclusdo também
foram observados no espectro de IES-EM da BCD:PNT no sistema 1:1, Figura 23. Em
particular, os ions moleculares com razdo massa/carga 1601, 738, e 1305 podem ser
observados em todos os espectros de massa dos compostos de inclusdo. Tais ions foram
atribuidos as formas protonadas do compostos de inclusdo e foram representados da
sequinte forma: [BCD + PNT + ISO + H]*, [BCD + PNT + 2H]*" e [2BCD + PNT +
2H]**, respectivamente. No composto obtido na proporgdo molar BCD:PNT (1:1), o
contra-ion isotionato (ISO) foi deslocado da esfera de coordenacdo da molécula, quando
a PNT interagiu com a BCD, provavelmente formando compostos de inclusdo com sua

cavidade.
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Este fenémeno é enfatizado quando o complexo (BCD:PNT)2:1 foi formado em
solucdo, em que o contra-ion ISO ndo foi observado na estrutura supramolecular. O
complexo supramolecular (BCD:PNT)1:1 detectado neste experimento foi [BCD + PNT
+ 1SO + H]" e [BCD + PNT + 2H]**, em que a BCD também deslocou o contra-ion.

A Figura 24 exibe o espectro de IES-EM do composto obtido na razdo molar
(BCD:PNT)2:1. Pode-se observar que a intensidade relativa do ion com m/z 1305
referente ao ([2BCD + PNT + 2H]**) é maior do que a observada na Figura 23. Este
resultado indica que uma maior concentracdo relativa de BCD induz a formagdo de
maiores quantidades do sistema supramolecular (BCD:PNT)2:1, em solucdo. Além
disso, a quantidade relativa de [BCD + PNT + ISO + H]" é menor do que a observada na

Figura 23.
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Figura 26: Espectro (IES (+)-EM) obtido para (BCD:PNT)4:1.

Esta tendéncia é confirmada pelos resultados de IES-EM para os sistemas 3:1 e
4:1, (BCD:PNT), Figuras 25 e 26, respectivamente. Como esperado, a0 aumentar a
concentragdo de BCD, acima da razdo molar 2:1, ndo foram obtidas superestruturas

envolvendo BCD e PNT, referentes aos sistemas 3:1, 4:1 ou superior. Este resultado
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sugere que as espécies supramoleculares mais provaveis em equilibrio em solucéo
aquosa sdo: molécula PNT livre e seus compostos de inclusdo com BCD nas razdes
molares 1:1 e 2:1. Tais dados estdo de acordo com os resultados obtidos atraves do
experimento de titulagdo calorimétrica isotérmica. Adicionalmente, quando a
concentracdo de BCD é maior, a partir de 1:1 a 4:1 molar, a quantidade relativa de
moléculas PNT livre, tais como [PNT + ISO + H]" e [2PNT + 31SO + H]" reduzem em
solugéo, sugerindo que os complexos supramolecular (BCD:PNT, 1:1 e 2:1) séo

formadas sob as condi¢cfes experimentais.

3.6. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

O uso da ressonancia magnética nuclear tem contribuido significativamente no
estudo de ciclodextrinas e seus compostos de incluséo, fornecendo informacg6es sobre as
interacdes e modos de ligacdo nas associacdes e complexacdes, além das disposi¢oes
espaciais de grupos funcionais das moléculas.(Schneider, Hacket et al., 1998)

O fendmeno de complexacdo altera a distribuicdo de densidade de carga sobre
os grupos funcionais envolvidos e, consequentemente, altera 0 momento magnético
nuclear resultante sobre esses grupos, levando a variaces de deslocamento quimico nos
espectros dos compostos de inclusdo em relacdo as moléculas livres. Entretanto, os
efeitos de deslocamentos quimicos, ap6s a inclusdo na cavidade da ciclodextrinas, sdo
limitados a poucos décimos de ppm, visto que nos complexos formados ocorrem apenas
interacdes intermoleculares fracas do tipo de interacGes dipolares, que ndo alteram
consideravelmente a polaridade dos complexos finais.

Os espectros de RMN de hidrogénio em D,O e DMSO-ds da BCD estdo
expostos nas Figuras 27 e 28, respectivamente, com 0 objetivo de servir como
parametro para quaisquer modificacdes nos valores de deslocamentos quimicos que
possam ocorrer em funcdo da interacdo hospede e hospedeiro. As atribuicBes das
ressonancias da BCD foram equivalentes as anteriormente apresentadas na literatura.
(Schneider, Hacket et al., 1998)
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Figura 28: Espectro de RMN de *H para a BCD em DMSO-dg(27°C, 400 MHz.
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Espectros de RMN de *H da PNT e dos compostos de inclusdo envolvendo
BCD e PNT em diferentes propor¢cdes molares (1:1, 2:1, 3:1 e 4:1, BCD:PNT) foram
obtidos em D,0. As Figura 29 e 30 exibem os espectros de RMN de *H e COSY *H/*H
do farmaco PNT livre, respectivamente. Os sinais dos hidrogénios arométicos da PNT
denominados HI1/H1’e H2/H2’ podem ser observados respectivamente, em
aproximadamente 7,7 e 7,1 ppm. Ja os sinais referentes aos hidrogénios alifaticos
H3/H3’, H4/H4* e HS5, sdo observados em aproximadamente 4,1; 1,8 e 1,6 ppm,
respectivamente. Adicionalmente, os sinais dos hidrogénios do isotionato H6 e H7,

podem ser observados em 3,1 e 3,9 ppm, respectivamente.
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Figura 29: Espectro de RMN para o farmaco PNT obtido em D,0.
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Figura 30: Mapa de contorno COSY *H/*H para PNT, obtido a 400 MHz, em D-0.

Como pode ser observados no mapa de contorno COSY, exposto na Figura 30,
correlagdes entre os hidrogénios H1/H2, H3/H4, H4/H5 e H6/H7 s&o observadas,
corroborando com as atribuigdes realizadas previamente.

A atribuicdo dos sinais de carbono para a PNT foi baseada nos experimentos de
13C, cujo espectro est4 apresentado na Figura 31, e tiveram como auxiliam para sua
atribuicdo o experimento bidimensional HSQC *H/**C-DEPT 135, Figura 32, que

permitiu determinar a posicao dos carbonos diretamente ligados a hidrogénios.
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Figura 31: Espectro de RMN de **C paraa PNT a 400 MHz, em D,0.

A capacidade de distinguir determinados tipos de carbono pela intensidade das
constantes de acoplamento respectivas, levou a técnica DEPT. A sequéncia DEPT
tornou-se o procedimento de escolha para a determinacdo do nimero de hidrogénios
diretamente ligados a um 4tomo de **C. Deste modo, pode-se verficar na Figura 32, que
no experimento DEPT 135 *3C, o sinal em 165,75 ppm ndo sdo observados, sendo o
mesmo atribuido aos carbonos dos grupamentos amidinicos. De modo analogo, os sinais
observados em 119,49 e 163,10 ppm ndo foram observados no espectro DEPT 135, uma
vez que sdo referentes aos carbonos aromaticos quaternarios diretamente ligados ao
grupamento amidinico e a funcao éter, respectivamente.

Os demais sinais de *3C para C1, C2, C3, C4, C5, C6 e C7 foram atribuidos aos
sinais em 129,81; 115,22; 68,53; 27,71; 21,56; 52,84 e 56,95 ppm, respectivamente.
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Figura 32: Mapa de contorno HSQC *H/**C-DEPT 135para a PNT a 400 MHz, em
D,0.

A Figura 33 exibe o espectro de RMN de *H para o composto de inclusdo
(BCD:PNT)1:1. Os deslocamentos quimicos de *H da PNT livre e de seus compostos de
inclusdo nas razbes molares 1:1 e 2:1 (BCD:PNT), bem como, a variagdo dos
deslocamentos quimicos (Ad = 6PNT - SBCD:PNT) sdo resumidos na Tabela 3.

Mudancas nos deslocamentos quimicos de hidrogénios da PNT foram
observadas na presenca de BCD, quando comparado com os deslocamento de *H do
farmaco livre.(Charpentier, Wilder et al., 2008) Estas mudancgas s&o uma evidéncia da
interacdo entre a PNT e a molécula hospedeira, uma vez que sdo associadas a mudancas
na densidade de elétrons, o que pode estar relacionado a uma variagdo no ambiente
quimico do farmaco e consequentemente correlacionado a inclusdo do mesmo na
cavidade de BCD. (Loftsson e Brewster, 1996; Schneider, Hacket et al., 1998) Nos dois
compostos (BCD:PNT)1:1 e (BCD:PNT)2:1, os hidrogénios mais afetados da PNT séo o
hidrogénio denominado H1 da por¢do aromatica do farmaco e o hidrogénio denominado
H5 da porcdo alifatica, sugerindo desta forma, uma insercdo profunda do farmaco na
cavidade de BCD.
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Figura 33: Espectro de RMN de *H do composto (3CD:PNT)1:1 obtido em D-O.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de *H ( em 400MHz) de prétons da pentamidina no

farmaco livre e na presenca de BCD, usando D,0 e valores Ad.

Atribuicéo b S Ad ) Ad
PNT (BCD:PNT)1:1 (BCD:PNT)1:1 (BCD:PNT)2:1  (BCD:PNT)2:1
H1 7,689 7,864 -0,175 7,862 -0,173
H2 7,065 7,163 -0,098 7,183 -0,118
H3 4,113 4,216 -0,103 4,234 -0,121
H4 1,826 1,930 -0,104 1,949 -0,123
H5 1,589 1,717 -0,128 1,722 -0,133
H6 3,113 3,199 -0,086 3,205 -0,092
H7 3,911 3,995 -0,084 4,002 -0,091

Por outro lado, os hidrogénios da PNT menos afetados sdo os hidrogénios do
grupo isotionato, denominados H6 e o H7, indicando que este grupo ndo participa no
processo de inclusdo. Este resultado esta de acordo com os dados observados por
espectrometria de massa, em que 0s compostos de inclusdo, em geral, ndo apresentaram
0 contra-ion isetionato na estrutura supramolecular. Além disso, os espectros de RMN
'H obtidos para os compostos (BCD:PNT)3:1 e (BCD:PNT)4:1, ndo apresentaram
diferencas significativas em relagdo ao espectro de RMN *H do sistema 2:1, Figura 34,
indicando que o aumento da concentragdo de BCD, acima da proporcdo de 2:1, ndo
levou a superestruturas em solugdo aquosa, como observado através dos experimentos
de IES-EM.
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Figura 34: Espectro de RMN de *H, na faixa de 4,3 a 3,0 ppm, em 400MHz em D,0O
para os compostos de incluséo preparados nas seguintes proporgdes a) (BCD:PNT)1:1,

b) (BCD:PNT)2:1, ¢) (BCD:PNT)3:1 and d) (BCD:PNT)4:1.

Além da analise da variagdo do deslocamento quimico, experimentos
utilizando o efeito Nuclear Overhauser (NOE) tém sido aplicados com sucesso para
ilustrar a interacdo intermolecular atraveés do espago, sendo estas medidas uma das
ferramentas mais importantes para confirmar a inclusdo do hospede na cavidade da
BCD. (De Sousa, Denadai, Lula, Nascimento et al., 2008) Este experimento mostra
manchas de correlagdo entre os sinais de hidrogénios, indicando intera¢cGes a uma curta
distancia (menor que 5 A),(Schneider, Hacket et al., 1998; Gibaud, Ben Zirar et al.,

2005) devido ao acoplamento dipolar eletromagnetico.(Teixeira, Sinisterra et al., 2006).
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O espectro 2D ROESY do sistema supramolecular (BCD:PNT)1:1 é mostrado
na Figura 35, no qual diversas manchas de correlagdo cruzada podem ser observadas
entre os hidrogénios da PNT e da BCD (H-3 e H-5 internos e H-2 e H-4 externos). As
Figuras 36a e 36b mostram as expansdes das regides destacadas de vermelho, do mapa
de contorno ROESY, as quais apresentam os principais picos de correlacédo entre § CD
e PNT.
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Figura 35: Ressonancia Magnética Nuclear 2D ROESY para o sistema
(BCD:PNT)1:1 em D,0.

CorrelagOes entre os sinais de hidrogénios aromaticos (H1 e H2) e alifaticos
(H4 e H5) da PNT com H-3 e H-5, que sdo os hidrogénios do interior da cavidade de
BCD, podem ser observadas. Tais resultados confirmam a inclusdo profunda de PNT na
cavidade de BCD, ja& que ndo apenas a por¢cdo aromatica do farmaco é incluida na
cavidade, como ocorre usualmente, (Denadai, Teixeira et al., 2007; De Sousa, Denadai,

Lula, Lopes et al., 2008) mas também a porcdo alifética estd incluida no interior da
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cavidade de BCD. Adicionalmente, as correlagGes entre os sinais H6 e H7 do isetionato

e H-4 e H-2 da parte externa da BCD, podem ser observadas na Figura 35.
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Figura 36: Expansdo do espectro de RMN 2D ROESY para o sistema (BCD:PNT)1:1
a) na regido de 7,0-7,8 ppm e b) na regido de 1,5-1,9 ppm.

Os resultados 2D ROESY estdo de acordo com os experimentos de RMN de
'H, que indicou a interagdo do grupo com isetionato com o lado exterior da BCD
levando a menor variagéo de deslocamentos quimicos.

Em suma, os resultados obtidos a partir das técnicas de caracterizagéo,
realizadas em solucdo, indicaram a presenca de equilibrios maltiplos formados entre

BCD e PNT, conforme ilustrado na Figura 37.
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Figura 37: Representacdo esquematica de alguns dos possiveis sistemas formados entre

BCD e PNT, que coexistem em equilibrio em solugdo.

3.7. ESTUDO DA ESTABILIDADE DO FARMACO PNT LIVRE E NA
PRESENCA DE BCD.

E importante relatar a respeito da contovérsia existente na literatura a respeito
da estabilidade de sais de pentamidina em solucdo aquosa. Segundo Thomas P. C. Dorlo
e Piet A. Kager, devido a instabilidade da pentamidina em solucdo aquosa, a mesma
estd disponivel para uso clinico na forma de um sal em po e reconstituido com agua
previamente a administracdo. (Dorlo e Kager, 2008). Por outro lado, é também descrito
na literatura, que a Pentamidina é estavel em solucdo aquosa por nove meses. (Paul,
Fessi et al., 1997) Em um estudo intitulado “The Chemistry of the Amidines”
publicado em 1944, (Shriner e Neumanw, 1944) é descrito que amidinas se hidrolisam
facilmente em solugdo aquosa, formando a amida ou amina correspondente, em geral,
com liberagdo de amdnia. Com o intuito de investigar as divergéncias reportadas na
literatura, realizou-se alguns estudos para analisar a degradacdo do farmaco isotionato
de pentamidina livre e na presenca de BCD, em solu¢do aquosa, como descrito no
Capitulo 2, Secéo 2.2.3.
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Tendo em vista a basicidade da amdnia, sua liberacdo no meio pode ser
facilmente identificada através de um experimento com controle de pH, uma vez que
esta liberacdo seria acompanhada por um aumento gradativo deste. Para tanto, PNT e
seu composto de inclusdo (BCD:PNT)1:1 foram solubilizados em H,0O, e o pH da
solucéo foi monitorado ao longo do tempo. Verificou-se que apos 48 horas ndo houve
variacdo do pH das solucgdes, indicando que se a degradacdo do farmaco PNT ocorre
com liberacdo de amdnia, a referida degradacao € muito lenta, nas condicGes estudadas.

Com o intuito de investigar a estabilidade do f&rmaco PNT nas condigdes de
uma administracdo oral, mimetizando tentativamente as condi¢Ges no estbmago, foram
planejados experimentos de hidrdlise enzimatica, os quais foram realizados conforme
descrito na Se¢éo 2.2.3 do Capitulo 2.

As andlises realizadas por HPLC indicaram que o cromatograma da amostra
61, Figura 39, contendo PNT em pH= 2 na presenca de pepsina, apos 14 horas de
reacdo, ndo apresentou alteracbes em relacdo ao da amostra 1, exposto na Figura 38,
contendo apenas o farmaco PNT em pH2, indicando que a degradacdo do farmaco néo

ocorreu ou ndo foi possivel identifica-la pela referida técnica.
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Figura 38: Cromatograma (HPLC) obtido para o Isotionato de Pentamidina em pH 2

para a amostra 1.
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Figura 39: Cromatograma (HPLC) obtido para o Isotionato de Pentamidina em pH 2 na

presenca de pepsina, apds 14 horas de reacdo (amostra 61).

3.8. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA EM MODELO
DE LEISHMANIOSE VISCERAL MURINO

Como descrito anteriormente, os principais farmacos utilizados no tratamento da
leishmaniose exigem administracdo parenteral e apresentam efeitos colaterais, o que
leva a problemas como: baixa adesao, terapias inadequadas e aumento da resisténcia do
parasita a esses farmacos. Compostos com administracdo oral podem resultar em menor
toxicidade e maior comodidade ao tratamento.

O objetivo desta etapa do projeto foi comparar a eficdcia do composto de
inclusdo (BCD:PNT)1:1 administrado por via oral, no tratamento da leishmaniose
visceral causada por Leishmania Chagasi, com o farmaco de primeira escolha
Glucantime administrado por via parenteral e com o Isotionato de Pentamidina livre,
administrado por via oral. Para tanto ensaios biologicos foram realizados em
colaboragéo com os professores Dr. Frédéric Jean Georges Frezard e Dra. Maria Norma
Melo e com a aluna de doutorado Flaviana Ribeiro.

No experimento aqui relatado, foram utilizados camundongos fémeas, da raga
BALBc, os quais foram infectados pela veia lateral da cauda com 10° promastigotas de
L. infantum chagasi (MHOM/BR/70/BH-46).

Os grupos contendo cinco camundongos isogénicos da raca BALB/c foram

formados aleatoriamente por fémeas com idade de 8-12 semanas e peso de 18-22 g




93

obtidos do CEBIO-ICB UFMG, tais animais receberam por gavagem as formulacdes e
doses indicadas na tabela 4.

Como pode ser observado na Tabela 4, o grupo de estudo foi tratado com a
(BCD:PNT)1:1 com dose de 145mg/kg/dia por via oral. A referida dose foi calculada
para que apresentasse a mesma propor¢cdo do farmaco PNT livre (50 mg/kg/dia). O
grupo controle positivo ou padrdo ouro foi tratado com Glucantime® 200mg/kg/dia por
via parenteral e o grupo controle negativo foi tratado com cloreto de sédio 0,9% uma
vez ao dia, no mesmo volume do grupo de estudo, que foi de 0,3mL. A quimioterapia
teve duracdo 20 dias, dose Unica didria, e realizada apds oito dias do aparecimento de

infeccdo.

Tabela 4: Descricdo do tratamento dos grupos de camundongos com

especificacdo das formulagdes e doses administradas.

Grupos Tratamento
1 Salina
2 Glucantime 200mg/kg - parenteral
3 Isotionato de Pentamidina 50mg/Kg
4 (BCD:PNT)1:1 (145mg/Kg)
5 BCD

Os animais foram acompanhados para registrar o0 aparecimento das lesdes
cutaneas e/ ou sintomas adversos como hemorragia. Apds a quimioterapia, ou seja, apos
0 21° dia contado apés o inicio do tratamento, os animais foram sacrificados por
deslocamento da cervical, apds sedacdo por quetamina/xilazina, e em seguida foi
realizada a coleta de bago e figado. Os 6rgdos foram pesados em balanga analitica e
processados para utilizacdo nos protocolos de quantificagdo de parasitas pela técnica de
diluicdo limitante e histologia.

O método de dilui¢do limitante foi utilizado para estimar o nimero de formas
amastigotas viaveis no figado e baco dos animais de cada grupo estudado. Os 6rgéos

foram macerados e homogeneizados de forma asséptica para a suspensdo das formas
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amastigotas. O material resultante foi diluido sob poténcia de dez, em meio RPMI
acrescido de 20% de soro bovino fetal, e distribuido em uma placa tipo ELISA fundo
chato, 96 pogos, com 03 repeticGes para cada titulo. Caso haja uma amastigota em cada
poco, crescerdo formas promastigotas que serdo cultivadas por cerca de 10 dias em
estufa a 26°C. A leitura foi feita em microscéopio de luz invertida sob objetiva de 20
vezes, onde foram contadas as formas promastigotas de cada poco.

Os dados foram tratados no software PRISMA e em seguida foram analisados
segundo 1-way-ANOVA, pois todos os dados passaram no teste de normalidade. Os

Gréficos 2 e 3 foram obtidos para figado e baco, respectivamente.

Gréfico 2: Indice de parasitemia no figado.
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A partir da analise dos graficos, observa-se que tanto no figado quanto no
baco, ndo houve diferenca entre o grupo tratado com PNT na dose de 50mg/kg, quando

comparado ao grupo controle tratado com solucéo salina, como era esperado ja que o
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referido farmaco nédo apresenta atividade por via oral. Entretanto, ao compararmos nos
dois 6rgdos, o grupo tratado com (BCD:PNT)1:1 com os grupos tratados com salina,
BCD e PNT, observamos uma significativa reducdo da parasitemia pelo composto de
inclusdo. O composto de inclusdo apresentou maior reducdo da parasitemia no baco em
relagdo ao figado.

Os resultados indicaram que o processo de encapsulacdo da PNT com BCD,
alterou as caracteristicas de absorcdo do referido fa&rmaco, tornando esse método uma

alternativa promissora ao tratamento da Leishmaniose.

Gréfico 3: Indice de parasitemia no bago.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO: SISTEMA B-
CICLODEXTRINA/ARTESUNATO.

Como descrito na secdo 1.4 do Capitulo 1, compostos a base de artemisinina
representam atualmente uma classe de antimalaricos com expressiva atividade
terapéutica. Derivados como o artesunato, foram sintetizados com o intuito de obter
compostos com maior solubilidade em dgua em relagéo ao precursor artemisinina, sendo
que a sintese de analogos ocupa uma posi¢do de destaque ainda hoje. (Vennerstrom,
Arbe-Barnes et al., 2004; Dong, Chollet et al., 2005; Griesbeck e El-ldreesy, 2006;
Posner, Chang et al., 2006; Benoit-Vical, Lelievre et al., 2007; Singh, Sharma et al.,
2007); (Magueur, Crousse et al., 2004; Griesbeck, El-ldreesy et al., 2005; Jin, Zhang et
al., 2006; Tang, Dong et al., 2007; Ingram, Yaremenko et al., 2012; Li, Hao et al.,
2012)

Sistemas de liberacdo controlada tem sido considerados uma interessante
alternativa farmacéutica nos ultimos anos, (Chu, Yamaguchi et al., 2002) e para
obtencdo de tais sistemas, algumas estratégias tem sido exploradas. (Xiao, Chu et al.,
2003; Xiao, Chu et al., 2004; Zhu, Shi et al., 2005; Ju, Chu et al., 2006; Ju, Chu et al.,
2008) A literatura reporta trabalhos envolvendo artesunato e nanocapsulas através de
um método proposto para aumentar a biodisponibilidade de solutos hidrofobicos. (Xiao
e Hong, 2010) Adicionalmente, a encapsulacdo de artesunato em lipossomas foi
também descrita na literatura com o objetivo de reduzir os efeitos colaterais, minimizar
a degradacdo e aumentar a solubilidade em solucbes aquosas. (Groll, Petraitis et al.,
1999; West e Rodman, 2001; Gabriels e Plaizier-Vercammen, 2003) Por sua vez, a
utilizacdo de ciclodextrinas para aumentar a solubilidade de farmacos é amplamente
descrita na literatura, e foi utilizada nos sistemas contendo artesunato, descritos neste
capitulo, com esse propdsito.

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para a caracterizac¢éo dos
compostos formados pela interacdo entre a BCD e o antimalarico artesunato,
denominado AS, a diferentes razdes molares, e ainda a caracterizacao fisico-quimica do
referido farmaco, através das metodologias descritas no Capitulo 2. A seguir serdo
expostos os dados obtidos a partir das caracteriz¢does realizadas no estado solido e em

seguida aqueles obtidos em solucéo.
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4.1.  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA.

Ao estudar o comportamento térmico dos compostos envolvendo BCD e
artesunato, foram obtidas as curvas expostas na Figura 40. A curva termogravimétrica
para a BCD, descrita na secdo 3.1 (Capitulo 3), é exposta na Figura 40a. Ja a Figura 40b
exibe a curva TG para o farmaco AS, a qual apresenta um patamar de estabilidade até

160°C seguido de dois eventos de perda de massa relativos a termodecomposi¢do do

farmaco.
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Figura 40: Curvas termogravimétricas: a) BCD, b) AS, c) (BCD:AS)1:1e
d) MM(BCD:AS).

A curva DTA para AS exibe um pico endotérmico em 145°C pouco intenso que
ndo esta associado a qualquer perda de massa, indicando um processo fisico atribuido a
uma transformacédo reversivel do AS. Esse pico & seguido por outro fortemente
exotérmico em 172°C referente a termodecomposigdo do farmaco.

As curvas termogravimetricas obtidas para o composto (BCD:AS)1:1 e para a
mistura mecanica MM(BCD:AS) estdo expostas nas Figuras 40c e 40d, respectivamente.

Inicialmente observa-se a presenca de eventos menos definidos na curva do composto
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(BCD:AS)1:1 quando comparado a curva do composto MM(BCD:AS), indicando
interacéo entre os precursores BCD e AS no complexo (BCD:AS)1:1. A curva TG do
composto (BCD:AS)1:1 apresenta o primeiro evento de perda de massa de 6,4% na
faixa de temperatura 24-80°C, o qual é atribuido a saida de moléculas de agua. O
referido evento é acompanhado na curva DTA por um pico endotérmico em 54°C. Os
dois eventos de perda de massa seguintes sdo relativos a termodecomposi¢do do
composto, seguida por um residuo de 27,4 %. Por outro lado, a curva TG da mistura
mecénica exibe trés eventos bem definidos similares aos eventos observados nas curvas
termogravimeétricas dos precursores livres. O primeiro evento de 11,6% é similar aquele
observado para a BCD, a segunda perda de 10,2 % é relativa a termodecomposi¢do do
farmaco AS, sendo acompanhada de um evento endotérmico em 176 °C, tal como foi
observado para o farmaco livre. A terceira perda é atribuida a termodecomposicdo da
BCD.

De modo anélogo ao sistema envolvendo BCD e PNT, descrito no Capitulo 3, e
a sistemas similares descritos na literatura, (Dong, Qi et al., 2007; Yang, Lin et al.,
2009) as propriedades térmicas do farmaco AS foram alteradas apds a inclusdo,
sugerindo a existéncia do composto (BCD:AS)1:1 na fase sélida.

A Figura 41 traz as curvas termogravimétricas dos compostos (BCD:AS)1:1 e
(BCD:AS)2:1, bem como dos precursores BCD e AS. Através da comparacdo do
comportamento térmico dos referidos compostos, observamos um perfil muito distinto
do (BCD:AS)2:1 em relacdo ao (BCD:AS)1:1. Por outro lado, o comportamento térmico
do composto (BCD:AS)2:1 ¢ muito similar ao da molécula hospedeira BCD, néo
permitindo inferir sobre a formagdo do composto de inclusdo (BCD:AS)2:1, no estado
solido.

O excesso de BCD poderia tanto favorecer a formagdo de um composto
(BCD:AS)2:1, o que poderia levar a interages intermoleculares mais fortes entre a
molécula hdspede e a hospedeira e consequentemente a presenca de eventos menos
definidos na TG, como também a BCD poderia ficar em excesso no sistema, 0 que
poderia levar a analises com perfil mais préximo ao da referida macromolécula. Desta
forma, outras técnicas de caracterizacéo se fizeram necessarias para esclarecer o sistema
denominado (BCD:AS)2:1.
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Figura 41: Curva termogravimétrica para os precursores BCD e AS e para 0s

compostos (BCD:AS)1:1 e (BCD:AS)2:1.

4.2. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

A Figura 42 exibe os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os
precursores BCD e AS, bem como para o composto (BCD:AS)1:1 obtido por “spray-
drying” e para a mistura mecanica MM(BCD:AS).

As principais atribuicdes para o espectro vibracional da BCD foram descritas
anteriormente (Capitulo 3, Secdo 3.2). Por outro lado, no espectro de infravermelho
obtido para o farmaco livre AS observam-se bandas bem definidas, sendo que na regido
de 1430-850 cm™ um grande nimero de modos vibracionais estdo presentes, assim
como no espectro da molécula hospedeira BCD, dificultando desta forma as atribuicoes
nessa regi&o. A banda observada no espectro do farmaco livre em 3282 cm™ é atribuida
ao modo de vibragdo v(O-H) e as bandas observadas em aproximadamente 2920 cm™,
sdo atribuidas ao estiramento das ligagcdes C-H tanto da cadeia alifatica ciclica como da

aciclica. O modo vibracional observado em 1757 cm™ é referente ao estiramento
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v(C=0) da carbonila de éster. J& as bandas observadas em 1423 e 1373 sdo atribuidas
respectivamente aos modos 3(O-H) e 5(C-H). Em 1149 e 1003, s&o observadas bandas
atribuidas a v(C-0-C), como descrito na literatura. (Ansari, Igbal et al., 2009)

De modo andlogo ao observado no espectro de absor¢do na regido do
infravermelho para o composto (BCD:PNT)1:1, descrito no capitulo 3, o espectro do
composto (BCD:AS)1:1 exibe uma significativa reducdo dos modos vibracionais e das
intensidades relativas, em relacdo ao farmaco AS livre. O modo vibracional do farmaco
AS mais expressivo no espectro do composto (BCD:AS)1:1 é referente ao v(C=0), o
qual é observado em 1757 cm™. O referido modo indica a presenca do farmaco AS no
composto (BCD:AS)1:1, alem disso sua baixa intensidade pode estar relacionada a

participacdo deste grupo no processo de inclusdo, ja que € observado na mistura

mecanica de forma similar ao farmaco livre.
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Figura 42: Espectros vibracionais na regido do infravermelho obtido para os

precursores BCD e AS e para os compostos (BCD:AS)1:1 e MM(BCD:AS).
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Por outro lado, algumas alteragdes com relagdo ao espectro da BCD livre sdo
mais relevantes como o afilamento suave da banda atribuida ao v(O-H) e da banda
referente ao estiramento (C-O-C) das ligacGes glicosidicas, bem como a presenca da
banda em 946 cm™ relativa & vibracdo do anel. Tais observagdes indicam o possivel
rompimento de ligacBes de hidrogénio entre moléculas de agua presentes na cavidade da
BCD com a inclusédo do artesunato e ainda fornecem indicios de que a estrutura da BCD
se mantém preservada mesmo apds a possivel inclusdo do farmaco na cavidade da
mesma.(Kamphorst, De Sa et al., 2004; Passos, De Sousa et al., 2012)

No espectro da mistura mecanica MM(BCD:AS), podem ser observados modos
vibracionais de ambos BCD e AS, podendo o referido espectro ser considerado como

uma soma dos espectros individuais dos precursores.

4.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O exame morfoldgico das particulas dos produtos envolvendo BCD e AS,
obtidos por nebulizacdo, foi realizado através de microscopia eletrdnica de varredura em
microscopio eletrénico JSM 5800. As amostras foram distribuidas sobre suportes de
metal e revestidas com filme de ouro.

A analise morfoldgica para o AS livre exposta na Figura 43a, indica um aspecto
amorfo do farmaco com estrutura compacta. J& as imagens das particulas secas por
nebulizacdo obtidos em Mini spray-dryer Bichi 190®, referentes aos sistemas
(BCD:AS)1:1 e (BCD:AS)2:1, estdo dispostas aleatoriamente nas Figuras 43(b-f). As
imagens mostraram que os referidos compostos ndo apresentam diferencas
morfoldgicas, se caracterizando como um solido branco, com aspecto pulvéreo fino,
com formacao de pequenos aglomerados. Na Figura 43f, tais aglomerados podem ser
observados com uma aproximacdo de 30000 vezes, permitindo a visualizacdo mais
detalhada dos mesmos, 0s quais apresentam aspecto de esferas ocas, sendo este perfil

caracteristico de amostras obtidas por nebulizacao.
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Figura 43: Microscopia Eletronica de Varredura para: a) AS, b) (BCD:AS)1:1
(zoom 2500), c) (BCD:AS)2:1 (zoom 5000), d) (BCD:AS)1:1 (zoom 4000), e)
(BCD:AS)2:1 (zoom 6000) e f) (BCD:AS)1:1 (zoom 30000).
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4.4. ESPECTROMETRIA DE MASSA COM IONIZACAO  POR
ELETROSPRAY

A técnica Espectrometria de massa com ionizagdo por “eletrospray” (IES-EM)
foi empregada, para o estudo em solucdo, do sistema formado entre AS e BCD . A
referida técnica é muito eficiente para detectar a formacéo de compostos de inclusdao em
solugéo, tendo sido utilizada para sistemas similares. (Denadai, Teixeira et al., 2007; De
Paula, De Sousa et al., 2012)

A técnica IES-MS foi usada tanto no modo positivo quanto no modo negativo.
Entretanto, serdo descritos apenas os dados obtidos no modo negativo pois estes foram
0s mais conclusivos. Os sistemas analisados incluem os precursores, BCD e AS, bem
como seus compostos de inclusdo preparados nas proporgdes (BCD:AS)L:1 e
(BCD:AS)2:1. Inicialmente, o espectro IES (-)-EM da BCD livre é apresentado na
Figura 44. Nesse espectro podemos observar a presenca de apenas dois ions
moleculares, sendo o ion molecular com razdo m/z de 566 atribuido a espécie
duplamente desprotonada da BCD ([BCD - 2H]%), e o fon com m/z equivalente a 1133

atribuido a forma desprotonada, ou seja, [BCD - HJ.

70 1133
604 . T
oe) )
2 2
504 A =
Q
=]
404 5606
R
30
20
10
0 . \\I\ — h\l\lw ——
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Figura 44: Espectro (IES (-)-EM) obtido para BCD.
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O espectro de massa do farmaco livre esta exposto na Figura 45. Para analise dos
ions moleculares presentes nesse espectro deve-se considerar a hidrdlise do artesunato,
uma vez que, como descrito na literatura, (Teja-Isavadharm, Siriyanonda et al., 2010) o
mesmo se hidrolisa liberando diidroartemisinina (DHA) e acido succinico (SUC), como
ilustrado no esquema da Figura 46. A DHA ¢é insoltvel em agua, o que limita as op¢des
de formulagBes para sistema de liberagdo intravenosos, além disso, sua estabilidade néo
é totalmente conhecida. DHA apresenta diversas vantagens em relacdo aos seus
analogos arteéter, arteméter e acido artesunico, uma delas é o fato de ser facilmente
produzida através de algumas etapas de sintese e seu baixo custo. (Ansari, Igbal et al.,
2009)
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Figura 45: Espectro (IES (-)-EM) obtido para AS.

Deste modo, o ion molecular de m/z 283 foi atribuido a forma desprotonada da
DHA, através da hidrolise da parte terminal do farmaco, ou seja, [DHA - H]’, enquanto
m/z 323 foi atribuido a espécie DHA clorada, [DHA + CI]". Além disso, os ions de m/z
383 e 767 foram atribuidos aos ions desprotonados de é&cido artesunico (AAS)

monodmero [AAS - H] e dimero [2AAS - HJ', respectivamente.
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Figura 46: Representacdo esquematica do processo de hidrolise do farmaco AS,

formando DHA e 4cido succinico.

Alguns dos ions moleculares observados nos espectros de massa dos precursores
livres, foram também observados no espectro de IES-EM dos compostos (BCD:AS)1:1
e (BCD:AS)2:1, expostos nas Figuras 47 e 48, respectivamente, indicando que as
moléculas livres estdo em equilibrio com seu compostos de inclusdo em solucdo aquosa,

tal como descrito para o sistema (BCD:PNT).
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Figura 47: Espectro (IES (-)-EM) obtido para (BCD:AS)1:1.
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Além dos ions livres de AS e BCD, ions referentes aos compostos de incluséo
também foram observados no espectro de IES-EM do composto (BCD:AS)1:1. Merece
destaque, o ion molecular com razdo massa/carga 1326, o qual foi atribuido a forma
desprotonada dupla carga do composto de inclusdo na propor¢cdo molar 2:1,
representado da seguinte forma: [2BCD + AAS - 2H]*. Adicionalmente, observa-se o
ion molecular com m/z equivalente a 1517, referente a forma desprotonada do composto
de inclusdo na proporcdo molar 1:1; ou seja; [BCD + AAS - HJ, indicando que as
espécies [BCD + AAS - H] e [2BCD + AAS - 2H]*, coexistem em equilibrio em
solucéo.

fons moleculares com m/z 1192 e 1251 foram atribuidos aos compostos
formados entre a molécula hospedeira com o &cido succinico, denominado SUC. Além
disso, observa-se o ion molecular com m/z 1760, referente a forma desprotonada do
sistema supramolecular formado entre BCD, AAS e SUC, representado por [BCD +
AAS + 2SUC - H]'.
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Figura 48: Espectro (IES (-)-EM) obtido para (BCD:AS)2:1.
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No espectro IES-EM do composto (BCD:AS)2:1 (Figura 48), observa-se 0s ions
moleculares com m/z 257, 419, 625, 1133, 1192, 1251, 1517 e 1760, todos observados
no espectro de massa do composto (BCD:AS)1:1. Entretanto, ndo observa-se a presenca
do ion molecular com m/z 767, referente ao dimero de AS. Além disso, observa-se que
a abundancia relativa do ion com m/z 1133, referente a forma desprotonada da BCD, é
maior em relagcdo a abundancia do referido ion no espectro do composto (BCD:AS)1:1.
De modo andlogo, a abundancia relativa do ion com m/z 1517, referente a forma
desprotonada do composto de incluséo (BCD:AS)1:1, € menor em relacdo ao espectro
(BCD:AS)2:1. Tais experimentos indicam que o excesso de BCD no meio ndo favorece
a formacéo do composto de inclusdo na propor¢do molar 2:1.

Através desta técnica foi possivel constatar a formacao de compostos de incluséo
envolvendo o sistema B-ciclodextrina e Artesunato, 0s quais estdo em equiilibrio em
solucéo aquosa com as espécies supramoleculares formadas a partir de AS e BCD livres
e com os produtos de hidrolise de AS (DHA e SUC).

A literatura documenta estudos envolvendo derivados de artemisinina e
ciclodextrinas.(Ansari, Igbal et al., 2009; Yang, Lin et al., 2009) Com o objetivo de
aumentar a solubilidade e a estabilidade da diidroartemisinina (DHA), Ansari e
colaboradores prepararam compostos de incluséo envolvendo a mesma e hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HP-BCD). (Ansari, Igbal et al., 2009) Os compostos foram
caracterizados por diversas técnicas fisico-quimicas, além de serem estudados no
ambito da estabilidade térmica. Os estudos indicaram a formacdo do composto de
inclusdo HP-BCD:DHA na proporgéo estequiometrica 1:1, o qual mostrou um aumento
em torno de 40% da estabilidade térmica e uma diminuicdo significativa da taxa de
hidrélise em relacdo a DHA livre. Outro estudo de relevancia foi publicado em 2009 por
Yang e colaboradores, (Yang, Lin et al., 2009) o qual envolve a preparacdo de um

composto de inclusdo envolvendo arteméter e HP-BCD.
45.  RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
Inicialmente, caracterizou-se por ressonancia magnética nuclear o farmaco

artesunato livre. A analise do espectro de 'H para AS exposto na Figura 49, cuja

expansdo encontra-se representada na Figura 50, permitiu verificar a pureza do farmaco,
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uma vez que a soma das integrais totalizam aproximadamente 28, sendo este 0 nimero

de prétons da molécula em estudo.
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Figura 49: Espectro de RMN para o farmaco Artesunato (AS) obtido em DMSO-ds.

E importante ressaltar que para a molécula de interesse, a qual apresenta
significativa sobreposicdo de sinais de RMN, o método utilizado para a atribuicdo dos
sinais de ressonancia foi o método de encadeamento. Nesse caso, partindo-se de um
sinal com deslocamento quimico conhecido, faz-se a conexdo com os outros sinais de
ressonancia pertencentes aos hidrogénios e carbonos da molécula, por intermédio da
analise dos espectros uni- e bidimensionais obtidos para 0 composto em estudo. Deste
modo, partiu-se do hidrogénio denominado H12, o qual é observado como um dupleto
em aproximadamente 5,7 ppm, e do hidrogénio H5 do farmaco observado como um
singleto em aproximadamente 5,6, como descrito na literatura. (Nyadong, Harris et al.,
2009; Martino, Malet-Martino et al., 2010) O hidrogénio do grupamento acido da
molécula pode ser visualizado através de um sinal em 12,2 ppm, sendo este 0 mais
desblindado do referido farmaco.(Silverstein, Webster et al., 2005)

Na regido do espectro de 1,2 a 2,2 ppm, sdo observados diversos sinais

referentes a hidrogénios alifaticos do artesunato, mas devido a complexidade da
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molécula estudada, a atribuicdo completa de tais sinais foi realizada com o auxilio dos
experimentos DEPT-135, HSQC 'H/**C e COSY.
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Figura 50: Expansdo do espectro de RMN para o farmaco AS obtido em DMSO-dg na
regido de 0,70 a 2,90 ppm.

Os sinais referentes aos hidrogénios metilicos denominados H13, H14 e H15 sdo
observados em aproximadamente 0,8; 0,9 e 1,3 ppm, respectivamente, 0s quais s&o
visualizados claramente na Figura 50. Os hidrogénios H16 e H17 da cadeia lateral séo
0s mais desblindados ilustrados na Figura 50, os quais equivalem aos multipletos em
2,61 e 2,51, respectivamente, sendo que o sinal referente a H17 esta sobreposto ao sinal
do solvente DMSO.

Analisando o espectro de **C-DEPT-135 exposto na Figura 51, foi possivel
determinar a posicdo dos carbonos 1-3, 5, 7-17. Deste modo, a partir do mapa de
contorno HSQC *H/C-DEPT 135, exposto na Figura 52, os valores de deslocamentos
quimicos para os hidrogénios H1, H7, H9 e H11, puderam ser determinados atraves das
correlagdes heteronucleares presentes, como especificado na Tabela 5. Por outro lado, a

supracitada técnica deixou davida a respeito dos deslocamentos quimicos dos
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hidrogénios H2, H3, H8 e H10. Assim, o experimento decisivo para determinar tais
deslocamentos quimicos foi o mapa de contorno COSY, cuja figura encontra-se

representada na Figura 53.
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Figura 51: RMN de *C-DEPT 135 para AS a 400MHz em DMSO d.
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Figura 52: Expanséo do mapa de contorno HSQC *H/**C-DEPT 135 parao AS a
400MHz em DMSO-dg.
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Figura 53: Expansdo do mapa de contorno COSY *H/*H para AS a 400MHz em
DMSO-ds.
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Tabela 5: Atribui¢do, nimero de hidrogénios (N°), multiplicidade(*) e
deslocamento quimico (8) dos sinais de RMN de 'H do farmaco AS livre (400 Hz,
DMSO-dg).

Atribuicao N° o (PPm)
AS
H1 1 1,18 (m)
H2 2 1,80 (m)
H3 3{aeb} a: 2,18 (m)
b: 2,00 (m)
H5 1 5,57 (s)
H7 1 1,54 (m)
H8 2 0,95 (m)
H9 2 1,62 (m)
H10 1 1,44 (m)
H11 1 2,29 (m)
H12 1 5,67 (d)
H13 3 0,77(d)
H14 3 0,89 (d)
H15 3 1,29 (s)
H16 2 2,60 (m)
H17 2 2,51 (m)
H18 1 12,24 (s)

*Informac6es sobre multiplicidade se encontram entre paréntesis. s = simpleto; d =
dupleto; t = tripleto; dd = duplo dupleto; m = multipleto.

Como pode ser observado a partir desta analise, o sinal em aproximadamente
1,80 ppm correlaciona com o hidrogénio H1, logo equivale ao H2. Ja os sinais

observados em aproximadamente 2,2 e 2,0 ppm, correlacionam com os hidrogénios H1
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e H2, sendo atribuido ao hidrogénios denominados H3, os quais aparecem desdobrados
e com manchas de correlagéo entre si no COSY.

O sinal observado em 0,95 ppm apresenta manchas de correlagdo com aqueles
observados em 1,54 e 1,62 ppm, referentes ao H7 e H9, respectivamente, desta forma, o
mesmo foi atribuido ao H8. Adicionalmente, o sinal em 1,44 ppm apresenta mancha de
correlagdo com o H14, sendo atribuido ao H10. Por fim, outras correlagbes podem ser
observadas no espectro COSY exposto na Figura 53, confirmando as atribuicGes feitas
previamente. A andlise dos dados dos experimentos bidimensionais possibilitou a
atribuicdo inequivoca e completa de todos os sinais da molécula de AS, a qual constitui
uma lacuna na literatura.

Adicionalmente, estudos de ressonancia magnética nuclear foram realizados
para o sistema supramolecular formado entre o farmaco AS e BCD. Espectros de RMN
de 'H para os compostos (BCD:AS)1:1 e (BCD:AS)2:1, envolvendo BCD e AS em
diferentes proporgdes molares, foram obtidos em DMSO-ds. A Figura 54 exibe o
espetro de RMN para o composto (BCD:AS)1:1.

Os deslocamentos quimicos de *H dos compostos de incluséo (BCD:AS)1:1 e
(BCD:AS)2:1, bem como a variacdo dos deslocamentos quimicos (Ad = JSAS -
OBCD:AS) séo resumidos na Tabela 6.

AlteracGes sutis nos deslocamentos quimicos de hidrogénios do AS foram
observadas quando o referido farmaco estd em presenca de BCD, quando comparado
com os deslocamento de *H do farmaco livre. (Nyadong, Harris et al., 2009) No
composto (BCD:AS)1:1, as variacdes de deslocamento quimico mais significativas
ocorreram para os hidrogénios H16, H17 e H18 da cadeia terminal do farmaco. Por
outro lado, no sistema (BCD:AS)2:1 as variacfes de deslocamento quimico foram
expressivas para um numero maior de hidrogénios, sendo os mais afetados aqueles
denominados H5, H10, H16 e H17, sugerindo a inclusdo na cavidade da BCD pela parte

do farmaco na qual tais hidrogénios estao diretamente ligados.
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Figura 54: Ressonancia Magnética Nuclear de *H para o composto (BCD:AS)1:1 em DMSO-d®.
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos de *H (em 400MHz) de prétons do

Artesunato no farmaco livre e na presenca de BCD, usando DMSO-d® e valores AS.

Proton 3 8 AS 8 A8
AS (BCD:AS)1:1  (BCD:AS)1:1 (BCD:AS)2:1 (BCD:AS)2:1
H1l 1,18 1,18 0,001 1,17 0,011
H2 1,80 1,81 0,004 1,80 0,001
H3 a: 2,18 a: 2,18 a:0,003 a: 2,17 a: 0,008
b: 2,00 b: 1,99 b: 0,009 b:2,00 b: 0,004
H5 5,56 5,55 0,002 5,54 0,019
H7 1,54 1,53 0,002 1,52 0,013
H8 0,95 0,95 0,004 0,95 0,007
H9 1,62 1,62 0,005 1,61 0,013
H10 1,44 1,44 0,003 1,42 0,020
H11 2,29 2,29 0,001 2,28 0,009
H12 5,67 - - - -
H13 0,77 0,77 0,002 0,76 0,013
H14 0,89 0,89 0,003 0,88 0,014
H15 1,29 1,28 0,009 1,28 0,014
H16 2,61 2,60 0,011 2,59 0,022
H17 2,51 2,41 0,101 2,40 0,118
H18 12,24 12,183 0,057 - -

Curiosamente, para o sistema em estudo, os sinais referentes aos hidrogénios H5
e H12 do farmaco AS livre sdo observados na mesma regido dos sinais atribuidos aos
hidrogénios de OH-2 e OH-3 da BCD, uma vez que os espectros de RMN de *H foram
obtidos em DMSO-dg, como pode ser claramente visualizado na expanséo ilustrada na
Figura 55. O dupleto referente ao hidrogénio denominado H12, se sobrepde ao sinal
atribuido ao hidrogénio da hidroxila ligada ao carbono 3 da BCD, dificultando deste

modo, a analise do deslocamento quimico deste sinal.
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Figura 55: Expansdo do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) na regi&o de
5.53-5.76 ppm: a) p-ciclodextrina, b) composto (BCD:AS)2:1, c) composto
(BCD:AS)1:1 e d) Artesunato.

Um experimento 2D ROESY foi realizado para a amostra (3CD:AS)1:1, como
ilustrado na Figura 56, buscando observar interacdes dipolares entre hospede e
hospedeiro e investigar sobre a presenga do composto de incluséo. No referido mapa de
contorno, chama a atencdo as manchas de correlagédo destacadas, uma vez que as
mesmas ocorrem na regido de sobreposi¢do dos sinais da BCD com o sinal atribuido ao
hidrogénio denominado H12 de AS.

Como pode ser observado, a correlacdo demarcada por azul indica correlagdes
entre os hidrogénios H5 e H12 de AS, com hidrogénios mais blindados do supracitado
farmaco. Por outro lado, a &rea com realce verde, indica correlagdes entre hidrogénios

da molécula hospedeira BCD. Entretanto, as manchas de correlagdo observadas na area
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delimitada por azul e verde, sdo de dificil atribuicdo, uma vez que podem ser apenas
devido a correlagdes entre hidrogénios da BCD como também podem estar relacionadas
a correlacdo de H12 de AS com os hidrogénios da macromolécula(H-3 e H-5 internos e
H-2 e H-4 externos). A Figura 57 mostra a expansao da regido destacada por verde e

azul, do mapa de contorno 2D ROESY.
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Figura 56: Ressonancia Magnética Nuclear 2D ROESY para 0 composto
(BCD:AS)1:1, obtido em DMSO dg 400MHz.

E importante mencionar que outros dados de RMN, como o valor dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios de AS na presenca de BCD expostos na Tabela
6, apresentaram alteragdes praticamente despreziveis com relacdo a resolucdo do
equipamento. Tal observacéo é um indicativo de que provavelmente a dissolucéo de AS
em DMSO-ds provocou a quebra da interagdo entre AS e a molécula hospedeira BCD,
visto que os resultados obtidos a partir das caracterizagdes no estado solido, sobretudo

espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e analise térmica, bem como os




118

experimentos de espectrometria de massa (ESI-MS), indicaram a existéncia do

composto de inclusdo envolvendo BCD e AS, tanto no estado sélido quanto em solucéo.
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Figura 57: Expansdo do mapa de contorno 2D ROESY para o composto
(BCD:AS)1:1, na regido de 5,5-5,8 ppm.

Em suma, o mapa de contornos apresentado na Figura 56, ndo mostra
correlacBes indicativas de nOe entre os sinais de ressonancia da molécula de AS e BCD,
levando a suposi¢do de que o composto de inclusdo ndo permanece ligado em solucéo
de DMSO-dg, como mencionado anteriormente, provavelmente devido a uma interagéo
muito fraca entre as moléculas hdspede e hospedeira. Deste modo, com o intuito de
investigar a presencdo ou ndo de interacGes entre o supracitado farmaco e BCD,
recorreu-se a técnica DOSY, a qual pode ser aplicada como ferramenta complementar
para a caracterizacdo de sistemas supramoleculares envolvendo ciclodextrinas, como
amplamente reportado na literatura. (Uccello-Barretta, Balzano et al., 2005; Jullian,
Miranda et al., 2007; Lula, Denadai et al., 2007; De Sousa, Denadai, Lula, Nascimento
et al., 2008)




119

Os coeficientes de difusdo foram obtidos pelo processamento dos experimentos
utilizando o software DOSY do espectrometro de RMN, em DMSO-ds. O software
produz um espectro bidimensional onde os deslocamentos quimicos sdo apresentados
no eixo F2 e os valores das constantes de difusdo ou log D(m?/s), no eixo F1.

A Figura 58, mostra 0 mapa de contorno DOSY obtidos para o sistema
(BCD:AS)1:1 em DMSO-ds.
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Figura 58: Espectro de RMN de difusdo para o sistema (BCD:AS)1:1, a 400 MHz em
DMSO-ds.

Através do referido experimento, é possivel verificar que tanto o farmaco AS,
quanto a molécula hospedeira BCD, apresentam o mesmo coeficiente de difuséo, cujo
valor é aproximadamente 9,75 x 10™° cm?s™. E importante relatar que espera-se para
ambas moléculas, BCD e AS, mobilidades diferentes em solucéo, devido a diferenca de
massa molar dos dois compostos. (Fraceto, Goncalves et al., 2007)

Neste contexto, o valor do coeficiente de difusdo observado, estd associado

com o peso molecular do sistema em solucdo e pode ser comparado ao descrito na
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literatura (Guerrero-Martinez, Gonzalez-Gaitano et al., 2006) para a BCD livre, o qual
é D¥6,7 x 10™° cm®s™. A referida comparacdo, indica que o sistema supramolecular
envolvendo BCD e AS, apresenta maior peso molecular em relacdo a macromolécula
livre e consequentemente, evidencia a existéncia de algum tipo de interacdo entre as
moléculas em solucdo. Esse resultado corrobora com aqueles obtidos pela técnica ESI-
MS e exibe um comportamento similar ao observado para outros sistemas descritos na
literatura.(Guerrero-Martinez, Palafox et al., 2006; De Sousa, Denadai, Lula,
Nascimento et al., 2008)

4.6. ESTUDO DA SOLUBILIDADE DE AS POR ELETROFORESE CAPILAR

Estudos envolvendo a técnica analitica eletroforese capilar foram realizados para
o sistema formado entre B-ciclodextrina e artesunato com o intuito de avaliar a

solubilidade do referido farmaco na presenca de BCD.

E importante mencionar que uma barreira para o desenvolvimento de farmacos
combinados a base de artemisinina, para tratamento da maléria, é a falta de
especificacbes para o teste de pureza da artemisinina. Um método para avaliar a pureza
de artemisinina por HPLC foi publicado na farmacopeia International, sendo 0 mesmo
caracterizado pela precisdo, linearidade e robustez. (Stringham, Lynam et al., 2009). O
mesmo problema é verificado para seus derivados.

A literatura documenta alguns métodos analiticos para deteccdo de AS,
incluindo método colorimétrico, (Green, Mount et al., 2000), refratometria (Green,
Nettey et al., 2007) eletroforese capilar de zona, (Gabriels, Jimidar et al., 1999) LC-MS
(Naik, Murry et al., 2005; Lindegardh, Dondorp et al., 2007) e métodos
cromatograficos bioanaliticos (Batty, Davis et al., 1996) para quantificacdo de AS. Em
especial, testes colorimétricos tem sido desenvolvidos para determinar a autenticidade
de derivados de artemisinina, 0s quais ndo apresentam grupamentos quimicos
especificos para reagir com determinados reagentes formando produtos coloridos.
Assim, 0s mesmos podem ser transformados por acidos ou bases para formar
enolatos/carboxilatos ou decalonas a,B-insaturadas, que sdo compostos mais reativos.
(Thomas, Ward et al., 1992) Como exemplo, um sal de diaz6nio reage com o produto
de decomposicdo de artesunato em meio basico, levando ao surgimento de uma

coloragéo amarela em pH 4. (Martino, Malet-Martino et al., 2010)
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E amplamente descrito na literatura que 0 método mais acessivel para avaliar a
qualidade de derivados de artemisinina como AS é a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo UV. (Cesar, Nogueira et al., 2008; Stringham, Lynam et al.,
2009; Martino, Malet-Martino et al., 2010; Ranher, Gandhi et al., 2010; Diawara,
Gbaguidi et al., 2011). Por outro lado, 0 método mais eficiente € HPLC com deteccéo
por espectrOmetro de massa, mas este requer conhecimento especializado em termos de
investimento e servigo. (Messori, Piccioli et al., 2003). Em particular, para o controle de
qualidade de AS em formulagbes farmacéuticas, um simples, robusto e rapido método
em HPLC com detec¢édo direta por UV em 220 nm é realizado, o qual permite separar
AS e DHA em 3 minutos. (Phadke, Jadhav et al., 2008; Gaudin, Kauss et al., 2009)

Por sua vez, a eletroforese capilar (CE, Capillary Electrophoresis) tem recebido
especial atencdo para andlise de macromoléculas bioldgicas e para separacdo de
aminoacidos, farmacos, vitaminas, pesticidas, ions inorganicos, peptideos e
carboidratos. (Tavares, 1997; Blessum, Jeppsson et al., 1999; Ostergaard e Heegaard,
2003) Algumas das principais caracteristicas da CE sdo alta eficiéncia, tempo curto de
analise, utilizacdo de volumes bastante reduzidos de amostra, reduzido custo de
operacdo, simplicidade na instrumentacdo e diversidade de aplicacdes. (Wu, Zhou et al.,
2004). Alguns estudos reportam a utilizacdo da referida técnica para analise de
artesunato. (Dhulst, Augustijns et al., 1996; Gabriels, Jimidar et al., 1999) Em especial,
Gabriels e colaboradores (Gabriels, Jimidar et al., 1999) utilizaram CE para deteccdo e
separacao de artesunato e acido artelinico.

Como mencionado na secdo 2.2.4. do capitulo 2, os experimentos de EC foram
realizados utilizando-se como eletrdlito um tampéo ftalato/tris (acido ftalico 10mM +
tris(hidroximetil)aminometano 40mM) em pH 8,0, ja que nessa faixa de pH o farmaco
de interesse AS, cujo pk, é equivalente a 4,6, encontra-se desprotonado, (Augustijns,
Dhulst et al., 1996) podendo ser facilmente identificado no modo contrafluxo. Por outro
lado, um dos produtos de hidrdlise do supracitado farmaco, a DHA apresenta pk,
equivalente a 12,6 (http://www.authorstream.com/Presentation/aakrutisanjeev-537640-
dihydroartemisinin/ acesso em 13 de fevereiro de 2013) e sairia no eletroferograma
junto ao fluxo, uma vez que estaria neutra em pH 8,0, ndo interferindo a analise. As
analises foram realizadas com a adicdo de padrdo interno em todas as amostras, para
que qualquer pico de sistema fosse corrigido.

O método Higuchi (Higuchi e Connors, 1965) é geralmente aplicado a farmacos
passiveis de serem quantificados pela técnica UV. Entretanto, como AS absorve pouco
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na regido do UV e ainda apresenta baixa solubilidade em H,O, a referida técnica ndo ¢ a
mais adequada como mencionado anteriormente. Pelo mesmo motivo, a preparagéo de
uma curva de calibracdo em H,O para quantificacdo é inviavel, logo a concentragéo de
AS nos analitos ndo pdde ser determinada por CE, podendo entretanto, ser
correlacionada com a a area do pico no eletroferograma.

De acordo com o supracitado método, ap0ds a quantificagdo do farmaco obtém-
se um grafico da solubilidade do mesmo em funcdo da concentracdo molar de
ciclodextrina. A curva obtida pode apresentar dois formatos diferenciados, que séo

denominados tipo A e tipo B, como ilustrado na Figura 59.
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Figura 59: Diagramas de solubilidade obtido por Higuchi e Connors.(Higuchi e
Connors, 1965)

A curva A representa um sistema onde ocorre a formacdo de um complexo de
inclusdo soluvel em &gua e apresenta uma relacdo linear entre as concentracfes de
ciclodextrina e do farmaco. Tal curva é denominada mais especificamente de A_ e 0s
pequenos desvios séo classificados como desvios positivo (Ap) e negativo (Ay). Por
outro lado, no sistema representado pela curva B ocorre a formagéo de um complexo
com solubilidade limitada, denominado sistema Bs, ou um composto insollavel,
denominado BI.

Apos a realizagdo de todas as corridas, os eletroferogramas obtidos para as
amostras 1, 5 e 13, estdo expostos na Figura 60. Como pode, o farmaco de interesse AS,

sai em aproximadamente 3,5 minutos e o padrdo interno lactato de s6dio em 6 minutos,
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nestas condicdes, tal como reportado na literatura. (Gabriels, Jimidar et al., 1999)
Observa-se que o pico referente ao farmaco em estudo, apresentou maior area com o
aumento da concentracdo de BCD. Todos os picos referentes a AS e ao padréo interno,
tiveram sua &rea integrada, sendo determinada posteriormente a &rea corrigida do pico
de AS. A area corrigida foi determinada dividindo-se a area do pico referente ao

farmaco pela area do pico do padrao interno, de cada eletroferograma.

] | \ amostra 13

] 1 \ amostra 5

mAuU

| L || amostra 1

mAuU

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (min)

Figura 60: Eletroferogramas obtidos para as amostras 1, 5 e 13.

A érea do pico foi correlacionada a quantidade de AS disponivel em solucéo
aquosa, com isso, plotou-se em um grafico a area corrigida de AS para cada uma das
amostras em funcgéo da concentracdo de BCD. Deste modo, na Figura 61, estdo expostos
os graficos obtidos a partir da area corrigida do pico de AS para as amostras de 1 a 13,
de 1’ a 13’ e de 1°” a 13”°, bem como para suas réplicas, podendo ser observado um
perfil similar entre 0s mesmos.

Sabe-se que quanto maior a area do pico, maior a concentracdo do farmaco em

solucdo aquosa e consequentemente, maior € a solubilidade do AS, uma vez que todas
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as amostras apresentam a mesma massa do farmaco, variando apenas na concentragdo
da molécula hospedeira. Assim, o estudo por eletroforese capilar para o sistema

BCD:AS indicou que a solubilidade do referido farmaco aumenta com o aumento da

concentracédo de BCD.

Em analogia ao método proposto por Higuchi (Higuchi e Connors, 1965)
descrito anteriormente, o diagrama pode ser classificado como A, conforme Figura 59,
sendo relacionado com a formacdo de um composto de inclusdo soltvel. Esse mesmo
comportamento foi observado para o composto de inclusdo obtido entre Arteméter e
HP-BCD (Yang, Lin et al., 2009) e para DHA e HP-BCD, (Ansari, Igbal et al., 2009)
em estudos realizados por HPLC. Por outro lado, outros estudos revelaram que as
ciclodextrinas ndo aumentam a solubilidade da artemisinina suficientemente até o limite

méaximo da concentracdo de CD de 137.5 mM. (lllapakurthy, Sabnis et al., 2003)
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Figura 61: Graficos relacionando a area corrigida do pico de AS em fungéo da
concentracdo de BCD para as amostras: a) de 1 a 13, b) de 1 a 13 réplica, c)de 1’ a 13°,

d)de 1’ al3’ réplica,e)de 1"’ a 13 e f)de 1°” a 13" réplica.
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4.7. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os testes bioldgicos para o sistema (BCD:AS)1:1 foram realizados em
colaboragdo com a Professora Dra. Antoniana Ursine Krettli, do Laboratério de Maléria
da Fundacgédo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas René Rachou.

Foram realizados estudos de toxicidade aguda do composto de inclusdo na dose
de 200 mg/Kg por cinco dias, administrados por via oral. (n= 3 camundongos por
grupo). O composto (BCD:AS)1:1 ndo apresentou toxicidade aos camundongos apos 5
dias de administragcdo em uma dose total de 1000 mg/Kg .

Adicionalmente, realizou-se ensaios para avaliar a atividade citotdxica do
farmaco AS, bem como de seu composto de inclusdo obtido na proporcdo 1:1,
utilizando o ensaio de MTT e duas linhagens celulares: BGM (célula renal de macaco) e

HepG2 (hepatoma humano). Os resultados encontram-se ilustrados na Tabela 7.

Tabela 7: Avaliacdo da atividade citotdxica de AS, BCD e (BCD:AS)1:1 utilizando o
ensaio de MTT e duas linhagens celulares: BGM (célula renal de macaco) e HepG2

(hepatoma humano).

MDLso ug/mL
Composto BGM HepG2
Expl Exp2 Expl Exp2
Artesunato 202 289 213 288
B-Ciclodextrina >1000 >1000 >1000 >1000
(B-CD:AS) 961 >1000 672 690

Tais resultados indicam que as moléculas ndo apresentaram toxicidade in vitro
para celulas renais e hepaticas. A dose méxima testada foi de 1000 pg/mL.

A literatura reporta diversos artigos que trazem o estudo da atividade biol6gica
de artesunato associado a outros farmacos como mefloquina (Boareto, Muller et al.,
2012), ciprofloxacina (Andrade, Varotti et al., 2007) e amodiaquina. (Navaratnam,
Ramanathan et al., 2009)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO: SISTEMA  CICLODEXTRINA/
CLORIDRATO DE 1-(7-CLOROQUINOLIN-4-IL)TIOSSEMICARBAZIDA

(CQT).

A emergéncia e a disseminacdo de cepas resistentes aos farmacos antimalaricos
disponiveis tém conduzido a busca por novos agentes potencialmente ativos. A sintese
de anélogos, (Jain, Khan et al., 2005; Fattorusso, Campiani et al., 2008; Sunduru,
Srivastava et al., 2009) bem como a coordenacdo de derivados quinolinicos a sitios
metalicos como Ruténio, (Sanchezdelgado, Navarro et al., 1996; Martinez, Rajapakse et
al., 2008) Radio, (Sanchezdelgado, Navarro et al., 1996) e Ouro, (Navarro, Perez et al.,
1997; Navarro, Vasquez et al., 2004) séo as alternativas mais descritas na literatura.

Nesse sentido, sintetizou-se o derivado quinolinico cloridrato de 1-(7-
cloroquinolin-4-il)tiossemicarbazida, denominado CQT, com base na patente alema
depositada em 1964, (Heinz, 1964) como mencionado no Capitulo 2, Se¢do 2.2.1, 0
qual foi devidamente caracterizado por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

Inicialmente, os espectros vibracionais obtidos na regido do infravermelho para
0 precursor 4,7-dicloroquinolina e para o composto sintetizado CQT, encontram-se
representados na Figura 62.
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Figura 62: Espectros de absorcéo na regido do infravermelho: a) 4,7-dicloroquinolina

e b) cloridrato de 1-(7-cloroquinolin-4-il)tiossemicarbazida (CQT).
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Analisando tais espectros observa-se um perfil distinto, uma vez que a molécula
sintetizada CQT apresenta bandas mais alargadas no seu espectro em relagcdo ao
precursor 4,7-dicloroquinolina, cujas bandas s&o mais definidas. Merece destaque as
bandas observadas 2763, 3139 e 3319 cm™, atribuidas respectivamente ao modo de
estiramento v(N-H...O) de liga¢des de hidrogénio e a deformagdes axiais, assimétrica e
simétrica, da ligacdo N-H da hidrazina, observada na cadeia lateral da molécula de
CQT, indicando a formacdo do referido composto. Outra banda de relevancia no
processo de diferenciacdo de CQT em relacdo ao seu precursor se refere a banda
atribuida ao estiramento da ligacdo C=S, a qual foi observada em aproximadamente
1250 cm™, bem como a banda em 1630 cm™ referente & deformag&o angular da ligacdo
N-H. Tais bandas sugerem a formacdo da molécula CQT, ndo sendo observadas no
espectro do precursor 4,7-dicloroquinolina.

Na regido de 1450 cm™ aparecem as bandas atribuidas ao estiramento CC/CN
dos anéis aromaticos. As demais atribui¢des tentativas de alguns dos principais modos

vibracionais para a molécula de CQT encontram-se descritas na Tabela 8.

Tabela 8: Tentativa de atribuicdo das principais bandas do espectro vibracional obtido
na regi&o do infravermelho para CQT (em cm™).

IV (cm™) Atribuicdes
624 Vv(c-cl)
810
1015 Respiracdo do anel piridil
1091 Vco)
1210 Deformagéo do anel piridil
1256 Vic=s)
1381 Vico)
1438 V(cC) / (CN)
1630 Sin-H)
3134 V(N-H)sim
3014 V(C-Hyarom
3319 V(N-H)assim
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Na Figura 63, é apresentado o espectro de RMN de ‘H obtido em DMSO-ds,
obtido para o precursor 4,7-dicloroquinolina e para a molécula CQT, a 27 °C em
espectrometro Bruker DRX400- AVANCE, frequéncia de 400MHz para o nucleo de
hidrogénio. O emprego desta técnica teve como objetivo a caracterizacao estrutural da

molécula hdspede, bem como para avaliar a pureza desta.
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Figura 63: Espectros de RMN de 'H a 400 MHz em DMSO-ds para: a) 4,7-
dicloroquinolina e b) CQT.

A atribuicdo dos sinais de ressonancia de hidrogénio observados no espectro da
molécula CQT teve como ponto de partida a atribuicdo dos hidrogénios H3 (6 6,757
ppm e & 6,774 ppm), uma vez que este & o mais blindado da molécula em estudo.
Como a constante de acoplamento do H3 é equivalente a 6,8 Hz, o sinal referente aos
hidrogénios denominados H2 pbde ser identificado, uma vez que 0s mesmos aparecem
como um dupleto em aproximadamente 8,7 ppm (5 8,688 e & 8,705) com mesma
constante de acoplamento. Os hidrogénios denominados H6 foram observados como um

dupleto em 7,8 ppm (6 7,824 e & 7,846) com constante de acoplamento de 8,8 Hz,



129

enquanto que os protons de H5 foram atribuidos ao dupleto observado em
aproximadamente 8,6 ppm (6 8,538 e & 8,561), cuja constante de acoplamento é
equivalente a 9,2 Hz. O singleto observado em 8,190 ppm é referente aos hidrogénios
denominados H8.

O singleto observado em 10,152 ppm foi atribuido aos hidrogénios ligados ao
heteroatomo N2’. Adicionalmente, observa-se que o0s protons ligados ao nitrogénio
denominado N4’ encontram-se em ambientes quimicos distintos e, portanto, séo
observados em 8,106 e 8,268 ppm. Tais sinais caracterizam estruturalmente a cadeia
lateral de CQT, evidenciando assim, a formacao da molécula de interesse. A partir da
soma das integrais dos sinais de RMN de *H de CQT, é verificada a pureza do composto
sintetizado e através da Figura 63, € possivel constatar as divergéncias existentes entre
o0s protons de CQT e de seu precursor 4,7-dicloroguinolina.

Na Figura 64, estd exposto o espectro de RMN de ‘H obtido em D,O em
espectrometro Bruker DRX400- AVANCE, frequéncia de 400MHz, para a molécula de
CQT. Como esperado, os sinais referentes aos hidrogénios ligados a heteroatomo, nao

sdo observados.
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Figura 64: Espectro de RMN de *H a 300 MHz em D,0 para CQT.
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Com o intuito de melhorar as propriedades fisico-quimicas da molécula CQT,
recorreu-se ao método de encapsulacdo com ciclodextrinas. Deste modo, como descrito
na Secdo 2.2.2.3, do Capitulo 2, foram preparados quatro compostos, 0s quais foram
denominados (BCD:CQT)1:1, (BCD:CQT)2:1, (BCD:CQT)/H,0 e (aCD:CQT)1:1, bem
como as misturas mecénicas denominadas MM(BCD:CQT) e MM(aCD:CQT), sendo
os resultados mais relevantes descritos neste capitulo.

A Figura 65 traz os dados termogravimétricos obtidos para 0s sistemas
(BCD:CQT)1:1, (BCD:CQT)2:1, (BCD:CQT)/H,0 e MM(BCD:CQT). Como pode ser
observado através das curvas, o perfil térmico dos compostos preparados por
nebulizacdo se assemelham significativamente entre si e aquele obtido para a mistura
mecanica. Tal informacdo € um indicio de que os compostos de inclusdo ndo estdo
presentes no estado solido.

Os espectros vibracionais obtidos na regido do infravermelho para as referidas
amostras estao dispostos na Figura 66 e de modo anédlogo aos dados termogravimétricos
exibem grande semelhanca entre si. E importante enfatizar a banda de absorgéo
observada em aproximadamente 3400 cm™, atribuida a0 modo de estiramento das
ligacbes O-H. A referida banda, via de regra, apresenta perfil relativamente afilado nos
compostos de inclusdo em comparacdo a mistura mecéanica, 0 que ndo ocorre nos
compostos (BCD:CQT)1:1, (BCD:CQT)2:1, (BCD:CQT)/H,0O. Outra banda que merece
destaque, é aquela observada em aproximadamente 1000 cm™, atribuida ao v(C-O-C)
das ligagdes glicosidicas da BCD, a qual ndo apresentou alteragdes nos quatro espectros
exibidos na Figura 66, indicando a auséncia do farmaco no interior da cavidade da

macromolécula.
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Figura 65: Curvas termogravimétricas obtidas para as amostras (BCD:CQT)1:1,
(BCD:CQT)2:1, (BCD:CQT)/H,0 e MM(BCD:CQT).
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Figura 66: Espectros vibracionais obtidos na regido do infravermelho para as amostras
(BCD:CQT)1:1, (BCD:CQT)2:1, (BCD:CQT)/H,0 e MM(BCD:CQT).
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Nos estudos realizados em solucdo por RMN em DMSO-dg para tais sistemas,
Figura 67, ndo sdo observadas variacdes de deslocamento quimico significativas, que
possam ser atribuidas a modificacbes no ambiente quimico e magnético do sistema em
funcdo da incluso. E valido mencionar que no espectro do composto (BCD:CQT)2:1,
Figura 67b, também ndo foram observadas modificacbes que pudessem sugerir algum
tipo de interacdo entre a molécula hdspede e a hospedeira, indicando que mesmo

utilizando excesso de BCD o composto de inclusdo nao se forma.
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Figura 67: Espectros de RMN de *H a 400 MHz em DMSO-dg para: a) (3CD:CQT)1:1
e b) (BCD:CQT)2:1.

Como causa desse resultado, cogitou-se a hipotese de que, de modo anédlogo ao
sistema envolvendo BCD e AS, o composto de inclusdo pudesse estar dissociado em
DMSO-dg. Para investigar a influéncia do solvente deuterado no processo de inclusao,
realizou-se estudos por RMN utilizando D,0O. Deste modo, a Figura 68 traz o espectro
2D ROESY de apenas um dos sistemas citados anteriormente, o (BCD:CQT)1:1,
realizado no referido solvente.

Como pode ser observado, ao contrario do esperado, ndo observou-se manchas
de correlacdo entre os hidrogénios internos da cavidade de BCD com os hidrogénios

aromaticos do derivado quinolinico em estudo. As manchas destacadas de vermelho se
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referem apenas as correlagfes entre hidrogénios da BCD. Tais informagfes evidenciam
que o processo de inclusdo entre CQT e BCD, ndo é favorecido nas condigOes
experimentais utilizadas, enfatizando as indicacdes obtidas a partir das caracterizacdes

realizadas no estado solido.
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Figura 68: Espectro de RMN 2D ROESY obtido em D0, para o sistema (3CD:CQT)1:1.

Com o intuito de investigar o motivo da ndo inclusdo de CQT na cavidade de
BCD, outros experimentos foram planejados e executados. No primeiro deles preparou-
se um composto utilizando apenas dgua como solvente, uma vez que a presenca do
solvente organico etanol, poderia alterar a encapsulacdo como descrito na literatura.
(Nakajima, 1984; Aree e Chaichit, 2003) Entretanto, o composto (BCD:CQT)/H.0,
cujas caracterizacbes termogravimétrica e espectroscopica foram  descritas
anteriormente, apresentou também grande similaridade nos espectros de RMN de *H e
ROESY, daqueles obtidos para os compostos denominados (BCD:CQT)1:1 e
(BCD:CQT)2:1, indicando que mesmo em meio aquoso 0 processo de inclusdo no

referido sistema ndo foi favorecido.
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Em seguida, prop0s-se um estudo da interagdo entre oa-ciclodextrina (aCD) e
CQT, através do composto (aCD:CQT)1:1, o qual foi preparado nas mesmas condigdes
experimentais do composto (BCD:CQT)1:1, como descrito no capitulo 2 na secéo
2.2.2.3. A utilizagdo de aCD foi baseada em um estudo tedrico publicado recentemente
envolvendo um novo parametro topoldgico para monitorar eventos de agregacao em
processos de inclusdo com ciclodextrinas. (Novato, De Almeida et al., 2012) No
referido trabalho, os autores realizaram estudos envolvendo anfetamina como molécula
hospede e seus compostos com BCD e aCD. Os célculos indicaram que anfetamina e
BCD formam compostos estaveis de baixa energia, enquanto que nos sistemas
envolvendo anfetamina e aCD, destaca-se a baixa estabilidade dos complexos de
inclusdo, com a molécula hospede posicionada na esfera de agregacao.

Neste contexto, uma hipotese para a encapsulacdo de CQT com BCD, néo ter
sido detectada pelas caracterizacOes realizadas, é o fato de as interacdes possilvelmente
estarem ocorrendo na esfera de agregacdo da molécula hospedeira, com a formacéo de
compostos de inclusdo de baixa estabilidade. Por outro lado, o estudo envolvendo aCD
é interessante no que tange ao tamanho dessa macromolécula em relagdo a molécula
hospede, que poderiam levar a interacdes mais efetivas e assim, a compostos mais
estaveis.

Deste modo, investigou-se o composto (aCD:CQT)1:1, o qual foi devidamente
caracterizado por técnicas no estado sélido e em solucdo, como descrito nas secdes

seguintes.

5.1. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA.

Na Figura 69 estdo expostas as curvas termogravimétricas TG e DTA, obtidas
para os precursores aCD e CQT, bem como para 0s compostos denominados

(aCDCQT)1:1 e MM(aCDCQT).
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Figura 69: Curvas TG e DTA para: a) aCD, b) CQT, ¢) (aCD:CQT)1:1 e d)
MM(aCD:CQT).

As curvas TG/DTA da aCD estdo apresentadas na Figura 69a. O padréo de
decomposi¢do da aCD é muito similar ao da BCD, descrito na secdo 3.1. do capitulo 3.
A curva TG obtida para CQT exibe eventos de perda de massa pouco definidos, com o
primeiro deles correspondendo a saida de HCI (obser. 11.8%, calc: 12,3%). Em seguida,
observa-se a decomposic¢do incompleta do derivado quinolinico. A curva DTA exibe
dois eventos endotérmicos, um em 240 e outro em 341 °C, referentes a fusdo e
decomposicéo, respectivamente.

Por outro lado, a curva TG do composto (aCD:CQT)1:1 apresenta perfil distinto
em relagdo as curvas obtidas para os precursores. Na faixa de temperatura de 0 a 98°C,
observa-se a primeira perda de massa de 6,5% referente a saida de cinco moléculas de
H,O (obser.: 6,5%; calc.: 6,7%) e em seguida a segunda perda de massa de 44,3% foi
atribuida ao inicio da termodecomposicdo do composto de inclusdo com a perda do
derivado quinolinico CQT e duas unidades de glicopiranose da aCD (obser.: 44,3%;
calc.: 45,4%). A termodecomposi¢do incompleta do composto (aCD:CQT)1:1 é

marcada por uma terceira perda de 19,2 % referente a um fragmento de aCD e um
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residuo de 30% em 800°C, referente a material organico carbonizado. A curva DTA
exibe um perfil distinto daquela obtida para os precursores, com a presenca de um
evento endotérmico em 229°C e um exotérmico em 275 °C, ambos similares aos
exibidos pela curva DTA de CQT livre, e nenhum evento similar aos da curva DTA de
oCD livre. Entretanto, os resultados termogravimétricos obtidos para a mistura
mecanica MM(aCD:CQT) sugerem um somatorio dos perfis térmicos de aCD e CQT,

separadamente, o que pode ser visualizado sobretudo, pelas curvas DTA dos mesmos.

5.2. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

De modo a caracterizar os modos Vibracionais do composto denominado
(aCD:CQT), bem como da mistura mecanica MM(aCD:CQT), o0s espectros de
absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos, os quais encontram-se
representados na Figura 70.

E importante mencionar que a aCD apresenta 0 mesmo perfil vibracional que a
BCD, cuja descricao foi realizada previamente (se¢do 3.2. do capitulo 3). Por outro lado,
o0 estudo espectroscopico da molécula CQT livre, foi descrito no inicio deste capitulo.
Uma vez caracterizadas as principais bandas de absorc¢do na regido do infravermelho
para os precursores CQT e aCD, a comparagdo qualitativa entre as mesmas e aquelas
observadas nos espectros obtidos para (aCD:CQT)1:1 e MM(aCD:CQT) po6de ser
realizada.

Inicialmente, destaca-se a alteragdo observada no perfil da banda 1033 cm™,
atribuida ao v(C-O-C) das ligagdes glicosidicas da aCD. Como mencionado nas
descricdes espectroscopicas dos capitulos anteriores, esse comportamento indica que o
referido modo vibracional apresenta limitacfes para ocorrer, 0 que pode ser justificado

pela presenca de uma molécula hospedeira na cavidade de aCD.
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Figura 70: Espectros vibracionais na regido do infravermelho obtido para os

precursores aCD e CQT e para 0s compostos (aCD:AS)1:1 e MM(aCD:AS).

Adicionalmente, merece destaque a banda em 3400 cm™ referente ao estiramento
da ligacbes O-H, a qual apresenta perfil ligeiramente afilado, sugerindo que ligacdes de
hidrogénio podem ter sido quebradas apo6s a saida de moléculas de agua do interior da
cavidade, como é provavel de ocorrer durante o processo de inclusdo. Ao contrario, o
espectro vibracional obtido para a mistura mecénica se assemelha a um somatdério entre
os perfis vibracionais dos precursores e, portanto reforca a ideia de que interagoes
podem estar ocorrendo no produto (aCD:CQT)1:1  secado por nebulizagéo.
Adicionalmente, é possivel identificar um grande nimero de bandas, observadas
também no espectro de CQT livre, apesar da baixa intensidade destas.

As bandas observadas em 1548 e 805 cm™, atribuidas aos v(CC/CN) e ao §(C-
H) dos anéis aromaticos, foram praticamente suprimidas no espectro de IV do composto
(aCD:CQT)1:1 em relacdo ao espectro da molécula de CQT livre. Esta supressdo das
bandas de infravermelho da CQT apds a complexacdo com a aCD, sugere uma forte

interacdo entre as especies no estado solido.
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5.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletronica de varredura (MEV), através do conhecimento
detalhado da microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos casos,
até a previsdo das suas propriedades e respostas quimicas. Em especial, quando um
composto de incluséo é formado, o estado cristalino resultante é diferente do obtido pela
simples mistura da molécula hospede com a ciclodextrina. (Lyra, Alves et al., 2010)
Entretanto, apesar dos estudos de MEV serem inadequados para confirmarem a
formacdo de compostos de inclusdo, sabe-se que alteragcdes drasticas na forma das
particulas, bem como no seu aspecto e tamanho apontam para a existéncia de novas
fases solidas. (Lyra, Alves et al., 2010)

Nas Figuras 7l1a e 71b observa-se a morfologia cristalina da aCD e nas
Figuras 71c e 71d uma estrutura menos regular e com caracteristicas de amorficidade da
molécula de CQT. Por outro lado, o composto de inclusdo (aCD:CQT)1:1 apresenta
estruturas arredondadas com diametro variando de 0,5 a 8

um, que parecem formar agregados.
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Figura 71: Micrografias obtidas para: a) aCD com aproximacéao de 600 vezes, b) aCD
com aproximacdo de 2000 vezes, c) CQT com aproximacédo de 250 vezes, d) CQT com
aproximacgéo de 2000 vezes, e) composto (aCD:CQT)1:1 com aproximacdo de 2000

vezes e f) (aCD:CQT)1:1 com aproximacéo de 15000 vezes.

5.4. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Como mencionado nos capitulos anteriores, a técnica em interesse constitui uma
das técnicas analiticas mais poderosas e versateis no estudo estrutural de moléculas,
sobretudo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas. (Schneider, Hacket et al.,
1998) Deste modo, a mesma foi utilizada com a finalidade de caracterizar
estruturalmente o composto de inclusdo envolvendo oCD e CQT, denominado
(aCD:CQT)1:1.
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As atribuicdes dos sinais de RMN da aCD em D0, Figura 72, foram realizadas

com base em dados da literatura, (Wood, Hruska et al., 1977) os quais sdo similares as

atribuicoes feitas anteriormente para a BCD, como disposto na se¢édo 3.4 do capitulo 3.

— 5,018
4,800

ey

3,986
3,955

T——— 3,924

3,859
3,844
3,804

3624

3,525

410
ppm (t1)

4.00

3.90 3.80

3.60

3.50

I|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
3.40

3624
3614

3582
3,555
3525

10.0
ppm (t1)

9.0

8.0

7.0

6.0

5.0

40

30

20

1.0

Figura 72: Ressonancia Magnética Nuclear de *H para a aCD obtido em D,O.

Uma vez realizada a atribuicdo completa dos sinais de RMN de hidrogénio para

aCD e para a molécula de CQT em D0, esta ultima com atribuiges descritas no inicio

deste capitulo, a caracterizacdo estrutural do composto (aCD:CQT)1:1, por RMN, foi

realizada.

O espectro de RMN de hidrogénio para o sistema (aCD:CQT)1:1 obtido em

D,0, encontra-se representado na Figura 73. Para o referido sistema supramolecular,

ocorreram mudancas nos sinais de RMN de 'H, sendo a variacdo dos deslocamentos

quimicos apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9: Deslocamentos quimicos de *H (em 400MHz) de prétons do CQT

livre e na presenca de aCD, usando D,0 e valores Ad.

Atribuicao ) 6 Ad
CQT (aCD:CQT)1:1 (aCD:AS)1:1
H2 8,467 8,538 -0,071
H3 6,952 7,028 -0,076
H5 8,134 8,173 -0,039
H6 7,699 7,742 -0,043
H8 7,955 8,004 -0,049

Como pode ser observado, na presenc¢a de aCD o0s hidrogénios H2, H3, H5, H6
e H8 da molécula CQT foram ligeiramente deslocados para regido de campo alto, ou
seja, se tornaram mais desblindados em relacdo a molécula CQT livre. As mudancas nos
deslocamentos quimicos indicam a presenca de interacBes entre as espécies através da
variacdo da densidade eletrénica de CQT apds a complexacdo. Tais variagcdes estdo
associadas com perturbacdes na densidade eletronica causada pela inclusdo de CQT na
cavidade da aCD e sua estabilizacdo por interacGes ndo covalentes. (Denadai, Santoro,
Da Silva et al., 2006)

E amplamente descrito em diversos artigos de revisio da érea, (Schneider,
Hacket et al., 1998; Lyra, Alves et al., 2010) que sistemas do tipo hdspede-hospedeiro
podem ser avaliados por meio de experimentos do tipo efeito nuclear Overhauser, 0s
quais explicam as interacdes dipolares entre as espécies, podendo revelar a associacdo
supramolecular do sistema. Neste enfoque, as interacdes entre CQT e aCD foram
investigadas também através de experimentos de RMN bidimensionais como 2D
ROESY, cujo resultado é exposto na Figura 74.

Ao analisar um espectro de RMN, espera-se que as maiores variacfes de
deslocamento quimico sejam observadas para os nucleos pertencentes ao sitio de
complexacéo.(Silverstein, 2005) Deste modo, para o sistema ora estudado, pode-se
designar o hidrogénio H5 da molécula de CQT como o menos afetado na presenca de
aCD, enquanto os hidrogénios H2 e H3 foram os mais afetados na presenca da

macromolécula. Entretanto, o espectro bidimensional ROESY contradiz esta
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observacao, indicando que a baixa solubilidade em agua do ligante CQT livre, a qual
levou & presenca de ruidos no espectro de RMN *H obtido em D,O (Figura 64 deste
capitulo), pode ter comprometido a anélise comparativa dos deslocamentos quimicos
entre os hidrogénios do ligante livre e complexado em oCD. Tal fato torna os dados
experimentais obtidos por ROESY expostos na Figura 74, mais representativos para

investigacdo do supracitado sistema.
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Figura 74: Mapa de contorno ROESY (400 MHz, D,0) para o composto de inclusdo
(aCD:CQT)1:1.

A analise do mapa de contornos ROESY, permitiu identificar algumas
correlagfes indicativas de interagdo dipolar entre o potencial antimalérico CQT e a
aCD, comprovando a formacdo do complexo de incluséo (aCD:CQT)1:1. Foram
observadas correlacfes entre os hidrogénios do anel benzénico, indicando a incluséo em
aoCD por esta porcdo da molécula de CQT, ao contrario do que indicou a andlise dos
deslocamentos quimicos, a qual sugeriu a inclusdo pelo anel piridinico, como descrito

previamente. A Figura 75 traz a expansdo do mapa de contorno ROESY na regido de




144

7,00 a 8,80 ppm, na qual observa-se claramente a presenca de correlacbes entre 0s
hidrogénios H5, H6 e H8 de CQT com os hidrogénios internos H-3 e H-5 da
macromolécula, evidenciando a presenca de interacdes do tipo hospede-hospedeiro no
sistema estudado. Além disso, ndo foram observadas manchas de correlagcdo entre os
hidrogénios piridinicos H2 e H3 com hidrogénios da oCD, indicando a inclusdo

superficial de CQT, cuja proposta mais provavel encontra-se exposta na Figura 76.
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Figura 75: Expansdo do mapa de contorno ROESY (400 MHz, D,0) para o0 composto
de incluséo (aCD:CQT)1:1, na regido de 7,00 a 9,00 ppm.
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Figura 76: Proposta estrutural para o complexo (aCD:CQT)1:1.
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A literatura reporta outros estudos envolvendo derivados quinolinicos e
ciclodextrinas. (Yamada, Imai et al., 2000; Fan, Diao et al., 2006) Em um deles, dados

de difracdo de raios X de monocristal foram descritos. (Fan, Diao et al., 2006)

5.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os testes biologicos envolvendo CQT foram realizados em colaboragdo com a
Professora Dra. Antoniana Ursine, do Laboratdrio de Maléria, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas René Rachou.

A atividade in vivo de CQT foi testada contra P. berghei, cujos resultados estéo
dispostos na Tabela 10. Através dos estudos realizados, constatou-se que o potencial
antimalarico CQT foi ativo no quinto e sétimo dias, reduzindo aproximadamente 66 %
da parasitemia. Como esperado, a molécula hospedeira B-ciclodextrina, ndo apresentou
atividade. Entretanto, o composto (BCD/CQT)1:1 néo foi testado, devido ao fato de néo
haver interacBes efetivas entre a molécula em estudo CQT e a hospedeira, como foi

evidenciado a partir das caracterizacGes, tornando o experimento inconclusivo.

Tabela 10: Atividade in vivo de CQT contra P. berghei , foram utilizados os controle

B-Ciclodextrina e cloroquina.

. Dose - 5? Dia - .70 Dia - .90 Dia
CQT 100 2,3 66,5 3,7 60 8,2 0
BCD 100 8 0 10,3 0 5,8 12,8
Cloroquina 20 0 100 0 100 0 100
N&o Tratado - 7 - 9,3 - 6,7 -

Foi realizada também a avaliacdo da atividade citotdxica in vitro em células
renais e hepaticas. Como pode ser observado na Tabela 11, as moléculas néo

apresentaram toxicidade, sendo a dose maxima testada de 1000 ug/mL.
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Tabela 11: Avaliacdo da atividade citotoxica, utilizando o ensaio de MTT e duas

linhagens celulares: BGM (célula renal de macaco) e HepG2 (hepatoma humano).

MDLso ug/mL
Composto BGM HepG2
Expl Exp2 Expl Exp2
B-Ciclodextrina >1000 >1000 | >1000 >1000
CQT >1000 >1000 | >1000 >1000
B-CD/CQT >1000 >1000 | >1000 >1000
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6. CONCLUSOES

Compostos entre o antileishmanico isotionato de pentamidina (PNT) e pB-
ciclodextrina (BCD), foram preparados pelo método de liofilizagdo com o objetivo de
aumentar a estabilidade do referido farmaco, bem como sua atividade por via oral.
Adicionalmente estudos foram realizados envolvendo o antimalérico artesunato (AS) e
o0 potencial antimalarico cloridrato de 1,7-cloroquinolina, denominado CQT, com BCD
preparado por nebulizagdo, visando um aumento de solubilidade, biodisponibilidade e
manutencdo da integridade estrutural. Os referidos compostos foram caracterizados no
estado solido através das técnicas analise termogravimétrica (TG/DTA), espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho e microscopia eletronica de varredura e em
solugéo, os mesmos foram caracterizados por Espectrometria de Massa com lonizagéo
por “Eletrospray” (IES-EM) e por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
bidimensional ROESY. Os compostos envolvendo BCD e PNT foram também
caracterizados em solucdo por Titulacdo Calorimétrica Isotérmica (ITC).

Os espectros vibracionais e as analises termogravimétricas dos compostos
estudados sdo similares e estdo em pleno acordo com outros sistemas descritos na
literatura. Em especial a espectroscopia vibracional permitiu estabelecer diferencas
entre os compostos (BCD:PNT)1:1, (BCD:AS)1:1 e (aCD:CQT)1:1 e seus respectivos
precursores e misturas mecanicas, fornecendo indicios da formacdo de tais compostos
de incluséo no estado sélido.

Baseado nas caracterizagdes realizadas para os sistemas envolvendo BCD e PNT
constatou-se que as técnicas ITC, IES-EM e RMN (*H e ROESY) sdo eficazes para
investigacdo das interacBes hopede-hospedeiro em solugdo aquosa nos mesmos. Os
experimentos de ITC permitiram determinar os parametros termodindmicos do processo
de inclusdo, sendo que o coeficiente estequiométrico, obtido a partir desta técnica,
indicou a presenca de mais de um sistema supramolecular simultaneamente em
equilibrio em solucdo aquosa. Através dos espectros de IES-EM para os compostos
(BCD:PNT)1:1, (BCD:PNT)2:1, (BCD:PNT)3:1 e (BCD:PNT)4:1, os compostos
(BCD:PNT)1:1 e (BCD:PNT)2:1 foram claramente detectados, corroborando o0s
resultados obtidos por ITC, sugerindo que tais compostos coexistem em equilibrio em
solugdo aquosa. Uma caracteristica interessante extraida dos espectros IES-EM é que o
composto de inclusdo (BCD:PNT)2:1, apresenta uma abundancia relativa alta

comparado ao composto (BCD:PNT)1:1, a medida em que se aumenta a concentragcdo
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da BCD nas quatro razBes molares estudadas. Adicionalmente, ions moleculares
referentes aos compostos de incluséo nas proporgcdes molares 3:1 e 4:1/ BCD:PNT né&o
foram observados nos espectros.

Mudancas nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da PNT e do AS, foram
observadas nos espectros de RMN de 'H, quando na presenca de BCD. Os resultados
indicaram que a adicdo de BCD acima da razdo molar de 2:1 no sistema envolvendo
BCD:PNT e acima da razdo molar 1:1 no sistema BCD:AS, néo alterou a estrutura do
sistema supramolecular. O mapa de contorno 2D ROESY permitiu inferir sobre a
inclusdo profunda do farmaco PNT na BCD, através da presenga de manchas de
correlacdo entre hidrogénios aromaticos e alifaticos do farmaco com os hidrogénios H-3
e H-5 internos da cavidade da BCD. Por outro lado, os dados de RMN *H e 2D ROESY,
obtidos para o sistema BCD:AS, ndo foram conclusivos para a elucidacdo de interacoes
presentes no referido composto, devido a sobreposic¢do do sinal do hidrogénio H12 de
AS, com os sinais referentes & OH-2 e OH-3 da BCD. Entretanto, os resultados obtidos
pela técnica DOSY, permitiram verificar que ambos, AS e BCD, apresentam 0 mesmo
coeficiente de difusdo, indicando a existéncia de algum tipo de interacdo entre as
supracitadas moléculas em solucdo, conforme evidenciado pelos resultados obtidos por
ESI-MS.

Os ensaios bioldgicos realizados para o sistema (BCD:PNT)1:1 tiveram como
objetivo avaliar a atividade por via oral do farmaco PNT, quando encapsulado em BCD,
em relagdo ao farmaco livre. Para tanto, cinco grupos de camundongos da raca BALBc
foram tratados por gavagem durante vinte dias com Salina, Glucantime, PNT,
(BCD:PNT)1:1 e BCD, respectivamente. Os resultados indicaram que tanto no figado
quanto no baco, ndo houve diferengca entre o grupo tratado com PNT na dose de
50mg/kg, quando comparado ao grupo controle tratado com solucdo salina, como era
esperado ja que o referido farmaco ndo apresenta atividade por via oral. Entretanto, o
grupo tratado com (BCD:PNT)1:1 apresentou uma significativa reducdo da parasitemia
em relacdo aos demais grupos, sendo mais eficaz para tratar leishmaniose em baco. Os
estudos realizado para o sistema (BCD:PNT)1:1, indicaram que o processo de
encapsulacdo da PNT com BCD, alterou as caracteristicas de absorcdo do referido
farmaco, tornando esse método uma alternativa promissora ao tratamento da

Leishmaniose.
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Os resultados indicaram a auséncia de interacdes efetivas entre o potencial
antimalarico CQT e a molécula hospedeira BCD, mesmo investigando rotas e solventes
distintos, durante a preparacdo do composto de inclusdo. Curiosamente, os dados
experimentais indicaram a formagdo do composto de inclusdo formado entre CQT e
aCD, na propor¢do molar de 1:1, tanto no estado sélido quanto em solugdo. Em
especial, os resultados obtidos por ROESY em D0, evidenciaram correlagdes entre os
hidrogénios H5, H6 e H8 de CQT com os hidrogénios internos da macromolécula,
indicando a inclusdo de CQT em aCD pelo anel benzénico.

Neste contexto, as caracterizacbes sugeriram a formacdo do complexo
supramolecular (BCD:PNT)1:1 em equilibrio com o sistema (BCD:PNT)2:1, e a
formagéo dos compostos de inclusdo (BCD:AS)1:1 e (aCD:CQT)1:1, em que diversas
interacdes ndo covalentes podem contribuir para a formacéo dos referidos compostos de
inclusdo, como interagcdes hidrofobicas, interacbes de Van der Waals e interacdes de
hidrogénio.
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