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RESUMO

A esquistossomose € considerada a segunda maior doenca de importancia a satde
publica dentre as doencas negligenciadas do mundo, onde o Praziquantel é o medicamento
mais utilizado no mundo para o tratamento dessa doenca, porém seu uso exclusivo pode
ocasionar o desenvolvimento de uma possivel resisténcia dos vermes de Schistosoma
mansoni. Para aumentar o controle e a contencdo da doenca, novos farmacos vém sendo
desenvolvidos como alternativa para o tratamento, dentre eles o 2 - (- 5-bromo-1-h-indole-3-
yl-methylene) -N- (naphthalene-1-ylhydrazine-carbothiamide (LQIT / LT-50) and 2- (1H-
indole-3-methylene) - N - (naphthalen-1-yl) hydrazinocarbothioamide (LQIT / LT-51)
demonstram excelente atividade esquistossomicida. Porém, essas moléculas apresentam baixa
solubilidade em agua, o que pode dificultar sua atividade farmacoldgica. Com isso, esse
estudo teve como objetivo desenvolver dispersdes sélidas a base de LQIT/LT-50 e LQIT/LT-
51 para o tratamento da esquistossomose. Foram desenvolvidas dispers@es sélidas utilizando
Soluplus®, polietilenoglicol (PEG) e polivinilpirrolidona (PVP K-30) como carreadores
hidrofilicos, obtidas pela técnica do solvente. As dispersdes que obtiveram melhor resultado
passaram por testes de solubilidade, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV),
difratometria de raios-x (DRX), calorimetria diferencial exploratéria (DSC), termogravimétria
(TG), e espectroscopia Raman e atividade in vitro. As analises demonstraram que ao utilizar
PVP-K30 obteve-se 0 melhor resultado, sugerindo que houve uma interagédo entre o PVP-K30
e 0s compostos analisados, observou-se assim incremento de solubilidade desses novas
dispersdes (LQIT/LT-50:PVP-K30 e LQIT/LT-51:PVP-K30), além da melhoria na atividade
in vitro da dispersdo de LQIT/LT-50:PVPK-30 1:4 (p/p), essa propor¢do mostrou resultados
melhores quando comparado os resultados do LQIT/LT-50 isolado. Com isso podemos
concluir que o desenvolvimento dessa dispersdo se torna satisfatério para o desenvolvimento

de novas formulagdes farmacéuticas, para o tratamento esquistossomicida.

Palavras-Chaves: Solubilidade. Esquistossomose. Doengas Negligenciadas.



ABSTRAT

Schistosomiasis is considered the second major disease of public health importance
among the neglected diseases in the world, where Praziquantel is the most used medicine in
the world for the treatment of this disease, but its exclusive use may cause the development of
a possible resistance of Schistosoma mansoni worms. To increase the control and containment
of the disease, new drugs have been developed as an alternative to treatment, 2 - (- 5-bromo-
1-h-indole-3-yl-methylene) -N- (naphthalene-1-ylhydrazine-carbothiamide (LQIT/LT-50) and
2- (1H-indole-3-methylene) - N - (naphthalen-1-yl) hydrazinocarbothioamide (LQIT/LT-51).
demonstrate excellent schistosomicidal activity. However, these molecules have low water
solubility, which can hinder their pharmacological activity. Thus, this study aimed to develop
solid dispersions based on LQIT/LT-50 and LQIT/LT-51 for the treatment of schistosomiasis.
Solid dispersions were developed using Soluplus ©, polyethylene glycol (PEG) and
polyvinylpyrrolidone (PVP K-30) as hydrophilic carriers, obtained by the solvent technique.
The dispersions that obtained the best results were subjected to solubility tests, absorption
spectroscopy in the infrared region with Fourier transform (FTIR), scanning electron
microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry (TG) and Raman spectroscopy and in vitro activity. The analyzes showed
that when using PVP-K30 the best result was obtained, suggesting that there was an
interaction between PVP-K30 and the analyzed compounds, an increase in solubility of these
new dispersions was observed (LQIT/LT-50:PVP-K30 and LQIT/LT-51:PVP-K30), in
addition to the improvement in in vitro activity of the LQIT/LT-50:PVPK-30 1:4 (w/w)
dispersion, this proportion showed better results when comparing the results of the isolated
LQIT/LT-50. With that we can conclude that the development of this dispersion becomes
satisfactory for the development of new pharmaceutical formulations, for the schistosomicidal

treatment.

Keyword: Solubility. Neglected Diseases. Schistosomiasis.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € considerada a segunda maior doenca de importancia a saude publica
dentre as doencas negligenciadas do mundo, ficando atras apenas, da malaria. Dentre as
espécies infectantes dos seres humanos, Schistosoma mansoni destaca-se por ser um dos
agentes etiologicos mais prevalentes nas regides tropicais e subtropicais, distribuido por cerca
de 54 paises endémicos (BRASIL, 2014).

Esses parasitos habita as veias mesentéricas do hospedeiro e sdo responsaveis pelo
desenvolvimento da forma aguda e cronica da doenca (VITORINO et al, 2015; BARBOSA et
al., 2016). Com o objetivo de reduzir as formas graves da esquistossomose mansonica,
medidas terapéuticas vém sendo estudadas em todo mundo. No Brasil, tem-se utilizado a
quimioterapia com o intuito de diminuir a morbidade, prevaléncia e incidéncia (SILVAet
al.,2012; BRASIL, 2014).

Atualmente, o farmaco mais utilizado é o praziquantel (PZQ), (2- ciclohexilcarbonil-
1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-a}isoquinolina-4-ona), um derivado
pirazinoisoquinolina que se tornou o tratamento de escolha por ser eficaz contra todas as
espécies de Schistosoma, a0 mesmo tempo em que possui um menor custo e toxicidade em
comparagdo aos outros compostos esquistossomicidas anteriormente utilizados ( SANTIAGO
etal., 2013; CIOLI et al., 2014; MARQUES et al., 2018).

O uso exclusivo do PZQ no seu tratamento pode ocasionar o desenvolvimento de uma
possivel resisténcia dos vermes de Schistosoma mansoni a esse farmaco (DOENHOFF,
CIOLI, UTZINGER, 2008; CIOLI, et al., 2014). Devido a essa problematica, ha necessidade
do surgimento de novos agentes esquistossomicidas que possam ser utilizados como
alternativa para o tratamento desta parasitose.

As Tiossemicarbazonas sdao compostos que, devido a sua estrutura, permitem a sintese de
novas moléculas, o que ajuda no desenvolvimento de novos compostos com atividade
farmacologica, expandindo assim suas aplicacfes, apresentando-se como nova alternativa de
tratamento de algumas doencas, entre elas & acdo esquistossomicida (FIGUEREDO, 2017).
Diante disso, foram descobertas Novas Entidades Quimicas (NEQ) derivado de uma
tiossemicarbazona, que é 2-(-5-bromo-1-h-indol-3-il-metileno)-N-(naftaleno-1-il_hidrazina-
carbotiamida  (LQIT/LT-50) e o 2- (1H-indol-3ilmetileno)-N-(naftalen-1-il)
hidrazinocarbotioamida (LQIT/LT-51) (OLIVEIRA et al., 2015)

Segundo Almeida Janior (2019), esse composto (LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51) possui uma

boa atividade esquistossomicida, porém apresenta baixa solubilidade em agua o que pode
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dificultar sua atividade farmacolégica (JAIN, PATEL, LIN, 2014). Nessa premissa, acredita-
se que, ao incrementar a solubilidade de uma molécula possa haver melhoramento da sua
atividade farmacoldgica, além da sua biodisponibilidade. (SILVA et al., 2012; HUANG et al.,
2016)

A utilizacdo de novas tecnologias é uma alternativa para o incremento de solubilidade de
uma molécula, dentre as novas tecnologias farmacéuticas se encontram as dispersdes solidas,
gue vém sendo bastante utilizados para o incremento da solubilidade de farmacos (SCHVER
et al, 2018; MARQUES et al., 2018; PARK et al., 2018). Nas dispersdes solidas, utiliza-se um
carreador hidrofilico com um farmaco hidrofébico, essa juncéo vai promover a modificacéo
da propriedades fisico-quimica dos farmaco, podendo melhorar sua solubilidade em agua.

Diante disso, esse estudo propde desenvolver dispersdes solidas a base de LQIT/LT-50 e
LQIT/LT-51, com o intuito de incrementar a solubilidade e consequentimente, melhorar as

atividades farmacoldgicas desse composto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver dispersdes de LQIT/LT-50 e de LQIT/LT-51 e realizar estudo in vitro dessas

dispersdes para o tratamento da esquistossomose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar o LQIT/LT-50.

- Realizar estudo de compatibilidade entre o LQIT/LT-50 em diferentes polimeros;

- Obter dispersoes solidas a base de LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51 pela técnica de solvente;

- Caracterizar fisico-quimicamente as dispersfes sélida obtidas, através das analises de
FTIR, DR-x, MEV, Analise Termica, RAMAN.

- Avaliar estudos in vitro compostos LQIT/LT-50 e LQIT/LT51 e suas respectivas

dispersoes solidas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS (DTNS)

As DTNs sdo representadas por um grupo de doencas infecciosas e transmissiveis, com
caracteristicas distintas, afetando 149 paises e cerca de um bilhdo de pessoas, sendo
prevalente nos climas tropicais e subtropicais, principalmente em populagdes que vivem na
pobreza, consideradas endémicas nessa populagdo (PAHO, 2019).

Sado chamadas de negligenciadas devido a falta de servicos de saude publica adequada,
como saneamento basico e agua potavel, ocasionando a facilidade no contato com o agente
infectante. Ao ser infectado, o individuo fica muitas vezes incapacitado, afetando sua
qualidade de vida, podendo até levar a morte (WHO, 2019a). Essas doencgas possuem uma
responsabilidade impactante sobre a morbidade e mortalidade dessa populacdo, o que
aumenta a necessidade de novas pesquisas, com foco no desenvolvimento de novas
tecnologias para diagnostico e tratamento (MARTINS-MELO et al,. 2016; BRANDAO et al.,
2017)

Atualmente tem-se conhecimento da existéncia de 18 doencas classificadas com DTNSs,
segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), sdo elas: dengue, raiva, tracoma, Ulcera de
buruli, bocejo, hanseniase, doenca de chagas, tripanossomiase humana africana,
leishmanioses, teniase, neurocisticercose, dracunculiase, equinococose, trematodiases
transmitidas por alimentos, filariase linfatica, oncocercose, helmintiases transmitidas pelo
solo, micetoma e a esquistossomose (WHO, 2019b).

No Brasil, as DTNs sdo consideradas um problema de saude publica, sendo responsavel
pela maior parte de impacto na América Latina (Martins-Melo et al, 2018). Considerada uma
das mais importantes dentre as doencas listada pela OMS, a esquistosomosse é endémica em
70 paises, afetando mais de 250 milhdes depessoas em todo o mundo, uma das principais em
termo de morbidade e mortalidade (GOUVEIA et al., 2018).

Devido a isso, a area de doencas negligenciadas vem ganhando cada vez mais destaque no
Brasil, onde foi instituido o programa publico de saude voltada a essas doencas, 0 Programa
de Pesquisas e Doencas Negligenciadas, que engloba as sete principais doencas
negligenciadas, incluindo a esquistossomose (SANTOS et al,.2012)
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3.2 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é uma doenca parasitaria, causada pelas classes das Trematodas da
familia Schistossomatidae do género Schistosoma. Essa doenca pode ser apresentada na forma
aguda e cronica. Sua infecgdo se da através do contato com a 4gua contaminada, acometendo
principalmente populac@es de baixa renda, que ndo possuem saneamento bésico, dgua potavel
e higiene adequada, contribuindo assim para disseminacdo da doenca. (GOUVEIA et al.,
2018; WHO, 2019c).

O género Schistosoma é dividido em seis espécies: Schistosoma japonicum, Schistosoma
haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma intercalatum, Schistosoma mekongi,
Schistosoma malayensis. Dentre as seis, apenas Schistosoma mansoni existe na América do
Sul e Central. No Brasil, sua introducdo se deu através do trafego de escravos, que se
originaram na Ameérica Central, e se tornou endémica em vasta extensdo do territorio
nacional, acometendo milhGes de pessoas. A manifestacdo da doenca pode ser vista nas
formas intestinal e urogenital, se ndo tratada, pode levar a efeitos danosos a saude, de curto a
longo prazo. (BRASIL, 2014; BRANDAO et al., 2017).

Foi relatada sua transmissdo em 78 paises, porém apenas em 52 o tratamento preventivo é
necessario, por serem considerados endémicos. Dentre esses paises, em 2017, estimou-se que
aproximadamente 220,8 milhdes de pessoas necessitavam de tratamento. A importancia desse
tratamento se da por varios anos, reduzindo e evitando a morbidade por esse parasita. (WHO,
2019c).

3.2.1 Biologia e Ecossistema

Schistosoma mansoni € o agente etioldgico, considerado um dos mais comuns da
esquistossomose humana. Ele habita as veias mesentéricas dos hospedeiros. O ciclo dessa
doencga ocorre em dois tipos de hospedeiros, intermediario e definitivo. Essa doenca é
inicialmente assintomatica, o que complica sua identificagdo que pode evoluir para sua forma
clinica, afetando a saude do hospedeiro, sendo capaz de levar a morte (SANTOS et al., 2012;
SILVA et al., 2012; SANTIAGO et al., 2013).

Esses helmintos sdo vermes digenéticos, delgados de coloracdo branca ou leitosa. Sdo
parasitas que possuem sexos separados, onde a fémea é mais longa e mais fina (Figura 1.A),

guando comparado com o macho (Figura 1.B) e se aloja no canal ginecoférico do macho
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(Figura 1.C). Por ser uma parasitose heteroxénica, vai possuir um desenvolvimento sexuado,
no hospedeiro primario definitivo, 0 homem e a forma assexuada ocorre no hospedeiro
intermediarios que sdo 0s caracOis, que no caso de Schistosoma mansoni € do género
Biomphalaria (Figura 2), (SOUZA et al,. 2011; SAH et al., 2015; SIQUEIRA et al.,2017).

Figura 1 - Parasitas adultos de Schistosoma.mansoni.

Legenda: A- Macho; B- Fémea C: fémea alojada no canal ginecoférico do macho.
Fonte: Pereira, 2012 (A e B); GOUVAS, A., 2014 (C)
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Figura 2 - Caracol do género Biomphalaria.

Fonte: GOUVAS, A., 2014

3.2.2 Ciclo Bioldgico da Doenca

O ciclo da doenga inicia quando o ovo (Figura 3. A) que contém miracidio é liberado pelo
homem através das fezes e urinas contaminadas. Para dar continuidade ao ciclo, os ovos
necessitam do contato direto com a agua, eclodindo e liberando os miracidios (Figura 3.B),
gue se movimentam até encontrar seu hospedeiro intermediario, os caracéis (BRASIL, 2014).
ApoOs quatro a sete semanas infectado o caracol comega a liberar cercarias (Figura 3.C), que
ao penetrar na pele do homem, vai iniciar a infeccdo. Ao ser infectado, o0 homem se torna o
hospedeiro definitivo (BRASIL, 2014).
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Figura 3 - Forma evolutiva do parasita.

Legenda: A-Ovo; B-Miracidio; C-Cercaria; fonte:; FiguraD. esquitoébmos;
Fonte: BRASIL2014 (A,B e C), CARVALHO, 1997 (D).

O processo e penetracdo dura em torno de dois a quinze minutos. Ao penetrar na pele,
as cercarias perdem sua cauda e se transformam em esquistossomos (Figura 3.D). Esses por
sua vez vdo migrar pela corrente sanguinea, alojando-se em pulmdes e figados. Nesse
momento vao se diferenciar sexualmente, em fémeas e machos ocupando também veias
mesentéricas, onde crescem e se alimentam do sangue (MERRIFIELD et al., 2016).

Ao se tornarem adultos, voltam para o sistema sanguineo e se alojam dentro de veias
mesentéricas. Ocorre 0 acasalamento e inicia a producdo de ovos, em grande quantidade
(GOUVEIA et al., 2018). Esses ovos vao atravessar a parede dos vasos, migrando para o
lumen intestinal. Uma parte deles é eliminada através de fezes e urina e a outra parte fica
retido nos d6rgdos levando a algumas patologias. Esse ciclo pode ser observado na figura 4
(MERRIFIELD et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2017).
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Figura 4 - Ciclo biol6gico de Schistosoma mansoni.

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sao
liberadas na agua, onde

4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco
i / 7- As cercérias perdem a cauda
o) durante a penetracdo,
(5 transformando-se esquistossémulos

2 6- Penetracao

/ (§ na pele

3- Miracidios penetram
no molusco

8- Circulacéo

l

9- Migracao até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos

2- Miracidios o
liberados £
dos ovos ‘ /—_

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam os ovos; estes
alcancam a circulacao hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: Souza, 2011

3.2.3 Sintomas

A esquistossomose pode ser apresentada como assintomatica, que pode estar presente
na maioria das pessoas infectadas, ou sintomatica, que é a forma clinica da doenca, estando
presente em duas fases: aguda e cronica (SILVA et al., 2012).

A forma aguda pode ocorrer quando a cercaria entra em contato com a pele, gerando
uma reacdo urticaria, durando horas ou dias, podendo levar a outras complicacdes e a febre
Katayama. Além desses dois sintomas, pode haver também uma broncopneumonia, devido &
migracao dos esquistossomos para os pulmdes (SILVA et al., 2012; SAH et al., 2015).

Segundo Colley et al. (2015), a morbidade é causada pelos ovos, mesmo eliminando
0s vermes adultos, os ovos vdo continuar habitando os 6rgdos, por ndo serem excretados
totalmente. Isso pode se agravar quando ha exposicOGes repetidas ao agente infeccioso,
podendo desenvolver a esquistossomose cronica (GRYSEELS et al., 2012).

A fase cronica da doenca pode ser vista a partir de 6 meses apos a infeccdo, tendo a
probabilidade de durar varios anos. Por atingir os 6rgdos de maneira progressiva apresenta-se

diferentes patologias como: nas formas digestivas (intestinais, hepatointestinal,
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hepatoesplénica); formas de distirbios vasculares e pulmonares (Hipertensiva, Cianotica);
forma pseudoneoplasmatica; nefropatia esquistossomética e formas de lesbes ectdpicas
(SOUZA et al., 2011; GRYSEELS et al., 2012; BRAZIL, 2014).

3.2.4 Diagndstico

O diagndstico clinico da esquistossomose se da atraves de exames laboratoriais de
fezes, urina, pela deteccdo dos ovos do parasita presente nas amostras, através da técnica de
Kato-Katz. Esse método vai avaliar a presenca de ovos, através da analise macroscopica de
um esfregaco fecal (AJIBOLA et al., 2018).

Esse diagndstico é bastante utilizado em areas endémicas. Porém, em areas de baixa
transmisséo, seu uso fica um pouco limitado, devido a dificuldade de encontrar ovos nas fezes
de pessoas infectadas, por eliminarem uma quantidade muito baixa de ovos ou, as vezes, ndo
eliminam (WHO, 2019c).

Nesses casos, ha importancia de utilizar exames complementares como exames de
sangue e por imagem. Atraves da analise do sangue, verifica-se a presenca de anticorpos e/ou
antigenos que indicam uma infeccdo (CAVALCANTI, et al., 2013).

O diagnostico por imagem permite localizar a infeccéo e realizar uma andlise da sua
extensdo e comprometimento dos 6rgdos causados pela doenca. Essa analise é realizada
através das técnicas de ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonancia
magnética, analisando assim a gravidade da doenca, ja que permite observar a sua extensdo
(VITORINO et al.,2012; SIQUEIRA et al, 2017).

3.2.5 Prevencao e Tratamento

Umas das principais e mais eficientes abordagens preventivas da esquistossomose
encontra-se no saneamento basico e distribuicdo de agua potavel, visto que a Gnica maneira de
adquirir a doenca é entrar em contato com uma agua infectada. A contaminacdo da &gua
ocorre quando o material infectado, seja ele fezes ou urinas produzidas pelo vetor, entra em
contato com a agua. Com o saneamento, havera a diminuic¢do ou o bloqueio desse contato do
material infectado com a agua, podendo encerrar o ciclo bioldgico dessa doenca (WHO,
2019c).

Outra forma de prevencdo é a eliminacdo dos caracois. Até 1970, essa técnica era


https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/schistosomiasis
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bastante empregada, onde utilizavam moluscidas. Esses pesticidas tratam-se de substancias
quimicas que sdo utilizadas para matar os caracdis, porém seu uso ndo € seletivo, e ocasiona
morte de peixes e de outros organismos, causando assim um desequilibrio bioldgico. A
utilizacdo dessas substancias ndo garante que todos os caracoéis serdo eliminados, podendo
ocorrer uma nova contaminacgdo (CIOLI et al, 2014; COLLEY et al., 2015; WHO, 2019d).

Em 1984, a OMS aprovou estratégia de controle da morbidade, através do tratamento
com quimioterapia preventiva com praziquantel (PZQ), tornando-se um dos principais
medicamentos para o tratamento dessa doenca (COLLEY et al., 2015). Alem do PZQ, outro
medicamento que também vem sendo bastante utilizado para o combater Schistosoma
mansoni € a Oximiniquina, um derivado da tetraidroquinolina. Tem como vantagem a sua
administracdo Unica e apresenta efeitos colaterais leves, porém sua desvantagem € sua atuacao
em apenas um tipo de Schistosoma, ndo atuando no tratamento do Schistosoma haematobium
ou Schistosoma japonicium (SIQUEIRA et al, 2017).

O PZQ apresenta-se como um dos principais por possuir efetividade contra todas as
espécies de Schistosoma. O derivado pirazino-isoquinolico é utilizado globalmente, para
controle da esquistossomose desde 1979, até os dias atuais (OVEDA, 2017; MARQUES et
al., 2018). Esse medicamento apresenta alguns efeitos colaterais, porém, mesmo com essa
desvantagem, seu uso € bem tolerado. Outro fator importante e de grande impacto ¢ a falta de
eficdcia contra as formas imaturas dos vermes e possivel resisténcia ao medicamento
(DOENHOF, CIOLI, UTZINGER, 2008; SIQUEIRA et al., 2017; GOUVEIA et al, 2018).

Para o tratamento, recomenda-se a dose de 50-60mg/kg. A dose vai ser administrada
de acordo com o peso e idade do infectado. Em pesos para adultos a administracdo € de
50mg/kg e para criancas é de 60mg/kg. Sua administracdo deve ser realizada ap6s as refeicoes
(BRASIL, 2014). A eficacia do praziquantel pode ser observada ap0s a quarta semana de uso,

a partir da presenca reduzida ou auséncia de ovo nas fezes (CIOLI et al., 2014).

3.2.6 Resisténcia ao Praziquantel

Desde o seu desenvolvimento, 0 PZQ é o medicamento de primeira escolha para o
tratamento de todas as espécies de Schistosoma, devido a seguranca e eficacia em relacéo ao
seu uso. Poréem seu uso exclusivo por mais de 30 anos vem causando preocupacdo em relacédo
a resisténcia de espécies de Schistosoma a droga, principalmente por ja encontrar relatos de

resisténcia em locais endémicos no uso em grande escala (WANG, WANG, LIANG, 2012).
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Um dos primeiros relatos foi em 1994. Um estudo em uma regido do Egito observou
que alguns moradores infectados néo obtiveram eficiéncia no tratamento, demonstrando uma
diminuicdo na sensibilidade de Schistosoma mansoni ao PZQ (ISMAIL et al., 1996). Estudos
posteriores e estudos de indugdo da resisténcia em laboratorio, demonstram que a
possibilidade de resisténcia de Schistosoma mansoni ao PZQ (MELMAN et al., 2009;
WANG, WANG, LIANG, 2012).

Outro fator que influencia no tratamento com o praziquantel é a sua baixa solubilidade
em agua e o efeito de primeira passagem. (SILVA et al, 2012). Diante disso a necessidade de
realizar novos estudos e novas alternativas terapéuticas para o tratamento contra a

esquistossomose.

3.3 NOVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Dentre as novas alternativas terapéuticas, encontra-se o incremento da solubilidade do
praziquantel, melhorando sua solubilidade e consequentemente, melhora a biodisponibilidade
do medicamento.

Uma delas, descrita por Marques et al., (2018) foi desenvolver dispersdes solidas do
PZQ, utilizando como carreador, polimeros hidrofilicos. O desenvolvimento dessa dispersdo
proporcionou o incremento de solubilidade da droga em comparacdo com o PZQ puro,
obtendo assim resultados satisfatorios, que podem melhorar a eficicia terapéutica no
tratamento.

O desenvolvimento de novos medicamentos vem percorrendo caminhos crescentes,
apesar do custo elevado para seu desenvolvimento e producdo, ndo impedindo a pesquisa € a
descoberta de novos farmacos e candidatos a farmacos (VAN DER DOEF, et al., 2018).

Constantemente, novos artigos de sintese e suas respectivas aplicacdes vém sendo
publicados, aumentando assim as alternativas terapéuticas para determinadas doencas (FLICK
et al, 2016). Dentre essas sinteses, encontram-se vérias classes de compostos para o
tratamento da esquistosomose, dentre elas, entdo as tiossemicarbazonas, que possuem diversas
rotas sintéticas, e consequentemente o desenvolvimento de moléculas diferenciadas
(OLIVEIRA et al, 2017).

As tiossemicarbazonas, uma classe de compostos versateis por possuirem uma vasta
aplicacdo farmacologica, documentada em diversos estudos. Algumas das atividades
bioldgicas como: antitumoral (OLIVEIRA et al, 2015), antituberculostatica (SENS et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020751905000457#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020751905000457#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211320714000293#b0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211320714000293#b0080
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2018), antioxidante (SUBHASHREE et al, 2017), antimicrobiano (YILDIRIM et al., 2014),
antifungico (NETO, 2017), antimaldricos (HENOK, KINFE, 2013), anti-inflamatorios
(OLIVEIRA et al.,, 2016), antileshimoniose (BRITTA et al., 2016), esquistossomicida
(SANTIAGO et al., 2013).

Dentre as classes das tiossemicarbazonas que possuem agdo esquistossomicida,
encontram-se 0 LQIT/LT-50 e o LQIT/LT-51 (Figura 5). Ambas as moléculas apresentam o
grupo nafitil. O que diferencia um composto do outro é a presenca do atomo de bromo ligado
ao C-5 do nucleo indole do LQIT/LT-50 aumentando ainda mais a lipofilicidade da molécula
(ALMEIDA JUNIOR, 2019).

Figura 5 - Estrutura molecular do LQIT/LT-50 (A) e LQIT/LT-51 (B)

ks
A

B
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2017

As duas moléculas podem apresentar um grande potencial para o tratamento da
esquistossomose, sua lipofilicidade pode prejudicar sua atividade farmacologica, devido a
baixa ou nenhuma solubilidade em agua, sendo necessario um incremento de solubilidade, e
consequentemente pode haver o aumento de sua biodisponibilidade, a fim de obter uma
resposta farmacoldgica satisfatoria. O incremento de solubilidade pode ser obtido por diversas
tecnologias farmacéuticas, destacando-se dentre elas as dispersdes solidas (PINTO, 2012;
MARTINS, LOPES, ANDRADE, 2013).

3.3.1 Dispersoes Solidas

Um dos problemas mais recorrentes dos novos candidatos a farmacos é a solubilidade em
agua. As Novas Entidades Quimicas (NEQs) dentro de um grupo que apresenta pouco ou
nenhuma solubilidade em agua, dificultando assim sua transposicdo industrial. Devido ao
grande potencial de NEQs que possui essa problematica, o crescimento em pesquisas que
promova o melhoramento da solubilidade cresce cada vez mais (JERMAIN, BROUGH,
WILLIAMS l11, 2018).
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Dentre esses métodos, encontra-se a dispersdo sélida, uma das tecnologia farmacéuticas
que apresentou bastante promissora para o incremento da solubilidade, que promove uma
melhora na disponibilidade e absorcdo dos farmacos de uso oral (LIU et al., 2017,
MARQUES et al., 2018). Uma das atuacgdes das dispersdes solidas é a diminuicao e inibi¢do
da cristalizacdo das NEQs, com o intuito de amorfizar o composto, aumentando a absor¢éo
oral, e consequentemente, sua biodisponibilidade (HUANG, 2016).

Segundo Chiou e Riegelman (1971), as dispersdes solidas podem ser definidas como a
dispersdo de um ou mais compostos ativos em um carreador inerte. Os carreadores inertes, na
maioria das vezes, sdo polimeros em estado sélido, que podem ser preparados por seis
métodos diferentes: fusdo, solvente, fusdo-solvente, maxalagem, fluido supercritico e spray
drying (ALVES, 2010; COSTA, 2016; LIU et al, 2017).

As dispersdes possuem varias vantagens e aplicacdes na industria farmacéutica, além de
melhorar a solubilidade, destaca-se também pela capacidade de distribuicdo homogénea e
uniforme de pequenas quantidades de farmaco no estado solido, pela estabilizacdo de
farmacos instaveis, e por auxiliar no desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacdo
controlada (ALMEIDA, 2009; COSTA, 2016).

3.4 TECNICAS DE CARACTERIZAGAO DAS DISPERSSOES SOLIDAS

Apds o desenvolvimento das dispersdes sélidas, € necessario realizar estudos de
caracterizacdo para comprovar sua formacdo, verificando possiveis mudancas de estado
fisico. Para realizar a caracterizacdo, diversas técnicas podem ser utilizadas, dentre elas
destacam os estudos térmicos, difratometria de raios-x, microscopia eletrénica de varredura e

estudos espectroscopicos.

3.4.1 Anélise Térmica

A andlise termica tem a finalidade de verificar as caracteristicas do composto. Essa
técnica mede as variagdes das propriedades quimicas e/ou fisicas em funcdo do tempo e da
temperatura, verificando a perda ou ganhos de massa da amostra de acordo com esses
parametros (ANDRADE, 2016; PARAMESHWARAN, 2018).

Dentre as técnicas termoanaliticas, destacam-se a de Termogravimétrica (TG) e a

Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC), técnicas essas bastante utilizadas na inddstria
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farmacéutica (PINTO, 2012; LAVOR et al., 2014).

3.4.1 1 Colorimétrica Diferencial Exploratoria (DSC: Differential Scanning Calorimetry )

A DSC consiste em medir o fluxo de calor de uma substéncia em funcdo do tempo e/ou
temperatura. Através dessa técnica, pode-se medir a variacdo de entalpia, que aparece em
forma de picos, podendo ser exotérmicos ou endotérmicos, ou através da entalpia,
apresentando um deslocamento da linha base. Para cada tipo de amostra, pode-se detectar
processos energéticos diferentes, analisando possiveis reagdes quimicas e mudanca de estado
fisico (cristalino e amorfo) (PINTO, 2012; ANDRADE, 2016; OSMAN, LIAVITSKAYA,
VYAZOVKIN 2018).

3.4.1.2 Termogravimetria (TG)

A TG analisa a variacdo de perda de massa de uma amostra de acordo com o tempo ou
temperatura. Esse evento esta relacionado a uma reacdo térmica. Equipamento é composto por
uma termobalanca, que permite a pesagem da amostra continuamente em funcdo da
temperatura (DENARI, 2013).

Através dessa técnica, € possivel verificar algumas reagcdes quimicas, como: calcinagéo,
decomposicdo, sublimacéo, identificacdo, pureza dos compostos, entre outras reacdes. Essas
variaces podem ser observadas através de curvas termogravimétricas, que podem ser
observadas através de graficos (PROCOPIO, 2010).

3.4.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

A difratometria de raios-X consiste em um dos métodos de maior importancia na
elucidacdo de estruturas, devido a sua identificacdo qualitativa e quantitativa de substancias
cristalinas, permitindo a caracterizacdo de novos farmacos, além de determinar a pureza para
materiais sélidos (LINS, 2015; KIANG et al., 2015).

Essa técnica é baseada na lei de Bragg, que utiliza um espalhamento coerente da radiagédo
X. Essa técnica consiste em um feixe de raios-x incidente sobre um atomo, e os elétrons
presentes nesse atomo ao serem excitados vdo vibrar com a mesma frequéncia do feixe,
promovendo assim uma difracdo de raios-X (PALERMO, ANDERSON, DRENNEN III,
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2012; LINS, 2015).

Como relatado em Palermo, Anderson e Drennen Il (2012), ha uma mudanca no
difratograma de acordo com o tipo de material. Amostras amorfas ou com baixa cristalinidade
apresentam-se com halos amorfos, ja as amostras cristalinas vao difratar raios-x apresentando
picos relativamente agudos carcatecristicos (PALERMO, ANDERSON, DRENNEN IlI,
2012).

3.4.3 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR: Fourier Trnaform Infrared Spectroscopy)

O FTIR é uma técnica bastante utilizada na identificacdo de compostos, caracterizacdo de
grupos funcionais, pureza do composto, e para verificar a compatibilidade farmaco e
excipiente, tornando-se bastante empregado no desenvolvimento de novos medicamentos
(LINS, 2015; FATIMA, et al., 2018).

Essa técnica utiliza a radiagdo entre 4000-400 cm™, permitindo uma alteragdo no estado
de energia vibracional das moléculas, obtencdo de espectro de absorcdo, e identificacdo de
determinada substancia, através das bandas apresentadas no espectro (SILVERSTEIN,
WEBSTER, KIEMLE, 2015; FERRAZ, 2017).

3.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV) é uma das técnicas utilizadas
principalmente para analisar estruturas dos materiais, com aumento de 300.000 vezes,
fornecendo assim informagdes detalhadas das amostras a serem analisadas (DUARTE et al,
2003). Essa técnica utiliza elétrons para formacédo das imagens, proporcionando imagens com
melhor resolucdo, possuindo vantagem quando comparado com imagens de microscopio
6ptico (FERRAZ, 2017).

O principio dessa técnica consiste basicamente em utilizar feixes de elétrons para explorar
a superficie da amostra, por linhas sucessivas, sendo transmitido um sinal detector a uma tela
catddica cuja varredura esta sincronizada com o feixe incidente, sendo assim o sinal da
imagem vai ser resultado da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra. Essa
imagem obtida a partir do sinal da varredura pode apresentar diversas caracteristicas
(DEDAVID, GOME, MACHADO, 2007).
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3.4.5 RAMAN

A espectroscopia RAMAN ¢é uma técnica utilizada para analisar a estrutura e composicao
molecular através de suas bandas, fornecendo informagdes como os grupos funcionais
presentes na molécula, além de verificar mudancas estruturais, ap6s a modificacdo das
propriedades fisicas (GIL, 2015; KHANAFER, VAFAI, 2016).

Essa técnica foi relatada pela primeira vez em 1928, por Raman e Krishnan. Baseia-se na
dispersdo inelastica de luz monocromatica, promovendo o espalhamento inelastico
(BARBOZA, 2012), devido a isso o RAMAN vem sendo aplicado cada vez mais no
desenvolvimento de novo produtos farmacéuticos. Sua aplicacdo vai desde a identificacdo
guimica de uma nova molécula até o controle de qualidade de um medicamento ja
desenvolvido ( PEUDEL, RAIJADA, RANTANEN, 2015)

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAS-PRIMAS

O composto LQIT/LTS0 foi sintetizado (4,07g) e o LQIT/LT-51 (2,00g) foi doado
pelo Laboratorio Laboratério de Quimica e Inovagdo Terapéutica, da Universidade Federal de
Pernambuco (LQIT-UFPE).

Os polimeros utilizados foram Soluplus® (BASF®, Germany), PVP-K30 (ASPEN®,
South Africa) e PEG 8000 (ALDRICH®, USA).

4.2 EQUIPAMENTO

Foram utilizados os seguintes equipamentos: Balanca analitica Bioprecisa modelo
FA2104N; Sistema de Anélise Térmica Shimadzu® modelo DSC 60; Estufa de circulacio
Ethiketechnology®. Modelo 420/50; PerkinElmer®; Espectrofotometria de Absor¢do na
Regido do Infravermelho modelo Spectrum400; Difratometria de Raios-X Siemens Bruker®
modelo D8 Advance; microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando um microscopio
ZEISS® modelo EVO- LS15; Microscopio Raman confocal Senterra da Bruker® modelo

Optik GMBH; microscopia eletrdnica de varredura; Agitador Fisatam modelo 752; Sonicador
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Limp Sonic LS-3D-2-X.

4.3 SINTESE DO LQIT/LT-50

A sintese do LQIT/LT-50 foi realizada seguindo o que foi descrito por Oliveira et al
(2017), realizada em duas etapas: Sintese da tiossemicarbazida e LQIT/LT-50.

Apobs realizou-se as analises de determinacdo de ponto de fusdo e Espectroscopia de
absorcéo na regido do infravermecho com transformada de Fourier (FTIR), para identificacao

da estrutura.

4.3.1 Sintese de Tiossemicarbazida

Em um bal&o de fundo redondo, com capacidade de 250 mL, foi adicionado 1g (0.00539
mol) do isotiocianato e 20 mL de cloreto de metano. Apds a solubilizagdo completa de
isotiocionato, foi acrescentado 0,4 mL da hidrazina. A mistura de reacdo permaneceu sob
agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente. Ao final deste periodo, observou-se a
precipitacdo de s6lido amorfo. A esse solido adicionou 10 mL de hexano e, apds 10 minutos,
realizou a filtracdo, na qual o sobrenadante devera ser descartado e o precipitado formado a
tiossemicarbazida substituida, apos seco, foi pesado e utilizado na segunda etapa.

4.3.2 Sintese do 2-(-5-bromo-1-h-indol-3-il-metileno)-N-(naftaleno-1-il_hidrazina-
carbotiamida (LQIT/LT-50)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade para 250 mL, foram adicionados 1,269
(0,00555 mol) da tiossemicarbazida substituida, 30 mL de etanol, e 40 gotas de &cido acético
sob agitacdo. Apds 10 minutos, foi adicionado 1,24g (0,00555 mol) de 5-bromoindol-3-
carboxialdeido, mantendo a mistura sob agitacao vigorosa durante 2h a temperatura ambiente.
O precipitado foi filtrado utilizando papel filtro, lavado com etanol e depois seco em

exsicador sob vacuo.
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4.4 TESTES DE SOLUBILIDADE

Os testes de solubilidade foram baseados nos padrGes e métodos preconizados pela
Farmacopeia Brasileira 6% Edicdo (BRASIL, 2019), onde sua solubilidade foi expressa em
partes, como pode-se observar na Quadro 1. Esse teste foi aplicado para a escolha do solvente

que apresentasse melhor solubilidade aquosa da dispersdo sélida.

Quadro 1 - Termos descritivos de solubilidade e seus significados

Termo descritivo

Volumes aproximados de solvente em
mililitro por grama de substéncia

Muito solavel

Menos de 1 parte

Facilmente sollvel

De 1 a 10 partes

Solavel De 10 a 30 partes
Moderadamente solavel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes

Muito pouco soluvel

De 1000 a 10000 partes

Praticamente insollvel ou insolGvel

Mais de 10000 partes

Fonte: BRASIL, 2019

4.4.1 Escolha do Solvente

Para o desenvolvimento das dispersfes solidas foi necessario realizar a escolha de um
solvente que solubilizesse tanto a o LQIT/LT-50 quanto os polimeros, como ambos sdo
moléculas com caracteristicas hidrofilicas diferentes, tornou-se um desafio a escolha do
solvente.

Os solventes foram escolhidos de acordo com a polaridade, na seguinte ordem: agua,
dimetilsulfoxido (dmso), acetonitrila, etanol, acetona, metanol, acetato de etila, cloroformio,
diclorometano, hexano, DMSO:etanol (1:5). Os solventes testados para o LQIT/LT-51, foi o

solvente que melhor solubilizasse o LQIT/LT-50.

4.4.2 Solubilidade Aquosa

Para verificar a solubilidade aquosa das dispersdes solidas, foram utilizados padroes e

métodos preconizados pela Farmacopeia Brasileira 62 Edi¢do, de acordo com a Qadro 1.
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4.5 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE ENTRE O LQIT/LT-50 E O POLIMERO

A analise de compatibilidade entre a LQIT/LT-50 e cada um dos polimeros, foi
realizada baseando-se nas transicdes de fase, que foram caracterizadass por Calorimetria
Diferencial Exploratoria (DSC) e Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho,
com transformada de Fourrier (FTIR). A termogravimetria (TG) ndo foi realizada devido a
falta de disponibilidade do equipamento.

A analise de DSC foi realizada em um calorimetro diferencial de varredura, modelo
DSC-60 (Shimadzu®), a uma razéo de aquecimento de 20°C.mint, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (50 mL.min™), intervalo maximo de temperatura de 25°C a 250°C. Para a
realizacdo dos ensaios, foram utilizadas massa de amostras de 2,00 £ 0,10mg em um porta-
amostra de aluminio fechado. Antes dos ensaios foram obtidas curvas em branco para avaliar
a linha de base do sistema. Para a calibracdo da célula do DSC, foi empregado o indio
metalico (Tfusdo = 156,6°C; Hfusdo = 28,7 J.g-1) com pureza de 99,99%.

A andlise de FTIR, foi realizada utilizando o equipamento PerkinElmer® (Spectrum
400), com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike Technologies
Spectroscopic Creativity), com cristal de selénio, analisando as amostras separadas e suas
respectivas misturas fisicas. Essas amostras foram transferidas diretamente para o
compartimento do dispositivo de ATR. Foram obtidas micrografias de 650 a 4000 cm-1
comde resolugdo de 4 cm™.

Nédo foi realizado teste de compatibilidade com o LQIT/LT-51 devido a pouca

quantidade de composto.

4.6 OBTENCOES DAS MISTURAS FISICAS E DISPERSOES SOLIDAS

As misturas fisicas foram obtidas na proporcéao de 1:1 (p/p) através da homogenizagdo
por agitacdo simples durante 5 min em frasco de penicilina (Alves, 2016).

As dispersdes sélidas do LQIT/LT-50 em Soluplus®, PEG e PVP K-30 foram
preparadas pela técnica do solvente. O LQIT/LT50 e o polimero foram misturados nas
proporcdes 1:1; 1:4; 1:9 (p/p), como pode-se observar na Tabela 1. Os componentes foram
solubilizados separadamente utilizando o solvente escolhido. A solugdo contendo LQIT/LTS50
foi vertida na solugdo contendo o polimero e, posteriormente, essa mistura foi mantida

durante 15 min no ultrassom. A dispersdao com carreador e o farmaco foi vertida em um
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recipiente de silicone e o solvente foi removido completamente por evaporagdo 60 = 5°C sob
pressdo normal em estufa Fabbe-Primar®. Em seguida, o produto seco foi pulverizado,
utilizando um gral de porcelana com o auxilio de um pistilo e sob-resfriamento, utilizando
nitrogénio liquido (GOMES, 2014).

O mesmo ocorreu com o desenvolvimento de dispersdo solida do LQIT/LT-51,
porém, devido a pouca quantidade de LQIT/LT-51, foram realizadas as dispersdes com o
melhor polimero (quando comparado com o LQIT/LT-50) e com a propor¢cdo de maior

rendimento.

Tabela 1 - Propor¢oes do LQIT/LT-50 e dos polimeros nas dispersdes testadas.

PROPORGCAO (p/p) PORCENTAGEM DO PORCENTAGEM PORCENTAGEM

POLIMERO (%) DE LQIT/LT-50 (%) DE LQIT/LT-51
(%)
11 50,0 50,0 -
1:4 80,0 20,0 -
1:9 80,0 10,0 10,0

Fonte: Autoria propria

4.7 ANALISE FiSICO — QUIMICA DA MELHOR DISPERSAO

4.7.1 Espectrofotometria de absor¢do na regido do infravermelho, com transformada de

Foruier (FTIR: Fourier Tranform Infrared Spectroscopy)

Foi realizado o FTIR do LQIT/LT-50, LQIT/LT-51, do polimero, das misturas fisicas
e das dispersdes solidas obtidas utilizando o equipamento PerkinElmer®(Spectrum400) com
dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike Technologies
Spectroscopic Creativity), com cristal de selénio. As analises das amostras foram transferidas
diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. Foram obtidas as micrografias de

650 a 4000 cm™ com resolugéo de 4 cm™.
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4.7.2 Microscopias Eletronica de Varredura (MEV)

As analises foram realizadas em parceria com o Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA). A avaliacdo da morfologia do LQIT/LT-50, LQIT/LT-51, do polimero e das
dispersdes obtidas foram realizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando
um microscopio EVO® modelo LS 15 - ZEISS, operando em 10KV, ap6s serem fixadas em
fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro em um ciclo de 60 segundos por 6
minutos (Metalizador Quorum®, Q150T).

4.7.3 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os testes foram realizados em parceria com o Centro de Tecnologias Estratégias do
Nordeste.

Foram obtidos difratogramas do LQIT/LT-50, LQIT/LT-51, do polimero, das misturas
fisicas e das dispersdes sdlidas, utilizando difratbmetro D8 Advance (Bruker, Alemanha),
equipado com anodo de cobre. Foi utilizado intervalo de angular de 5-70° e uma velocidade

de varredura de 0,03° por 1 segundo (Montellae, 2018).

4.7.4 Estudos Térmicos

Foram realizados estudos térmicos, por meio das técnicas de Termagravimetria (TG) e

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), em atmosfera de nitrogénio.

4.7.4.1 Termogravimetria

As andlises termogravimeétrica do LQIT/LT-50, LQIT/LT-51, do polimero, das dispersdes
solidas foram realizadas em uma termobalanga, modelo TGA-60 (Shimadzu®). As curvas
foram obtidas em uma razdo de aquecimento de 10°C.min", sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (100 mL.min™?), utilizando porta-amostra, num intervalo de temperatura de 30°C a
600°C. Os experimentos foram feitos utilizando massa de amostras de 5,00 £ 0,5 mg em
suporte de amostras de platina. A calibracdo do equipamento foi realizada na razéo de
aquecimento de 10°C.min, com o padréo de oxalato de calcio.
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4.7.4.1 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC: Differential Scanning Calorimetry)

No DSC foram realizadas as andlises do LQIT/LT-50, LQIT/LT-51, do polimero, das
misturas fisicas e das dispersdes solidas, em um calorimetro diferencial de varredura, modelo
DSC-60 (Shimadzu®), a uma razdo de aquecimento de 20°C.min"%, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (50 mL.min™) e, intervalo de temperatura de 25°C a 250°C. Para a realizacdo dos
ensaios foram utilizadas amostras de 2,00 + 0,10mg em porta-amostras de aluminio fechado.
Antes dos ensaios, foram obtidas curvas em branco para avaliar a linha de base do sistema.
Para a calibragdo da célula do DSC, foi empregado o indio metélico (Tfusdo=156,6°C;
Hfus&0=28,7 J.g’}) com pureza de 99,99%.

4.7.5 RAMAN

Microscépio Raman confocal Senterra da Bruker Optik GMBH, equipado com objetivas
de 50 e 100X. Os espectros Raman foram excitados por um laser de 532 nm, com intensidade
de 5 mWe um tempo de integracdo de 10 segundos e 10 acumulacdes. Foram realizados para
0 LQIT/LT-50, LQIT/LT-51, o polimero e as dispersdes solidas.

4.7.6 Estudos In Vitro para Avaliacdo Esquistossomicida da Dispersao Sélida

4.7.6.1 Infeccdo de Caramujos, Obtencao de Cercérias e Infeccdo de Camundongos com

Schistosoma mansoni (cepa BH).

Fezes de camundongos infectados foram coletadas e tratadas de acordo com a técnica
de sedimentacdo espontanea ou Hoffman. Em seguida, o sedimento foi exposto a iluminacéo e
a temperatura de 28°C, até que pudesse haver eclosdo dos miracidios de Schistosoma
mansoni. Os miracidios foram postos em contato com caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata, permanecendo expostos & luz e ao calor por no minimo 2 horas. Apds a infeccao, os
moluscos foram postos em aquérios e livres de exposi¢do luminosa (STANDEN, 1952).
Passados trinta dias, os moluscos infectados foram novamente expostos a luminosidade, para
a eliminacdo das cercérias. Apos 1 hora de exposicéo, foi obtida a suspenséo cercariana. Os
camundongos previamente anestesiados com Xilasina e Ketamina foram infectados por via

per cutdnea com uma fracdo da suspensdo cercariana contendo em média de 120 cercarias. Os
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animais permaneceram em contato com a suspensao por aproximadamente 30 minutos sob
luminosidade para a penetracéo das cercérias. Recuperados do processo anestésico, 0s animais
foram devolvidos para suas respectivas gaiolas (SMITHERS e TERRY, 1965; LOMBARDO
etal., 2019).

4.7.6.2 Avaliacdo da suspcetibilidade in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni
frente ao LQIT/LT50, LQIT/LT50:PVP-K30 (1:4), LQIT/LT50:PVP-K30 (1:9), LQIT/LT51
e LQIT/LT-51:PVP-K30 (1:9).

Ap6s 50 dias de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical e, apds perfusdo do sistema porta-hepético e vasos mesentéricos, os vermes adultos
foram recuperados e lavados em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM pH =75 e
suplementado com penicilina (100 UlI/mL), estreptomicina (100ug/mL) e soro bovino fetal a
10%. Em seguida, os vermes foram transferidos para placas de cultura de tecidos com 24
pogos contendo 2 mL do mesmo meio suplementado. Cada pogo recebeu dois casais de
vermes adultos e, em seguida, foram incubados a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de
CO2 (LOMBARDO et al., 2019).

Ap6s o periodo de 2 horas de adaptacdo ao meio, foram adicionados nas placas o
LQIT/LT50, LQIT/LT50:PVP-K30 (1:4 p/p), LQIT/LT50:PVP-K30 (1:9 p/p), LQIT/LT51 e
LQIT/LT51:PVP-K30 (1:9 p/p) nas concentracbes que nortearam de 200-12,5uM. Em
seguida, as placas foram novamente incubadas em estufa sob as mesmas condigdes. O
monitoramento dos vermes foi estabelecido dentro do intervalo de 24 horas, sendo avaliados
durante 5 dias de exposicdo as NEQs. Com auxilio do microscépio invertido, com um
aumento da objetiva de 4, os pardmetros avaliados foram atividade motora, alteracbes de
tegumento e taxa de mortalidade. Foram considerados mortos 0s vermes que ndo
apresentaram nenhum movimento durante 2 minutos de observacdo. A motilidade foi
classificada utilizando o sistema de pontuacdo em uma escala de 0-3. Sendo: 3, 0 movimento
do corpo completo; 2, 0 movimento do corpo parcial; 1 corpo paralisado movendo apenas as
extremidades; e 0, morto (MANNECK et al.2010).

Os ensaios foram realizados triplicata para cada concentragcdo utilizada. Meios de
cultura contendo a dispersdo PVP-K30 a 90% e 80% e DSMO a 1,6% livre na concentracdo
méaxima avaliada e meio livre foram utilizados como controles negativos. O praziquantel na

concentracéo de 10 uM foi utilizado como controle positivo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DO LQIT/LT-50

A sintese do LQIT/LT50 foi realizada no LQIT-UFPE, como descrito por Oliveira
(2017), para iniciar a pesquisa, necessita realizar a indentificagdo quimica desse composto
(ANDRADE, 2016). Para isso foi realizado ensaio de determinacdo da faixa de fusdo e FTIR
do LQIT/LT-50 (Figura 6) sintetizado e do LQIT/LT-51 que foi doado (Figura 7).

Para o LQIT/LT-50 a determinacdo de faixa de fuséo foi realizada em triplicata, com a
média e desvio padrdo (DP) do LQIT/LT-50 entre os valores obtidos foram de 203°C +
0,816497 (DP) a 205°C + 0,816497 (DP). O LQIT/LT-51 que foi doado também passou pelo
teste de ponto de fusdo realizada em triplicata, com a média e desvio paddo (DP) entre 196 +
2,5 (DP) a 200 + 2,5 (DP).

Os espectros obtidos por vibracional no infravermelho tiossemicarbasonas, em geral,
apresentam deformacéo axial em 1537-1547 cm™ e 1203-1243 cm™, assim como a auséncia
dos picos em 2500-2600 cm™ (OLIVEIRA et, al., 2017).

O LQIT/LT-50 (Figura 6) apresenta deformacdo axial em 1537 cm™ (C=N) e 1227 cm™
(C=S).No espectro do LQIT/LT-51 (Figura 7) apresenta uma deformacio axial em 1541 cm™
(C=N) e 1231 cm? (C=S). Com isso, observa-se que o resultados do FTIR de ambos os

compostos coincide com os dados da literatura.



Figura 6 - Espectro de FTIR do LQIT/LT-50
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Figura 7 - Espectro de FTIR do LQIT/LT-51
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5.2 ESCOLHA DO CARREADOR

Uma das formas de desenvolvimento das dispersdes solidas séo utilizando carreadores
hidrofilicos. Dentre esses carreadores, o0s polimeros hidrofilicos, vém sendo bastante
utilizados por impedirem a juncdo das moléculas cristalinas de farmacos pouco soluveis e por
apresentarem uma Otima estabilidade. Entre esses polimeros o polivinilpirrolidona PVP),
polietilenoglicol ~ (PEG),  Soluplus®,  polivinilpirrolidona  vinilacetato  (PVPVA),
hidroxipropilmetilcelulose acetilsuccinato (HPMCAS) sdo os mais utilizados (ALVES, 2012;
GOMES, 2014, BENES et al., 2017; LIU et al., 2017; MONTALLAE, TAHERI,
HOMAYOUNI, 2018).

Os polimeros escolhidos foram PVVP-K30, PEG 8.000 e Soluplus® (Figura 8), devido a
presenca de grupos doadores de elétrons, que permitem a formacéo de ligacdes de hidrogénio
com o LQIT/LT-50 e o LQIT/LT-51, bem como a expertise do grupo em sua utilizacdo e a

disponibilidade da matéria-prima para o desenvolvimento desse trabalho (COSTA, 2016).

Figura 8 - Polimeros hidrofilicos utilizados no presente estudo.
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Fonte: Adaptado de ALVES, 2012; GOMES, 2014.

5.3 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE ENTRE O LQIT/LT-50 E O POLIMERO

Com os polimeros escolhidos para o desenvolvimento dessas dispersGes solidas,
realizou-se o estudo de compatibilidade entre eles e 0 composto em estudo (LQIT/L5-50),
através das tecnicas de FTIR e DSC, do composto puro e das misturas fisicas (MF),
verificando a compatibilidade e possiveis interagdes (PINTO, 2012 ANDRADE, 2016;
MADHUSUDBAN et al., 2017).

A analise das misturas fisicas tem como objetivo verificar a presenca e/ou auséncia

dos picos caracteristicos de cada composto, verificando se ja nessa etapa ocorreu interagdo ou
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sobreposicdo de bandas entre o LQIT/LT-50 e os polimeros (ALVES, 2010; COSTA, 2016;
ALVES, 2016:).

No espectro FTIR do LQIT/LT-50, além desses picos de identificagcdo do composto,
observa-se outros picos, entre eles o pico indicativo De grupos doadores de hidrogénio (H),
N-H (Figura 9, 10, 11), com picos de deformacdo axial em 3316 cm™ (SILVERSTEIN,
WEBSTER, KIEMLE, 2015; OLIVEIRA et al., 2017).

Como pode-se observar na figura 9, o Soluplus® apresenta bandas com de formacdes
axiais em C-H de 2859 cm™, em C=0 de 1727 cm™ e 1628 cm™ em C-N de 1235 cm™ e C-
O-C de 1108 cm™, corroborando com achados na literatura. A partir desses dados podemos
observar que a MF de LQIT/LT-50 com Soluplus® apresenta algumas de suas ligacoes
caracteristicas, sugerindo assim que ndo houve interacdo entre eles, devido a ocorréncia de
sobreposicdo das bandas do LQIT/LT-50 (3316 cm™, 1537 cm™, 1227 cm™) e do Soluplus®
(2859 cm?, 1727 e 1628 cm?) (SHAMMA, BASH, 2013; SILVERSTEIN, WEBSTER,
KIEMLE, 2015; SOUZA, 2017).

Figura 9 - Espectro de FTIR da mistura fisica do LQIT/LT-50 com o Soluplus®
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Fonte: Autoria propria

No FTIR do PVPK-30 foi identificada a presenca do estiramento de C=0 em 1664 cm"
1 C-Nde 1275 cm™ e C-H em 2956 cm™ (Figura 10), (GUPTA et al., 2005; SILVERSTEIN,
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WEBSTER, KIEMLE, 2015; GOMES, 2014). Ao se observar as misturas fisicas do
LQIT/LT-50 com o PVPK-30, verificam-se bandas caracteristicas dos dois compostos,

identificando assim que houve sobreposicdo de todas as bandas, sugerindo que ndo ocorreu
interacdo entre eles.

Figura 10 - Espectro de FTIR da mistura fisica do LQIT/LT-50 com PVP-K30
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Fonte: Autoria propria

Na analise de compatibilidade do PEG 8.000 (Figura 11), observou-se sobreposicdo de
bandas caracteristicas do LQIT/LT-50 e do PEG 8.000, sugerindo que ndo houve interacdo
entre ele e o LQIT/LT-50, visto que as ligaces referentes ao PEG 8.000 de 2883 cm™ sdo
indicativas de C-H e 1088 cm™ de C-O-C podem ser vistas ao analisar a MF do LQIT/LT-50
com o PEG 8.000 (BISWAL, SAHOO, MURTHY, 2009).
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Figura 11 - Espectro de FTIR da mistura fisica LQIT/LT-50 com PEG 8.000
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Fonte: Autoria prépria

O pico caracteristico do grupo N-H (3316 cm™), grupo doador de H, referente ao
composto LQIT/LT-50, esteve presente em todos as andlises das misturas fisicas. Diante
disso, sugere-se que as mistura fisica entre o LQIT/LT-50 e os polimeros estudados néo
apresentam interagdes.

Além das andlises de FTIR dos compostos isolados, realizou-se também o estudo de
compatibilidade das misturas fisicas através do DSC, com o objetivo de avaliar assim como o
FTIR a ocorréncia de sobreposicdo de bandas, do composto em estudo com os polimeros
(LIU et al., 2017).

Sendo assim, verificou-se a presenca dos eventos térmicos especificos do LQIT/LT-50,
Soluplus® (Figura 12), PVP-K30 (Figura 13) e PEG 8000 (Figura 14) (BISWAL, SAHOO,
MURTHY, 2009,; SHAMMA, BASH, 2013; SOUZA, 2017). O LQIT/LT-50 apresenta o
pico endortérmico inical em 208,02°C e final em 215°C (Figuras 12, 13 e 14), pode-se
observar na Tabela 2.
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Tabela 2 - Curvas do DSC para 0 LQIT/LT-50; Soluplus®; PVP-K30; PEG 8.000

COMPONETE TEMPERATURA TEMPERATURA
INICIAL FINAL

LQIT/LT-50 208.02°C 215.22°C

Soluplus® 56.89°C 77.77°C

PVP-K30 23.04°C 97.09°C

PEG 8.000 57.97°C 63.90°C

Fonte: Autoria prépria

Na figura 12 observa-se que o Soluplus® apresenta uma leve curva no sentido
endortérmico que € carcteristico da perda de dgua do composto, no intervalo de 56.89°C e
77,77°C (Tabela 2), O PVP-K30 (Figura 13) também apresenta a curva endotérmica,
caracteristico perda de agua no intervalo de 23,04°C e 97,09°C (Tabela 2). Na figura 14, o
PEG 8.000 apresenta a curva referente a perda de dgua, em 57,97 e 63,90. O mesmo evento
endotérmico dos polimeros observados podem ser visto na mistura fisica, assim como o
enevnto endotérmico do LQIT/LT-50, no intervalo de 208,02°C e 215,22°C

Os termogramas das misturas fisicas apresentaram uma pequena diminuicdo na
intensidade dos picos do LQIT/LT-50 (Figuras 12, 13 e 14), sugestivo da possibilidade de
solubilizacdo do LQIT/LT-50 com os polimeros, como foi observado em Souza (2017).
Apesar dessa diminuicdo de intensidade, os resultados do DSC das misturas fisicas
corroboram com os resultados observados no estudo de compatibilidade do FTIR, sugerindo

gue ndo ocorre interacdo entre eles.



Figura 12 - Curva DSC da MF do LQIT/LT-50 com o Soluplus®
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Figura 13 - Curva DSC do LQIT/LT-50 com PVP-K30

20

10

Fluxo de calor (mW)

—— PVP-K30
—— LQIT/LT-50
—— MF

Fonte: Autoria propria

T
100

T
200

Tempertura (°C)

T
300

48



Fluxo de calor (mW)

Fonte: Autoria prépria

-10

30

20 4

10

Figura 14 - Curva DSC do LQIT/LT-50 com PEG 8000
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5.4 ESCOLHA DO METODO E TESTE DOS SOLVENTES

Para a obtencdo da dispersdo solida, dentre os diversos métodos, foi

escolhido o método de solvente, por ser um dos mais descritos na literatura, ser de

baixo custo, de facil execucdo e por possuir aplicacdo industrial (ALVES, et al.,
2012; PAUDEL, et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2016).

Para o desenvolvimento desse método, é necessaria a escolha de um ou mais
solventes que solubilize tanto o LQIT/LT-50 como o polimero. Inicialmente

verificou-se a solubilidade do composto, através do teste de solubilidade da

Farmacopéia Brasileira (6% Edi¢do.) com diferentes solventes (Quadro 2 e 3).

49
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Quadro 2 - Teste de Solubilidade do LQIT/LT-50

Solvente Solubilidade
Agua Insoluvel
Dimetilsulféxido Solavel
Acetonitrila Insoluvel
Etanol Pouco Sollvel
Acetona Moderadamente Soluvel
Metanol Muito Pouco Soluvel
Acetato de Etila Insollvel
Cloroférmio Insoltvel
Diclorometano Insoluvel
Hexano Insoluvel
Dimetilsulféxido:Etanol (1:5) Moderadamente Soluvel

Legenda: Insoltvel: mais de 10000 partes de solvente; Pouco sollvel: de 100 a 1000 partes de
solvente; Moderadamente soltvel: de 30 a 100 partes de solvente; SolGvel: de 10 a 30 partes de
solvente; Facilmente solGvel: de 1 a 10 partes de solvente.

Fonte: Autoria propria

O Quadro 2 descreve que, o LQIT/LT-50 obteve melhores resultados de solubilidade para
os solventes: dimetilsulféxido (DMSO), etanol, acetona, DMSO:Etanol (1:5 v/v). Desta
forma, esses solventes foram escolhidos para realizar a solubilidade dos polimeros (Quadro

3), por serem os solventes de melhor solubilidade para o composto.
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Quadro 3 Teste de Solubilidade do PVVP-K30, PEG 8000 e Soluplus®

Solvente Polimero Solubilidade

PVP-K30 Facilmente Soluvel
Dimetilsulféxido Soluplus® Insoltvel

PEG 800 Pouco Sollvel

PVP-K30 Insolavel
Acetona Soluplus® Soluvel

PEG 800 Soltvel

PVP-K30 Facilmente Soluvel
Etanol Soluplus® Soluvel

PEG 800 Moderadamente Solavel

PVP-K30 Solavel
Dimetilsulféxido:Etanol (1:5) Soluplus® Pouco Soldvel

PEG 800 Moderadamente Solavel

Legenda: Insoltvel: mais de 10000 partes de solvente; Pouco sollvel: de 100 a 1000 partes de
solvente; Moderadamente sollvel: de 30 a 100 partes de solvente; Sollvel: de 10 a 30 partes de
solvente; Facilmente soltvel: de 1 a 10 partes de solvente.

Fonte: Autoria prépria

A partir desse estudo foram escolhidos os solventes DMSO, etanol e a proporgdo de
DMSOQ:etanol (1:5 v/v) para o desenvolvimento das dispersdes. A acetona teve seu uso
descartado, por ser um solvente muito volatil, pode apresentar evaporacdo durante os testes,
dificultando assim o desenvolvimento das dispersbes sélidas. Apesar do DMSO possuir
insolubilidade em Soluplus®, seu uso fez-se necessario por apresentar 6timo resultado no teste
de solubilidade do LQIT/LT-50, sendo um forte candidato para ser utilizado no

desenvolvimento das dispersoes.

5.5 OBTENCOES E TESTE DE SOLUBILIDADE DAS DISPERSOES SOLIDAS

5.5.1 Obtencéo das dispersdes com LQIT/LT50

Para o desenvolvimento das disperses, foram testados os polimeros PVP-K30,
Soluplus® e PEG 8.000, com os solventes DMSO, Etanol e DMSO:Etanol (1:5 v/v). Esses
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solventes foram utilizados para solubilizar tanto os polimeros como o LQIT/LT-50 com a

finalidade de obter filmes homogéneos apds a secagem (Figura 15).

Figura 15 - Filme homoépio do sistema LQIT/LT-50-PVP-K30

Fonte: Fonte: Autoria propria

Ao utilizar o DMSO como solvente foram obtidas dispersbes sélidas do polimero
PVPK-30 nas proporcdes 1:1 (p/p), 1:4 (p/p) e 1:9 (p/p), porém o0 mesmo ndo ocorreu quando
foi utilizado como carreadores o PEG 8.000 e Soluplus®. O PEG 8000 sofreu uma degradagéo
durante a secagem, foi verificado macroscopicamente ocorrendo mudanga de coloragao
(incolor para preto), conforme a figura 16, fato que segundo Alves (2010), pode ser
justificado pela biodegradabilidade do polimero a fatores como aumento da temperatura. Nao

foram obtidas dispersdes com o Soluplus® por esse polimero ser insolivel no DMSO.
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Figura 16 - Disperséao sélida de PEG 8.000

Legenda: A- dispersdo de PEG 8.000 antes da secagem, B- dispersdo de PEG 8.000 durante a
secagem.
Fonte: Autoria propria.

Com o solvente etanol, foram obtidas dispersdes com os polimeros PVP-K30 nas
proporcdes 1:4 (p/p) e 1:9 (p/p). O mesmo ndo ocorreu na proporcdo de 1:1 (p/p), apesar de
ter formado um filme homogéneo, este ficou retido no recipiente, fato que pode ser justificado
pela pouca quantidade de compostos utilizados; foi observado que o rendimento com essa
proporcdo foi muito baixa. Ja as dispersdes utilizando o Soluplus® obtiveram sua formagéo
nas trés proporcgdes testadas. O mesmo ndo ocorreu com o PEG 8.000, pois houve uma
desestabilizacdo durante a secagem, sugerindo que ndo ocorreu a formagdo de um filme

homogéneo adequado.

As dispersBes desenvolvidas com o solvente DMSOEetanol (1:5 v/v) apesar de
obterem sucesso no desenvolvimento do filme homogéneo, apresentaram algum tipo de
alteracdo (mudanca de coloracdo e formacdo de grumos) durante o processo de producao ou
apos o armazenamento (armazenado em empendorf por dois meses no dessecador, envolto no
papel aluminio), demonstrando, desta forma, que este sistema ndo é estavel para a producéo
de dispersdo por este método. Apds o desenvolvimento, as dispersdes obtidas passaram por
testes de solubilidade aquosa, com o objetivo de verificar o incremento de solubilidade do
LQIT/LT-50.

Como pode-se verificar na Quadro 4, o polimero e o solvente que se mostram mais
satisfatorio no desenvolvimento da dispersdo foram o PVP-K30 e o etanol nas propor¢des de
1:4 (p/p) e 1:9 (p/p), mostrando o incremento de solubilidade do LQIT/LT-50. Apds as

escolhas das dispersdes, foram realizados testes fisico-quimicos de caracterizagdo (FTIR,
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DSC, TG, DRX, MEV, RAMAN), com o0 objetivo de analisar a formagéo da dispersdo e as
interacdes entre os compostos. Segundo Lui et al (2017), para que ocorra 0 incremento de
solubilidade, é necessario que 0 composto passe do estado cristalino para baixa cristalinidade
ou o estado amorfo, pois quanto menor a cristalinidade do composto, menor a energia

necessaria para promover a solubilizacao.

Quadro 4 - Teste de solubilidade aquosa das dispersdes solidas do LQIT/LT-50

Solvente  |LQIT/LT-50 |Polimero  |Dispersdo 1:1  Dispersdo 1:4 | Disperséao 1:9
DMSO LQIT/LT-50 |PVP-K30 Insolivel Insolivel Insoltvel
LQIT/LT-50 |PVP-K30 |Ndo obtida Muito pouco Muito pouco
soluvel soluvel
Etanol
LQIT/LT-50 [Soluplus® |InsolGvel Insollvel Insoldvel

Legenda: Insoltvel: mais de 10000 partes de solvente; Pouco sollvel: de 100 a 1000 partes de
solvente; Moderadamente sollvel: de 30 a 100 partes de solvente; Sollvel: de 10 a 30 partes de
solvente; Facilmente sollvel: de 1 a 10 partes de solvente.

Fonte: Autoria prépria

5.5.2 Obtencao de disperséao e teste de solubilidade do LQIT/LT-51

Para as analises com o LQIT/LT-51, ndo foram realizados esses testes de compatibilidade
do composto com o polimero devido a indisponibilidade de matéria-prima. A escolha do
polimero foi baseado nos resultado das dispersées contendo do LQIT/LT-50 (Quadro 4).

Como o polimero que apresentou melhor incremento de solubilidade do LQIT/LT-50 foi o
PVP-K30, com solvente etanol, foram utilizado para o desenvolvimento das dispersdo de
LQIT/LT-51 na propor¢do de 1:9 (p/p), j& que essa apresentou maior rendimento. Assim
como o LQIT/LT-50, ao utilizar o LQIT/LT-51 na proporcéo de 1:9 (p/p) observou-se que

houve um incremento de solubilidade, passando de insoltvel para pouco soluvel.

5.6 ANALISE FISICO — QUIMICA DA MELHOR DISPERSAO

5.6.1 Analise da espectroscopia do infravermelho de Fourier (FTIR)

Na analise de FTIR, foram verificadas as possiveis interacfes entre 0 composto em
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estudo e os polimeros, como foi discutido na secdo 5.3. Nessa etapa de analise fisico-quimica
da melhor disperséo, foi analisada a interacéo entre 0 PVP-K30 e os compostos (LQIT/LT-50
e LQIT/LT-51), apds a formacao das dispersdes.

O LQIT/LT-50 e 0 LQIT/LT-51 apresentam grupos doadores de H como o grupo N-H,
C=N e C=S em deformacgdo axial em 3316 cm™, 1537-1547 cm? e 1203-1243 cm
respectivamente, conforme citados em Oliveira (2017). A formacgdo de dispersdo solida €
sugerida quando ocorre a interacdo entre 0 composto e o polimero, atraves da formacao de
pontes de H, quando os picos referentes aos grupos doadores e receptores de H sofrem
mudangas ou desaparecem do FTIR (SAH et al., 2013; TEJA et al., 2013, ZANG, et al.,
2018).

No espectro do PVP-K30, verificou-se a presenga dos estiramentos C-N (1275 cm™) e
C=0 de amida ciclica (1664 cm™). Ambas sdo referentes a grupos que provavelmente sdo
aceptores de H, permitindo assim que ocorra a formacéo de ligacdo de H com o LQIT/LT-50
e 0 LQIT/LT-51 (ASSIS, 2017).

Ao analisar os graficos das disperses utilizando o LQIT/LT50 (Figura 17), foi
verificado que os picos da deformagdo axial em N-H (3316 cm™) desapareceram
completamente nas proporcdes de 1:4 e 1:9 (p/p), sugerindo assim que essa metodologia
promove a interacdo entre o LQIT/LT-50 e o PVP-K30. Isso podve ser observado também na
Figura 16 no desenvolvimento de dispersdo de LQIT/LT-51 com o PVP-K30 na proporc¢éo de
1:9 (p/p) (SAH et al., 2013; TEJA et al., 2013).

Segundo Konga et al., (2018), o desaparecimento dos picos caracteristicos do
composto nas dispersdes utilizando PVP-K30, sugere a encapsulacdo do composto pelo PVP-
K30. Pode-se sugerir que 0 mesmo ocorre com o LQIT/LT-50 (Figura 17) e o LQIT/LT-51

(Figura 18), na formacdo da dispersdo sélida.



Figura 17 - Espectro de FTIR do PVP-K30, LQIT/LT-50, mistura fisica, dispersdo sélida (DS) 1:4
(p/p) e dispersao solida (DS) 1:9 (p/p).
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Figura 18 - Espectro de FTIR do PVP-K30, LQIT/LT-51, mistura fisica e dispersao solida (DS) 1:9
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5.6.2 Analise Térmica

5.6.2.1 Termogravimétrica (TG)

As curvas de TG das amostras do LQIT/LT-50 (Figura 19), apresenta duas curvas, uma
que representa um grande estagio de perda de massa, sendo este entre 211,90°C e 224,99°C,
com 20.32% de perda de massa constante. No LQIT/LT-51 (Figura 20) pode-se observar a
mesma carcateristica do LQIT/LT-50, porém a perda de massa encontra-se entre 202,18°C e
220,29°C, com 28,73%, de.perda de massa constante.

Analisando-se a curva de TG para o PVP K-30, observa-se uma perda de massa que pode
ser relacionada a perda de &gua, que ocorre entre 40.83°C e 72,87°C, com 13.84% de perda e,
posteriormente, um processo entre 415,89-454,56°C, com 59,23% de perda de massa, que €
representativo da decomposicdo sugerida de carbonizacdo (ALVES, 2010), indicativo de
carbonizacéo.

A curva de TG da dispersdo sélida em todas as propor¢des analisadas apresentou trés
eventos de perda de massa, o primeiro refernte a perda de agua do PVPK30, outro evento de
perda de massa do composto (LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51) em todas as proporgdes

observadas e a terceira € referente a degradacao das dispersoes.
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Figura 19 - Curva TG do LQIT/LT-50, PVP-K30 e da dispersao sélida (DS) de 1:4 (p/p) e 1:9 (p/p) de

LQIT/LT-51 e PVP-K30.
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Figura 20 - Curva TG do LQIT/LT-51, PVP-K30 e da dispersdo sélida 1:9 (p/p) de LQIT/LT-51 ¢
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5.6.2.2 Calorimetria Diferencial Exploratdria (DSC)

Este estudo foi realizado a fim de analisar o comportamento térmico e a miscibilidade
dos compostos com o polimero. Para isso, foram analisados os compostos isolados LQIT/LT-
50, LQIT/LT-51 e PVP- K30, as suas respectivas misturas fisicas (MF) e dispersdes sélidas,
como pode-se observar na figura 17 e 18 (FAEL, RAFOLS, DEMIREL, 2018).

O LQIT/LT-50 (Figura 21) e 0 LQIT/LT-51 (Figura 22) apresentam pico endotérmico
em 212 °C e 202.69°C respectivamente, sendo ambos 0s picos caracteristicos da faixa de
fusdo da sua estrutura cristalina. Nessa mesma faixa de temperatura, no TG, inicia 0 evento
degradacéo, para os dois compostos (LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51). O PVP-K30 possui
carcateristicas higroscopicas, sendo seu pico endotérmica entre 23.04°C a 135.0°C, podendo
indicar a evaporacdo de agua (Figuras 21 e 22). Essa analise foi realizada também com as
dispersdes, com a finalidade de observar comportamento térmicos das dispersdes (GUEDES
etal., 2011; MEDEIROS, 2013).

Figura 21 - Curva DSC do LQIT/LT-50, PVP-K30, mistura fisica (MF), dispersdo sélida (DS) 1:4
(p/p) e dispersdo solida (DS) 1:9 (p/p)
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Fonte: Autoria propria

Na figura 21 podemos observa-se as dispersdes do LQIT/LT-50 com o PVP-K30 nas

proporcdes 1:4 e 1:9 (p/p), em ambas as propor¢Oes ndo € possivel observar 0s picos
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caracteristicos do LQIT/LT-50, sugerindo assim que houve uma interacdo entre eles, visto que
ndo pode ser observado o evento térmico do PVP-K30, apenas na dispersdo de 1:4 (p/p),
sugestivo da total evaporacdo de agua durante o processo de secagem, fato que ndo ocorreu
Ilcom o0 1:9 (p/p), pois é possivel observar nessa proporcao o evento endotermico sugestivo da
evaporagéo de 4gua (GOMES, 2014; FAEL, RAFOLS, DEMIREL, 2018).

Na dispersdo 1:9 (p/p) referente ao LQIT/LT-51 com PVP-K30 (Figura 22), observou-
se 0 desaparecimento do pico caracteristico do LQIT/LT-51, assim como uma diminuicado do
perfil endotermico do PVP-K30, sugerindo assim que houve uma interacao entre eles e que
uma maior quantidade de &gua foi evaporada durante a secagem (MEDEIROS, 2013;
COSTA, 2016).

Figura 22 - Curva DSC LQIT/LT-51, PVP-K30, mistura fisica (MF) e disperséo sélida (DS) 1:9 (p/p)
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados dessa analise demonstrou a auséncia dos picos endotérmicos
caracteristicos do pico de fus&o da estrutura cristalina tanto do LQIT/LT-50 (Figura 21) como
do LQIT/LT-51 (Figura 22) nas dispersdes, sugerindo assim que houve a obtencdo das
dispersdes solidas foi realizada com sucesso (PEDREIRO, 2012; AGRAWAL et al., 2013;
SHAMMA, BASH, 2013; MARQUES et al, 2018).
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5.6.3 Difratometria de Raios-X (DRX)

Nesta andlise, foram observados os padrées difratométricos do LQIT/LT-50;
LQIT/LT-51; PVP-K30, suas respectivas MF e dispersoes.

O LQIT/LT-50 (Figura 23A) apresenta picos intensos em 20: 9,113° 12,962°;
16,124°; 18,639°; 20,488°; 21,690°; 23,536°; 23,963°; 26,498°; 30,862°; 32,822°; 41,106°.
Enquanto o LQIT/LT-51 (Figura 23B) apresenta picos intensos em 20: 8,025°; 9,815°
12,584°; 15,946°; 19,765°. 21,809°; 23,483°; 24,032°; 25,405°; 28,714°; 29,735°. O PVP-
K30 é representado pela auséncia de picos, indicando assim uma natureza amorfa,
diferenciando do LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51 (FRIZION, 2011; PALERMO, ANDERSON,
DRENNEN I11, 2012;).
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Figura 23 - Difratogramas do LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51
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Fonte: Autoria propria.
Ao analisar o difatograma das misturas fisicas do LQIT/LT-50 com PVP-K30 (Figura

23A), observa-se que ndo houve mudanga nos picos de difracdo caracteristicos do LQIT/LT-
50 (Figura 24), indicando assim que n&o houve mudanca no estado desse composto ao
desenvolver as mistura fisica (ALVES, 2010). Diferente dos resultados das dispersées solidas
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de (LQIT/LT50:PVP-K30) de 1:4 (p/p) e 1:9 (p/p). Ambas as dispersdes apresentaram

diminuicdo da intensidade dos seus picos de difragdo (Figura 24).

Figura 24 - Difratogramas do LQIT/LT-50, PVP-K30, mistura fisica (MF), dispersdo sélida (DS) 1:4
(p/p) e disperséo solida (DS) 1:9 (p/p)
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Fonte: Autoria propria.

O mesmo resultado das misturas fisicas do LQIT/LT-50 pode ser observado quando
analisado o difratograma da mistura fisica do LQIT/LT-51 com o PVP K-30, ou seja, ndo
apresentaram mudancas apds sua formacdo. Na dispersdo 1:9 (p/p), foi observada uma
mudanca no difratograma (Figura 25), apresentando também uma diminui¢do dos picos de
difracdo quando comparados com o LQIT/LT-51 (Figura 23 B).

Os difratogramas das dispersdes do LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51 (Figura 24 e 25) com
PVP-K30 demonstraram mudanca nos padrdes do difratograma dos compostos em estudos
isolados, em todas as proporgdes testadas, sugerindo uma diminuicdo da cristalinidade de
ambos o0s compostos analisados (FIGUEREDO, 2017; MONTALLAE, TAHERI,
HOMAYOUNI, 2018), o que corrobora com o teste de DSC (LIU et al, 2018).
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Figura 25 - Difratograma LQIT/LT-51, PVP-K30, mistura fisica (MF), e disperséo solida (DS) 1:9
(p/p)
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Fonte: Autoria prépria.

5.6.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Esta técnica possibilita observar, de forma detalhada, a morfologia dos compostos,
permitindo analisar a forma, tamanho, correlacionar as estruturas morfologicas, e assim
contribuir na identificacdo da formacdo das dispersdes, através da observacdo da mudanca
morfolégica (CHOI et al., 2018).

Nas eletromicrografias dos compostos e sistema binario estudados, podem ser
observados cristais irregulares de formato caracteristicos para o LQIT/LT-50 (Figura 26 A),
LQIT/LT-51 (Figura 27 A) e particulas esféricas de superficie lisa para o PVP-K30 (Figura 26
B e 27 B) (KONGA, et al., 2018)
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Figura 26 - Eletromicrografias do LQIT/LT-50, PVP-K30, dispersao sélida 1:4 (p/p), dispersdo solida
1:9 (p/p)

' : 1-»,‘ ,21‘;'"' .. \ \ 201
Legenda: A- LQIT/LT-50; B- PVP-K30, C- disperséo solida 1;4, D- dispersdo solida 1:9.
Fonte: Autoria propria.

P

Na eletromicrografia das disperses sdlida do LQIT/LT-50 tanto na propor¢do 1:4
(p/p) (Figura 26 C) como na proporcdo de 1:9 (p/p) (Figura 26 D), ndo foi visualizada a
morfologia cristalina original do LQIT/LT-50, ndo sendo possivel realizar a separagdo visual
entre 0 composto e o polimero. O mesmo pode ser observado na dispersdo do LQIT/LT-51
1:9 (p/p) (Figura 27C).

Figura 27 - Eletromicrografias do LQIT/LT-51, PVP-K30, disperséo sélida 1:9 (p/p)
/ P - §._

Am ¢ @8
Legenda: A- LQIT/LT-51, B- PVP-K30, C- disperséo solida 1:9
Fonte: Autoria propria.
Portanto, diante da mudanca na estrutura das dispersdes de LQIT/LT-50, LQIT/LT-51

com PVP-K30, sugere-se que ocorreu mudanca no seu perfil cristalino, devido a possiveis
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interacOes quimicas, corroborando com os resultados de FTIR, DSC e DRX (ALVES, 2010).

5.6.5 RAMAN

A técnica de RAMAN, é complementar a técnica de FTIR, sendo utilizada para
verificar a integridade do composto, verificando se ocorreu mudanca estrutural do LQIT/LT-
50, LQIT/LT-51 e o PVP-K30 isolado, analisando se ocorre alguma mudanca apos a
formacéo da dispersdo (AGRAWAL et al., 2013; PEUDEL, RAIJADA, RANTANEN, 2015).

O LQIT/LT-50, quando analisado de forma isolada apresenta pico caracteristico em
1605 cm? (referente ao grupo aromatico), 1371 cm? (C-CHs), 1073 cm?® (C=S). Nas
dispersdes com PVP-K30 na proporcao 1:4 (p/p) e 1:9 (p/p) foi verificada a presenca dos
mesmos picos presente no espectro do LQUIT/LT-50 isolado (Figura 28 A). O mesmo pode
ser verificado com o LQIT/LT- 51 que apresentam pico caracteristico em 1607 cm (referente
a0 grupo aromatico), 1374 cm™ (C-CHs), 1057 cm™? (C=S) o mesmo pico pode observar na
dispersdo 1:9 (p/p) (Figura 28 B) (UCI, 2019).
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Figura 28 - RAMAN do LQIT/LT-50, do LQIT/LT-51, PVPK30, disperséo solida (DS).
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Legenda: A- LQIT/LT-50, PVP-K30, dispersdo solida de LQIT/LT-50:PVPK30 nas proporgdes 1:4
(p/p) e 1:9 (p/p). B- LQIT/LT-51, PVP-K30, disperséo solida de LQIT/LT-51:PVPK30 nas proporcbes
e 1:9 (p/p)

Fonte: Autoria prépria.

Diante disso, pode-se verificar que ndo houve indicios de imteracdo entre 0s
compostos e 0 PVP-K30 apds o desenvolvimento da disperséo, por ndo ocorrer deslocamento
do pico, sugerindo que a integridade dos compostos (LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51) se mantem.

5.6.6 Atividade In Vitro

As atividades esquistossomicidas do LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51 foram observadas
por Almeida Junior e colaboradores (2019), na qual foi utilizada uma concentracdo inicial de
200 uM em um periodo de 0 a 120h, e foi observado que no tempo de 24h com a
concentragdo de 200 e 100 uM obteve-se um resultado de 100% da mortalidade (score=0) em
ambos 0s compostos.

Para isso, foram realizados testes com controle negativo e positivo. Para o controle
negativo os vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa BH) livre da droga (Figura 29 A)

nos intervalos observados se mantiveram sem altera¢fes durante a analise, estando aderindo
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no fundo da placa, acasalados com presenca de ovos (score=3). O praziquantel (PZQ) foi
utilizado como controle positivo, pbde-se observar perda imediata na motilidade e
peristaltismo dos vermes, além de alteragcdes no seu tegumento, observando seu encurtamento
(Figura 29 B).

Como ilustrado na Tabela 3 para o LQIT/LT-50 (Figura 29 C), no intervalo de 24
horas as concentragdes de 200 uM, 100 uM e 50uM provocaram o desacasalamento dos
vermes resultando em auséncia de ovos no meio, além de alteracBes tegumentares com
presenca de bolhas e espinhos e taxa de mortalidade de 100%, 100% e 50%, respectivamente.
Apods 48 horas de incubagdo, a concentragdo de 50uM resultou em 100% de mortalidade
(Score=0). Neste mesmo intervalo, pdde-se notar que, na concentragdo de 25uM, 0S vermes
estavam desacasalados e com peristaltismo reduzido (Score=2) e com presenca de bolhas no
seu tegumento. A mortalidade total (Score=0) na concentra¢ao de 25uM foi observada ao fim

de 96 horas de exposicéo ao farmaco.

Figura 29 - Schistosoma mansoni controle negativo, com PZQ, com o LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51

-

Legenda: A- Controle negativo, B- PZQ, C- LQIT/LT-50, D- LQIT/LT-51, apés 24h.
Fonte: Autoria propria.
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Tabela 3 - Motilidade em scores dos vermes adultos apds incubacéo frente ao LQIT/LT-50

Motilidade em scores dos vermes apés incubacao (%)

Grupo 24h 48h 72h 96h 120h
LTS LQITAT-H " 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
m=12)
Controle DMSO 100 100 100 100 100
Contrale Meio 190 100 100 100 100
FZQaopp 3333 66.64 25 75 16.66 §3.34 833 9167 833 0167
200 uM 100 100 100 100 100
100 1M 100 100 100 100 100
50 uM 16.66 3334 50 100 100 100 100
25 uM 100 100 16.66 41.66 41.66 100 100

12.5 uM 100 66.66 33.34 3334 66 83.34 16.66 50 50

Legenda: Score de motilidade, expresso em percentagem dos vermes adultos (casais) com 50 dias
controles e tratados com LQIT/LT-50 durante 120 horas. (score 3), vermes que apresentam
movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgédos internos, ventosas em movimento, aderindo ao
fundo ou lados da placa de cultura; descri¢Bes tipicas de vermes do controle negativo; (score 2),
movimentos reduzidos em todo o corpo, peristaltismo dos érgdos internos e ventosas; (score 1),
movimentos apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades (regido anterior e / ou
posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgaos internos e nao aderéncia das ventosas; (score 0),
auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracdes de coloracdo

Fonte: Autoria propria.

As dispersdes solidas referentes a esse composto foram avaliadas como ilustrado nas
tabelas 4 e 5.

Na tabela 4, foi analisado o LQIT/LT-50:PVPK-30 (1:4 p/p) na qual, no intervalo de
24 horas, houve morte de 100% (score=0) dos vermes expostos a concentragdo de 50uM
(Figura 30 A). Apds 72 horas, a concentragdo de 25uM provocou a morte de 100% dos
vermes (Figura 30 B), além de apresentarem alteracdes tegumentares, o desacasalamento e
contorcdo estrutural. Quando comparamos a dispersdo com o composto puro, foi observado
gue houve uma melhora na atividade farmacoldgica, visto que ao utilizardiminuir em
dosagens (utilizando 50uM) observou-se morte de 100% (socre=0) em 24h, diferente dos

reIS%ulIédegodo LQIT/LT-50 que a morte de 100% ¢ necessario utilizar o dobro (100uM).
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Figura 30 - Schistosoma mansoni tratado com LQIT/LT50:PVPK30 (1:4 p/p)

Legenda: LQIT/LT50:PVPK30 (50 uM) 1:4 (p/p) ap6s 24h, B- LQIT/LT50:PVPK30 (25 uM) 1:4
(p/p) ap6s 72h.
Fonte: Autoria prépria

Tabela 4 - Motilidade em scores dos vermes adultos apds incubacao frente a disperséo sélida 1:4 (p/p)

Motilidade em scores dos vermes apos incubacio (%0)

Grupo 24h 48h 72h 96h 120h
LQITLT50:PYPEK30 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
1:4(p/p)
(n=12)
Controle PYP-E30 100 100 100 100 100
0% (200 uM)
Controle Melo 100 100 100 100 100
PZQ (10 pdD) 3333 66.64 2575 1666 8334 833 91.67 833 9167
200 pM 100 100 100 100 100
100 M 100 100 100 100 100
50 pM 100 100 100 100 100
25 uM 8.34 66.66 25 8.34 66.66 25 100 100 100

125uM 100 91.67 833 8.33 91.67 100 100

Legenda: Score de motilidade, expresso em percentagem dos vermes adultos (casais) com 50 dias
controles e tratados com LQIT/LT-50 durante 120 horas. (score 3), vermes que apresentam
movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgdos internos, ventosas em movimento, aderindo ao
fundo ou lados da placa de cultura; descri¢Bes tipicas de vermes do controle negativo; (score 2),
movimentos reduzidos em todo o corpo, peristaltismo dos érgdos internos e ventosas; (score 1),
movimentos apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades (regido anterior e / ou
posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgédos internos e ndo aderéncia das ventosas; (score 0),
auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracGes de coloragdo

Fonte: Autoria propria

Os mesmos resultados ndo foram observados quando analisada a dispersao LQIT/LT-

50:PVP-K30 (1:9 p/p). Na tabela 5, observar-se que, no intervalo de 24 horas apenas as
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concentragdes de 200 uM e 100 uM (Figura 31 A) provocaram mortalidade total dos vermes
(score=0). Ja em 50uM foram observados uma reducdo do peristaltismo (score=2) e o
desacasalamento dos vermes. Somente apds 72 horas de exposicdo ao farmaco, todos os
vermes estavam mortos (score=0) na concentrag¢ao de 50uM (Figura 31 B).

Ao aumentar a quantidade de polimero, pode-se observar uma reducdo na atividade da
dispersdo solida quando comparado com o composto puro e com a propor¢do 1:4 (p/p), que
em 50uM a morte de 100% (score=0) ocorreu em 48 horas para LQIT/LT-50 e 24 horas para
LQIT/LT-50:PVP-K30 1:4 (p/p). Esses resultados mostraram que LQIT/LT-50:PVP-K30 na

proporcdo (1:9 p/p) as dispersdes ndo possuem uma atividade satisfatoria.

igura 31 - Schistosoma mansoni tratado com LQIT/LT50:PVPK30 (1:9 p/p)
s A A‘ BI

Legenda:A- LQIT/LTSO:"'PVPK30 (100uM) 1:9 (p/p) apbs 24h B- LQIT/LT50:PVPK30 (50uM) 1:9
(p/p) ap6s 72h
Fonte: Autoria propria
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Tabela 5 - Motilidade em scores dos vermes adultos apds incubacéo frente a dispersdo sélida 1:9 (p/p)

Motilidade em scores dos vermes ap6s incubacio (%)

Griunn 24h 48h 72h 96h 120h
LQIT/LT-50:PVP-K30 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
1:3(p'p)
(n=12)
Controle PVP-K30 100 100 100 100 100
90% (200 pM)
Controle Meio 100 100 100 100 100
PZQ (10 M) 3333 6664 25 75 1666  83.34 833 9167 833 9167
200 pM 100 100 100 100 100
100 pM 100 100 100 100 100
50 uM 83.34 16.66 16.66 83.34 100 100 100
25 uM 100 100 58.34 41.66 58.34 41.66 25 75
12.5 uM 100 100 100 100 100

Legenda: Score de motilidade, expresso em percentagem dos vermes adultos (casais) com 50 dias
controles e tratados com LQIT/LT-50 durante 120 horas. (score 3), vermes que apresentam
movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgdos internos, ventosas em movimento, aderindo ao
fundo ou lados da placa de cultura; descrigdes tipicas de vermes do controle negativo; (score 2),
movimentos reduzidos em todo o corpo, peristaltismo dos 6rgdos internos e ventosas; (score 1),
movimentos apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades (regido anterior e / ou
posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgdos internos e ndo aderéncia das ventosas; (score 0),
auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracGes de coloragdo
Fonte: Autoria prépria

Na Tabela 6, estdo inlustrados os resultados, da motilidade em score dos vermes
adultos, apés do composto LQIT/LT-51 (Figura 29 D). Apds 24 horas de incubacdo, pbde-se
observar mortalidade de 100% apenas nas concentra¢des de 200 uM e 100 pM. Em 48 horas
de exposicdo, as concentracdes de 50 uM e 25 pM provocaram o desacasalamento dos
vermes, reducdo do peristaltismo e alteracbes tegumentares como presenca de bolhas e
espinhos; além disso, ndo foi observada presenga de ovos. No entanto, apenas em 50 uM,
houve mortalidade de 50% dos vermes. Ao fim de 96 horas, 100% dos vermes estavam

mortos na concentragdo de 50 uM.
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Tabela 6 - Motilidade em scores dos vermes adultos ap6s incubacdo frente ao LQIT/LT-51

Motilidade em scores dos vermes apos incubacao (%)

Grupo 24h 48h 72h 96h 120h
LQITATS1 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 10 3 2 10
(n=12)
Conmrole DMSO 100 100 100 100 100
Conrrole Meio 100 100 100 100 100
PZQ Q0 pM) 3333 66.64 5 75 1666 8334 833 91.67 833 91.67
200 uM 100 100 100 100 100
100 pM 100 100 100 100 100

50 uM 100 3334 16.66 50 16.66 8334 100 100

25 pM 16.66 83.34 33 91.67 833 91.67 833 9167 100

125 uM 100 100 100 100 1666 8334

Legenda: Score de motilidade, expresso em percentagem dos vermes adultos (casais) com 50 dias
controles e tratados com LQIT/LT-50 durante 120 horas. (score 3), vermes que apresentam
movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgdos internos, ventosas em movimento, aderindo ao
fundo ou lados da placa de cultura; descrigdes tipicas de vermes do controle negativo; (score 2),
movimentos reduzidos em todo o corpo, peristaltismo dos 6rgdos internos e ventosas; (score 1),
movimentos apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades (regido anterior e / ou
posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgdos internos e ndo aderéncia das ventosas; (score 0),
auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracGes de coloragdo

Fonte: Autoria prépria

Ao analisar a dispersdao de LQIT/LT-51:PVP-K30 na proporcao 1:9, ilustrado na
Tabela 7, pode-se observar que ndao houve melhora significativa quando comparado com
composto puro. Visto que utilizando 50uM, em 96horas, ndo houve mortalidade, apenas
reducdo do peristaltismo (score=2) e o desacasalamento dos vermes (Figura 32 B), sendo
observado 100% de mortalidade no intervalo de 24 horas apenas nas concentracdes de 200
uM e 100uM (Figura 32 A).

Esse resultado foi semelhante a dispersdo de LQIT/LT-50 na mesma proporcao.
Quando utilizado uma quantidade maior de polimero, a dispersdo ndo apresentou uma
atividade satisfatdria, sugerindo assim que a quantidade de polimero pode ter interferido no
potencial ativo do farmaco. Para uma melhor comparacgéo, é sugere-se o desenvolvimento de
dispersdes de LQIT/LT-51:PVP-K30 na propor¢édo 1:4 (p/p), que ndo foi realizada
desenvolvida nesse trbalho devido a pouca quantidade de LQIT/LT-51.
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M) pura em ap6s 96h, B- LQIT/LT-51:PVPK-30 (50 uM) 1:9 (p/p)

Legenda: A- LQIT/LT51(50u
apos 120h
Fonte: Autoria propria

Tabela 7 - Motilidade em scores dos vermes adultos apds incubacéo frente a dispersdo sélida 1:9 (p/p)

Motilidade em scores dos vermes apds incubacio (%)

Grupo 24h 48h 72h 96h 120h
LQIT&T*S]ZP\"P*HU 3 2 1 0 3 2 1 Q 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
19 (pip)
(n=12)
Conarole PVPE30 100 100 100 100 100
80% (200 p))
Controle Meio 100 100 100 100 100
3333 66.64 25 75 1666 8334 833 91.67 833 91.67
PZQ (10 uM)
200 uM 100 100 100 100 100
100 pM 100 100 100 100 100
50 uM 100 100 100 100 4166 5834
25 uM 100 100 3334 66.66 33.34 66.66 100
12.5 M 100 100 66.66 33.34 66.66 33.34 66.66 33.34

Legenda: Score de motilidade, expresso em percentagem dos vermes adultos (casais) com 50 dias
controles e tratados com LQIT/LT-50 durante 120 horas. (Score 3), vermes que apresentam
movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgdos internos, ventosas em movimento, aderindo ao
fundo ou lados da placa de cultura; descri¢Oes tipicas de vermes do controle negativo; (score 2),
movimentos reduzidos em todo o corpo, peristaltismo dos 6rgdos internos e ventosas; (score 1),
movimentos apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades (regido anterior e / ou
posterior), com auséncia de peristaltismo dos érgaos internos e nao aderéncia das ventosas; (score 0),
auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alterac6es de coloragéo

Fonte: Autoria propria.

Diante desses resultados, pode-se observar que a melhor dispersdo foi a LQIT/LT-

50:PVP-30 na proporgédo 1:4. Ao utilizar essa dispersdo, obteve-se uma melhora no resultado
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esperado, onde 100% da morte dos vermes (score=0) foi obtido utilizando 50uM da dispersao
em 24h.

Esses estudos corroboram com os achados de Figueira, Marques et al., (2018) e
Paulino (2019), que também desenvolveram dispersdes solidas com compostos distintos com
a mesma finalidade, para atividade esquistossomicida. Foi observado que as dispersoes
melhoraram a resposta de atividades in vitro contra Schistosoma mansoni. Assim, como
observado nesse estudo, pode-se sugerir que as dispersdes solidas podem melhorar a atividade
farmacol6gica dos compostos in vitro, tornando assim um forte candidato para

desenvolvimento farmacéutico.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A sintese do LQIT/LT-50 apresentou resultados semelhantes a trabalhos ja descritos
na literatura, conforme foi demonstrado nas analises de ponto de fusdo e de FTIR. Assim
como o material doado de LQIT/LT-51. Outra carcateristica comum desses compostos € a sua
insolubilidade em &gua.

Através do estudo de compatibilidade verificou-se que ambos os polimeros (PVP-K30,
Soluplus®, PEG 8.000) foram compativeis com o LQIT/LT-50, porém o (inico que se mostrou
satisfatorio para o desenvolvimento de dispersdes pela técnica do solvente foi o PVP-K30,
mostrando-se satisfatorio também para o desenvolvimento de dispersdes de LQIT/LT-51.

Durante as analises das melhores dispersdes na proporcdo de 1:4 (p/p) e 1:9 (p/p)
(LQIT/LT-50) e 1:9 (p/p) (LQIT/LT-51), verificou-se que essas dispersdes soélidas
promoveram o incremento de solubilidade tanto do LQIT/LT-50 como do LQIT/LT-51.

Nos espectros de 1V, houve o desaparecimento do pico de N-H dos compostos
(LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51), sendo um indicativo de interacdo com o grupo aceptor de H do
PVP-K30, assim como os picos endotérmicos referente ao ponto de fusdo da estrutura dos
compostos.

Os resultados de DRX demonstram mudanca nos padrées do difratograma dos
compostos quando comparados com 0s mesmos isolados, em todas as proporgdes testadas.
Nas eletromicrografias analisadas observou-se uma mudanca estrutural, sugerindo que houve
mudanca do seu perfil morfoldgico.

Na andlise de RAMAN, os picos caracteristicos dos compostos puderam ser

observados nas analises nas dispersdes solidas, porém com intensidade diminuida.
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No estudo in vitro, observou-se que a disperséo que obteve o melhor resultado foi com
a dispersdo de LQIT/LT-50 com PVP-K30 em 1:4 (p/p) e que dispersdes com a proporcao de
1:9 (p/p), tanto do LQIT/LT-50, quanto a de LQIT/LT-51 ndo apresentou resultados muito
satisfatorios, quando comparados com resultado na proporcao 1:4 (p/p).

Sendo assim as pespectivas para esse estudo sdo realizar teste in vivo, deposito de
patente, no instituto nassional da propriendade intelectual, realizar estudo de dissolucdo das
dispersdes solidas e desenvolvimento de novas formas farmacéuticas contendo a dispersao de
LQIT/LT-50:PVP-K30 para o tratamento esquistossomicida.
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