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RESUMO

BATISTA, L. F. Caracterizacdo de nanoparticulas de Acetato de Carvacrila com
aplicacdo Esquistossomicida. Monografia (Trabalho de Concluséo de Curso) -
Departamento de Engenharia de Materiais e Manufatura, Escola de Engenharia de Sao Carlos
— Universidade de S&o Paulo, 2016.

A esquistossomose é causada por vermes do género Schistosoma e se tornou uma das
piores doengas negligenciadas nos dias de hoje, afetando mais de 240 milhGes de pessoas em
areas endémicas. Em escala mundial, o tratamento e controle da esquistossomose sao,
atualmente, feitos através de uma unica droga, o praziquantel, o qual esta no mercado ha mais
de trés décadas. Devido ao uso monoterapico desse medicamento, realizado continuamente
durante este tempo, casos de resisténcia a droga foram avaliadas e, por esta razdo, novas
guimioterapias sdo urgentemente necessarias. A Carvacrila € um composto presente em 06leos
essenciais extraidos a partir de diversas espécies de plantas medicinais e aromaéticas, a qual
tem sido comumente empregada como aditivo e alimento na industria. Nos ultimos anos, as
suas multiplas fungdes foram estudadas em diferentes campos e a Carvacrila mostrou ter
diversas propriedades medicinais, inclusive contra o verme parasita Schistosma mansoni,
causador da esquistossomose. No entanto, sua administracdo como farmaco ainda é inviavel,
uma vez que a Carvacrila é um composto insoltvel, fator que limita sua absor¢éo pelo corpo-
humano. Um modo de aumentar/modificar a solubilidade desse ativo, e por consequéncia sua
biodisponibilidade, é através da formacdo de complexos de inclusédo, sistemas que viabilizam
formas de liberacdo controlada capazes de aperfeicoar a farmacocinética e dosagem de
substancias, ap6s serem administradas ao paciente. O trabalho proposto visou o estudo e
caracterizacgdo fisico-quimica da Carvacrila dentro e fora de complexos de inclusdo, de modo
que os resultados obtidos possam auxiliar no estabelecimento das relacGes estrutura-atividade

destes compostos para o tratamento da ESQUiStOSSOYT]OSE.

Palavras-chave: Carvacrila; Esquistossomose; Complexos de inclusdo; Caracterizacdo

estrutural.



ABSTRACT

BATISTA, L. F. Chracterization of carvacryl acetate nanoparticles with
Schistosomicidal application. Bachelor Thesis - Departamento de Engenharia de Materiais e

Manufatura, Escola de Engenharia de Sdo Carlos — Universidade de Séo Paulo, 2016.

Schistosomiasis is caused by worms of genus Schistosoma which has become the most
fatal verminose worldwide, affecting more than 240 million people in endemic regions. On a
worldwide scale, Schistosomiasis treatment and control are, currently, dependent upon a
single drug, praziquantel, which is on the market for over three decades. Due to its continuous
use in monotherapy, conducted throughout this time, cases of drug resistance were evaluated
and, therefore, new chemotherapies are urgently needed. Carvacrol is a substance present in
essential oils from several species of medicinal and aromatic plants, which has been widely
used both as a food or food additive in the food industry for long time. In recent years, its
multiple functions were well studied in different fields showing several biological activities,
including against the Schistosoma mansoni parasite, the causative agent of schistosomiasis.
However, Carvacrol is an insoluble compound, making its use unfeasible as a drug. One way
to increase the bioavailability of these drugs is to encapsulate their compounds in controlled
release forms, such as cyclodextrin nanoparticles, capable of improve the pharmacocinetics
and dosage of substances. The proposed work aims to study and characterize the
physicochemical properties of Carvacrol and inclusion complexes systems formed by
Carvacryl Acetate and Beta-Cyclodextrin, in order to establish the structure-activity

relationships of these compounds in the treatment of Schistosomiasis.

Key-words: Carvacryl; Schistossomiasis; Inclusion Complexes; Structural Chracterization.
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1. Esquistossomose: Introducéo

O presente capitulo tem como objetivo contextualizar o trabalho, tratando da problematica
mundial referente a Esquistossomose, uma doenca tropical negligenciada, a qual esta presente
principalmente em paises com baixo indice de desenvolvimento. Sua Unica forma terapéutica
disponivel no mercado mundial nos dias de hoje é abordada de forma a ressaltar a urgéncia
pelo desenvolvimento de novas drogas com o mesmo fim. Por ultimo, sdo discutidas as
oportunidades para o tratamento de situacGes patoldgicas como a Esquistossomose, a partir da
projecdo de novos sistemas de liberacdo de farmacos desenvolvidos a partir de produtos

naturais.

1.1.  Aspectos epidemioldgicos

Inserida no contexto das Doencas Tropicais Negligenciadas, a esquistossomose é a
segunda doenga com o0 maior numero de pessoas infectadas ou em risco, perdendo apenas
para a Maléria (STEINMANN et al., 2006). De acordo com dados da Organizacdo Mundial da
Saude, a esquistossomose ainda € um problema de salude publica em vérias partes do mundo,
a qual, no ano de 2013, foi reportada presente em 78 paises, como Brasil, China, paises do
Oriente Médio e, principalmente, do continente africano, onde 91% de sua populacdo se
encontram sob o risco de contrair a doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Hoje em dia, a esquistossomose tem prioridade baixa nas agdes estaduais e federais de
salde publica, estando intimamente associada a pobreza, uma vez que os mais afetados sdo
pessoas com condicBes de vida vulneraveis, com baixo nivel de escolaridade e renda, que
vivem em zonas remotas, rurais, favelas ou em zonas de conflito (CHOFFNES et al., 2011). A
doenca afeta negativamente o desempenho escolar e a debilitacdo causada pela infeccdo nédo
tratada prejudica o desenvolvimento social e econdmico das areas fortemente afetadas
(WEISBROD, 1973; NOKES etal., 1999; STEINMANN et al., 2006; TANNER, 1989).

1.2. Contaminacao

A infeccdo no homem pode ser causada por seis especies do verme achatado do grupo dos
trematodeos do género Schistosoma. Dessas seis espécies, apenas 0 S. mansoni existe no
Brasil, o qual foi introduzido pelo comércio de escravos africanos no continente americano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O parasita apresenta como hospedeiro intermediério o
caramujo de agua doce do género Biomphalaria e como hospedeiro definitivo o homem,

possuindo diferentes estagios de desenvolvimento durante seu ciclo de vida, sendo 0s



esquistossdmulos, cercarias, esporocistos, miracidios, ovos e vermes adultos, cada um com
caracteristicas peculiares (SOUZA, 2011). A doenca pode evoluir de formas assintomaticas

até formas clinicas extremamente graves (ASH; ORIHEL, 1997).

Em seu ciclo biologico, Figura 1, o verme alterna fases assexuadas e sexuadas de
reproducdo. No homem, o S. mansoni vive dentro do sistema mesentérico na sua forma adulta
e sexuada, onde macho e fémea copulam, ocorrendo a fecundagdo da fémea. Neste estagio, as
fémeas fecundadas, isoladas ou acopladas ao macho, migram pela corrente sanguinea e
iniciam a postura dos ovos na parede intestinal. Esses ovos levam de seis a sete dias para se
tornarem maduros e, entdo, chegarem a luz intestinal. Os ovos que atingem esse estagio sdo
liberados do corpo juntamente com o bolo fecal. Ao cairem na agua, o miracidio é entdo
liberado e este, por sua vez, penetra nos moluscos do género Biomphalaria, os hospedeiros
intermediarios, continuando seu desenvolvimento. No caramujo, o miracidio se transforma em
esporocistos, que ddo origem a numerosas larvas — as cercarias — por reproducdo assexuada.
Essas larvas saem do molusco através de seu tegumento e sdo liberadas na dgua, completando
o ciclo no hospedeiro intermediario que leva de trés a cinco semanas (CUNHA, 1970). Ao
ficarem livres, elas nadam até serem atraidas pelo hospedeiro definitivo, o homem,
penetrando-o através da pele, quando em contato com meios contaminados, ou das mucosas,
quando a agua infectada é ingerida. As larvas que adentram o corpo humano sdo denominadas
equistossomulos, os quais, por via sanguinea, sdo levadas passivamente para o coracdo,
pulmdo, até alcancarem as alcas intestinais. L& se desenvolvem, reproduzem e depositam

ovos, que sao liberados pelas fezes, 40 dias apds a infec¢do do hospedeiro definitivo.
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Figura 1 - Ciclo de vida do S. mansoni (SOUZA, 2011)

A sintomatologia clinica da doenca depende do seu estagio de evolu¢do no homem. A fase
aguda pode ser assintomatica ou apresentar-se como dermatite cercariana caracterizada por
micropapulas eritematosas e pruriginosas. Na fase crénica, geralmente sintomatica, episddios
de diarréia podem alternar-se com periodos de prisdo de ventre. A doenca também pode
evoluir para um quadro mais grave, com o0 aumento do figado (hepatomegalia) e cirrose,
aumento do baco (esplenomegalia), hemorragias provocadas pelo rompimento das veias do
esdfago e ascite, isto é, dilatacdo abdominal por escape de plasma sanguineo. Estes parasitas
podem viver por anos ou mesmo décadas em hospedeiros humanos e, portanto, a doenca
ocorre em um curso cronico e debilitante (COLLEY et al., 2014; COLLEY; SECOR, 2014).



1.3. Tratamento e método terapéutico disponivel no mercado para controle da
doenca

Atualmente, o tratamento e controle da Esquistossomose no mundo dependem unicamente
de uma droga, o Praziquantel (PZQ), também conhecido como (RS)-2-(ciclo-hexilcarbonil)-
1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino-[2,1-a]-isoquinolina-4-ona (Figura 2). O medicamento
é um po cristalino estavel em condigdes normais de temperatura e armazenamento, sem cor e
cheiro e de sabor amargo -caracteristico (CAFFREY, 2007; DOENHOFF; CIOLI;
UTZINGER, 2008; DOENHOFF; PICA-MATTOCCIA, 2006), o qual foi introduzido na
pratica clinica hd mais de 30 anos (SECOR; COLLEY, 2005). O PZQ €é comumente
encontrado como uma mistura racémica 1:1 de enantiomeros R e S, no entanto somente o
enantibmero R é ativo contra o parasita causador da esquistossomose (CIOLI, 1998;
FENWICK et al.,, 2003; GREENBERG, 2005; XIAO et al., 1999). A quiralidade
caracteristica da molécula de PZQ pode ser visualizada através da Figura 2, que apresenta o

carbono assimétrico demarcado por "*".

Figura 2 - Representacdo esquematica da molécula do PZQ

O mecanismo de acdo do PZQ ainda ndo é totalmente esclarecido, porém sabe-se que a
droga interrompe a homeostase do Ca?* no tegumento dos vermes adultos, causando espasmos
e paralisia muscular ap6s alguns minutos de exposi¢cdo ao medicamento (CIOLI, 1998;
GREENBERG, 2005).

Os fatores que contribuiram para a utilidade e o longo uso do PZQ até entdo se sustentam
no fato das suas boas propriedades farmacologicas e sua eficacia ap0s uma Unica
administracdo de aproximadamente 40-60 mg/kg, a qual é suficiente para atingir taxas de cura
de 60 a 90% (CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003), facilitando a administragcdo e adesdo ao
tratamento pelos pacientes, especialmente quando séo criangas (ABDULLA et al., 2009). O
medicamento também apresenta auséncia de toxicidade e um substancial custo reduzido
(CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003; FENWICK; WEBSTER, 2006; HAGAN et al., 2004),



no entanto, muitas desvantagens em relagdo ao seu uso monoterapico vém sendo avaliadas.
Especialistas vém investigando evidéncias relacionadas ao fato do PZQ apresentar apenas um
pequeno impacto sobre a reducdo da transmissao da doenca, além de um perigo relacionado
ao desenvolvimento de resisténcia a droga em grande escala (BERGQUIST; UTZINGER,;
MCMANUS, 2008; DOENHOFF et al., 2008; MCMANUS; LOUKAS, 2008). Além disso,
o farmaco ndo é ativo sobre todas as formas do parasita, devido as diferencas fisioldgicas e
morfologicas significativas durante o ciclo de vida do verme (KEATING; WILSON;
SKELLY, 2006; SHUHUA et al., 2000; XIAO et al., 2002), e, por causa disso, ha a
ocorréncia de muitos casos de prevaléncia da doenca nas pessoas infectadas, dentro de um
periodo de 6 a 8 meses, mesmo apds a quimioterapia com o PZQ.

Enquanto o PZQ € ativo contra todas as espécies do parasita da esquistossomose que
contaminam o homem, existem outras drogas limitadas ao tratamento da doenca, quando a
contaminagdo acontece por meio de uma espécie do verme em particular (ABDUL-GHANI et
al., 2009). E o caso do Oxamnique, um derivado da tetra-hidroquinolina langado no final dos
nucléico no parasita. (PICA-MATTOCCIA; CIOLI; ARCHER, 1989). O Oxamnique
apresenta atividade contra a espécie S. mansoni e, por esta razdo, € a principal droga escolhida
para controle da esquistossomose no Brasil (ABDUL-GHANI et al., 2009; FENWICK et al.,
2003). Assim como para 0 PZQ, casos de resisténcia ao Oxamnique também vem sendo
avaliados (KATZ et al., 1973; PICA-MATTOCCIA et al., 1989; PICA-MATTOCCIA et al.,
1993), e novos estudos tém sido solicitados e conduzidos, principalmente na América Latina
(ABDUL-GHANI et al., 2009), onde a droga é extensivamente administrada.

No contexto mundial, a dependéncia de poucos medicamentos para tratar uma populagao
de mais de 60 milhGes de pessoas infectadas e mais de 250 milhdes de pessoas ao longo de
trés continentes sob risco de contrair a doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016)
aparenta ser uma situacdo particularmente perigosa, considerando que casos de resisténcia a
droga ja vem acontecendo. Neste sentido, os esforcos para o tratamento efetivo da
esquistossomose devem abordar a implementacdo de medidas que busquem contornar as
desvantagens relacionadas ao uso monoterapico do PZQ. A mais promissora dessas medidas
se baseia no desenvolvimento de drogas alternativas para o tratamento e prevencdo da

esquistossomose, eficazes contra as diferentes formas do parasita causador da doenca.



1.4.  Desenvolvimento de novas drogas

A existéncia de poucas drogas disponiveis comercialmente para o tratamento e controle da
esquistossomose € claramente uma situacdo alarmante, uma vez que evidéncias da
insusceptibilidade e resisténcia a esses medicamentos ja existem (COUTO et al., 2011;
FALLON; DOENHOFF, 1994; FALLON et al., 1995; FENWICK et al., 2003; ISMAIL et
al.,, 1996; ISMAIL et al., 1994; KATZ et al.,, 1973; MELMAN et al., 2009; PICA-
MATTOCCIA et al.,, 1989; PICA-MATTOCCIA et al., 1993). A necessidade de novas
drogas esquistossomicidas € bastante evidente, e exige urgéncia, uma vez que a descoberta e 0
desenvolvimento de novos farmacos € um processo de duracdo imprevisivel, mas certamente

mensuravel em varios anos.

A este respeito, muitos centros de investigacdo cientifica ao redor do mundo estdo
explorando plantas medicinais, devido a crenca global de sua eficacia no tratamento de
doencas infecciosas, principalmente em regides onde os casos acontecem de forma endémica
(ALLEGRETTI et al., 2012; KAYSER; KIDERLEN; CROFT, 2003; MORAES, 2012;
NEWMAN; CRAGG, 2012). Esses produtos naturais (PNs) apresentam estrutura diversa e
servem como uma fonte valiosa para novos scaffolds moleculares no desenvolvimento de
farmacos. O termo “scaffold molecular” se refere ao nucleo estrutural principal da molécula
(SCHUFFENHAUER; VARIN, 2011). Cerca de 65% das drogas aprovadas séo classificadas
como PNs ou s&o inspiradas por um PN (NEWMAN; CRAGG, 2012). Dessa forma, acredita-
se que os PNs apresentem caracteristicas vantajosas no desenvolvimento de novas classes de
drogas esquistossomicidas devido a sua melhor, e bem documentada, cobertura quimica em
relacdo aos compostos sintéticos (BOHLIN et al., 2010; HARVEY, 2008; HARVEY et al.,
2010).

Dentre esses produtos naturais, extratos, 6leos e compostos com diferentes grupos
qguimicos de varias plantas ja foram testados e comprovados em relacdo a potencial atividade
terapéutica contra a infeccdo pelo Schistosoma, incluindo derivados da Artemisinina e
diferentes tipos de terpendides e alcaldides (NEVES; ANDRADE; CRAVO, 2015). No
entanto, devido ao fato de a esquistossomose ser uma doenca negligenciada, poucos estudos
tem focado no isolamento, caracterizacdo e avaliacdo, visando relacionar esses resultados a
estrutura-atividade desses compostos e a sua administragdo como farmaco. Neste sentido, o
trabalho aqui apresentado pretende contribuir e acelerar as estratégias para o desenvolvimento
de novos farmacos naturais com acdo contra o parasita da esquistossomose, através do

entendimento de suas caracteristicas quimicas e fisicas principais.



O estudo foi desenvolvido junto ao grupo de pesquisa liderado pela Dra. Ana Carolina
Mafud e coordenado pela Profa. Dra. Yvonne Primerano Mascarenhas possui longa
experiéncia com o uso da metodologia indicada para analise de dados de difracao de raios-X,
além de trabalhos ja publicados referentes a caracterizacdo de drogas esquistossomicidas

(CARDOSO et al., 2014; CARVALHO et al., 2014; GUIMARAES et al., 2015).



2. Revisdo Bibliografica

As caracteristicas da Carvacrila, composto estudado no presente trabalho, ja contidas em
bibliografias disponiveis, e as formas viaveis para sua aplicacdo, como a encapsulacdo em
nanoparticulas formando complexos de incluséo, séo apresentadas no presente capitulo. Além
disso, os principais referenciais tedricos sobre os métodos de caracterizagdo de compostos
organicos e nanoparticulas sdo revisados de forma a demonstrar a importancia do estudo de
novos compostos, por meio de diferentes técnicas de analise, no desenvolvimento de

farmacos.

2.1. Carvacrila

A Carvacrila é um monoterpeno fenolico presente em OGleos essenciais extraidos a
partir de varias espécies de plantas medicinais e aromaticas, como o orégano, o tomilho e a
bergamota selvagem, e tem sido largamente utilizada como aditivo ou até mesmo como
alimento na inddstria alimenticia por muito tempo. De nome quimico 5-isopropil-2-metilfenol
e formula molecular C10H140, representada na Figura 3, o composto apresenta densidade de
0,976 g¢g/mL e solubilidade em etanol, éter e acetona (PUBCHEM COMPOUND
DATABASE, 2016).

Nos Ultimos anos, as suas multiplas funcbes foram estudadas em diferentes campos
(BASER, 2008). A Carvacrila mostrou vérias atividades biologicas como antioxidante
(ANTHONY; DEOLU-SOBOGUN; SALEH, 2012; CLEFF et al., 2010; SOKOVIC et al.,
2010), antiviral (LAI et al., 2012), bactericida, fungicida (AHMAD et al., 2011), e também
propriedades inseticidas (CETIN; YANIKOGLU, 2006; TANG; CHEN; WANG, 2011) e
acaricidas (COSKUN et al., 2008). Além disso, este composto tem demonstrado possuir
atividades anti-protozodarios contra os parasitas Giardialamblia (MACHADO et al., 2010),
Leishmaniachagasi e Trypanosoma cruzi (ESCOBAR et al., 2010). No entanto, embora a
carvacrila seja amplamente utilizada e bem conhecida por suas propriedades medicinais, este

produto natural tem sido pouco investigado por seu potencial anti-helmintico (BASER, 2008).

CHs;

H
HsC O

CHs

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura molecular da Carvacrila



A atividade da Carvacrila em vermes adultos de Schistosoma mansoni j& foi comprovada
em trabalhos anteriores (DE MORAES et al., 2013), porém, este composto é insoltvel, o que
diminui sua biodisponibilidade e dificulta sua administracdo como farmaco. Visando superar
tais limitacOes, estratégias envolvendo o desenvolvimento de sistemas de transporte
adequados, como a encapsulagédo da carvacrila em compostos em complexos de inclusdo de
dimensBGes nanométricos, vem sendo estudadas (QUELHAS, 2012). Deste modo, 0 seu
destino ndo é determinado pelas propriedades do mesmo, mas sim pelo seu sistema de
transporte, que devera permitir a liberacdo localizada e controlada do farmaco, de acordo com

as necessidades especificas da terapéutica.

2.2.  Complexos de incluséo

A area de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos tem aumentado
exponencialmente, na atualidade, passando por um crescimento explosivo aliado ao fato de se
tornar cada vez mais evidente que a producdo de novos farmacos por si s6 ndo é suficiente
para garantir o progresso de uma terapia (MEHNERT; MADER, 2001; SAHOO;
PARVEEN; PANDA, 2007). De fato, a obtencao de bons resultados em testes experimentais
in vitro é muitas vezes seguida de resultados in vivo desapontantes. A concentracdo
insuficiente de farmaco devido a uma fraca absorcéo ou rapido metabolismo e eliminacgdo, a
sua distribuicdo para outros tecidos combinada com a sua toxicidade, a baixa solubilidade
excluindo a aplicacdo intravenosa de solugdes aquosas, a elevada flutuacdo dos niveis
plasmaticos devido a imprevisivel biodisponibilidade apds administracdo oral sdo alguns dos
fatores cruciais que podem provocar a falha de um sistema terapéutico (MEHNERT;
MADER, 2001; QUELHAS, 2012).

Neste contexto, 0os complexos de incluséo, entidades formadas pela montagem de um
complexo entre uma molécula receptora (macromolécula) e uma molécula que sofrerd a
inclusdo (pequena molécula), surgem como uma técnica promissora para a projecao de novos
sistemas de libertacdo de farmacos e oferecem oportunidades para o tratamento de varias
situacdes patoldgicas (QUELHAS, 2012). A estratégia utilizada é suportada em superar as
limitacdes relacionadas a entrega do farmaco, envolvendo o desenvolvimento de sistemas de
transporte adequados, permitindo a libertacdo localizada e controlada da droga, de acordo

com as necessidades especificas.

Dentre as macromoléculas receptoras comumente utilizadas na formacgdo de
complexos de inclusdo, as ciclodextrinas sdo conhecidas por permitirem a encapsulagdo

molecular de farmacos com caracteristicas hidrofébicas (SALTAO; VEIGA, 2001). Esses
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compostos sdo oligossacarideos ciclicos sollveis em &gua que possuem a capacidade de
formar complexos de incluséo reversiveis com moléculas apolares, incrementando de forma
exponencial sua solubilidade aquosa. A aptiddo de encapsular farmacos proporciona
importantes incrementos na biodisponibilidade e estabilidade de inGmeras formas
farmacéuticas (SA BARRETO; CUNHA FILHO, 2008). Além disso, a utilizacdo de
particulas de complexos de inclusdo em nanosistemas permite ampliar as opg¢bes de farmacos
aptos a atuacdo vetorizada e prolongada destes sistemas na superficie das membranas
bioldgicas, com reducdo dos efeitos colaterais e das doses administradas (DUCHENE;
PONCHEL; WOUESSIDJEWE, 1999; SA BARRETO; CUNHA FILHO, 2008), além de
serem pecas chaves na elaboracdo de biosensores protéicos capazes de reconhecimento
tecidual ou celular que permite ativar os mecanismos de liberacdo do farmaco somente no

sitio de acdo.

2.3.  Técnicas para caracterizacao fisico-quimica de complexos de inclusdo

As nanoparticulas tém recebido grande atencdo como uma ferramenta promissora capaz
de funcionar como sistemas de entrega controlada de farmacos, através da formacdo de
complexos de inclusdo. Tais particulas em escala nanométrica sdo atrativas, pois 0 seu
tamanho reduzido pode ser utilizado como estratégia para controlar a solubilidade/
permeabilidade, agindo favoravelmente a difusdo passiva na superficie das membranas
bioldgicas (PATHAK; THASSU, 2009).

A caracterizacdo e o entendimento das propriedades dos complexos de inclusdo sao
fundamentais para o desenvolvimento de sistemas eficazes. Estratégias racionais para
caracterizacdo de nanoparticulas com aplicagdes biomédicas envolvem trés elementos:
caracterizagdo fisico-quimica, ensaios in vitro e estudos in vivo (MCNEIL, 2011). Cada uma
dessas analises tem sua parcela essencial para uma ampla compreensdo da seguranca e
eficacia da nanoparticula, sendo impossivel obter interpretacdes dos resultados in vitro e in
vivo sem conduzir uma cuidadosa caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas do

composto.

Tais propriedades fisico-quimicas dos complexos de inclusdo podem afetar drasticamente
0 comportamento das nanoparticulas nos sistemas bioldgicos e influenciar biodistribuicdo,
seguranca e eficacia dos compostos (MCNEIL, 2011). No geral, essas propriedades sdo
caracterizadas em termos de peso molecular, composi¢do quimica, pureza, estabilidade,

solubilidade, tamanho, estado de agregacéo, as quais podem fornecer as bases para um melhor
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entendimento das relagBes entre estrutura e atividade dos sistemas de liberagdo controlada.
Hoje em dia, a instrumentacdo para determinar propriedades fisico-quimicas encontra-se bem

estabelecida e as técnicas, em sua maioria, sdo padronizadas.

No presente trabalho, diferentes técnicas experimentais foram utilizadas para determinar
as principais propriedades fisico-quimicas dos complexos de inclusdo sob estudo. A seguir,
tem-se uma breve descrigdo sobre cada técnica, apresentando a relagdo entre os resultados
obtidos e as referentes propriedades. No total, sete técnicas de caracterizacdo comuns no

estudo de nanoparticulas foram empregadas.

- Analise Termogravimétrica (Thermogravimetric Analysis - TGA):

Uma anélise termogravimétrica consiste, basicamente, em monitorar a mudanca de peso
de uma amostra, conforme a mesma é aquecida sob atmosfera especifica (HORNYAK, 2009).
Resultados graficos, denominados termogramas, de TGA geralmente apresentam o percentual
de perda de massa versus temperatura e revelam informacgdes a respeito da estabilidade
térmica, composicao (pureza), e taxas de reacdo (HILLIG, 1984).

- Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (Fourier Transform

Infrared Spectroscopy - FTIR):

Consiste em uma das poucas técnicas que permitem analisar dado quanto a composicao e
estado quimico da camada superficial das nanoparticulas. A técnica se baseia na absorcao, por
uma amostra, de comprimento de onda infravermelho, o qual excita as vibracOes
interatbmicas (CHOW; NOSKOVA, 1998). A energia das vibracdes correspondente ao
comprimento de onda absorvido depende da natureza das ligacGes dos grupamentos quimicos
e funciona como uma “impressao digital” para a identificacdo dos mesmos. Para o caso dos
complexos de inclusdo, o FTIR é uma ferramenta Util para evidenciar varia¢des nas moléculas

dos complexos, em decorréncia da insercdo do farmaco.

- Difracdo de Raios-X (DRX):

E um poderoso método analitico que revela dados relacionados a estrutura cristalina dos
materiais. O experimento consiste na coleta dos dados de posicdo e intensidade de raios-X
apresentando comprimento de onda especifico os quais, apds serem incididos diretamente na

amostra, sao difratados pelos atomos que formam um arranjo regular (cristalino) no material.



12

A andlise pode ser conduzida a partir de uma amostra do nanomaterial na forma de pd, na

qual os cristais encontram-se distribuidos randomicamente (HORNYAK, 2009).

Os dados sdo agrupados em um grafico, denominado difratograma, relacionando
intensidade dos raios-x difratados com o angulo de difracdo. A partir da analise dos picos
apresentados na curva de difracdo, se pode obter caracteristicas estruturais como parametros
de cela unitéria, a estrutura cristalina, simetria e grupo espacial, tamanho de cristalito, entre
outros. Para o caso da analise de amostras semi-cristalinas, também consegue-se calcular o

percentual de cristalinidade.

- Espalhamento Dindmico da Luz (Dynamic Light Scattering - DLS):

A técnica de espalhamento dindmico da luz é comumente utilizada para analisar
nanoparticulas. O método permite determinar as distribuicdes relacionadas ao tamanho das

particulas dispersas em um liquido com indice de refracdo e viscosidade conhecidos.

O processo experimental consiste no espalhamento da luz incidente pela superficie das
pequenas particulas. A intensidade da luz espalhada em diversas direcGes é entdo coletada em
funcdo do tempo. O DLS mede o movimento Browniano das particulas e relaciona tal

informacdo com o tamanho das mesmas (HORNY AK, 2009).

- Potencial Zeta (P2):

Consiste na técnica que avalia a carga da superficie de particulas dispersas em uma
solucdo. As nanoparticulas apresentam uma carga de superficie, a qual atrai ions de carga
oposta para esta regido, formando uma dupla camada que acompanha a particula conforme
esta difunde através da solucdo. O potencial Zeta consiste no potencial elétrico na fronteira
entre a dupla camada e sua analise consistem em uma ferramenta muito Gtil para entender o
estado de superficie da nanoparticula e suas modificacfes, bem como otimizar sua formulagéo
e predizer a estabilidade desse material a longo prazo (KUMAR; KUMBHAT, 2016)

O PZ de uma amostra pode ser calculado a partir da medida da mudanca de fase da luz
espalhada pela superficie das particulas se movendo sob influéncia de um campo elétrico
(KUMAR; KUMBHAT, 2016).
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- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV):

A MEV consiste em uma técnica de microscopia de elevada resolucdo. Seu principio de
funcionamento emprega a aceleracdo de um feixe de elétrons, através da aplicacdo de uma
diferenca de potencial. Apos a correcdo do percurso e do foco dos feixes de elétrons pelas
lentes condensadoras e objetivas do aparelho, os elétrons atingem a amostra analisada
(HORNYAK, 2009). E feita, entdo, a varredura do feixe de elétrons através da superficie da

amostra e tal dado € utilizado para se obter a imagem reconstruida.

A imagem obtida diz respeito ao aspecto topografico da nanoparticula em estudo, e tal
dado é importante para analise da forma, estado de agregacdo ou até mesmo determinar as
dimensdes das particulas com ajuda de software especifico. Para o presente trabalho, em
especifico, o MEV foi importante também para confirmar a inclusdo da molécula do farmaco

dentro do complexo de incluséo.
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3. Objetivos

O objetivo principal do trabalho é contribuir com o desenvolvimento de novas drogas para
0 tratamento da Esquistossomose, através da determinacdo e entendimento das principais
propriedades fisico-quimicas da Carvacrila isolada, e do complexo obtido pelo Acetato de
Carvacrila com Ciclodextrina. Para isso, diferentes técnicas analiticas, como FTIR, TGA,
DRX, DLS, ZP e MEV foram empregadas visando explorar as caracteristicas desses

compostos. Como objetivos especificos, 0s seguintes pontos de analise sdo propostos:

e Caracterizacdo estrutural do sal Acetato de Carvacrila via DRX e determinacdo da
qualidade do processo de sintese desse sal a partir do 6leo essencial da Carvacrila;

e Validacdo do método de formacdo dos complexos de inclusdo de Acetato de
Carvacrila em Beta-Ciclodextrina, através de TGA, FTIR e DRX, comparando 0s
dados obtidos para os compostos isolados e para o complexo;

e Anadlise da estabilidade, tamanho e forma das nanoparticulas do complexo de inclusédo
por DLS, PZe MEV.

Além disso, a andlise sera conduzida com especial atencdo para a proposicdo de
melhorias, tanto em relacdo ao estudo do composto para alguma propriedade especifica,
guanto para os métodos de sintese utilizados para a producdo do Acetato de Carvacrila e 0

método de formacdo do complexo de incluséo.
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4. Materiais e métodos experimentais
4.1. Materiais

4.1.1. Carvacrila

A Carvacrila (5-isopropil-2metilfenol) — ou Carvacrol — é um fenol monoterpénico (Figura
3) produzido a partir de varias plantas aromaticas, incluindo o tomilho e o orégano
(SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015) e possui peso molecular de 150,22 g/mol.

4.1.2. Beta-Ciclodextrina

Classificada como oligossacarideos ciclicos, a Beta-Ciclodextrina (BCD) é um composto
solivel em &gua, que apresenta capacidade de formar complexos de incluséo reversiveis com
moléculas apolares. Tais complexos sdo responsaveis pela maior estabilidade e
biodisponibilidade de muitas férmulas farmacéuticas administradas nos dias de hoje.A
estrutura molecular da Beta-Ciclodextrina, com férmula quimica CagHgoO40 € peso molecular

1.297,12 g/mol, é representada na Figura 4.

HO, _X_ 0. ~_sOH
Ho, 970 \é/)j-'o OH
Ho OHHO HO™ O )~OH
o  p-OH HO4 o

Figura 4 - Estrutura molecular da Beta-Ciclodextrina

Vale ressaltar que ambos os compostos, Carvacrila e BCD, sdo produtos comerciais e
foram cedidos pelo Laborat6rio de Pesquisa em Neuroguimica Experimental da Universidade
Federal do Piaui (LAPNEX — UFPI), liderado pelo Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas.

4.2.  Métodos experimentais

4.2.1. Caracterizacéo do 6leo essencial da Carvacrila

O 6leo essencial da Carvacrila foi caracterizado através das técnicas de FTIR e TGA.

Os espectros de FTIR foram coletados utilizando janela de KBr em um espectrometro da
Shimadzu modelo IRAffinity-1 e nimero de onda na faixa espectral de 4000 — 400 cm™,
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comumente utilizada para caracterizagdo de compostos organicos, e resolugdo de + 4cm™. A
partir do espectro de nimero de onda versus frequéncia foram identificados os principais

grupos organicos presentes na molécula.

A andlise termogravimétrica da amostra foi realizado em instrumento da marca
PerkinElmer modelo Pyris 1 TGA na faixa de temperatura de 30 - 700°C, taxa de
aquecimento de 10°C/min, atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 20 mL/min e

amostra com massa inicial de 3,877 mg.

4.2.2. Preparacdo do Acetato de Carvacrila Complexado

O Acetato de Carvacrila Complexado (ACC) foi preparado no LAPNEX — UFPI e
amostras foram cedidas para anélise juntamente com o sal Acetato de Carvacrila (AC), Figura
5, produzido a partir do éleo essencial da Carvacrila. A seguir, apresenta-se 0 método de

obtencdo desses produtos.

CHs

oﬁ/o
CHs

CHs CHs

Figura 5 - Representacdo esquematica da estrutura molecular do sal Acetato de Carvacrila

A producdo do AC foi feita baseando-se no método de acetilagdo proposto por
(AHLUWALIA; DHINGRA, 2005) usando o &cido salicilico, a partir da reacdo quimica
apresentada na Figura 6. O procedimento foi realizado adicionando-se 10 mL de anidrido
acetico a 5,1 mL de Carvacrila, seguidos da adicdo de 10 gotas de acido sulfarico. O sistema

foi entdo aquecido a 55°C em banho-maria e mantido sob agitagéo por 30 minutos.
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Figura 6 - Representacdo esquematica da reagdo de acetilagdo da Carvacrila

A fase organica foi extraida em um funil de separacdo, ao qual foi adicionado 50 mL de
agua destilada a mistura reacional, e em seguida foi adicionado 3 vezes 50 mL de
cloroférmio. Apos coletada, a fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro e
concentrada & pressdo reduzida em rota-evaporador marca Fisatom, modelo 550 e série
226600.

A formacdo de complexo de inclusdio ACC foi realizada a partir do processo de
malaxagem. O método consiste na formacdo de uma pasta com ajuda de um almofariz e
pistilo, utilizando uma quantidade minima de liquido para umedecer a mistura em p6. Neste
procedimento, o AC foi incluido na macromolécula de BCD utilizando-se agua para formacéo

da pasta. Apos a complexacdo do composto, a pasta preparada foi seca por liofilizagéo.

4.2.3. Caracterizacao do Acetato de Carvacrila

A estrutura cristalina do sal AC foi analisada através da amostra policristalina. Os padrdes
de difracdo DRX foram obtidos para amostras do sal AC no equipamento a Rigaku Ultima IV,
utilizando radiagdo de cobre (CuKa), na faixa 20 de 3 a 80°, modo de varredura com passo de
0,02° e tempo de exposicao de 5 segundos por passo. A estrutura cristalina e porcentagem de
cristalinidade foram calculadas a partir dos resultados obtidos. Os parametros da célula
unitaria foram obtidos através do método dicotdmico (BOULTIF, 2005) no software
DICVOLO06 (BOULTIF; LOUER, 2004) e ReX.Cell (BORTOLOTTI; LONARDELLI, 2013).
A porcentagem de cristalinidade (C) foi calculada a partir da Equacéo 1 ap6s obtencdo da area
(total e dos picos) do difratograma por integragéo.

_ Areados picos

C=— x100% 1)
Area total
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4.2.4. Caracterizacdo dos complexos de inclusdo

O ACC foi caracterizado por vérias técnicas largamente utilizadas para estudo de
nanoparticulas. Eventos térmicos relacionados ao aquecimento até degradacdo do composto
foram analisados por TGA. As analises por meio de FTIR, DRX, DLS, ZP e MEV foram
conduzidas a fim de determinar se o AC realmente estava incluido nas moléculas de BCD,

formando os complexos de inclusao.

A anélise termogravimétrica da amostra de ACC, assim como a analise de FTIR das
amostras em pé de BCD e ACC foram realizadas sob as mesmas condi¢fes experimentais e

utilizando os mesmos equipamentos utilizados para analisar o 6leo essencial de Carvacrila.

Os padrdes de difracdo DRX foram obtidos para amostras de BCD e ACC utilizando as
mesmas condicdes do experimento realizado para a amostra de AC, visando comparar 0

comportamento das amostras em relagéo a cristalinidade.

Medidas de DLS foram conduzidas em um equipamento ZetaSizer Nano ZS-90 da marca
Malvern®, operando a 25°C com detector posicionado a 90° em relagdo ao feixe incidente. A
duracdo da aquisicdo da luz espalhada foi de aproximadamente 10 segundos (modo
automatico do aparelho). Foram realizadas medidas em triplicata para as amostras de BCD e
ACC, ambos dissolvidos em &gua na proporcdo 1:20 aproximadamente. As medidas de PZ
foram realizadas no mesmo aparelho e para as mesmas amostras, dispondo 750 pL de cada
amostra em uma célula descartavel de policarbonato, contendo contatos metalicos banhados a

ouro e especificas para tal andlise.

Experimentos de MEV foram realizados utilizando-se microscopio Carl Zeiss modelo
Supra 35, usando feixe de 2,0 kV. Amostras policristalinas de ACC foram alocadas em uma
fita adesiva de carbono e as imagens da morfologia da superficie das amostras foram obtidas

em temperatura ambiente.
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5. Resultados e Discussoes

5.1. Caracterizacdo da Carvacrila

5.1.1. Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier

A Figura 7 mostra o espectro obtido para o 0leo essencial da Carvacrila a partir da analise
por FTIR. E possivel observar bandas referentes ao alongamento e flexdo das entidades
quimicas fenol e benzeno presentes na molécula e os atributos de cada principal pico

encontrado no espectro (FIELD et al., 2002) sdo descritos na Tabela 1.
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Figura 7 — Espectro de FTIR da Carvacrila

Tabela 1 - Atributos vibracionais das bandas de FTIR (FIELD et al., 2002) observadas para

a molécula de Carvacrila

Numero de onda (cm™) Atributo

2962,6 Alongamento (C-H) — CH3

2872,0 Alongamento (C-H) — CH3

1766,8 Alongamento (C=C) — Benzeno
1460,1 Alongamento (C=C) — Benzeno
1369,4 Flexdo (O- H)- Fenol

12151 Alongamento (C-O) — Fenol

1112,9 Flexdo (C-H) no plano — Benzeno
1012,6 Flexdo (C-H) no plano — Benzeno
902,68 Flex&o (C-H) fora de plano - Benzeno
821,67 Flexdo (C-H) fora de plano - Benzeno
555,49 Flex&o (C-C-C) em fase no Benzeno

464,84 Flexao de toda a estrutura
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5.1.2. Anélise Termogravimeétrica

As curvas TG e DTG obtidas por TGA para o 6leo essencial da Carvacrila é mostrado na
Figura 8. A perda de massa acontece atraves da volatilizacdo dos produtos de degradacédo
térmica em apenas um evento, que ocorre na faixa de temperatura entre Tonset=30°C €
Tendset=152°C. A temperaturas acima de 152°C, o 6leo essencial da Carvacrila se decompde
completamente e o teor de residuo é inferior a 1%. Dados encontrados para degradagdo
térmica da Carvacrila (SHEMESH et al., 2015; GUIMARAES et al., 2015) mostram eventos
relacionados a perda de massa ocorrendo até aproximadamente 170°C, valor 18°C superior a
temperatura de decomposicdo completa do composto encontrada no presente estudo. Tal
diferenga pode estar associada a presenca de outros compostos no 6leo essencial, 0s quais se
degradam desde o inicio do aquecimento.

(@) (b)
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80+ 0,0+

0,5
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Diferencial da Massa (%/°C)

-2,5

-3,0

T T  ; T
T T T v T T v
" < R e e 100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Figura 8 - Termogramas TGA, curvas (a) TG e (b) DTG da Carvacrila
5.2. Complexo de Inclusdo Acetato de Carvacrila em Beta-Ciclodextrina

5.2.1. Anélise Termogravimétrica

As curvas TG e DTG obtidas por analise termogravimétrica para a BCD e para o ACC sédo
mostradas na Figura 9. Ambas as curvas apresentam comportamento semelhante e a perda de
massa pode ser observada ocorrendo em duas etapas principais: a primeira abaixo de 100°C e
a segunda principalmente entre 300 - 370°C. Por andlise comparativa, 0s termogramas
permitem concluir que a perda de massa relacionada ao sal de AC estd concentrada no

primeiro evento térmico.

No primeiro evento, Figura 9 (b) e (d), que acontece entre Tonset = 30°C € Tendset = 97°C, 0

total de 15% da perda de massa corresponde aos 10% da perda de massa da BCD, resultado



21

que pode ser visto nas curvas TG e DTG, Figura 9 (a) e (c), para a BCD e provavelmente é
um evento atribuido a evaporacdo da agua superficial da molécula (TROTTA et al., 1999),

mais 5% adicionais, que esta relacionada a degradacdo térmica do ACC.

O segundo evento térmico com Tonset=320°C esta relacionado quase que exclusivamente a
degradacdo térmica da cadeia polimérica das moléculas de BCD. Nesta etapa uma perda de
massa de aproximadamente 70-80% é observada em ambos os termogramas (Figura 9 (a) e
(b)). Acima de 370°C a perda de massa continuada de aproximadamente 15% , s6 € vista no
termograma do complexo de inclusdo, Figura 9 (b), esta relacionada a degradacdo térmica das

moléculas do sal AC. Observa-se, no entanto, que houve uma reducdo na estabilidade térmica

do sistema.
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Figura 9 - Termogramas TGA, curva TG, para: (a) BCD — Beta-Ciclodextrina e (b) ACC —
Acetato de Carvacrila Complexado; curva DTG para: (c) BCD — Beta-Ciclodextrina e (d)

ACC — Acetato de Carvacrila Complexado
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5.2.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A anélise por FTIR é uma ferramenta Gtil para provar a regular montagem de complexos
de inclusdo entre uma molécula receptora (macromolécula) e uma molécula que sofrerd a
inclusdo (pequena molécula) formando uma nova entidade quimica (JIAO; GOH;
VALIYAVEETTIL, 2001). A Figura 10 mostra os espectros obtidos para a BCD e para o
ACC. Os espectros apresentam similaridade de posicdo e transmitancia dos picos
apresentados. Esse fato é um indicativo da formacdo do complexo de inclusdo, como
mostrado na literatura (GAO et al.,, 2006; SAMBASEVAM et al., 2013). Além disso, a
presenca da banda alargada a aproximadamente 3390 cm, que é referente ao alongamento do
grupo O-H na estrutura, representa um fendmeno bastante comum encontrado por muitos
pesquisadores ao sintetizar complexos de inclusdo utilizando macromoléculas receptoras de
Ciclodextrina (GAO et al., 2006; Ll et al., 2003; Ll etal., 2010; RUSA; LUCA; TONELLI,
2001; SAMBASEVAM et al., 2013) e, dessa forma, também é um indicativo da formacao do

complexo.

20 ACC

1,54
BCD

1,04

0,5 1

Transmitancia (Normalizada)

0,04

T T T T T T T T T T T T
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600

Numero de onda (cm™)

Figura 10 - Espectro FTIR: BCD - Beta-Ciclodextrina, ACC: Acetato de Carvacrila
Complexado.

S3o observados picos a 3392,8 cm™®, 2922,1 cm™, 1159,2 cm™ e 1028,0 cm?, que
correspondem ao alongamento do (O- H), do (CH2), do (C-C) e a flexdo do (O- H),
respectivamente. A Tabela 2 mostra a varia¢do entre a posi¢do dos picos encontrados para 0s
espectros de BCD e ACC. O aumento encontrado na variacdo do nimero de onda entre 0s

espectros € decorrente da insercdo do anel benzénico da molécula de AC na cavidade rica em
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elétron da macromolécula de BCD. Tal insercdo aumenta a densidade da nuvem eletrdnica,
resultando em um aumento da freqiiéncia (SAMBASEVAM et al., 2013).

Tabela 2 - Comparacéo entre os espectros de FTIR da BCD e ACC

Numero de onda (cm™)

Grupo funcional Variagdo (cm™)

Ciclodextrina Complexo de incluséo
Alongamento (O- H) 3392,8 3404,3 +11,5
Alongamento (CHy) 29221 2931,8 +9,7
Alongamento (C-C) 1159,2 1161,1 +1,9
Flexdo (O- H) 1028,0 1035,7 +7,7

5.2.3. Difragado de Raios-X

A caracterizagdo estrutural e a porcentagem de cristalinidade do composto AC foram
determinadas por DRX. A Figura 11 apresenta os difratogramas obtidos para 0 AC com a area
total (a) e com a area dos picos (b) determinadas por integracdo. A porcentagem de
cristalinidade (C) foi calculada, de acordo com a EquacdoError! Reference source not
found. 1.

(a) (b)
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2-Theta (graus) 2-Theta (graus)

Figura 11 - Curvas de DRX para o Acetato de Carvacrila - AC: (a) Curva total; (b) Curva

contendo somente 0s picos.

O sal Acetato de Carvacrila apresenta uma cristalinidade de aproximadamente 14,6% e
sua caracteristica semi-cristalina e pode estar relacionada a presenga de impurezas na
estrutura, provavelmente decorrente do processo de sintese, durante a acetilacdo do Gleo

essencial da Carvacrila.

65858,140

e — 0fy ~ 0,
251098425 <100% = 14,6%
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O composto cristaliza em um sistema com simetria Monoclinica e grupo espacial

P12:11. Os principais dados cristalograficos obtidos por anélise de DRX sdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Dados cristalograficos da amostra de AC

Acetato de Carvacrila

a(A) 16,608

b (A) 6,089

c(A) 18,004

a (°) 90

B(®) 98,072

Y (©) 90

Simetria Monoclinica
Grupo Espacial P12:1

A Figura 12 apresenta os padroes de difracdo para o AC, BCD e ACC. Picos
cristalinos sdo encontrados para os compostos AC e BCD e uma total amorfizacdo da
estrutura é detectada para o complexo de inclusdo, ACC. Este resultado confirma que os
complexos de inclusdo ndo estdo presentes no estado cristalino, e as nanoparticulas formadas
pela insercdo do Acetato de Carvacrila na cavidade da macromolécula de Ciclodextrina

existem no estado amorfo.

3,0

2,5
ACC

2,0

1,5
BCD
1,0 4

0,5—W
] AC

0,0

Intensidade (Normalizada)

10 20 30 40 50 60 70 80
2-Theta (graus)

Figura 12 - Curvas DRX: AC - Acetato de Carvacrila, BCD- Beta-Ciclodextrina, ACC —

Acetato de Carvacrila Complexada.
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Do difratograma para as amostras referentes ao complexo de inclusdo na Figura 12,
também podemos estimar o tamanho do cristalito, que é o didmetro médio das particulas,

segundo a equacdo de Debye-Scherrer (Equacao 2):

Dpa = K ()
Bcos(0)

onde D é o didametro médio das particulas; K € a constante de forma; A é o comprimento de
onda da radiagdo eletromagnética; 6 ¢ o angulo de difragdo e B a largura do pico de maior
intensidade a meia altura. Neste caso, a constante de forma usada foi a equivalente a

particulas esféricas com o valor de 0,94.

Assim, tomando-se o0 pico a 18,55°, a meia altura, a largura vai de 15,72 a 21,84°,
Resolvendo-se a equacdo de Debye-Scherrer, tem-se que o didmetro médio das particulas é de
13,56nm.

5.2.4. Espalhamento Dinamico da Luz e Potencial Zeta

Solucdes de potenciais Zeta entre -30 mV e 30 mV normalmente tendem a se agregar. Na
concentracdo usada neste experimento, o PZ para a BCD foi de -16,4 e para o complexo de
inclusdo de -27,1.

Pela andlise de DLS, Figura 13, as particulas de BCD tém em média 153,85 nm. Ja o

complexo de inclusdo mostrou particulas com tamanho 24,03 e 71,21 nm, em média.

Estes dados de PZ e DLS, quando olhados em conjunto, evidenciam a formagéo de
agregados. No caso do complexo de inclusdo, existem duas distribuicfes de tamanho de

particulas, que podem ser atribuidas a diferentes tipos de agregados formados.
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Figura 13- Curvas de DLS: BCD — Beta-Ciclodextrina, ACC — Acetato de Carvacrila

Complexado.

5.2.5. Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens obtidas por MEV, Figura 14, foram usadas a fim de identificar a morfologia
do complexo de inclusdo a temperatura ambiente. A medida aproximada referente ao didmetro
das particulas foi feita com base nas micrografias, mostrando uma nanoparticula com
morfologia aproximadamente esférica e o diametro foi determinado por aproximacdo ao
desenhar uma linha central na nanoparticula mostrada. O resultado aproximado obtido, d =
14,34 um, é compativel com o resultado obtido para tamanho de particula calculado pela

Equacdo de Debye-Scherrer a partir dos resultados de difracao de raios-X.

Além disso, as caracteristicas morfologicas dessas particulas, observadas a partir da
MEYV, revelaram que a maior parte das interacfes poliméricas entre os monémeros de BCD
acontece de forma a dar origem a uma estrutura supramolecular, formada a partir de ligacoes
cruzadas, semelhante a uma capsula (YANG; KIM, 2010; MACHIN; ISASI; VELAZ, 2012),
nas quais a BCD se encontra por fora das particulas de AC (ZHU et al, 2013). No entanto, a
montagem das nanoparticulas a partir de tal estrutura pode acontecer com distribuicdo de
tamanho incontroléavel, se transformando em sistemas instaveis (ZHU et al, 2013), limitando

as aplicagoes dos complexos de incluséo para entrega controlada da droga.



27

Figura 14-Micrografias MEV do ACC — Acetato de Carvacrila Complexado

Um modo de controlar a heterogeneidade em relacdo ao tamanho das estruturas
supramoleculares de Beta-Ciclodextrina nos complexos de inclusdo ACC, foi proposto por
Zhu e colaboradores (ZHU et al., 2013). Esse método basea-se na formacdo de complexos de
inclusdo a partir de ligacdes cruzadas entre macromoléculas de Ciclodextrina e o Polietileno-

Glicol (PEG) (Figura 15). Em estudos futuros pretende-se utilizar e analisar esse método.

c “ 1. Adicao de PEG

Cisplatina
Adicao do farmaco . .
as nanoparticulas

2. ng Cruzadas wes= _-

3. Remogao do PEG

a- Nanoparticula de Nanoparticula
a-CD com lig. carregada com
cruzadas farmaco

Figura 15 - llustracdo do modelo para o complexo de inclusdo de cisplatina em Ciclodextrina
(CD) utilizando Polietileno Glicol (PEG). Adaptada de (ZHU et al., 2013)
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6. Conclusoes

Tendo em vista 0s objetivos propostos para estudo e desenvolvimento de novos farmacos

a base de Carvacrila no presente trabalho, as seguintes conclusdes sao listadas:

A solubilidade em &gua dos complexos de inclusdo € aumentada
significativamente em relacdo ao farmaco isolado;

Os sistemas preparados sdo estaveis sob as condicGes de temperatura e pressao
ambientes;

O método de malaxagem proposto permitiu a preparacdo dos complexos de
inclusdo, como verificado pelas anélises de TGA, FTIR e DRX nas quais foram
verificadas alteracdes térmicas e espectrais dos complexos em compara¢do com o
farmaco isolado ou ndo complexado;

A semi-cristalinidade do sal Acetato de Carvacrila, analisado por DRX, que é um
indicativo da presenca de impurezas na estrutura cristalina do composto, pode
estar relacionada ao baixo grau de pureza do reagente Carvacrila pré reacdo de
acetilagéo;

A agregacao das particulas de complexo de inclusdo deve ser estudada com mais
cuidado, visando propor uma solugéo para que esse evento ndo ocorra nos sistemas
de liberacdo controlada de farmacos dentro do corpo humano e validar a utilizacdo
de complexos de inclusdo de Acetato de Carvacrila em Ciclodextrina para este
fim;

Pelo conjunto de dados obtidos, pode-se concluir que trata-se de uma estrutura tipo
capsula, formada pela juncdo de varias coroas, aproximando-se do modelo
proposto por Zhu e colaboradores (ZHU et al., 2013) em que a BCD esta por fora
do complexo de incluséo e o acetato de carvacrila esta por dentro.

A montagem entre as macromoléculas de BCD pode gerar instabilidade e
heterogeneidade em relacdo aos sistemas de entrega controlada da droga e,
portanto, um método de preparacdo dos complexos de inclusdo que controle o
tamanho das nanoparticulas formadas deve ser estudado de modo a continuar o

desenvolvimento desses farmacos.
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