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RESUMO 

 

Os derivados oxazolidinicos (DOx) foram descritos como compostos com atividade 

antimicrobiana e antitumoral. No entanto, um dos entraves desta molécula está em sua baixa 

solubilidade em água e consequentemente reduzida biodisponibilidade. Portanto, a utilização 

de complexos de inclusão baseados em ciclodextrina (CD) pode contribuir para uma melhoria 

desta limitação. Neste contexto, realizamos um estudo in silico para avaliar a capacidade de 

interação entre um novo DOx (LPSF/NB-14) e 2-hidroxi-beta-ciclodextrina (2-HPβCD) para 

formação de um complexo de inclusão. Posteriormente, desenvolvemos complexos de inclusão 

baseados em 2-HPβCD baseados na técnica de co-evaporação. Em seguida, técnicas de 

caracterização analítica foram realizadas através de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV), infravermelho transformado de Fourier (IVTF), espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (RMN-1H), difração de raios X e análises térmicas. Posteriormente, um 

estudo de perfil cinético da liberação de DOx, teste de citotoxicidade usando células 

mononucleares de sangue periférico (PBMCs) e testes de atividade biológica em linhagens 

bacterianas e fúngicas foram realizados. Os estudos in silico apresentaram as possíveis 

orientações com valores entre -5,9 kcal/mol e -5,6 kcal/mol, demonstrando a viabilidade da 

incorporação do DOx na 2-HPβCD. O aumento máximo de solubilidade foi obtido a 70mM de 

DOx usando 400 mM de 2-HPβCD, resultando em um incremento vinte vezes maior da 

solubilidade em água em relação ao DOX puro. As análises de MEV revelaram uma mudança 

significativa na morfologia das moléculas após o processo de inclusão. Os espectros de FTIR 

indicaram a formação de complexos de inclusão, considerando a diminuição da intensidade das 

bandas de absorção dos grupos funcionais do DOx. RMN-1H apresentou mudanças químicas 

que indicaram estequiometria 1:1 de DOx:2-HPβCD. O complexo de inclusão também indicou 

diferentes comportamentos térmicos em comparação com o DOx puro. O perfil cinético da 

libertação de DOx em 2-HPBCD demonstrou uma maior liberação do composto em relação à 

sua mistura física em meio aquoso. O composto não exibiu citotoxicidade na forma pura ou 

após a síntese do complexo de inclusão. Em conclusão, estudos in silico forneceram uma visão 

mais importante sobre as interações entre DOx e 2-HPβCD. O perfil farmacocinético 

apresentou um curto tempo de liberação e alta quantidade de massa em meio sem citotoxicidade 

em PBMCs. O DOx não apresentou atividade bactericida no entanto, apresentou atividade 

fungicida em duas espécies de dermatófitos (T. rubrum e T. mentagrophytes) em concentrações 

de 16 µg/mL. Os ensaios de MTT em células tumorais demonstraram que os complexos de 

inclusão contendo DOx apresentaram diferenças na viabilidade celular com uma atividade 



 
 

melhor para a linhagem MCF-7. Desta forma foi possível demonstrar que o complexo de 

inclusão contribuiu para a melhoria da solubilidade e da atividade biológica deste novo 

derivado.  

 

Palavras-chave: Oxazolidinas. Fungicida. Antitumoral. Ciclodextrinas. Complexo de inclusão. 



 
 

ABSTRACT 

 

Oxazolidinic derivatives (OxD) have been described as compounds with antimicrobial 

and antitumor activities. However, OxD have low solubility in water and consequently reduced 

bioavailability. Also, the use of host-guest inclusion complex of OxD in 2-hydroxy-beta-

cyclodextrin (2-HPβCD) contributes to the improvement of the solubility and bioavailability. 

In this context, we initially carried out an in silico study to evaluate the interaction capability 

between OxD (LPSF/NB-14) and 2-HPβCD for the formation of an inclusion complex. 

Subsequently, we developed inclusion complexes based on co-evaporation technique. The 

analytical characterization was performed by scanning electron microscopy (SEM), Fourier 

transform infrared (FTIR), nuclear magnetic resonance (1H-NMR) spectroscopy, X-ray 

diffraction, and thermal analysis. The kinetic profile study of OxD release, cytotoxicity test 

using peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), and antimicrobial activities were 

evaluated. The in silico studies showed the molecule orientations with values ranging from -5.9 

to -5.6 kcal/mol, demonstrating the viability of the inclusion complex. The maximum solubility 

was obtained at 70 mM OxD using 400 mM 2-HPβCD, resulting in a twenty-fold increase in 

water solubility. SEM analysis revealed a significant change in the morphology of the 

molecules after the inclusion process. FTIR spectra indicated the formation of the inclusion 

complexes, considering the decrease in the intensity of the absorption bands of the OxD 

functional groups. 1H-NMR showed chemical changes indicating 1:1 stoichiometry of OxD:2-

HPβCD. The inclusion complex also indicated different thermal behaviors compared to pure 

OxD. The OxD release profile demonstrated a greater release of the compound relative to its 

physical mixing in an aqueous medium. The compound did not exhibit any significant 

cytotoxicity either in its pure form or after 2-HPβCD association. In conclusion, in silico studies 

provided an important insight into the interactions between OxD and 2-HPβCD. The 

pharmacokinetic profile showed a short release time and high amount of mass without 

cytotoxicity in PBMCs. The OxD did not present bactericidal activity. However, OxD (16 

μg/mL) is effective against two species of dermatophytes (T. rubrum and T. mentagrophytes). 

MTT assays in tumor cells demonstrated differences in cell viability with improved activity for 

MCF-7 lineage. In this way, it was possible to demonstrate that the inclusion complex 

contributed to the improvement of the solubility and the biological activity of this new 

derivative.  

 

Keywords: Oxazolidines. Fungicidal. Antitumor. Cyclodextrin. Inclusion complex. 
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças bacterianas ou fúngicas ainda representam um fator de ameaça à saúde 

pública devido a fatores de virulência e linhagens resistentes a antibióticos convencionais 

(PENCHOVSKY e TRAYKOVSKA, 2015). Por outro lado, as complicações associadas 

ao desenvolvimento do câncer também exercem um fator impactante nas sociedades 

modernas com uma maior incidência anualmente (PENCHOVSKY e TRAYKOVSKA, 

2015). No entanto, para ambos os casos, há uma constante busca por novos medicamentos 

contribuam para um melhor efeito terapêutico e, ao mesmo tempo, apresentem mínimos 

efeitos adversos. 

Diante desta problemática, novas pesquisas vêm obtendo novos compostos, como 

os derivados da oxazolidina (DOx) que apresentam atividade comprovada contra 

determinados tipos de bactérias e fungos e, numa proporção menor, atividade antitumoral 

(SORABJEE e GARJE, 2004). Contudo, estes compostos apresentam pouca solubilidade 

em água, o que dificulta sua administração. Para enfrentar esta barreira, estratégias para 

o incremento da solubilidade pode ser aplicado através da substituição grupos funcionais 

à oxazolidina ou a incorporação destas drogas em complexos de inclusão, sendo a 

ciclodextrina (CD) mais comumente utilizada. A versatilidade destas moléculas, permite 

que drogas pouco solúveis em água, possam garantir um aumento na biodisponibilidade 

e diminuição de potencial tóxico (ALVES, FERNANDES, DE SOUZA, et al., 2014; 

CAMPOS, JÚLIA FURTADO et al., 2017). 

Sendo assim, o presente estudo objetivou desenvolver uma alternativa terapêutica, 

avaliando a atividade biológica de DOx em forma livre e presentes em complexos de 

inclusão baseado em ciclodextrina. Inicialmente este estudo visou avaliar a atividade 

biológica em bactérias, fungos e células tumorais e células do sangue periférico. Após 

esta etapa, o estudo focou nos testes de preparação e caracterização físico-química e 

morfológica dos complexos de inclusão. A etapa seguinte deste estudo procurou avaliar 

comparativamente a atividade biológica nos alvos biológicos entre os DOx em sua forma 

livre em relação aos complexos de inclusão. Adicionalmente, testes de citotoxicidade em 

células mononucleares de sangue periféricos de pacientes sadios foram utilizados para 

avaliar toxicidade. Por último, os complexos de inclusão foram testados nas mesmas 

condições em relação a droga livre para avaliarmos se a atividade 

antimicrobiana/antitumoral foi incrementada em função da melhoria na solubilidade dos 

DOx.   
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade biológica do novo derivado oxazolidínico LPSF/NB-14 e 

desenvolver uma estratégia para o incremento de solubilidade deste composto. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Avaliação da atividade antimicrobiana através de testes de susceptibilidade em 

bactérias e fungos 

II.  Desenvolvimento de um incremento de solubilidade para o derivado oxazolidínico 

LPSF/NB-14 baseado em ciclodextrina; 

III. Caracterização analítica através de microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

infravermelho transformado de Fourier (IVTF), espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (RMN-1H), difração de raios X e análises térmicas dos 

complexos de inclusão baseado em ciclodextrina contendo o derivado oxazolidínico 

LPSF/NB-14; 

IV. Avaliação comparativa da atividade biológica de LPSF/NB-14 e de seus complexos 

de inclusão em tumorais de câncer de mama (MCF-7 e T-47D) e em células 

mononucleares do sangue periférico. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

 

3.1 INFECÇÕES BACTERIANAS  

As infecções bacterianas são doenças que ocorrem a partir da proliferação de bactérias 

que podem causar danos prejudiciais ao nosso organismo. Estas infecções são adquiridas 

por transmissão interpessoal (ex: tuberculose) (RITZ e CURTIS, 2014), contato sexual 

(ex: sífilis, gonorréia) (LEE e CLARKE, 2004), ingestão de alimentos (ex: salmonelose) 

(SADKOWSKA-TODYS e CZARKOWSKI, 2014) ou água contaminada (ex: cólera, 

febre tifoide) ou adquiridas em processos cirúrgicos (ex: infecções estafilocócicas) 

(ANDERSON e KAYE, 2009).  

Em certos casos, essas bactérias podem envolver órgãos internos, como na pneumonia 

bacteriana ou na meningite bacteriana. As bactérias Streptococcus pneumoniae, sempre 

causam doenças dentro do corpo, sejam invasivas (pneumonia) ou não invasivas (sinusite, 

otite média aguda) (LESNAKOVA et al., 2007).   

Outras bactérias como a Escherichia coli geralmente estão presentes no organismo 

sem causar prejuízo, porém são classificadas como oportunistas. Isso resulta de uma 

proliferação descontrolada quando o sistema imune está deprimindo, fazendo com que a 

E. coli. produza danos. Estes tipos de infecções (oportunistas) se tornaram mais comuns 

decorrente da AIDS, aumento do número de transplante de órgãos, utilização de 

imunossupressores e uso indiscriminado de antibióticos principalmente em países 

emergentes (JAFARI et al., 2013). 

Estas doenças podem afetar diretamente os tecidos e consequentemente, prejudicar o 

funcionamento normal dos organismos. Outro fator é a presença das endotoxinas 

presentes em bactérias patogênicas que afetam as células do hospedeiro. Essas toxinas, 

em geral, são liberadas quando uma bactéria morre e pode ser responsável pela sepse ou 

choque séptico (RONCO, 2014). A depender da doença, o diagnóstico laboratorial pode 

ser realizado através de teste sanguíneo (ex: hemograma), escarro ou cultura 

microbiológica através de coleta in situ. Outros exames como radiografia de tórax ou 

análise de biópsias auxiliam no diagnóstico de doenças respiratórias causadas por 

bactérias. Nos casos de meningite, uma punção medular para análise de líquido 

cefalorraquidiano (LCR) pode evidenciar o diagnóstico de meningite   (WASHINGTON, 

1996). Estima-se que em 2010, 16 milhões de pessoas morreram por causas infeciosas. 



24 
 

Contudo, este número pode reduzir para 13 milhões devido aos avanços de novos 

antibióticos para espécies mais comuns e algumas resistentes (DYE, 2014).   

A enterobactérias fazem parte de uma família (Enterobacteriaceae) que possui mais 

de 25 gêneros diferentes, centenas de espécies e subespécies e milhares de sorotipos. Em 

geral, esta família é diferenciada por propriedades bioquímicas, estruturas antigênicas e 

hibridização e sequenciamento de ácidos nucléicos. Os gêneros dessa família podem ser 

classificados como patógenos primários (sempre causam doença) como Shigella e 

Salmonella e patógenos oportunistas (dependem da condição do hospedeiro). As do 

gênero Shigella e Salmonella (gram-negativos) atuam no trato gastrointestinal enquanto 

a Enterobacter (gram-positivas) podem se disseminar pela através da corrente sanguínea 

e afetar vários órgãos (GROSE e CASJENS, 2014) . 

As que pertencem ao gênero Salmonella podem provocar gastroenterite aguda ou 

intoxicação alimentar onde podem ser infectantes em algumas fontes: animais de 

estimação, ovos e carne de frango mal cozidos, utensílios de cozinha contaminados porém 

requer uma elevada carga microbiana para a infecção. Em alguns casos ela pode ser 

autolimitada em indivíduos saudáveis (antibióticos e agentes antidiarreicos podem 

prolongar os sintomas). Outra espécie, a Salmonella Typhi é responsável pela febre 

tifoide e outras febres entéricas com envolvimento particularmente do fígado, baço, 

intestino, mesentério e capacidade de disseminação para outros órgãos (ENG et al., 2015).  

As bactérias do gênero Shigella podem causar disenteria pois em humanos, o 

intestino grosso é o principal reservatório onde são transmitidos por via fecal-oral. No 

entanto outras espécies podem desenvolver sintomas diferentes: S. dysenteriae (toxina 

Shiga e pode causar síndrome hemolítico urêmica) , S. flexneri (doença periodontal), S. 

boydii, S. sonnei (mais comum). Além disso, menos de 200 bacilos são necessários para 

a infecção em indivíduos saudáveis (elevada virulência) (SCHROEDER e HILBI, 2008). 

Enterococcus faecalis é uma bactéria Gram-positiva comensal (flora normal) do 

sistema digestivo humano e de outros mamíferos. Amplamente encontrada no ambiente, 

pode causar infecção urinária, meningite e bacteremia, especialmente em ambientes 

hospitalares. E. faecalis constituem 85 a 90% das espécies de Enterococcus identificados 

nos humanos, sendo essa espécie a menos propensa ao desenvolvimento de resistência a 

antibióticos (BEGANOVIC et al., 2018). 
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 O tratamento para a maioria das infecções bacterianas é realizado através da 

administração de antibióticos de amplo espectro que além de debelar, impedem a 

reprodução de mais de uma espécie bacteriana. A penicilina, o primeiro antibiótico 

descoberto, ainda é utilizado para algumas infecções. No entanto, outros antibióticos de 

amplo espectro são amplamente utilizados: a amoxicilina, bacitractina, eritromicina, 

cefalosporina, fluroquinilonas e tetraciclina. Algumas antitoxinas são também 

administradas para combater os efeitos de toxinas bacterianas, como nos casos de tétano 

ou botulismo (MCGUIRE et al., 2015).  

3.1.1 RESISTÊNCIA BACTERIANA 

 

Os antibióticos, também denominados de agentes antimicrobianos têm sido 

utilizados nos últimos 70 anos para tratar pessoas com doenças infecciosas. Desde de 

1940, essas drogas auxiliaram no tratamento e cura das infecções e consequentemente, 

reduziram o número de óbitos causados por microrganismos. No entanto, devido a uma a 

falta de controle na venda destes medicamentos e/ou ampla utilização de forma 

indiscriminada, alguns microrganismos adaptaram-se a essas drogas, tornando-as menos 

efetivas (PENCHOVSKY e TRAYKOVSKA, 2015).  

As bactérias resistentes têm sido motivo de preocupação no controle as doenças 

infecciosas. Isso é decorrente do fato que o desenvolvimento de novos antibióticos não 

tem acompanhado a evolução destas bactérias. Em países desenvolvidos como os EUA e 

a países da Europa têm tratado essa problemática, buscando mapear novos casos que 

envolvam estes tipos de bactérias através de estudos realizados por centros de prevenção 

e controle de doenças (HAWKEY e JONES, 2009; DE KRAKER et al., 2013). 

 O mecanismo de resistência resulta de mutações genéticas que reduzir ou 

neutralizar o efeito dos antibióticos. Uma destas mutações pode tornar uma determinada 

bactéria menos vulnerável a droga. Uma vez que as bactérias resistentes sobrevivem a 

determinadas doses em relação àquelas mais vulneráveis, elas se replicam e podem ser 

transmitidas para outras linhagens, resultando em cepas mais evoluídas. Na maioria dos 

casos, a resistência bacteriana é induzida através da automedicação ou administração 

inadequada de antibióticos por tempo incorreto (GOULD, 2008). A cada ano nos EUA, 

pelo menos 2 milhões de pessoas são infectadas com bactérias que são resistentes a 

antibióticos e aproximadamente 23.000 pessoas morrem ao ano por essas infecções. 

Desde 2012, novos casos de resistência bacteriana ao tratamento de drogas foram 
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relatados, o que demanda o uso de medicamentos mais caros e desenvolvimento de novos 

fármacos  (GOULD, 2008).  

Em 2013, havia cerca de 480.000 novos casos de tuberculose multirresistente (TB-

MR) enquanto que a extensivamente resistente tuberculose (TB-ER) foi encontrada em 

100 países. A TB-MR requer medidas de tratamento que duram mais tempo e são menos 

eficazes se comparada aos casos de tuberculose não-resistente (WHO, 2015). 

Existem proporções elevadas de resistência aos antibióticos em bactérias que 

causam infecções comuns como infecções do trato urinário, pneumonia, infecções da 

corrente sanguínea que estão presentes em todas as regiões do mundo. Um percentual 

elevado de infecções hospitalares tem sido causado por bactérias altamente resistentes, 

como a Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) e bactérias gram-negativas 

multirresistentes (enterococos vancomicina-resistentes) (WHO, 2015). 

 A resistência bacteriana é um problema complexo e multifatorial. Como tal, as 

intervenções individuais, isoladas têm pouco impacto. A necessidade de combater este 

problema exige uma ação coordenada entre a população, políticos e profissionais de saúde 

para minimizar o surgimento e propagação da resistência antimicrobiana. 

3.2 INFECÇÕES FÚNGICAS 

 

 Em geral, se o sistema imune da pessoa infectada for competente, estes tipos de 

infecções não se espalham por órgãos do corpo. Por outro lado, há situações em que a 

queda nas defesas do organismo favorecem estas infecções. Adicionalmente, o uso 

prolongado de antibióticos pode interferir no balanço normal entre bactérias e fungos 

presentes num mesmo microambiente (ex: trato digestivo, vagina) humano. Desta forma, 

com a diminuição do número normal de bactérias nessas regiões, os fungos crescem de 

forma excessiva. Nestas situações, a restauração da microbiota, em geral, soluciona o 

problema. No entanto, algumas podem ser prejudiciais à saúde. Esses acometimentos 

envolvem, por exemplo, infecções na corrente sanguínea e meningite por fungos. Embora 

estas sejam menos frequentes que as infecções de pele e pulmonares, podem ser mortais 

se não tratadas a tempo (MAERTENS et al., 2001; MUSKETT et al., 2011; 

LANTERNIER et al., 2013) .   

A maioria das infecções fúngicas se desenvolve lentamente (meses ou anos) e 

podem passar despercebido da atenção médica. No entanto, pessoas com acometimento 
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imune, estas manifestações clínicas podem ser agressivas. Além da rápida propagação, 

geralmente acarretam óbito. O sistema imune pode ser enfraquecido por drogas 

imunossupressoras destinados para evitar rejeição em transplante de órgão ou como 

quimioterápicos para tratamento doenças como a AIDS e neoplasias (ARMSTRONG-

JAMES et al., 2014; GAVALDA et al., 2014). Os fatores de risco e outros acometimentos 

estão presentes na Tabela 1. 

Tabela 1 - Drogas imunossupressoras e doenças que favorecem o desenvolvimento de infecções fúngicas. 

Drogas Imunossupressoras Doenças 

Quimioterápicos AIDS, queimaduras graves 

Corticosteroides Diabetes, linfomas (Hodgkin e não 

Hodgkin) 

Drogas imunossupressoras para pós-

transplante (ex: azatioprina, metotrexato, 

ciclosporina) 

Leucemia, distúrbios pulmonares (ex: 

enfisema) 

 Os agentes etiológicos responsáveis pelas infecções fúngicas variam em 

características, formas e locais de acometimento. Pode-se destacar algumas das mais 

comuns: a candidíase, a criptococose e as dermatofitoses (CARILLO-MUNOZ e TUR-

TUR, 1997; LANTERNIER et al., 2013) 

3.2.1 Candidíase 

 

 A Candida é normalmente encontrada na pele, no trato gastrointestinal, e em 

mulheres, na região genital. Em geral, a Candida não ocasiona problemas no entanto, 

indivíduos com imunidade deficiente podem ser afetados (ex: diabetes, câncer, gestantes). 

A candidíase também ocorre comumente em pessoas que estão sob uso de antibióticos 

(CHOI et al., 2013; YAPAR, 2014). 

A candidíase é uma infecção causada por várias espécies de Candida, 

especialmente pela Candida albicans. Os tipos mais comuns de candidíase são infecções 

superficiais que acometem a boca, vagina ou pele e causam manchas vermelhas, prurido, 

irritação ou ambos (RIBEIRO et al., 2004). O agravamento maior pode ocorrer pela 

entrada do fungo na corrente sanguínea (chamada candidemia). Nestes casos os fungos 

podem proliferar-se em outras partes do corpo, como válvulas cardíacas, esôfago, fígado, 
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rins, olhos e até causar óbitos (DARWAZAH et al., 1999; SHI et al., 2008; PAPPAS et 

al., 2016) (Fig.1). 

 

Figura 1 - Fungos do gênero Candida sp. e manifestações clínicas da candidemia na mucosa bucal e 

invasiva no esôfago (esquerda para direita).  

A maioria das infecções por Candida são aparentes. A forma de detecção é 

examinada por microscopia e enviada para cultura microbiológica que posteriormente 

pode ser diferenciada meios de cultura especiais (ex: CHROMAgar) (SIVAKUMAR et 

al., 2009). Adicionalmente, existem outras metodologias como a utilização de métodos 

imunológicos (ex: ELISA) ou através de biologia molecular (ex: SDS Page) 

(RODRIGUES et al., 2004; AVNI et al., 2011).  

 O tratamento é tópico com antifúngicos clotrimazol e nistatina. Em outras 

situações, de uso oral, pode-se administrado fluconazol. Porém nos casos de candidemia, 

utiliza-se a anfotericina B intravenosa e outras alternativas terapêuticas como o uso de 

posaconazol, voriconazol, casporfungina, micafungica e anidulafungina (GARCIA-

CUESTA et al., 2014; DOVNIK et al., 2015). 

3.2.2 Criptococose  

 

A criptococose é uma doença causada por fungos do gênero Criptococcus. O 

Criptococcus é encontrado principalmente no solo contaminado com fezes de aves (ex: 

pombo). Apesar de haver aproximadamente 100 espécies diferentes, apenas duas espécies 

mais comumente causam doenças: C. neoformans e C. gatti (BOVERS et al., 2008). Estas 

duas espécies representam cerca de 80% das infecções associadas a este gênero.   

Algumas manifestações clínicas podem ser assintomáticas ou apresentar dores de cabeça 

e confusão, tosse, peito dolorido ou erupção cutânea dependente do local acometido 

(ESPINEL-INGROFF E KIDD, 2015).  
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A infecções causadas por este tipo de fungo atuam sobre pacientes 

imunodeficientes e são mais prevalentes em países subdesenvolvidos (ILLNAIT-

ZARAGOZI ET AL., 2014). Este tipo de infecção recebeu destaque devido a epidemia 

causada pelo HIV e que ainda está presente no mundo todo. Mesmo pessoas HIV 

negativas possuem um risco de 6% de desenvolver sintomas clínicos associados ao 

Criptococcus (LA HOZ E PAPPAS, 2013). Há casos de infecções de pessoas com 

linfoma de Hodgkin e em pessoas com uso prolongado de corticosteroides. Entretanto, a 

criptococose também pode se desenvolver em pessoas com um sistema imune normal 

(ROMANO ET AL., 2001; GONG ET AL., 2013). 

Os locais mais acometidos ocorrem nos tecidos que cobrem o cérebro e as 

meninges, pulmão ou pele. Sem um tratamento adequado outros órgãos podem ser 

afetados. Os sintomas da meningite criptocócica envolvem dor de cabeça e confusão. Nos 

pulmões pode ser assintomático ou marcado por tosse, dor no peito e em casos graves, 

dificuldade de respirar. Na pele há a presença de erupções cutâneas com a presença de 

exsudato inflamatório (GONG et al., 2013) (Fig.2). 

Figura 2 - Fungos do gênero Cryptococcus sp. e manifestações clínicas da criptococose cutânea (esquerda 

para direita).  

O diagnóstico baseia-se em exame direto por microscopia e a cultura isolada da 

levedura. No entanto, estes métodos apresentam desvantagens quanto ao tempo de 

identificação genotípica. A automação diminui o tempo de análise, demonstrando 

resultados em até 72 horas (API 20C AUX e Vitek) (MAHABEER ET AL., 2014). A 

identificação final depende de testes complementares e análise clínica. Outras 

metodologias têm sido implementadas e apresentaram bons resultados como MALDI-

TOF-MS (FIRACATIVE et al., 2012).  

Os antifúngicos são administrados oralmente em acometimentos de pele e 

respiratórios (fluconazol) e em casos mais graves (meningite), intravenosamente (ex: 

anfotericina B e flucitosina).  Em pacientes com HIV o tratamento é permanente, porém 
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pode ser interrompido a depender da normalidade dos níveis linfocitários por pelo menos 

6 meses (TORRES-RODRIGUEZ et al., 2008; MAZU et al., 2016). 

3.2.3 Dermatofitoses 

 

São doenças que acometem humanos e animais no mundo por fungos 

denominados, dermatófitos.  Algumas dessas espécies representadas pelo Microsporum 

gypseum, Trichopyton rubrum e Trichopyton mentagrophytes. Estes fungos invadem 

tecido queratinizados como cabelos, pele e unha para produzir uma manifestação clínica 

conhecida como tínea. A tínea é classificada de acordo com o local acometido: corporis 

(corpo), pedis (pé), capitis (capilar), barbar (barba), manum (mão) e onicomicoses (unha) 

(fig. 3).  

Figura 3 - Fungos do gênero Thrycophyton sp. e manifestações clínicas das dermatofitoses: tínea corporis 

e tínea pedis (esquerda para direita).  

É importante ressaltar que estes restringem-se apenas as camadas mais externas e 

dificilmente penetração em tecidos mais profundos da pele. No entanto, pacientes com 

neoplasias, geralmente imunocomprometidos, são mais favoráveis a estes tipos de 

infecção e ao desenvolvimento de complicações (IRIMIE et al., 2015).   

Os tratamentos atuais limitam-se ao uso tópico e que também podem apresentar 

limitações quanto a toxicidade, indução de resistência e tempo de tratamento 

(WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995). Estes fatores influenciam na continua 

necessidade de desenvolver novas alternativas terapêuticas. Há pesquisas atuais 

objetivando a utilização de plantas medicinais e de novas formas farmacêuticas sintéticas 

(AYATOLLAHI e KAZEMI, 2015). 

3.3 O CÂNCER 

 

O câncer representa um conjunto de mais de 100 doenças que apresentam um 

característica em comum: o crescimento desordenado (origem maligna) de células que 
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invadem tecidos e órgãos e apresentam risco de se espalhar (metástase) para outras regiões 

do corpo (DUNN e KRAMER, 2016). 

As células envolvidas nesta doença podem apresentar agressividade e crescimento 

incontrolável, levando a formação de tumores (acúmulo de células do câncer) ou 

neoplasias malignas. No entanto, algumas células podem apresentar crescimento 

vagaroso, localizado, bem definido e semelhante ao tecido local, característica de tumores 

benignos. Este tipo apresenta baixo risco de vida (MALEY et al., 2017). 

 .Os tipos de câncer variam de acordo com a célula afetada. A depender do tipo de 

célula, pode haver diferentes tipos de câncer como por exemplo, na pele. Os cânceres de 

origem epitelial é denominado de carcinoma. Se este for iniciado em tecidos conjuntivos 

(ex: cartilagem, músculos ou ossos) é denominado de sarcoma.  Outro aspecto do 

câncer que diferenciam os tipos entre si estão associados a velocidade de multiplicação, 

capacidade de invasão em tecidos e órgãos próximos ou distantes (metástases) (MALEY 

et al., 2017). 

3.3.1 As causas do câncer 

 

As causas do câncer são variáveis, podendo ser influenciadas por fatores externos 

(ambientais) ou internos. Os fatores externos estão associados ou meio ambiente e aos 

hábitos ou costumes de um indivíduo dentro de um ambiente sociocultural. Os fatores 

internos são associados a genética e a imunidade a agressões externas. Estes fatores 

apresentam um potencial de interagir de diferentes formas, o que resulta no aumento da 

probabilidade de transformações malignas em células normais (WHO, 2015). 

 O percentual de cânceres associados aos fatores externos varia de 80 a 90% devido 

ao uso de cigarro (câncer de pulmão), exposição solar excessiva (câncer de pele) e alguns 

vírus associados a casos de leucemia além de componentes alimentares em produtos 

industrializados, embora, o tema ainda é seja amplamente discutido. A manifestação do 

câncer também é maior em idosos, devido a exposição prolongada a diferentes fatores de 

risco durante a vida podendo ser cancerígenos e alterando o DNA destas células (MALEY 

et al., 2017).  

Os fatores internos associados a hereditariedade são mais raros, no entanto, o fator 

genético apresente um papel na oncogênese. Alguns tipos de câncer podem ter uma forte 

relação familiar ou exposição a uma causa comum. Grupos étnicos também podem 
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apresentar predominantemente um tipo de câncer do que em outros grupos (ex: leucemia 

linfocítica rara em orientais) (MALEY et al., 2017).. 

Dados do Instituto Nacional de Câncer (INCA), o câncer de pele, próstata e mama 

foram os mais incidentes. De acordo com a estimativa do INCA em 2016, o câncer mais 

incidente em homens foi o de próstata com 61.200 novos casos, enquanto o câncer de 

mama com 57.960 novos casos foi mais incidente em mulheres (Fig. 4). 

Figura 4 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, 

exceto pele não melanoma (número de casos a cada 100 mil habitantes). 

 

O câncer de mama ainda é o mais comum entra as mulheres no Brasil e no mundo, 

depois do de pele não melanoma. Ele representa cerca de 28,1% de novos casos ao ano, 

segundo estimativa de 2016. Embora, esta doença acometa homens, sua incidência é de 

apenas 1% do total de casos (INCA, 2016). 

O surgimento destes doenças está associada aos fatores de risco, qualidade 

assistência prestada, na qualidade da informação e no envelhecimento da população. Em 

geral, como acontece nos países da Europa, Estados Unidos e Canadá, quanto maior a 

proporção de pessoas idosas, maior as taxas de incidência, principalmente ao 

envelhecimento relacionado ao de mama e próstata. É importante ressaltar o desafio de 

campanhas de prevenção e acompanhamento em indivíduos que se enquadrem nos grupos 

de risco, seja pela idade ou por fatores hereditários (INCA, 2016).  

A idade de risco surge após os 35 anos e cresce progressivamente após os 50 anos. 

Este dado é apresentado tanto em países em desenvolvimento quanto desenvolvidos. 

Dentre os tipos de câncer de mama, podem variar conforme evolução (rápida ou lenta). 

No entanto, a detecção precoce favorece um bom prognóstico e boa resposta aos 

tratamentos (INCA, 2016). 
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3.3.2 Tratamentos para o Câncer 

 

 Existem muitos tipos de tratamento contra o câncer, os quais dependem do tipo 

de câncer e do seu avanço. O número de tratamentos é variável entre pessoas.  Algumas 

podem depender de apenas um tratamento enquanto outras poderão ter uma combinação 

de tratamentos, como cirurgia com quimioterapia e /ou radioterapia (NIH, 2018).  

 A cirurgia é um procedimento invasivo em que um cirurgião remove o câncer 

sólida de alguma parte acessível do corpo. Quando este procedimento não é possível de 

realizar, outra opção mais próxima é a radioterapia. A radioterapia é um tipo de 

tratamento para o câncer que usa altas doses de radiação para matar células cancerosas e 

reduzir tumores de forma controlada e localizada. Por outro lado, a quimioterapia é um 

tipo de tratamento do câncer que usa drogas para matar as células cancerígenas de forma 

sistêmica que pode resultar em efeitos colaterais. Em alguns casos utiliza-se a 

imunoterapia como tratamento auxiliando o sistema imunológico a combater o câncer. 

Em outros casos, a terapia hormonal pode ser usada como tratamento que age retardando 

ou impedindo o crescimento de cânceres (por exemplo, câncer de mama e próstata) 

(WHO, 2015).  

 Outra alternativa está nos transplantes de células-tronco em casos de neoplasias 

na medula óssea e/ou que ajudam na restauração das células-tronco formadoras de sangue 

em pacientes com câncer que tiveram suas células destruídas por doses muito altas de 

quimioterapia ou radioterapia. A última alternativa para o tratamento do câncer é a 

chamada medicina de precisão. Nesta modalidade os médicos selecionam os tratamentos 

com maior probabilidade de ajudar os pacientes com base na compreensão genética de 

sua doença.  

3.4 DERIVADOS DE OXAZOLIDINAS (DOX) E SUAS APLICAÇÕES 

 

As oxazolinas são compostos heterocíclicos que consistem em um anel 

heterocíclico formado por de cinco membros contendo, no mínimo, um átomo de 

oxigênio e um de nitrogênio (Fig. 5a). Além delas possuir estrutura única e diversas 

aplicações, também serve como elemento estrutural para produtos naturais e 

farmacêuticos (SHAGHAFI et al., 2011).  
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As aplicações terapêuticas destes compostos têm sido utilizadas como 

anticonvulsivantes, inibidor de polimerização de tubulina, agente anticâncer que 

compreende elementos oxazolidínicos 3,5-disubstituídos e até atividade antimicrobiana 

de alcaloide contendo oxazol. As oxazolidinas, também chamadas de 1,3-oxazolidinas, 

são a forma reduzida das oxazolinas (Fig. 5b). As isoxazolidinas são os isômeros da 

oxazolidinas onde o nitrogênio e o oxigênio são átomos adjacentes (Fig. 5c).  

Figura 5 – A oxazolina (a) e seus derivados: oxazolidinas (b) e isoxazolidinas (c). 

As oxazolidinonas são uma classe de compostos que contém 2-oxazolidona em 

sua estrutura e são utilizados como antimicrobianos. O efeito antibacteriano das 

oxazolidinonas ocorre através da inibição da síntese proteica, atingindo uma etapa inicial 

que envolve a ligação da N-formilmetionil-RNAt para o ribossomo (SHINABARGER, 

1999). Algumas das mais importantes oxazolidinonas (ex: linezolida, posizolida, 

cicloserina) são a última geração de antibióticos utilizados contra bactérias gram-

positivas, incluindo o Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA). Estes 

antibióticos são considerados como último recurso quando outras terapias antibióticas 

falham. 

A linezolida (LZ), também conhecida como Zyvox (Pfizer, USA), é um agente 

antibacteriano sintético com atividade in vitro comprovada contra bactérias gram-

positivas, gram-negativas e algumas espécies anaeróbicas. A LZ atua ligando aos sítios 

no ribossomo bacteriano que impede a formação de um complexo de 70S ribossomal. 

Este componente é essencial para o processo de transdução e síntese proteica. A LZ está 

disponível através de administração intravenosa e também apresenta vantagens quanto a 

sua biodisponibilidade oral (SORABJEE e GARJE, 2004).  

A posizolida, (AZD5847), uma nova oxazolidinona desenvolvida pela 

Astrazeneca (Londres, UK) foi comparada a LZ. Este novo composto obteve atividade 

comprovada contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e algumas espécies 

anaeróbicas em 98% das linhagens testadas.  No entanto, a atividade em bactérias do 

gênero Staphylococci e Enterococci foi bacteriostática (VILLEMAGNE et al., 2012). Em 
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contrapartida, a posizolida apresentou uma concentração mínima inibitória (CMI) 

satisfatória (≤ 2 µg/mL) para Mycobacterium tuberculosis, no qual direcionou a sua 

utilização para o combate à tuberculose devido a resultados do estudo de fase clínica 2 

realizado em 2013 na África do Sul (NIAID, 2013).  

A cicloserina também conhecida como seromicina é um composto isaxolidínico 

também indicado para o tratamento da tuberculose sendo classificado como droga de 

segunda linha. A utilização deste medicamento é restrita apenas para linhagens de M. 

tuberculosis resistente a múltiplas drogas em 64 µg/mL. Adicionalmente, esta droga pode 

causar efeitos neurológicos adversos devido a sua capacidade de penetrar no sistema 

nervoso central (PROSSER e DE CARVALHO, 2013).   

Ainda há outras drogas comerciais que ainda estão em estudos de fases clínica 

como a Tedizolida (Sivextro), o qual foi aprovada para infecções de pele. Há também a 

Radezolida (RX-1741) que ainda está em estudos de fase clínica 2 (LEMAIRE et al., 

2010). A necessidade de avaliar o potencial antifúngico está na limitação de agentes 

antifúngicos convencionais que estão sendo administrados para o combate destas 

doenças. Existem relatos sobre testes antifúngicos de DOx em fungos que ainda são 

inconclusivos (DEVI et al., 2013).  

Outra atividade apresentada por estes derivados foi a utilização de uma 

oxazolidinona (guanidínio-4-oxazolidinona dibrominada), denominada de 

Synozolidinona C. Este composto apresentou atividade antitumorais em linhagens 

celulares de melanoma, carcinoma de mama e cólon entre outras (TADESSE et al., 2011). 

Outro estudo utilizando derivados da linezolida sugeriu que os compostos com 

substituintes etil e acril apresentaram uma atividade mais promissora e induzindo a 

apoptose de células tumorais de adenocarcinoma de próstata através da caspase-3 e 

caspase-9 (NARESH et al., 2014). 

Adicionalmente, Agrawal et al., sugeriu que a ação de alguns derivados também 

atue sobre os receptores gama ativados por proliferador de peroxissoma (do inglês, 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma). O presente composto utilizado no 

experimento (5-{4-[3-(4-ciclohexil-2-propilfenoxi)propoxi]fenil}-1,3-oxazolidina-2,4-

diona demonstrou em ensaios metabólicos que o derivado atuou como enzima do 

citocromo P450 (AGRAWAL et al., 2005). Outros experimentos demonstraram a atuação 

dos derivados (oxazol-5-onas) como agonistas parciais do PPAR gamma, onde 
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apresentaram citotoxicidade contra células de câncer de mama (PAL et al., 2014). Este 

receptor apresenta suma importância, pois ligantes podem acarretar tanto a inibição da 

proliferação ou a indução de apoptose (GROMMES et al., 2004; THEOCHARIS et al., 

2004). Além disso, alguns estudos têm apresentado que ligantes do PPAR gamma 

parecem exercer propriedade antitumorais in vitro e induzir a parada ou encolhimento 

celular em murinos (ELSTNER et al., 1998; MUELLER et al., 1998; SUH et al., 1999; 

PIGHETTI et al., 2001).  

3.5 O DERIVADO OXAZOLIDÍNICO (DOX) LPSF/NB-14 

 

 O DOx LPSF/NB-14 é um composto é formado por um anel de oxazolidina e um 

grupo tiol (-SH) na posição do carbono 2. Sabe-se que a presença do enxofre na estrutura 

química de compostos químicos confere um potencial antimicrobiano 

(BARTHOLOMEW ET AL., 1954) além de possuir um grupo etil (CH2-CH3) ligados ao 

nitrogênio na posição 3. Este composto LPSF/NB-14 (Fig. 6) também apresenta um 

grupamento benzilideno ligado ao carbono 5 de sua estrutura. 

 

Figura 6 - Estrutura química do LPSF/NB-14 (PM: 222.20 mol/g). 

Com relação a atividade biológica, algumas oxazolidinadionas 3,4-

dissubistituídas semelhantes apresentaram atividade citotóxica em linhagem leucêmicas. 

Estudos prévios sugerem um mecanismo de ação através da indução por apoptose 

(ALVES, FERNANDES, DE SOUZA, et al., 2014; CAMPOS, JÚLIA FURTADO et al., 

2017). No entanto, alguns destes compostos ainda não possuem atividade biológica 

comprovada como o LPSF/NB-14 (Patente BR1020150160607). 
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3.6  AS CICLODEXTRINAS  

 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos que são formados por diferentes 

quantidades de glicopiranose unidas por ligações glicosídicas α-(1,4) (Fig. 7).  A 

descoberta destas moléculas surgiu em 1891 por Villiers que obteve uma pequena 

quantidade de dextrinas a partir da digestão do amido por ação de um microrganismo 

(Bacillus amylobacter). O achado foi descrito como cristais radiais obtidos por 

armazenamento em álcool com a composição de múltipla da fórmula (C6H10O3). 3H2O 

(DEL VALLE, 2004).  

 

Figura 7 – Estrutura molecular e visão tridimensional da β-ciclodextrina. (Adaptado de 

www.u.arizona.edu). 

Em 1911, Schardinger aprimorou a técnica de Villiers com outro microrganismo 

(Bacillus macerans), onde obteve maior rendimento na obtenção destas dextrinas 

cristalinas onde as denominou como α e β. Em 1942, as estruturas das dextrinas α e β 

foram determinadas através da cristalografia de raios-X e posteriormente descobriu-se a 

dextrina do tipo γ (1948) e outra com maiores resíduos: δ, ξ, ζ, ν, com 9 a 12 unidades 

(EASTBURN E TAO, 1994).  

O interesse nestas moléculas foi enfatizado devido a capacidade de formar 

complexos de inclusão. A forma tridimensional desta molécula apresenta um formato 

semicircular tipo cone truncado. A cristalografia destas moléculas identificou a presença 

de grupos hidroxilas (-OH) presentes nas ciclodextrinas nas regiões externas e na 

cavidade interna da molécula. Esta caracterização permitiu definir que a área exterior da 

molécula é hidrofílica enquanto a cavidade é apolar (SZEJTLI, 1989). Devido a estas 

propriedades, as ciclodextrinas demonstraram ser úteis para formar complexos de 

inclusão com compostos hidrofóbicos e consequentemente, para aumento de solubilidade 
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(JOUDIEH et al., 2009). Para obter estes complexos de inclusão é necessário que a 

ciclodextrina tenha tamanho suficiente para comportar a molécula alvo. A utilização das 

CD pode ser feita em diferentes proporções molares em função da molécula alvo 

(ciclodextrina/droga), sendo as frações molares mais comuns 1:1 e 1:2. Pode-se 

exemplificar a Linezolida que foi com a β-CD e associada a sua ligação ao BSA porém, 

sua atividade após a formação do complexo de inclusão não foi avaliada (JOUDIEH et 

al., 2009). 

3.6.1 Caracterização do complexo de inclusão de CD 

 

Um conjunto de técnicas são necessárias para avaliar a formação de complexos de 

inclusão com as CDs tanto no estado sólido quanto em meio líquido. As metodologias 

aplicadas mais comuns são o diagrama de solubilidade de fases, análise térmica, 

espectroscopia de infravermelho, difração de raios-X, microscopia eletrônica de 

varredura e ressonância magnética nuclear. Adicionalmente, a simulação computacional 

pode ser aplicada de forma a complementar os resultados obtidos pelas técnicas 

anteriores. 

3.6.1.1 Diagrama de solubilidade de fases de CD 

 

 Este tipo de metodologia foi estabelecido por Higuchi e Connors (1965) e é 

comumente utilizado para estabelecer uma relação ótima dos complexos de inclusão. Esta 

técnica envolve o monitoramento da solubilidade de um composto pela adição a 

quantidades crescentes de CDs enquanto o substrato é mantido nas mesmas concentrações 

(HIGUCHI & CONNORS, 1965).  

A interação entre a droga e a CD é mantida devido a constante de equilíbrio (Kc). 

A natureza do complexo e seus valores numéricos de Kc são derivados das propriedades 

do complexo e concentrações de CD em função da droga. O aumento da solubilidade de 

drogas hidrofóbicas neste caso é alcançado em função do aumento das concentrações de 

CDs. O perfil de solubilidade pode ser variável demonstrando um tipo de complexo 

formado bem como a estequiometria fármaco:CD (DAVIS E BREWSTER, 2004).  

Os perfis das bandas de absorção irão demonstrar o tipo de perfil observado e qual 

são os processos que envolvem a participação da droga e do complexo de inclusão com 
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CD (Fig. 9). Higuchi e Connors estabeleceram que há dois perfis distintos: A e B. O perfil 

Al demonstra um aumento linear da solubilidade da droga em função da concentração de 

CD (Kc=1:1). O perfil Ap demonstra um desvio positivo de linearidade onde a 

solubilização é mais efetiva proporcionalmente em altas concentrações (Kc=1:>1). O 

último perfil, o An há um desvio negativo de linearidade onde demonstra que a CD é 

pouco eficiente em altas concentrações (Kc = 1:<1). 

A apresentação do perfil B (Bs e Bi) demonstram que a formação dos complexos 

de inclusão demonstram uma solubilidade aquosa limitada. Este tipo de perfil é mais 

observado nas ciclodextrina natural (α, β e γ). Há casos em que a o fármaco pode interagir 

no complexo de inclusão e torná-lo insolúvel fazendo com que parte fique prescipitada e 

seja observada graficamente como um decréscimo do perfil de absorção (HIGUCHI & 

CONNORS, 1965). 

Figura 8. Tipos de diagramas de solubilidade de fases obtidos a partir da complexação de fármacos com 

ciclodextrinas. Al: linearidade, Ap: desvio positivo, An: desvio negativo, Bs e Bi: complexos com 

solubilidade aquosa limitada. 

3.6.1.2  Espectroscopia de Infravermelho de CD 

 

A espectroscopia de infravermelho (EIV) trata-se de uma técnica que estuda a 

interação da radiação eletromagnética com a matéria. A EIV tem sido amplamente 

utilizada para análise de vários compostos orgânicos ou inorgânicos, onde pode fornecer 

informações sobre os grupos funcionais da amostra, de acordo com sua natureza física. A 

identificação de uma molécula ocorre por movimentos rotacionais e vibracionais dos 

grupos moleculares e ligações químicas da estrutura química no comprimento de onda do 
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infravermelho. Essa absorção de radiação infravermelha provoca, portanto, aumento da 

amplitude das vibrações moleculares. A interpretação destes fenômenos é a EIV por 

Transformada de Fourier (Em inglês, FTIR) (SILVERSTEIN et al., 2000; LOPES e 

FASCIO, 2004).  

 FTIR consiste, basicamente, na geração de um gráfico, utilizando-se de um 

interferômetro tipo Michelson constituído por um espelho fixo, um espelho móvel e um 

divisor de feixe. Ademais, a radiação incidente é separada através do divisor. Parte dessa 

radiação é direcionada ao espelho fixo e outra parte ao espelho móvel, onde é refletida e 

passa novamente pelo divisor de feixe e é recombinada, no qual um filme semirefletivo 

divide o plano de dois espelhos (beam splitter) em partes iguais. Os sinais obtidos são 

processados pelo cálculo da transformada de Fourier onde serão convertidos de forma 

gráfica considerando as coordenadas de tempo x intensidade do sinal. A esse tipo de 

gráfico denomina-se interferograma (LOPES e FASCIO, 2004) (Fig. 9).   

Figura 9 -  Esquema de leitura e análise de dados através da espectroscopia de infravermelho por 

transformada de Fourier. 

Essas bandas contem evidências de grupos funcionais na estrutura de uma 

molécula analisada. Isso ocorre porque os átomos interagem com a radiação 

eletromagnética em um processo de vibração molecular ao redor das ligações covalentes 

que os ligam (SILVERSTEIN et al., 2000). Basicamente, há duas vibrações: a vibração 

de estiramento e a vibração angular. No primeiro caso, a vibração de estiramento, também 

denominada de stretching, os átomos aumentam ou diminuem sua distância mantendo-se 

no mesmo eixo. No segundo caso, a vibração angular (bending), as posições dos átomos 

mudam em relação ao seu eixo de ligação original (SILVERSTEIN et al., 2000).  

As posições das bandas no espectro podem ser apresentadas em número de ondas 

em centímetros invertidos (cm-1) ou em micrômetros (μm). Cada grupo funcional costuma 

apresentar-se em determinadas regiões, o que ajuda a evidenciar ou confirmar a molécula 

em análise. As regiões que correspondem as faixas mais comuns são entre 4000-400 cm-

1 (Tabela 2).  Na região de alta energia são observadas hidroxila de álcool, ácido 
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carboxílico, fenol, enol, vibrações de NH de aminas primárias e secundárias, grupo 

carbonila e outros (SILVERSTEIN, 2000).  Em casos em que há a ausência de bandas na 

região de 900 - 690 cm-1 é um indicativo de ausência de anéis aromáticos na molécula 

(SILVERSTEIN et al., 2000; LOPES e FASCIO, 2004). 

 

Tabela 2 – Bandas de absorção no infravermelho. Adaptado de SILVERSTEIN, 2000. 

Este método é indispensável para caracterização de compostos orgânicos em 

geral, pois permite a detecção de grupos funcionais. Moléculas hospedeiras não 

complexadas apresentam padrões de banda de absorção característico como do grupo 

carbonila (1600 cm-1). No entanto, quando estas moléculas estão contidas nos complexos 

baseados em CD, pode haver um deslocamento destas bandas, encobrimento ou 

diminuição das bandas de absorção dos grupos funcionais (HEISE et al., 2010; 

MANGOLIM et al., 2014). 

3.6.1.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

A ressonância magnética é um fenômeno que se relaciona com campos 

magnéticos e ondas eletromagnéticas de radiofrequência (RF). Foi descoberto em 1946, 

de forma independente por Bloch e Purcell, que lhes rendeu o prêmio Nobel de Física em 

1952. Inicialmente, esta técnica foi utilizada primeiramente em química analítica e 

bioquímica e partir dos anos 80 seu uso foi destinado na medicina para diagnóstico por 

imagem em humanos (MAZOLLA, 2009).  
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As informações obtidas pela RMN provem das propriedades magnéticas naturais 

dos átomos. A base física deste fenômeno é dada pela existência dos tipos de movimentos 

dos núcleos atômicos: o movimento giratório em torno de si mesmo (“spin”) e o 

movimento em torno do eixo gravitacional (movimento de precessão). Os movimentos 

geram um campo magnético ao redor de cada núcleo, especialmente os átomos que 

possuem um número ímpar de próton e nêutrons onde adquirem maior atividade 

magnética. Devido a abundância tanto no meio quanto em tecidos orgânicos, deutério é 

bastante utilizado, seja em química analítica quanto na medicina (BEHROOZMAND et 

al., 2015) (Fig. 10). 

Figura 10 - Esquema de preparação, leitura e análise de dados através da ressonância magnética de 13C 

e/ou 1H. 

Ao introduzir um campo magnético, estes átomos (H) se magnetizam 

temporariamente fazendo com que seus núcleos de alinhem criando um vetor de 

magnetização (longitudinal). Um fator de relevância neste processo, é que as partículas 

carregadas apresentavam órbitas circulares que se sobrepõe a frequência precessional em 

torno do campo externo conhecida, como frequência de Larmor. Quando se aplica um 

pulso de radiofrequência, o objetivo é mudar o plano de magnetização (longitudinal para 

o transversal), ou seja, o pulso de radiofrequência deve ser perpendicular ao campo 

magnético externo. Desta forma a variação da magnetização transversal é o que o 

equipamento pode detectar. A precessão da magnetização transversa induz sinais elétrico 

no cabo da bobina (MAZOLLA, 2009).  

A RMN é utilizada para determinação de um dado composto nos complexos de 

inclusão. Essa técnica permite elucidar a estrutura do complexo e identificar as frações 
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da molécula que podem estar interagindo com a estruturas da CD (cavidade). A interação 

entre a molécula hospedeira e os complexos de inclusão apresentam alterações nos sinais 

espectrais de ambas as moléculas. A comprovação destes resultados são observados 

diante de análises comparativas entre as moléculas isoladas e os complexos de inclusão 

(TOMA e TOMA, 2007). 

3.6.1.4  Difração de Raios X (DRX) 

 

Esta técnica mede a intensidade de raios-X difratados por uma amostra sólida em 

diferentes ângulos. Essa metodologia baseia-se na lei de Bragg que está relacionada ao 

espalhamento de ondas incidentes provocados por estruturas cristalinas. Essa detecção 

pode ser observada através de um filme fotográfico ou um detector (Fig. 13).  

 

Figura 11 - Esquema de preparação, leitura e análise de dados através da difração de raios-x. 

As moléculas hospedeira, geralmente apresentam picos de intensidade em vários 

ângulos diferentes, o que caracteriza estes compostos pela sua cristalinidade. No entanto, 

as CD apresentam ligações de hidrogênio tanto intra quanto intermoleculares, o que torna 

este material mais amorfo. Ou seja, diferentemente de compostos cristalinos, não há a 

presença de picos característicos. A determinação dos complexos de inclusão baseia-se 

na comparação dos perfis nos difratogramas entre as moléculas hospedeiras e os 

complexos de inclusão contendo estas moléculas. Em geral, quando há a formação de 

complexos contendo CD, ocorre a diminuição ou a total redução da intensidade dos picos 

da molécula hospedeira (MENDONÇA et al., 2012). 
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3.6.1.5 Análises Térmicas de CD 

 

A análise térmica destina-se a estudar o comportamento dos materiais à medida 

que mudam com a temperatura. Há uma variedade de métodos, no entanto, os mais 

comuns destinados a avaliar o comportamento térmico das ciclodextrinas em relação a 

um composto são pela calorimetria diferencial de varredura (DSC, do inglês Differential 

Scanning Calorimetry) e pela termogravimetria (TG). Na DSC o fluxo de calor é avaliado 

em função da temperatura ou tempo. Na TG, observa-se a mudança de massa em função 

da temperatura ou tempo (GIORDANO, et al., 2001). Existem equipamentos que podem 

fazer a análise térmica simultânea (STA) onde geralmente se aplica simultaneamente a 

TG e a DSC numa mesma amostra e em um único instrumento (Fig. 12). 

Figura 12 - Esquema de preparação, leitura e análise de dados através da análise térmica 

(calorimetria diferencial de varredura e termogravimetria). 

As condições de ensaio são perfeitamente idênticas para os sinais TGA e DSC (mesma 

atmosfera, pressão de vapor da amostra, taxa de aquecimento, contato térmico com o 

cadinho e sensor da amostra, efeito de radiação, etc.). As medições podem ser realizadas 

no ar ou sob um gás inerte (por exemplo, azoto ou hélio) (GIORDANO et al., 2001). 
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4 METODOLOGIA 

4.1  REAGENTES E MATERIAIS 

 

 O DOx LPSF/NB-14 (5-benzil-3-etil-2-tiooxazolidin 4-ona) foi gentilmente 

cedido pelo Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos da UFPE. A 2-

hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-β-CD), acetona, acetonitrila, metano, MTT 

Formazan, DMSO, clorafenicol e fluconazol foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA). O Ficoll-Paque PLUS foi obtido da GE Healthcare (Little Chalfont, UK). O 

Ágar Mueller-Hinton (MH), Ágar SABOURAUD e meio RPMI 1640 foram obtidos da 

Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). O Água Nutriente Difco™ foi obtido da BD 

(Franklin Lakes, NJ, USA). A placas de microtitulação planas de 96 poços foram 

adquiridas da TPP (Trasadingen, Suíça). filtros de seringa PVDF de 0,45 µm (Dueren, 

DE. Os solventes utilizados foram o tampão fosfato (PBS 0,9%, (pH 7.4) e água 

deionizada obtida de sistema Millipore (Billerica, MA, USA). 

4.2  LINHAGENS BACTERIANAS 

 

A cepa de bactéria gram-positiva foi de Stahylococcus aureus MRSA (ATCC® 

29213) enquanto as cepas gram-negativas foram Salmonella typhimurium (ATCC® 

14028), Shigella flexneri (ATCC® 12022) e Enterobacter cloace (ATCC® 13047). 

Todas as bactérias foram mantidas em Ágar Nutriente Difco™ e guardadas a 4ºC. 

4.3  LINHAGENS FÚNGICAS 

 

Nove linhagens fúngicas foram testadas. Seis espécies de leveduras: quatro do gênero 

Candida (C. krusei, C. parapsilosis, tropicalis, C. glabrata) e duas do gênero 

Cryptococcus (C. gattii and C. neoformans). Três espécies de dermatófitos também foram 

avaliadas (M. gypseum, T. rubrum e T. mentagrophytes). Todos os fungos foram mantidos 

em Ágar Sabouraud Dextrose a 37ºC. 
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4.4  LINHAGENS DE CÉLULAS TUMORAIS 

 

Duas linhagens celulares foram testadas: MCF-7 (ATCC® HTB-22) e T-47D 

(ATCC® HTB-133) obtidas do banco de células do Rio de Janeiro (Duque de Caxias, RJ, 

BR).  

4.5  TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE DE BACTÉRIAS AO LPSF/NB-14 

 

A metodologia aplicada neste estudo baseou-se microdiluição em placa de 96 

poços em caldo Mueller-Hinton (para bactérias) ou Sabouraud (para fungos) para droga 

isolada e em sinergismo. As suspensões bacterianas foram padronizadas de acordo com 

a escala 0,5 de MacFarland em PBS a 0,9% que equivale a concentração de 

aproximadamente 1,5×108 UFC/mL. 

Inicialmente 80 µL do meio MH foi distribuído em todos os poços da placa. Em 

seguida, adicionou-se 100µL (1 mg/mL) de cada droga/complexo na primeira fileira da 

microplaca (1º coluna) no sentido vertical. Posteriormente a droga é distribuída com 

auxílio do multipipetador até a penúltima coluna (11º coluna). A última fileira (12º 

coluna) é reservada para o controle positivo (solução composta de PBS à 0,9% e 

Clorafenicol à 500 µg/mL.  

Na segunda etapa deste experimento, uma discreta alçada foi retirada da colônia 

bacteriana e adicionada em tubo contendo 5 mL de PBS 0,9% de modo a alcançar a escala 

0,5 de MacFarland. Em seguida 100 µL da suspensão foi adicionado a outro tubo 

contendo 9 mL de PBS 0,9% para reduzir diluir a solução bacteriana de 1,5x108 para 

1,5×106 UFC/mL. Após a etapa de distribuição do caldo MH e controle positivo, 20µL 

desta solução bacteriana foi adicionada em todos os poços. A microplaca é então incubada 

em estufa à 37ºC por 24 horas (Fig. 15). 
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Figura 13 - Esquema de preparação, leitura e análise de dados através do teste de susceptibilidade de 

bactérias para o DOx em microplaca.  

4.6  AVALIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) POR 

DENSIDADE ÓTICA (DO) EM BACTÉRIAS 

 

Nesta etapa as placas após 24h são submetidas a leitura para obtenção da 

densidade ótica a 490nm através de espectrofotômetro para microplacas (Polaris, CELER, 

MG, BR).  A CMI é determinada se a diminuição da concentração corresponder 

igualmente ou maior a 50% da DO em relação ao poço controle. Por fim, a determinação 

da CMI com efeito bactericida deve ser feita a partir da retirada do poço onde houve 

inibição para que seja feita em placa de Petri contendo Ágar Nutriente e incubação por 

48 h a 37oC. O experimento só pode ser considerado válido se o desvio-padrão for 

próximo a zero. A revelação visual com corante supravital pode ser realizada através da 

inserção de 40 µL de cloreto de trifeniltetrazólio (CTT) onde, células que ainda estão 

viáveis são coradas em vermelho. 

4.7  TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DE FUNGOS PARA O LPSF/NB-14 

 

O método utilizado seguiu as condições descritas no documento em M27-A3 

(CLSI, 2008). O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com 

L-glutamina e sem bicarbonato de sódio, pH 7,0 ± 0,1, com ácido morfolino propano 

sulfônico (MOPS) à 0,165 mol/L (Sigma-Aldrich, EUA). O meio de cultura foi 

esterilizado em membranas de 0,22 µm (Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os agentes 

antifúngicos comerciais utilizados foram a anfotericina B (Bristol-Myers Squibb, 

Princeton, USA) diluída em DMSO e o fluconazol (Pfizer, Nova York, EUA), preparado 

em água destilada. Concentrações diferentes de ambos antifúngicos foram preparados e 

usados nos intervalos de 0,03 a 16 µg/mL para anfotericina B e 0,125 a 64 µg/mL para 

fluconazol. Os DOx foram diluídos em DMSO e as concentrações testadas variaram de 2 

a 1.024 µg/mL.  As espécies de Candida, Criptococcus e dermatófitos utilizadas foram 

mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e incubadas a 35°C. As suspensões 

dos isolados foram preparadas em solução salina, e sua densidade foi ajustada de acordo 

com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitância utilizando um 

espectrofotômetro a 530 nm. O volume do inóculo foi ajustado para 5 mL de solução 
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salina esterilizada e, posteriormente, diluído em RPMI 1640 para uma concentração de 

2-5×103 céls.mL-1. Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de 

microtitulação planas de 96 poços. O inóculo foi adicionado aos poços com as drogas a 

serem testadas, e as placas foram incubadas a 37°C durante 48 horas para determinação 

da Concentração Inibitória Mínima (CIM). As CIMs para anfotericina B e os DOx foram 

determinadas para 100% e do fluconazol para ≥50% de inibição em relação aos poços 

controles (Fig. 14).  

 

Figura 14 - Esquema de preparação, leitura e análise de dados através do teste de susceptibilidade de fungos 

para o DOx em microplaca.  

4.8  PREPARAÇÃO DOS COMPLEXOS DE INCLUSÃO DO DOX COM HP-Β-CD  

 

A técnica utilizada neste estudo foi de co-evaporação descrita por Gosh et al. 

(2011) modificada. Quantidades de DOx e HP-β-CD em taxas molares (1:1) foram 

dissolvidos em acetona: água respectivamente. A solução de droga foi adicionada gota-

a-gota em solução de HP-β-CD previamente sob agitação. O conteúdo foi continuamente 

agitado por 6 horas e rotaevaporado à 45-50°C por aproximadamente 90 minutos. Após 

a secagem completa do material, o sólido obtido foi liofilizado a 4×10−6 Bar for 48 horas 

estocado em dessecadores para utilização posterior. 

4.9  PREPARAÇÃO DE MISTURA FÌSICA 

 

Uma mistura física consistindo de LPSF/NB-14 (5mg) em HP-β-CD (30mg) foi 

misturada em proporções equimolares e com o auxílio de um almofariz e um pistilo por 

10 minutos obteve-se uma mistura homogênea. 
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4.10 MODELAGEM MOLECULAR DOS COMPLEXOS DE INCLUSÃO 

DOX:HP-Β-CD  

 

Dois aspectos sintéticos de derivados da CD foram levados em consideração para 

modelagem molecular: 1) regioseletivo: a reação preferivelmente ocorreu no grupo 

hidroxila primário OH(6), pois estes estão mais acessíveis, seguidos da hidroxila 

secundária OH(2) com alta acidez (pKa=12.2) (WENZ, 1994); derivados homólogos com 

razão de substituição (MS) mais baixa e mais elevada (TREIB et al., 1999), no qual 

também são formados na mistura obtida como produto final (WENZ, 1994).   

 Nossa abordagem foi a de construir praticamente 1000 estruturas (40 

configurações com 25 diferentes conformações cada) para o modelo HP-β-CD, a partir 

da estrutura tridimensional da β-ciclodextrina (β-CD) (SAENGER et al., 1998). As 40 

configurações foram construídas considerando os dois aspectos sintéticos mencionados 

anteriormente. Tendo em conta o MS de 0,6, parece razoável considerar que a estrutura 

de HP-β-CD (7 unidades de glucose) tem, em média, 4 unidades de HP (0,6x7 = 4,2). 

Assim, foram construídas 20 configurações de HP-β-CD com 4 unidades de HP, 10 

configurações com 3 unidades de HP e 10 configurações com unidades de 5 HP-β-CD. 

Para cada unidade HP adicionada, foi tida em conta a probabilidade de 70% para OH 

(posição 6), 20% para OH (posição 2) e 10% para OH (posição 3), para selecionar a 

posição OH para substituição. A busca de confórmeros foi realizada usando Genetic 

Algorithm and Energy Score Function disponível na OpenBabel library (O'BOYLE et al., 

2011), com parâmetro de convergência padrão. As otimizações geométricas para todos as 

1000 estruturas foram computadas usando MMFF94s force field (HALGREN, 1999), 

novamente com a mesma biblioteca e critérios padrões. 

 Em seguida, uma abordagem de ancoragem (docking) molecular para encontrar 

os complexos de inclusão hospedeiro (guest): hóspede (host) (HP-β-CD: LPSF/NB-14). 

Utilizou-se o software Autodock VINA (TROTT E OLSON, 2010), considerando cada 

estrutura completa de derivado de HP-β-CD como o sítio ativo e ajustando o parâmetro 

de exaustividade para 8. As energias de interação intermolecular para todos os 1000 

complexos foram calculadas. Toda a abordagem utilizada para a modelagem molecular 

foi realizada de forma automatizada, utilizando uma plataforma desenvolvida pelo nosso 

grupo de pesquisa, denominada CycloMolder. 
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4.11 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS DE INCLUSÃO (DOX/ HP-Β-CD) 

 

4.11.1 Estudo de Fase de Solubilidade 

 

 Os estudos de fase de solubilidade foram conduzidos de acordo com Higuchi & 

Connors para determinar a razão estequiométrica da droga com HP-β-CD (HIGUCHI E 

CONNORS, 1965). Seis quantidades de LPSF/NB-14 (1.67 mg) foram misturadas a 2 

mL de uma solução aquosa contendo CD variando de 0 até sua solubilidade máxima e, 

subsequentemente, vigorosamente agitado por 48h a 25ºC. Em seguida, amostras foram 

centrifugadas a 8972G por 10 minutos e filtradas com membranas PVDF de 0,45µm 

(Dueren, DE). A solução filtrada foi analisada por espectrofotometria UV-Vis a λ=286 

nm. A partir dos valores de inclinação e intersecção (S0) da curva de fase de solubilidade, 

a constante de estabilidade (Kc) foi determinada (Eq. 1). 

��:� =  
�����

[��  × (1 − �����)
 (1) 

A eficiência de complexação (EC) de LPSF/NB-14 foi determinada a partir dos 

dados obtidos da curva de solubilidade de acordo com a equação a seguir (Eq. 2): 

�� =
�����

(1 − �����)
 (2) 

 

4.11.2 Microscopia eletrônica de varredura  

 

 A análise morfológica das amostras (DOX, HP-β-CD e complexo de inclusão) 

foram realizadas por microscopia eletrônica de varredura. As amostras foram depositadas 

sobre uma superfície de eletrodo de disco e colocado sobre um suporte de alumínio fixado 

com cola de carbono. Após este procedimento as amostras foram submetidas a um 

processo de metalização com ouro utilizando uma evaporadora de revestimento fino EM 

SCD 500 (Leica Mycrosystems, Wetzlar, DE) e examinado com o uso de um microscópio 

eletrônico de varredura QUANTA 200 (FEI, OR, USA) a 30 kV. 
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4.11.3  Análise de Espectro de Infravermelho (FTIR) 

 

Os espectros de infravermelho da droga e do complexo e inclusão (4000 – 400 cm-1) 

foram obtidos utilizando o método de KBr utilizando um espectrofotômetro com 

transformada de Fourier Vertek 70 (Bruker, MA, USA). A correção do baseline foi 

realizada utilizando brometo de potássio e então o espectro das misturas secas de droga e 

complexos de inclusão em brometo de potássio foram gravadas. 

4.11.4  Ressonância Magnética Nuclear (1H-NMR) 

 

O espectro de 1H-NMR foi gravado em um espectrofotômetro Varian 400 MHz 

(Varian, USA) utilizando DMSO-d6 como solvente. Os deslocamentos químicos foram 

relatados em δ (ppm) em relação ao tetrametilsilano (TMS) como padrão interno. 

4.11.5  Difração de Raios-X 

 

     Os padrões de difração dos complexos de inclusão foram comparados com o DOxs 

puro (LPSF/NB-14). Este procedimento foi realizado com um intervalo angular 3-80°, a 

uma velocidade de 0,03°/segundo e com tempo de análise de 2671 segundos num 

difratômetro de raio-X D8 Advance (Bruker, MA, USA). 

4.11.6 Análise Térmica 

 

A termogravimetria (TGA) e a calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram 

realizadas utilizando um STA 449 F3 Jupiter® (NETZSCH, Asch, CZ). As amostras 

foram colocadas num cadinho de platina e os termogramas foram registrados com uma 

taxa de aquecimento de 10°C.min-1 num intervalo de 20° to 310°C (LI e XU, 2010).   

4.12 ENSAIO DE MTT 

 

A citotoxicidade dos compostos DOx, HP-β-CD e DOx: HP-β-CD foram testadas 

contra duas linhagens tumorais: MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e T47-D 

(adenocarcinoma ductal mamário). Todas as células foram obtidas do banco de células 
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obtidos do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 com 10% de 

soro bovino fetal, 2 mM de glutamina, 100 mg/mL estreptomicina e 100 U/mL de 

penicilina a 37ºC com 5% de CO2. Para os experimentos, as células foram plaqueadas 

com microplacas de 96 poços (104 células/poço). Após 24 horas, os compostos (1 a 

100µM) dissolvidos em DMSO a 0.1% (DOx) e H2O (2-HPβCD e OxD: 2-HPβCD) 

foram adicionadas em cada poço e incubados por 72h. A doxorubicina foi usada como 

controle positivo. O crescimento das células tumorais foi quantificado pela habilidade das 

células vivas de reduzir o corante amarelo, brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5- 

difenil-2H-tetrazolio (MTT) em um produto, o azul de formazan. Após 72h de incubação, 

20µL de 0.5 mg/mL de MTT foram adicionados em cada poço, e as células foram 

incubadas novamente a 37oC com 5% de CO2. Três horas depois, a redução do produto 

de formazan do MTT foi dissolvido em 20% de SDS, e a absorbância foi medida 

utilizando um leitor de microplaca (EL808, Biotek, USA). O efeito da droga foi 

quantificado bem como o percentual dos controles da absorbância a partir da redução do 

produto em 570 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

4.13   CITOTOXICIDADE EM CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGUE 

PERIFÉRICO  

 

As células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram obtidas de sangue 

heparinizado de doadores sadios (n=6), não fumantes dos quais não fizeram uso de drogas 

por pelo menos 15 dias antes do dia da coleta da amostra. As PBMCs foram isoladas via 

método padrão por centrifugação baseada em diferença de densidade do gradiente com 

Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, UK). As células foram contadas numa câmara de 

Neubauer, e a viabilidade foi determinada pelo método de exclusão utilizando o azul de 

tripano. As células foram apenas usadas em casos onde a viabilidade foi >98%. Todos os 

doadores assinaram o termo de consentimento aprovado pelo comitê de ética e pesquisa 

da UFPE. As células foram plaqueadas em microplacas de 96 poços (106 células/poço). 

Após 24 horas, os compostos DOx, HP-β-CD e DOx: HP-β-CD em 6 concentrações (1 a 

100 µM) foram aplicadas nas placas onde foram incubadas por 48h. Por último, os 

procedimentos realizados foram os mesmos descritos no tópico acima. 
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4.13.1 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os resultados foram analisados por comparações univariadas usando testes 

não paramétrico com p<0.05 considerado como associação significante. Todos os dados 

quantitativos foram plotados, bem como, os valores de IC50 foram obtidos por regressão 

não linear desenvolvidos com o software GraphPad Prism 6 (CA, EUA). 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1.RESSONÂNCIA MAGNÉTICA DE HIDROGÊNIO (1H) E CARBONO-13 (13C) 

DE LPSF/NB-14 

 

RMN-H (LPSF/NB-14): Sólido branco, δ 1.22 ppm (t, 3H, CH3, j=7,2 Hz), 3.82 

ppm (q, 2H, CH2, j=7,2 Hz), 6.94 ppm (s, 1H, =C-H), 7.49-7.56 (m, 3H, C-H aromático), 

7.88 pm (d, 2H, j=8,4 Hz, C-H aromático). RMN-C13 (LPSF/NB-14): δ 11.68 ppm 

(CH3), 37.73 ppm (CH2), 112.42 ppm (=C-H), 129.18 – 131.04 (C-H Aromático), 139.10 

(C=C), 161.54 (C=S), 183.32 ppm (C=O). 

5.2. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE DE BACTÉRIAS COM O LPSF/NB-14  

 

Os testes de susceptibilidade foram realizados para determinar a concentração 

mínima inibitória do DOx através do método de microdiluição em placa.  Inicialmente 

avaliamos o potencial antibacteriano do DOx em forma livre. As linhagens testadas em 

linhagens gram-positivas (Staphyloccoccus aureus MRSA) e gram-negativas (Salmonella 

typhimurium, Shigella flexneri, Enterobacter cloacae). A validação do CMI é confirmada 

se a densidade ótima for menor que 50% a densidade ótica do controle positivo com 

antibiótico de amplo espectro (Clorafenicol 10 µg/mL). Os CMIs de LPSF/NB-14 estão 

presentes na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Susceptibilidade in vitro de linhagens bacterianas de LPSF/NB-14 determinados pelo método 

de microdiluição em placa 
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Espécies (no. de isolados) LPSF/NB-14 (μg/mL) 
Clorafenicol 

Shigella flexneri (1) 512 8 

Staphyloccoccus aureus MRSA (2) 512 8 

Salmonella typhimurium (1) 512 8 

Enterobacter cloacae 256 8 

 

Em geral, as CMIs apresentados nas linhagens bacterianas testadas foram altas com 

valores entre 256 µg/mL a 512 µg/mL para o DOx. Levando em consideração os 

resultados apresentados, o composto apresenta uma atividade bacteriostática porém não 

apresenta um atividade bactericida. Alguns pesquisadores sugerem que solubilização de 

alguns antibióticos muito hidrofóbicos poderiam contribuir para a potencialização de uma 

atividade antibacteriana podendo ter um efeito quatro vezes maior em relação aos 

compostos puros (ALEEM et al., 2008; SUN et al., 2011).  

5.3. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE DE FUNGOS COM DOX 

 

Os testes de susceptibilidade para fungos foram realizados para determinar a 

concentração mínima inibitória do DOx através do método de microdiluição em placa. 

Inicialmente, nós testamos a atividade biológica com o DOx em sua forma livre. Dois 

tipos de leveduras foram avaliados, dos quais quatro espécies foram do gênero Candida 

(C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis and C. glabrata) e dois do gênero Cryptococcus 

C. neoformans and C. gatti). Adicionalmente, foram utilizadas três espécies de 

dermatófitos: um do gênero Microsporum (M. gypseum) e dois do gênero Trycophytum 

(T. rubrum, T. mentagrophytes). A validação do CMI foi confirmada se a densidade ótima 

for menor que 50% a densidade ótica do controle de crescimento positivo (CP). Além 

disso, no controle de crescimento negativo (CN) não houve inserção de DOx ou fungo. 

Os CMIs de LPSF/NB-14 estão presentes na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Susceptibilidade in vitro de isolados fúngicos de LPSF/NB-14 determinados pelo método de 

microdiluição em placa.  
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Espécies (no. de isolados) LPSF/NB-14 (μg/mL) 
Fluconazol (μg/mL) 

C. krusei (1) 512 2 

C. parapsilosis (1) 512 2 

C. tropicalis (1) 512 2 

C. glabrata (1) 512 2 

Cryptococcus gattii (2) 128 2 

Cryptococcus neoformans (2) 256 2 

Microsporum gypseum (1) 128 2 

Trichophyton rubrum (1) 16 2 

Trichophyton mentagrophytes (2) 16 2 

 

A CMI do DOx para todas as espécies de Candida apresentou uma atividade 

fungistática (512 μg/mL). Em relação as espécies do gênero Cryptococcus, observou-se 

que os valores variaram entre 256 μg/mL e 128 μg/mL para as espécies C. neoformans e 

C. gatti, respectivamente. No entanto, os valores de CMI entre dermatófitos apresentaram 

valores menores em relação a outras espécies. Enquanto a M. gypseum apresentou uma 

128 μg/mL, as espécies Trichophyton (T. rubrum e T. mentagrophytes) apresentaram 

valores menores (16 μg/mL). Tais resultados foram semelhantemente observados em 

outro derivado testado por Kawai et al., o tioxaprofeno. Este derivado apresentou um 

efeito negativo sobre negativo sobre mitocôndria de dermatofitos das espécies T. rubrum 

e T. mentagrophytes (8 µg/mL) (KAWAI et al., 1983). 

5.4. MODELAGEM MOLECULAR DO COMPLEXO DE INCLUSÃO DOX:HP-Β-

CD  

Os resultados da ancoragem molecular demonstraram duas orientações em relação 

a posição de molécula hóspede (LPSF/NB-14) dentro de molécula hospedeira (HP-β-

CD). A primeira, chamada de orientação 1, tem o anel tioxazolidinico dentro da cavidade 

da HP-β-CD, e o outro, denominado orientação II, tem o anel benzênico dentro da 

cavidade. 
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A média de energia de ancoragem para as dez primeiras melhores soluções, 

considerando a orientação I, é de -5,6 kcal / mol. Por outro lado, a energia média das dez 

primeiras melhores soluções para orientação II é -5,4 kcal/mol, portanto menos estável. 

A melhor solução de ancoragem global para a orientação I é mostrada na Fig. 15a, com 

uma energia de atração de -5,9 kcal/mol, enquanto que a melhor solução de ancoragem 

global para a orientação II pode ser encontrada na Fig. 15c, com uma energia de -5,6 

kcal/mol. 

Figura 15 – Resumo dos resultados de ancoragem. A) Melhor solução de ancoragem para a orientação I. 

B) Tabela de energia de ligação (kcal/mol) das dez melhores soluções para cada orientação. C) Melhor 

solução para orientação II. Linhas tracejadas representam as ligações de hidrogênio entre HP-β-CD (host) 

e o DOx LPSF/NB-14 (guest). 

 

A melhor solução de acoplamento para a orientação I é estabilizada por vários contatos 

hidrofóbicos e por três ligações de hidrogénio (2,9 Å, 3,0 Å e 3,1 Å), enquanto a melhor 

solução para a orientação II é também estabilizada por vários contatos hidrofóbicos, mas 

apenas por duas ligações de hidrogénio (2,9 Å e 3,1 Å). Os resultados finais de modelação 

molecular apontam a orientação I como a mais estável, e deve ocorrer na mistura por uma 

proporção maior, para o complexo de inclusão HP-β-CD: LPSF / NB-14 (guest: host). 
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5.5.CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS DE INCLUSÃO (DOX/ HP-Β-CD) 

 

5.5.1 Estudo de Fase de Solubilidade de LPSF/NB-14 

 

O diagrama de fase de solubilidade de LPSF/NB-14 em solução aquosa de HP-β-CD 

apresentou curvas do tipo AL (Fig. 16). Os dados foram ajustados por regressão linear de 

acordo com a seguinte fórmula [LPSF/NB-14]água = 0.1686 x [HP-β-CD ] + 0.1950 (r² = 

0.99915). As constantes de solubilidade de LPSF/NB-14 em solução aquosa de HP-β-CD 

a 25°C foi de K1:1=0.316 onde S0=0.64mM. O incremento de solubilidade em LPSF/NB-

14 com HP-β-CD foi alcançado em 12.62 mM.  Este último dado demonstra que houve 

um aumento na solubilidade vinte vezes maior em relação ao composto puro. O 

coeficiente de encapsulamento (CE) foi de 0.202 de acordo com a equação 2. De acordo 

com Loftsson et al., se o CE for igual a 0.1, 1 em cada 11 moléculas de CD formam 

complexo com a droga, no entanto, se o CE > 0.2, uma quantidade menor de moléculas 

CD interage com a droga. Neste contexto, aproximadamente 1 a cada 5 moléculas de CD 

formam complexos com a droga, neste caso, o DOx (LOFTSSON et al., 2005). 

Figura 16 - Diagrama de fase de solubilidade para DOx LPSF/NB-14 a 25ºC na presença de HP-β-

CD. 
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5.5.2. Análise Morfológica 

 

A morfologia de LPSF/NB-14 apresentou uma forma cristalina acicular (Fig. 

17a,a1). Por outro lado, as imagens relacionadas aos complexos de inclusão (Fig. 17b, 

b1) revelaram uma mudança significante na morfologia demonstrando uma aparência 

amorfa. Estudos anteriores demonstraram comportamento similar para tais complexos de 

inclusão devido a formação de agregado de CDs (FAUZIAH et al., 2013; SONGNGAM 

et al., 2014). 

 

Figura 17 – Micrografias de LPSF/NB-14 (a,a1) e complexo de inclusão LPSF/NB-14:HP-β-CD (b,b1). 
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5.6. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier  

 

O FTIR foi utilizado para avaliar a formação dos complexos de inclusão (Fig. 18).  

Figura 18. Espectro de FTIR de LPSF/NB-14 e dos complexos de inclusão LPSF/NB-14:HP-β-CD obtidos 

por mistura física e pelo método de co-evaporação (razão molar 1:1). 

Adicionalmente, o espectro de IV foi obtido comparando a eficiência do método 

de co-evaporação e a mistura física. Os resultados demonstraram a formação dos 

complexos de inclusão considerando a intensidade das bandas de absorção dos grupos 

funcionais de DOx. Neste caso uma maior intensidade foi observada através da utilização 

do método de co-evaporação em relação a mistura física demonstrando que houve uma 

maior incorporação do composto pelo método de co-evaporação.  

O espectro de IV de LPSF/NB-14 apresentou bandas em 1750-1735 cm-1 (C=O, 

alongamento), 1600-1585 cm-1 (C–C, alongamento aromático), 1360-1290 cm-1 (C-N 

alongamento, aminas alifáticas). O espectro de IV de LPSF/NB-14 também demonstrou 

a presença de bandas em (C –H alongamento vibracional), 1745 e 1695 (C=O 

alongamento), e 1631 cm-1 (C=C alongamento).  O espectro de IV de HP-β-CD são 

semelhantes e apresentam bandas de absorção em ∼3411 (O–H alongamento 

vibracional), ∼2931 (C−H alongamento vibracional), ∼1157, ∼1089, e ∼1029 cm-1 (C−H 

and C−O alongamento vibracional) (dados não mostrados). Eles apresentam uma grande 

sobreposição de sinais, com pequenas alterações na intensidade, amplitudes e formas das 

bandas de absorção, indicando a formação de complexos como novos compostos, com 

faixas típicas de impressão digital. 
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5.7.  Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN-1H) 

 

Os experimentos de RMN-1H foram realizados para confirmar o complexo de inclusão 

LPSF/NB-14:HP-β-CD, avaliando os deslocamentos químicos (Δδ) de compostos puros 

(LPSF/NB-14 e HP-β-CD) em uma razão molar 1:1 (Tabela 5). 

O LPSF/NB-14 RMN-1H (400 MHz, DMSO-d6) apresentou: δ=1.22 (t, 3H, CH3, 

J= 7,2 Hz), 3.82 (q, 2H, CH2, J= 7,2 Hz), 6.94 (s, 1H, =C-H), 7.49-7.56 (m, 3H, C-H Ar), 

7.88 (d, 2H, J= 8,4 Hz, C-H Ar). As mudanças nos deslocamentos de H1-4 foram 

verificadas com um ΔδH4=0.010 ppm. Outros sítios de ligação de hidrogênio também 

apresentaram deslocamentos químicos no próton H de 0.020 ppm a 0.030 ppm (Tabela 

1).  

Tabela 5 – Sinais de 1H-NMR: LPSF/NB-14 e LPSF/NB-14:2–HPβCD (razão molar 1:1). 

LPSF/NB-14 δLPSF/NB-14 (ppm) δLPSF/NB-14:HP-β-CD (ppm) Δδ(ppm) 

H1 (a) 7.49-7.56 7.51-7.57 0.02-0.01 

H2 (b) 7.88 7.90 0.02 

H3 (c) 6.94 6.96 0.02 

H4 (d) 3.82 3.83 0.01 

H5 (e) 1.22 1.25 0.03 

5.8.  Difração de Raios-X 

 

A difração de raios X (DRX) é uma técnica eficaz para determinar a natureza do sólido 

cristalino e considerada essencial para a caracterização de complexos de inclusão. Os 

padrões XRD de DOx apresentaram dois picos bem definidos para LPSF/NB-14 (Fig. 19) 

que representa uma ordem estrutural típica de um sólido cristalino.  
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Figura 19 – Difratograma de LPSF/NB-14 (a), LPSF/NB-14: HP-β-CD (b) HP-β-CD (c)  (razão molar 

1:1). 

Em geral, CDs natural e sintético não apresentam picos bem definidos e são 

caracterizados como materiais amorfos (Choe et al., 2003). A HP-β-CD apresentou 

características amorfas e distintiva de LPSF/NB-14. Uma diminuição na intensidade de 

pico do complexo de inclusão foi observada quando comparada com ao DOx puro, 

indicando uma perda de cristalinidade e blindagem devido a incorporação do composto 

dentro da estrutura da CD. 

5.9. Análise Térmica  

 

Avaliou-se o comportamento térmico de LPSF/NB-14, HP-β-CD e complexo de 

inclusão (razão molar 1: 1). O LPSF/NB-14 apresentou pico exotérmico a 136,57ºC com 

um calor de reação de 4,19 mW/mg. Este fenômeno surge durante o aquecimento antes 

da temperatura de decomposição. Por outro lado, a HP-β-CD apresentou pico exotérmico 

a 103,52 ºC com calor de 1,07 mW/mg. Observando-se o comportamento térmico do 

complexo de inclusão LPSF / NB-14:HP-β-CD, observou-se a presença de uma mudança 

exotérmica de 143,77 ºC com uma reação de 0,83 mW/mg. A diferença entre as 

temperaturas de reação observadas entre as moléculas puras e o complexo de inclusão 

contribuiu para uma alteração no comportamento térmico do composto LPSF/NB-14 

dentro da HP-β-CD (Fig.20). 

 

Figura 20. Curvas de CDV de LPSF/NB-14 e do complexo de inclusão LPSF/NB-14:HP-β-CD (razão 

molar 1:1).  
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Através da análise de curvas termogravimétricas, é possível observar uma perda 

de massa significativa de 27,5% de LPSF / NB-14 entre 250oC e 300oC. HP-β-CD 

mostrou uma perda de massa discreta (2,5%) de cerca de 125ºC e 300ºC. Em relação ao 

complexo de inclusão LPSF/NB-14:HP-β-CD, houve um comportamento de decaimento 

semelhante ao das duas moléculas isoladas. A perda de massa do complexo de inclusão 

foi inferior (17,5% vs. 27,5%) em comparação com a molécula de LPSF/NB-14. 

Inversamente, o complexo de inclusão mostrou uma resposta maior em relação à HP-β-

CD (17,5% vs. 2,5%). Estes resultados sugerem que o CD contribuiu positivamente para 

um deslocamento da temperatura, que está associado à perda da massa em temperaturas 

mais altas (Fig. 21). 

 

Figura 21. Curvas de TG de LPSF/NB-14, HP-β-CD e do complexo de inclusão LPSF/NB-14:HP-β-CD 

(razão molar 1:1).  

Os resultados TG e DSC do complexo de inclusão LPSF/NB-14: HP-β-CD em 

comparação com LPSF/NB-14 e HP-β-CD sugerem o sucesso do método de 

complexação. Além disso, a determinação do ponto de fusão é baseada em interações 

intermoleculares, que estabilizam a estrutura cristalina do composto. Os resultados 

sugerem que CD criou uma estabilidade termodinâmica diferente para LPSF/NB-14, o 

que resultou em um comportamento térmico diferente.  

Nossos resultados confirmaram a formação do complexo de inclusão e sugeriram que 

a molécula LPSF/NB-14 foi inserida na cavidade HP-β-CD substituindo as moléculas de 

água dentro dela. Além disso, a modelagem molecular corroborou com os resultados 

experimentais, uma vez que se observou que a estabilidade do complexo de inclusão 

estava principalmente relacionada com grandes ligações H entre o hóspede (LPSF/NB-

14) e o hospedeiro (HP-β-CD). 
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5.10. Estudo de viabilidade celular por MTT em PBMCs 

 

O percentual de células viáveis foi obtido através da utilização de seis concentrações 

molares diferentes (1μM a 100 μM) do DOx, 2-HP-β-CD e do complexo de inclusão 

utilizando o ensaio por MTT em meio RPMI 1640 (Fig. 22). 

 

Figura 22 - Citotoxicidade de DOx, HP-β-CD e complexos de inclusão frente a células mononucleares de 

sangue periférico (PBMCs). 

A viabilidade celular das PBMCs em condições com o DOx foi de 95% (± 2.3%) para 

1µM a 50µM. A HP-β-CD e o complexo de inclusão demonstraram um percentual 

semelhante (94% ± 3%) para todas as concentrações estudadas. Estudos anteriores 

demonstraram que a ciclodextrinas possui uma citotoxicidade específica e que depende 

da célula envolvida (efeito dose-dependente) (SOFIAN et al., 2014; ZHANG et al., 

2009). Em geral, a diminuição drástica da viabilidade em concentrações >25 µM são 

indesejadas para eventuais testes in vivo sendo necessário estabelecer uma dose ótima 

levando em consideração a quantidade utilizada. O incremento da solubilidade do DOx 

foi melhorado ao mesmo tempo que apresentou baixa toxicidade em células normais 

mesmo sob a forma de complexo de inclusão com a HP-β-CD. 

A partir de um percentual de viabilidade, realizamos uma avaliação da atividade 

antitumoral em linhagens de células tumorais nas mesmas concentrações utilizadas nas 

PBMCs (Fig. 23). 
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Figura 23 – Citotoxicidade de DOx, HP-β-CD e complexos de inclusão frente a linhagens de células 

tumorais da mama (MCF-7 e T-47D). 

Podemos perceber que o DOx apresentou uma diminuição gradativa na viabilidade 

celular na linhagem tumoral de MCF-7 a partir de 10µM (93,59%) até 100µM (65,48%) 

comparado ao complexo de inclusão que obteve valores de 89,92% (10µM) e 57,06% 

(100µM). Adicionalmente, realizamos um teste t múltiplo para comparar as 

concentrações aplicadas em relação as mudanças na viabilidade e encontrar valores 

estatísticos significantes a partir das concentrações utilizadas. A análise demonstrou que 

a concentração de 25µM comparada entre o DOx e o complexo de inclusão foram 

próximas da significância estatística (p= 0,0568).  

Em relação aos testes aplicados a linhagem tumoral de T-47D, observou-se que a 

atividade antitumoral foi maior em relação ao DOx em sua forma pura do que em relação 

ao seu complexo de inclusão. Em relação a análise estatística, exceto a concentração de 

1µM e 25µM, o DOx apresentou uma significância estatística relevante (p<0,0001) em 

relação ao DOx:2-HPβCD. Devido a apresentação destes dados, sugere-se que a região 
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de interação tenha sido afetada devido a incorporação da molécula dentro da 

ciclodextrinas.  

Um estudo conduzido por Agrawal et al., sugeriu que a citotoxicidade em células 

tumorais ocorra através da interação com os receptores ativados por proliferador de 

peroxissoma (do inglês, PPARγ) (AGRAWAL et al., 2005). Tal observação já foi descrita 

por Pal et al., onde derivados oxazolidínicos apresentaram citotoxicidade contra células 

de câncer de mama (PAL et al., 2014). Recentemente um estudo realizado por Campos 

et al., demonstrou que os DOX de família semelhante ao apresentado neste estudo, 

demonstraram uma atividade antitumoral relevante em células hematopoéticas, 

predominantemente leucêmicas com modulação dos genes envolvidos na apoptose 

(PPARγ), estresse do reticulo endoplasmático, necroptose e inflamação. Adicionalmente, 

os resultados obtidos a partir da molécula não encapsulada sugeriram que esta molécula 

possua uma importante função na inibição e indução da apoptose, no entanto, estudo 

comprobatórios devem ser realizados através de ensaios de biologia molecular com 

sondas marcadas (PCR em tempo real) (CAMPOS et al., 2017) ou citometria de fluxo 

com marcadores fluorescentes como anexina e iodeto de propidío (PI) para esclarecer 

melhor os mecanismos molecular envolvidos entre este composto e as células-alvo 

(CROWLEY et al., 2016). 
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6 CONCLUSÕES 

 

A atividade biológica demonstrada pelo DOX apresentou uma atividade 

bacteriostática e fungistática na maioria dos microrganismos testados. 

O DOX apresentou atividade fungicida em duas espécies de dermatófitos (T. rubrum 

e T. mentagrophytes) em concentrações de 16 µg/mL. 

Os estudos in silico contribuíram para um maior entendimento sobre o 

comportamento da molécula em ciclodextrinas demonstrando viabilidade de desenvolver 

complexos de inclusão. 

A metodologia de incremento de solubilidade baseada em ciclodextrinas no DOx foi 

bem sucedida e confirmada por métodos de caracterização e apresentando um aumento 

20 vezes maior na solubilidade em água do que o composto puro.  

A HP-β-CD demonstrou-se como um bom veículo de liberação de droga, aumentando 

sua solubilização em relação a mistura física e ao composto puro. 

Os complexos de inclusão contendo DOx apresentou índices percentuais de 

viabilidade celular em PBMCs, demonstrando um baixo efeito citotóxico em células 

sanguíneas.  
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ABSTRACT 

Oxazolidine derivatives (OxD) have been described as third-line antibiotics and some 

reports demonstrated their potential as antitumor agent. However, OxD have low water 

solubility that limit their use. In this context, the development of inclusion complexes 

based on cyclodextrin (CD) results in increment of the solubility of these hydrophobic 

compounds improving the bioavailability. In this study, we developed inclusion 

complexes based on 2-hydroxy-beta-cyclodextrin (2-HPβCD) and a new synthetic 

hydrophobic OxD compound (5-benzyl-3-ethyl-2-thioxazolidin 4-one). Initially, we 

conducted an in silico study to evaluate the interaction capacity between a novel OxD and 

2-HPβCD. Subsequently, analytical characterization techniques were performed through 

scanning electron microscopy (SEM), Fourier transformed infrared (FTIR), nuclear 

magnetic resonance spectroscopy (1H-NMR), X-ray diffraction and thermal analyses. The 

maximum increment of solubility was obtained at 70 mM OxD using 400 mM 2-HPβCD, 

resulting in a twenty-fold increase of the solubility comparing  OxD in water (0.64 mM). 

SEM analyses revealed a significant change in the morphology of the molecules after the 

inclusion process. FTIR spectra indicated the formation of inclusion complexes, 

considering the decrease in the intensity of the absorption bands of the functional groups 

of OxD. The chemical shift changes observed in 1H-NMR data indicated 1:1 

stoichiometry for the association between OxD and 2-HPβCD. Thermal analyses 

indicated that the presence of OxD in the inner cavity of 2-HPβCD (inclusion complex) 

provided different thermal behavior. The degradation time was increased as compared to 

pure compounds. In conclusion, in silico studies provided a foremost insight about the 

interactions between OxD and 2-HPβCD. The physicochemical characterization 

confirmed the drug solubility enhancement.  

 

KEYWORDS: Oxazolidine; Cyclodextrin; Inclusion Complex; Molecular Modelling. 
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ABSTRACT 

Oxazolidine derivatives (OxD) have been described as third-line antibiotics and 

antitumoral agents. However, OxD have low water solubility that limit their use. In this 

context, the inclusion complexes based on cyclodextrin (CD) could improve the solubility 

and bioavailability of these compounds. In this study, we developed a novel synthetic 

OxD and inclusion complexes based on 2-hydroxy-beta-cyclodextrin (2-HPβCD). 

Initially, we conducted an in silico study to evaluate the interaction capacity between 

OxD and 2-HPβCD. Characterization studies were performed through scanning electron 

microscopy (SEM), Fourier transformed infrared (FTIR), nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (1H-NMR), X-ray diffraction (XRD) and thermal analyses (DSC/TGA).  

We performed a kinetic profile study of the OxD and cytotoxicity assay using peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs). The maximum increment of solubility was obtained 

at 70 mM OxD using 400 mM 2-HPβCD. SEM analyses revealed morphological changes 

after inclusion process. FTIR spectra indicated the formation of inclusion complexes, 

considering the intensity decrease of absorption bands from OxD functional groups. 1H-

NMR presented chemical shifts that indicated 1:1 stoichiometry from OxD:2-HPβCD. 

The inclusion complex also indicated different thermal behaviors compared to pure OxD. 

The pharmacokinetic profile showed a short release time. Pure OxD and its inclusion 

complex did not exhibit cytotoxicity in PBMCs. In conclusion, in silico studies provided 

a foremost insight about the interactions between OxD and 2-HPβCD.  

 

 

 

Keywords: Oxazolidine; Cyclodextrin; Inclusion Complex; Molecular Modelling. 

  



80 
 

1. Introduction 

Oxazolidine derivatives (OxDs) are synthetic five ring-membered compounds, 

which contains at least one oxygen and nitrogen in their molecular structure. In addition, 

OxD have been used as antitumor agents due to their pharmaceutical properties (ALVES, 

FERNANDES, et al., 2014a; b). Recently, a previous study demonstrated that a new OxD 

(5-benzyl-3-ethyl-2-thioxazolidin 4-one) presented cytotoxic activity in leukemic lineage 

cells (HL-60 ATTC®CCL-240) through apoptosis induction mechanisms (CAMPOS, J. 

F. et al., 2017). OxDs have a large oral application, however hydrophobic characteristics 

limit their use in vivo (PANDIT et al., 2012). To overcome this limitation, cyclodextrins 

(CD) have been used as an alternative to increase the solubility through  inclusion 

complexes (SAVJANI, KETAN T. et al., 2012). 

CD are cyclic oligosaccharides composed by a hydrophilic outer layer and an 

internal cavity with the capacity to incorporate hydrophobic drugs. These molecules 

offers other advantages such as pharmacokinetic profile, chemical stability and low 

toxicity (TIWARI et al., 2010). 2-hydroxylpropyl-β-cyclodextrin (2-HPβCD) is an 

alternative to α-, β- and γ-CD, with improved water solubility and low toxicological 

effects (GOULD e SCOTT, 2005). Furthermore, 2-HPβCD has been pharmaceutically 

used for parenteral, oral, ophthalmic and nasal applications (CHALLA et al., 2005; 

RASHEED et al., 2008). In general, analytical techniques to evaluate inclusion 

complexes involves the use Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR), nuclear 

magnetic resonance (NMR), scanning electron microscopy (SEM) and thermal analyses 

(BREWSTER e LOFTSSON, 2007). 

In silico studies involve the use of theoretical and computational methods that 

contribute to mimic the behavior of molecules. There are some previous reports in the 

literature using molecular modeling of drugs in 2-HPβCD inclusion complexes 

(CAVALCANTI et al., 2011; MENDONCA et al., 2012; MILETIC et al., 2013; SILVA 

et al., 2016). One advantage of the molecular modeling is to predict the behavior of the 

guest molecule with a single carrier or host molecule avoiding expensive assays 

(ALVIRA et al., 1997; PIEL et al., 2001). 

In this study, we performed physicochemical characterization and molecular 

modeling to elucidate the specific aspects of intermolecular interaction and calculate the 

interaction energy between a new OxD and 2-HPβCD. To the best of our knowledge there 

is no previous work reporting the molecular modeling of 5-benzyl-3-ethyl-2-

thioxazolidin 4-one and 2-HPβCD. 
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2. Materials and methods 

2.1.Materials 

OxD (5-benzyl-3-ethyl-2-thioxazolidin 4-one) (Fig. 1) was kindly provided by 

Laboratory of Planning and Syntheses of Drugs at Federal University of Pernambuco 

(Brazil) (PITTA, 2015). 2-HPβCD, acetone, MTT were purchased from Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA). Deionized (DI) water was obtained from a Milli-Q water purification 

system (Billerica, MA, USA). 

 

Figure 1. Chemical structure of the new OxD (5-benzyl-3-ethyl-2-thioxazolidin 4-one). 

 

2.2.OxD Synthesis 

In the first step, Cope esters were obtained from the Knoevenagel condensation reaction. 

After that, equimolar amounts of 2-cyano-ethyl acetate and substituted benzaldehydes 

were mixture in the presence of triethylamine (catalyst) and toluene (solvent) at 110ºC. 

After 24 hours, the obtained product was recrystallized. The product was washed 

successively with ethanol and separated to the next step [22]. Subsequently, Cope esters 

reacted with equimolar amounts of 3-ethyl-2-tioxazolidin-4-one via Michael addition 

reaction in the presence of morpholine (catalyst) and ethanol (solvent) under reflux for 

24 hours. The final product was subjected to further purification with absolute ethanol. 

This procedure was performed to obtain an OxD 5-benzylidene-3-ethyl-2-

thioxooxazolidin-4-one (LPSF/NB14) (MOURAO et al., 2005). 

 

2.3.Molecular modelling of the OxD: 2-HPβCD inclusion complex 

Two synthetic aspects of 2-HPβCD  were taken into consideration for molecular 

modelling, as follow: a) Regioselective: the reaction preferably occurs at the primary 

hydroxyl group OH (6), since these are most accessible, followed by the secondary 

hydroxyl OH (2) with the highest acidity (pKa=12.2) (WENZ, 1994); b) Homologous 
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derivatives with lower and higher molar substitution ratio (MS) (TREIB et al., 1999), 

which are also formed in the mixture obtained as the final product (WENZ, 1994).   

Our approach was to virtually construct 1000 structures (40 configurations with 

25 different conformations each) for the 2-HPβCD model, starting from the 

tridimensional structure of the βCD (SAENGER et al., 1998). The 40 configurations were 

built considering both synthetic aspects mentioned before. Taking into account the MS of 

0.6, it seems reasonable to consider that the 2-HPβCD structure (7 glucose units) has, on 

average, 4 HP units (0.6×7=4.2). Thus, 20 configurations of 2-HPβCD were built with 4 

HP units, 10 configurations with 3 HP units, and 10 configurations with 5 HP units. For 

each HP unit added, has been taken into account the probability of 70% for OH (position 

6), 20% for OH (position 2), and 10% for OH (position 3), in order to select the OH 

position for substitution. The conformer search was performed using Genetic Algorithm 

and Energy Score Function available at the OpenBabel library (O'BOYLE et al., 2011), 

with default convergence parameters. The geometry optimizations for all the 1000 

structures were computed using MMFF94s force field (HALGREN, 1999), again with 

the same library and default criteria. 

Following, a molecular docking approach was applied in order to find the 

host:guest (OxD: 2-HPβCD) inclusion complexes. The Autodock VINA software 

(TROTT e OLSON, 2010) was used, considering each entire 2-HPβCD derivative 

structure as the active site, and adjusting the exhaustiveness parameter to 8. The 

intermolecular interaction energies for all 1000 complexes were calculated. The entire 

approach used for molecular modeling was carried out in an automated fashion, using a 

platform developed by our research group, named CycloMolder (unpublished results). 

 

2.4.Phase Solubility Study of OxD:2-HPβCD 

The phase solubility study was carried out according to Higuchi and Connors 

(HIGUCHI e CONNORS, 1965) to determine the stoichiometric ratio of the host:guest 

compounds. Six fixed amounts of OxD (1.67 mg) were mixed to 2 mL 2-HPβCD aqueous 

solution ranging from 0 to maximum solubility (1.38×106 mM) and, subsequently, 

vigorously stirred for 48 h at 25 ºC. After, the samples were centrifuged at 8,972 g for 10 

min and filtered with 0.45 µm PVDF membranes (Macherey-Nagel, Dueren, DE). The 

filtered solution was analyzed using a UV-visible spectrophotometer at  = 286 nm. From 

the slope and intercept value (S0) of the phase solubility curve, a stability constant (Kc) 

was determined, as follow: 
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��:� =  
�����

[�� ×(�������)]
     (1) 

The complexation efficiency (CE) of OxD was determined from data of the phase 

solubility curve according to the following equation: 

�� =
�����

(�������)
    (2) 

 

2.5.Preparation of OxD:2-HPβCD inclusion complexes  

Co-precipitation method was used to obtain inclusion complexes (Ghosh et al. 

2011). Initially, OxD and 2-HPβCD at equimolar ratios (1:1) were dissolved in acetone: 

water (3:1, v/v). OxD solution was dropwise added to the 2-HPβCD solution and 

maintained under stirring for 6 h. Subsequently, the samples were submitted to rotary 

evaporation at 45°C for 90 min. After, the material was partially dried and the solid was 

lyophilized (4 × 10-6 Barr) for 24 h and stored in desiccators until use. The physical 

mixture was obtained mixing OxD and 2-HPβCD at equimolar ratios (1:1) in a mortar 

and pestle for 10 min to obtain a homogeneous mixture.  

 

2.6.Characterization 

Morphological analysis were performed using a QUANTA 200 (FEI, OR, USA) 

scanning electron microscope at 30 kV. The samples were placed on aluminum stubs with 

double-sided carbon tape and thin gold films were evaporated on the sample surface by 

using high vacuum film deposition system (SCD 500 Mycrosystems Leica, Wetzlar, DE). 

Infrared spectra of the OxD and inclusion complexes were recorded using a Vertek 70 

Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (Bruker, MA, USA) in the range 4000-

400 cm-1. All samples were evaluated using KBr pellet method. The baseline correction 

was performed using a pure KBr disk.  13C and 1H-NMR spectra were recorded on a 

Varian 400 MHz NMR Spectrometer (Varian, USA) using TMS as internal standard and 

DMSO-d6 as solvent. The chemical shifts were reported in δ (ppm). XRD diffraction data 

were collected with a D8 Advance X-ray diffractometer (Bruker, MA, USA) using CuKα 

radiation in the range of 2 (30-60)º at 0.03º/second. Simultaneous thermogravimetric 

(TGA) and differential thermal analysis (DTA) measurements were performed using a 

STA 449 F3 Jupiter® (NETZSCH, Asch, CZ). The samples were placed in a closed 

platinum crucible and DSC thermograms were recorded at a heating rate of 10°C.min-1 in 

the range of 20° to 310°C (LI e XU, 2010). 
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2.7. In vitro release study 

In vitro release studies of pure and OxD/2-HPβCD inclusion complexes from 

physical mixture and co-evaporation method were performed in triplicate according to 

Ch.P (2010 Edition, Part 2, Appendix XC. No.2 method) and USP 30-NF 25 (2007 

Edition, Volume 1, <711> Apparatus 2) using a Rcz-602 Dissolution Apparatus 

(Shanghai Huanghai Medicine Checking Instrument Co., Ltd). Briefly, 2 mg of OxD or 

OxD:2-HPβCD inclusion complexes were added to 250 mL of DI water (37 ± 0.5 ºC) and 

stirred at 50 rpm. At predetermined time intervals, 5 mL of the previous solution was 

withdrawn and centrifuged at 12,000 rpm for 5 min. The drug content was measured at  

= 282 nm using UV spectrometry. The cumulative release rate was calculated at each time 

interval. 

 

2.8. PBMC cytotoxicity assay  

Peripheral blood mononuclear cells were obtained from heparinized blood from 

healthy donors (n=5) and the cells were isolated via a standard method of density-gradient 

centrifugation over Ficoll-Hypaque solution (GE Healthcare). Cells were counted in a 

Neubauer chamber and viability was determined by trypan blue exclusion method. Cells 

were used only when the viability was >98%. All donors gave informed consent and the 

Human Research Ethics Committee of UFPE approved the study. The cells were cultured 

in RPMI-1640 medium supplemented with 10 % fetal calf serum, 2 mM glutamine, 100 

mg/mL streptomycin, and 100 U/mL penicillin at 37ºC with 5 % CO2. PBMCs were 

plated in 96-well plates (104 cells/well) during the cytotoxicity assay. After, OxD 

compound (1, 10, 25, 50, 75 and 100 µM) was diluted in a dimethylsulfoxide (DMSO) 

solution and added to each well. The cells were incubated for 72 h. The control groups 

were treated with the same amount of 0.1 % DMSO.  

The growth of PBMCs was quantified by the ability of living cells to reduce the 

yellow dye 3-(4,5-dimethyl-2- thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) to 

a blue formazan product. After 72 h of incubation, the medium in each well was replaced 

with fresh medium (200 µL) containing MTT (0.5 mg/mL). After 3h, the formazan 

product of MTT reduction was dissolved in 20 % sodium dodecyl sulfate, and the 

absorbance of the solution was measured at  = 570 nm with a multiplate reader (EL808, 

Biotek, USA). The cytotoxicity was expressed as the concentration inhibiting 50% of cell 

proliferation (IC50), which is the percentage reduction in cell viability calculated from 
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the ratio between the number of cells treated with OxD, inclusion complexes and 

untreated cells (control). 

 

3. Results and Discussion  

3.1.OxD Molecular Elucidation  

RMN1H: (400 MHz, DMSO-d6): δ=1.22 (t, 3H, CH3, J= 7,2 Hz), 3.82 (q, 2H, 

CH2, J= 7,2 Hz), 6.94 (s, 1H, =C-H), 7.49-7.56 (m, 3H, C-H Ar), 7.88 (d, 2H, J= 8,4 Hz, 

C-H Ar). RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): δ= 11.68 (CH3), 37.73 (CH2), 112.42 (HC=C), 

129.18 (CH Ar), 130.59 (CH Ar), 130.97 (Cq) 131.04 (CH Ar), 139.10 (Cq), 161.54 

(C=S), 183.32 (C=O) IV (KBr): v~= 1747 (C=O), 1675 (C=C), 1163 (C=S). 

 

3.2. Molecular modelling of the OxD:2-HPβCD inclusion complex 

The molecular docking results showed two main orientations regarding the 

relative position of the guest molecule (OxD) into the host molecule (2-HPβCD). The 

first one, called orientation I, has the 2-thioxo-oxazolidine-4-one ring at the wider rim of 

the 2-HPβCD, and the other one, called orientation II, has the benzene ring at the wider 

rim. The average docking energy for the ten first best solutions, considering orientation 

I, is -5.6 kcal/mol. On the other hand, the average energy of the ten first best solutions for 

orientation II is -5.4 kcal/mol, therefore less stable.   

 

Figure 2. Summary of the molecular docking results. A) Best docking solution for 

orientation I. B) Binding energy (kcal/mol) table of the ten best docking solutions for 

each orientation. C) Best docking solution for orientation II. Dashed lines represents 

intermolecular hydrogen bonds between host (2-HPβCD) and guest (OxD) molecules. 

 

The overall best docking solution for orientation I is shown at Fig. 2a, with a 

docking energy of -5.9 kcal/mol, while the overall best docking solution for orientation 
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II can be found at Fig. 2b, with an energy of -5.6 kcal/mol. The best docking solution for 

orientation I is stabilized by several hydrophobic contacts and by three hydrogen bonds 

(2.9 Å, 3.0 Å and 3.1 Å), while the best solution for orientation II is also stabilized by 

several hydrophobic contacts, but only by two hydrogen bonds (2.9 Å and 3.1 Å). The 

final molecular modeling results point out the orientation I as the most stable, and it 

should occurs in the mixture by a major ratio, for the OxD:2-HPβCD (host:guest) 

inclusion complex. Our results indicated the possibility to incorporate OxD into 2-

HPβCD and overcome its low aqueous solubility. According to previous studies, 2-

HPβCD affects the pharmacokinetic profile associated to a short release time and high 

amount of mass dissolved in the bulk (DAHIYA e PATHAK, 2006; CAVALCANTI et 

al., 2011). 

 

3.3.  Phase Solubility Study 

OxD results in an AL-curve type phase solubility diagram with 2-HPβCD in 

water (Fig. 3). 

 

Figure 3. Phase stability diagrams for OxD in the presence of 2-HPβCD at room 

temperature. 

Data were fitted by linear regression leading to the following equation: [OxD]water 

= 0.1686 × [2-HPβCD] + 0.1950 (r² = 0.98915). The solubility constants of OxD with 2-

HPβCD in water at 25°C was K1:1=0.316 and S0=0.64mM. The enhancement of OxD 

solubility after 2-HPβCD association was obtained initially at 12.62 mM. Of note, it was 

obtained a twentyfold increase over OxD solubility in water (0.64 mM). The CE was 

calculated according to Eq. 2 and the result was equivalent to 0.202 for OxD.  According 
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to Loftsson et al., if CE is 0.1 then 1 out every 11 CD molecules form a complex with 

drug. Our results suggest that approximately 1 out 5 CD molecules forms a complex with 

OxD (LOFTSSON et al., 2005). 

 

3.4. Morphological Analysis 

 The morphology of OxD and its inclusion complex was evaluated using SEM 

(Fig. 4).   

 

Figure 4. Micrographs of OxD (a) and OxD:2-HPβCD inclusion complex (b). 

OxD image demonstrates a long crystal with a smooth surface presenting an 

acicular shape (Fig. 4a). On the other hand, inclusion complex images revealed significant 

changes in the morphology showing an amorphous form followed by aggregation (Fig. 

4b). The regular shape of the drug is affected since 2-HPBCD is an amorphous material 

(CIRRI et al., 2005). The morphology of the inclusion complex is similar to other 

previous studies (FAUZIAH et al., 2013; SONGNGAM et al., 2014). Our data suggest 

the incorporation of the OxD in the inner cavity of 2-HPβCD.  

 

3.5. FTIR analysis 
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 FTIR spectra from co-evaporation and physical mixture methods were compared 

to evaluate efficiency between these methodologies (Fig. 5). 

Figure 5. FTIR spectra of OxD and OxD:2-HPβCD inclusion complex by physical 

mixture and co-evaporation method at 1:1 molar ratio. 

FTIR spectrum of OxD showed the presence of bands at 1750-1735 cm-1 (C=O 

stretch), 1600-1585 cm-1 (C–C stretch, aromatic), 1360-1290 cm-1 (C–N stretch, aliphatic 

amines) and 1050-1200 cm-1 (C=S stretch, thiocarbonyl). The FTIR spectrum of OxD 

also shows the presence of bands at ∼3016 (C–H stretching vibration), 1745 and 1695 

(C=O stretching), and 1631 cm-1 (C=C stretching). The FTIR spectrum of 2-HPβCD show 

prominent absorption bands at ∼3411 (O–H stretching vibration), ∼2931 (C−H stretching 

vibration), ∼1157, ∼1089, and ∼1029 cm-1 (C−H and C−O stretching vibration). 2-

HPβCD presented a large overlap of signals, with small changes in the intensity and 

broadenings of the absorption bands, indicating the formation of inclusion complexes 

with typical fingerprint bands. The results showed the formation of the inclusion 

complexes, considering the decrease in the intensity of the absorption bands of the OxD 

functional groups. Our results indicate that co-evaporation method was more efficient as 

compared to the physical mixture method. 

 

3.6. Nuclear magnetic resonance spectroscopy (1H-NMR) measurements 

1H-NMR experiments were performed to confirm the formation of OxD:2-

HPβCD inclusion complex. The chemical shifts (Δδ) of the pure compounds at 1:1 molar 

ratio were evaluated (Table 1). The OxD 1H-NMR presented (400 MHz, DMSO-d6): 



89 
 

δ=1.22 (t, 3H, CH3, J= 7,2 Hz), 3.82 (q, 2H, CH2, J= 7,2 Hz), 6.94 (s, 1H, =C-H), 7.49-

7.56 (m, 3H, C-H Ar), 7.88 (d, 2H, J= 8,4 Hz, C-H Ar). Chemical shift changes of H4 was 

verified at 1:1 (ΔδH4=0.010 ppm). Our results indicated the potential of 1:1 stoichiometry 

for OxD interaction in the inner cavity of 2-HPβCD. However, other conformations are 

not excluded, given that a higher chemical shift changes in the H1,2,3,5 proton ranged from 

0.020 ppm to 0.030 ppm (Table 1). The chemical shift changes suggest that hydrogen 

bonds contribute to the insertion of the compound into the CD cavity (HARA et al., 2006).  

 

 

3.7. X-ray diffraction measurements 

XRD patterns presented two well-defined peaks for OxD (Fig. 6) that represent a 

typical structural order of a crystalline solid.  

Figure 6. X-ray diffraction patterns of the OxD, 2-HPβCD and OxD:2-HPβCD inclusion 

complex.  

In general, natural and synthetic CD have no well-defined peaks which are 

characterized as amorphous materials (CHOE et al., 2003). A decrease in the peak 

intensity of the inclusion complex is observed indicating a crystallinity loss. In the 

inclusion complex through our methodology it is possible to observe a small peak of 

intensity from inclusion complex compared to the pure compound. These data suggest 

that a greater amount of available cyclodextrin could incorporate into the remainder of 

the unloaded OxD compounds. 
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3.8. Thermal Analysis  

The thermal behavior of pure compounds and inclusion complex was evaluated. OxD 

showed an endothermic peak at 136.57 ºC with a reaction heat of 4.19 J/g that occurs 

before of the decomposition temperature. An exothermic peak at 103.52 ºC with a 

reaction heat of 1.07 J/g was observed for 2-HPβCD. By observing the thermal behavior 

of the OxD:2-HPβCD inclusion complex, we noticed the presence of an exothermic shift 

143.77 ºC with a reaction heats of 0.83 J/g. A significant shift in the thermal behavior was 

obtained for the inclusion complex (Fig. 7a).  

Figure 7. DSC (a) and TG (b) curves of OxD and OxD:2-HPβCD inclusion 

complexes at 1:1 molar ratio. 

Given the analysis of thermogravimetric curves, it is possible to observe a 

significant mass loss of 27.5% of OxD of about 250-300 oC. 2-HPβCD showed a discrete 

mass loss (2.5%) about 125 ºC and 300 ºC. The mass loss of the inclusion complex was 

lower than pure OxD (17.5% vs. 27.5%, respectively). These results suggest that 2-

HPβCD contributed positively to a temperature displacement, which is associated to 
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weight loss at higher temperatures (Fig. 7b). Then, TG and DSC results demonstrate the 

effectivity of the complexation method. In addition, melting point determination is based 

on intermolecular interactions that stabilizes the crystalline structure of the compound. 

As expected, 2-HPβCD cavity offer thermodynamic stability for OxD resulting in a 

different thermal behavior.  

 TG and DSC curves of OxD:2-HPβCD inclusion complex exhibited of pure 

characteristic of the components. The mass loss is divided into two consecutive processes 

related to the decomposition of OxD and 2-HPβCD. Of note, two endothermic peaks are 

associated with each melting point of the molecules. The decomposition process also 

exhibits two-step pattern, which is associated to the pure OxD and OxD:2-HPβCD 

inclusion complex decomposition. 

 

3.9. In vitro release study 

Fig. 8 shows the dissolution profiles of the OxD and OxD:2-HPβCD inclusion 

complex. The cumulative release rate of OxD:2-HPβCD obtained by co-evaporation 

method was significantly higher than the physical mixture of OxD and OxD:2-HPβCD. 

The cumulative dissolution percentage for OxD:2-HPβCD CE and OxD:2-

HPβCD PM was ~ 90% and 15.5%, respectively, during the first 15min. After, a plateau 

was observed for OxD:2-HPβCD CE. The dissolution was improved for OxD:2- HPβCD 

CE as compared to OxD and OxD:2-HPβCD PM. The differences observed in the 

dissolution profile of OxD and inclusion complex are related to the physical property and 

microenvironment around of the molecules. The rapid release of OxD was attributed to 

the fact that β-CD improve the we Fig. 8 shows the dissolution profiles of the OxD and 

OxD:2-HPβCD inclusion complex. The cumulative release rate of OxD:2-HPβCD 

obtained by co-evaporation method was significantly higher than the physical mixture of 

OxD and OxD:2-HPβCD. 

The cumulative dissolution percentage for OxD:2-HPβCD CE and OxD:2-

HPβCD PM was ~ 90% and 15.5%, respectively, during the first 15min. After, a plateau 

was observed for OxD:2-HPβCD CE. The dissolution was improved for OxD:2- HPβCD 

CE as compared to OxD and OxD:2-HPβCD PM. The differences observed in the 

dissolution profile of OxD and inclusion complex are related to the physical property and 

microenvironment around of the molecules. The rapid release of OxD was attributed to 

the fact that β-CD improve the wettability of inclusion complex in dissolution (SAVJANI, 

K. T. et al., 2012; LIU et al., 2013). 
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Figure 8. In vitro release kinetics of OxD and OxD:2-HPβCD inclusion complex from 

physical mixture (PM) and co-evaporation method (CE). 

  

 

3.10. MTT Cytotoxicity Assay 

The percentage of viable cells was obtained for six molar concentrations (1μM, 10 

μM, 25 μM, 50 μM, 75 μM and 100 μM) of OxD, 2-HPβCD and inclusion complexes by 

using MTT assay (RPMI 1640 medium) (Fig. 9).  

Figure 9. Cytotoxicity of OxD and inclusion complexes toward PBMCs. 
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 OxD cell viability was 95% (± 2.3%) for 1µM to 50µM. Pure 2-HPβCD and 

inclusion complexes showed cell viability about 94% (± 3%) for all studied 

concentrations. Previous studies demonstrated that cyclodextrin has a specific 

cytotoxicity and depends on the cells involved (dose-dependent) (ZHANG et al., 2009; 

SOFIAN et al., 2014). In general, concentrations > 25 µM are undesired to eventual in 

vivo tests and therefore it is necessary to establish an optimal dose taking into account 

the amount used. The increment of the solubility of the OxD has been improved by using 

2-HPβCD. In addition, 2-HPβCD and inclusion complexes showed less toxicity in 

normal cells.  

 

4. CONCLUSION 

The molecular modelling studies showed stable intermolecular interactions 

between OxD and 2-HPβCD. The intermolecular energies and 1H-NMR results of 

inclusion complex also suggest a hydrogen bonding between guest and host molecules. 

The stability of inclusion complexes depends of Van der Waals interactions, hydrophobic 

and electrostatic interactions. Our results demonstrated a solubility enhancement of 

OxD:2-HPβCD inclusion complex 20 fold more than pure OxD. The inclusion complexes 

did not have significant cytotoxicity in PBMCs viability. To the best of our knowledge is 

the first time that 2-HPβCD is applied as inclusion complex involving OxD. The proposed 

system could be applied as a new oral delivery system for antitumor applications. 
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