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RESUMO

s

A B-lapachona € uma naftoquinona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]pirano-
5,6-diona) de peso molecular 243,3 g.mol? presente na Tabebuia avellanedae Lor,
arvore conhecida como ipé roxo ou pau d’arco roxo. Esta naftoquinona € uma
substancia que pode ser obtida por uma semi-sintese a partir do lapachol bem como
do lomatiol. Este bioativo apresenta mudltiplos efeitos farmacolégicos, como
antibacteriano, antifungico, antiviral, anti-inflamatério e anti-proliferativo. Segundo o
sistema de classificagdo biofarmacéutica, a B-lapachona (BL ou B-lap) é classificada
como classe Il apresentando baixa solubilidade e alta permeabilidade. Desta forma,
faz necessario um estudo de incremento de solubilidade aquosa. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar fisico-quimicamente os complexos propostos utilizando dois
polimeros: o dendrimero bis-MPA (DEN) e a cucurbit[6]urila (CUC). O presente
estudo mostra duas metodologias para a formagdo de complexos entre a [-
lapachona /dendrimero (BLD) e B-lapachona /cucurbiturila (BLC), visando o aumento
da solubilidade deste farmaco através de interacbes intermoleculares e suas
respectivas caracterizagbes fisico-quimicas. O complexo com o dendrimero foi
preparado a partir de uma relacdo massa/massa de 3(farmaco):1 (carreador)
variando o tempo de adsorcdo de 1, 3 e 7 dias. Para os complexos com a
cucurbiturila uma relacdo molar 1:1 foi estabelecida para a formacdo dos complexos
de inclusdo com BL, variando o periodo de adsorcdo em 1, 3 e 7 dias. Apds o
periodo de agitacdo, os complexos BLD e BLC foram evaporados e secos a
temperatura ambiente para posterior caracterizacdo. Os complexos obtidos foram
caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, ultravioleta na regido do
visivel, espectroscopia de absorcdo vibracional na regido do infravermelho,
espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, andlise
termogravimétrica, analise calorimétrica diferencial, difratometria de raio-X e
microscopia eletrébnica de varredura. Para o complexo BLD ficou evidente que a
variacdo no tempo de adsorcéo néo interferiu na quantidade de produto formado ou
nas propriedades do complexo obtido. Os resultados das caracterizacbes mostram
que o BLDD1 e o BLCD1 foram formados de acordo com os dados espectroscopicos
e espectrométricos que demonstram variacdes nos sinais de BL quando
complexado. Houve uma mudanca na cristalinidade da BL, a qual era bastante
cristalina, para um material mais amorfo com morfologia distinta do farmaco isolado.
Os resultados das caracterizacdes térmicas exibiram, para os complexos, uma maior
estabilidade térmica da B-lap complexada (BLDD e BLCD) e menor energia de
fusdo, quando comparado com [-lapachona livre. Essas informacfes também
sugerem uma diminuicdo na cristalinidade do complexo o que € indicativo para o
incremento de solubilidade. Desta forma prop6s-se a caracterizacao fisico-quimica
como um indicio de melhoria na solubilidade da B-lapachona através da formacao de
complexos entre BL e dois carreadores distintos e suas contribuicdes para estudos
de uma possivel formulacdo farmacéutica futura.

Palavras-chave: Tabebuia avellanedae. Ipé-roxo. Solubilidade. B-lapachona.
Complexo de incluséo.



ABSTRACT

The B-naphthoquinone lapachol is a (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol [1,2-b]
pyran-5,6-dione) molecular weight of 243,3g / mol present in Tabebuia avellanedae
Lor, tree known as purple ipe or pau d'purple bow. This naphthoquinone is a
substance that can be obtained by semi-synthesis from lapachol well as lomatiol.
This bioactive has multiple pharmacological effects such as antibacterial, antifungal,
antiviral, anti-inflammatory and anti-proliferative. According to biopharmaceutical
classification system, the B-lapachone (BL or B-LAP) is classified as class Il
presenting low solubility and high permeability. Thus, an increase aqueous solubility
study is necessary. The aim of this study was to characterize chemically-physical
proposed complexes using two polymers: the bis-MPA dendrimer (DEN) and
cucurbit[6]uril (CUC). This study shows two methods for the formation of complexes
between B-lapachone / dendrimer (BLD) and B-lapachone / cucurbituril (BLC), in
order to increase the solubility of the drug through intermolecular interactions and
their physicochemical characterizations. The complex with the dendrimer was
prepared from a mass / mass 3 (drug): 1 (carrier) varying the time for adsorption of 1,
3 and 7 days. For cucurbituril complexes with a molar ratio of 1: 1 was established for
the formation of inclusion complexes with BL varying the adsorption period at 1, 3
and 7 days. After the stirring period, the BLC and BLD complexes were evaporated
and dried at room temperature for further characterization. The obtained compounds
were characterized by high-performance liquid chromatography, ultraviolet into the
visible region spectroscopy, vibrational absorption in the infrared, nuclear magnetic
resonance spectrometry of hydrogen, thermogravimetric analysis, differential
scanning calorimetry, X-ray diffraction and electron microscopy scanning. For BLD
complex it was evident that the variation in the adsorption time not interfere in the
amount of complex formed or the product properties obtained. The results of the
characterizations show that BLDD1 and BLCD1 were formed in accordance with
spectroscopic and spectrometric data showing variations in signals when complexed
BL. There was a change in the crystallinity of the BL, which was very clear, to a more
amorphous material with distinct morphology of the drug alone. The results showed
the thermal characterizations for the complex, greater thermal stability of the
complexed B-LAP (BLDD and BLCD) and less fusion energy, compared with (-
lapachone free. This information also suggests a decrease in crystallinity of the
complex which is an indication to increase solubility. Thus it was proposed to
physicochemical characterization as a better indication of the solubility of (-
lapachone by forming complexes between BL and two different carriers and their
contributions to studies of possible future pharmaceutical formulation.

Keywords: Tabebuia avellanedae. Purple-ipé. Solubility. B-lapachone. Inclusion
complex.
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1. INTRODUCAO

A B-lapachona, quimicamente conhecida por (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-
naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona) € uma substancia simples do grupo das naftoquinona,
€ um produto extraido da Tabebuia avellanedae Lor, arvore tropical conhecida como
ip€ roxo ou pau d’arco roxo, da familia Bignoniaceae, de ocorréncia muito comum
nas florestas tropicais do Brasil. Esta naftoquinona € uma substancia natural que
pode ser facilmente obtida por uma semi-sintese a partir do lapachol (LIMA et al.,
1962; SIMOES et al., 2003; PINTO e COSTA, 2009).

A B-Lap tem grande importancia na quimica Medicinal por apresentar varias
atividades bioldgicas tais como atividades antiparasitarias (WILLCOX e GILBERT,
2009; AIRES et al., 2014; SOUZA-SILVA et al., 2015), anti-inflamatéria (SITONIO et
al.,, 2013) e também anti-cancer (SIEGEL et al., 2012), o seu principal alvo
terapéutico. Acerca do seu potencial contra o cancer, diversos processos biolégicos
ja foram estudados tais como apoptose (LEE et al., 2011), necrose (SUN et al.,
2006) ou autofagia (PARK et al., 2011) observadas em células tratadas com esse
composto. Além disso, ha evidéncias que a B-lapachona também possa ter a
capacidade de interferir na atuacao da DNA topoisomerase | (PARDEE et al., 2002),
DNA topoisomerase Il (KRISHNAN et al., 2001) e MAP quinase (LIEN et al, 2008).

No entanto, apesar dos inumeros trabalhos que comprovam o potencial
terapéutico da B-lapachona, este ativo nunca chegou a ser comercializado devido a
dificuldade de obtencdo de uma forma farmacéutica estavel. Um dos grandes
problemas observados € a sua baixa solubilidade em agua (0.038 mg/mL ou 0.16
mM) e a distribuicdo n&o especifica da B-lapachona nos tecidos (NASONGKLA et
al., 2003; ALVES et al., 2004).

Existem diversas formas de aumentar a solubilidade de um farmaco. Dentre
elas pode-se citar: modificagcbes quimicas, aumento da area superficial de
dissolucéo, dispersdes solidas e complexacdo a diversos polimeros (LEUNER et al.,
2000). Dessas alternativas, a complexagcdo da B-lapachona a polimeros ganham
destaque, onde estudos envolvendo o incremento de solubilidade com PVP-K 30,
PEG 4000 e as ciclodextrinas (hidroxipropil-B-ciclodextrina - HPBCD) apresentam
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resultados promissores quando comparados ao farmaco isolado (PRESMICH, 2009).
O uso da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) para formular (- lapachona
aumentou a solubilidade do farmaco em ~400 vezes. No entanto, uma rapida
depuragéo do farmaco no sangue (ti2= 24 minutos), limita o seu sucesso como um

agente terapéutico em ensaios clinicos (BLANCO et al, 2010).

Os dendrimeros e as cucurbiturilas mostram-se como estruturas promissoras
no desenvolvimento e no sistema de distribuicdo de farmacos, visando a diminui¢ao
da dose administrada e uma maior eficacia terapéutica. Farmacos como AZT (3’-
azido-3’-deoxitimidine), um antirretroviral e também alguns anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINE’s) tém sido complexados com sucesso com poliamidoamina
(dendrimero) (MILLER et al.,, 1998; GUPTA, AGASHE e JAIN, 2007) e a
isoprenalina, um farmaco utilizado para arritmias cardiacas, complexada a
cucurbit[6]urila  (DANYLYUK, FEDINB e SASHUKA, 2013), sdo exemplos do
emprego desses polimeros.

Sendo assim, diante das evidéncias da potencialidade farmacolégica da B-
lapachona que esbarra na baixa solubilidade aquosa do farmaco reduzindo a sua
farmacocinética, este trabalho vem oferecer novas alternativas de complexacdo ao
dendrimero bis-MPA e a cucurbit[6]urila, a fim de promover o incremento de

solubilidade da B-lapachona.



OBIET7VOS
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar os potenciais carreadores
de farmacos, dendrimero bis-MPA e hidrato de cucurbiturila, como uma alternativa

para incremento de solubilidade da B-lapachona em meio aquoso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar encapsulamento da B-lapachona em dois carreadores distintos

dendrimero e hidrato de cucurbiturila;

v’ Caracterizar estruturalmente a B-lapachona e os complexos obtidos a partir de
dois carreadores distintos (dendrimero e hidrato de cucurbiturila) através de
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H), espectroscopia de
absorcdo na regidao do infravermelho (FTIR), difracdo de Raio X, e analises

calorimétrica (DSC) e gravimétricas (TG);

v/ Avaliar o mecanismo de interacdo entre os carreadores utilizados e a fB-
lapachona,;

v Avaliar as alteracbes morfologicas causadas pela formagdo dos complexos
obtidos com pB-lapachona e o0s carreadores dendrimero bis-mpa e

cucurbit[6]urila.



DEVISHO DA LITERATUTA
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3. REVISAO DA LITERATURA

Durante milhares de anos, a humanidade utilizava as plantas medicinais com
finalidade terapéutica. O conhecimento e a informacdo etnofarmacolégico
acumulado ao longo da nossa evolugdo e os avancos cientificos envolvendo os
estudos farmacolégicos culminaram com o desenvolvimento de farmacos de grande
importancia na terapéutica atual, como, a atropina, &cido salicilico, cafeina,

pilocarpina, taxol, digoxina, morfina, vincristina, vimblastina (ALVES et al., 2001).

Segundo a ANVISA, os fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos empregando-
se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento da eficAcia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca séo
validados através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizacéo,
documentacbes tecnocientificas em publicacdes ou ensaios clinicos fase Ill. J& os
fitofarmacos sdo substancias isoladas a partir da matéria-prima vegetal e utilizadas
como ativo em medicamentos com propriedades paliativas, curativas ou para fins de
diagnéstico (BRASIL, 2004).

3.1 B-LAPACHONA

Nesse contexto, inumeros trabalhos vém sendo realizados com a -
lapachona, produto extraido da Tabebuia avellanedae Lor, arvore tropical conhecida
como ipé roxo ou pau d’arco roxo, da familia Bignoniaceae, de ocorréncia muito
comum nas florestas tropicais do Brasil (Figura 1). Esta naftoquinona é uma
substancia natural que pode ser facilmente obtida por uma semi-sintese a partir do
lapachol (LIMA et al., 1962)
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Figura 1. Arvore do ipé-roxo.

A B-lapachona, quimicamente conhecida por (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-
naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona) € uma substancia simples do grupo das naftoquinonas,
com peso molecular de 242,3 g.mol? e estruturalmente estavel em pH variando de 3
a 9 (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica da B-lapachona

As naftoquinonas sdo substancias relacionadas com o sistema naftalénico.
Quando duas carbonilas estéo nas posicoes 1,2 do anel naftaleno sdo chamadas de
o-naftoquinonas e quando nas posi¢cdes 1,4 de p-naftoquinonas (Figura 3). Estédo
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disseminadas no reino vegetal e, devido as suas propriedades redox, podem
interferir em diferentes processos oxidativos biolégicos. Apresentam geralmente
estrutura cristalina de cor amarela e vermelha, sendo amplamente distribuidas na

natureza (SIMOES et al., 2003).
(o) (0)

o-naftoquinona
o

p-naftoquinona

Figura 3. Estruturas quimicas das orto e para-naftoquinonas.

3.2 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DA B-LAPACHONA

A B-Lap tem grande importancia na quimica Medicinal por apresentar varias
atividades terapéuticas tais como atividades anti-cancer (SIEGEL et al, 2012),
esquistossomicida (AIRES et al., 2014), anti-maléarica (WILLCOX e GILBERT, 2009),
leishmanicida (SOUZA-SILVA et al, 2015), tripanocida (MENNA-BARRETO et al.,
2005; CARDOSO et al., 2015), antibacteriana (PEREIRA et al., 2006), antifingica
(MEDEIROS et al., 2009), antiviral (FAVARO et al., 1990), anti-inflamatéria (DONG-
OH et al., 2007; SITONIO et al., 2013) e particularmente a anticancerigena (DONG-
OH et al.,, 2010), seu principal alvo terapéutico. Devido a comprovacdo de seu
promissor potencial terapéutico, foi realizado o estudo clinico fase Il para o
tratamento de cancer pancreatico, com o aparecimento de resultados promissores
(BENTLE et al., 2006).

Estudos vém demonstrando a capacidade esquistossomicida da B-lapachona,
uma vez que a mesma tem a capacidade de bloquear a penetragdo das cercarias,
fase infectante da esquistossomose mansoénica, em camundongos (ZHANG e
COULTAS, 2013). Outros trabalhos demonstram que a B-Lap também apresenta
atividade frente aos vermes adultos (AIRES et al., 2014) além de apresentar efeito
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moluscicida, causando danos ao hospedeiro intermediério da parasitose, o caramujo
do género Biomphalaria (RIBEIRO et al., 2009).

Além do helminto S. mansoni citado acima, também existem protozodrios
responsaveis por causar doencas consideradas negligenciadas tais como a
leishmaniose, malédria e a doenca de chagas. Essas parasitoses possuem
prevaléncia mundial principalmente nas regibes tropicais e subtropicais,
apresentando grande numero de casos nos paises em desenvolvimento (SOUZA-
SILVA et al., 2015; ANDRADE-NETO et al., 2004; FERREIRA et al., 2011).

A leishmaniose acomete mais de 1,3 milhdes de casos com aproximadamente
20 mil mortes por ano em todo o territério mundial (WHO, 2015). Os parasitos do
género Leishmania sdo responsaveis por um quadro clinico caracterizado pela
leishmaniose cutanea podendo afetar pele, mucosa e cartilagens, bem como pela
leishmaniose visceral, ocasionando danos a tecidos e Orgaos, tais como figado,
baco e medula 6ssea (READY, 2014).

No Brasil, o parasito Leishmania (Leishmania) amazonensis é a espécie
caracterizada por causar um largo espectro de manifestacdes clinicas (AZEREDO-
COUTINHO et al., 2007). O tratamento dessa parasitose € realizado através de
compostos antimoniais, farmacos de primeira escolha para a terapéutica (DEPS et
al., 2000). Além dos antimoniais, existem compostos atribuidos como farmacos de
segunda escolha, tais como a pentamidina e anfotericina B (SALDANHA et al.,
1999).

A malaria é uma parasitose de grande importancia devido a imensa
distribuicdo geogréfica de casos de pessoas infectadas pelo mundo inteiro (HARVEY
et al., 2013). E uma infeccio causada por protozoarios do género Plasmodium, onde
o tratamento é realizado através do farmaco cloroquina, composto que se destaca
na atividade anti-malarica, apesar de estar apresentando ineficiéncia devido ao
surgimento de cepas resistentes (HAHN e POTTINGER, 2016).

Outro protozoario importante seria 0 Trypanosoma cuzi, responsavel pela
doenca de chagas, parasitose caracterizada por desencadear manifestagdes clinicas
peculiares no paciente infectado (CARLIER, 2007). O farmaco tripanocida utilizado

atualmente é o Benzonidazol, eficaz na fase aguda da parasitose e apresentando
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controvérsias quanto a sua atuacdo parasitaria na fase crénica (COURA e CASTRO,
2002).

Como ja visto anteriormente, todos esses compostos enquadrados como
potentes agentes leishmanicidas, antimalaricos e tripanocidas apresentam muitas
limitacbes quanto a sua utilizagdo tais como alto custo, toxicidade, dificuldade de
administracdo e, além disso, o surgimento de cepas resistentes a esses farmacos
(AMEEN, 2010).

Dessa maneira, h4 a necessidade da busca de novos agentes terapéuticos
gue demonstrem atividades leishmanicida, anti-malarica e tripanocida satisfatorias
além de sanar todas as limitacdes ja vistas anteriormente (SOUZA-SILVA et al.,
2015). Relativo a isso, estudos recentes vém demonstrando a B-lapachona e seus
derivados como candidatos a farmacos antiparasitarios devido a sua capacidade de
promover a inibicdo da enzima proteinase serina, classificada como um potente fator
de viruléncia para os demais parasitos (SILVA-ALMEIDA et al., 2012; SHARMA et
al., 2013; MONZOTE e SIDDIQ, 2011).

Além das atividades da B-lapachona frente aos parasitos j& comentados
acima, esse composto também vem apresentando atividade antimicrobiana contra
cepas de bactérias Staphylococcus aureus (MACEDO et al., 2013), sendo de grande
importancia uma vez que alguns antibidticos como a meticilina vém apresentando
diminuicdo da eficacia devido ao surgimento de resisténcia dessas espécies
(JOHARI et al., 2012). As naftoquinonas, inclusive a B-lapachona tem a capacidade
de aumentar a formacédo de espécies reativas de oxigénio, causando danos aos
lipidios, proteinas e &cidos desoxirribonucléicos encontrados nos microrganismos
(COWAN, 1999).

A B-lapachona também vem se destacando frente a atividade anti-
cancerigena. No entanto, o mecanismo de ac¢do ainda continua desconhecido.
Porém, varias hipdteses acerca disso ja foram estudadas e classificados como
possiveis alvos, tais como apoptose (LEE et al., 2011), necrose (SUN et al., 2006)
ou autofagia (PARK et al.,, 2011) observadas em células tratadas com esse
composto. Além disso, ha evidéncias que a B-lapachona também possa ter a
capacidade de interferir na atuacao da DNA topoisomerase | (PARDEE et al., 2002),
DNA topoisomerase Il (KRISHNAN et al., 2001) e MAP quinase (LIEN et al, 2008).
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3.3 INCREMENTOc DE SOLUBILIDADE DO FARMACO B-LAPACHONA

Apesar dos inumeros trabalhos que comprovam o potencial terapéutico deste
fitofarmaco, este ativo nunca chegou a ser comercializado devido a dificuldade de
obtengcdo de uma forma farmacéutica estavel. Um dos grandes problemas
observados € a sua baixa solubilidade em agua. (ALVES et al., 2004)

A solubilidade de um farmaco é um dos fatores determinantes para a sua
biodisponibilidade quando administrados por via oral. Existem diversas formas de
aumentar a solubilidade de um farmaco. Dentre elas pode-se citar: modificacdes
quimicas, complexacdo, aumento da area superficial de dissolucdo e dispersdes
solidas (LEUNER et al., 2000).

Dentre os métodos de incremento da solubilidade da (3-lapachona, temos na
literatura o desenvolvimento de dispersdes sélidas com PVP-K 30 e PEG 4000 e a
complexacdo com ciclodextrinas que apresentam resultados promissores quando
comparados ao farmaco isolado (PRESMICH, 2009).

Como discutido anteriormente, a B-lapachona possui importantes aplicacoes
farmacoldgicas. No entanto, a baixa hidrossolubilidade (0.038 mg/mL ou 0.16 mM) e
a distribuicdo nao especifica da B-lapachona nos tecidos, limita o seu potencial para
ensaios clinicos (NASONGKLA et al., 2003). Sendo assim, diversas alternativas
farmacocinéticas vém sendo aplicadas com o intuito de aumentar a solubilidade

aguosa desse derivado naftoquinénico.

3.4 CICLODEXTRINAS

A utilizacdo de complexos de incluséo B-ciclodextrina tem sido util na tentativa
de reverter esse problema. As ciclodextrinas (CD’s) sdo oligossacarideos ciclicos
capazes de formar um complexo de inclusdo estavel com uma grande variedade de
farmacos (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO et al., 2008a). As B-ciclodextrinas sio
compostas por sete unidades de a-D-glicopiranosideo dispostas de tal maneira que

a cavidade mais larga consiste de grupos hidroxil secundarios e a cavidade menor,
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grupos hidroxil priméarios. E tipico um toroide com a superficie exterior hidrofilica e
uma cavidade central hidrofébica (Figura 4) (DUCHENE, 1987).
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Figura 4. Estrutura geral da ciclodextrina, evidenciando a superficie externa

hidrofilica e a interna, hidrofébica.

O uso da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) para formular B- lapachona
aumentou a solubilidade do farmaco em ~400 vezes. No entanto, uma rapida
depuracdo do farmaco no sangue (t2= 24 minutos), hemolise devido ao
transportador HPBCD e metemoglobinemia induzida pela B-lapachona foram
notadas, limitando 0 seu sucesso como um agente terapéutico em ensaios clinicos
(BLANCO et al, 2010).

Sabendo-se que as ciclodextrinas aumentam consideravelmente a
solubilidade aquosa da B-lap, e com o objetivo de contornar os efeitos negativos da
utilizagcéo exclusiva desse complexo de incluséo, outros estudos foram realizados. O
aprisionamento de complexos de inclusdo em sistemas de liberacdo, tais como
lipossomas, podem modular a dissociagdo in vivo do complexo farmaco:CD,
contribuindo assim para uma melhoria no perfil farmacocinético dos farmacos (LIRA
et al., 2009). O estudo de Cavalcanti et al. (2011), envolvendo cinética de liberagéao
in vitro desse sistema de carreamento, revelou que a liberagdo da [3-lapachona a
partir do complexo de inclusdo B-lap: HPBCD incorporado a cavidade aquosa do

lipossoma foi relativamente maior do que o complexo [B-lap:lipossoma
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(aproximadamente 40% nas primeiras 4 horas). Desse modo, o autor afirma que
houve uma liberagcdo controlada da B-lap e que este sistema de carreamento seria
eficaz para o tratamento farmacolégico, evitando doses repetidas e o surgimento de

efeitos adversos.

3.5 DENDRIMEROS

As nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém
despertado maior atencdo em relagdo aos lipossomas, devido as suas
potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e durante o
armazenamento (SOPPIMATH et al., 2001). Um dos candidatos mais promissores
no campo da nanotecnologia € o dendrimero devido & sua forma bem definida, o
tamanho e estrutura (KLAJNERT e BRYSZEWSKA, 2007). A expressao dendrimero
€ derivado de um termo grego “dendron” que significa "arvore", tendo em conta a
sua estrutura tipica com um numero de unidades de ramificacdo e um nucleo (Figura
5).

Grupos de \
superficie et
Nlcleo  pontos de
Ramificacao

Figura 5. Esquematizacdo da estrutura geral de um dendrimero.

Os dendrimeros séo polimeros globulares altamente ramificados, com cerca
de 1-10 nm. Os primeiros estudos envolvendo dendrimero séo relatados na década
de 1970. (VOGTLE, 1978, ELHAM et al., 2014)). A palavra dendrimero € de origem
grega onde “dendron” significa arvore e meros significa ramos ou parte. Enquanto os

polimeros tradicionais apresentam uma massa molecular indefinida, os dendrimeros,
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apesar do seu tamanho molecular grande possuem uma arquitetura polimérica bem
definida, e com baixa polidispersidade e possibilita elevada funcionalizagédo (RUTH e
LORELLA, 2005; JANG et al., 2009; ELHAM et al., 2014).

Os dendrimeros consistem em trés unidades estruturais, ou seja, o nucleo, as
unidades de ramificacdo e um ndimero de grupos terminais. Grupos terminais podem
possuir cargas positivas, negativas ou neutras, que sao vitais na exploracdo de
dendrimeros como veiculos de distribuicdo de farmacos. Esta polivaléncia pode
desempenhar um importante papel na aplicacdo farmacoldgica visto que
dendrimeros catibnicos como poli-L-lisina, poli (amidoamina) PAMAM e poli
(propilenoimina) PPI (Figura 6), podem formar complexos com DNA. As cargas
positivas dos dendrimeros podem facilitar a sua interacdo com membranas
biolégicas carregadas negativamente que conduzem a aplicabilidade de
dendrimeros para entrega de farmacos no meio intracelular. Por outro lado, a
polivaléncia dos dendrimeros também conduzem as toxicidades, incluindo
citotoxicidade, hemdlise etc. (MALIK et al., 2000; JAIN et al., 2010).



Figura 6. Dendrimeros poli-L-lisina (1), poli (propilenoimina) PPI (2) e poli
(amidoamina) PAMAM (3) e o dendrimero bis-MPA.

Os dendrimeros sé@o polimeros multifuncionais onde as fungbes aminas e
amidas estdo bastantes presentes. Dentre um grande numero de polimeros
existentes, os baseados no acido 2,2-bismetilolpropionico (bis-MPA) tém atraido

grande interesse da pesquisa, visto que este mondmero alifatico simples é a unidade
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bésica de varias outras macromoléculas dendriticas atualmente em uso, incluindo os
polimeros de cadeia hiperamificada. (CARLMARK et al., 2013). A presenca de
ligacdes hidrolisaveis na estrutura do polimero, tais como as ligacOes de éster e
carbonato no bis-MPA, permite a sua degradacado em subprodutos metabdlicos que
podem ser reabsorvidos pelo organismo ou excretados como subprodutos atoxicos
(FELIU et al., 2012).

3.5 SINTESES DE DENDRIMEROS

A sintese de dendrimeros esta relacionada com a quimica molecular e devido
a sua obtencdo controlada assemelha-se a repeticio de mondmeros (BOSMAN,
JANSSEN e MEIJER, 1999; NEWKOME, MOOREFIELD e VOGTLE, 2001). A
obtencdo de dendrimeros oferece a oportunidade de gerar arquiteturas
macromoleculares controladas com estrutura semelhante aos observados em
sistemas biolégicos (TOMALIA, 2004). Dendrimeros sdo geralmente preparadas
utilizando quer um método divergente ou um método convergente (HODGE, 1993).
Nos diferentes métodos, o dendrimero cresce para fora de um nucleo molecular
multifuncional. A molécula do nucleo reage com moléculas do monémero contendo
um reativo e dois grupos latentes, dando ao dendrimero de primeira geracdo. Entéo,

a nova periferia da molécula é ativada para reaces com mais monomeros.

3.5.1 METODOS DE SINTESE

No método divergente os dendrimeros se iniciam a partir do nucleo central,
que através das rotas sintéticas repetidas aumentam as ramificacfes de geracdo em
geracdo em direcdo a periferia. Portanto este método caracteriza-se como se 0
dendrimero estivesse sendo construido de dentro para fora (Figura 7). A vantagem
deste método é a rapidez na obtencdo. Contudo, a principal desvangem sera as

provaveis imperfei¢cdes que poderdo serem formadas (ELHAM et al., 2014).
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Figura 7. Método divergente de crescimento de um dendrimero.

Para o método convergente obtencdo ocorre a partir das partes externas
(regido periférica) em direcdo ao nucleo. Inicialmente sdo preparadas diversas
unidades de “dendrons”, que nas etapas subsequentes serdo unidas até o nucleo
central (Figura 8). Como as unidades de “dendrons” sdo obtidas separadamente
este método permite um numero maior de reacdes de acoplamento diminuindo a
possibilidade de imperfeicdes estruturais. A principal desvantagem seria gerar
dendrimeros com alta ordem de geracdes, pois a reacdo ao nucleo fica muito
congestionada, e fazendo com que os rendimentos de sintese sejam
consideravelmente menores (DEYUE, CHAO e HOLGER, 2003).
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Figura 8. Método convergente de crescimento de um dendrimero.

3.6 APLICACOES DOS DENDRIMEROS

Esses polimeros dendriticos tém sido reportados como detentores de
algumas atribuicbes como aplicacdes quimicas (PARK et al.,, 2009), sensores
elétricos (KOO et al., 2001), revestimento e aditivos para polimeros (HARTMANN-
THOMPSON et al., 2009) e veiculos de distribuicdo de farmacos (CHENG et al.,
2011). Dessa maneira, os dendrimeros se mostram como estruturas promissoras no
desenvolvimento e no sistema de distribuicdo de farmacos, visando a diminuicdo da
dose administrada e uma maior eficacia terapéutica.

A encapsulacdo de substancias no interior no nucleo do dendrimero pode

possibilitar a protecao e controlar a liberacdo, por apresentar baixa imunogenicidade,
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além do direcionamento do farmaco até o alvo biolégico. Outro ponto de destaque é
a sua caracteristica de solubilidade em agua, com isso favorece aplicacdes para fins
biolégicos (RUTH e LORELLA, 2005; JANG et al., 2009; ELHAM et al., 2014).

A ramificacdo linear apresentada pelos dendrimeros é responsavel pela
formacgéo de lacunas entre as cadeias moleculares permitindo um espaco flexivel,
onde os farmacos podem ser incorporados. As funcionalidades presentes na
periferia dos dendrimeros sdo de mais facil acesso, e podem ser modificadas. Isso
permite que essa porcdo destes materiais esteja mais susceptivel ao ambiente
externo, e definindo propriedades fisico-quimicas e macroscopicas interessantes.
Diferentemente de alguns polimeros convencionais, onde cadeias lineares sao
observadas, os dendrimeros podem apresentar propriedades Unicas, devido as suas
caracteristicas provenientes de seu arranjo na estrutura tridimensional, podendo ser

utilizados em varios tipos de aplicacdes.

Alguns farmacos relatados na literatura e utilizados na clinica foram
encapsulados em dendrimeros como polimeros a fim de melhorar o perfil
farmacocinético. Um exemplo claro € o AZT (3’-azido-3’-deoxitimidine), um farmaco
antirretroviral e também alguns anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE’s) que tém
sido complexado com sucesso com PAMAM, como por exemplo, aspirina,
indometacina, flurbiprofeno, cetoprofeno, ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno)
(Figura 9) (MILLER et al., 1998; GUPTA, AGASHE e JAIN, 2007).
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Figura 9. Anti-inflamatério ja encapsulados em dendrimeros.

3.7 CURCUBITURILAS
Outra estrutura estuda foram as curcubiturilas que sao estruturas ciclicas

toroidais (Figura 10), compostas por unidades de glicolurila, ligadas por grupos -CH2

- em suas aminas de simetria.

Figura 10 Estrutura quimica da cucurbit[6]urila.
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Esta estrutura, além de ser simétrica, possui uma cavidade central hidrofébica
relativamente grande, que é capaz de acomodar espécies variadas para a formacéo
de compostos de inclusdo, como o fazem outras familias como as ciclodextrinas.
Existem trés tipos diferentes de cucurbiturila: cucurbit[5]urila, cucurbit[6]urila e
cucurbit[8]urila, onde a mais utilizada € a seis (6) (Figura 11). Na cucurbit[6]urila,
existem 12 carbonilas orientadas para fora das cavidades, 6 de cada lado, formando
assim dois portais para as cavidades. Essas espécies também sdo amplamente
empregadas para a melhoria do perfil farmacocinético de farmacos, como por
exemplo a formacédo do complexo héspede-hospedeiro entre a cucurbit[6]urila e a
isoprenalina, um farmaco utilizado para arritmias cardiacas (DEMETS, 2007;
DANYLYUK, FEDINB e SASHUKA, 2013).

Figura 11. llustracdo das cucurbit[5]urila, cucurbit[6]urila e cucurbit[8]urila

Um fator que determina o uso das cucurbiturilas é o tamanho da cavidade do
toroide empregado. Sendo assim, elas podem formar complexos de inclusdo com
uma grande variedade de compostos quimicos incluindo poliaminas, peptideos e
compostos heterociclicos, sendo preferencialmente utilizadas em substancias
neutras (MOCK, 1996; FU et al., 2005).

3.8 CARACTERIZACOES ESTRUTURAIS

As principais técnicas que auxiliam a comprovacao dos provaveis processos
de encapsulamento em dendrimeros ou cucurbiturilas, tanto no estado sélido quanto

em meio liquido, sdo o diagrama de solubilidade de fases, analise térmica,
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espectroscopia de infravermelho, difragdo de raios-X, microscopia eletronica de

varredura e ressonancia magnética nuclear, etc.

3.8.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO VIBRACIONAL NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

A espectroscopia de infravermelho (EIV) trata-se de uma técnica que estuda a
interacdo da radiacdo infravermelha com a matéria. A EIV tem sido amplamente
utilizada para analise de varios compostos organicos ou inorganicos, onde pode
fornecer informacdes sobre os grupos funcionais da amostra, de acordo com sua
natureza quimica. A identificacdo da amostra em questdo da-se pela absorcdo na
regido do infravermelho que é causada por movimentos rotacionais e vibracionais
dos grupos moleculares e liga¢cdes quimicas de uma molécula. Essa absorcao de
radiacdo infravermelha provoca, portanto, aumento da amplitude das vibracdes
moleculares. Uma técnica que complementa a interpretacdo destes fenbmenos é a
EIV por Transformada de Fourier (Em inglés, FTIR) (SILVERSTEIN et al., 2000;
LOPES e FASCIO, 2004).

O espectrofotbmetro registra os resultados na forma de bandas de absorc¢éo.
Essas bandas contém evidencias de grupos funcionais na estrutura de uma
molécula analisada. Isso ocorre porque 0s atomos interagem com a radiacao
eletromagnética levando ao processo de vibracdo atdbmica em torno das ligacdes
covalentes (Silverstein et al., 2000). Basicamente, ha duas vibracées fundamentais:
a vibracao de estiramento e a vibracdo angular. No primeiro caso, a vibragéo de
estiramento, também denominada de stretching, os atomos aumentam ou diminuem
sua distancia mantendo-se no mesmo eixo. No segundo caso, a vibragdo angular
(bending), as posi¢cdes dos atomos mudam em relacdo ao seu eixo de ligagédo
original (SILVERSTEIN et al., 2000).

3.8.2 DIFRACAO DE RAIOS X

Esta técnica mede a intensidade de raios-X difratados por uma amostra sélida
em diferentes angulos. Essa metodologia baseia-se na lei de Bragg que esta
relacionada ao espalhamento de ondas incidentes provocados por estruturas

cristalinas. Essa deteccdo pode ser observada através de um filme fotografico ou um
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detector. As moléculas hospedeiras, geralmente apresentam picos de intensidade
em varios angulos diferentes, o que caracteriza estes compostos pela sua
cristalinidade. A determinacéo dos complexos obtidos baseia-se na comparacéo dos
perfis nos difratogramas entre as moléculas hospedeiras e os complexos contendo a
B-lap (MENDONCA et al., 2012).

3.8.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A ressonancia magnética € um fendmeno que se relaciona com campos
magnéticos e ondas eletromagnéticas com comprimentos de ondas de
radiofrequéncia (RF). As informagdes obtidas pela RMN provem das propriedades
magneéticas naturais dos atomos, em outras palavras spin nucleares. A base fisica
deste fenbmeno € didaticamente explicada com sendo dada pela existéncia dos
tipos de movimentos circulares dos nucleos atdbmicos, mais especificamente o
movimento giratério em torno de si mesmo (“spin”). Na presenca de um campo
magnético estéatico (Bo), 0s spins nucleares sofrem o movimento de precessdo em
torno do campo Bo. Devido as suas vizinhancas quimicas, cada spin nuclear
apresenta uma frequéncia de precessao caracteristica. Devido a abundancia tanto
no meio quanto em tecidos organicos, o hidrogénio (H) é bastante utilizado, seja em
quimica analitica quanto na medicina (BEHROOZMAND et al., 2015).

A RMN é muito utilizada para determinacdo dos complexos obtidos. Essa
técnica permite elucidar a estrutura do complexo e identificar as fracbes da molécula

gue podem estar interagindo com B-Lap.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os reagentes e solventes utilizados foram a B-lapachona (Cedido pelo
Laboratorio de Tecnologia de Medicamentos — LTM), o polimero BIS-MPA
POLIESTER-64-HIDROXIL HIPER RAMIFICADA - GERACAO 4 (Sigma-Adrich CAS
326794-48-3), o polimero Cucurbit[6]urila hidratada (Sigma-Adrich CAS 80262-44-8),
Etanol (CAS 64-17-5), Dimetil sulféxido deuterado (Sigma-Aldrich CAS 2206-27-1),
Acetonitrila (Sigma-Adrich CAS 75-05-8), Acido Acético glacial (Sigma-Adrich CAS
64-19-7).

Para caracterizagcdo dos complexos obtidos foram utilizados: cromatégrafo
sistema Shimadzu (Jap&o) equipado com duas bombas LC-6AD e um detector de
UV-Vis SPD- 10A / 10AV; coluna LiChrospher 100, C18 de fase reversa com 4 mm X
125 cm, poros (5 wum), espectrofotometria de absorcdo molecular no
ultravioleta/visivel (UV/VIS), Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) -
Bruker, modelo IFS66 (Alemanha) em pastilhas de KBr e Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H) e de Carbono (RMN 13C) realizados em aparelhos
Varian UnityPlus 400 MHz (400 MHz para 1H e 100 em dimetil sulféxido deuterado,
Andlise Termogravimétrica (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA) em sistema TG
— DTA simultdneos em analisador térmico da SHIMADZU modelo DTG - 60H,
Calorimetro Exploratério Diferencial SHIMADZU, modelo DTA-50, difratdmetro
Siemens modelo D500, aparelho de ultrassom marca UNIQUE modelo USC-16002 e

microscopio eletrbnico de varredura de modelo JSM — 5900 da marca Joel.

4.2 METODOLOGIA

4.1.2 COMPLEXOS COM O DENDRIMERO (BLDD)

Para o complexo a ser formado com o dendrimero (BLDD) foram dissolvidos
300 mg da molécula da B-lapachona em aproximadamente 15mL de etanol em um
baldo de fundo redondo. Com a molécula hospede completamente soltvel, foram
adicionados 100mg do polimero hiper ramificado, e o sistema ficou sob agitacéo a
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temperatura ambiente ao abrigo de luz. Adotaram-se trés sistemas, baseados em
testes preliminares, de agitacdo de acordo com os periodos de agitacdo; um dia, trés
dias e sete dias a fim de encontrar a melhor condi¢do para a formag¢do do complexo.
Apos cada periodo em agitacdo, o sobrenadante foi coletado e evaporado em
rotaevaporador com temperatura abaixo de 40°C (HORCAJADA et al., 2006).

4.1.2 COMPLEXOS COM A CUCURBIT[6]URILA HIDRATADA (BLCD)

Para a obtengdo do complexo formado com a cucurbit[6]urila hidratada foi
estabelecida uma razdo molar de 1:1 e 1:2 entre a molécula hospedeira e a
hospede. Foram pesados 100mg da cucurbiturila (0,1003 mM) e 24,3mg da [-
lapachona (0,1002 mM) seguido de dissolucdo do farmaco. Utilizou-se
aproximadamente 15mL de etanol, em baldo de fundo redondo, sob agitacdo até
completa dissolucdo da B-lapachona. Na sequéncia, a cucurbit[6]urila hidratada foi
dissolvida em 15mL de etanol com o auxilio de aparelho de ultrassom. O sistema
ficou sob agitacdo por 24hs e em seguida foi centrifugado para separar o
precipitado, de cor branca, do sobrenadante. Apds separar as fases, o sobrenadante
foi coletado e armazenado enquanto o precipitado foi deixado secar a temperatura
ambiente para posteriores caracterizacdes. Apdés cada periodo em agitacdo, o
sobrenadante foi coletado e evaporado em rotaevaporador com temperatura abaixo
de 40°C (VALERIA et al., 2015).

4.2 RESULTADOS DE DISCUSSAO

421 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO VIBRACIONAL NA REGIAO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Foram realizadas analises de cada substancia isolada e ap6s serem
submetidas ao processo de interagdo molecular objetivando a formagédo dos
complexos. As moléculas foram caracterizadas por meio de seus modos vibracionais
inerente a cada tipo de ligacdo quimica presente nas moléculas. A Figura 12

corresponde ao espectro de infravermelho da B-lapachona o qual apresenta uma
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banda fortemente intensa e alargada em 3453 cm™, caracteristica de deformacéo
axial assimétrica e simétrica de O-H, nao faz parte da estrutura quimica da [3-
lapachona. Essa ocorréncia de vibracdo O-H é atribuida a moléculas agua presentes

na amostra, possivelmente de umidade, ou do KBr utilizado durante a sua analise.
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Figura 12. Espectro de absorg¢ao na regido de infravermelho da B-lapachona.

A presenca das bandas de absorcdo de média intensidade em 2978 e 2934
cm?® sdo caracteristicas das deformacdes axiais assimétricas e simétricas,
respectivamente, da ligacdo C-H (onde esse carbono é sp3) da metila. Préximo a
essas vibracbes € possivel observar também as vibrac6es de C-H de metileno em
frequéncia um pouco mais alta em torno de 2880 — 2840 cm. A regido entre 2000 a
1800 cm indica as bandas fracas de combinacdo e de harménicas, caracteristicas
das estruturas aromaticas. As bandas em 1643 a 1568 cm™ correspondem as
vibragbes C=C do anel aromético. A ocorréncia de banda fortemente intensa na
regido de 1694 cm-1 refere-se a vibracdo do estiramento da carbonila. Ja a ligagéo
C-O-C apresenta bandas de deformagdo axial assimétrica e simétrica,
respectivamente, nas regides de 1115 e 1092 cm-1. Os dados espectrais
observados no espectro FTIR-MID sdo concordantes com os descritos na literatura
(ALVES et al., 2008)

Ja para o polimero hiper ramificado derivado do acido metil-propanoico a

ocorréncia de banda de O-H é esperada (Figura 13), porém devido a sua
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capacidade de fazer ligacdo de hidrogénio intramolecular e com moléculas de &gua,
essa banda aparece entre 3480 — 3070 cm™ com baixa intensidade e sinal alargado
(ZAGAR e GRDADOLNIK, 2003). Em 1735 cm™ ha um sinal caracteristico de
deformacéo axial de carbonila prépria de fungdo éster (O=) C-O-R e em 1477 cm™

atribuida ao estiramento assimétrico da ligacdo C-O (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 13. Espectro de absorcéo na regido de infravermelho do dendrimero bis-
MPA.

Para a macromolécula da cucurbit[6]urila a presenca da banda de absorcéo
em 3456 cm corresponde ao estiramento assimétrico da ligacdo O-H, a qual é
justificada pela presenca de agua de hidratacdo presente na estrutura da
macromolécula (GERMAINA, et al., 1998). Em 2900 a 2890 cm, ha bandas de
deformacédo axial caracteristicas de C-H (carbono sp?®). No entanto, as principais
bandas que caracterizam os grupos funcionais da cucurbit[6]urila hidratada séo as
bandas C=0 e C-N as quais aparecem com frequéncias de 1741 cm™ e 1258 a 1234
cm® respectivamente, ambas apresentam sinais de alta intensidade (SILVERSTEIN
et al., 2007). Segundo Mahajan et al. em 2010, o sinal de intensidade forte entre 890
— 820 cm! corresponde a um complexo modo de vibragdo de respiracéo e tor¢édo da

estrutura macrociclica anelar da cucurbiturila. Isto ocorre devido a repulsao existente
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entre grupos N-CH-N e os -CHz e as tensdes angulares provenientes das ligagbes
do tipo sp? (Figura 14) (MAHAJAN et al., 2010)
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Figura 14. Espectro de absorcao na regido de infravermelho da cucurbit[6]urila
hidratada.

Os resultados dos complexos originados das adsorcdes entre farmaco e
carreador foram comparados com 0s reagentes percussores e com 0s complexos
pretendidos em periodo de tempo diferentes (um, trés e sete dias) afim de encontrar
evidéncias significativas, ou ndo, que colaborem na caracterizacdo dos complexos

pretendidos.

De acordo com o espectro presente na Figura 15, para o sistema BLDD1, é
possivel observar de 3500 - 3100 cm™ 0 aumento da intensidade e largura da banda
para as vibracfes correspondente a ligacdo O-H dos grupos hidroxilas. No espectro
do bis-MPA era possivel detectar essa banda com baixa intensidade e largura
devido as ligacdes de hidrogénio, inter e intramolecular, com as hidroxilas do
polimero e até mesmo de moléculas agua. Desta forma, com a proposicdo da
formacao do complexo, esta informacao indica que “algo” esta impedindo que estas
interagdes ocorram como antes (ZAGARA, E., ZIGON, M., 2011). E possivel que a
B-lapachona esteja ocupando 0s espacos vazios que existem no interior da cavidade
do dendrimero, causando um impedimento espacial que dificulta as interacbes de

hidrogénios intramolecular anteriormente previstas (ZENG e ZIMMERMAN, 1997).
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Outro aspecto importante é a diminuicdo da intensidade do sinal referente a
carbonila do éster presente na estrutura do polimero, bem como na carbonila da
cetona encontrada na B-lapachona. Demais deslocamentos e intensidades neste
espectro nao tiveram alteracbes significativas que caracterizassem a quebra de
ligacdo (mudanca nos grupos funcionais) ou formacdo de novo composto quimico

gerado a partir de ligagbes covalentes.

Os espectros de infravermelho para as amostras BLDD3 e BLDD7 ndao

tiveram diferenga dos resultados apresentados para o sistema BLDD1 (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de absorcao na regido de infravermelho para o sistema BLDD1.
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Os sistemas com a cucurbiturila foram analisados e o0 espectro referente ao

experimento (Figura 16).

100
80

60

T %

40 4

20

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Figura 16. Espectro de absorgéo na regiao de infravermelho do sistema BLCD1

Ao investigar o espectro de infravermelho para o sistema BLCD1 € possivel
perceber uma diminuicdo na intensidade do sinal e no comprimento de onda, antes
em 3456 cm™, atribuido a ligacdo O-H de moléculas de H20. Pode-se atribuir este
evento a saida de moléculas de agua da cavidade da cucurbiturila e com a possivel
entrada, parcial, da B-lapachona. Este fato torna-se interessante uma vez que as
moléculas de 4gua juntamente com a interagdo do solvente organica favorecem o
processo de complexacdo entre o hospedeiro e 0 hospede (BARROW, et al., 2015).
Outro fato importante € a diminuicdo de intensidade e deslocamento das vibracbes
caracteristicas de C-H em torno de 2975 cm e a sobreposi¢édo das combinacdes e
harmonicas caracteristicas de C-H de aromaético entre 2000 a 1800 cm™* como
mostrado na Figura 17. As outras bandas caracterizadas ndo sofreram alteracbes
relevantes e nenhum novo sinal foi identificado, 0 que € uma resposta positiva

guando se trata de interagdes ndo-covalentes.



46

1,0 4
0,9
0,8
0.7 BLAP

0,6
cucC

0,5+

] ==  BLCD1
0,4

0,3+

0,2 4

0,1+

0,0

T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm”

Figura 17. Espectro de absorcao na regido de infravermelho sobrepostos: BLAP;
CUC e BLCD1

4.2.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO (RMN 1H)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H)
foram avaliados quanto as alterac6es nos deslocamentos quimicos, intensidade e
formato dos sinais. O espectro da B-lapachona, Figura 18, foi caracterizado e o0s
resultados encontrados corroboram com os de Alves e colaboradores (2008).

Na andlise do espectro de RMN 'H da amostra BLAP foi observado um
singleto em 1,41 ppm (H?) correspondente aos seis hidrogénios de metila presente
na estrutura. Os prétons dos dois grupos metilénicos do éster ciclico se apresentam
na forma de tripleto em 1,81 (H?) e 2,38 ppm (H?3), respectivamente. J& na porcédo do
anel aromatico, os protons referentes sdo encontrados como dois dupletos em 7,90
ppm (H%) (com maior desblindagem pela proximidade com a carbonila) e 7,75 ppm
(H%), e um multipleto para 2H em 7,61 (H®) e 7,57 ppm (H’) (Esquema 1) (ALVES et
al., 2008)
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Figura 18. Espectro de RMN 'H da B-lapachona em DMSO-de.

O préximo espectro interpretado foi o do bis-MPA conforme apresentado na
Figura 19. De acordo com os resultados encontrados, nota-se que 0 primeiro
conjunto de sinais aparece com intensidades diferentes na regido de 1,02 (H) a
1,17 ppm (H%). Estes sinais foram atribuidos a grupos metilas -COO-C—-CHz que
estdo ligados em diferentes partes da molécula do dendrimero. Sinais de —CCH20-
e —CH2-CH2- aparecem em uma frequéncia de ressonancia de 3,41 a 3,49 ppm
(H® e H¥) e estdo situadas em regiGes mais protegidas da molécula. Na faixa de
4,03 a 4,14 ppm (H%, H% e HY7) ha sinais caracteristicos da porcdo éster—CCHz—
OH, éster—CCH2—éster, onde estes grupos éster estdo espacialmente préximos
destes hidrogénios, e éster—CCH2—éster espacialmente proximos de hidrogénios
metilicos, respectivamente. JA na regido de 4,35 ppm (H%®) ha um sinal com
multiplicidade bem definia, um tripleto, proveniente do acoplamento entre dois
grupos metilénicos vizinhos —O—-CH2—-CH2—éster os quais estdo situados proximos
ao nlcleo do dendrimero. Em seguida os sinais em 4,62 e 4,93 ppm (HY0 e H®)
foram relacionados com hidrogénios das hidroxilas situados espacialmente na
porcdo mais interna do polimero e nas unidades terminais, respectivamente (Tabela
1) (ZAGAR e, ZIGON, 2002).
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Os espectros dos complexos foram sobrepostos afim de visualizar alteracoes
no formato dos sinais e seus deslocamentos quimicos (Figura 20). Observa-se uma
mudanca no formato dos picos e a posicdo destes quando comparados com o
farmaco livre. A incorporacdo da molécula héspede nesta macromolécula se baseia
em interacbes ndo covalentes, por exemplo, interagBes hidrofébicas, ligacdes de
hidrogénio, interacdes - 1 entre a molécula héspede e o nucleo ndo polar do
polimero (KURNIASIH et al., 2015). Os sinais referentes aos complexos BLDD 1,3 e
7 tiveram uma variacao de 0,02 ppm quando comparados aos sinais da BLAP, o que

pode ser considerado como indicios claros de interacao do tipo hospede-hospedeiro.
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Figura 20. Ampliagao dos sinais da regidao de aromatico da -lapachona livre e

complexada.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos dos protons de BLAP e suas variagdes quando
no complexo BLDD1.

Hifrogénios Deslocamentos Variagcoes
HsLaP S (ppm) Ad (ppm)

Hi 1.41 -0,03

Hz 2.38 -0,02

Hs 1.81 -0,02

Ha 7.90 -0,02

Hs 7.61 -0,03

Hs 7.56 -0,03

H7 7.75 -0,02
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A alteracéo dos sinais do dendrimero também foram notadas como mostra a
Figura 21. Os sinais alargados agora aparecem deslocados cerca de 0,03 ppm para

campo baixo com relagado ao dendrimero nao carregado de B-lapachona.
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Figura 21. Ampliagédo dos sinais sobrepostos dos complexos BLDD’s, DEN e da
BLAP.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos dos protons do DEN e suas variagfes quando no
complexo BLDD1.

Hifrogénios Deslocamentos Variacoes
Hpen S (ppm) Ad (ppm)
Ha1 1,07 - 1,02 -0,04
Haz 1,17 -0,04
Has 3,41 3,49 -0,02
Haa 3,41 -3,49 -0,02
Has 4,06 — 4,15 -0,04
Hdo 4,62 | 4,94 -0,05/-0,06
Har 4,62 [ 4,94 -0,05/-0,06
Has 4,35 -
Hado 4,62 [ 4,94 -0,05
Ha1o 4,62 -0,05

Para os complexos BLCD’s apenas o espectro de RMN do complexo na
proporcao 1:1 foi evidenciado como indicado na Figura 22. Pode-se observar que 0s
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sinais do provavel complexo foram deslocados para campo alto com relacdo aos
sinais da BLAP livre. Isso pode ocorrer, mais provavelmente, por dois mecanismos
de interacdo, seja pela inclusédo na cavidade hidrofébica da CB[6] ou pela formacgéao
de uma rede supramolecular formada entre BLAP e CBJ6]. Os sinais em 7,61 e 7,56
ppm (H° e H®) sofreram uma variacdo de deslocamento quimico de +0,02 ppm. Este
efeito pode ser atribuido a proximidade dos prétons mencionados com as carbonilas

gue compdem os portais da CB[6].
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Figura 22. Ampliacdo dos sinais na regido de aromatico sobrepostos do complexo
BLCD e da BLAP.

Baseado nas informacdes descritas pelas analises de RMN 'H é possivel
sugerir algumas possibilidades de interacao existente nos complexos BLDD e BLCD.
Estas inferéncias foram realizadas com base na variacdo dos deslocamentos
quimicos da B-lapachona, do DEN e da CUC. As Figuras 23 e 24 demonstram

algumas das hipodteses para estas interacoes.

Figura 23. Possibilidades de interagcéo para o complexo BLCD1 1:1
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Figura 24. Possiveis mecanismos de interacdes para os complexos BLDD'’s.

4.2.3 DIFRACAO DE RAIO-X (DRX)

Foram realizadas andlises de difracdo de raio-X de todas as amostras afim de
compara-las com os complexos formados a partir das respectivas macromoléculas.
O difratograma da B-lapachona apresenta varios picos de difracdo intensos e bem
definidos, sendo o sinal principal em 9.5° (28), e alguns sinais secundarios em 12.95,
16.30, 19.03, 26.40 e 34.98° (20) os quais caracterizam a [B-lapachona uma
substancia com alta cristalinidade (Figura 25) (CUNHA-FILHO, et al., 2007; NETO, et
al., 2012).
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Figura 25. Difratograma de raio-X da B-lapachona.
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Bem diferente do difratograma da B-lapachona, o dendrimero bis-MPA possui
um perfil de difracéo caracteristico de um material amorfo. E possivel propor esta
afirmacédo baseado no difratograma (Figura 26) deste polimero que mostra um halo
enorme e baixa intensidade de sinal. Isto se da porque grande parte dos
dendrimeros possuem um arranjo molecular desordenado devido a sua condi¢édo de
assumir varias conformacdes diferentes em solucdo, assemelhando-se a polimeros
lineares amorfos (NICHOLSON, 2012)
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Figura 26. Difratograma dezrgio-x do dendrimero bis-MPA.

Ja o difratograma de raio-X do complexo BLDD3 apresentou caracteristicas,
como intensidade dos sinais e largura dos picos, diferentes dos apresentados pela
B-lapachona e dendrimero (Figura 27).
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Figura 27. Difratograma de raio-X do complexo BLDD3.
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A principio ndo houve deslocamento do sinal principal da BLAP em 9.5° nem
tdo pouco dos picos secundarios 0s quais juntos caracterizam a substancia.
Contudo, a diminuicdo da intensidade em todos os picos e a sobreposicdo dos
padrées causados pelo dendrimero, quando comparado com o difratograma da
BLAP sugerem a diminui¢do da cristalinidade do complexo BLDD3 obtido. A Figura
28 traz uma sobreposic¢ao dos difratogramas com o intuito de facilitar a visualizagéo

das observacdes anteriormente descritas.
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1 ——DEN

] ——BLAP

. ~ ~

20
Figura 28. Difratogramas sobrepostos dos BLAP, DEN e BLDD’s.

Assim como o dendrimero a cucurbiturila também teve seu difratograma
coletado e apresentado como mostra a Figura 29. Observa-se que esta
macromolécula apresenta caracteristicas de um soélido amorfo, mas também
algumas regides com certa cristalinidade. Em 14.5°, 15.6° e 23.9°9, ha padrbes de
difracdo de raios-X que caracterizam 0s principais picos da cucurbit[6]urila (LIM et
al., 2008).
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Figura 29. Difratograma de raio-X da cucurbit[6]urila.

Os complexos BLCD1 1:1 e o BLCD1 1:2 foram mostrados conforme consta
na Figura 30. Nestes difratogramas € possivel observar um alargamento dos sinais
da CUC e uma sobreposicdo dos sinais de BLAP indicando a formacéo de
compostos com menor cristalinidade do que seus percussores livres. Tais resultados
corroboram com os encontrados por Zhang et al em 2011 quando eles sugerem a

formacao de um complexo de inclusdo usando a cucurbit[6]urila e etileno.

—— BLCD1 1:2
7 —— BLCD1 1:1

7 — CUC
N —— BLAP

20

Figura 30. Difratogramas da BLAP, CUC, BLCD1 1:1 e 1:2.
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4.2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As analises realizadas no microscépio eletrénico de varredura revelaram
aspectos morfologicos dos materiais estudados. Todas as substancias foram
analisadas individualmente e com magnificacdes das imagens préximas visando um
melhor referencial no momento de comparacdo das imagens. A BLAP como mostra
a Figura 31, apresenta um formato acicular dos seus cristais e um tamanho
micrométrico regular (ALVES et al., 2008; NETO et al., 2012).

!

AccV  Pobe  Mag WWD Det 1 2m
150K/ 40 x800

Figura 31. Imagem da BLAP nas magnificagfes de 800x e 3000x

A microscopia realizada para o dendrimero mostrou um material com um
aspecto poroso e sem uma regularidade quanto ao seu formato. Estas informacdes
condizem com os resultados encontrados no DRX para este material, como mostra a
Figura 32.
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Figura 32. Imagens do bis-MPA nas magnificacdes de 800x e 3000.

Na Figura 33 encontra-se as imagens capturadas para o complexo BLDD1. E
possivel observar que o os cristais da BLAP, antes regulares e com uma forma
acicular bem definida, agora mostram-se menores, espalhados sobre a superficie do

dendrimero e com um formato diferente.

Acc¥  Probe Mag WD Det
15.0k¥ 40 x3000 12 SE

Figura 33. Imagens do BLDD1 nas magnificacdes de 800x e 3000x

A Figura 34 contém imagens da microscopia da CUC em magnificacbes
diferentes.
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Figura 34. Imagens da CUC nas magnificagdes de 800x e 3000x.

Analisando as imagens da CUC é possivel relaciona-las com os resultados de
DRX que apontam uma certa cristalinidade para esta substancia. A Figura 35

apresenta os resultados da microscopia realizada para os complexos BLCD1’s.

. 3
AccV  Probe By WO Det g \ Acct  Probe  Mag WD Det i Sum

m ok 4 X A I 150kv 40 x3000 1Bi “
.— v 'S 3 4 ks ”

B

150k 40 «x

@

Figura 35. Imagens do complexo BLCD1 1:1 nas magnificacdes de 800x e 3000x.



4.2.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (ATG)

As andlises das curvas TG foram feitas com razdo de aquecimento de 10
°C/min. O termograma da B-lapachona foi interpretado de acordo com dados
apresentados na Figura 37. A curva termogravimétrica da BLAP indica que a forma
cristalina desta substancia foi termicamente estavel até 187,0 °C e o processo de
decomposicdo térmica ocorreu em unico evento e demonstra uma perda percentual
de massa de 69,64%. Em seguida, ocorreu um processo de decomposicéo iniciado
a 181,72 °C e finalizado em 251,23 °C, confirmado pelos dados do DSC. A faixa de
fusdo da droga também foi confirmada pelo TG-fotovisual nas temperaturas de

158,03 a 160,77 °C, conforme Figura 36, estando de acordo com relatos na literatura

(ALVES, et al., 2008; CUNHA-FILHO, et al., 2007).

BL140815 BL140815

BL140815

Figura 36. DSC fotovisual: momento exato do processo de fusdo da BLAP
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Figura 37. Termograma da BLAP
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O polimero bis-MPA foi analisado via TG e seu grafico térmico encontra-se na
Figura 38. O composto DEN demonstrou ter boa estabilidade térmica e apresentou
dois eventos de decomposicao térmica. O primeiro evento comecou em 24,2 °C e foi
até 64,5 °C com uma perda de massa de 5,12% atribuida a perda de moléculas de
agua. O segundo evento é caracterizado por uma perda de massa de 94,88%, que
teve inicio em 290,80 a 416,34 °C que esta atribuido a decomposi¢éo e sublimacao

do dendrimero.

TGA
%

100.00F <
~ ——— DEN tad TGA

Mid Point 43.48C \

Onset 24.26C

Endset 64.50C

Weight Loss -0.214m¢
-5.120%

50.00r

Mid Point 354.92C
Onset 290.80C
Endset 416.34C

Weight Loss -3.966m¢
-94.880%

Massa (%)

-0.00- —

-0.00 0000 20000 30000 ~ 40000 ~ 50000  600.00
Temp [C]

Figura 38. Termograma do polimero hiper-ramificado bis-MPA.

Para a CUC também foi realizado a analise de TG como mostra a Figura 39.
E possivel observar que no termograma da cucurbiturila ocorreram dois eventos
térmicos relacionados a perda de dgua e decomposi¢cdo da macromolécula. A perda
de agua de 9,97% tem inicio em 31,43 °C e termina 110,6 °C e esta relacionada a
moléculas de agua que estdo no interior da CUC. Em seguida é possivel verificar
uma diminuicdo na massa de 70,17% que corresponde a decomposicdo da

cucurbiturila.
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Figura 39. Termograma da cucurbit[6]urila.

Os termogramas dos complexos BLDD’s foram sobrepostos a fim de
confronta-los com os dados de BLAP e DEN como mostra a Figura 40. Os
resultados dos termogramas dos complexos sugerem uma reducdo do evento
térmico associado a liberacdo de moléculas de agua que pode estar relacionado a
presenga da B-lapachona nos sitios antes ocupados por essas moléculas de agua.
Além disso é possivel notar um aumento na estabilidade térmica associada aos
complexos quando comparadas a BLAP livre. Um terceiro evento, discreto, aparece
em torno de 500 °C a 800 °C que pode ser atribuido a decomposicédo do farmaco

que esta complexado com o polimero.

TGA
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100.00F S
\aﬁ

08 .tad TGA
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-0.00r

J0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00
Temp [C]

Figura 40. Sobreposicéo das analises termogravimétricas de BLAP, DEN e dos
complexos BLDD1, 3 e 7.
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Para os complexos BLCD’s os termogramas dos complexos mostraram
caracteristicas diferentes para os complexos nas razdes molares de 1:1 e 1:2. Para
ambos 0s casos se observa uma perda de agua, de 7,49%, semelhante com os
dados apresentados pela CUC, com a diferenca que o complexo BLCD 1:2
apresentou menor desprendimento de moléculas de &gua. Isso pode estar
relacionado com o excesso de moléculas do farmaco que dificultam a saida destas
moléculas. Este fato pode ser importante quando € considerado que o0 excesso de
farmaco pode favorecer a formacdo de uma estrutura supramolecular além dos
complexos de inclusdo. Para o complexo BLCD 1:1 a curva termogravimétrica
apresenta um perfil semelhante & da cucurbiturila livre que pode sugerir a

complexacao do farmaco na cavidade do macrociclo (Figura 41).

TGA
%

100.00- ¥

BLAP
cuc
BLCD1 1:1

50.00-

Massa (%)

\

-0.00-

20,00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00
Temp [C]

Figura 41. Sobreposicéo das analises termogravimétricas de BLAP, CUC e dos
complexos BLCD 1:1 e 1:2.

4.2.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para todas as andlises de DSC foi empregada uma razdo de aquecimento de
10 °C/min. Na curva DSC da BLAP observa-se um pico endotérmico caracteristico
do processo de fusdo do farmaco, numa faixa de 158,03 a 160,77 °C, com
temperatura final de 164,62 °C e elevada energia envolvida no processo AH = 80.23
J.g? (Figura 42). Na sequéncia nota-se um pico endotérmico em 251, 23 °C que
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possui uma alta energia envolvida (AH = 212,57 J.g') que estad relacionado,

possivelmente, a degradagao da B-lapachona.

DSC
mwW
ooor ~ 7
17— /
/ /
Peak 160.77C “;‘ 151)7};\‘ J
200" Onset  158.85C “ 181.72C
' Endset  164.62C | Peak 251.23C
Heat -160.46mJ ‘ Onset 226.47C
-80.230/g Endset  267.58C
-4.00F Heat -425.14m)
i -212.57Jlg
-6.00r “
|
100.00 200.00 300.00 400.00
Temp [C]

Figura 42. Curva DSC da BLAP.

A curva de DSC para o polimero hiper ramificado, Figura 43, mostra um perfil
caracteristico de um material amorfo como mostrado também no resultado de DRX.
Ha um pico endotérmico alargado em 94,19 °C que esta relacionado a energia
absorvida para a evaporacdo da agua e a diminuicdo das ligacGes de hidrogénio
intramolecular formada entre as hidroxilas do dendrimero (AH = 52,51 J.g?)

(ZAGAR, et al., 2005).
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Figura 43. Curva DSC do polimero bis-MPA.

A analise calorimétrica da cucurbiturila foi apresentada na Figura 44. O
primeiro pico largo de caracteristica endotérmica mostra uma absorcéo de energia
de 201,34 J.g? na faixa de 33,89 a 115,01 °C que estdo relacionados com as
moléculas de agua de alta energia que absorvem calor para deixar a cavidade da
CUC. O proximo evento esta relacionado ao processo de decomposicao do
macrociclo onde a energia € absorvida na faixa de 294,61 a 366,16 °C com uma

entalpia de 170,26 J.gt.
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Figura 44. Curva DSC da cucurbit[6]urila.

Nos DSC dos complexos BLDD’s € possivel perceber um deslocamento e
alargamento do pico referente a fusdo do farmaco. Antes esse pico aparecia em

160,77 °C com uma absor¢éo de energia de 80,23 J.g%, agora aparece em 157,08
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°C com uma energia de 50,54 J.g. Esta diminuicdo pode estar atrelada a reducéo
da cristalinidade, corroborando com os dados do DXR, do farmaco quando
complexado com o dendrimero. A liberacdo de energia envolvida no processo de
degradacdo da BLAP também teve alteracbes que podem ser atribuidas ao

processo de complexacdo do farmaco no polimero (Figura 45).
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Figura 45. Curvas de DSC dos complexos BLDD’s, BLAP e DEN.

Os complexos sugeridos entre o farmaco e a cucurbiturila foram sobrepostos
conforme indicado na Figura 46. Os resultados de DSC para os BLCD’s mostram o
desaparecimento do pico correspondente a fusdo do farmaco e conservam as
caracteristicas do carreador. Em concordancia com os dados mostrados no DRX, 0s
sinais caracteristicos da B-lapachona foram sobrepostos pelos da cucurbiturila o que

sugere a interacéo entre BLAP e CUC.
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Figura 46. DSC dos complexos BLCD’s, BLAP e CUC.
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5. CONCLUSOES

Durante a elaboracdo deste trabalho foi proposto a formacdo de complexos
entre a B-lapachona e duas macromoléculas completamente distintas, o polimero
hiper ramificado bis-MPA e a Cucurbit[6]urila hidratada. De inicio pode-se inferir que
o principal objetivo do trabalho foi alcangado uma vez que conseguiu-se demonstrar
a interacdo da droga com os carreadores.

As substancias BLAP, DEN e CUC e seus respectivos complexos, BLDD’s e
BLCD'’s, foram caracterizados pelas técnicas de FTIR, RMN 'H, DRX, MEV, TG e
DSC. Os resultados obtidos a partir destas analises foram essenciais para que
propuséssemos um possivel mecanismo de interacdo do farmaco com os
carreadores estudados.

Os resultados do FTIR associado com o RMN H sugeriram que os complexos
BLDD'’s tiveram seu sitio de interacdo associado a parte interna do dendrimero onde
ha regibes hidrofébicas gerada pelas interacbes intramoleculares dessa
macromolécula. A medida que o processo de complexacdo ocorre, estas regides
hidrofébicas passam a ser ocupadas por moléculas da B-lapachona. O que também
foi observado para os complexos BLCD’s, que tiveram determinadas alteracdes
sugeridas pela entrada parcial da porgdo aromatica da B-lapachona ou através da
formacdo de uma estrutura supramolecular entre farmaco e moléculas da
cucurbiturila.

As analises de DRX, MEV, TG e DSC, revelaram aspectos importantes que
reforcam a nossa sugestdo de interacdo dos complexos BLDD’s e BLCD’s. Os
complexos BLDD’s demostraram um padrao de difracdo bastante interessante que
podem evidenciar uma diminuicdo nos tamanhos dos cristais da B-lapachona livre.
Estas observagbes foram mais sugestivas quando as imagens da microscopia
eletronica e os dados das andlises térmicas foram associados ao DRX. Ja os
complexos BLCD’s sugerem a formacao de uma estrutura bastante semelhante a da
CUC com uma sobreposicéo dos padrdes de difragcdo da BLAP livre. O MEV e as
analises térmicas sugerem a ideai de formacdo de um complexo com propriedades
semelhantes a do carreador, 0 que € um bom sinal quando supomos, em uma das
hipoteses, a interagédo pela formacéo de um complexo de incluséo.

Portanto este trabalho sugere que € possivel a formagdo de complexos do

tipo hospedeiro-hdspede entre os carreadores e o farmaco estudado. Esta interacéo
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€ bastante til para propor, por exemplo, sistemas de liberacdo controlada do
farmaco. Ainda foi possivel verificar aspectos fisico-quimicos dos complexos que

podem contribuir com a melhoria da solubilidade da B-lapachona em meio aquoso.
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