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A PRIMEIRA EDICAO DE UM
PREMIO MUITO ESPECIAL

A Universidade Federal do Espirito Santo (Ufes) e a sua editora tém a alegria de publi-
car as oito obras vencedoras da primeira edicio do Prémio Ufes de Teses e Disser-
tacdes, cujo objetivo foi premiar as melhores pesquisas de alunos de pés-graduacio
defendidas no quadriénio 2017-2020.

Foram contempladas obras de todas as Grandes Areas existentes na Ufes: Cién-
cias Agrarias; Ciéncias Humanas; Ciéncias da Saude; Ciéncias Exatas e da Terra;
Ciéncias Sociais Aplicadas; Engenharias; Linguistica, Letras e Artes; e Multidis-
ciplinar. A excegdo ficou por conta da Grande Area de Ciéncias Biolégicas, para a
qual nio houve indicacao.

O processo de premiacio se deu assim: cada programa participante indicou
um trabalho de discente defendido entre 2017-2020, considerando os critérios de
inovacio, relevancia e impacto; a seguir, foi constituida uma Comissio Julgadora,
com docentes dos préprios programas de pds-graduacio, que selecionou os tra-
balhos concorrentes; essa Comissao indicou, por fim, a dissertacio ou tese ven-
cedora. Entre as dezenas de programas da Ufes e entre as centenas de trabalhos
defendidos no quadriénio, ter sua pesquisa contemplada como vencedora é, sem
meias palavras, um feito.

Uma pesquisa nio se faz da noite para o dia. No é fruto de um acaso, nem
de sorte. E um trabalho intenso de dedicacio, de leituras, de insights, de calculos, de

engenhos, de reflexdes, de criatividade, de organizacio. Embora haja cursos e livros



que nos auxiliam nas metodologias de pesquisa, o fato é que cada estudante acaba
criando seu préprio método. E as dreas de saber, sendo tao diferentes, decerto pro-
duzem métodos também muito distintos. Uma leitura rapida dos titulos dos livros
de imediato ja d4 a diversidade de interesses e caminhos dos — entio — estudantes.

Desde o inicio, a Pr6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduac¢io (PRPPG), e em
especial a Diretoria de P6s-Graduacio (sob a conducio da profa. Eliza Bartolozzi
Ferreira), e a Edufes andaram de maos dadas, cientes da importancia deste Prémio,
cujo éxito praticamente exige sua continuidade.

Resta-nos parabenizar todos os autores, desejando que a pesquisa, agora em
forma de livro, encontre os seus leitores. E isso decerto acontecera, pois um feito
desses — ter um estudo premiado entre tantos outros ao longo de longos quatro anos
— é mesmo para atrair a atencio, a curiosidade, a leitura. E ter o livro lido é, sem

davida, o maior dos prémios.
Boa leitural

Eustdquio Vinicius Ribeiro de Castro (Reitor — 2024-2028)
Sonia Lopes Victor (Vice-reitora — 2024-2028)

Paulo Sergio de Paula Vargas (Reitor — 2020-2024)
Roney Pignaton da Silva (Vice-reitor — 2020-2024)
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Apresentacao

A leishmaniose é uma doenca parasitiria que se constitui como uma antropozoonose e
que acomete, além do homem, animais silvestres e domésticos. As diferentes formas da
doenca sio causadas por parasitos do género Leishmania, que sio transmitidos aos hos-
pedeiros mediante repasto das fémeas do mosquito-palha, os flebotomineos (SASANI
et al., 2016). O espectro das formas clinicas pode variar em leishmaniose visceral,
leishmaniose mucocutinea e leishmaniose cutanea (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A forma cutinea da leishmaniose em cies, denominada leishmaniose cuta-
nea canina (LCC) ou leishmaniose tegumentar americana (LTA), é considerada um
grave problema de satide ptiblica (GONTIJO; CARVALHO, 2003). O Brasil possui as
mais elevadas taxas de notificacio da LCC entre os paises da América do Sul, sendo
que diferentes espécies de parasitos foram relacionadas a doenca, entre as quais se
destacam: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis
e Leishmania (Viannia) guyanensis (BRASIL, 2010; HEUSSER JUNIOR et al., 2010).
No estado do Espirito Santo, os casos descritos de LCC devem-se, principalmente,
a achados de Leishmania (Viannia) braziliensis nos diagnésticos parasitologicos da
doenca (PINTO et al., 2009).

A LCC, assim como as demais formas de leishmaniose, é considerada uma
doenca negligenciada, principalmente porque a maioria dos casos ocorre longe dos
servicos veterindrios e, também, em decorréncia da escassez de firmacos para uso
exclusivo na farmacoterapia veterindria, uma vez que eles sao considerados de baixo

retorno financeiro para os laboratérios farmacéuticos (PASSOS et al., 2014; SASANI
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et al., 2016; SINGH et al., 2010). No Brasil, a farmacoterapia da leishmaniose tegu-
mentar canina é insatisfatéria e muitos desafios precisam ser superados, incluindo
o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e a disponibilizacio de medica-
mentos com baixo custo para distribuicio por programas de satde puiblica. Neste
contexto, a busca por novos firmacos e alternativas farmacéuticas capazes de supri-
rem esta lacuna é objeto de diversas pesquisas. Relatos da literatura sugerem que a
furazolidona apresenta potencial terapéutico para o uso como leishmanicida (BER-
MAN; LEE, 1983; REIMAO; TANIW AKI; TEMPONE, 2010; TEMPONE et al., 2010).
Passos e colaboradores (2014) trataram cdes naturalmente infectados por Leishma-
nia (Viannia) braziliensis com uma associacio entre furazolidona (FZD) e dompe-
ridona e observaram que a terapéutica foi efetiva para o tratamento das lesdes. No
entanto, os autores observaram que a administracio de FZD pode causar reacdes
adversas nos caes, especialmente em casos de tratamentos por periodos prolonga-
dos, sendo que os animais podem apresentar perda de peso, fadiga e episddios de
incoordenacio motora. Toxicidade cardiaca e hepatica e sindrome nefrética tam-
bém foram observadas (HUNDER; SCHMID; MAYRING, 1987). Uma vez que a FZD
é rapidamente absorvida e metabolizada ap6s administracio oral, o emprego de altas
doses com vistas a obtencio do efeito farmacolégico pretendido é requerido, o que
pode ser responsavel pelos efeitos adversos observados, limitando o uso do firmaco
(ALAM; PAGET; ELKORDY, 2016).

O aumento da solubilidade dos firmacos pode melhorar a dissoluco e biodispo-
nibilidade deles e resultar na administracdo de doses mais baixas, contribuindo para
a diminuicdo de possivel toxicidade. Ainda, deve-se considerar que a baixa solubili-
dade aquosa dos firmacos se constitui como um grande problema a ser contornado
pelos formuladores que trabalham com o desenvolvimento de formas farmacéuticas
para uso oral (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012). A possibilidade de melhorar a
solubilidade da FZD pode impactar, também, na reducio da dose a ser administrada,
0 que permite contornar os problemas de toxicidade dose-dependente relacionados
ao seu uso. E frequentemente relatado na literatura que substancias lipofilicas ten-
dem a apresentar maior citotoxicidade quando comparadas aos compostos hidrofili-
cos, devido a maior permeabilidade dessas moléculas nas membranas celulares, e que
a complexacao com ciclodextrinas pode reduzir a toxicidade, aumentando a solubi-
lidade do firmaco (LYRA et al., 2012).
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Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos capazes de formar comple-
xos de inclusio (ClIs) com inumeros firmacos. Tém objetivos diversos, entre eles
aumentar a solubilidade, melhorar a biodisponibilidade e incrementar a estabilidade
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007; CHEIRSILP; RAKMAI, 2016). Outra vantagem da
preparacio de Cls é a possibilidade de mascarar o sabor desagradavel e o odor de
certos farmacos. Uma diversidade de métodos pode ser empregada no preparo de
ClIs, como a malaxagem e a liofilizacio (CHEIRSILP; RAKMALI, 2016). Esses métodos
devem ser escolhidos de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do firmaco
e o tipo de ciclodextrina (CD) selecionada. Apds a complexacio, técnicas diversas e
complementares devem ser empregadas para avaliar o sucesso da formacdo dos com-
plexos (SINGH et al., 2010; TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012a, 2012b, 2012c).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo é aprimorar a solubilidade da FZD
por meio da formacio de Cls entre o firmaco e as CDs de interesse farmacéutico, com
vistas a aumentar sua solubilidade e a melhorar a biodisponibilidade, possibilitando
areducio da dose a ser administrada, com consequente reducio da toxicidade. Além
disso, o aumento da solubilidade visa favorecer a preparacio de formas farmacéuti-
cas orais liquidas, o que pode melhorar a adesdo dos animais ao tratamento. Assim,
foram preparados complexos empregando a 3-ciclodextrina e a hidroxipropil-(3-
-ciclodextrina, nas razdes molares 1:1 e 1:2, utilizando os métodos de malaxagem e
liofilizacdo. O sucesso da complexacao foi avaliado mediante a analise dos compos-
tos formados por calorimetria exploratdria diferencial, termogravimetria, difracao
de raios X, espectroscopia Raman e ressonancia magnética nuclear de carbono no
estado sélido. Finalmente, a citotoxicidade dos compostos em linhagens de células
THP-1 e a atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de Leishmania ama-

zonensis foram pesquisadas empregando métodos in vitro.
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Leishmaniose cutanea canina

A leishmaniose é uma doenca infectoparasitdria causada por parasitos do género
Leishmania, pertencentes aos subgéneros Leishmania e Viannia, que acomete seres
humanos e animais. E considerada, portanto, uma zoonose. Os parasitos causadores
da leishmaniose vivem, alternadamente, em hospedeiros vertebrados e flebotomi-
neos (subfamilia Phlebotominae), sendo estes tltimos os responsaveis pela transmis-
sao da doenca (GRADONI, 1999; ALVAR et al., 2012).

Todas as espécies conhecidas sao transmitidas por meio de repasto sangui-
neo de fémeas infectadas de flebotomineos que, ao realizarem o repasto no animal
parasitado, podem sugar formas amastigotas. Estas, por sua vez, no interior do tubo
digestorio, diferenciam-se em formas promastigotas, multiplicando-se. As formas
promastigotas migram para as partes anteriores do tubo digestério dos flebotomi-
neos e sio inoculadas em um novo animal. Nos hospedeiros definitivos, os parasitos
assumem a forma amastigota, multiplicando-se em células do sistema monocitico
fagocitario (SMF). A medida que se multiplicam, rompem os macréfagos e liberam
parasitos que sio fagocitados por outros macréfagos (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

As formas clinicas da leishmaniose sdo a visceral, a mucocutinea e a cutanea,
também conhecida como leishmaniose tegumentar americana (LTA). De acordo
com a Organizacio Pan-Americana da Satide (OPAS), em 2016, o Brasil foi o pais
da América do Sul com maior nimero de novos casos de leishmaniose em humanos
(12.690). Desses casos, 94 % eram da forma cutinea (LEISHMANIOSES, 2018, p. 2-3).
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As formas de leishmaniose que podem acometer os cies sio: visceral e cuta-
nea. A forma sintomética da LCC acomete a pele e as mucosas dos animais. Os prin-
cipais sintomas que eles apresentam sio lesdes cutaneas ulceradas na bolsa escrotal,
nas orelhas, nos membros e no focinho. As principais espécies relacionadas a forma
cutinea nos cies, no Brasil, s3o: L. (Viannia) braziliensis, L. (Leishmania) amazonensis
e L. (Viannia) guyanensis (GONTIJO; CARVALHO, 2003; PINTO et al., 2009).

No que diz respeito ao controle da LCC, uma das principais formas recomen-
dadas, além do uso de inseticidas para afastar o vetor, é evitar que os flebotomineos
realizem o repasto sanguineo nos caes, mediante a utilizacao de coleiras contendo
inseticidas, uso de xampus ou emprego de produtos contendo agentes quimicos efi-
cazes. A manutencio da limpeza do habitat do animal, com a retirada de material
organico como folhas, fezes e lixo, onde o flebotomineo possa se reproduzir, tam-
bém é de fundamental importincia. Porém, cabe ressaltar que o vetor nem sempre
é restrito as areas domiciliares (GONTIJO et al., 2011).

Do ponto de vista farmacolégico, ndo existem medicamentos indicados para o
tratamento da LCC no Brasil, uma vez que, segundo a legislacio brasileira, medica-
mentos contendo farmacos destinados ao tratamento das leishmanioses em humanos
nao podem ser administrados nos animais, tendo em vista a possibilidade de causar
resisténcia e inefetividade. A mesma Portaria Interministerial que promoveu essa
restri¢io também proibiu, em todo o territério nacional, o tratamento da leishma-
niose em cées infectados ou doentes com produtos nio registrados no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa).

Tendo em vista a importincia da LCC e das dificuldades envolvidas com o trata-
mento dos animais, a busca continua por firmacos e formas farmacéuticas alternativas
faz-se necesséria. De acordo com Kon e Rai (2015), o uso de firmacos nio aprova-
dos para o tratamento da leishmaniose, tais como a furazolidona, a buparvaquona e
o bisnaftal-imidopropil-diamino-octano, vem sendo proposto, e eles apresentaram
eficicia antileishmania aumentada depois de incorporados em formas farmacéuti-
cas micro e nanoparticuladas. A furazolidona é objeto deste estudo porque ela nio é
utilizada em humanos para o tratamento das leishmanioses e porque existem rela-
tos do emprego dela visando a acio leishmanicida (CARVALHO et al., 2018, 2020b).
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Furazolidona

A furazolidona (FZD) é um derivado sintético de um grupo de compostos denomina-
dos nitrofuranos. Ela é caracterizada pela presenca do anel furanico em sua estrutura
quimica, na qual existe um grupo nitro ligado (Figura 1) (GASHEVA et al., 1984). A
FZD é um p6 amarelo, cristalino, inodoro e com sabor amargo. Sua solubilidade em
dgua é limitada, sendo considerada muito pouco soldvel em dgua (40 mg/L) e 4lcool,
ligeiramente soltvel em dimetilsulféxido e cloroférmio, insoltvel em éter e soltivel
em dcido férmico. O pH varia entre 4,5 e 7 em solucio, enquanto o ponto de fusao
dela é de 275 °C. O farmaco é fotossensivel, ou seja, deve ser armazenado ao abrigo
da luz, pois pode sofrer degradacio se receber iluminacio solar direta (SWEETMAN,
2009; UNITED STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION, 2011).

CIENCIAS AGRARIAS MEDICINA VETERINARIA 19



Figura 1: Estrutura quimica da furazolidona
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Fonte: Arquivo pessoal.

Na terapéutica veterindria, a FZD é indicada como endoparasiticida para uso
no tratamento da giardiase, tricomoniase e histomoniase em cies e gatos, na dose
usual de 4 mg/kg, nio sendo, contudo, o firmaco de primeira escolha. Apesar de o
mecanismo da FZD nado ter sido totalmente elucidado, a acio do firmaco sobre os
parasitos parece estar relacionada a inibi¢ao de rea¢des oxidativas, incluindo a descar-
boxilacdo do piruvato a acetil coenzima A, com reducio do fornecimento de energia
para as células. A reducido do grupo nitro com formacao de 3-amino-2-oxazolidi-
nona e -hidroxietilhidrazina, principalmente, e diéxido de carbono e etileno tam-
bém parece estar associada a acio da FZD, uma vez que estes metabdlitos reativos se
ligam ao DNA dos parasitos, danificando-os e bloqueando a replicac¢io e transcricao
génica (DE ANGELIS ef al., 1999; HUNDER; SCHMID; MAYRING, 1987).

A furazolidona é bem absorvida no intestino de suinos e humanos, sendo rapi-
damente e extensivamente metabolizada, com concentracio maxima alcancada em
trés horas e com meia-vida de eliminacio de cinco horas. O firmaco é amplamente
distribuido e extensivamente metabolizado, com excre¢do predominante na urina,
com pequena quantidade do firmaco encontrado na forma inalterada. A eliminacio
do farmaco ocorre apds a metabolizacio por associacao com a glutationa. O principal

problema associado ao seu uso em animais é a toxicidade renal, cardiaca e hepatica
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relatada, acompanhada ou ndo de irritacio, perda de peso e fadiga, sendo a toxicidade
dose-dependente (ALAM; PAGET; ELKORDY, 2016). A presenca dos metabolitos res-
ponséveis pelo efeito farmacolégico parece estar associada a toxicidade do firmaco.
Carcinotoxicidade e genotoxicidade também sio relatadas (BOSQUESI et al., 2008).

De acordo com dados da literatura, a biodisponibilidade da FZD varia de
40 a 87 %, conforme a via de administracio (DE ANGELIS et al., 1999; HUNDER,;
SCHMID; MAYRING, 1987). Estudos realizados em suinos e ratos indicam que o
fairmaco é rapidamente metabolizado e eliminado, permanecendo por um curto
periodo de tempo na corrente circulatdria, o que requer o uso de doses elevadas
(ALAM; PAGET; ELKORDY, 2016).

O uso da FZD tem sido proposto para diferentes finalidades terapéuticas. Jiang
e colaboradores (2013) avaliaram a a¢io do firmaco sobre linhagens de células LMA
e observaram que o firmaco apresentou propriedade antiproliferativa potente em
concentra¢des submicromolares, induzindo apoptose e morte das células, sugerindo
a existéncia de atividade do firmaco contra a leucemia mieloide aguda. Eisig e cola-
boradores (2005) avaliaram o sucesso de um tratamento de pacientes reinfectados
por Helycobacter pylori a partir de uma associa¢io de quatro firmacos. Observaram
que o uso da FZD na concentracio de 400 mg didrios foi bem tolerado e eficaz, sendo
o farmaco uma boa opcao de retratamento da infeccao pelo H. pylori. Alam, Paget e
Elkordy (2016) prepararam sistemas de liberacio de furazolidona baseados em lipos-
somas com vistas ao uso no tratamento da infeccao por H. pylori, cuja eficiéncia de
encapsulacio, liberacio do firmaco e capacidade mucoadesiva foram afetadas pelo pH.

Intimeros estudos encontrados na literatura evidenciam que a FZD também
possui acio leishmanicida. Berman e Lee (1983) testaram a atividade leishmanicida
de diferentes agentes antimicrobianos, entre os quais a furazolidona, sobre cepas de
L. tropica. Os autores observaram que o firmaco foi capaz de eliminar 92 % dos para-
sitos quando testado na concentracio de 1,0 ug/mL. Neal, Bueren e Hooper (1988)
avaliaram a atividade leishmanicida da furazolidona e da nitrofurazona mediante a
realizacdo de testes in vitro e in vivo. Observaram que a FZD apresentou atividade
superior a da nitrofurazona contra as formas amastigotas de Leishmania donovani. Rei-
mio, Taniwaki e Tempone (2010) avaliaram a atividade leishmanicida da FZD contra
as formas promastigotas de L. infantum, L. braziliensis, L. major e L. amazonensis, que

foram suscetiveis a droga livre, com valores médios de concentracio inibitéria (ICSO)
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variando de 0,47 pg/mL a 0,73 pg/mL. Tempone e colaboradores (2010) administra-
ram FZD em sua forma lipossomica e livre em hamsters infectados com L. (Leishma-
nia) chagasi e observaram que a FZD lipossomal foi aproximadamente cem vezes mais
ativa e efetiva para matar as formas amastigotas dos parasitas que o firmaco livre. Ja
Passos e colaboradores (2014) trataram caes infectados com L. (Viannia) braziliensis
juntamente com FZD e domperidona. Eles observaram que a terapia foi eficaz para o
tratamento de LCC. Encorajados por esses resultados, nosso grupo de pesquisa pre-
parou complexos furazolidona:p-ciclodextrina (FZD:-CD), que apresentaram ativi-
dade leishmanicida significativa contra formas promastigotas de L. amazonensis, com
valores IC,, de 6,16 ug/mL e 1,83 ug/mL para os complexos preparados por mala-
xagem e liofilizacdo, respectivamente, obtidos na proporcio de massa 1:2. Os dados
obtidos mostraram também que os complexos ndo apresentaram toxicidade para a
linhagem de macréfagos testada (CARVALHO et al., 2018, 2020b).

No Brasil, a furazolidona teve seu uso proibido em animais destinados a pro-
ducdo de alimentos. Essa vedacao consta na Portaria n° 448, de 1998, do Ministério

da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
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Complexos de inclusao
com ciclodextrinas

O sistema de classificacio biofarmacéutico (SCB) é um sistema de classificacio cien-
tifica dos firmacos baseado no conhecimento da solubilidade e permeabilidade intes-
tinal das moléculas. Quando informacdes do SCB sdo correlacionadas a dados da
dissolucio dos farmacos in vitro, o delineamento racional de formula¢des destinadas ao
uso oral é favorecido (AMIDON; SHAH, 1995; WAGH; PATEL, 2010). Qualquer far-
maco, para ser absorvido, deve estar presente na forma de solu¢do no local de absor-
¢do. Sendo assim, além da permeabilidade, a solubilizacio e a dissolucio nos fluidos
gastrointestinais s3o fatores que governam a biodisponibilidade (WAGH; PATEL,
2010). Para firmacos com baixa solubilidade, a velocidade de dissolucio nos fluidos
biolégicos é o fator limitante da disponibilidade bioldgica ap6s administragio oral,
tendo a dissoluc¢io papel importante no delineamento de formas farmacéuticas com
o desempenho terapéutico pretendido (COSTA; SOUSA LOBO, 2001).

A biodisponibilidade dos firmacos classe II é limitada pela velocidade de
dissolucio. Contudo, em funcdo da alta permeabilidade, tais firmacos sio sujei-
tos a pesquisas para o aumento da solubilidade, e vérias abordagens de formula-
¢ao para estes tém sido propostas. No caso de compostos de fairmacos incluidos
na classe IV do SCB, a biodisponibilidade é limitada tanto pela dissolu¢iao como
pela permeabilidade intestinal, sendo estes firmacos considerados pobres candi-

datos ao desenvolvimento de medicamentos para uso oral (PRAKASH et al., 2014).
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Nio existem, na literatura, informacdes acerca da classificacio da FZD no SCB.
Uma vez que o firmaco é de natureza lipofilica e apresenta baixa solubilidade em
dgua, sua dissolucio no meio serd, provavelmente, o fator limitante da sua bio-
disponibilidade. A possibilidade de melhorar a solubilidade da FZD pode impac-
tar, também, na reducido da dose a ser administrada, o que permite contornar os
problemas de toxicidade dose-dependente relacionadas ao seu uso, justificando o
interesse no presente estudo.

Uma vez que a baixa solubilidade aquosa e a dissoluc¢do dos firmacos determi-
nardo o desempenho das formulacdes orais, aprimorar a solubilidade se constitui
como um grande desafio para os formuladores que atuam no desenvolvimento de
medicamentos de uso oral ou intencionados para uso parenteral (SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012; PRAKASH et al., 2014). Diferentes tecnologias, baseadas em modi-
ficacdes fisicas e quimicas, podem ser empregadas com o intuito de aumentar a
solubilidade de firmacos e assegurar uma taxa de dissolu¢io que modifique, posi-
tivamente, a biodisponibilidade. Artificios farmacotécnicos usualmente emprega-
dos sdo a diminuicido da granulometria de particulas ao tamanho micrométrico,
a formac3o de dispersdes sélidas, a preparacdo de cocristais, a formacio de mice-
las poliméricas, a obtencao de sistemas micro e nanoparticulados e a formacao de
complexos a partir de excipientes (CARVALHO et al., 2020a, 2021; KRISHNAIAH,
2010; PAWAR ANIL; CHOUDHARI PRAVIN, 2012; PRAKASH et al., 2014; SAVJANI;
GAJJAR; SAVJANI, 2012).

Entre os excipientes empregados para incrementar a solubilidade, destacam-se
as CDs, moléculas denominadas hospedeiras com as quais moléculas hospedes se asso-
ciam formando os CIs (PRAKASH et al., 2014). A principal vantagem do uso da CD
quando comparada com outros cossolventes e surfactantes é que, no primeiro caso,
o firmaco permanecerd em solucio independentemente de alteracdes que possam
ocorrer no sistema, como a dilui¢io ou adicio de solvente JAMBHEKAR; BREEN,
2016). Aliado ao interesse do aumento da solubilidade do firmaco, é frequentemente
relatado que substancias lipofilicas tendem a apresentar maior citotoxicidade quando
comparadas aos compostos hidrofilicos devido a maior permeabilidade dessas molé-
culas nas membranas celulares. A complexacao com CDs pode, mediante aumento
da solubilidade e/ou diminuicio da permeabilidade, favorecer a diminuicio da toxi-
cidade (LYRA etal., 2012).

12 PREMIO UFES DE TESES E DISSERTAGCOES 24



As CDs sio oligossacarideos ciclicos formados a partir da digestdo bacteriana
da celulose pela acio da enzima amilase ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase),
proveniente do Bacillus macerans. Elas se apresentam como cones truncados devido
a conformacdo assumida pelas unidades de a-D-glicopiranose (a-1,4), que se unem
em sete, oito ou nove unidades para dar origem a a, B e y-ciclodextrina, respectiva-
mente, as CDs naturais de maior interesse na drea farmacéutica.

Cada unidade de glicopiranose possui trés grupos hidroxila (OH) livres posi-
cionados na superficie da estrutura, o que favorece a intera¢do com a dgua mediante
a formacio de ligacdo de hidrogénio. Por outro lado, o interior da cavidade é deli-
mitado pelo alinhamento dos hidrogénios e pelo oxigénio da ligacio éter das cadeias
carbonicas, o que lhe confere cariter hidrofébico e favorece interagdes fracas do
tipo Van der Waals e dipolo-dipolo. Tal distribuicio confere as CDs uma carac-
teristica anfifilica, peculiaridade ttil no preparo de CIs (BREWSTER; LOFTSSON,
2007; LOFTSSON et al., 2005).

A formacio de ClIs com as CDs desperta o interesse pela realizacio de estudos
em diversas dreas, tais como agricola, quimica, farmacéutica, alimenticia, cosmética
e ambiental. Entre os objetivos da complexacio, os principais s3o: (i) incrementar
a solubilidade e a taxa de dissolucdo de fairmacos; (ii) melhorar a biodisponibili-
dade dos firmacos e de outras substancias quimicas de interesse; (iii) aumentar a
estabilidade das moléculas; (iv) melhorar as propriedades organoléticas mediante
mascaramento do odor, do sabor e da cor; (v) modificar a reatividade quimica das
substancias incluidas; (vi) fixar firmacos voldteis; (vii) controlar a libera¢io de far-
macos (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LOFTSSON et al., 2005).

Uma das caracteristicas da CD que determina a formacio do complexo de inclu-
sdo é a presenca da cavidade hidrofébica, cujo diametro varia conforme o tipo de CD.
Tal parametro, juntamente com a constante de associa¢do, governa a estequiometria
da complexacio, dada pela relacio entre o numero de moléculas héspedes e hospe-
deiras (DAVIS; BREWSTER, 2004). Conforme Veiga, Pecorelli e Ribeiro (2006), as
relagdes estequiométricas mais usuais para a formacio de complexos sio as de uma
molécula de firmaco para uma de CD (1:1) e de uma molécula de firmaco para duas
de CD (1:2), como representado na Figura 2. Ainda segundo os autores, a maioria das
moléculas héspedes complexadas com (3-CD deve possuir massa molar compreen-
dida entre 100 e 400 Daltons.
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Figura 2: Representacio esquemitica da formacio de complexos firmacos:

CD nas razdes molares 1:1 e 1:2

Ciclodextrina Farmaco

Ciclodextrina Farmaco

Fonte: Adaptado de Davis e Brewster (2004).

Apesar do relato de trabalhos que empregam outras razdes molares firmaco:CD,
como 1:3 e 1:4, é importante que seja empregada a menor concentracio possivel do
excipiente, uma vez que proporcdes maiores inviabilizariam o preparo de qualquer
forma farmacéutica JAMBHEKAR; BREEN, 2016).

As principais CDs naturais estudadas sao a @, a 3 e a y-ciclodextrina. A -ci-
clodextrina é amplamente utilizada em Cls devido ao tamanho da sua cavidade, a
eficiéncia na complexacio e ao preco relativamente baixo. Derivados semissintéti-
cos também tém sido explorados, tais como a 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina, o sal
sddico de sulfobutiléter-p-ciclodextrina, a 3-ciclodextrina metilada randoémica e a
2-hidroxipropil-y-ciclodextrina. A 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina destaca-se em
ClIs devido 2 sua solubilidade (RAJPUT; PATEL; TRIVEDI, 2016).
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B-ciclodextrina

A B-ciclodextrina (3-CD), também conhecida pelos nomes de ciclomalto-heptose,
ciclo-heptamilose, ciclo-heptaglucano ou 3-dextrina de Schardinger, é uma CD
natural que possui sete unidades de glicopiranose, como representado na Figura 3.
Atualmente, a 3-CD é a CD mais estudada e mais utilizada na preparacio de medi-
camentos comercialmente disponiveis (MARTIN DEL VALLE, 2004). Ela é des-
crita no Handbook of Pharmaceutical Excipients (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009)
juntamente com as demais CDs naturais. No entanto, existem relatos de nefroto-
xicidade associada a 3-CD, e seu uso em formula¢des de uso parenteral é restrito
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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Figura 3: Estrutura molecular da 3-CD

R [e]
A

Fonte: Arquivo pessoal.

A B-CD possui massa molar de 1135 g/mol e solubilidade em 4gua de 18,5 mg/
mL, a 25 °C. Além da origem natural da f-CD, as principais vantagens associadas ao seu
uso s3o o diametro (6,0 a 6,5 A) e o volume da cavidade hidrofébica (262 A), o que lhe
confere boa capacidade de inclusio, baixa toxicidade relatada relacionada ao seu uso
e menor preco quando comparado ao das demais CDs (JAMBHEKAR; BREEN, 2016).

A respeito da preparacio de medicamentos baseados na 3-CD, Demicheli e cola-
boradores (2004) prepararam Cls entre 3-CD e antimoniato de meglumina (AntM)
em diferentes proporcdes molares por meio do método de liofilizacao e estudaram
a atividade leishmanicida dos complexos. A eficcia antileishmania foi avaliada em
camundongos Balb/c infectados experimentalmente com L. amazonensis. Animais
tratados diariamente com o complexo pela via oral desenvolveram lesdes signifi-

cativamente menores do que aqueles tratados com AntM. Segundo os autores, os
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dados mostraram a rela¢io estabelecida entre a complexacio e a melhor biodisponi-
bilidade do antimonio pela via oral. Frézard e colaboradores (2008) observaram que
o mesmo complexo (antimoniato de meglumina:-CD por liofilizacio) foi capaz de
atuar como um sistema de liberacio sustentada do firmaco, sugerindo que essa pro-
priedade do complexo pode resultar em uma mudanca do local de absorcéo do far-
maco no trato gastrointestinal.

Correéa e colaboradores (2005) examinaram a citotoxicidade do complexo desi-
drocrotonina:3-CD (1:2) preparado por coevaporacio para avaliar a utilidade dele em
reduzir a toxicidade e aumentar a eficicia do firmaco. O complexo obtido foi menos
citotdxico que a desidrocrotonina livre em todos os ensaios utilizando culturas pri-
marias de hepatécitos de rato e fibroblastos V79.

Lopes e colaboradores (2011) avaliaram a citotoxicidade e os efeitos tripano-
micidas do complexo metronidazol:3-CD contra formas amastigotas e tripomastigo-
tas de Trypanosoma cruzi, mediante a realizacao de testes in vitro. Segundo os autores,
o complexo e o firmaco puro exibiram a mesma atividade tripanocida e toxicidade
em células de mamiferos. No entanto, a complexacio via inclusio aumentou a solu-
bilidade do firmaco em igua em 1,7 vezes.

Soares Sobrinho e colaboradores (2011) prepararam Cls entre o benznidazol e
a 3-CD e perceberam o aumento da solubilidade e a melhoria drastica na taxa de dis-
solucio do firmaco apds a formacdo dos Cls.

Estudos envolvendo a complexac¢io do piroxicam com a 3-CD comprovaram
a eficiéncia do CI em melhorar a biodisponibilidade do firmaco e demonstraram a
reducio dos efeitos irritantes que ele tem sobre a mucosa gastrointestinal (SCAR-
PIGNATO, 2013). Dharmasthala e colaboradores (2019) prepararam filmes orais
de dispersio rdpida contendo o complexo piroxicam:3-CD com vistas a melhorar a
adesdo de pacientes geridtricos e pedidtricos a farmacoterapia anti-inflamatéria. Os
autores observaram que a tecnologia produziu formas farmacéuticas que liberaram
o farmaco rapidamente e pode ser considerada promissora.

Mendes e colaboradores (2016) produziram Cls entre a -CD e a hidrocloro-
tiazida com o objetivo de melhorar a estabilidade e a biodisponibilidade do farmaco,
que pertence a classe IV do SCB (baixa solubilidade e alta permeabilidade). De acordo
com os autores, a complexacao foi efetiva para incrementar as propriedades do far-

maco, e o uso da 3-CD foi considerado promissor.
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Alguns exemplos de medicamentos preparados a partir da complexacdo de

farmacos com a 3-CD que ja sio comercializados estdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1: Medicamentos disponiveis no mercado nacional e internacional

preparados a partir de firmacos complexados com a 3-CD

Farmaco Nome Forma Laboratoério Indicagao
comercial farmacéutica
difenidramina Stada-Travel’ Comprimido Stada Antiemético
mastigavel
dexametasona Glymesason’ Creme Fujinaga Analgésico
minoxidil Alopexy” Solucao Pierre Fabre Hipertensao
metronidazol Nidagel” Gel vaginal Tolmar Antiparasitario
nimesulida Nimedex” Comprimido Novartis Anti-inflamatorio
omeprazol Omebeta’ Comprimido Betapharm Antiulceroso
piroxicam Brexin® Comprimido Masterpharma | Anti-inflamatario
Cicladol’ Granulo
Flofene® Supositorio
Flogene® Cépsula Aché
prostaglandina Prostarmon E° | Comprimido Ono Inducao do parto
e? sublingual
drospirenonae YAZ® Comprimido Bayer Contraceptivo oral
etinilestradiol

Fonte: Cunha-Filho e Si-Barreto (2007), Guedes e outros (2008) e Oliveira, Santos e Coelho (2009).

12 PREMIO UFES DE TESES E DISSERTAGCOES 30



Hidroxipropil-B-ciclodextrina

A 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-p-CD) é uma CD sintética, obtida por modi-
ficacao quimica da 3-CD mediante substituicao do H pelo grupo -CH,CHOHCH,.
A representacio da sua estrutura quimica é dada na Figura 4. A HP-f-CD possui
massa molar de 1400 g/mol e apresenta maior solubilidade em 4gua que a 3-CD
(> 600 mg/mL, a 25 °C), sendo esta a principal vantagem associada ao seu uso
(JAMBHEKAR; BREEN, 2016). Estudos apontam que a HP-(3-CD possui baixa toxi-
cidade e é bem tolerada por animais (GOULD; SCOTT, 2005).
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Figura 4: Estrutura molecular da HP-3-CD

R= CH,CH(OH)CH,

OR

Fonte: Arquivo pessoal.

Zhang e colaboradores (2009) prepararam complexos HP-3-CD:insulina com
a intencio de otimizar a estabilidade da proteina em meio acido e basico. Eles obti-
veram resultados satisfatérios em diferentes meios.

Wen e colaboradores (2010) prepararam complexos naringenina:HP-$-CD em
diferentes razdes molares (1:1, 1:2, 1:3 e 1:4). Os resultados das anélises da solubili-
dade por cromatografia liquida de alto desempenho mostram que a solubilidade do
flavonoide aumentou de 4,38 pg/mL para 1272,31 pg/mL.

Domariska, Pelczarska e Pobudkowska (2011) prepararam CIs entre a HP-f3-
-CD e farmacos derivados do icido antranilico e comprovaram o aumento da solu-
bilidade para os complexos preparados na razao molar 1:1.

Bhise (2011) preparou complexos entre o fenofibrato e a HP--CD na razio
molar 1:1 pelo método de spray-drier. Os estudos de dissolucao demonstraram que

a porcentagem de dissolucio foi aumentada quando comparada ao firmaco puro.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Vlachou e Papaidannou (2003), que prepa-
raram complexos entre a HP-3-CD e a furosemida, um diurético amplamente prescrito.

Yang e colaboradores (2017) obtiveram CIs entre o tamibaroteno e a HP-f3-
-CD. Eles notaram uma melhora na dissolucio do firmaco complexado comparado
com o firmaco livre, com dissolucio de aproximadamente 97 %. J4 os estudos in vivo
mostraram que o complexo apresentou AUC,_, (drea sob a curva de concentragio-
-tempo de zero a infinito) 2,79 vezes superior a do firmaco livre.

Hao e colaboradores (2017) prepararam Cls entre a artemisina e a HP-3-CD
na razio molar 1:40, por diferentes métodos, com vistas a obter maior solubilidade
e biodisponibilidade oral para o firmaco antimaldrico. A porcentagem de liberacao
do firmaco complexado foi de 82 % ap6s 30 minutos enquanto para o firmaco livre
a porcentagem liberada foi de 18 %.

Zhang e colaboradores (2018) prepararam ClIs toltrazuril:HP-f3-CD e avaliaram
a biodisponibilidade em coelhos, obtendo seu incremento para a forma complexada.
Alguns exemplos de medicamentos comercialmente disponiveis, preparados a par-
tir da HP-[3-CD, estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2: Medicamentos disponiveis no mercado nacional e internacional

preparados a partir de firmacos complexados com a HP-3-CD

Farmaco Nome Forma Laboratério | Indicagao
comercial farmacéutica
cisaprida Propulsid® Supositorio Janssen Estimulante TGI
diclofenaco Voltarol® Solucgao oftalmica | Novartis Anti-inflamatario
hidrocortisona | Dexacort’ Solugao bucal Actavis Anti-inflamatorio
indometacina Indocid” Solucao oftalmica | Chauvin Anti-inflamatorio
itraconazol Sporanox” Solugao IV Janssen Antifungico
mitomicina MitoExtra® Solugao IV Novartis Ant.ibiétic?g
antineoplasico

Fonte: Cunha-Filho e Si-Barreto (2007), Guedes e outros (2008) e Oliveira, Santos e Coelho (2009).
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Formacao de complexos
de inclusao furazolidona:
ciclodextrinas

A LCC é um problema veterinario significativo em todo o mundo. A doenca é cau-
sada por protozodarios do género Leishmania, e os animais infectados atuam como
reservatorios dos parasitos, contribuindo para a transmissao da doenca para os huma-
nos (SASANI et al., 2016).

O uso da FZD no tratamento da leishmaniose tem sido descrito por diversos
autores que testaram a atividade leishmanicida do firmaco puro, associado ou incor-
porado em lipossomas sob formas promastigotas e amastigotas de diferentes cepas
de Leishmania, tais como L. tropica, L. donovani, L. infantum, L. braziliensis, L. major e
L. amazonensis (BERMAN; LEE, 1983; NEAL; BUEREN; HOOPER, 1988; REIMAO;
TANIWAKI; TEMPONE, 2010; TEMPONE et al., 2010; CARVALHO et al., 2018).

Passos e colaboradores (2014) relataram, durante o tratamento de oito cies
infectados por L. braziliensis com uma associacio entre furazolidona (35 mg/kg/dia)
e domperidona (1 mg/kg/12h), que a terapéutica foi efetiva para o tratamento das
lesoes, que foram reepitalizadas em 93 dias. No entanto, os autores observaram que
o tratamento com a FZD causou reacdes adversas nos animais, como anorexia, perda
de peso, fadiga e perda da coordenacdo motora, que podem estar relacionadas a dose
elevada do foirmaco (ALAM; PAGET; ELKORDY, 2016).
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Assim, aprimorar a solubilidade da FZD através da formacio de CIs com CDs
de interesse farmacéutico é uma estratégia farmacotécnica que pode aumentar a taxa
de dissolucio e incrementar sua biodisponibilidade, reduzindo a toxicidade do far-
maco, mediante a possibilidade de administracido de doses menores. Além disso, o
aumento da solubilidade visa favorecer a preparacio de formas farmacéuticas orais
liquidas, o que pode aumentar a adesdo dos animais ao tratamento (CORREA et al.,
2005; LYRA et al., 2012; JAMBHEKAR; BREEN, 2016).

As CDs sao compostas de unidades a-D-glicopiranose, produzidas durante o
processo de degrada¢io do amido (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Cada unidade
de a-D-glicopiranose possui trés grupos hidroxila (OH) livres posicionados na super-
ficie da estrutura, o que favorece a interacdo com a dgua mediante a formacio de
ligacdo de hidrogénio. Por outro lado, o interior da cavidade é delimitado pelo ali-
nhamento dos hidrogénios e pelo oxigénio da ligacio éter das cadeias carbonicas,
o que lhe confere carater hidrofébico e favorece interacdes fracas do tipo Van der
Waals e dipolo-dipolo. Tal distribuicio confere as CDs uma caracteristica anfifilica,
peculiaridade que a torna til no preparo de ClIs com firmacos de alta lipossolubili-
dade (LOFTSSON et al., 2005; BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

Entre as inumeras CDs de interesse disponiveis comercialmente destacam-se
a 3-CD e a HP-P3-CD. Além da origem natural, a 3-CD tem boa capacidade de inclu-
sao, baixa toxicidade e menor preco. Jd a HP-3-CD possui baixa toxicidade e é bem
tolerada em animais (GOULD; SCOTT, 2005).

As termoanailises envolvem um grupo de técnicas nas quais uma ou mais pro-
priedades fisicas de dado material podem ser medidas em funcio da temperatura e/
ou do tempo, enquanto a amostra é submetida a um programa controlado de tem-
peratura. As técnicas termoanaliticas mais empregadas para estudar a complexacio
com CDs so a calorimetria exploratéria diferencial (DSC), a termogravimetria (TG)
e a termogravimetria diferencial (DTG) (GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001;
SINGH et al., 2010; TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012a).

Meétodos baseados na modificacao da cristalinidade dos compostos se mostram
Uteis para a comprovacao da formacao de complexos. Moléculas que apresentam
diferentes formas cristalinas possuem, também, diferentes propriedades fisico-qui-
micas, entre elas a solubilidade com consequente modificacio da biodisponibilidade
(AGUIAR; GEMAL; SAN GIL, 1999). Informacdes estruturais sobre CIs podem ser
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obtidas, principalmente, a partir de anélises combinadas dos métodos de difracio de
raios X (DRX), espectroscopia Raman e técnicas de RMN de "*C no estado sélido.
Genericamente, tais métodos proveem informacdes acerca da organizagdo molecu-
lar a curta distancia das moléculas hdspede e hospedeira, a partir da determinacdo
das diferencas existentes nos desvios quimicos e modificacdes dos compostos livres
comparados com os complexos. A diminui¢io da cristalinidade do material e amor-
fizacao dos compostos é um forte indicio de sucesso da complexacio (GUNTER,
1994; PESSINE; CALDERINE; ALEXANDRINO, 2012; VOGT; STROHMEIER, 2012).

A complexac¢io da FZD com CDs de interesse farmacéutico, notadamente a
(-CD e a HP-f3-CD, aumenta a solubilidade do firmaco, melhora a biodisponibili-
dade dele e reduz a dose a ser administrada, com consequente diminuicio da toxi-
cidade. Para tanto, foram utilizados métodos baseados em anilises térmicas (DSC e
TG) e técnicas capazes de promover alteracdes de cristalinidade nos complexos, como
a DRX, a ressonancia magnética nuclear de *C no estado sélido e a espectroscopia
Raman. Os métodos que avaliam alteracées na cristalinidade se mostram tteis para
detectar a existéncia de alteracdes de sinais pertinentes nos complexos quando com-
parados com aqueles observados nos difratogramas e nos espectros dos materiais de
partida e das misturas fisicas. Alteracoes na cristalinidade observadas nos compos-
tos sdo, por sua vez, indicativos nao somente do sucesso da complexacio, mas, tam-
bém, da ocorréncia da modificacao das propriedades fisico-quimicas aparentes das
moléculas hospedadas na cavidade das CDs. Substancias que apresentam diferentes
organizac¢Oes de suas estruturas cristalinas possuem diferentes propriedades, entre
as quais a solubilidade e a estabilidade (AGUIAR; GEMAL; SAN GIL, 1999). Final-
mente, a citotoxicidade dos compostos em linhagens de macréfagos THP-1 e a ati-
vidade leishmanicida sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram

pesquisadas empregando métodos in vitro.
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Obtencao dos complexos

Os complexos foram preparados pelos métodos de malaxagem e liofilizacdo, empre-
gando furazolidona (225,6 mg), -CD (1135 ou 2270 mg) e HP-3-CD (1460 ou 2920
mg) nas razdes molares 1:1 e 1:2 (firmaco:CD).

Pela técnica de malaxagem, uma solu¢do aquosa de etanol a 75 % v/v' foi adi-
cionada lentamente sobre as misturas FZD:CDs, até a obtencio de uma massa pas-
tosa, que foi mantida sob agitacio magnética durante seis horas. Um pequeno volume
de solucao hidroalcédolica foi adicionado ocasionalmente, mantendo a mistura com
consisténcia pastosa, passivel de ser malaxada. Os produtos obtidos foram secados
em temperatura ambiente.

Na liofilizacido, as CDs foram inicialmente solubilizadas em solucio aquosa de
etanol a 75 % v/v, e, a essa solucio, a FZD foi adicionada. As misturas foram man-
tidas sob agitacio em banho reciprocante a 35 °C, durante o periodo de 48 horas. A
suspensio assim obtida foi congelada em nitrogénio liquido e liofilizada por 97 horas,
sob pressio de 79 uHg a -56 °C. Misturas fisicas entre a FZD e as CDs foram prepa-
radas, nas mesmas razdes molares, por mistura simples, empregando gral e pistilo.

Conforme Veiga, Pecorelli e Ribeiro (2006), as relacdes estequiométricas mais
usuais para a formacio de complexos sdo 1:1 e 1:2. Apesar do relato de trabalhos que
empregam outras razdes molares firmaco:CD (1:3, 1:4, 2:1, entre outras), é impor-

tante destacar que sempre deve ser utilizada a menor concentracao possivel de CDs,

1 volume de soluto/volume de solucio.
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uma vez que o requerimento de propor¢des maiores da molécula héspede denota
menor eficiéncia de complexacio e inviabiliza o preparo de qualquer forma farma-
céutica, ja que o volume de matéria-prima a ser utilizado seré elevado (JAMBHEKAR;
BREEN, 2016). Tais observacdes justificam o interesse no preparo de Cls nas razdes
1:1 e 1:2. As moléculas héspedes a serem complexadas devem possuir massa molar
compreendida entre 100 e 400 Daltons. Uma vez que a massa molar da FZD é de
225,16 g/mol e que sua solubilidade em 4gua é baixa (40 mg/L), o firmaco se mos-
tra um bom candidato para a complexacao.

Existem inumeros trabalhos na literatura que relatam a preparacao de CIs
baseada em farmacos para o tratamento de doencas negligenciadas, inclusive leishma-
nioses, com objetivos diversos, entre os quais, aumentar a solubilidade dos firmacos,
incrementar a taxa de dissolucio, melhorar a biodisponibilidade, reduzir a toxicidade
e viabilizar o preparo de solucdes orais e, principalmente, parenterais. Demicheli
e colaboradores (2004) prepararam CIs entre a 3-CD e o AntM em diferentes pro-
porcoes molares através do método de liofilizacio e estudaram a atividade leishma-
nicida dos complexos empregando animais infectados por L. amazonensis. Segundo
os autores, os dados mostraram claramente a relacao estabelecida entre a comple-
xacdo e a melhor biodisponibilidade do AntM pela via oral. Frézard e colaborado-
res (2008) observaram que o complexo AntM:(3-CD preparado por liofilizacdo foi
capaz de atuar como um sistema de liberacio sustentada do firmaco, sugerindo que
essa propriedade do complexo pode resultar em uma mudanca do local de absor-
¢do do firmaco no trato gastrointestinal. Lopes e colaboradores (2011) avaliaram
a citotoxicidade e os efeitos tripanomicidas do complexo metronidazol:3-CD con-
tra formas amastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, mediante a realiza-
¢do de testes in vitro. Segundo os autores, o complexo e o firmaco puro exibiram a
mesma atividade tripanomicida e toxicidade em células de mamiferos. No entanto,
a complexacio via inclusio aumentou a solubilidade do firmaco em dgua em 1,7
vezes. Soares Sobrinho e colaboradores (2011) prepararam Cls entre o benznida-
zol e a 3-CD e perceberam o aumento da solubilidade e melhoria dréstica na taxa
de dissolucio do firmaco apés a formacio dos Cls. Em um trabalho prévio, nosso
grupo preparou complexos FZD:(3-CD na razao 2:1 por malaxagem e liofilizacdo e
obteve resultados promissores, especialmente para os complexos obtidos por liofi-
lizacio (CARVALHO et al., 2018).
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Analises térmicas e
termogravimeétricas

Para avaliar os eventos térmicos ocorridos nos materiais, curvas de DSC foram obti-
das utilizando calorimetro, em atmosfera de argonio, com razao de fluxo de 50 mL/
min e taxa de aquecimento de 10 °C/min, entre 25 e 300 °C. Termogramas TG e
DTG foram obtidos em termobalanca, em atmosfera de nitrogénio, razio de fluxo
de 50 mL/min, razio de aquecimento de 10 °C/min, entre 25 e 800 °C.

DSC, TG e DTG sao os métodos térmicos mais comumente empregados para avaliar
a formacdo de CIs com CDs (SINGH et al., 2010; TAKAHASHI, VEIGA; FERRAZ, 2012b).

Pelo método de DSC, é analisada a existéncia de alteracdes nos perfis termoa-
naliticos dos complexos quando comparados aos dos materiais de partida puros e das
misturas fisicas, com supressio de eventos tais como fusio e termodecomposicio
(GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001; TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012b).
A andlise das curvas de DSC da 3-CD e da HP-f-CD permite observar a existéncia de
endotermas relacionadas a saida da dgua livre da cavidade das moléculas hospedeiras
em temperatura maxima de 123,9 °C e 99,6 °C, respectivamente. Tais achados estao
em conformidade com a literatura (GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001). J4 a
curva DSC da FZD livre apresenta uma tnica endoterma, em temperatura maxima de
260,4 °C, relacionada a fusio do firmaco. Marian e colaboradores (2013) relataram a
ocorréncia de fusio da FZD em temperatura de 258 °C, com o inicio da decomposi-

cdo térmica em temperatura acima 275 °C. Os autores relataram ainda que a auséncia
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de eventos relativos a perda de d4gua na curva DSC do firmaco se deve a hidrofobici-
dade da molécula. As curvas de DSC podem ser vistas nas figuras 5 e 6.

As curvas DSC das misturas fisicas preparadas a partir da 3-CD podem ser
consideradas como originarias das contribuicdes dos materiais de partida, com a
presenca das endotermas de desidratacio da CD e de fusdo do firmaco, em tem-
peraturas proéximas as observadas para os materiais de partida. Nas curvas dos
complexos preparados por malaxagem a partir da 3-CD, os eventos relativos a desi-
dratacio nao apresentaram grandes deslocamentos. Observacao semelhante pode
ser feita para o complexo FZD:f3-CD preparado por liofilizacdo na razao molar 1:1.
Por outro lado, para o complexo FZD:3-CD preparado por liofilizacao na razio
molar 1:2, ambos os eventos térmicos se mostraram diferentes: ocorreu reducao na
temperatura na qual o evento de desidratacio da CD ocorreu e a endoterma rela-
tiva a fusdo da FZD nio foi detectada. De acordo com a literatura, quando ocorre
a inclusio da molécula ou de parte da molécula do firmaco na cavidade da CD de
maneira efetiva, o hdspede estard protegido e sua temperatura de fusio se desloca
para valores superiores aos originalmente observados ou este é suprimido (GIOR-
DANO; NOVAK; MOYANO, 2001).
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Figura 5: Curvas DSC em atmosfera de argénio (50 mL/min; 10 °C/min),

obtidas entre 25 e 300 °C para as amostras preparadas a partir da f-CD
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c) complexos preparados por liofilizagio
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Fonte: Elaboracio propria.

Figura 6: Curvas DSC em atmosfera de argoénio (50 mL/min; 10 °C/min), obtidas

entre 25 e 300 °C para as amostras preparadas a partir da HP-3-CD
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b) complexos obtidos por malaxagem

DSC
mWimg
1.00F
0.00f
.00
200
300
——MHFZD1:1
MHFZD1:2
| — _FID
4.00- HPBCD
L . . .
0.00 100.00 200.00 300.00
Temp [C]
¢) complexos preparados por liofilizacio
DSC
mWi/mg
1.00F
0.00f \ T
.00
200
300
I — LHFZD1:1
I LHFZD1:2
[ —— FZD
-400-  HpecD
L 1 1 1
0.00 100.00 200.00 300.00

Temp [C]

Fonte: Elaboracio prépria.



As curvas de DSC das misturas fisicas obtidas a partir da HP-3-CD, em ambas
as razdes molares, apresentaram perfil semelhante aquelas observadas para a -CD,
podendo ser consideradas como sobreposicdes das curvas dos materiais de partida.
Para os compostos FZD:HP-B-CD preparados por malaxagem (1:1 e 1:2), ocorreu
reducio na temperatura relacionada ao evento de desidrata¢io para todas as amos-
tras, assim como para a temperatura de fusio do firmaco, deslocada para valores
préoximos a 210 °C. Tais achados sugerem a existéncia de interacdes entre as molé-
culas. As maiores modificacdes foram vistas para os complexos FZD:HP-(3-CD obti-
dos por liofilizacao: houve reducdes tanto nas temperaturas relacionadas ao evento
de perda de 4gua quanto nos eventos relativos a fusio do firmaco, sugerindo a for-
macdo dos complexos. Quando ocorre a formacdo do complexo, espera-se que o
pico de fusdo do firmaco desapareca ou seja deslocado para temperaturas supe-
riores. No entanto, segundo alguns autores, pode-se observar também, consoante
o tipo de interacdes existentes entre as moléculas, modificacdes nas temperaturas
de fusdo para valores inferiores ao observado para o firmaco puro (GIORDANO;
NOVAK; MOYANO, 2001). Na Tabela 1 s3o apresentados os dados de energia envol-

vida nos eventos térmicos de DSC.
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Tabela 1: Variacio de entalpia (AH), temperatura inicial (Ton), temperatura final

(Ten d) e temperatura maxima (Tpeak) de ocorréncia dos eventos térmicos observados

por DSC até 280 °C, em atmosfera de argdnio

(j/l;) Temperatura (°C) (j/l-;) Temperatura (°C)
g | To | Te | T R0 T, T, T,
Materiais de partida
FzD ND ND ND ND 1411 2520 270,0 260,4
-CcD 480,7 21,3 163,0 123,9 ND ND ND ND
HP-3-CD 189,3 314 1563,6 99,3 ND ND ND ND
Misturas fisicas
MFBFZD1:1 300,2 37,4 164,0 128,3 16,1 250,7 264,0 257,7
MFBFZD1:2 396,2 22,6 154,6 119,6 6,7 260,9 | 262,2 | 256,9
MFHFZzD1 :1 132,2 36,5 147,6 95,5 79 1914 2314 21,3
MFHFZD1:2 185,0 29,9 1424 91,6 8,0 191,8 228,4 | 210,9
Complexos FZD:[3-CD
MBFZD1:1 260,2 43,7 160,2 128,8 16,7 252,2 265,0 2575
MBFZD1:2 279.8 31,7 142,3 116,8 5,3 2511 261,0 2571
LBFZD1:1 364,1 26,3 1511 174 6,0 2658 | 269,0 | 2559
LBFzD1:2 213,9 24,8 143,0 88,7 ND ND ND ND
Complexos FZD:HP-3-CD
MHFZD1:1 144, 375 143,6 93,1 12,5 193,6 2335 | 2174
MHFZD1:2 180,0 31,0 146,2 94,6 1.7 193.8 234,0 216,9
LHFZD1:1 202,6 20,2 104,4 68,4 4,0 196,7 223,4 | 209,7
LHFZD1:2 167,6 30,3 12,4 71,0 7.0 193,3 224,2 | 21,2
ND: evento nio detectado.
Fonte: Elaboracio prépria.
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Por meio das anélises TG/DTG, dois parametros principais que evidenciam
a formacio de complexos sio observados. O primeiro é relativo a alteracdes na
porcentagem da massa inicial perdida pelos complexos quando comparadas com
as da CD pura e da MF, relacionada a perda de dgua, que ocorre entre 90 e 150 °C.
Quando ocorre a complexacio, a porcentagem de dgua perdida é diminuida, suge-
rindo que a dgua foi deslocada do interior da cavidade para dar lugar a molécula
héspede. O segundo se refere ao aumento da temperatura de degradacao obser-
vada para a molécula héspede, pois presume-se que ela estara protegida da degra-
da¢do quando complexada (GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001; TAKAHASHI;
VEIGA; FERRAZ, 2012b).

As figuras 7, 8 e 9 apresentam os termogramas dos materiais de partida e dos
CIs preparados a partir da 3-CD e da HP--CD. Nos termogramas das matérias-pri-

mas, picos referentes as endotermadas, bem definidos, podem ser visualizados.
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Figura 7: Termogramas TG/DTG obtidos em atmosfera de N, (50 mL min';
10 °C/min), entre 25 e 800 °C, das amostras FZD, 3-CD e HP-f-CD
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Fonte: Elaboracio propria.



Para a FZD pura, nota-se a perda de, aproximadamente, 79 % de massa (T ..
= 296 °C) relacionada a2 decomposicdo térmica do firmaco. A auséncia de perda de
massa em temperatura entre 25 a 120 °C para a FZD pode ser explicada pela natureza
lipofilica do fairmaco, que n3o possui 4gua associada (MARIAN et al., 2013). Para a
[-CD pura, dois eventos térmicos podem ser observados no termograma: o primeiro
no intervalo de 252 120°C(T__ . =97,8°C), com perda de massa de 13,9 % relativa
a desidratacio da CD, e o segundo, em 328,5 °C, com perda de massa de 79,2 %, atri-
buida a degradacao térmica da CD com perda de material carbondceo. Nos termo-
gramas da HP-B-CD, é observada perda de massa inicial de 4,8 % (T _. . =58,9°C),
atribuida a desidratacio da CD. O evento relacionado a termodecomposicio da CD

pode ser visto a 358,1 °C, com perda de 90,6 %.
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Figura 8: Termogramas TG/DTG obtidos em atmosfera de N, (50 mL min™';
10 °C/min), entre 25 e 800 °C, das amostras preparadas a partir da f-CD
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Para as misturas fisicas FZD:-CD, pequenas reducdes nas perdas de massa
wima = 89,5°C) e 1:2 (11,4 %; T,

= 91,3 °C). J4 os eventos de decomposicio térmica foram detectados em tempe-

ocorreram para as razdes molares 1:1 (10,6 %; T

mx

Xima

raturas proximas a 325 °C. A Tabela 2 traz os resultados de perda de massa (%) das
amostras, e as temperaturas aproximadas dos eventos sdo mostradas entre parénteses.

Para os complexos preparados por malaxagem nas razdes molares 1:1 e 1:2, a
.=858°C)e10,2%

méxi

diminuicdo da massa relativa a perda de dgua foi de 8,9 % (T
(T
notado o acoplamento dos picos relacionados a fusiao da FZD e da 3-CD, com per-
das de massa de 74,2 % (Tmixime1 =325°C)e75% (Tméxima =323 °C), respectivamente.

Por outro lado, para os complexos FZD:(3-CD obtidos por liofilizacdo, nas razdes

= 91,5 °C), respectivamente. Em temperatura proxima a 320 °C pode ser

maxima

molares 1:1 e 1:2, além da menor perda de massa na primeira etapa (8,9 %, T . =
60,2°C;e5,7 %, T

X1

, = 66,7 °C) e termodecomposicao da 3-CD em temperatura
proxima a 325 °C, outro evento térmico pode ser visualizado nos termogramas, em
temperatura préxima a 265 e 243 °C, com reducio de massa de 11,8 e 10,0 %, res-
pectivamente. Este dltimo evento pode estar relacionado a termodecomposi¢io do
farmaco, que ocorreu em temperatura inferior a 296 °C, na qual ocorreu a fusao do
farmaco puro. Tais achados indicam a ocorréncia de interacdes entre o firmaco e a
(3-CD para os complexos preparados por liofilizacao, especialmente para aquele pre-
parado por liofiliza¢do, na razio molar 1:2 (LBFZD1:2), o que estd em conformidade

com os achados na andlise de DSC.
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Figura 9: Termogramas TG/DTG obtidos em atmosfera de N, (50 mL min';
10 °C/min), entre 25 e 800 °C, dos produtos preparados a partir da HP-f-CD
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Tabela 2: Perda de peso (%) relativa as CDs, misturas fisicas

e complexos obtidos por termogravimetria

Perda de massa (%)(T_, . -°C)
Primeira etapa Segunda etapa Terceira etapa
(25-120°C) (120 - 270 °C) (>290°C)
B-CD 13,9(97,8°C) ND 79,2(328,5°C)
HP-B-CD 4,8(58,9°C) ND 90,6(358,1°C)
Misturas fisicas
MFBFZD1:1 10,6(89,5°C) ND 74,5(326,6 °C)
MFBFZD1:2 1,4(91,3°C) ND 75,4(325,2°C)
MFHFZD1 :1 4,2(60,2°C) ND 86,1(352,2 °C)
MFHFZD1:2 4,3(59,3°C) ND 87,7(354,4 °C)
Complexos FZD:[3-CD

MBFZD1:1 8,9(85,8°C) ND 74,2(324,4 °C)
MBFZD1:2 10,2(91,5°C) ND 75,0(322,7°C)
LBFZD1:1 8,8(60,2°C) 11,8(264,6 °C) 63,1(325°C)

LBFzD1:2 5,7(56,7°C) 10,0(242,7°C) 66,0(325,1°C)

Complexos FZD:HP-3-CD

MHFZD1:1 4,3(59,4°C) 7,9(247,2°C) 78,8(355,9°C)
MHFZD1:2 4,6(57,6°C) 5,7(255,2 °C) 82,2(354,8 °C)
LHFZD1:1 3,3(62,8°C) 9,6(271,0°C) 74,2 (355,1°C)
LHFZD1:2 4,2(59,9°C) 5,2(263,1°C) 82,2(354,4 °C)

Fonte: Elaboracio prépria.

Nota: Temperaturas aproximadas de eventos sio mostradas entre parénteses.
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Semelhante ao observado para a f-CD, os termogramas FZD:HP-[3-CD das mis-
turas fisicas 1:1 e 1:2 apresentaram similaridade, com pequena reducio da perda de
dgua por desidratacdo, para ambas as razdes molares estudadas: 4,2 % (1:1) e 4,3 %
(1:2) (Tabela 2). Para os complexos FZD:HP--CD preparados por malaxagem, a
diminuicdo da massa relativa a perda de dgua foi semelhante a das misturas fisi-
cas: 4,3 % (1:1) e 4,6 % (1:2). J4 para os complexos FZD:HP-B-CD por liofilizacio,
=62,8°C)e4,2% (T =59,9°C) para as

razdes molares 1:1 e 1:2, respectivamente. Em todos os termogramas, podem ser

as perdas de massa foram 3,3 % (T .
maxima maxima

vistos outros dois eventos, com a primeira endoterma em temperaturas inferio-
res a 272 °C, referentes a decomposicdo térmica do firmaco, e, préximas a 355 °C,
relativas a degradacio da HP--CD. Os menores valores relativos 4 perda de dgua
e reducdo na temperatura de fusdo do firmaco podem ser vistos para os produtos

preparados por liofilizacio.
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Difracao de raios X e microscopia
eletronica de varredura

Os difratogramas de raios X foram obtidos em difratdbmetro, empregando radiacio
CuKa (A = 1,5418 A) em faixa de 20° a 60°, com degraus de 0,02° a 2°/min. As ana-
lises foram feitas nos materiais de partida, nas misturas fisicas e nos complexos. Os
difratogramas foram obtidos por meio do programa Origin® 9.1.

A morfologia das particulas foi avaliada por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV). O material foi metalizado com ouro (20 mPA, 120s), em metali-
zador DESK V. Fotomicrografias foram obtidas com tensao de excitacdo de 20 keV,
em diferentes ampliacoes.

O uso de métodos que avaliam a modificacdo da forma cristalina, no contexto
da preparacido de Cls com CDs, é de grande interesse, pois alteracdes na cristalini-
dade dos compostos levam a mudancas nas propriedades fisico-quimicas, especial-
mente na solubilidade dos firmacos.

A DRX é um método cristalografico rdpido e de ficil execucio, capaz de detec-
tar alterages na estrutura cristalina dos compostos, a partir da medida da intensidade
de raios X difratados, incididos sob determinados 4ngulos, sobre as amostras sélidas.
Algumas CDs em estado cristalino formam ligacdes de hidrogénio intra e intermo-
leculares, estabilizando tanto a conformacdo da molécula como a estrutura cristalina
e gerando difratogramas com picos bem definidos (RAOOV; MOHAMAD; ABAS,

2014). Assim, o sucesso da complexac¢io é confirmado mediante comparacio dos
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difratogramas dos materiais de partida, das misturas fisicas e dos complexos, observan-
do-se o surgimento ou desaparecimento de picos, bem como altera¢des de intensidade.

Nos difratogramas da FZD e da 3-CD podem ser vistos inimeros picos maximos
de reflexdo, o que sugere que ambas apresentam perfil difratométrico de compostos
cristalinos, ao contririo do observado para a HP-f-CD, caracteristico de substancias
amorfas. Os perfis difratométricos das CDs estdo em conformidade com a literatura
(DANG et al., 2011; MARTINS; CALDERINI; PESSINI, 2012). Os perfis difratomé-
tricos encontrados estao em conformidade também com as fotomicrografias obtidas
para os materiais de partida (Figura 10). E possivel observar que a B-CD se apresenta
como cristais cibicos enquanto a FZD se apresenta na forma de laminas regulares.
J4 a HP-P-CD pode ser vista na forma amorfa. Os difratogramas e as fotomicrogra-

fias por MEV dos materiais de partida sio dados na Figura 10.

Figura 10: Difratogramas de raios X e fotomicrografias

(magnificacio de 300 X; 20 keV) dos materiais de partida
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Fonte: Elaboracio propria.

Os difratogramas e as fotomicrografias das amostras FZD:3-CD podem ser vis-

tas na Figura 11. Para os produtos da malaxagem, nas razdes molares 1:1 e 1:2, os
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difratogramas sio semelhantes aos das misturas fisicas, sem alteracdes nos padroes
difratométricos da FZD e da (3-CD. Tais observacdes sdo confirmadas pelas fotomicro-
grafias, nas quais podem ser vistos cristais do firmaco. Para os produtos da liofilizacio,
pequenas alteracdes nos padrdes de reflexdo podem ser vistas para o produto LBFZD1:2.
Nas fotomicrografias de ambos os produtos (LBFZD1:1 e LBFZD1:2), os cristais da FZD
nio podem ser identificados e hd uma mistura de particulas de morfologia alterada,
além da formacao de agregados, ao contrario do observado na imagem dos materiais
de partida. Soica e colaboradores (2012) avaliaram a morfologia de complexos entre a
betulina e derivados da y-CD obtidos por malaxagem e observaram nas microfotogra-
fias a presenca de particulas de tamanho reduzido, tendendo a agregacio, sugerindo a
presenca de interacio durante a complexacdo. Os perfis difratométricos dos comple-
x0s FZD:[-CD e FZD:HP--CD correspondem a sobreposicio dos difratogramas do far-

maco e das CDs, para ambas as razdes molares estudadas (Figura 11).

Figura 11: Difratogramas de raios X e fotomicrografias

(magnificacdo de 300 X; 20 keV) das misturas fisicas
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Fonte: Elaboracio prépria.
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Para as amostras preparadas a partir da HP-B-CD (Figura 13), alteracdes mais
significativas nos padroes de reflexio podem ser observadas nos difratogramas dos
produtos MHFZD1:2 (preparado por malaxagem), LHFZD1:1 e LHFZD1:2 (pre-
parados por liofiliza¢do), evidenciando a reducio da cristalinidade e a existéncia
de interacdes entre as moléculas hdspede e hospedeira. Como pode ser visto nas
fotomicrografias destes produtos, ocorreu a formacdo de particulas com morfolo-
gia e tamanho diferentes do observado para a FZD e para a CD, além da auséncia
das particulas do firmaco e da HP-3-CD. Tais achados comprovam a existéncia de
amorfizacao das particulas. Para a amostra MHFZD1:1 podem ser vistos cristais da
FZD. A maior reducio da cristalinidade foi observada para a amostra LBFZD1:2 e
para as amostras preparadas a partir da HP-f3-CD, sugerindo que esta CD foi mais
eficaz ao se associar ao farmaco e alterar a forma cristalina da FZD, denotando efi-

ciéncia na formacao de ClIs.

12 PREMIO UFES DE TESES E DISSERTAGCOES 60



Figura 12: Difratogramas de raios X e fotomicrografias (magnificacio de 300 X;

20 keV) dos complexos obtidos a partir da -ciclodextrina
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Fonte: Elaboracio propria.
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Figura 13: Difratogramas de raios X e fotomicrografias (magnificacio de 300 X;

20 keV) dos complexos obtidos a partir da hidroxipropil-f-ciclodextrina

MHFZD1:1
<
>
=
[}
—
[
; T T T T 1
< MHFZD1:2
[}
o
.-
1%}
=]
[}
-
=1
[
T T T T T T T
20 30 40 50
20
LHFZD1:1
<
2
)
<
—
[
—
() T T T T
o LHFZD1:2
[}
o
o
%)
=1
[
=
=1
—
r T T T
20 30 40 50
20

Fonte: Elaboracio propria.



Resultados semelhantes foram encontrados por Loh, Tan e Peh (2016), ao pre-
pararem CIs da norfloxacina baseados na 3-CD e HP-P-CD pelas técnicas de mistura
fisica, malaxagem e evaporacio do solvente. Tang e colaboradores (2015) prepararam
CIs clorzoxazona:3-CD e clorzoxazona:HP--CD pelo método de liofilizacdo, com
o objetivo de aumentar a solubilidade e reduzir a toxicidade do firmaco. Os autores
avaliaram os CIs pela técnica de DRX e observaram a ocorréncia de amorfizacio dos

complexos preparados a partir da HP-f3-CD como hospedeira.
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Espectroscopia Raman

Espectros Raman das amostras foram registados em condicdes ambientais com
emprego de microscopio confocal e laser de cristal verde bombeado por diodo pola-
rizado linear, com feixe de excitacio em comprimento de onda nominal de 532 nm
(2,33 eV). As analises foram feitas com microscopio acoplado, com feixe de laser refle-
tido por um divisor de feixe hologrifico e focado na amostra com objetiva (amplia-
¢do: 20; abertura numérica: 0,40). A luz Raman retroespalhada foi detectada por um
dispositivo de carga acoplada (CCD) espectroscépico retroiluminado a ar (Andor) por
trds de um filtro de borda e espectrégrafo de grade (Acton). O tempo de integracio
foi de 60 s a 1 mW. Os espectros foram obtidos por meio do programa Origin® 9.1.

A espectroscopia Raman se mostra util para pesquisar a amorfizacio de
farmacos apéds a associacido dos Cls, em decorréncia das interacdes das molé-
culas ou de parte das moléculas com o interior da cavidade das CDs (PAUDEL;
RAIJADA; RANTANEN, 2015).

E possivel notar no espectro da furazolidona a presenca de picos proeminen-
tes, de grande intensidade, localizados entre 1000 e 1650 cm™, entre os quais aqueles
atribuidos a vibracoes do estiramento simétrico nas ligagdes C-O-C do anel furanico
(~1020 cm™) e a vibracdes do estiramento da ligacio C=N (~1600 cm™) (ZHANG et
al., 2012). O padrio de intensidade dos picos em espectros Raman, atribuidos a estru-
tura da 3-CD e da HP-3-CD, é menor quando comparado aos da FZD. Assim, devido
a elevada intensidade dos sinais da FZD nos espectros Raman das misturas fisicas,

somente estes sio observados, uma vez que se sobressaem (Figura 14).
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Resultados semelhantes podem ser observados nos espectros dos complexos
FZD:p-CD, nas razdes molares 1:1 e 1:2, preparados por malaxagem e liofiliza¢do, nio
havendo evidéncias de atenuacio da cristalinidade (Figura 15). Por outro lado, para o
produto obtido a partir da HP-f3-CD, preparado por malaxagem, na razao molar 1:2
(MHFZD1:2), pode ser notada reducio dréstica na intensidade dos sinais da FZD. Modi-
ficacdes significativas também podem ser vistas nos espectros dos produtos FZD:HP-

--CD obtidos por liofilizacio, para ambas as razdes molares estudadas (Figura 16).

Figura 14: Espectro Raman dos materiais de partida e das misturas fisicas
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Figura 15a: Espectro Raman dos produtos FZD:[3-CD preparados por malaxagem
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Figura 15b: Espectro Raman dos produtos FZD:B-CD preparados por liofilizacdo
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Figura 16a: Espectro Raman dos produtos FZD:HP--CD preparados por malaxagem
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16b: Espectro Raman dos produtos FZD:HP-[3-CD preparados por liofilizacio
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Nas imagens dos espectros fica evidente a ocorréncia da atenuacio da intensi-
dade dos picos da FZD além da sobreposicio de picos nio resolvidos, o que se d4 em
funcio da restricao das vibracoes das ligacdes presentes na FZD, originada da asso-
ciacio do firmaco com a cavidade das moléculas hospedeiras (TJUNELYTE et al.,
2017). Além de indicarem a existéncia de amorfizacio, estes achados sio indicati-
vos também do sucesso da complexagdo para as amostras MHFZD1:2, LHFZD1:1 e
LHFZD1:2. Para estas, ocorreu reducio da intensidade dos sinais da FZD, provavel-
mente devido a reducio da polarizacao molecular de elétrons em relacao aos grupos
que se associaram a CD, em funcio das interacdes existentes, levando a diminuicao
no espalhamento da luz incidente. Nao hé evidéncia de amorfizacio ou de formacio
de complexos preparados a partir da 3-CD pela avaliacio dos resultados de espec-
troscopia Raman, ao contrario do observado pelas anilises térmicas e por difraciao

de raios X/microscopia eletronica de varredura (DRX/MEV).
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RMN de 3C no estado solido

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN de *C)
foram conduzidos em temperatura ambiente em um espectréometro Varian-Agilent
400 MHz, operando em frequéncias de 399,73 MHz para prétons e 100,52 MHz para
BC, o que corresponde a um campo magnético de 9,4 T. Utilizou-se uma sonda de
radiofrequéncia (RF) de tripla ressonancia com rotores de zirconia com 4 mm de
didmetro, apropriada para experimentos com polarizacio cruzada (CP) e rotacio de
angulo mégico (MAS) em frequéncias de rotacio de até 18 kHz. Como sinal de refe-
réncia para os espectros de RMN de “*C, foi utilizado o pico associado aos grupos
metila no espectro do hexametilbenzeno (HMB), o qual possui deslocamento qui-
mico igual a 17,3 ppm em rela¢do a referéncia primaria para '*C, que é o pico unico
observado no espectro de RMN de “*C do tetrametilsilano (TMS).

Foram realizados experimentos de CP/MAS com frequéncia de rotacio em torno
do angulo magico de 10 kHz, aplicacio de pulso de 3,6 ps nos nucleos de 1 H, intervalo de
5 s entre pulsos, tempo de contato de 10 ms, tempo de aquisicio de 81,92 ms, aquisicio de
1500 transientes, janela espectral de 50 kHz e 8192 pontos. No processamento do decai-
mento livre de inducdo (FID), foi realizada uma apodizacio exponencial com line broa-
dening (Ib) igual a 30. Os espectros foram obtidos por meio do programa Origin® 9.1.

As técnicas de RMN em solu¢io permitem nio sé a confirmacio de CIs mas,
também, a elucidacio da estrutura dos complexos, identificando a parte da molécula
héspede que estd incluida na cavidade da CD hospedeira. Como os demais métodos

de caracterizacdo, a partir da comparacio dos sinais dos espectros dos Cls com os
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dos materiais de partida e das misturas fisicas, é possivel confirmar a formacdo dos
CIs (BORODI et al., 2008). Contudo, a principal desvantagem associada ao método é
o alto custo do equipamento e dos solventes empregados.

A RMN em estado sélido de "*C é uma das varidveis mais versateis da técnica
para o estudo da formacio dos CIs, especialmente quando combinada com as técni-
cas de CP/MAS, que fornecem espectros de '*C de alta resolucio a partir de amostras
sélidas, permitindo o estudo da morfologia (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).
Para deteccio da forma cristalina encontrada, os parametros espectrais avaliados
sdo a falta de multiplicidade de sinais, presenca de desvios quimicos nos espectros e
alteracdes na largura da linha padrio. Arrda e colaboradores (2015) prepararam Cls
entre o praziquantel e diferentes CDs pelo método de coevaporacdo do solvente e
empregaram técnicas de RMN de *C e '*N no estado sélido para elucidar as estrutu-
ras dos compostos formados e confirmar o sucesso de complexos. Os autores con-
cluiram que a raziao molar 1:2 pareceu ser a mais efetiva na formacio dos complexos.

No espectro registrado para a FZD pura, nota-se a presenca de sinais bem defi-
nidos, com associacdes de picos e picos isolados estreitos, nas faixas de 150-160 ppm,
130-140 ppm, 92-117 ppm, 60-67 ppm e 40-45 ppm. Tal espectro é consistente com a
cristalinidade da amostra de FZD ja revelada pelos métodos de espectroscopia Raman
e DRX. Ja no espectro registrado para a 3-CD, é possivel observar a presenca dos seis
carbonos das unidades de D-glicopiranose, com sinais estreitos identificados na faixa
de 55-110 ppm: picos na faixa 100-110 ppm sio devidos ao sitio atomico C1; na faixa
80-86 ppm, associados a C4; em 71-78 ppm, associados aos dtomos de carbono C2,
C3 e C5; e, finalmente, sinais na faixa de 56-64 ppm, associados ao C6. A existéncia
de virios picos para cada sitio atobmico, deve-se a ocorréncia de diferentes orienta-
¢oes moleculares ou conformacdes na estrutura cristalina da CD.

Ao contrario do observado no espectro RMN de *C no estado sélido da f-CD,
e como corroborado pelos resultados das anélises de espectroscopia Raman e DRX
e pela literatura, o espectro RMN de "*C no estado s6lido da HP-3-CD é caracte-
ristico de um composto amorfo, sem a existéncia de multiplas ressonincias para
um mesmo sitio atomico. Para a HP-B-CD, foram identificados picos nas faixas de
59-107 ppm para o C1; 93-107 ppm para C2, C3 e C5; 69-76 ppm para C4; 78-84 ppm
e 59-64 ppm para C6. Os espectros RMN de *C no estado sélido da 3-CD, da HP-(3-
-CD e da FZD sao dados na Figura 17.
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Figura 17: Espectros de RMN “*C no estado s6lido obtidos para a $-CD,
HP-3-CD e da FZD
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Fonte: Elaboracio propria.
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Figura 18a: Espectros de RMN “*C no estado sélido obtidos para os produtos
baseados na (3-CD: faixa de 0 a 200 ppm
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Fonte: Elaboracio propria.
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Figura 18b: Espectros de RMN "*C no estado sé6lido obtidos para os produtos
baseados na 3-CD: ampliacio da regiio entre 60 e 90 ppm
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Fonte: Elaboracio propria.

Nos espectros das misturas fisicas e dos complexos FZD:3-CD (Figura 18a),
alteracdes significativas nos sinais da f-CD somente sio observadas no espectro
da amostra LBFZD1:2, no qual h4 convergéncia de sinais, entre 82-88 ppm, atri-
buidos a0 C4 da CD. A convergéncia de sinais, ou seja, a auséncia de picos associa-
dos no espectro, sugere que as unidades de D-glicopiranose adotaram conformacio
mais simétrica em decorréncia da complexacio, culminando com sua amorfizagio.
Ainda, no espectro LBFZD1:2 nota-se a auséncia de sinais da FZD em 156-148 ppm,
124-114 ppm e 46-40 ppm, sugerindo que parte da estrutura do firmaco esté asso-
ciada a CD. Nos demais produtos, a auséncia de sinais da FZD em determinadas faixas

sugere a existéncia de interacoes entre as moléculas hspede e hospedeira. Contudo,
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a observacio de sinais multiplos nestes espectros, atribuidos aos 4tomos de C2, C3,
C5, C4 e C6 das unidades glicosidicas da 3-CD, indica a coexisténcia de diferentes

arranjos estruturais no composto, o que sugere a mistura dos produtos da comple-
xacdo com os materiais de partida.

Figura 19a: Espectros de RMN "*C no estado sélido obtidos para os produtos
baseados na HP-3-CD: faixa de 0 a 200 ppm

2,63,05

(a)

MFHFZD1:2 e SR N
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LHFZD1:2
LHFZD1:1
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Fonte: Elaboracio prépria.
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Figura 19b: Espectros de RMN "*C no estado sélido obtidos para os produtos
baseados na HP-f3-CD: amplia¢io da regido entre 60 e 80 ppm

(b)

S

3 (ppm)

Fonte: Elaboracio prépria.

As alteracoes mais significativas nos sinais dos espectros dos produtos baseados
na HP-(-CD podem ser observadas no produto LHFZD1:2, nas regides de 108-98 ppm,
atribuida ao C4, e entre 88-68 ppm, referentes a C2, C3 e C4, com convergéncia de
sinais. Neste mesmo espectro, hd auséncia de sinais da FZD em 156-148 ppm, 124-
114 ppm e 46-40 ppm, sugerindo que parte da estrutura do firmaco esta associada a
CD. Nos demais produtos da complexacio entre a FZD e a HP-3-CD, assim como nos
produtos da 3-CD, a existéncia de sinais de C2, C3, C5, C4 e C6 das unidades glico-

sidicas da CD sugere a presenca de uma mistura de compostos.
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Avaliacao biologica in vitro

A atividade leishmanicida e as avaliacoes de citotoxicidade foram realizadas por
métodos in vitro, em todas as amostras submetidas aos ensaios de caracterizacao.
Os estudos foram realizados levando em consideracio os requisitos bdsicos para
avaliacio do potencial de atividade in vitro apresentado por amostras com poten-
cial atividade contra Leishmania, como recomendado pela Organizacio Mundial
da Saude. Segundo recomendagdes, os ensaios preliminares para a busca de novos
agentes leishmanicidas devem atender a alguns pré-requisitos, tais como: os méto-
dos empregados devem oferecer medidas de atividade quantificaveis e reproduti-
veis; os compostos estudados devem oferecer respostas em pequenas quantidades
(inferior a 1,0 mg); os compostos devem apresentar atividade sobre diferentes
cepas; e o método deve ser rdpido e de baixo custo.

Foram realizados testes por meio de semiautomacio, com emprego de corante
resazurina e avaliacdo do indice de inibicio do crescimento de formas promastigotas
de cepas de L. amazonensis. Simultaneamente, a avaliacio citotdxica in vitro dos com-
postos foi pesquisada com uso da linhagem celular THP-1. Como pode ser obser-
vado na Tabela 3, a atividade citotéxica dos compostos estudados sobre linhagens de
macréfagos THP-1 foi superior a 450,00 pg/mL para todas as amostras estudadas, o

que sugere auséncia de citotoxicidade.
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Tabela 3: Valores obtidos para inibicdo do crescimento (ICSO) sobre formas

promastigotas de L. amazonensis, medida da citotoxicidade sobre macréfagos THP-1

(CCSO) ap6s 72 horas e indice de seletividade (IS) calculado para os compostos

Compostos (pg/n:is)ut EPM (p;;:;:L) S

B-CD >100,00 > 450,00 > 4,50
HP-B-CD >100,00 >200,00 >2,00
FZD 6,3+0,00 > 450,00 > 71,43

Misturas fisicas
MFBFZD1:1 18,93+ 6,30 > 450,00 >23,77
MFBFZD1:2 519+0,43 > 450,00 >86,70
MFHFZD1:1 520+0,70 > 450,00 > 86,54
MFHFZD1:2 38,20+0,00 > 450,00 > 11,78
FZD:B-CD
MBFZD1:1 14,86 + 4,36 > 450,00 > 30,28
MBFZD1:2 25,01+ 0,69 > 450,00 >17,99
LBFZD1:1 17,11+ 1,57 > 450,00 > 26,30
LBFZD1:2 24,48 +0,00 > 450,00 >18,38
FZD:HP-$-CD

MHFZD1:1 48,45+0,07 > 450,00 >9,29
MHFZD1:2 2,07+0,46 > 450,00 >217,39
LHFZD1:1 17,99 + 3,62 > 450,00 > 25,01
LHFZD1:2 3,20+0,00 > 450,00 > 140,62

EPM: erro padrio da média.

Fonte: Elaboracio prépria.
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De acordo com os resultados obtidos, todas as amostras estudadas apresenta-
ram atividade leishmanicida sobre L. amazonensis quando comparadas aos controles
negativos (CDs puras). Para a f-CD e a HP-B-CD, foram necessérias concentracdes
maiores que 100,0 pg/mL para reducio da populacio de formas promastigotas de L.
amazonensis em 50 %. Por outro lado, o crescimento dessa populacio foi inibido pelo
tratamento com a FZD pura, por doses com IC_ de 6,3 pg/mL, sugerindo que as for-
mas promastigotas da linhagem estudada foram suscetiveis a acao de uma pequena
concentracio do firmaco livre. Berman e Lee (1983) testaram a atividade leishma-
nicida de diferentes agentes antimicrobianos, entre os quais a furazolidona, sobre
cepas de L. tropica. Os autores observaram que o firmaco foi capaz de eliminar 92 %
dos parasitos quando testado na concentracio de 1,0 pug/mL. Reimio, Taniwaki e
Tempone (2010) avaliaram a atividade leishmanicida da FZD contra as formas pro-
mastigotas de L. infantum, L. braziliensis, L. major e L. amazonensis, que foram susceti-
veis ao firmaco, com valores de IC, variando de 0,47 ug/mL a 0,73 pg/mL.

Para as misturas fisicas MFBFZD1:2 (complexo FZD:3-CD, 1:2) e MFHFZD1:1
(complexo FZD:HP-(3-CD, 1:1), os valores de IC, observados foram préximos ao IC_,
da FZD pura, ao contririo do observado para as demais, que apresentaram valores
superiores. Estes resultados sugerem que o firmaco contido nas amostras nio intera-
giu com as CDs. J4 para as misturas MHFZD1:2 e LHFZD1:2, os valores de IC,  foram
trés e duas vezes menores, respectivamente, que o obtido para o firmaco puro, o que
sugere que a formacio de complexo melhorou a solubilidade da FZD, favorecendo
a acdo leishmanicida. Para todas as demais amostras, os valores de IC,, foram supe-
riores a 14,86 pg/mL, sendo necessédrias doses pelo menos 2,5 vezes maiores destes
produtos para inibir o crescimento de 50 % de L. amazonensis quando comparadas a
dose do firmaco puro, indicando que a solubilidade e a permeabilidade do fAirmaco
podem ter sido alteradas negativamente.

Silva e colaboradores (2012) estudaram a atividade leishmanicida de fracées
de extratos ricos em alcaloides de espécies de plantas medicinais amazonicas através
da contagem diferencial de promastigotas usando o método do corante eritrosina B.
Os autores classificaram a atividade leishmanicida das fracdes com base nos valores
de IC_ da seguinte forma: fracdes com valores de IC, < 10 ug/mL foram classifica-
das como altamente ativas; fracdes com valores de IC, entre 10 pg/mL e 50 ug/mL

foram consideradas ativas; as fracdes moderadamente ativas apresentaram valores de
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IC, entre 50 ug/mL e 100 pg/mL; e fracdes nio ativas apresentaram valores de IC,, >
100 pg/mL. Com base nos mesmos critérios e nas mesmas condicdes testadas, pode-
mos classificar a FZD e os produtos da complexa¢io MHFZD1:2 e LHFZD1:2 como
sendo altamente ativos contra formas promastigotas de L. amazonensis.

No que diz respeito ao indice de seletividade (IS), os maiores valores calcula-
dos foram observados para os produtos MHFZD1:2 e LHFZD1:2 (217,39 e 140,62,
respectivamente). O IS reflete quantas vezes o firmaco utilizado é mais seletivo ao
parasito em relacdo as células empregadas nos ensaios de citotoxicidade, sendo que
valores de IS mais elevados indicam que o firmaco em estudo possui maior toxici-
dade para os parasitos quando comparado aos macréfagos.

Existem relatos na literatura acerca da complexacio de firmacos como estratégia
para o desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas. Balaraman e colaborado-
res (2015) prepararam CIs entre a 2-n-propilquinolina e a HP--CD e demonstra-
ram, através de métodos in vitro, que o complexo apresentou atividade leishmanicida
sobre formas amastigotas de L. donovani, com valores de IC, de 6,22 a 0,82 uM, sem
apresentar toxicidade em macréfagos. Bhattacharya e Dash (2016) avaliaram a ati-
vidade leishmanicida da piperolactama A (PL) sobre cepas de L. donovani dos tipos
selvagem e resistentes a firmacos. Extratos de PL isolados e purificados apresenta-
ram um alto nivel de atividade leishmanicida, com valores de IC,  entre 36,0 uM e
103,0 pM. Complexos PL:3-CD apresentaram aumento de dez vezes e de quatro a
dez vezes nos valores de IC,  sobre cepas resistentes a firmacos e de tipo selvagem,
respectivamente. A reducio na IC, observada para estes agentes pode ser atribuida a
diminuicio da solubilidade aparente da FZD em decorréncia da existéncia de alteracdes

na cristalinidade dos compostos, apds a complexacio com as moléculas hospedeiras.
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Métodos de preparo
e caracterizacao dos
complexos de inclusao

Intmeras técnicas de complexacdo estio descritas na literatura, e a preparacao dos
CIs se dd tanto em meio s6lido como em meio liquido. Neste tltimo, os procedimen-
tos podem ocorrer em solu¢io ou em suspensao. Alguns dos métodos descritos sao
malaxagem, atomizacido (spray drying), coevaporacio, coprecipitacio, neutraliza-
cio, liofilizacdo (freeze drying), ciclos congelamento-descongelamento e fluidizacio
supercritica (CHEIRSILP; RAKMALI, 2016). Artificios como a ioniza¢io do fairmaco,
a modificacao do pH do meio, o uso de aquecimento no processo, o emprego de cos-
solventes e o uso de polimeros soltiveis podem ser utilizados para melhorar a efi-
ciéncia da complexacio. Na escolha do método, a escala de preparo e a possibilidade
de transposicdo de escala devem ser consideradas.

A complexacdo por malaxagem é o procedimento preferido para firmacos
de solubilidade muito baixa em dgua e envolve a formacio de uma pasta, em gral
com pistilo ou em misturadores malaxadores, ap6s adicao de um liquido sobre a
mistura da CD e o fairmaco. A mistura é malaxada constantemente e uma pequena
quantidade do liquido é adicionada com a intencao de manter a consisténcia da
pasta. Ao final do processo, a pasta é secada a vicuo. O método é simples e barato,

porém pode ser demorado, nio sendo considerado o de escolha para utilizacio em
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grande escala (CHEIRSILP; RAKMAI, 2016; MARTIN DEL VALLE, 2004). J4 a lio-
filizacdo, outra técnica utilizada, ocorre em meio liquido, sendo indicada para far-
macos de maior solubilidade em 4dgua e substancias termoldbeis. Nesse método, a
CD e o firmaco devem ser dispersos na dgua, ou em mistura hidroalcéolica, sob
agitacdao. Em seguida, a mistura é liofilizada. O processo é passivel de ser utilizado
em grande escala (CHEIRSILP; RAKMAI, 2016; MARTIN DEL VALLE, 2004).
Apés a complexacio, faz-se necessario verificar o sucesso da formacio dos com-
plexos mediante o emprego de técnicas analiticas adequadas. A escolha do método
baseia-se na sensibilidade que ele tem para detectar as modificacdes das propriedades
fisico-quimicas que ocorrem apds a complexacio, tanto do firmaco como das CDs
(SINGH et al., 2010). De acordo com Takahashi, Veiga e Ferraz (2012a), vérias téc-
nicas analiticas sao necessarias para caracterizar os CIs com CDs, sendo os métodos
complementares entre si. As principais técnicas usualmente empregadas e os para-

metros avaliados em cada uma siao sumarizados no Quadro 3.
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Quadro 3: Técnicas utilizadas na caracterizacdo de complexos de inclusio

Técnica

Parametros pesquisados

Microscopia eletronica
de varredura (MEV)

Qualitativo. Avalia alteragdoes na morfologia
das particulas (amorfizagao).

Diagramas de solubilidade
de fases

Quantitativo. Analisa os efeitos da adicao do agente
complexante sobre o composto a ser solubilizado,
permitindo obter a constante de estabilidade (Kc)

e a estequiometria de formagao do complexo.

Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Qualitativo e quantitativo. Permite visualizar as
interacOes que ocorrem entre as moléculas hospedes
e as CDs, sendo capaz de diferenciar qual parte da
estrutura quimica do farmaco esta sendo complexada.

Espectroscopia no ultravioleta

Quantitativo e qualitativo. E baseado na propriedade
de as espécies absorverem determinados
comprimentos de onda da radiacao.

Modelagem molecular

Qualitativo. Analisa como se procede a formagao
dos complexos de inclusao e a orientagao
dos farmacos nas cavidades das CDs.

Analise termogravimétrica
(TG/DTG)

Quantitativo e qualitativo. Avalia a variacao da perda de
massa referente aos eventos térmicos, especialmente
desidratacao e fusao.

Calorimetria exploratoria
diferencial (DSC)

Quantitativo e qualitativo. Acompanha a variacao de entalpia
dos eventos térmicos que ocorrem naamostraemrelagac a
um material de referéncia termicamente inerte.

Espectroscopia de infravermelho
com transformada de
Fourier (FT-IR)

Qualitativo. Detecta mudangas significativas naintensidade
enaregiao dos espectrosvibracionais dos grupos funcionais
das moléculas envolvidas na complexacao.

Difragao de raios X (DRX)

Qualitativo. Compara os difratogramas das substancias
puras e do complexo formado, em que o difratograma do
complexo formado é claramente diferente dos componentes
individuais.

Espectroscopia Raman

Qualitativo e quantitativo. Detecta mudangas significativas
nas vibragoes simetricas, nos grupos nao polares e
nas bandas homoatomicas. Realiza caracterizacao
espectroscopica da cristalinidade.

Fonte: Lyra e colaboradores (2012).
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Entre os inimeros métodos disponiveis para avaliacdo do sucesso da comple-
xacdo, foram escolhidos aqueles baseados na modificacio das propriedades térmicas
e na cristalinidade dos compostos formados, a saber: DSC, TG/DTG, DRX, RMN de
carbono no estado sélido e espectrometria Raman.

As termoanailises envolvem um grupo de técnicas nas quais uma ou mais pro-
priedades fisicas de dado material podem ser medidas em funcio da temperatura e/
ou do tempo, enquanto é submetido a um programa controlado de temperatura. As
técnicas termoanaliticas mais empregadas para estudar a complexaciao com CDs sdo
aDSC, a TG, a DTG e a andlise térmica diferencial (DTA) (GIORDANO; NOVAK;
MOYANO, 2001; SINGH et al., 2010; TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012a).

A DSC é considerada uma técnica confidvel para investigar o processo de com-
plexacio, pois possui sensibilidade para detectar alteracdes nos perfis termoanaliticos
das amostras. Com os eventos endotérmicos de desidratacio e a molécula héspede
em forma cristalina, o pico correspondente ao ponto de fusio torna-se bem definido.
Quando ocorre a formacio de complexo, espera-se que o pico de fusio desapareca,
mude ou se amplie, devido a perda da cristalinidade causada pelo encapsulamento.
Pela anilise de DSC, pode-se obter temperatura maxima (Tpeak), variag¢do de entalpia
(AH) e temperatura de transicio (T e T_ ) - ferramentas tteis para comparacio
entre o complexo e os materiais de partida (GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001).

A TG relaciona a variacio da massa da amostra em funcdo da temperatura, sob
determinadas condicdes atmosféricas, originando curvas que fornecem informacdes
relativas & composicio e estabilidade térmica da amostra, de produtos intermedidrios
e de residuos formados durante transformacdes fisicas (evaporacio, condensacio ou
sublimacio) ou quimicas (decomposicio ou oxidacido). As inflexdes observadas nas
curvas sdo dependentes da estrutura e da extensdo das forcas de interacio existentes
nos componentes do material e podem ser observadas mediante a formag¢io de ombros
ou degraus. A DTG é a primeira derivada da curva da TG. Na DTG, os ombros corres-
pondentes as variacdes de massa da curva TG sdo substituidos por picos que determi-
nam 4areas proporcionais as variacdes de massa. A partir da altura do pico, a qualquer
temperatura, é possivel obter a variacao de massa e as temperaturas corresponden-
tes ao inicio e ao final da reacio com maior precisdo, o que é especialmente util em
eventos que envolvem sobreposicio de reacdes. Ja a DTA é a técnica pela qual a dife-

renca de temperatura entre a substancia e o material de referéncia (termicamente
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estdvel) é medida em funcio da temperatura. As curvas DTA representam os regis-
tros de AT em funcio da temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os eventos
aparecem na forma de picos (GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001).

Além das técnicas baseadas na alteracio das propriedades térmicas, méto-
dos baseados na modificacio da cristalinidade dos compostos também se mostram
Uteis para a comprovacio da formacio de complexos. Moléculas que apresentam
diferentes formas cristalinas possuem, também, diferentes propriedades fisico-
-quimicas, entre elas a solubilidade com consequente modificacao da biodisponi-
bilidade (AGUIAR; GEMAL; SAN GIL, 1999). A DRX é um método cristalogrifico
rapido e facil que permite a verificacdo da complexacio mediante a detec¢do de
alteracdo na estrutura cristalina do complexo (RAOOV; MOHAMAD; ABAS, 2014).
As CDs, em seu estado cristalino, formam ligacoes de hidrogénio intra e inter-
moleculares que estabilizam a conformacio da molécula e sua estrutura, gerando
difratogramas bem definidos. Se ocorrer complexacio, a cristalinidade das parti-
culas é reduzida, com alteracdes nos perfis de difracio da amostra (ABARCA et al.,
2016). Assim, diminuicio da cristalinidade do material e amorfizacio dos com-
postos é um forte indicio de sucesso da complexacdo. Na interpretacio da técnica,
notam-se os tipos e tamanhos dos picos formados na andlise das matérias-pri-
mas, dos complexos e das misturas fisicas. Picos estreitos e de tamanho reduzido,
sem definicdo, sdo caracteristicos de material amorfo, podendo ser indicativo da
ocorréncia de complexaciao. Ainda, uma diminui¢io nos picos pode representar
a ocorréncia de complexacio parcial, ji que indica a presenca de material de par-
tida nao complexado que permaneceu na forma cristalina. Quando os difratogra-
mas das misturas fisicas sio comparados com os dos complexos e dos materiais
de partida, observa-se, geralmente, a sobreposicio de picos do héspede e do hos-
pedeiro (TAKAHASHI; VEIGA; FERRAZ, 2012b).

A espectroscopia de RMN ¢é uma das mais uteis técnicas para estudar intera-
¢des de CDs com hospedeiros. Diferentes técnicas de RMN sdo usadas para carac-
terizacao de Cls e envolvem desde técnicas simples, como espectros de RMN de
hidrogénio (HRMN), até experimentos mais sofisticados, como a espectrosco-
pia ordenada por difusdo (DOSY), a espectroscopia rotativa por efeito overhauser
(ROESY) e a RMN de "*C no estado sélido através de CP/MAS (PESSINE; CAL-
DERINE; ALEXANDRINO, 2012).
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Informacdes estruturais sobre CIs podem ser obtidas usando RMN de *C no
estado s6lido (VOGT; STROHMEIER, 2012). A técnica fornece informacdes acerca da
organizacdao molecular a curta distancia das moléculas héspede e hospedeira, a par-
tir da determinacio das diferencas existentes nos desvios quimicos e modificacdes
dos compostos livres comparados com os complexos (GUNTER, 1994). No entanto,
é preciso ter cuidado nesta andlise, uma vez que esse fendmeno também pode ser
visualizado em outras situacdes que levam a amorfizacio das amostras, como na lio-
filizacio (PESSINE; CALDERINE; ALEXANDRINO, 2012). Além disso, os picos com
RMN de "*C no estado sélido sao dificeis de observar devido a forte sobreposicio.
Para contornar tais problemas, uma célula contendo a amostra é rotacionada em
torno do angulo mégico para fazer desaparecer a anisotropia de deslocamento qui-
mico. Assim, quando combinada a técnica com a CP, é possivel estreitar as linhas de
ressonancia e obter espectros CP/MAS de alta resolucio (GUNTER, 1994).

A espectroscopia Raman é uma técnica de identificacio derivada de um pro-
cesso de espalhamento de luz que permite informacdes quimicas e caracterizacio
espectroscépica de cristalinidade. E uma técnica valiosa na identificacio de forma-
¢do de CIs utilizando CDs como complexante pelo siléncio da molécula de CD, que
ndo apresenta qualquer sobreposicio nos padroes espectrais. Dessa forma, é possi-
vel realizar uma melhor comparacio entre o fairmaco livre e o complexo de inclu-
sdo (VAJNA et al., 2011).

Tendo como base todas as técnicas utilizadas no preparo e caracterizacio de
Cls, é possivel observar que houve indicios da existéncia de intera¢cdes nos produtos
LBFZD1:2, MHFZD1:1, MHFZD1:2, LHFZD1:1 e LHFZD1:2. Pela avaliacdo das ima-
gens de MEV, pode-se notar a presenca de cristais de FZD nas amostras MBFZD1:1
e MBFZD1:2 e, para todas as demais, é possivel observar perda da estrutura cristalina
da FZD e da -CD, alteracdes da morfologia das particulas da HP-3-CD e formacio
de aglomerados, o que é indicativo da existéncia de interacdes entre as molécu-
las héspede e hospedeira. A partir dos dados de DRX, pode-se inferir que a maior
reducio da cristalinidade foi observada para as amostras LBFZD1:2, MHFZD1:2,
LHFZD1:1 e LHFZD1:2, em concordincia com os achados pelas técnicas de DSC e
TG/DTG. Por outro lado, a anélise dos espectros Raman indica a existéncia de amor-
fizacao para as amostras MHFZD1:2, LHFZD1:1 e LHFZD1:2, sendo as alteracoes

mais significativas observadas neste dltimo produto. Por fim, dados do RMN de *C
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no estado sélido sugerem a ocorréncia de interacdes efetivas nas amostras dos pro-
dutos LBFZD1:2 e LHFZD1:2.

Portanto, pode-se confirmar a formacido de complexos para os produtos
LBFZD1:2 e LHFZD1:2, havendo, nas demais amostras, a ocorréncia de interacoes
entre as moléculas hospede e hospedeira e, possivelmente, a existéncia de uma mis-
tura de materiais de partida com seus produtos de associacao.

Haé formacio de tipos de associacdes entre firmacos e CDs denominadas “nao
complexas”. Nelas sdo estabelecidas, entre as moléculas hospede e hospedeira, inte-
racoes fora da cavidade das CDs, especialmente mediante ligacdes de hidrogénio.
Ainda, em solucdes aquosas, as CDs podem formar agregados ou agregados micela-
res, contribuindo para os processos de solubilidade e permeabilidade de compostos
fracamente soltiveis em dgua. Entre as agregacdes tipo micela entre diferentes tipos
de CDs (y-CD, HP-B-CD e HP-y-CD) e firmacos estdo a hidrocortisona e a dexame-
tasona, com aumento da solubilidade do firmaco (LOFTSSON; MASSON; SIGURDS-
SON, 2002; JANSOOK; KURKOV; LOFTSSON, 2010). As associa¢des nio complexas
ou agregadas podem apresentar, além de solubilidade alterada, quando comparada a
do farmaco puro, atividade biolégica significante (GARCIA; MARTINS; PONS, 2012).
Martins e colaboradores (2009) obtiveram produtos de associacio entre a f-CD e o
AntM e, ap6s pesquisa da existéncia de interacdes entre as moléculas, os autores con-
firmaram a formacao de agregados entre a 3-CD e o firmaco na razao molar 1:1. Ao
contrario dos firmacos comumente usados em associacdo com 3-CD, o meglumina
é altamente soltvel em 4gua (solubilidade > 300 mg/mL). Garcia, Martins e Pons
(2012) investigaram as interacdes moleculares entre a f-CD ou a HP-3-CD e a ribo-
flavina. Eles avaliaram o potencial anticancerigeno dos compostos obtidos por liofi-
lizagdo nas razdes molares 1:1. Segundo os autores, ndo foram detectadas interacdes
entre a riboflavina e a cavidade das CDs, mas as associacdes nio complexas apresen-
taram maior solubilidade e atividade anticancerigena sobre linhagens de células PC3.

A anilise conjunta dos resultados de DSC, TG/DTG, DRX, MEV, espectrosco-
pia Raman e RMN de "*C no estado sé6lido sugere o sucesso na formacao de comple-
x0s a partir do uso da -CD (LBCD1:2) e da HP-f-CD (LHFZD1:2), ambas preparadas
por liofilizacdo e na razdo molar 1:2. Para as demais amostras, as técnicas de ané-
lise evidenciaram a ocorréncia de modificacdes nos espectros, o que sugere a exis-

téncia de interacdes entre a FZD e as CDs com formacio de agregados do tipo ndo
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complexos. Pelas técnicas de andlises térmicas, foram notados deslocamentos nas
temperaturas de deteccio da desidratacio, da fusio do firmaco e da termodecompo-
sicdo das moléculas de partida. Alteracoes na cristalinidade foram confirmadas pelos
demais métodos. Os resultados encontrados nos ensaios da atividade leishmanicida
comprovam que tanto o firmaco livre quanto os produtos de complexacio propos-
tos apresentaram atividade contra formas promastigotas de L. amazonensis, sendo os
produtos MHFZD1:2 e LHFZD1:2 os candidatos mais promissores para o uso preten-
dido, uma vez que apresentaram os menores valores de IC, . Para todos os demais,
apesar da existéncia de atividade leishmanicida e da nao toxicidade, os valores de
IC, foram maiores que o observado para o firmaco puro. Assim, pode-se concluir
que a formacio de complexos e agregados entre a FZD e CDs de interesse farmacéu-
tico é uma estratégia promissora para o desenvolvimento de medicamentos anti-

leishmania para uso veterinario.
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colorretal, desenvolvimento de sistemas baseados em polimeros e desenvolvimento

de produtos de uso veterindrio.
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INDICE REMISSIVO

Simbolos

B-CD, ver p-ciclodextrina

B-ciclodextrina 15, 25, 26, 27-30, 39, 40,
41-44,47-51, 52, 54, 58, 65, 70, 72-76,
80-81, 88, 89

A
antimoniato de meglumina 28, 29, 40, 89

AntM, ver antimoniato de meglumina

B
biodisponibilidade 14, 15, 21, 23, 24, 25, 29,
33, 36, 37, 40, 87

C

calorimetria exploratéria diferencial

37,41-47, 85

15, 36,

CI, ver complexo de inclusdo
complexo de inclusdo 15, 23-26, 29, 35, 83,

85, 88

cristalinidade 36, 37, 57, 60, 66, 72, 82, 85,

86, 87, 88, 90

D

difracao de raios X
88, 89

DRX, wverdifracdo de raios X

15,37, 57-63, 85, 86, 87,

DSC, wver calorimetria exploratéria diferencial

E

espectroscopia Raman 15, 37, 65-70, 85, 86,
88, 89

F

furazolidona 14, 15,18, 19-22, 24, 35-37,

39-40, 41,42, 47, 49, 50, 58, 59, 60, 65,
66,70,72-73,75,77, 80, 81, 82, 88,
89,90

FZD, ver furazolidona
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hidroxipropil-3-ciclodextrina 15, 31-33, solubilidade

36,37, 39, 41, 44-46, 47, 48-51, 53-55,
58-60, 62-63, 65, 66,72,73,76,77, 80,
81,82, 88

HP-B-CD, ver hidroxipropil-f3-ciclodextrina

L

LCC, verleishmaniose cutdnea canina

Leishmania amazonensis 13, 15,18, 21, 22,
28, 35, 37,40, 79, 80, 81, 82,90

leishmaniose cutdnea canina 13, 17-18, 22,
35

liofilizacdo 15, 22, 28, 29, 39, 40, 42, 44, 45,
46, 52,55, 59, 60, 63, 66, 68, 69, 83,
84, 88, 89

M

malaxagem 15, 22, 39, 40, 42, 43, 45, 46, 52,
55, 58, 59, 60, 63, 66, 68, 69, 83

MEV, ver microscopia eletronica de
varredura

microscopia eletronica de varredura  57-63,

70, 85

R
ressonancia magnética nuclear 15, 37,
71-77, 85, 86, 87, 88, 89

RMN, ver ressonancia magnética nuclear
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29, 31, 32, 33, 36, 37, 40, 57, 63, 81,
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A leishmaniose cuténea canina ¢
considerada uma antropozoonose.
Ainda nao existe farmacoterapia dis-
ponivel, no Brasil, para o tratamento
dela. Porém, a atividade leishma-
nicida da furazolidona vem sendo
apontada. O farmaco nao é utilizado
no tratamento em humanos, porem
relatos cientificos apontam a furazo-
lidona como um quimioterapico com
boa atividade leishmanicida. Contu-
do, problemas de toxicidade animal
também foram indicados, sugerindo
uma baixa solubilidade e altas doses
requeridas nos tratamentos. Entre
inimeras alternativas farmacotéc-
nicas disponiveis, a formacao de
complexos de inclusédo com ciclo-
dextrinas merece destaque. Aléem de
melhorar a solubilidade e a biodispo-
nibilidade das moléculas héspedes, a
formacao de complexos de inclusao
pode aumentar a estabilidade e fa-
vorecer o mascaramento do sabor
dos farmacos. Este livro é destinado
principalmente a estudantes e pro-
fissionais de Farmacia, Medicina Ve-
terinaria, Zootecnia e Parasitologia.

Suzana Gongalves Carvalho ¢é ca-
pixaba, graduada em Farmacia e
mestra em Ciéncias Veterinarias
pela Ufes. Doutora em Ciéncias Far-
macéuticas pela Unesp com periodo
sanduiche pelo i3S, da Universidade
do Porto (Portugal). Conquistou pre-
miacdes e mencdes honrosas em
congressos regionais, nacionais e
internacionais. Primeira colocada no
Prémio Ufes de Teses e Dissertagoes
(Edicdo 2021/2022) na area de Cién-
cias Agrarias. Tem experiéncia em
desenvolvimento de produtos de uso
veterinario.



Este livro foi vencedor do 12 Prémio Ufes de Teses e Dissertagoes, como o melhor

trabalho da Grande Area Ciéncias Agrarias defendido no quadriénio 2017-2020.

A busca por alternativas farmacéuticas para tratar a leishmaniose cuta-
nea canina tem sido objeto de inUmeras pesquisas. Neste cenario, a ati-
vidade leishmanicida da furazolidona vem sendo estudada por diversos
pesquisadores e, uma vez que o fa&rmaco nao é utilizado no tratamento
das leishmanioses no homem, o uso para o tratamento da leishmaniose
cutédnea em caes pode ser considerado, ja que ainda nao existe farmaco-
terapia disponivel no Brasil paraisso.

Este livro contém o relato de um estudo desenvolvido durante o projeto
de mestrado. Vencedora do Prémio Ufes de Teses e Dissertagoes (Edicao
2021/2022) na drea de Ciéncias Agrarias, a dissertacao de mestrado também
ganhou premiacao no 22" International Symposium on Microencapsulation,
e a autora foi convidada a publicar na revista Drug Delivery and Translational
Research.
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