' m UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SAO JOAO DEL-REI

prama-mc UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO JOAO DEL-REI
PROGRAMA DE POS GRADUACAO MULTICENTRICO EM QUIMICA DE
MINAS GERAIS

ANA MARIA DOS SANTOS MOREIRA

COMPOSICOES NANOESTRUTURADAS DE AVERMECTINAS
COM B-CICLODEXTRINA: SINTESE, CARACTERIZACAO
FISICO-QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE CONTRA
LARVAS DO AEDES AEGYPTI

GOVERNADOR VALADARES - MG
SETEMBRO/2016



U NIVERSIDADE FEDERALDE SAO0 JOAODEL -REI

. ) PROGRAMA

Departamento de Ciéncias Naturais DE POS-GRADUACHD

Campus Dom Bosco, Praga Dom Helvécio, 74 — O MULTICENTRICO

‘ UFS] Fabricas, S30 Jodo del-Rei - MG CEP 36301-160 D> EMoviMIcA
DE SA0 1040 DEL- K Secretaria: Sala A—2.17 Tel.: (32) 3371-2472 DEMINAS GERRIS

e-mail: ppgmg@ufsj.edu.br

ANA MARIA DOS SANTOS MOREIRA

COMPOSICOES NANOESTRUTURADAS DE AVERMECTINAS
COM B-CICLODEXTRINA: SINTESE, CARACTERIZACAO

FISICO-QUIMICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE CONTRA
LARVAS DO AEDES AEGYPTI

Dissertacdo/Tese apresentada ao Programa de PdsGraduagdo
Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais da Universidade
Federal de S&o Jodo del-Rei, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Keyller Bastos Borges

Co-Orientador: Prof. Dr. Angelo Marcio Leite Denadai

Sédo Jodo del-Rei, 2016



Ficha catalogréfica elaborada pela Divisdo de Biblioteca (DIBIB)
e Nucleo de Tecnologia da Informagdo (NTINF) da UFSJ,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M835c

Moreira, Ana Maria dos Santos.

Composicdes nanoestruturadas de avermectinas com
B-ciclodextrina: sintese, caracterizacdo fisico-quimica
e avaliacdo da atividade contra larvas do Aedes
aegypti / Ana Maria dos Santos Moreira ; orientador
Keyller Bastos Borges; co-orientador Angelo Marcio
Leite Denadai. -- S&o Jodo del-Rei, 2016.

89 p.

Dissertacdo (Mestrado - Programa de Pdés-Graduacdo
Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais) -Universidade
Federal de S&o Jodo del-Rei, 2016.

1. avermectinas. 2. P-ciclodextrina. 3.
nanocomposic¢des. 4. complexos de inclusédo. 5. Aedes
aegypti. I. Borges, Keyller Bastos , orient. II.
Denadai, Angelo Marcio Leite, co-orient. III. Titulo.




FS)

PPGMQ_% UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO JOAO DEL-REI UNNERSIDADE FrocRAL
PROGRAMA DE POS GRADUACAO MULTICENTRICO EM QUIMICA

DE MINAS GERAIS

Defesa da dissertacdo de mestrado da Mestranda Ana Maria dos Santos Moreira, intitulada:
“Composi¢des nanoestruturadas de avermectinas com pB-ciclodextrina: sintese,
caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo da atividade contra larvas do Aedes aegypti”
orientada pelo Prof. Dr. Keyller Bastos Borges e co-orientada pelo Prof. Dr. Angelo Marcio
Leite Denadai, apresentado a banca examinadora designada pelo colegiado do Programa de
Pds Graduacdo Multicéntrico em Quimica da Universidade Federal de Sdo Jodo del Rei , em

05 de Setembro de 2016.

Os membros da banca consideraram a candidata

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Keyller Bastos Borges — UFSJ

Prof. Dr. Angelo Marcio Leite Denadai — UFJFIGV

Prof. Dr. Fernando de Oliveira Castro — CEFET/MG

Prof. Dr. Clebio Soares Nascimento Junior — UFSJ



Dedico este trabalho as pessoas mais presentes em minha vida:
A Deus, principio de todas as coisas;
Ao meu amor, companheiro de toda vida e a minha grande familia,

Vocés sdo o alicerce de todos 0s meus projetos.



Agradecimentos

Agradeco ao meu orientador, o professor Dr. Keyller Bastos Borges, pelo apoio,
disponibilidade, gentileza e principalmente pela confianca depositada, sem a qual ndo seria

possivel o desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Dr. Angelo Marcio Leite Denadai, meu co-orientador, por sua fundamental
participacdo no desenvolvimento desta pesquisa, agradeco por seu conhecimento cientifico, por
seu entusiasmo contagiante pelo projeto, por seu otimismo sem limites e pela confianca que

sempre depositou no meu trabalho.

Ao professor Dr. Jeferson Gomes da Silva, por todas as horas em que teve a paciéncia
de me apoiar, pela amizade e enorme disponibilidade de seu tempo e conhecimento, sem sua
valiosa ajuda ndo conseguiria concluir esta pesquisa. Obrigada pela reviséo cientifica, e por
todos os pontos e virgulas.

Ao professor Dr. Warley de Souza Borges, do Departamento de Quimica da UFES, pela
colaboragdo com todos os espectros de RMN, fundamentais para 0 meu trabalho, meus sinceros

agradecimentos.

Aos professores Drs. Leonardo Meneghin Mendonca, Anténio Frederico de
Freitas Gomides e as professoras Dras. Cibele Velloso Rodrigues e Elaine M. Souza-Fagundes,
que destinaram parte de seu precioso tempo e conhecimento para colaborarem com esta

pesquisa.

A professora Dra. Maria Elena de Lima Perez Garcia do Departamento de Bioquimica
e Imunologia da UFMG e a sua equipe de trabalho, especialmente ao pds doutorando Fabio L.
S. Costa pela realizagdo dos experimentos de toxicidade.

Ao professor Dr. Gustavo Ferreira Martins do Departamento de Biologia Geral da UFV,

pela doacdo dos ovos do mosquito Aedes aegypti.

A equipe do Laboratério de Separacfes (LASEP) da UFSJ pelas amostras das

avermectinas.

Aos técnicos do Departamento de Ciéncias Naturais da Universidade Federal de Séo

Jodo del-Rei pela calorosa recepgéo e amizade e por todas as analises térmicas.

Ao Programa de PoOs-graduacdo Multicéntrico da Rede Mineira de Quimica, e a

Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei pela oportunidade oferecida.



A todos os professores do Mestrado que de alguma forma contribuiram para a minha
formacao, especialmente as professoras Priscila L. Sequetto e Barbéara N. Enes da disciplina de
iniciacdo a docéncia.

Ao Departamento de farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora Campus GV, a

UNIVALE, sede proviséria do Campus GV, pelo apoio a minha participacdo no Mestrado e

pelo suporte analitico.

A FAPEMIG, CNPg, CAPES, PROPG-UFJF e FINEP pelo fomento aos equipamentos

e bolsas de Iniciagéo Cientifica.

Ao grupo de pesquisa: Nanotecnologia dos Fluidos Complexos e dos Sistemas
Supramoleculares, e aos futuros pesquisadores, Ewerton, Mayra, Rafael, Alan, Felipe e Aline,

alunos de iniciagéo cientifica, pela ajuda nos experimentos e amizade.

Aos amigos e companheiros de trabalho da UFJF/GV, Anna Isabel, Leticia, Vanessa
M., Vanessa B., Bolivar e Juliano pela amizade, incentivo e ajuda em todas as fases do
mestrado, sem a compreensdo e 0 apoio de VOCEs nNdo eu conseguiria 0 tempo necessario para

desenvolver esse trabalho.

A minha amiga e companheira de Mestrado Vanessa Cristina Estevam Bittencourt, por
dividir comigo todo o trabalho, todas as davidas, todos os erros e vitorias deste projeto. Sinto
que nos percorremos este caminho juntas, nos complementando e nos fortalecendo. Obrigada

pela rica troca e cumplicidade.

Aos meus familiares e amigos pelo incentivo e apoio. Especialmente a minha pequena

sobrinha, Maria, minha alegria nas pausas das longas horas de dissertacéo.

Ao meu marido, Robson Ubirae Moreira, meu motorista e companheiro nas cansativas
viagens para cursar as disciplinas, pelo apoio incondicional. Obrigada por esses dois anos que

vocé dedicou inteiramente a me ajudar na conclusdo deste Mestrado.

Enfim, a todas as pessoas que, de alguma maneira, contribuiram para a realizacéo deste
trabalho.



Vi

Resumo

Moreira, A.M.S. Composi¢Oes nanoestruturadas de avermectinas com B-ciclodextrina: sintese,
caracterizagdo fisico-quimica e avaliacdo da atividade contra larvas do Aedes aegypti. 89f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo Multicéntrico em Quimica —
Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, S&o Jodo del-Rei, 2016.

Neste trabalho foram preparados e caracterizados os complexos de incluséo entre avermectinas
(ivermectina e eprinomectina) e PB-ciclodextrina (B-CD), bem como avaliada a atividade
larvicida e a seguranca dessas nanocomposic¢des. Inicialmente, alteragdes nos espectros de 1V
e perfis térmicos dos complexos em relagdo aos seus precursores sugeriram a ocorréncia de
interagdo hdspede: hospedeiro. Os espectros de RMN confirmaram a interacdo da p-CD com as
avermectinas e o envolvimento do anel benzofuranico e do grupo dissacarideo das avermectinas
com a inclusdo. Os dados termodindmicos obtidos por calorimetria isotérmica de titulacdo
indicaram espontaneidade do processo de inclusdo em solugdo, com estequiometria 1:1 e
moderada constante de afinidade. Dados de espalhamento de luz dindmico e potencial zeta
demonstraram que em todas as hanocomposic¢des ocorre uma reducdo nos valores de diametro
hidrodinamico devido a maior estabilidade coloidal dos complexos em relacao as avermectinas
livres, principalmente em baixas concentragdes. Tais complexos apresentam maior solubilidade
e solubilizacdo comparadas com as substancias puras. Na avaliacdo da atividade larvicida nos
estadios L1 e L4, IVER-B-CD foi menos potente que o precursor contra larvas do Aedes aegypti,
enquanto que o complexo EPRI-B-CD apresentou-se mais potente que a EPRI pura. Os valores
de dose letal a 50% das larvas de Aedes aegypti (DLso) foram menores que 1 uM. Na avaliagdo
de seguranca das nanocomposicdes utilizando o ensaio do MTT em células de fibroblastos
WI126V A4, foi observado que apesar dos complexos apresentarem certo grau de citotoxicidade,
inerente aos precursores: as avermectinas, os valores de dose letal a 50% das larvas de Aedes
aegypti foram inferiores aos valores de concentracdo para inibir a viabilidade de 50% das
células de fibroblastos. Uma vez que os complexos apresentaram potente atividade larvicida, a
preparacdo dos complexos de inclusdo apresenta-se como uma alternativa interessante no

controle do mosquito Aedes aegypti.

Palavras chave: avermectinas, B-ciclodextrina, nanocomposi¢Oes, complexos de incluséo,

Aedes aegypti.
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Abstract

Moreira, A.M.S. Nanostructured compositions of avermectins in B-cyclodextrin: Synthesis,
physico-chemical characterization and evaluation of larvicidal activity against Aedes aegypti
larvae. 89f. Thesis (MA) - Multicenter Graduate Program in Chemistry — Federal University of
S8o Jodo del-Rei, Sdo Jodo del-Rei, 2016.

In this work, the inclusion complexes between avermectins (ivermectin and eprinomectin) and
B-cyclodextrin (B-CD) were prepared and characterized. The larvicidal and cytotoxic activities
of these nanocomposites were also evaluated. Changes in the IR spectra and thermal profiles of
the complexes in relation to their precursors suggest the interaction guest / host. The NMR data
confirmed the interaction between avermectins and B-CD, and the involvement of the
benzofuran ring and disaccharide group of avermectins with inclusion. Thermodynamic data
obtained by isothermal titration calorimetry indicated a 1: 1 stoichiometry of the complex in
solution. These processes were spontaneous and with moderate affinity constant. Dynamic light
scattering and zeta potential data showed that a decrease in hydrodynamic diameter values for
all nanocomposites occurs in due to greater colloidal stability of the complex relative to the free
avermectins, especially at low concentrations. Such complexes showed an increased in
solubility and dissolution compared with the pure substances. In the evaluation of larvicidal
activity in L1 and L4 instars, IVER-B-CD was less potent than the precursor against larvae of
Aedes aegypti, while the EPRI- 3-CD show to more potent than pure EPRI. The lethal dose at
50% values of Aedes aegypti larvae were less than 1 uM. The cytotoxic activity against
fibroblasts WI26VA4 was evaluated using the MTT assay and the complexes showed
cytotoxicity inherent of their precursors: the avermectins. However, the lethal values of dose at
50% of Aedes aegypti larvae were less than the concentration values to viability inhibit at 50%
fibroblast cells. Since the complexes have potent larvicidal activity, the preparation of inclusion

complexes appears to be an interesting alternative for control of Aedes aegypti.

Keywords: avermectins, B-cyclodextrin, nanocomposites, inclusion complexes, Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

No planeta, os insetos representados principalmente por moscas, besouros, formigas,
baratas e cupins, constituem cerca de dois tercos das espécies animais existentes, sendo bem

mais nuMerosos que os quase sete bilhdes de seres humanos. 2

A grande maioria dos insetos é inofensiva ao homem e alguns sdo muito Uteis para
polinizacdo de plantas e reciclagem do lixo. No entanto, existem insetos que causam danos
diretos ou indiretos a humanidade, destruindo plantacdes, prejudicando a saude animal ou
vetorizando doencas, implicando em sérios problemas de salde pablica. Existem hoje inimeras
doencas transmitidas a espécie humana por esses vetores como, por exemplo, esquistossomose,
doenca de chagas, malaria, filariose e leishmaniose, que apresentam como principais vetores

caramujos, barbeiros e mosquitos, respectivamente.®*

O mosquito Aedes aegypti (LINNAEUS, 1762) tornou-se popularmente conhecido por
sua frequente vinculacdo na midia como o alvo principal das campanhas de combate a dengue.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a dengue constitui a principal doenca viral
transmitida por mosquitos. Estima-se que, no mundo, ocorram entre 50 e 100 milhdes de casos,

resultando em cerca de 500 mil internacdes e 20 mil dbitos por ano.®

Além desta doenca, ele também pode transmitir a Febre Amarela, Chikungunya e Zika.
Essas sdo doencas endémicas em varios paises das Américas, Europa e Asia. No Brasil ja foram
registrados mais de 17 mil casos de Febre de Chikungunya. A ocorréncia de casos da doenca
Zika foi confirmada em 22 estados, e a relacdo entre o virus Zika e o surto de microcefalia foi
confirmada pelo Ministério da Satide.® Recentemente, o conjunto de distirbios neuroldgicos e
malformacdes neonatais que tem sido associado com o virus da doenca Zika (ZIKV) foi
declarado pela OMS como emergéncia de satde publica internacional. Neste cenério, as aces
de combate ao mosquito tornam-se cada vez mais urgentes, o que instiga pesquisas para novos

métodos de controle do vetor Aedes aegypti.

O ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti é composto por quatro fases: ovo, larva, pupa
e adulto (Figura 1). Os ovos sdo brancos, mas adquirem a cor negro brilhante ao contato com o
oxigénio do ar, sendo muito resistentes, suportando longos periodos de dessecacdo, podendo
chegar até 492 dias.’



A fase de larva, periodo de alimentacdo e crescimento é dividida em 4 estadios,
distinguiveis pelo tamanho das larvas, ocorrendo 3 mudas do exoesqueleto. Na fase pupa, as
larvas adquirem o formato de virgula e é nesta fase que ocorre a metamorfose do estagio de

larva para o adulto, sendo que nesse periodo ndo ha mais alimentacéo, mas apenas respiracao.

Na fase adulta, 24 horas ap6s emergirem o0s insetos ja podem acasalar. Uma Unica
inseminacao é suficiente para fecundar todos os ovos que a fémea venha a produzir durante sua
vida. Os mosquitos se alimentam de seiva, mas as fémeas necessitam de albumina e proteinas
para a maturacdo dos ovos e quando infectadas com virus podem transmitir doengas. Em
condicBes ambientais favoraveis, apos a eclosdo do ovo, o desenvolvimento do mosquito até a

forma adulta pode levar um periodo de 10 dias.
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Figura 1. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Fonte: www.dengue.org.br/mosquito_aedes.html

As acbes de combate aos mosquitos baseiam-se no controle dos individuos adultos e das
larvas, principalmente pelo uso de inseticidas quimicos (adulticidas e larvicidas). No Brasil, o
controle da populacdo do Aedes aegypti € direcionado principalmente para eliminagdo das
larvas, devido a maior vulnerabilidade dessa fase.® O controle ¢ realizado de trés formas:
mecéanica, pela remocao manual dos criadouros potenciais; bioldgica com a utilizagdo de peixes
larvovagos; e quimica, sendo que esta Ultima, baseada no uso de inseticidas, constitui uma das

principais agdes no combate ao vetor da dengue.®

Um dos problemas relacionados ao uso continuo de inseticidas é o desenvolvimento de
resisténcia por parte dos insetos. A resisténcia implica em diminuicdo da eficiéncia, aumento

da frequéncia e da dosagem, maior impacto ambiental e consequente manutencdo das doencas.


http://www.dengue.org.br/mosquito_aedes.html

Diversos estudos demonstraram o aparecimento de resisténcia aos inseticidas comuns para o
controle da dengue, tais como temefds, cipermetrina e deltametrina.8** Como forma de
minimizar o desenvolvimento de resisténcia, uma importante estratégia seria a rotatividade no
uso dos inseticidas preconizados para o controle da dengue, entretanto dos 12 inseticidas
larvicidas que sdo recomendados pela OMS,® apenas 5 sdo preconizados para o uso no combate
ao Aedes aegypti, desta forma, este pequeno numero de inseticidas registrados pela agéncia
nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) para o uso em programas de controle de vetores

limita esta estratégia.'®

O numero limitado de inseticidas registrados e o crescente desenvolvimento de
resisténcia aos produtos ja utilizados tém impulsionado as pesquisas para o desenvolvimento
de inseticidas mais eficazes, sendo que varios produtos tém sido avaliados como alternativa

para os atualmente utilizados.*6-1

Considerando a baixa disponibilidade de inseticidas no mercado para esse fim e que as
pesquisas para o desenvolvimento de novos produtos séo caras e demoradas, a pratica de avaliar

inseticidas agricolas ou de uso veterinario € uma opcao mais acessivel.

Neste contexto, uma possivel alternativa para o combate a esses vetores sdo as
avermectinas, compostos amplamente utilizados como medicamentos antiparasitarios em
animais e humanos. Experimentalmente, foi comprovado tanto a letalidade larvicida quanto
adulticida das avermectinas para varias espécies de artropodes, além de efeitos subletais que
incluem a ma formacao, dificuldade de locomocéo, diminui¢do da fecundidade, reducdo do
numero de eclosdes, reducdo da frequéncia de repasto sanguineo, além de desordens sensoriais

e motoras.1®-%

Dentre as avermectinas conhecidas, a ivermectina é a Gnica avermectina licenciada para
uso humano, ja tendo sido administrada a mais de 180 milhdes de pacientes com comprovada
seguranca.’” Em humanos, seu uso oral é indicado para o tratamento de Varios tipos de parasitas

em adultos e criangas.?®

Para tratamento animal, as avermectinas sdo comercializadas para administracéo oral,
topica ou por injecdo. Devido a sua alta lipofilicidade, sdo praticamente insolGveis em &gua e
para sua formulacéo é necessario o uso de surfactantes aquosos ou solventes orgénicos. Esse
emprego de diluentes, agentes umectantes, solventes, surfactantes, dentre outros, € comum na

maioria das formulagdes de inseticidas, pois s@o raros 0s compostos que sdo sollveis em agua.



Nesse tipo de formulacdo o produto é liberado lentamente para o meio o que pode influenciar
na sua biodisponibilidade no organismo alvo.

Diante da necessidade de busca por novas formulacBes ou aprimoramento de
formulacBes existentes, uma estratégia promissora € a complexacdo desses inseticidas com
ciclodextrinas (CDs). Esta tecnologia possui um amplo espectro de aplicacfes em vérias areas,
como por exemplo, na identificacdo seletiva de espécies quimicas, impressdo molecular,
adsorcdo de moléculas bioativas a tecidos, remocdo de poluentes do solo, detoxificacéo,
atenuacdo de sabores e/ou odores desagradaveis, reducdo da volatilidade de éleos essenciais, e
como dispositivos de liberagdo controlada de farmacos e correlatos. Na agricultura, tem sido
utilizada no encapsulamento de varias classes de pesticidas, com comprovada melhoria em suas

propriedades fisico-quimicas.?®-®

Na literatura tem sido relatado que os principiais beneficios apresentados pelos
complexos de inclusdo de inseticidas com CDs, em relagdo a compostos livres, foram aumento
da solubilidade, liberac&o controlada, protecéo contra fotodegradacdo, aumento da estabilidade,

melhora na formulac&o e diminuicdo da toxicidade humana por inalagéo e contato.>¢-4

Desta forma, a acdo das avermectinas contra uma variedade de artrépodes sugere que
esta familia de compostos seja promissora na reducdo de incidéncias de doencas transmitidas
por esses vetores. No entanto, algumas de suas propriedades como baixa solubilidade aquosa e
alta lipofilicidade, limitam a biodisponibilidade de suas formulaces. Além disso, a grande
persisténcia das avermectinas nos tecidos adiposos tem sido um dos principais problemas
relacionados ao uso intensivo desses compostos em animais produtores de alimentos, por
gerarem residuos sobretudo em carnes e leite. Neste contexto, as ciclodextrinas surgem como
uma importante alternativa para melhorar as propriedades fisico-quimicas dessas moléculas,
nos motivando ao estudo da sua complexacao e avaliacdo da atividade larvicida e toxicidade

desses sistemas.



1.1. Sistemas Supramoleculares e a Quimica Supramolecular

A quimica supramolecular tem se destacado nos ultimos anos, principalmente devido
a sua natureza multidisciplinar, promovendo a aproximacao dos diversos segmentos cientificos,

e a somatoria de diversas perspectivas possibilitam surpreendentes avangos.*?

Avancos no modo de perceber as interacdes intermoleculares e suas potencialidades
para organizar e estruturar materiais foram obtidos através da observacdo dos sistemas
bioldgicos.*? As estruturas bioldgicas sdo projetadas a partir de moléculas que interagem
especificamente umas com as outras, originando sistemas ou estruturas altamente complexas e
funcionais. Essa organizacdo, reatividade e seletividade dos processos que ocorrem a nivel
molecular tornou-se um novo ramo de estudo na quimica, sendo chamada por J-M Lehn como

“ a quimica além da molécula”, ou como hoje ¢ conhecida, quimica supramolecular.*®

A quimica supramolecular é também conhecida como a quimica dos arranjos
moleculares, e das interagdes ndo covalentes. O objetivo desta ciéncia é caracterizar, tentar
prever e atribuir funcionalidade aos agregados de moléculas, envolvendo dois conceitos
importantes: reconhecimento e fun¢do molecular.®® O reconhecimento e fun¢do molecular
envolve geometria e interacGes intermoleculares compativeis e altamente seletivas entre as

espécies interagentes.*®

Na quimica supramolecular, como o foco sdo as interagdes, € valido classifica-las em
interac@es de curto ou de longo alcance.*® Interacdes de pequeno alcance definem a forma dos
arranjos moleculares, assim como o tamanho e modo de empacotamento das moléculas. Sdo
interacdes de curto alcance as ligacdes de hidrogénio, interacdes dipolares (dipolo permanente-
dipolo permanente, dipolo permanente-dipolo induzido, dipolo induzido-dipolo induzido,
multipolos induzidos), interagGes eletrostaticas (fon-ion e fon-dipolo).** As interacdes de longo
alcance definem orientacbes e fungdes, como efeitos de exclusdo de volume que sdo
responsaveis por modificagdes na estrutura do solvente e interacBes devidas ao efeito
hidrofobico que sdo responsaveis pela estruturacdo terciaria e quaternaria de biomoléculas e

organelas bioldgicas.*

Um exemplo comum de (sistemas) associa¢des supramoleculares sdo os complexos de
inclusdo (CI), dentre os varios dispositivos passiveis de formar este tipo de complexo, as CDs
se destacam, pela sua incrivel capacidade de “recepcionar” uma enorme variedade de moléculas
e potencializar suas func¢des individuais ou, até mesmo, possibilitar novas aplicagcdes para o

sistema formado.*2%°



1.1.1  Ciclodextrinas (CDs)

As CDs sdo oligossacarideos ciclicos, constituidos por unidades de glicopiranose unidas
por ligagdes glicosidicas a 1-4 (Figura 2). Sdo produzidas pela degradacdo do amido através
da acdo da enzima ciclodextrina glicosil transferase (CGTase), produzida por diferentes
microrganismos, como o Bacillus macerans, B. megaterium, B. circulans, B.
stearothermophilus, B. alcalofilico, B. subtilis, Micrococcus varians, M. luteus e Klebsiella
pneumoniae. O amido é composto basicamente de dois tipos de polimeros de glicose: a amilose,
molécula essencialmente linear e as ligagdes sdo a-(1—4'). Na amilopectina, ha uma
ramificacdo na hidroxila de C6 com uma ligagdo a-(1—6'). Porém, as ligagdes a-(1—4")
continuam no polimero.*® No processo de produgdo das CDs, a enzima CGTase age
principalmente na amilose, catalisando a hidrolise das ligagcdes glicosidicas a-(1—4') e a
subsequente reacdo de transglicosilacdo intramolecular ou ciclizacdo dos oligossacarideos;

obtendo-se assim dextranas ciclicas como produto da reagdo.*”8

As CDs naturais mais conhecidas, possuem seis, sete e oito unidades de glicose, sendo
denominadas de a-CD, B-CD e y-CD, respectivamente. As unidades de glicose que compdem
a estrutura ciclica das CDs adotam a conformac&o de cadeira. Podem existir CDs com nove ou
mais unidades de glicose;* entretanto ndo ha formac&o de CDs com menos de seis unidades de

glicose devido a fatores estéricos.*3°0-53
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Figura 2. Estrutura quimica das ciclodextrinas naturais.

1.1.1.1 Estrutura e propriedades

A estrutura das CDs foi elucidada por estudos de raios-X,> onde se observou que a

disposicgéo espacial das unidades de glicopiranose, com conformagéo em cadeira e auséncia de



livre rotacéo das ligacOes glicosidicas, conferem as CDs uma geometria de anel toroidal, em
forma de cone truncado ou cépsulas cilindricas ocas, abertas em ambas as extremidades, com
um lado mais largo formado pelas hidroxilas secundarias nos carbonos C2 e C3, e uma face
mais estreita, promovida pela livre rotacdo das hidroxilas primarias ligadas em C6 (Figuras 3
ed).
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Figura 3. Representacéo estrutural de uma unidade glicosidica na conformac&o de cadeira

Cavidade
Hidrofébica

Hidroxilas
Secundarias

\ Hidroxilas

Primarias

Figura 4. Representa¢do esquematica da estrutura funcional das ciclodextrinas

O interior da cavidade é delimitado pelo alinhamento dos 4&tomos de hidrogénio ligados
aos carbonos C3 e C5 e pelo oxigénio da ligacdo éter C1-O1-C4. O par de elétrons ndo ligante
do oxigénio das ligacdes glicosidicas esta orientado para o interior da cavidade produzindo uma
elevada densidade eletronica conferindo-lhe algum caréater de base de Lewis. Além disso, a
cavidade central das CDs ndo se encontra vazia, estando ocupada por moléculas de agua de
cristalizacdo que originam varios estados de hidratacdo e por moléculas de agua da propria
solugdo. Essas moleculas de agua presentes na cavidade das CDs podem formar ligacdes de
hidrogénio com o0s grupos presentes na cavidade. Entretanto, devido a tensdo do anel essas
interacdes ndo sao totalmente satisfeitas, resultando em ligac6es de hidrogénio anémalas e de

alta energia em relacéo as ligagOes de hidrogénio convencionais, formadas entre as moléculas



de &gua e as hidroxilas externas ou entre as moléculas de adgua da rede. Esse confinamento
desfavoravel das moléculas de &gua na cavidade das CDs, somadas a presenca dos grupamentos
C-H, fazem com que esta regido da molécula apresente um carater hidrofébico.>

A face externa das CDs apresenta um maior nimero de hidroxilas (C3-OH equatorial
voltado para o exterior da cavidade e a hidroxila priméria ligada ao carbono C6), essas
hidroxilas das extremidades atribuem a esta regido um carater hidrofilico pela possibilidade de

formacao de ligacGes de hidrogénio com o solvente (Figura 5).47%
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Figura 5. Disposicéao da cavidade hidrofobica e superficie hidrofilica da ciclodextrina. Adaptada de Kubota 2010,
calderine 2006 e Ribeiro, 2004.

Essa disposicdo espacial das CDs resulta em ambientes com polaridades diferentes em
uma mesma molécula, ou seja, duas regides que apresentam comportamento distinto, podendo
ser entdo consideradas moléculas anfifilicas.

A presenca de grupos hidroxilas nas extremidades favorece a solubilidade das CDs em
agua, pela possibilidade de ligacGes de hidrogénio. No entanto, as hidroxilas posicionadas na
face exterior da molécula podem formar ligacGes de hidrogénio intramoleculares, através da
interagdo entre o grupo ‘HO-C2’ de uma unidade glucopiranosidica com o grupo ‘HO-C3’ da
unidade adjacente, criando uma cinta secundaria que influencia na flexibilidade da estrutura

destas moléculas e em sua solubilidade em agua.*->

A dimensdo da cavidade das CDs é determinada pelo nimero de unidades de
glicopiranoses que as constitui, e a variagdo no numero dessas unidades confere a cada

ciclodextrina propriedades fisico-quimicas diferentes.

A o-CD possui 6 unidades de glicopiranose e apresenta trés formas cristalinas
diferentes: forma I, a-CD.6H-0, forma II, a-CD.6H20 (polimorfo) e a forma III, a-CD.7,5H.0.
Nessa CD uma unidade de glicose encontra-se em uma posic¢do distorcida, desta forma apenas
quatro das seis possiveis ligac6es de hidrogénio séo estabelecidas.

A B-CD possui em sua estrutura 7 unidades de glucopiranose e apresenta duas formas
cristalinas diferentes: forma I, f-CD.11H20 e a forma II, B-CD.12H,0. A diferenca estrutural



entre as duas formas encontra-se principalmente na distribuicdo desordenada das moléculas de
agua dentro da sua cavidade. Estas duas formas podem-se converter uma na outra ao fim de
algumas semanas durante o armazenamento. Devido a disposigdo estrutural na $-CD todas as
ligacGes de hidrogénio possiveis ocorrem, e a rigidez do anel € a provavel explicacdo para a sua
reduzida solubilidade aquosa quando comparada com todas as outras CDs.*">®

A y-CD contém oito unidades de glucopiranose em sua estrutura e apresenta uma forma
cristalina: y-CD.13,3H.0. As moléculas de agua presentes nesta CD ndo causam tor¢éo no anel
47,55

e sua estrutura ndo coplanar torna a mais flexivel e mais sollvel entre as trés ciclodextrinas.

Na Tabela 1 e na Figura 6 estdo apresentadas algumas caracteristicas das CDs naturais.

Tabela 1. Caracteristicas das ciclodextrinas naturais

Propriedades a-CD B-CD y-CD
Unidade de glicose 6 7 8
Massa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade aquosa (g/100mL a 25°C) 14,5 1,85 23,2
Diametro interno da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diametro externo da cavidade (A) 13,7 15,3 16,9
Altura da estrutura (A) 79+0,1 79+0,1 79+0,1
Volume aproximado da cavidade (A)3 174 262 427
pKa (25°C) 12,333 12,202 12,081
Fonte: Adaptado de Denadai, 2005; Kubota, 2010; Veiga, 2006 e Szetli, 1988.%
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Figura 6. Dimens6es moleculares das ciclodextrinas naturais. Adaptado de Szetli, 1988.

Como citado anteriormente, as CDs apresentam solubilidades diferentes em agua. Em
solventes orgénicos geralmente a solubilidade das CDs diminui devido & formagdo de
complexos com as moléculas organicas. Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de
solubilidade das CDs em alguns solventes organicos.*">

No estado sélido, a disposi¢do das moléculas de CDs na matriz cristalina pode ser de

dois modos: gaiola ou canal. Na forma de gaiola ou caixa, a cavidade da molécula é blogueada
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em ambas as extremidades pelas CDs adjacentes, ficando o seu interior isolado. Essas estruturas

ordenam-se espacialmente em forma cruzada numa disposi¢ao em “espinha” ou dispostas em

forma de “parede de tijolos” (Figura 7). Na forma de canal, as moléculas se empilham uma

sobre as outras com alinhamento central. Podendo este alinhamento ocorrer numa disposicao

topo-base ou topo-topo (Figura 7). A B-CD pode formar dimeros topo—topo mesmo em solugao

aquosa.*’

Tabela 2. Solubilidade das ciclodextrinas em solventes organicos a 25°C (g/ 100 mL).

Solvente a-CD p-CD y-CD
Metanol i i >0,1
(aquoso, 50%) 0,3 0,3 208
Etanol i i >0,1
(aquoso, 50%) >0,1 1,3 2,1
Isopropanol i i >0,1
Acetona i i >0,1
Cloroférmio i i i
Piridina 7 37 -
Tetrahidrofurano i i i
Dimetilformamida 54 32 -
Dimetilsulféxido 2 35 -
Etilenoglicol 9 21 -
Propilenoglicol i 2 -
Glicerina i 4,3 -

Legenda: i —insollivel Fonte: Szejtli et al, 1983.%

Figura 7. Formas de disposic@es das ciclodextrinas no estado sélido Canal. a) disposicOes topo-base (esquerda) e
¢) “parede de tijolos. Adaptada de Szejtli e colaboradores,

topo-topo (direita); b) Gaiola, “escama de peixe”

1988.%

Do ponto de vista da estabilidade quimica, as CDs sdo mais estaveis que 0S

polissacarideos lineares, apresentam resisténcia as solugdes alcalinas (idéntica a celulose) e em
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reagdes de hidrolise &cida sua estabilidade é 2 a 5 vezes maior do que a das dextrinas aciclicas,
dependendo, no entanto, da temperatura e da acidez.*

As CDs sdo termicamente estaveis até 200 °C, a partir desta temperatura inicia-se a sua
decomposicdo, essas moléculas ndo tém ponto de fusdo bem definido. As propriedades
termoanaliticas observadas para as CDs dependem do teor de &gua, estrutura cristalina, taxa de

aquecimento e condigBes atmosféricas. 47>

1.1.1.2 Toxicologia

As CDs séo pouco absorvidas no trato gastrointestinal devido a sua dimens&o
molecular e hidrofilicidade superficial, o que dificulta a sua permeacdo através das membranas
celulares. Sendo assim, a possibilidade de apresentarem toxicidade oral é muito reduzida.*®
Varios estudos em animais comprovaram que as CDs ndo provocam qualquer tipo de toxicidade
aguda, e mesmo quando administrada em doses elevadas a animais ndo provocou mortalidade.
A B-CD por ser a mais utilizada, foi alvo de vérios estudos sobre sua toxidade oral utilizando
ratos, cachorros e em humanos, sendo considerada como substancia ndo toxica para

administracdo oral. O DLso oral, rato > 5000 mg/kg, DLso i.v., rato: entre 450 e 790 mg/kg.3+>3

1.1.1.3 Complexos de inclusédo

A natureza anfifilica das CDs lhe permite desempenhar varios tipos de interacGes
intermoleculares que regem todo o processo de complexacao, o que lhes conferem a capacidade
de formar complexos de inclusdo, em solucdo e no estado so6lido, com uma variedade de
moléculas em diversos estados de agregacdo, conferindo vantajosas modificacbes em suas
caracteristicas fisicas e quimicas sem, contudo, modificar a natureza de sua composigéo.>"°

Os complexos de inclusdo formados pelas CDs sdo conhecidos como do tipo
“hospedeiro/hospede”, do inglés “host-guest”. Neste tipo de sistema, moléculas que possuem
cavidades podem recepcionar outras moléculas, sendo chamadas de hospedeiras. J& a molécula
que se insere em sua cavidade pode ser chamada de convidado, substrato ou “hdspede”.®°

Em solucdo aquosa o fenébmeno de inclusdo ocorre essencialmente pela substituicdo
das moléculas de agua inclusas na cavidade da CD por moléculas de menor polaridade, cuja
esquematizacao pode ser observada na Figura 8. Em solucéo, a CD encontra-se dissolvida em
agua, devido as interacGes de hidrogénio, e sua cavidade preenchida por moléculas de agua,

porém em condicdo energeticamente desfavoravel (estado de alta entalpia e baixa entropia).
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Caso ocorra a adigdo de moléculas cuja polaridade seja menor do que a da agua, ocorreré o
deslocamento das moléculas de dgua da cavidade para a solugdo ocorrendo a sua substituicdo
pelo composto hidrofobico. Desta forma, as contribui¢cdes termodinamicas mais importantes
para a formacao do complexo sao decorrentes da entrada da molécula hidrofébica na cavidade
da CD, e adiminuicdo da tensdo interfacial entre as moléculas de d4gua e a molécula hidrofébica,
0 que caracteriza um processo tipicamente de efeito hidrofobico.°

1
N

Figura 8. Representacdo esquematica da formagdo de um complexo em solugdo aquosa. Substrato em vermelho e
ciclodextrina em azul (forma de copo), os circulos em azul representam as moléculas de agua. Adaptada de
Szejtli,1988,1998 e 2004.

Quanto a estequiometria de formacao, a mais comum é 1:1 (héspede: B-CD), mas sabe-
se que as CDs podem formar complexos 2:1, 1:2, 2:2, ou estruturas supramoleculares de ordem
superior.4861

Os complexos de inclusdo, quando em solucéo, estabelecem um equilibrio dindmico
entre as espécies dissociadas e complexadas. Esse equilibrio pode ser expresso pela constante
de estabilidade (K) (também chamada de constante de afinidade, formacédo ou associacdo) do
complexo.® Esta constante ¢ um pardmetro muito importante na avaliacio da afinidade e do
grau de ligacdo das moléculas inclusas na cavidade da CD. Os valores considerados adequados
para aplicacdes dos complexos de inclusdo em sistemas bioldgicos estdo geralmente entre 50 e
2000.52%3 Complexos pouco estaveis (< 50) apresentam como problema a liberagdo muito
rapida da substéncia, enquanto que os muito estaveis (>2000) apresentam dificuldade na
liberacdo.

As interagdes intermoleculares estabelecidas entre a CD e a molécula hospede refletem
diretamente nos valores de K. Na complexacdo, o composto hdspede troca um conjunto de

interacdes com o solvente por um conjunto de interagfes com a cavidade da CD, e espera-se
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que as interacGes entre as CDs e convidado sejam mais fortes que as estabelecidas com a agua.
As interagfes mais frequentemente relatadas envolvidas na complexacdo sdo ligacOes de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e interacdes hidrofdbicas.

As ligaces de hidrogénio ocorrem entre atomos de hidrogénio e &tomos de elemento
mais eletronegativo. Nas CDs os grupos hidroxilas primarios (C6-OH) sdo geralmente os
principais responsaveis pelas ligacdes de hidrogénio com os hdspedes, pois possuem livre
rotacdo na ligacdo C5-C6. Os grupos C2-OH e C3-OH geralmente se encontram
comprometidos com interacdes intramoleculares.®

Nos complexos de inclusdo, as interacGes eletrostaticas ocorrem quando moléculas
hospede de carga positiva interagem com elétrons desemparelhados dos oxigénios da cavidade
(cujo potencial eletrostatico é negativo) através de interacdes fon-dipolo.®

As interacdes de Van der Waals ocorrem como resultado das interacfes entre 0s
momentos de dipolo permanentes ou temporarios entre as moléculas hospede e hospedeira. No
caso das CDs, estas moléculas apresentam intensos momentos de dipolo e podem gerar fortes
forcas de inducdo na complexacdo.®® Essas interagdes sdo consideradas as principais
responsaveis pela estabilizacdo dos complexos, bem como pela remocéao da agua da cavidade
das CDs.

A interacdo hidrofdbica é o resultado da grande perda de entropia durante a hidratacéo,
pela estruturacdo das moléculas de agua nas vizinhangas de um soluto apolar. Desta forma, a
agregacao dos solutos apolares em solucéo aquosa € compensada pela libertacdo da camada de
hidratacdo, ou seja, a libertacdo das moléculas de agua da estrutura ordenada, o que €
entropicamente favoravel e forca motriz deste tipo de interacdo. Esta interacdo é estabelecida
apos a remocdo da agua presente na cavidade da CD, o que promove a agregacao de solutos
n&o-polares em solucdes aquosas. >

Em solucdo, a molécula hospede pode estar localizada, inteira ou parcialmente, dentro
da cavidade da CD, estando o complexo solvatado ou rodeado por moléculas do solvente. Em
geral moléculas hidrofdbicas tem maior afinidade pela cavidade apolar das CDs em solugdo.®
No estado cristalino, a molécula hdspede pode estar localizada, ndo somente dentro da cavidade
da CD, mas também nos espagos intersticiais formados pela rede cristalina do complexo. As
moléculas incluidas normalmente ficam orientadas de modo que se alcance 0 maximo contato
entre a parte hidrofébica da molécula hdspede e a cavidade apolar das CDs.%’

Alternativas para a formacdo de complexos entre a CD e moléculas significativamente

maiores que sua cavidade, podem ocorrer através de uma interacdo parcial do hospede,
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associacOes ou mediante a formagdo de complexos CD-hdspede de estequiometria diferente de
1:1.

Existem varias técnicas que podem ser empregadas no preparo de complexos de
incluséo e a sua escolha dependera da natureza do hospede. Os metodos mais utilizados para
preparacio dos complexos de inclusdo sdo descritos a seguir.3068:69

Co-precipitagdo € um método no qual adiciona-se uma solugdo da molécula héspede a
uma solucéo aquosa de CD. Caso seja preciso utiliza-se um solvente diferente da agua para
solubilizar o hospede. Deve-se escolher um solvente que seja miscivel com agua. A mistura é
agitada até o equilibrio e o complexo sélido € obtido por evaporacédo a vacuo ou liofilizado.

Suspensdo é um método onde a molécula hospede no estado sélido € adicionada a uma
solucdo aquosa de CD formando uma suspensdo que é agitada vigorosamente, o complexo é
formado em um intervalo de 2 a 24 horas em temperatura ambiente, apds este periodo a
suspensao é filtrada. O complexo, dissolvido no filtrado € coletado & vacuo ou por liofilizacéo.

Empastagem (kneading) é um método no qual a molécula hdspede no estado sélido é
adicionada a uma mistura de CD com &gua, sendo utilizadas apenas 0,5 partes de agua por parte
de CD. O complexo solido formado pode ser removido sob vacuo ou aquecimento.

Moagem conjunta (grinding) é um método no qual uma mistura de CD e molécula
hdospede no estado solido séo trituradas vigorosamente por um determinado tempo na presenca
de uma pequena quantidade de agua até que ela evapore durante a mistura.

Nas caracterizagGes fisico-quimicas dos complexos de inclusdo, visando a
identificacdo das interacdes intermoleculares, emprega-se um grande numero de técnicas
analiticas, dentre as mais usadas: analise térmica diferencial (DTA)/calorimetria de varredura
diferencial (DSC), andlise termogravimétrica (TGA), calorimetria isotérmica de titulagdo
(ITC), as técnicas espectroscopicas na regido do infravermelho (1V), na regido do ultravioleta
e visivel (UV-Vis), ressonancia magnética nuclear (RMN uni e/ou bi-dimensionais), além de

técnicas de equilibrio de fases como solubilidade e particionamento.
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1.2.  Moléculas de interesse para o estudo da complexacdo

1.2.1  Avermectinas

As avermectinas sdo compostos pertencentes a classe das Lactonas Macrociclicas
(LM). Foram descobertas em 1975, pelo pesquisador japonés Satoshi Omura no Instituto
Kitasato, a partir de microrganismos presentes em uma amostra de solo da cidade de Ito no
Jap&o.” Sua descoberta causou um grande impacto na industria de alimentos de origem animal,
pois apresentavam elevada eficiéncia parasiticida contra artropodes e nematodeos, sendo
amplamente utilizadas em diversas espécies animais, principalmente no setor agropecuario,
para o tratamento de doencas parasitarias e como acaricida no setor agricola.’*

As avermectinas sdo sintetizadas a partir da fermentagdo do microrganismo
actinomiceto Streptomyces avermitilis, que produz uma mistura de oito tipos de avermectinas:
Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a e B2b (Figura 9 e Tabela 3).”° Neste processo 0s tipos

que sdo produzidos em maiores quantidades sdo: A2a, Bla e B2a.”

\O
HO O %,
O 173 / /O\\\‘ \\\\\\
(6]
e
Avermectinas

R1=H,CH3; R2= Me, Et

Figura 9. Estrutura genérica das avermectinas, 0s principais atomos de carbono estdo numerados para
identificacéo.

Tabela 3. Férmulas estruturais das avermectinas naturais.

avermectina R: R2 X-Y
Ala CHs CaHs CH=CH
Alb CHs CHs CH=CH
A2a CHs CzHs CH,-CH(OH)
A2b CHs CHs CH3-CH(OH)
Bla H CoHs CH=CH
B1lb H CHs CH=CH
B2a H CoHs CH,-CH(OH)
B2b H CHs CH3-CH(OH)
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Dos oito tipos de avermectinas naturais, embora possuam uma estrutura complexa, séo
estreitamente relacionadas entre si e sdo classificados de acordo com algumas de suas
caracteristicas estruturais. As avermectinas que compdem a série “A” possuem um radical metil
ligado ao carbono 5, diferindo da série “B” que possui uma hidroxila ligada a este carbono. Os
compostos da série “1” possuem entre o carbono 22 e 23 uma dupla ligagdo, e os da série “2”
possuem uma ligagdo simples com o grupo hidroxila ligado ao carbono 23. A série “a” e “b”
difere pelo radical ligado ao carbono 25, as avermectinas da série “a” tém um grupo sec-butil e
as da série “b” possuem um grupo isopropil ligado a este carbono (Tabela 3).”® Pertencem ao
grupo das avermectinas a abamectina, ivermectina, eprinomectina, doramectina, selamectina e
emamectina.

Em 1981, o pesquisador Albers-Schonberg através de trabalhos por espectrometria de
massa e RMN 3C, apresentou um estudo detalhado da estrutura das avermectinas majoritarias,
identificadas como substancias do tipo “a” e as minoritarias (homologos designados como
substancias do tipo “b”).”

Essas substancias foram estudadas durante anos, sendo verificado a maior atividade
biologica para a estrutura B1, composta pelas fragdes Bla (cerca de 80%) e B1b (ndo mais que
20%) as vezes referida como avermectina B1, ou como abamectina (ABA).

Aparentemente todas as avermectinas apresentam 0 mesmo mecanismo de agao
antiparasitaria. Embora esse mecanismo ainda ndo esteja totalmente esclarecido, existem
algumas propostas que explicam a sua a¢do nos diversos organismos.

A primeira proposta de mecanismo baseia-se em sua acdo como agonista do acido
y-aminobutirico (GABA), aumentando a permeabilidade dos ions cloreto (CI7), resultando em
paralisia muscular.”*" Esta hipdtese poderia explicar porque as avermectinas ndo agem sobre
cestddeos e trematddeos, uma vez que estes ndo possuem receptores GABA. Em mamiferos a
baixa toxicidade desses compostos é explicada pela impossibilidade de atravessar a barreira
hematocefalica, ndo atingindo, assim, 0s receptores GABA restritos quase exclusivamente ao
sistema nervoso central (SNC).’

Outra proposta de mecanismo seria a acdo desses compostos nos canais de cloro
potencializados pelo glutamato (GIuCl), presentes apenas em invertebrados.”’-"® Os receptores
GluCl possuem duas subunidades, a e 3, a unidade alfa ¢ sensivel as avermectinas e a unidade
beta ao glutamato.®’ Estes receptores estdo presente em diversos locais do organismo dos
invertebrados. Deste modo, as avermectinas possuem varios locais de agdo, bloqueando
transmissdes interneurais de nervos excitatorios, agindo diretamente sobre a musculatura,®!

causando paralisia, principalmente da faringe.®? Ha evidéncias da presenca desses receptores
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em células musculares do aparelho reprodutivo do parasita Ascaris Suum,® o que pode explicar
a acdo destas drogas na fertilidade e ovipostura dos nematddeos.’’

As avermectinas sao classificadas como lactonas pela presenca do grupo éster em sua
estrutura principal, um macrociclo composto por 16 elementos. Em sua subestrutura ha a
presenca de um espiroacetal e, um anel benzofuranico, ha também a presenca de um grupo
dissacarideo (bis-oleandrase).

espiroacetal

H3C ) . 23
O dissacarideo (|3H3 PV AV W\CHs
z HiCa O . =
T \ e Uy, 2 CH,3
S N
H,e” o7 ov Hee™ . ; R

ABA Bla: R=Et; X=CH; Y =CH;
ABABIb: R=Me; X=CH; Y =CH; | anel benzofuranico
IVER Bla: R=Et; X=CH,; Y = CH,;
IVER Blb: R=Me; X=CH,; Y = CH,;
EPRIBla: R=Et; X=CH; Y=CH; Z=NHCOCH, OH
EPRIB1b: R=Me; X=CH; Y =CH; Z=NHCOCH,

Figura 10. Estrutura genérica das avermectinas, para visualizagdo das similaridades estruturais e dos principais
grupos.

A avermectina Bla contém 5 ligacGes duplas, das quais duas sao conjugadas, o0s dienos
C8,C9e C10,C1l. Isto resulta numa forte absorcdo de UV a 245 nm, uma propriedade vantajosa
para a deteccdo analitica. Das trés ligacGes duplas restantes, os dienos C3,C4 e C14,C15 sdo
trissubstituidos e o dieno C22,C23 (presente apenas nos componentes 1) € cis dissubstituido. A
avermectina Bla tem 3 grupos hidroxilas livres, um alilico secundario muito reactivo no C5, um
derivado alilico secundéario no C4" um pouco menos reativo, e um grupo alilico terciario
relativamente ndo reativo no C8. Os grupos hidroxilas secundarios sdo muito susceptiveis a
oxidacdo para as cetonas correspondentes. As AVR possuem varias posicoes alilicas sucetiveis
a modificacOes oxidativas. Em especial o grupo metilénico C7 na posicao o ao oxigénio do éter,
sucetivel a oxidacgao do radical. O composto também tem muitas ligacGes éter, das quais as duas
ligagdes glicosidicas nos carbonos CI’ e CI" dos agucares sao particularmente interessantes,
pois sdo responsaveis pela facilidade de alcodlises acidas e hidrolise do grupo dissacarideo a
monossacarideo e aglicona. As avermectinas possuem um hidrogénio acido no C2 junto ao
grupo carbonilico. Luz UV abaixo de 280 nm provoca a epimerizacdo dos isoméros E (trans)
C8,C9 e C10,C11 em Z-8,9 e 10,11, e a exposicdo prolongada provoca a decomposi¢do em
diversos produtos.®+8

As propriedades quimicas das LM variam em funcéo de diferentes grupos quimicos

presentes em sitios especificos. Em geral todas as LM apresentam massa molecular elevada e
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elevados valores de coeficiente de particdo, sendo substancias altamente lipofilicas. Um
exemplo para a diferenca de lipofilicidade entre as avermectinas pode ser observado pela
ligacdo insaturada em C22 e C23 da ivermectina e a presenca de grupo acetilamino na
subestrutura dissacaridea da eprinomectina.3*

As avermectinas possuem baixa solubilidade aquosa, mas séo soluveis na maioria dos
solventes orgéanicos tais como cloroférmio, cloreto de metileno, acetato de etila, acetona,
alcoois, tolueno, ciclo hexano, dimetilformamida, dimetilssulfoxido e tetrahidrofurano. Na
forma sélida, apresentam-se como pds branco. Nao séo volateis e apresentam sensibilidade
moderada a temperatura. S&o estaveis em condi¢cdes moderadamente &cidas (pH 4,0 ~ 4,6),
porém em determinadas combinacdes de pH, temperatura e tempo de exposicdo, as

avermectinas podem sofrer hidrolise na subestrutura dissacaridea no C13.

1.2.1.2. lvermectina

A ivermectina foi sintetizada em 1981 por cientistas da Merck Sharp and Dohme, pela
hidrogenacdo seletiva da dupla ligacéo entre os carbonos 22 e 23 da abamectina, resultando em
uma conformacédo em cadeira semelhante a avermectina B2, podendo ser considerada como um
hibrido das avermectinas B1 e B2.84%7

A ivermectina é constituida por uma mistura de homélogos que ndo deve conter menos
que 80% de seu homdlogo Bla, que tem formula molecular C4gH74014 € massa molecular de
875,1 g mol?, e ndo mais de 20% de seu homdlogo B1lb, de formula molecular C47H72014 €
massa molecular 861,07 g mol* (Figura 11). Ambas diferem por um grupo metileno ligado ao
C-25, onde a ivermectina Bla possui um grupo sec-butila e a ivermectina B1b possui um grupo
isopropila. Desde 1987 é empregada no tratamento da oncocercose, infeccdo causada por filaria,
conhecida como a cegueira do rio e também para o tratamento da estrogiloidiase, uma infec¢édo

intestinal causada pelo parasita nematode Strongyloides stercoralis, em humanos.?%8


https://pt.wikipedia.org/wiki/Nem%C3%A1tode
https://pt.wikipedia.org/wiki/Strongyloides_stercoralis
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Figura 11. Estrutura molecular da ivermectina Bla (A) e B1b (B)

Essa molécula, dotada de potente atividade antiparasitaria, tem se mostrado eficaz no
tratamento contra um grande espectro de endo e ectoparasitas.’1:8489-%4

Com o sucesso da comercializacdo e eficiéncia da ivermectina outros derivados foram
preparados a partir dela. A 22,23-diidroavermectina B1 monossacarideo, por exemplo, obtida
através da remocdo de uma oleandrose da ivermectina por hidrélise &cida, € um pouco menos
potente que o seu precursor. Outros exemplos sdo a 22,23 dihidroavermectina B1 aglicona,
resultante da perda das duas oleandroses substituidas por um grupo 13-a-hidroxi e a 22,23-
dihidro-13-desoxi-avermectina B1 aglicona, produzida pela perda das duas oleandroses

substituidas por um grupo 13-a-desoxi 848

1.2.1.3. Eprinomectina

A 4’-epiacetilamino-4”-desoxiavermectina (Figura 12) é uma mistura semissintética
da avermectina Bla Blb comercializada com o nome genérico de eprinomectina. Foi
desenvolvida em 1996 nos laboratérios da Merck pela substituicdo do grupo hidroxila

equatorial do C-4"’ por um substituinte acetilamino. E composta de uma mistura de ndo menos
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de 90% de eprinomectina Bla e ndo mais de 10% de eprinomectina B1lb. A eprinomectina
conserva as mesmas atividades antiparasitarias das avermectinas e, por ser mais hidrofilica, é

menos provavel seu aparecimento no leite. Isto levou a permissdo do uso em gado leiteiro.%
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Figura 12. Estrutura molecular da eprinomectina.

A dosagem de eprinomectina recomendada para uso topico no tratamento de parasitas
é de 500 pg.Kg* de peso, sendo que néo foi adotado periodo de caréncia para a utilizagdo desta
droga em gados de abate e para vacas em lactacdo, isto se deve a sua baixa lipofilidade e alta
hidrossolubilidade devido a existéncia de um radical acetilamino em compara¢do com outras

avermectinas, favorecendo a sua rapida eliminacdo por vias excretoras.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e caracterizacao fisico-quimica das
composigdes nanoestruturadas das avermectinas: ivermectina e eprinomectina com 3-CD bem
como a avaliagdo da atividade dessas composi¢Oes contra larvas do mosquito Aedes aegypti e

da toxicidade humana in vitro, contra linhagens de células de fibroblastos WI26VAA4.

2.2 Objetivos especificos

o Preparar o complexo de incluséo de ivermectina em (3-CD;

o Preparar o complexo de incluséo de eprinomectina em B-CD;

o Avaliar a solubilidade e solubilizacdo dos compostos de inclusao;

o Caracterizar a formacdo dos complexos, em fase solida, através de analises térmicas e

espectrofotometria de absorgéo na regido do infravermelho (1V);

o Avaliar as interagdes intermoleculares entre a B-CD e 0s inseticidas em solucdo por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de *H e ROESY - Rotating-frame Overhauser
Enhancement Spectroscopy);

o Avaliar o efeito da -CD na formac&o de nanoprecipitados hidrofébicos em mistura de
solventes, por medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial zeta (ZP);

o Determinar parametros termodinamicos de interagdo das avermectinas com 3-CD por
calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC);

o Avaliar a atividade larvicida das nanocomposicdes e seus precursores frente as larvas

do Aedes aegypti (estadios L1 e L4);

o Avaliar e comparar a citotoxicidade das nanocomposicGes e seus precursores

utilizando o método de viabilidade celular (MTT).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Matérias-primas e reagentes utilizados

As amostras dos inseticidas foram cedidas pelo Laboratorio de Separagdes (LASEP)
do Departamento de Ciéncias Naturais da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei (UFSJ),

sendo as amostras padrdes secundarios, conforme descri¢éo abaixo:

Tabela 4. Composicéo e teor das amostras

Amostra Teor Massa Molar Formula Molecular
Ivermectina (IVER) 89,83% — Bla 875,1 g/mol Bla (>80%) - CagH74014
Blb (<20%) -C47H7,014
Eprinomectina (EPRI) 94,34% — Bla 914,14 g/mol Bla (>90%)- CsoH7sNO14

Blb (510%) — C49H73NO14

A B-CD foi comprada da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Os solventes (etanol,
dimetilsulfoxido - DMSO e outros) foram adquiridos das empresas Vetec® (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), Synth® (Diadema, SP, Brasil) e J. T. Baker® (Cidade do México, DF, México) com
pureza para fins analiticos (P.A.).

3.2 Delineamento dos experimentos

De forma a facilitar o entendimento do trabalho, elaboramos um fluxograma no qual
estdo apresentadas as etapas de sintese, caracterizacdo e 0s ensaios bioldgicos realizados
(Figura 13). Para uma melhor organizacdo do projeto ele foi estruturado em duas partes
(Caracterizacdo e Ensaios bioldgicos). Na etapa de caracterizacdo dos complexos de inclusao,
as analises foram separadas de acordo com o estado fisico do sistema. Os ensaios bioldgicos
estdo divididos entre aqueles que irdo avaliar a atividade larvicida dos compostos nos estadios

L1 e L4; e os que irdo avaliar a citotoxidade in vitro das composi¢des pelo método MTT.
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Figura 13. Fluxograma de desenvolvimento da pesquisa.
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3.3 Diagrama de solubilidade

O primeiro experimento realizado consistiu na obtencéo do diagrama de solubilidade,
baseado na técnica desenvolvida por Higuchi e Connors.®® O diagrama de solubilidade em agua
da molécula hdspede, na presenca de 3-CD foi obtido usando o procedimento descrito a seguir:
(i) Inicialmente, 25,0 mL de uma solucédo estoque de B-CD foi preparada na concentracdo de
15,0 mM em &gua Milli-Q; (ii) Em seguida, 1,0 mg do composto hospede foi pesado em um
tubo de ensaio, e entdo, adicionou-se um volume preé-definido da solugédo estoque e o volume
final foi ajustado com agua Milli-Q para 3,0 mL. Esta etapa foi realizada 11 vezes de forma a
obter concentragdes crescentes de 3-CD no intervalo de 0 a 15 mM (Figura 14).

Os tubos contendo as suspensbes preparadas foram colocados em um banho
termostatico com agitacdo a 30,0 £ 0,1° C, durante 48 horas para se garantir o equilibrio
termodinamico de dissolucdo. Apos este periodo, o sobrenadante foi filtrado utilizando um
filtro Millipore® 0,22 um. A quantidade da molécula hospede no sobrenadante foi dosada

utilizando a espectrofotometria de UV-VIS.

excesso de
soluto Solugdo de CD
saturada com o substrato

[CD]=0uM [CD]=1,5uM [CD]=3uM [CD]=15uM

Figura 14. Esquema de preparacdo das amostras para o experimento de solubilidade.

3.4. Preparo dos complexos de inclusdo e misturas mecanicas

Os complexos de inclusdo foram preparados usando quantidades equimolares das
moléculas hospedes (ivermectina e eprinomectina) e de B-CD baseados nos métodos de co-
precipitacio/liofilizago.**>

Em béqueres separados, foram preparadas solu¢des da B-CD e das moléculas hdspedes
de mesma concentra¢do molar. A B-CD foi solubilizada em &gua, e as moléculas hospedes em
etanol, devido a sua baixa solubilidade em agua. As solucfes das moléculas hospedes foram
adicionadas as solucGes de B-CD e mantidas sob agitagdo por 24 h. As suspensdes formadas
foram rotaevaporadas para a retirada do solvente organico, congeladas e liofilizadas.

Na Figura 15 estd esquematizado o processo de obtengdo dos complexos de incluséo.

Os sdlidos obtidos foram submetidos a caracterizacao.
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em etanol em dgua "f

Figura 15. Processo de incorporacdo das moléculas hospedes em ciclodextrina.

As misturas mecanicas das moléculas hospedes (IVER e EPRI) com a B-CD foram
preparadas na proporcdo molar de 1:1, sendo o hospede e a CD homogeneizados em grau de
porcelana com auxilio de pistilo, acondicionados em tubo eppendorf®e armazenados em
geladeira (Figura 16). Estas misturas mecanicas serdo utilizadas para efeitos de comparacgéo

nas analises no estado soélido.

| -

)
- ,’ — + e e Qusigy \ ,
v 10mgda Quantidade

molécula equimolar de
héspede ciclodextrina

Figura 16. Processo de preparagdo das misturas mecénicas.

35 CARACTERIZACOES DOS COMPLEXOS
3.5.1 Analises no Estado Sélido

3.5.1.1. Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) das moléculas
hospedes (IVER e EPRI) da B-CD das misturas mecanicas e dos complexos de inclusdo foram
obtidas em equipamento de infravermelho da Perkin Elmer, com transformada de Fourrier,
modelo Spectrum Two TM. Foram preparadas pastilhas em KBr contendo as moléculas
hospedes, pura ou combinadas com CD e as misturas mecanicas. Os espectros foram obtidos
como a média de 16 varreduras consecutivas, com resolucdo de 2 cm™, e intervalo de onda de
4000 a 400 cm™. Para a aquisico dos espectros foi utilizado o programa Perkin Elmer Spectrum
ES (versdo do aplicativo: 10.03.08.0133). Os dados foram exportados para o Microcal Origin
8.0 (OriginLab, Northampton, MA) para edicdo.
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3.5.1.2 Anélises Térmicas: termogravimetria (TGA), andlise térmica diferencial (DTA)

As analises térmicas foram realizadas no Departamento de Ciéncias Naturais da
Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei (UFSJ). O equipamento DTG 60/60H da Shimadzu
foi utilizado na aquisicdo das curvas TGA e DTA da molécula hospede, do complexo de
inclusdo e da mistura mecéanica. Na referéncia foi utilizado o cadinho de alumina vazio. As
condicBes de andlises foram: atmosfera de N> a 50 mL/min, com rampa de temperatura de
30 a 700 °C e uma taxa de aquecimento de 10°C/min, e massa aproximada de 3,5 + 0,5 mg do

composto a ser analisado em cadinho de alumina.

3.5.2 Anélises em Solugdo/Suspensédo

3.5.2.1 Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN de 'H e ROESY foram realizadas no Departamento de Quimica
da Universidade Federal do Espirito Santo, utilizando um espectrometro Varian 400 MHz. Os
espectros foram obtidos a partir da dissolucdo dos compostos em DMSO-de. Os dados

apresentados neste trabalho foram editados utilizando o programa MestReC.

3.5.2.2. Fotometria de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Potencial Zeta (ZP)

O caréater nanomeétrico das moléculas hospedes (IVER e EPRI) e de seus respectivos
complexos de inclusdo com a B-CD foram avaliados por medidas de tamanho de particulas
(Didmetro hidrodinamico — Dh) por espalhamento de luz dindmico (DLS). Os experimentos
foram realizados em um mddulo fotométrico de DLS, Zetasizer Nano ZS90 da Malvern, a
25 °C = 1,0 °C, com termostatizacdo via sistema Peltier. As amostras foram inseridas em
cubetas de polietileno de 1 cm de caminho Optico, padrdo Malvern, e submetidas a um feixe de
luz monocromatico (Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda de 633 nm), com
intensidade de luz espalhada medida a um angulo de 90°. O Dh foi determinado pela média de
cinco medidas independentes, cada uma delas obtida a partir da média de 5 contagens. Para 0s
experimentos, foram pesados 1,0 mg do composto puro e quantidade molar equivalente de seu
complexo com CD e solubilizados em 500 uL. de DMSO. Foram realizadas 25 inje¢oes de 20
pL desta solugdo em 2000 pL + 0,2 pL de 4gua Milli-Q. O tratamento dos dados foi executado
com o auxilio do programa Microcal Origin 8.0.

Na determinacdo da energia potencial normalizada pela carga superficial das particulas
ou potencial zeta (ZP) foram preparadas suspensdes similares as utilizadas no experimento de

tamanho hidrodinamico citado acima. Cada uma das suspensdes foi vertida em uma cubeta de
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vidro na qual € imersa a célula de medida (Dip Cell) e avaliada pelo modulo Zetasizer Nano-
ZS 90 através da técnica de micro-eletroforese laser-doppler (MELD), com angulo de
espalhamento de luz a 173° e ddp alternada 40 V, a partir dos valores de mobilidade
eletroforética, calculado pelo modelo de Smoluchowski. Assim como o didmetro
hidrodindmico, o valor final do potencial foi calculado como a média de 5 medidas
independentes com 5 contagens cada e o tratamento dos dados foi executado com o auxilio do

programa Microcal Origin 8.0.

3.5.2.3. Andlise de solubilizacéo

Nesse experimento, 1,0 mg do composto puro (IVER e EPRI) e quantidade molar
equivalente de seu complexo com B-CD foram pesados diretamente em cubetas de quartzo, e
em seguida, adicionou-se 3,0 mL de agua Milli-Q. Os espectros eletrénicos na regido de 400-
200 nm foram obtidos durante um intervalo de 24 h, contabilizando 97 ciclos com 15 min entre
cada. Os espectros eletronicos do composto puro e do complexo de inclusdo para a construgéo
dos graficos de solubilizacdo foram obtidos utilizando-se o espectrofotémetro UV-vis, marca
Perkin Elmer, modelo Lambda 25, contendo acessério de troca automatica para oito amostras,
acoplado a um banho termostatico Peltier (20 °C — 60 °C) e gerenciado pelo software UV
WinLab. O branco utilizado foi 4gua Milli-Q e todas as medidas foram realizadas a 30 °C £ 1,0
°C. O experimento foi realizado em duplicata. Apos a obtencdo dos espectros, os dados foram

transferidos e editados no programa Microcal Origin 8.0.

3.5.2.4. Titulacbes calorimétricas isotérmicas (ITC)

Alteracdes nas propriedades termodinamicas em decorréncia da complexacdo foram
medidas por microcalorimetria isotérmica de titulacdo. Essas analises foram realizadas em um
Microcalorimetro VP-ITC da Microcal utilizando os seguintes parametros experimentais: 51
injecdes automaticas de 5 pL de titulante (solugdo da molécula hospede a 30 mM em
DMSO: H»0 - 90:10, v/v - em 1,5 mL do titulado, soluc¢do de 3-CD a 2 mM em DMSO: H;O -
90:10, v/v. Temperatura dos experimentos 25 °C, rotacdo de 300 rpm. A primeira injecdo de
1uL foi descartada afim de eliminar os efeitos de difusdo de material da seringa para a célula e
vice-versa. Os experimentos de referéncia (branco), consistiram de titulacdo da molécula
hospede a 30 mM em 1,5 mL de DMSO: H,0 - 90:10, v/v, apds o0s experimentos, as curvas de
titulagdo foram subtraidas dos respectivos brancos afim de se eliminar matematicamente os
efeitos de interacdo dos compostos com o solvente. Os experimentos foram realizados em

duplicata e os dados tratados com o auxilio do programa Microcal Origin 6.0.
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3.6 Ensaios Bioldgicos
3.6.1. Bioensaios envolvendo larvas do mosquito Aedes aegypti
3.6.1.1. Obtencao das larvas

Os ovos do mosquito Aedes aegypti doados pelo Professor Gustavo Ferreira Martins
do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa foram colocados para
eclodir em bacias plasticas com dimensdes de 30 x 20 x 7 cm contendo 2 L de 4gua declorada,
em uma sala climatizada (temperatura ~ 25 °C e umidade ~ 50%). Apds 24h, os ovos eclodiram
e as larvas no estadio L1 foram transferidas para outra bacia com 2 L de 4gua declorada e ~100
mg de alimento. A partir dai a agua foi trocada diariamente fazendo reposicédo do alimento até
os individuos atingirem o estadio L4 de desenvolvimento. Apds os individuos atingirem o

estagio de pupa, os mesmos foram descartados.

3.6.1.2. Avaliacdo da atividade larvicida frente ao estadio L1 de larvas do mosquito Aedes

aegypti

A avaliacdo da atividade larvicida dos compostos no estadio L1 foi realizada utilizando
uma adaptacdo do método desenvolvido por Pridgeon e colaboradores,®” que consiste em um
teste rapido, de triagem para identificar o potencial larvicida dos compostos.

Cinco larvas no estadio L1 (24h apds a eclosdo dos ovos) foram adicionadas em um
eppendorf® juntamente com 940 pL de 4gua declorada e 10 pL de uma suspensio de comida.
Em seguida, adicionou-se 50 uL de cada composto de tal forma que a solucéo final (V = 1000
uL) tenha a concentracdo desejada do composto e com 1% (v/v) de dimetilsulfoxido. A curva
dose-resposta foi construida utilizando-se as seguintes concentra¢des 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1,
1, 10 e 100 uM. Apods 24h de exposicdo aos compostos, 0 numero de larvas mortas foi
registrado, sendo consideradas mortas aquelas que nao apresentaram movimento ou nao
respondem aos estimulos externos. Os experimentos foram realizados a 25 °C + 2 °C. Foram
realizadas quatro replicatas por experimento e os resultados dos testes foram submetidos a
analise estatistica PROBIT pelo programa Origin 8.0 (OriginLab, Northampton, MA), para
determinar a dose letal a 50% da populagdo, DLso. Como controle negativo foi usado agua
declorada, solucdo de B-CD e a solugdo de DMSO 1%.

Nos testes com larvas no estadio L1 foram adotados os cuidados preconizados por
Silva, Silva e Lira (1998), ou seja, manuseadas apenas larvas com tegumento escuro e capsula

cefalica bem visivel.’
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3.6.1.3. Avaliacao da atividade larvicida frente ao estadio L4 de larvas do mosquito Aedes
aegypti.

A avaliacdo da atividade larvicida dos compostos foi realizada pelo método
recomendado pela Organizacdo Mundial de Satide, com adaptagdes.®®

Quantidades equimolares do composto puro e seu respectivo composto de inclusdo
foram pesadas e diluidas em solu¢do de DMSO obtendo uma solucéo estoque. A partir desta
solucéo foram realizadas dilui¢cbes dando origem as soluc@es de trabalho. Em seguida, 20 larvas
no estadio L4 de desenvolvimento do Aedes aegypti foram transferidas com o auxilio da pipeta
de Pasteur para um baldo volumétrico e o volume ajustado para 50 mL com &gua.
Posteriormente, o material foi transferido para um béquer de 250 mL e adicionados 50 mL de
solucdo do composto em concentracdes definidas para um volume final de 100 mL gerando as
concentracgdes teste (100 uM, 10 uM, 1 uM, 0,1 uM; 0,01 uM e 0,001uM em DMSO 1%).
Apdbs 24h e 48h de exposicdo das larvas ao tratamento, o numero de larvas mortas foi registrado
sendo consideradas mortas aquelas que ndo apresentaram movimento ou ndo responderam aos
estimulos externos. O experimento foi realizado a 28 °C, em trés dias independentes e com trés
replicatas por experimento. Os resultados dos testes foram submetidos & anélise estatistica
PROBIT pelo programa Origin 8.0 (OriginLab, Northampton, MA), para determinar a dose
letal a 50% da populagéo, DLso. Os graficos de mortalidade x concentra¢do foram construidos
no programa GraphPad Prism 5.0. Como controle positivo foi usado o novaluron e negativo
agua e a solucdo de DMSO 1%. Os dados do teste foram utilizados somente quando durante a
realizacdo do teste menos que 10% das larvas se tornaram pupas e a mortalidade no controle

foi inferior a 20% atendendo assim, as recomendagdes preconizadas pela literatura.®®

3.6.2 Ensaio de citotoxicidade

3.6.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos frente a fibroblastos WI26VA4 pelo
Método MTT.

Os testes de atividade citotdxica foram realizados no Departamento de Bioquimica e
Imunologia da UFMG.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com compostos selecionados utilizando-
se linhagens de células de fibroblastos WI26VVA4 enriquecidas com meio de cultura EMEM.
As células foram cultivadas para a replicacdo e apos atingirem uma confluéncia adequada,

foram colocadas em placas de 96 pocos (5.10% células). As células foram mantidas durante
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48h a 37 °C em uma atmosfera contendo 5% CO2, com meio de cultura EMEM suplementado
com bicarbonato de sddio, L-glutamina e 10% (v/v) de soro fetal bovino estéril. Em seguida,
cada composto foi adicionado a microplaca contendo as céelulas, em concentracfes variadas
entre 0,001-500 uM, de modo a obter em um volume final de 100 pL. Em seguida, as
microplacas foram novamente incubadas durante 48h a 37 °C em uma atmosfera contendo 5%
CO.. O MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil)-2H-tetrazolio) foi utilizado para
determinar a viabilidade celular. Foram realizadas 4 replicatas em 2 experimentos
independentes. Os resultados foram plotados de acordo com a porcentagem da viabilidade
celular x concentragdo molar da amostra, utilizando-se o software GraphPad Prism 6.0, sendo

determinados os valores de 1Cs.1®
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Diagrama de solubilidade de fase

A solubilidade de uma substancia é a sua quantidade maxima de dissolucdo em
determinado volume de solvente a uma dada temperatura.®®%* Um dos efeitos mais relatados
nos estudos de complexos com CDs é a melhora na solubilidade, o que pode ser avaliado se
recriarmos o diagrama de solubilidade de fase das moléculas hospedes na presenca de CD a

uma dada temperatura.

Para a obtencdo do diagrama de solubilidade as concentracdes das moléculas hdspedes
foram determinadas por leituras do sobrenadante no espectrofotdmetro de UV-Vis, apds
centrifugacdo e filtracdo. Este método baseia-se na medicdo da absorbancia maxima a um
comprimento de onda que caracteriza a substancia com adequacdo nas condicGes

operacionais.*%

Os primeiros métodos para identificar as avermectinas fizeram uso da sua absor¢édo na
regido do ultravioleta. Segundo Fink, as avermectinas séo caracterizadas por intensa absorcéo
de luz ultravioleta, ndo sdo altamente fluorescentes e ndo existem efeitos significativos de

solventes em seu espectro de absorgo. 103104

As avermectinas, devido ao dieno conjugado (ligacdes olefinicas entre os carbonos 8
e 9 e carbonos 9 e 10) e a presenca de insaturaces conjugadas com &tomos de oxigénio, podem
estabelecer dois tipos de transicdes, as transicGes de elétrons n (ndo ligantes) dos atomos de
oxigénio ou 1 (das duplas ligagdes) para o estado excitado m*, essas transi¢Oes sdo altamente
energéticas e tanto a IVER quanto a EPRI absorvem fortemente a 245 nm e possuem uma

absortividade molar de mais de 30 000 L.mol*.cm102-104

Se compararmos os perfis obtidos no presente trabalho, com o diagrama de solubilidade
de fase desenvolvido por Higuchi e Connors® podemos avaliar a influéncia da concentragio da
CD naestabilidade do complexo formado. Segundo Higuchi e Connors, os complexos formados

podem assumir trés tipos de perfis (Figura 17):

o Perfil A, quando o complexo de inclusdo formado é mais solGvel que a molécula livre;
esse perfil pode ser subdivido em: AL, quando a solubilidade do hospede aumenta linearmente
com a concentracdo de ciclodextrina; Ap, a solubilidade sofre um desvio positivo indicando que

mais de uma molécula de ciclodextrina estd envolvida na complexacgdo; e An, a solubilidade
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sofre um desvio negativo devido a contribuicdo significativa de interagOes soluto-solvente para

a complexacao;

o Perfil B, quando o complexo formado apresenta limitada solubilidade aquosa do que na
forma livre, esse perfil também pode ser subdivido em: Bs, quando ocorre um aumento inicial
da solubilidade seguido por uma regido onde a solubilidade ndo mais aumenta, devido a
formacéo de precipitado e posterior reducdo da solubilidade pela formacéo de complexo pouco
soluvel de estequiometria diferente daquela encontrada nas regifes crescente e constante; e B
no qual ndo ha aumento de solubilidade, indicado estabilizacdo inicial da solubilidade com

consequente reducdo da mesma devido a precipitacdo do complexo em agua.

o Perfil C, quando o complexo formado apresenta solubilidade inferior a molécula livre.
A A
P AL
[«b]
s
= An
=
=
o
w
So Bs
C B,
[CD]

Figura 17. Diagrama de solubilidade de Higuchi e Connors, adaptado por Denadai, 2005, onde So é a solubilidade
intriseca do héspede livre e AL, Ap, An, B), Bs e C sdo os possiveis perfis obtidos no experimento.

Nas Figuras 18 e 19 estdo apresentados os diagramas de solubilidade de fase das
moléculas hospedes na presenca de concentragdes crescentes de B-CD a 30 °C. Para a converséo
dos valores de absorbancia em concentracéo, foi aplicada a Lei de Lambert-Beer (equacéo 1),
utilizando os valores das absorbancias experimentais, o valor da absortividade molar () no

comprimento de onda de 245 nm e o valor do caminho 6tico da cubeta (1 cm).%
A=c¢.cl Equacgao 1
Onde:

A = absorbancia
¢ = absortividade molar
| = caminho 6tico da cubeta



33

(A) 407
a5

3,0 +
2,51

2,0

[IVER]/uM

1,5+

1,04

0,5 =

0,0 — T T T 1
0,0 15 3,0 4,5

| 6:0 | 7:5 | 9:0
[B-CD)/mM

T T T
105 12,0 135 150

Figura 18. Diagrama de solubilidade da ivermectina (IVER) em presenga de concentragdes crescentes de p-CD

a 30°C.
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Figura 19. Diagrama de solubilidade da eprinomectina (EPRI) em presenga de concentracdes crescentes de p-CD

a 30°C.
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No experimento envolvendo a IVER, foi observado que com a adi¢ao de B-CD ocorre
inicialmente uma reducdo na solubilidade pela formagdo do complexo. Isso indica que a
contribuic¢ao hidrofébica da molécula de IVER supera a contribuigao hidrofilica da f-CD. Num
segundo momento, o aumento da concentragdo de B-CD leva a um aumento na solubilidade que
nédo chega a superar o valor de solubilidade da IVER livre. Ao compararmos a Figura 18 com
o diagrama de Higuchi e Connors, foi observado que este sistema apresenta um perfil complexo,
ndo se encaixando exatamente em nenhum dos perfis ali apresentados, embora assemelhe-se
mais ao perfil do tipo C, que apresenta solubilidade inferior a molécula livre.

Para EPRI foi observado a um perfil do tipo A, em que a solubilidade dos complexos
é superior ao da molécula livre, mostrando que a complexagdo com a 3-CD pode promover um
aumento da solubilidade para a EPRI que pode chegar até proximo de nove vezes o valor da
solubilidade inicial. Esse efeito na solubilidade dos compostos em presenca de B-CD
geralmente é observado para complexos de incluséo. %107

Considerando as curvas AL, que sdo de primeira ordem em relacdo a ciclodextrina, e
considerando complexos do tipo hospede: ciclodextrina, cuja estequiometria foi determinada
por ITC (1:1), é possivel calcular uma constante de equilibrio usando a equacédo 2, na qual a
constante esta relacionada com os valores dos coeficientes angular e linear da curva de

solubilidade.*?

m KSOm

Coef.angular = ——
f 9 1+KS™

Equacéo 2
Coef.linear = §,

Onde:

m = indice estequiométrico

K = constante de equilibrio

So = solubilidade do composto hospede

A partir do resultado obtido, com a utilizagdo da equacdo 3 é possivel determinar a energia de
Gibbs padrdo de interacdo (AG°).*2

AG®° = —RTInK Equacéo 3
Onde:
AGP° = energia livre de Gibbs
R = constante dos gases ideais
T = Temperatura em Kelvin

K = constante de equilibrio
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Na Tabela 5 estdo apresentados os valores de K e AG° calculados a partir do experimento de

solubilidade e os valores obtido por ITC.

Tabela 5. Valores termodinamicos (K e AG®) calculados pelo experimento de solubilidade e obtidos por titulacéo

calorimétrica isotérmica.

Composto

Dados calculados

Determinados por ITC

K

AG° (kJ.mol?)

K

AG° (kJ.mol?)

EPRI-B-CD

1420

- 17,937

1060 + 71

-17,306

Apesar de existirem vérios fatores que podem contribuir para propagacgéo de incertezas

quando se determina propriedades termodinamicas através do experimento de solubilidade,*?

os valores determinados no presente trabalho sdo da mesma ordem de grandeza e apresentam o

mesmo sinal dos determinados por ITC. (Ver sessdao 4.2.2.1 - Titulacdo Calorimétrica

isotérmica (ITC)).
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4.2. Caracterizagdo dos Complexos de Incluséo
4.2.1. Anélises no Estado Solido
4.2.1.1. Espectroscopia de absorcao no Infravermelho (1V)

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma ferramenta importante na
caracterizagdo dos complexos de inclusdo no estado solido. Quando moléculas interagem para
formar complexos de incluséo podem ocorrer alteragdes no momento de dipolo das ligagbes ou
grupos funcionais destas moléculas. Essas alteracbes podem provocar aumento ou reducédo de
bandas, restricdo ou intensificacdo do movimento vibratorio que se reflete no espectro de IV
como deslocamento, reducdo ou supressdo das bandas. 310

Na Figura 20 estdo apresentados os espectros de infravermelho da f-CD, IVER, MM
e seu complexo de inclusdo (IVER-B-CD) na regido de 4000 a 400 cm™. Na Tabela 6 estdo
apresentadas as principais bandas observadas para a 3-CD, IVER, MM e IVER-B-CD.

.
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Figura 20. Espectro de infravermelho da ivermectina (IVER), B-ciclodextrina (B-CD), mistura mecéanica (MM) e
complexo de incluséo (IVER-B-CD) na regido 4000 a 400 em KBr.

Na mistura mecénica ndo ocorreram mudancas significativas nas posi¢fes das
principais bandas observadas para a IVER e a 3-CD isoladas (Tabela 6), sendo que o perfil
observado é justificado pela sobreposicdo das bandas oriundas da IVER e da B-CD (Figura 20).

No composto de incluséo (IVER-B-CD) mudancas significativas ocorrem no perfil das
bandas no espectro de infravermelho, tais como: afinamento da banda de p-CD a 3401 cm™?

(referente as hidroxilas), devido a formacdo de um novo padrdo de ligacbes de hidrogénio;
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atenuacdo e deslocamento das bandas a 1735 cm™, 1678 cm™ e 1635 cm™ atribuidas a ligacéo

C=0 e ao estiramento de alcenos conjugados (vC=C) da IVER e a intensificacdo e mudanca no

perfil das bandas na regido de 1200 a 900 cm™ associadas p-CD. Geralmente alteracdes,

principalmente nas vibracGes caracteristicas do grupo C=0, sdo observadas na complexacéo e

indicam uma modificacdo no ambiente eletronico do grupo C=0, sugerindo a existéncia de

interacGes entre o grupo carbonila e grupos hidroxilas presentes nas CDs.1% Todas essas

alteracdes sugerem que o complexo foi realmente formado.

Tabela 6: Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho de p-CD, ivermectina (IVER), mistura
mecénica (MM) e complexo de inclusdo (IVER-B-CD).

AtribuicGes*

NUmero de ondas (cm-1)

IVER B-CD MM IVER-$-CD
v(O-H) 3480 3380 3440 3401
v(C-H), CH; e CHs 2965; 2933 2925 2965; 2933 2931
vass(C=0), carbonila do macrociclo. 1735 - 1735 1713
3(OH); vC=C-C=C, sobreposicao 1678, 1635 - 1678 1683
30-H, &gua de hidratacéo - 1647 1640 1637
dass (C-H), 8(C-OH) 1454,1380 1400-1300 1453, 1382 1453, 1375
V(C-0O-C), vass(C-O-C) 1341-1000 - 1341-1000 1339-1000
Macrociclo v(C-O-C) 1197 ¢ 1183 - 1198, 1183 1197, 1155
Vibragao do anel piranose (acoplamento (O- ) 1158, 1028 1158, 1027 1158, 1030

C-H), 3(C-O-H), 8(C-C-H)

*atribuicdes feitas com base em estudo relatado na literatura. 10110

Na Figura 21 estdo apresentados os espectros de infravermelho da f-CD, EPRI, MM e

seu complexo de inclusdo (EPRI-B-CD) na regido de 4000 a 400 cm™. Na Tabela 7 estdo

apresentadas as principais bandas observadas para a -CD, EPRI, MM e complexo EPRI-B-CD.
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Figura 21. Espectro de infravermelho da eprinomectina (EPRI), B-ciclodextrina (B-CD), mistura mecénica de
(MM) e composto de inclusdo (EPRI-B-CD) na regido 4000 a 400 em KBr.

Tabela 7: Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho de B-CD, eprinomectina (EPRI), mistura
mecanica (MM) e complexo de inclusdo (EPRI-B-CD).

Atribuicbes*

NUmero de ondas (cm-1)

EPRI p-CD MM EPRI-B-CD
v(O-H), acoplamento v(N-H) , v(O-H) 3457 3380 3393 3404
v(C-H), CH; e CHs 2969;2933 2925 2965;2932 | 2961, 2931
vass(C=0), carbonila do macrociclo. 1735 - 1738 1740, 1710
v(C=0), caracteristica de amidas secundérias 1659, 1544 - 1658,1544 -
80-H, 4gua de hidratagdo - 1647 - 1637
Sass (C-H), 5(C-OH) 1455,1377 1400-1300 | 1453,1375 | 1453, 1375
V(C-0-C), vass(C-0-C) 1341-1072 - 1340-1078 1336-1000
C-N alifatico 1272,1161 - 1271, 1159 1263, 1159
Macrociclo v(C-O-C) 1161 - - -
Vibragao do anel piranose (acoplamento (O-
C-H), 8(C-0O-H), 8(C-C-H) 1158, 1028 1159, 1029 1159, 1029

*atribuicdes feitas com base em estudo relatado na literatura. 10410

Em relagdo aos espectros da EPRI, na MM n&o foram observadas mudancas

significativas nas posigdes das principais bandas relacionadas a EPRI ¢ a B-CD isoladas

(Tabela 7), sendo que o perfil observado é justificado pela sobreposicéo das bandas oriundas

da EPRI e da B-CD (Figura 21).
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Jano complexo de incluséo (EPRI-B-CD) mudancas significativas ocorrem no perfil das
bandas no espectro de infravermelho, tais como: afinamento da banda de B-CD a 3404 cm™
(referente ao acoplamento da vibragBes v(N-H) , v(O-H)), atribuido a formacdo de um novo
padrdo de ligaces de hidrogénio; atenuacio e deslocamento das bandas a 1735 cm™, 1658 cm-
! correspondente a vibragbes da ligagdo C=0; o desaparecimento da banda a 1545 cm™; a
atenuacgdo das bandas da EPRI a 1300-1100 cm™ e a mudanca no perfil e posicdes de bandas
na regido de 1200 a 900 cm™* associadas a p-CD.

Essas alterac6es nos perfis dos espectros de IV dos compostos sugerem a formacéo dos

complexos de inclusdo no estado solido.

4.2.1.2. Anélise Termogravimétrica (TGA) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

Através da analise termogravimeétrica e da analise térmica diferencial podemos avaliar
a estabilidade térmica dos complexos de inclusdo e compara-los com seus precursores. Este
tipo de avaliacdo € importante visto que a complexacdo pode causar modificacdes nas
propriedades térmicas dos precursores, como alteracdes nas temperaturas de evaporacéo, fuséo,

sublimagc&o, decomposicéo, oxidacao ou reducdo e outros. 38111

Na Figura 22 estdo apresentadas as curvas TG/DTG e DTA e na Tabela 8 estéo
apresentados 0s eventos térmicos para 0os compostos B-CD, IVER, MM e IVER-B-CD.

Em relagdo ao perfil térmico das ciclodextrinas é relatado que as a-CD e y-CD anidras
mostram picos exotérmicos a 152 °C e 167 °C, respectivamente. A a-CD e B-CD hidratadas
mostram picos endotérmicos largos, representando uma perda de agua correspondente as
moléculas de agua de hidratagdo. As B-CD e y-CDs comportam-se similarmente dando picos
indiferenciados, os quais se iniciam a 30 °C e 50 °C, respectivamente. Para a o-CD sdo
observados trés picos endotérmicos que presumivelmente refletem a 4gua hidratada e adsorvida
as quais possuem diferentes energias. Estes picos aparecem a 80 °C, 106 °C e 129 °C.47%

A curva TG para a B-CD apresenta uma perda de 14,8% em massa, na faixa de
30-110 °C, atribuida a saida das moléculas de agua que se encontram presentes na cavidade e
nos espacos intersticiais da p-CD. A B-CD segue estavel até ~260°C, quando ocorre a sua fuséo
acompanhada de decomposicéo entre 270-350 °C.112113 A partir de 350 °C seguem sucessivos
eventos de decomposicdo até 640 °C, com a completa calcinagdo do composto.!** Na curva
DTA, observa-se um pico endotérmico com Tmax a 95 °C, atribuido a desidratacdo. Um segundo

pico endotérmico entre 250 a 380 °C (Tmax = 340 °C), atribuido & decomposicao e fusdo da
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B-CD.M° Apos esse evento, foram observadas sucessivas etapas de decomposicio, a calcinagio

é finalizada, quando n&o se observa variagdo de massa ou de poténcia térmica.!2
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Figura 22. Curvas de TG (A); DTG (B) e DTA (C) da B-CD, IVER, MM e IVER-B-CD, em N,



Tabela 8. Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos para a B-CD, IVER, sua mistura mecénica e o complexo IVER-B-CD.

4

TG/DTG DTA
Composto Eventos o Eventos o
Am (%) Atribuigdo Atribuicéo
Ti | Ts | Tmax Ti Tt Tmax
30 | 110 | 87,1 14,8 Perda de moléculas de agua. 30 135 93 Processo endotérmico de desidratagéo.
B-CD 262 | 350 | 331 72,7 L 252 382 340 Processos endotérmicos de fuséo e decomposicéo em
Decomposicéo. .
350 | 640 460 12,5 384 640 555 sucessivas etapas da f3-CD.
Volatilizagdo de solventes residuais de sintese, geralmente Pico endotérmico discreto atribuido a volatilizagao de
145 | 168 157 52 140 189 164
dimetilformamida e etanol. solventes e fuséo da IVER.
193 | 280 220 10,6 192 250 219
IVER Processos endotérmicos de decomposicdo da IVER em
280 | 330 316 48,3 250 335 319 . o o
Estagios maltiplos de decomposicao. etapas sucessivas (cristalizagdo, carbonizagao).
330 | 427 370 24,5 335 683 625
427 | 647 538 11,4 - - -
30 93 82 6,0 Perda de moléculas de agua. 30 128 87 Processo endotérmico de desidratagéo.
o Processo endotérmico atribuido a volatilizagéo de solventes e
153 | 173 160 25 Volatilizacdo de solventes 140 198 165
fuséo da IVER.
Processo endotérmico de decomposi¢do da IVER e inicio de
MM 247 | 320 311 35 224 322 304 )
decomposigdo da B-CD.
Decomposigao da mistura mecanica.
320 | 449 | 332 40.2 322 | 351 332 Processos endotérmicos de decomposicao das moléculas de
449 | 635 574 16,3 355 608 487 IVER e de B-CD em etapas sucessivas.
- - - - - 608 700 673
30 93 73 9,5 Perda de moléculas de agua. 30 129 78 Processo endotérmico de desidratago.
232 | 310 289 29,1 221 300 284
Processos endotérmicos atribuidos a decomposicéo do
IVER - B-CD 310 | 352 327 37,2 300 389 339
Estégios multiplos de decomposicdo do complexo. complexo.
352 | 698 | 433 18,8 382 700 668
Residual de 5,4%

Legenda:Ti - temperatura inicial do evento, Tf - temperatura final do evento, Tmax - temperatura onde ha a maxima perda de massa (DTG) ou maximo fluxo de calor (DTA).
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Nas curvas TGA/DTG da IVER foi observado um evento de perda de massa (Am =
5,2%) entre 145-168 °C, atribuido a dessolvatacdo de solventes residuais de sintese, geralmente
etanol e dimetilformamida (78 °C e 164 °C).}® Em seguida, foi observado outro evento de
perda de massa entre 193 °C a 280 °C, atribuido ao inicio da decomposicdo da amostra. Apds
este evento, sucessivas perdas de massa foram observadas até a sua completa decomposicéo.
Na curva de DTA da IVER, foi observado um primeiro evento endotérmico entre 140 °C a 189
°C, com méxima temperatura em 164 °C, atribuido a dessolvatacéo de solventes residuais que
ocorre juntamente com o evento relacionado a fusdo (150-160 °C). Em seguida, outro evento
endotérmico foi observado entre 192-250 °C (Tmax =~ 219 °C), atribuido ao inicio da
decomposic¢do. Outros eventos endotérmicos foram ainda observados (ver Tabela 8 acima) e
atribuidos as sucessivas etapas de decomposicao da molécula.

Nas curvas TGA/DTG e DTA da MM, foram observados os eventos de desidratacao,
atribuidos a B-CD, e a volatilizacdo dos solventes residuais*'® da IVER, bem como o pico
endotérmico com maximo a 165 °C atribuido a dessolvatacdo seguida de fusdo da IVER. Na
MM, os compostos sao estaveis até a temperatura de 247 °C quando entdo inicia-se sucessivas
etapas de decomposicdo das moléculas. O primeiro evento de decomposi¢cdo na MM ocorreu a
uma temperatura maior que na molécula de IVER livre. Isso pode ser atribuido a solubilizacéo
da B-CD pela IVER ap0s a sua fusdo, o que leva a formacéo de interacfes intermoleculares
entre as mesmas e consequentemente mudancas no perfil térmico da MM.

Nas curvas TGA/DTG e DTA do complexo IVER-B-CD, quatro observacdes
importantes foram identificadas, sendo elas:

1) A faixa de temperatura de desidratacdo da -CD & menor no complexo comparado com
a ciclodextrina pura, indicando interacbes mais fracas com as moléculas de agua
presentes em virtude da complexagéo.

2) Na curva de DTA o primeiro evento endotérmico que ocorre entre 140-189 °C,
atribuido a dessolvatacdo da IVER néo foi observado no complexo, mostrando que o
processo de sintese remove residuos de solvente.

3) Tanto na MM quanto no composto de inclusao, a -CD inicia sua decomposi¢do a uma
temperatura mais baixa, em virtude das novas interagdes formadas.

4) Na curva TGA, a perda de massa, atribuida ao evento de decomposic¢édo da IVER que
ocorre entre 192-280 °C ndo foi observado no complexo, mostrando um perfil térmico

diferente da substancia livre e sugerindo aumento da estabilidade térmica do composto.
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Na Figura 23 (A, B e C) estdo apresentadas as curvas de TGA/DTG e DTA para 0s
compostos B-CD, EPRI, MM e EPRI-B-CD enquanto que na Tabela 9 estd apresentado o
resumo dos principais eventos térmicos.

Nas curvas de TGA/DTG e DTA da EPRI foi observado um perfil de decomposicao
em sucessivas etapas (ver Tabela 9). A desidratacdo da amostra ocorre até a temperatura de
95 °C. O primeiro evento de decomposicdo ocorre entre 227-341 °C, sendo ele responsavel pela
maior perda de massa da EPRI (Am = 63,1%).

Nas curvas TGA/DTG da MM, a primeira perda de massa, entre 30-106°C (Tmax =
71,3 °C), ¢é associada a desidratacdo, sendo muito proxima aquela observada para desidratacdo
da B-CD livre. A MM permaneceu estavel até a temperatura de 270 °C. Esse aumento na
temperatura de inicio do primeiro evento de decomposicao em relacdo a de EPRI livre indica a
interacdo entre 0s compostos durante a decomposicao.

Em relacdo a EPRI-B-CD, o evento de desidratacdo foi observado entre 30-95,5 °C
(Tmax = 61 °C), uma faixa de temperatura bem inferior a observada na f-CD livre, mas proxima
a observada na EPRI livre. Ainda no complexo, a interacdo entre EPRI e a B-CD fez com que
a decomposicdo da EPRI-B-CD ocorresse a uma temperatura intermediaria a observada para as
espécies livres, inferior a observada para a -CD livre e superior a observada para 0 composto
puro. &3

Destacamos ainda que em nenhum dos casos ocorre a sobreposi¢cdo das curvas
TGA/DTG e DTA das MM’s e dos complexos de inclusdo, indicando que existe diferengas
significativas em relacdo as interacBes intermoleculares estabelecidas nas nanocomposicdes
quando comparadas a mistura fisica. Todas as alteracGes observadas tanto nos experimentos de
IV quanto nos experimentos térmicos indicam a interagéo entre os compostos no estado sélido,

sugerindo a formac&o dos complexos.
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Figura 23. Curvas de TG (A); DTG (B) e DTA (C) da -CD, EPRI, MM e EPRI-B-CD, em N,



Tabela 9. Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos para a B-CD, EPRI, sua mistura mecanica e o complexo EPRI-B-CD.
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TG/DTG DTA
Composto Eventos o Eventos o
Am (%) Atribuigdo Atribuicéo
Ti | Te | Tmax Ti Tt Tmax
30 | 110 | 87,1 14,8 Perda de moléculas de agua. 30 135 93 Processo endotérmico de desidratagéo.
B-CD 262 | 350 331 72,7 . 252 382 340 Processos endotérmicos de decomposicdo e fusdo com pico
Decomposicéo. .
350 | 640 460 12,5 384 640 555 caracteristico atribuido a fusdo da molécula de 3-CD.
30 95 68 8,1 Perda de moléculas de agua. 30 136 67,5 Processo endotérmico de desidratagéo.
EPR 227 | 341 301 63,1 145 333 307 Processos endotérmicos atribuidos a fusdo e etapas de
341 | 400 367 12,0 Estagios maltiplos de decomposicgao. 333 656 599 decomposicéo.
400 | 614 | 601 16,8 - - - -
30 | 106 | 71,3 11,7 Perda de moléculas de agua. 30 141 89 Processo endotérmico de desidratagéo.
270 | 323 305 16,0 Decomposicao da EPRI e inicio decomposigéo da 3-CD. 145 310 302 Processo endotérmico atribuido a fusio/decomposigéo EPRI.
MM
325 | 353 330 52 310 359 334 Processos endotérmicos associados a fusdo da molécula de B-
Decomposi¢do da mistura mecénica.
353 | 669 | 502 20,3 359 | 671 590 | CD seguido de decomposicdo da mistura mecanica.
30 | 955 61 10,6 Perda de moléculas de agua. 30 125 65 Processo endotérmico de desidratacéo.
252 | 315 | 291 339 229 261 246,5
Processo endotérmico de decomposicdo do complexo.
EPRI_ p-CD 315 | 350 334 32,6 Estagios multiplos de decomposicdo do complexo. 261 295 280
350 | 687 530 22,6 295 391 343 Pico endotérmico associado a fusdo das moléculas de 3-CD.
Processos endotérmicos associados a sucessivas etapas de
- - - - - 391 | 522 471 _ o )
decomposigdo do complexo (cristalizagdo, carbonizagao).

Legenda:Ti - temperatura inicial do evento, Tf - temperatura final do evento, Tmax - temperatura onde ha a maxima perda de massa (DTG) ou maximo fluxo de calor (DTA).
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4.2.2.  Andlises em Solugdo/Suspenséo

4.2.2.1. Titulacdo Calorimétrica isotérmica (ITC)

A técnica de titulacdo calorimetrica isotérmica (ITC) que baseia-se ha medi¢édo do calor
liberado ou absorvido durante a interacdo entre duas moléculas tem sido amplamente utilizada
na determinacgdo de varios processos moleculares em solucéo. Ela é potencialmente valiosa na
caracterizacdo de complexos de inclusdo por permitir a determinacdo da estequiometria de
complexacdo (N), da constante de associacdo (K) e da variacdo de entalpia (AH). Além disso,
0s parametros como entropia (AS) e energia livre de gibbs (AG) do processo podem ser
calculados a partir do emprego de equacOes termodindmicas e dos dados obtidos no

experimento de ITC 4357117122

Na Figura 24 estéo apresentadas as curvas de titulacdo da IVER (A) e da EPRI (B) em
B-CD ap6s a subtragdo da curva de diluicdo.*® Na Tabela 10 estdo apresentados os valores

termodinamicos de interacdo das avermectinas com a -CD.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Al . Model: OneSites 1B ] Model: OneSites
0121 N = 1.18 + 0.0239 Sites 1 %7 ° N = 1.04 +0.0250
- K = 1700 + 145 4 1 K =1060  71.0
| s | AHO=+1472:4318Caimol || %1 T, AHO = +127.2 + 4.3 Calimol
0,10+ u - ] \.
1 .| TAS® = +4561.7 Cal/mol 1 o7l \ TASC = +4263.5 Cal/mol
1 \ 1 077
2 " | AG° =-44145 Cal/mol = ] L\ AGP = -4136.3 Cal/mol
S | - ] 8 1 o ]
£0,08 \ 1 0,06 " :
b " 1e ] . ]
o L.\ o \\
g ] g 0,05 \ ]
5006 13 | .
3 §0,04{ ", .
OI 1 oI.— 4 \\.“-
<047 <70,03 ]
] 0,02 AN .
0,02 - 8 .
] l-;;.\\ ] ] ii,\_ - 1
. " 1 o014 , i in R- ] ]
| = IVER30MMinp-CD2mM = | ] Ep“fo m'}’_‘ inp-CD2mM = 1
0,00 Nonlinear fitting 1 gogl_oniinear Itting ]
T T T T T T T T T T T T T ’ T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
[IVER]/[p-CD] [EPRIJ/[3-CD]

Figura 24. Titulagdo calorimétrica da IVER (A) e da EPRI (B) a 30 mM em DMSO: H,0 (90 :10) em solugdo de
B-CD 2 mM em DMSO: H,0 (90: 10): curva final ap6s subtracéo da curva de titulagdo do solvente.



47

Tabela 10. Pardmetros termodindmicos de interacdo da ivermectina e eprinomectina com a B-CD, onde TAS
(Termo entrdpico da interacdo) a 298,15 K.

Composto N K AG° (kJ.mol?) | AHO (kJ.mol?) | TAS® (kJ.mol?)
IVER- 3-CD 1,18 + 0,02 1700 + 145 -18,470 0,616 + 0,02 19,086
EPRI-B-CD 1,04 + 0,03 1060 = 71 -17,306 0,532 + 0,02 17,838

Nos dois sistemas, o valor de N é aproximadamente igual a 1, demonstrando que a
estequiometria mais favoravel para os sistemas foi 1:1. 1sso era de se esperar pelo fato de que
as moléculas sdo muito semelhantes. Em ambos os casos o0s processos de complexacéo foram
espontaneos (AG° < 0), endotérmicos (AH® > 0) e favorecidos pela entropia (TAS® > 0). Valores
positivos de entalpia sugerem quebra de ligacGes em agregados moleculares ou estruturas de
solvatacao. Os valores positivos para a componente entropica foram atribuidos a ocorréncia de
interacdes de natureza hidrofdbica, ou seja, na dessolvatacao dos precursores com concomitante
ganho de graus de liberdade rotacional e translacional por parte das moléculas
dessolvatadas.*?%123

Em relacdo as constantes de equilibrio, os valores obtidos foram da mesma ordem de
grandeza para as duas espécies (10%), corroborando a hipétese de que as interagdes nos dois
sistemas sdo semelhantes devido a similaridade estrutural dos compostos. Valores de constante
de afinidade desta magnitude s&o considerados moderados se comparados com outros sistemas
e similares ao encontrado na literatura para compostos de incluso.?"*?4 Todavia, o maior valor
de K obtido para o complexo IVER-B-CD, indica uma maior interagdo da f-CD com esta
molécula. Essa diferenca entre os dois sistemas pode estar relacionada a auséncia da ligacdo
dupla e do grupo acetilamino na molécula de IVER. Tal diferenga pode contribuir para uma
maior hidrofobicidade da IVER em relacdo a molécula de EPRI, favorecendo uma maior
afinidade com a B-CD em solugéo.

Esses dados indicam que a estequiometria 1:1 foi a mais favorecida o que justificou a
preparacdo dos complexos com esta estequiometria. Alem disso 0s parametros termodindmicos
obtidos sdo compativeis com de outros complexos de inclusdo relacionados na

literatura, 43101125
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4.2.2.1. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma poderosa ferramenta
utilizada na caracterizacéo estrutural de moléculas, tanto em solucéo, quanto no estado solido.
Esta técnica € capaz de fornecer parametros relacionados a disposicdo espacial de grupos

funcionais de moléculas ou complexos, bem como dados relativos a dindmica molecular.4363126

Na formagdo de um complexo entre a ciclodextrina e a molécula hospede, vérias
interacdes intermoleculares sdo estabelecidas de modo a definir a topologia dos complexos e,
consequentemente, a estabilidade. Dentre as forcas intermoleculares usualmente envolvidas, as
de curta distancia como dipolo induzido, dipolo-dipolo, ion-dipolo e ligagdes de hidrogénio;
que por sua vez sdo baseadas em interacfes de campos eletromagnéticos (provenientes dos
nacleos e dos elétrons), sdo consideradas as maiores responsaveis pela estabilidade dos

complexos de inclusdo.

O estabelecimento dessas interacdes leva a mudancas na distribuicdo eletronica sobre
0s nucleos dos grupos funcionais envolvidos e, consequentemente, altera 0 momento magnético
nuclear resultante sobre estes ndcleos. Isto é refletido no espectro de RMN como uma variagéo
do deslocamento quimico, alteracio no perfil do sinal ou nas suas intensidades.%3%6 Além disso,
interacdes intermoleculares sdo conhecidas por causarem aproximagdes entre grupos funcionais
de moléculas. Tal aproximagao produz uma transferéncia de energia eletromagnética entre os
nacleos envolvidos de tal forma que, quando esses nicleos se encontram a uma distancia de até
5 A no espaco, podem ser detectadas pela técnica de RMN conhecida por ROESY (Rotating

frame Overhauser Enhancement Spectroscopy).

Nas Figuras 25 e 26 estdo apresentados os espectros de RMN de 'H da B-CD, IVER
e do complexo IVER-B-CD e da 3-CD, EPRI e do complexo EPRI-B-CD, respectivamente.

Em funcdo da complexidade estrutural das moléculas de IVER e EPRI, a atribuicdo
dos sinais de RMN de *H das moléculas livres e nos complexos foram realizadas com base na
analise conjunta de espectros uni- (RMN de 'H) e bidimensional (ROESY) e dados da
literatura.®51%":128 Os valores de deslocamentos quimicos assim como as atribuicdes dos sinais
sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12. Todos os sinais de hidrogénios atribuidos apresentaram

valores de deslocamentos quimicos condizentes com a estrutura quimica das moléculas.

No espectro de RMN de *H da B-CD obtido em DMSO-ds a 400 MHz (Figuras 25A
ou 26A) todos os sinais referentes aos hidrogénios foram observados e estdo de acordo com

dados da literatura’®® A B-CD, sendo um oligdbmero simétrico de 7 unidades idénticas,
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apresentou sinais referentes aos hidrogénios 1-6 como se fosse de um mondmero
glicopiranosidico. O hidrogénio 1 apresenta um dubleto em & = 4,82. Os sinais para 0s
hidrogénios 3, 5 e 6 apresentaram-se sobrepostos na regido entre & ~ 3,54 a 3,68. Os sinais para
os hidrogénios 2 e 4 apresentaram-se sobrepostos na regido entre & ~ 3,29 a 3,36. Em relacéo
aos hidrogénios das hidroxilas, observa-se dois singletos em & = 5,67 € 5,72 e um tripleto em &

= 4,46 referentes aos hidrogénios ligadas aos oxigénios dos carbonos 2, 3 e 6, respectivamente.
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Figura 25. Espectros de RMN de 'H de B-CD (A), IVER-B-CD (B) e IVER (C) em DMSO-ds 400 MHz.



A | H1

OH-6
H2,H4

\ \ \ \ \ \
ppm (t1)

Figura 26. Espectros de RMN de *H de B-CD (A), EPRI-B-CD (B) e EPRI (C) em DMSO-ds 400 MHz.
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Tabela 11. AtribuigBes e deslocamentos quimicos de hidrogénio da ivermectina livre e de IVER-B-CD.

S IVER IVER-B-CD A
Atribuicdes (6 em ppm) (6 em ppm) (6 complexo - & livre)
2 —CH 3,03 (g, J=2,4 Hz) 3,02 (apq, J=2,4 Hz) -0,01
3 —CH 5,30, s 532, s 0,02
4a —CHs 1,71, s 1,70, s -0,01
5 —CH 4,34 (t,J=5,1 Hz) 4,0-3,98, m -
5a —OH 2,26-2,13, m 2,26-2,12, m -

6 —CH 5,03, d (J=6,0 Hz) 5,06 (d, J= 6,0 Hz) 0,03
7 —CH2 4,56 (dd, J=14,2; 2,0 Hz) 4,55 (dd, J=14,8; 2,0 Hz) -0,01
4.45 (dd, J=14,6; 2,0 Hz) 4,44 (dd, J=14,8 e 2,0 Hz) -0,01
8a —OH 4.06, s 4,08, s 0,02
9 —CH 5,72 (dt, J=11,6; 2,0; 1,6 Hz) 5,75-5,68, m -
10 —CH 5,88 (dd, J=15,0; 11,6 Hz) 5,87 (dd, J=14,8; 11,6 Hz) -0,01
11 —CH 5,58 (dd, J=15,0; 9,6 Hz) 5,57 (dd, J=14,8; 9,6 Hz) -0,01
12 —CH 2,63, m 2,62, m -
12a —CHs 1,09 (d, J= 7,0 Hz) 1,08 (d, J= 7,0 Hz) -0,01
13 —CH 3,90, s largo 3,90, s largo -
14a —CHs 1,48, s 1,47,s -0,01
15 —CH 5,12 (ap t, J= 6,0 Hz) 5,11 (ap t, J= 8,0 Hz) -0,01
16 —CHz 2,26-2,13, m 2,26-2,12, m -
17 —CH 3,79-3,72, m 3,78-3,71, m -
18 —CHz 1,56-1,50, m 1,56-1,48 -
0,77-0,71, m obs 0,76-0,70, m obs -
19 —CH 4,79, m 4,77, m -
20 —CH2 2,26-2,13, m 2,26-2,12, m -
1,82 (dd, J=12,2; 4,4 Hz) 1,80 (dd, J=11,2; 4,4 Hz) -0,02
22 —CH: 1,58-1,49, m 1,57-1,49, m -
23 —CHz 1,45-1,36, m 1,45-1,39, m -
24 —CH 2,26-2,13, m 2,26-2,12, m -
24a —CHs 0,75 (d, J=5,2 Hz) 0,74 (d, J=5,2 Hz) -0,01
25 —CH 3,66-3,51, m 3,68 (d, J=6,4 Hz) -
26 —CH 1,45-1,36, m 1,56-1,48, m -
26a —CHs 0,82 (d, J=6.4) 0,81 (d, J=6,8 Hz) -0,01
27 —CH2 1,45-1,36, m 1,45-1,39, m -
1,31 (dd, J=14,0, 7,0 Hz) 1,30 (dd, J=14,0; 7,0 Hz) -0,01
28 —CHs 0,90 (t,J=7,5H2) 0,90 (t, J=7,5Hz) -
I —CH 5,22 (d, J=4,0 Hz) 5,21 (d, J=1,2 Hz) -0,01
2 —CH2 1,45-1,36, m 1,45-1,39, m -
3 —CH 3,66-3,51, m 3,69-3,50, m obs -
3a’ —OCH3 3,30, s 3,40-3,27, m -
4 —CH 3,11 (t,J=9,0 Hz) 3,11 (t, J=9,0 Hz) -
5 —CH 3,79-3,72, m 3,78-3,71, m -
6 —CHs 1,17 (d, J= 6,2 Hz) 1,17 (d, J=6,2 Hz) -
1” —CH 5,23 (d, J=1,6 Hz) 5,23 (d, J=1,6 Hz) -
27 —CH2 1,45-1,36, m 1.45-1.39, m -
37 —CH 3,66-3,51, m obs 3,69-3,50, m obs -
3a” —OCHs 3,32, s 3,40-3,27, m -
4 —CH 4,71 (d, J=3,2 Hz) 4,70 (d, J=4,0 Hz) -0,01
57 —CH 4,65 (d, J=8,0 Hz) 4,68, s 0,03
6 —CHs 1,12 (ap t, J= 6,2 Hz) 1,12 (d, J=6,2 Hz) -
4a” —OH 2,89 (dt, J=9,0; 5,5 Hz) 2,88 (dt, J=9,0; 6,0 Hz) -0,01
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Tabela 12. AtribuigBes e deslocamentos quimicos de hidrogénio da eprinomectina livre e de EPRI-B-CD.

53

A
b EPRI EPRI-B-CD ,
Atribuices (8 em ppm) (6 em ppm) (8 complexo - & livre)
2 —CH 3,03 (dd, J=4.59, 2.31 Hz) 3,02 (dd, J = 4,48; 2,27 Hz) -0,01
3 —CH 531,s 5,33,s 0,02
4a —CHs 1,70, s 1,70, s -
5 —CH 4,27 (dd, J = 10,41; 3,18 Hz) 4,27 (dd, J = 10,65; 3,46 Hz) -
5a —OH 2,26-2,15, m 2,27-2,14, m -
6 —CH 3,94 (d, J =75 Hz) 3,94 (d,J =75 Hz) -
7 —CH> 4,57 (dd, J = 14,63; 1,43 Hz) 4,56 (dd, J = 14,57; 1,77 Hz) -0,01
4,45 (dd, J = 15,03; 1,02 Hz) 4,50-4,41, m -
8a —OH 4,06, s 4,07, s 0,01
9 —CH 5,75 (dt, J =9,30; 2,06 Hz) 5,78-5,67, m -
10 —CH 5,88 (dd, J =14,84; 11,41 Hz) 5,88 (dd, J = 14,98; 11,47 Hz) -
11 —CH 5,61 (dd, J = 14,88; 9,5 Hz) 5,61 (dd, J = 14,98; 9,64 Hz) -
12 —CH 2,63 (ddd, J=9,5; 7,0; 2,8 Hz) 2,68-2,57, m -
12a —CHs 1,09 (d, J=7,0 Hz) 1,08 (d, J = 6,85 Hz) -0,01
13 —CH 3,90, s 3,89, s -0,01
1l4a  —CHs 1,48, s 147,s -0,01
15 —CH 5,16-5,09, m 5,16-5,09, m -
16 —CHz2 2,26-2,15, m 2,27-2,14, m -
17 —CH 3,82 (d, J = 8,50 Hz) 3,81 (dd, J=8,51; 4,45 Hz) -0,01
18 —CHz2 1,87-1,72, m 1,87-1,71, m -
0,84-0,72, m 0,84-0,70, m -
19 —CH 4,83 (ddd, J = 16,02; 11,35; 4,62 Hz) 4,88-4,77, m -
20 —CH 2,11 (dd, J = 11,85; 3,73 Hz) 2,10 (dd, J = 12,60; 4,81 Hz) -0,01
1,52 (dd, J = 13,26; 7,41 Hz) 1,52 (dd, J = 13,15; 7,60 Hz) -
22 —CH 5,70 (dd, J = 9,90, 1,52 Hz) 5,78-5,67, m -
23 —CH 5,52 (dd, J = 9,88, 2,48 Hz) 5,52 (dd, J = 9,93; 2,50 Hz) -
24 —CH 3,54 (dd, J = 8,26; 4,92 Hz) 3,70-3,49, m -
24a  —CHs 0,86 (d, J = 5,25 Hz) 0,85 (d, J = 4,88 Hz) -0,01
25 —CH 3,40 (d, J =9,95 Hz) 3,40 (d, J=1,34 Hz) -
26 —CH 1,87-1,72, m 1,87-1,71, m -
26a —CHs 0,88 (d, J =4,83 Hz) 0,87 (d, J = 4,47 Hz) -0,01
27 —CH2 1,40 (dd, J = 13,82; 6,89 Hz) 1,40 (dd, J = 13,80; 7,10 Hz) -
1,31 (t,J=11,48; 11,48 Hz) 1,31 (t,J=11,51; 11,51 Hz) -
28 —CHs 0,90 (t, J =7,48; 7,48 Hz) 0,90 (t,J =7,43; 7,43 Hz) -
I —CH 5,26 (d, J = 3,65 Hz) 5,26 (d, J = 3,82 Hz) -
2’ —CH2 3,17 (d, J =4,33 Hz) 3,16 (d, J = 5,25 Hz) -0,01
1,61 (dd, J = 13,98; 7,05 Hz) 1,60 (dd, J = 14,14; 7,29 Hz) -0,01
3’ —CH 3,59 (dd, J = 10,81; 4,91 Hz) 3,70-3,49, m -
3a’ —OCH3 3,31, s 3,30, s -0,01
4’ —CH 3,12 (t,J=8,91; 8,91 Hz) 3,11 (t,J =8,99; 8,99 Hz) -0,01
5 —CH 3,76 (td, J = 15,49; 6,18; 6,18 Hz) 3,76 (dd, J =9,37; 6,09 Hz)
6 —CHs 1,18 (d, J = 6,20 Hz) 1,17 (d, J = 6,27 Hz) -0,01
1”7 —CH 5,23 (d, J = 1,50 Hz) 5,22 (d, J = 1,58 Hz) -0,01
27 —CHz2 2,26-2,15, m 2,27-2,14, m -
1,87-1,72, m 1,87-1,71, m -
3” —CH 3,60 (d, J=5,24 Hz) 3,70-3,50, m -
3a”> —OCHs 3,19, s 3,19, s -
4  —CH 4,70 (d, J = 2,96 Hz) 4,70 (d, J = 2,14 Hz) -
5 —CH 4,65 (d, J=8,32 Hz) 4,67,s 0,02
6> —CHs 0,97 (d, J = 6,40 Hz) 0,96 (d, J = 6,41 Hz) -0,01
77 —NH 7,51 (d, J = 10,05 Hz) 7,54 (d, J = 10,05 Hz) 0,03
9” —CHzs 1,89, s 1,89, s -
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No estudo da complexacédo entre as avermectinas (IVER e EPRI) e a 3-CD por RMN,
foram avaliados inicialmente os deslocamentos dos sinais referentes aos hidrogénios da 3-CD
na forma livre e no complexo. Essa estratégia foi utilizada considerando a maior complexidade
e a grande sobreposi¢do de sinais observados nos espectros das avermectinas em relagcdo aos
sinais observados para a B-CD. Na Tabela 13 estdo apresentados os deslocamentos quimicos

atribuidos aos hidrogénios da 3-CD livre e nos complexos IVER-B-CD e EPRI-3-CD

Tabela 13. Deslocamentos quimicos de hidrogénios (8H ppm) da B-CD, na molécula livre e nos complexos IVER-
B-CD e EPRI-B-CD obtidos em DMSO-d6, 400 MHz, e a variagdo do deslocamento (AS8) dos sinais de *H da -
CD nos respectivos complexos.

Atribuicges (gpgra) COMPLEXO (3ppm)
IVER-B-CD AG EPRI- p-CD AS
1 —CH | 482 (d, =32 Hz) | 4,82 (d, J=36 H2) - 4,82 (d, =35 H2) -
2 —CH | 3,36-3,29, m 3,32-3,27, m - 3,35-3,27, m -
2a | —OH |572,s 5,74 (d, 1=6,8 H2) 002 | 574(d,=69Hz) | 002
3 —CH | 3,68-3,54, m 3,69-3,50, m - 3,69-3,54, m -
3a | —OH | 5675 5,69 (d, J=2,4 Hz) 002 | 569(dJ=24Hz) | 002
—CH | 3,36-3,29, m 3,32-3,27, m - 3,35-3,27, m -
—CH 3,68-3,54, m 3,69-3,50, m - 3,69-3,54, m -
—CH:2 | 3,68-3,54, m 3,69-3,50, m - 3,69-3,54, m -
6a | —OH | 446 (1, =52 Hz) | 4,48 (t, J=5,6 Hz) 002 | 448(1J=56Hz) | 002

Multiplicidade do sinal: s - singleto d - dubleto t- tripleto m — multipleto. J — constante de acoplamento.

Nos espectros de RMN de *H dos complexos foram observadas significativas variacoes
no deslocamento quimico dos hidrogénios OH-3 e OH-2 localizados na face externa da 3-CD,
e do hidrogénio OH-6 presente no lado mais estreito da cavidade da molécula. Os valores
obtidos foram condizentes com os apresentados em outros estudos de complexagéo.?*132 Em
ambos os complexos, as variagcbes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da p-CD
ocorreram de forma similar, corroborando a hipdtese de que a interagdes entre a 3-CD e as
avermectinas sejam semelhantes, conforme ja citado anteriormente nos dados de ITC. Os
deslocamentos observados, principalmente com as hidroxilas externas da B-CD, sugerem o
estabelecimento de ligacdes de hidrogénio intermoleculares, confirmando a presenca de
associacdes supramoleculares.

N&o foi possivel determinar a variagdo de deslocamento dos sinais referentes aos
hidrogénios 3 e 5 da 3-CD, devido a sobreposi¢do desses sinais com sinais de hidrogénios das
avermectinas. Esses sinais seriam importantes para confirmar a incluséo, pois esses hidrogénios
se localizam na cavidade da B-CD. No entanto, com base na variacdo de deslocamento
observada para varios hidrogénios das avermectinas nos complexos, principalmente de

hidrogénios presentes no anel benzofuranico, sugerimos a possibilidade de ocorrer a incluséo
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dessa parte da molécula a cavidade da ciclodextrina. Além disso, os grupos dissacarideos
presentes nas avermectinas possuem grande mobilidade rotacional, possibilitando a sua
interacdo com a face externa da B-CD. Isso poderia explicar os deslocamentos dos sinais de
hidrogénio nos complexos como um todo, pela inclusdo e associacdo externa desses grupos

com as hidroxilas da 3-CD.

Nas Figuras 27 e 28 estdo apresentadas regides selecionadas dos mapas de contorno
de ROESY para IVER-B-CD e EPRI-B-CD. Foram identificadas correlagdes entre o0s
hidrogénios OH-2 e OH-3 da B-CD e o hidrogénio 8a (OH) pertencente a IVER e a EPRI,
confirmando a interacdo entre as moléculas, sugerindo novamente o estabelecimento de
ligacGes de hidrogénio e a formacao dos complexos supramoleculares. Outras correlacfes nao
puderam ser observadas devido a preexisténcia de fortes correlagcdes nas moléculas livres na

mesma regido onde deveriam aparecer as correlacdes provenientes da complexacao.

H8a

H3, H6, H5

IVER B-CD

H-3

B-CD
OH-3

OH-2

— 8.0

T T T T T T T T T T

ppm (t2)

Figura 27. Regido selecionada do mapa de contorno ROESY de IVER-B-CD em DMSO-dg 400 MHz.
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Figura 28. Regido selecionada do mapa de contorno ROESY de EPRI-3-CD em DMSO-dg 400 MHz.

Considerando as informacdes obtidas neste experimento, apresentamos na Figura 29,
as propostas de incluséo para os dois sistemas.

A, ¥

R1-Bla=Et
R1-Blb =Me

Figura 29. Proposta de interacdes das moléculas de EPRI (A) e IVER (B) com a B-CD.
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4.2.2.2. Anélise por Fotometria de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e
Potencial Zeta (ZP)

A carga liquida na superficie de particulas em suspenséo afeta a distribuicdo de ions na
sua vizinhanca formando uma dupla camada elétrica na interface da particula com o liquido,
em presenca de um campo elétrico aplicado, os ions e particulas mais fortemente ligados a
superficie da particula se movem como uma unidade, e o potencial no plano de cizalhamento

entre essa unidade e o meio circulante € conhecido como Potencial Zeta ().

Na Figura 30 estdo apresentados os graficos de potencial zeta (PZ) em funcéo da
concentracdo crescente de IVER (A) e de EPRI (B) livres e complexados com 3-CD.
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Figura 30. Distribuigdo de valores de potencial zeta em funcéo da concentracdo de IVER (A) e EPRI (B) e seus
respectivos complexos B-CD. Temperatura: 25 °C, angulo de espalhamento: 173 °, DDP: 40 V

No estudo de nanocompostos em suspensdo, a avaliagdo do Potencial Zeta é
especialmente importante para a determinacao da estabilidade coloidal. Valores altos de PZ
refletem uma alta concentracdo de carga na superficie e, consequentemente, maior repulsdo
entre as particulas e menor tendéncia de coalescéncia. Além disso, quando a intensidade das
forcas repulsivas € maior do que a intensidade da forca gravitacional sobre as particulas, elas
se mantém estaveis. Na pratica, isso é observado quando os valores de ZP séo superiores + 30

mvV 109

A partir dos graficos de PZ (Figura 30), os valores médios de PZ para a IVER foram
observados entre -5 a -16 para 0 composto puro e valores entre -5 a -10 mV para o complexo,
e para a EPRI os valores de PZ foram de -6 a -20 mV para o composto puro e de -8 a 18 mV
para o complexo. Esses baixos valores de PZ evidenciam a tendéncia de ambos os sistemas
para a agregacdo. Isso era de certo modo esperado, j& que 0S compostos apresentaram

baixissima solubilidade no ambiente aquoso.
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A determinagdo do tamanho das particulas é essencial para entendermos o
comportamento coloidal de compostos pouco sollveis em agua. A andlise por espalhamento
dindmico de luz (DLS, do inglés, dynamic light scattering) é uma técnica capaz de determinar
o tamanho de particulas em coloide, baseando-se na relacdo entre o tamanho da particula e sua
velocidade devido ao seu movimento browniano, utilizando a relagio de Stokes-Einstein.** O
didmetro hidrodinamico (Dh) da particula em suspensdo é o parametro fisico-quimico obtido
por esse experimento. No presente trabalho, as medidas de Dh foram realizadas com o objetivo
de avaliar o tamanho das nanoestruturas e a formacao de nanoprecipitados hidrofébicos quando

as moléculas na forma livre ou em complexo dissolvidas em DMSO sdo diluidas em agua.

Na Figura 31 estdo apresentados os graficos com os valores de Dh em fungdo da
concentracdo de IVER (A) e de EPRI (B) e seus respectivos complexos com -CD.
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Figura 31. Distribuigdo de tax:l]ﬁ: de particulas em suspensdo em funcdo da concentragdo de IVER (A) e de
EPRI (B) e seus respectivos complexos com B-CD. Temperatura: 25 °C, angulo de espalhamento: 90 °.

A partir dos gréaficos de Dy versus concentracdo de avermectina livre ou complexada,
pode-se observar menores valores de tamanho de particula para as nanocomposicoes
(IVER/BCD —97 a170 nm e EPRI/BCD — 115 a 170 nm) em comparagdo com as avermectinas
livres (IVER — 185 a 500 nm e EPRI — 140 a 180 nm). Isto se d& pelo fato de que os
nanoprecipitados formados por compostos de inclusdo apresentam maior capacidade de
interagirem com a agua do que 0s compostos puros, devido a presenca das hidroxilas das
ciclodextrinas. Esta maior afinidade com o solvente contribui para uma menor tendéncia de

coalescéncia, agregacdo e crescimento de particula.'*®

Para ambos os sistemas, foi observado também que com a complexagdo ocorre uma
menor taxa de variagdo do Dn com a concentragdo de avermectina, sugerindo um aumento da
estabilidade coloidal com a incluséo. Contudo, a variagdo do tamanho de particulas da EPRI

livre foi muito menor com o aumento da concentragéo, fazendo com que a variagao de tamanho
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do complexo ndo seja tdo significativa. Além disso, a solubilidade da IVER é menor do que a
EPRI (ver sessdo 4.1 — Solubilidade) o que pode estar associado a formacdo de agregados

moleculares com menores tamanho de particulas.

Em todos os sistemas (IVER, IVER-B-CD, EPRI e EPRI-B-CD) o aumento da
concentracdo dos compostos em suspensdo leva a um aumento no valor de Dy. Isso acontece
em virtude da reducdo gradativa da solubilidade dos compostos com 0 aumento da

concentracao.

No geral, valores entre 50 e 300 nm s&o encontrados para nanoparticulas utilizadas na
area farmacéutica. 138 139 140:141 O efejto da redugdo de tamanho na presenca de B-CD reflete
no aumento da area superficial da particula e maior exposicdo de atomos na superficie

possibilitando uma maior diversidade de interacdes e adesio a estruturas bioldgicas.3!

4.2.2.3. Solubilizacao

A curva de solubilizacéo relaciona a quantidade de composto dissolvido em funcéo do
tempo.*® No caso dos complexos de incluséo tais curvas podem ser Uteis para avaliarmos o
perfil de liberacdo do composto no meio. Nas Figuras 32 e 33 estdo apresentadas as curvas de
solubilizacdo de IVER, EPRI e seus respectivos complexos de inclusdo com B-CD em funcéo

do tempo a 30 °C.
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Figura 32. Curvas de solubilizacdo de IVER e seu complexos de inclusdo com B-CD em &gua a 30 °C.
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Figura 33. Curvas de solubilizacdo de EPRI e seu complexos de inclusdo com p-CD em &gua a 30°C.

Em ambos os casos, foi evidente o aumento da concentragdo de avermectina na presenca
de B-CD. Essa maior quantidade dissolvida na presenca de 3-CD pode estar relacionada a maior
capacidade de interagdo dos compostos com o0 ambiente aquoso, devido a presenca da 3-CD.

Além disso, outro fator que pode estar relacionado ao aumento da dissolugdo seria a
técnica utilizada para o preparo dos complexos, pois 0s complexos preparados pela técnica de
liofilizacdo geralmente apresentam maior velocidade de dissolucdo que os preparados por
outras técnicas. Na liofilizacdo as caracteristicas de cristalinidade podem ser alteradas e o estado
amorfo altamente energético geralmente obtido para o complexo e moléculas ndo complexadas,
podem refletir no aumento da velocidade de solubilizagdo.'*87>"7 Qutro fator seria que a
formacdo do complexo de inclusdo levaria a uma diminuicdo na tensdo interfacial o que
facilitaria a dissolucdo,*3® bem como promoveria a formacdo de agregados menores, com
menores valores de Dy, visto que os complexos apresentam valores de PZ entre 0 e 30 mV.

Desta forma, a dissolucdo mais rapida dos complexos comparado com 0s compostos
puros pode ser crucial para alcancar uma absorcdo mais rapida do inseticida pelo organismo

alvo e, consequentemente, um inicio mais rapido de sua acdo.
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4.3. Ensaios bioldgicos

4.3.1. Avaliacdo da toxicidade frente aos estadios L1 e L4 de larvas do mosquito Aedes
aegypti.

Pridgeon et. al. propds um método répido para a avaliacdo de potenciais compostos
com atividade larvicida utilizando larvas de mosquitos no primeiro estadio de desenvolvimento.
Além de possibilitar o teste de um grande nimero de compostos em diversas concentragoes,
com uma pequena quantidade de larvas (5 larvas por teste), o uso de larvas de 1° estadio reduz
o0 tempo, o trabalho e os cuidados necessarios para criar as larvas de estadios mais avangados;
conforme preconizados por outras metodologias.® Apesar de ser possivel utilizarmos qualquer
estadio larval na avaliacdo da toxicidade de novos compostos, a Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS) recomenda a realizacdo do teste nos estadios L3 ou L4. 1sso porque essas formas sao
mais resistentes que as formas mais jovens (L1 e L2) e as pupas ndo se alimentam, portanto,
n&o ingerem os compostos.t® Nesse trabalho foi avaliado a atividade larvicida nos estadios L1
e L4 afim de verificarmos a relacdo da toxicidade dos compostos com o estadio de
desenvolvimento.

Na Tabela 14 estdo apresentados os valores de dose letal a 50% das larvas (DLso) em
uM e ppm para IVER, EPRI e seus complexos de inclusdo (IVER-B-CD e EPRI-B-CD) ap6s
24h de exposigdo. Os valores de DLso foram obtidos a partir das curvas de dose resposta dos
compostos (% mortalidade x concentracdo das composicdes avaliadas) disponiveis no material
suplementar. Para os controles agua declorada, solu¢do de B-CD na maior concentracdo
utilizada (100 uM) e DMSO 1% os valores de mortalidade foram de 2-7%, 5-10% e 6-9%,

respectivamente.

Tabela 14. Toxicidade da IVER, EPRI e seus respectivos complexos com -CD frente a larvas de Aedes aegypti
nos estadios L1 e L4 (os dados obtidos sdo médias de 9 replicatas).

DLso + desvio padrdo em pmol LY/ppm

COMPOSTOS L1 (24 h) L4 (24 h) L4 (48 h)
pmol Lt ppm pmol L1t ppm pmol L1 ppm
IVER 0,016 + 0,002 0,014 £ 0,002 0,262 0,016 0229+0,014 | 0,118+0,028 | 0,103 0,025
IVER-B-CD 0,025 + 0,003 0,051 + 0,005 0,401 + 0,019 0,806 £0,039 | 0,188+0,024 | 0,379 0,047
EPRI 0,685 + 0,117 0,626 + 0,107 0,630 0,072 0576 +0,066 | 0,399+0,011 | 0,365 0,097

0,600 + 0,048 1,230 + 0,097 0,199 + 0,029 0,407+ 0,060 0,136 £ 0,015 0,278 £ 0,030

EPRI -B-CD




62

Todos os compostos apresentaram valores de DLso menores ou proximo de 1 ppm, o que
segundo Komalamisra et al**® e Geris et al,**! ¢ um indicativo de que eles apresentam alta
atividade larvicida. Esses valores sdo comparaveis ao do inseticida temefos, que apresentou
valores de DLso de 1,10 ppm em estudos realizados por Reegan et al.}*2 Em todos os casos nos
experimentos em L4, foi observado que a toxicidade esta relacionada com o tempo de exposi¢do
ao agente toxico, um comportamento tipico de compostos com acdo aguda. Além disso, foi
observado que a IVER e IVER-B-CD foi mais ativa no estadio L1 quando comparado ao EPRI
e EPRI -B-CD (mesma ordem de grandeza), o que deve estar relacionado a alta toxicidade da

IVER em relacdo as outras avermectinas.'#3

Para compararmos o efeito da incluséo sobre a atividade larvicida dos compostos,
devemos avaliar os valores de DLso em puM. Foi observado que em ambos os estadios larvais
(L1 e L4) IVER-B-CD apresentou maiores valores de DLso que IVER livre, ja EPRI -B-CD

apresentou menores valores de DLsg que EPRI livre.

Os dados apresentados demonstram que a estratégia de preparar os complexos de
inclusdo de avermectinas tem efeito sobre a atividade larvicida, e que o preparo do complexo

com EPRI levou a um aumento em sua toxicidade frente a larvas do Aedes aegypti.

4.3.2 Avaliacdo da atividade citotoxica frente a fibroblastos WI26VA4

No desenvolvimento de novos compostos faz-se necessario a realizagdo de
experimentos para avaliar possiveis efeitos toxicos dos compostos de inclusdo sobre as células
humanas. Assim, o objetivo da proposta atual é utilizar estudos de citotoxicidade “in vitro”
para obtermos conhecimento que nos possibilite inferir sobre a seguranca dessas novas
composicoes. Estudos de citotoxidade das avermectinas ja foram realizados por Molinari et
al,** em células de ovario de hamster (CHOk1) na avaliacdo de ivermectina e sua formulagéo
comercial (IVOMEC ©).

Nesse trabalho foi avaliado a atividade citotoxica dos compostos (livres e em complexo)
frente a fibroblastos WI26VA4. Na Tabela 15 estdo apresentados os valores de concentragdo
que inibe a viabilidade de 50% dessas células (ICso) de IVER, IVER-B-CD, EPRI e EPRI-B-
CD.



63

Tabela 15. Efeito citotdxico (ICso) de IVER, IVER-B-CD, EPRI e EPRI-B-CD em fibroblastos WI26VA4.

Composto ICsoem pM (intervalo de confianga de 95%o)
IVER 11,34 (9,84-13,08)

IVER-B-CD 10,79 (9,25-12,59)
EPRI 9,66 (8,69-10,75)

EPRI-B-CD 16,44 (14,48-18,67)

Neste experimento, os dados obtidos contra fibroblastos WI26VVA4 sugerem que todos
0s compostos apresentam potencial citotoxico. Assim como Molinari et al. que observou para
IVER e sua formulacdo comercial, efeitos citotoxicos nas células CHOk1 quando expostas a
concentragdes entre 25 a 250 uM, nossos resultados também confirmam a citotoxicidade das
avermectinas livres e complexadas quando avaliadas entre 1 a 500 M. A inclusdo de IVER em
B-CD ndo altera a toxicidade do composto, ja para a inclusdo de EPRI em B-CD foi observado
uma diminuicdo da citotoxidade. Neste caso, a estratégia de preparo do complexo de incluséo

EPRI-B-CD foi eficiente na reducéo da citotoxidade frente a fibroblastos.

Se comparamos os valores da Tabela 14 com a Tabela 15, foi observado que os valores
de DLso para a atividade larvicida sdo inferiores aos valores de ICso contra células de
fibroblastos. 1sso sugere que os compostos poderiam ser utilizados como agentes larvicidas
desde que sejam seguidas as recomendac@es ja preconizadas para 0 uso seguro dos compostos

da classe das avermectinas.'*
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Conclusodes

Neste trabalho tivemos sucesso na sintese e caracterizacdo dos complexos de incluséo

entre IVER e EPRI com B-CD. As principais informacdes obtidas durante a caracterizacéo estdo

descritas a seguir:

Através dos dados obtidos dos espectros de 1V e anélises térmicas para 0s compostos
foi possivel evidenciar a formacdo de interacfes intermoleculares que caracterizam a
formacéo dos sistemas supramoleculares no estado solido;

Através da comparacdo dos espectros de RMN de *H pdde-se observar variagdes nos
valores de deslocamento quimicos dos hidrogénios com a complexacéo, principalmente
de hidrogénios presentes no anel benzofuranico. Esses dados levaram a propor que a
complexacdo envolve esse anel e interacBes intermoleculares entre 0s grupos
dissacarideos presentes nas avermectinas com a -CD;

Através da titulacdo calorimétrica isotérmica foram determinados os parametros
termodindmicos das interacOes, sendo que: os valores de N foram proximos de 1 (1,18
para IVER-B-CD e 1,22 para EPRI-B-CD) indicando uma estequiometria de 1:1; as
constantes de associacdo assumiram valores moderados (1700 para IVER-B-CD e 1060
para EPRI-B-CD); e apenas a componente entrdpica foi determinante na espontaneidade
dos processos;

O complexo IVER-B-CD apresenta perfil de solubilidade proximo do tipo C, em que 0s
complexos apresentam menor solubilidade em relacdo a espécie livre; enquanto que o
complexo EPRI-B-CD apresenta maior solubilidade, exibindo diagrama do tipo A,

Os complexos IVER-B-CD e EPRI-B-CD possuem uma maior solubilizacéo
comparados com seus precursores, 0 que pode ser um fator importante no aumento da
biodisponibilidade do inseticida;

Os complexos apresentaram diametro hidrodinamico na faixa de concentragdes
estudadas com variagdes entre 97-170 nm para IVER-B-CD e 115-170 nm para EPRI-

B-CD, valores menores que das moléculas livres.

Com relagdo a avaliacdo da atividade bioldgica desses compostos, IVER-B-CD foi

menos potente que o precursor contra larvas do Aedes aegypti, enquanto que EPRI-B-CD

apresentou maior poténcia larvicida no estadio L4 apds 24 e 48h. Na avaliacdo da citotoxicidade
frente a fibroblastos WI26VVA4 foi observado que os compostos IVER, EPRI, IVER-B-CD e

EPRI-B-CD apresentaram valores de ICsp entre 9,66 e 16,44 uM demonstrando o potencial
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citotoxico dessa classe. O menor efeito citotoxico foi observado para EPRI-B-CD. As diferencas
estruturais entre a IVER e a EPRI s&o pouco significativas na modificagdo do perfil de
complexagdo com a 3-CD. Todavia, essas diferencas devem contribuir na melhoria da atividade

larvicida do complexo EPRI-B-CD e reducéo de sua toxicidade em fibroblastos WI26VA4.

Enfim, os dados das atividades larvicidas e citotoxicas obtidos neste trabalho demonstram
que a utilizacdo de compostos da classe das avermectinas podem levar ao desenvolvimento de
formulagBes com mecanismo de acdo diferente dos atualmente utilizados, e que a estratégia de
preparar o complexo de inclusdo com inseticidas dessa classe, pode ter um efeito positivo no

aumento da atividade larvicida, e reducédo da citotoxicidade.
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Apendice A - MATERIAL SUPLEMENTAR
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Figura S1. Porcentagem em mortalidade de larvas em funcéo da concentragéo de IVER e de seu complexo com

B-CD, avaliada ap0s 24 horas de tratamento.
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Figura S2. Porcentagem em mortalidade de larvas em funcdo da concentracdo de EPRI e de seu complexo com

B-CD, avaliada ap6s 24 horas de tratamento.
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Figura S5. Porcentagem em mortalidade de larvas em func¢éo da concentracdo de EPRI (A) e de seu complexo
com B-CD (B), avaliada ap6s 24 horas de tratamento.
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Figura S6. Porcentagem em mortalidade de larvas em funcéo da concentracdo de EPRI (A) e de seu complexo

com B-CD (B), avaliada apds 48 horas de tratamento.



