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RESUMO

Considerando-se a gravidade da leishmaniose enquanto antropozoonose em nivel mundial
(categoria | do Programa de Doencas Tropicais, referente a doengas emergentes e fora de
controle, segundo a Organizacdo Mundial da Saide) e no contexto nacional; a reemergéncia da
doenca devido a co-infeccdo Leishmania- HIV; e os quimioterapicos indicados para o
tratamento da doenca, que apesar de eficazes, sdo dotados de severos efeitos adversos,
justificam a busca por alternativas. Assim, foi objetivo deste trabalho investigar a utilizacdo dos
nanomateriais inorganicos Hidréxidos Duplos Lamelares (HDLs), sintetizados por co-
precipitacdo, como matrizes hospedeiras bidimensionais de Sblll e/ou quercetina para avaliacéo
de sua atividade leishmanicida. Os sistemas binarios (QUE-Sblll, Mg, Al HDL-QUE e Mg,
Al/Sb HDL-QUE) e ternério [HDL-(QUE-SbIII)] sdo sintetizados via solucao (co-precipitacao)
e caracterizados. Espectrofotometria UV-Vis permite a visualizagdo da interagdo entre a
quercetina e os metais do HDL por meio da observacdo de deslocamentos batocrémicos na
banda da quercetina, o que confirma a sua quelacdo com (semi-)metais e a consequente
formacao de novos produtos; assim como o aparecimento de fluorescéncia nos sistemas binarios
e ternario, ratificando a interacdo da quercetina com o0s (semi-)metais presentes. A
Espectrometria do Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR) sugere os sitios de
ligacGes metalicas na quercetina: carbonila das posi¢des C-3 e C-4 no sistema binario Mg, Al
HDL-QUE e no sistema ternario HDL-(QUE-SblII), e nos sistemas binarios QUE-Sblll e Mg,
Al HDL-QUE, adicionalmente a regido da carbonila, quelagcdo orto-fendlica do anel B na
molécula de quercetina. A Difracdo de Raios X (DRX) determina o0 sucesso nas sinteses dos
nanosistemas binarios e ternario tendo em vista a obtencdo de produtos com diferentes
cristalinidades, onde os farmacos leishmanicidas se associaram ao nanocarreador. Por fim, a
Termogravimetria (TG) tracou o perfil de degradacdo dos sistemas obtidos. Diante disto,
podemos confirmar a formacdo dos nanosistemas binarios e ternario sugeridos, e assim,
podemos afirmar que os produtos obtidos apresentam potencial aplicacdo ao tratamento da
leishmaniose; o que foi confirmado pela atividade leishmanicida in vitro, com destaque para
Mg, Al/Sb HDL-QUE e HDL-(QUE-SblII), que mostraram-se pouco toxicos para macréfagos

e boa atividade leishmanicida para promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi.

Palavras-chave: leishmaniose, quimioterapia, antiménio, quercetina, Hidréxidos Duplos

Lamelares.



ABSTRACT

Considering the severity of leishmaniasis as a world-wide anthropozoonosis (category | of the
Tropical Diseases Program, referring to emerging and out-of-control diseases, according to the
World Health Organization) and in the national context; the reemergence of the disease due to
Leishmania-HIV co-infection; and the chemotherapeutics indicated for the treatment of the
disease, which, although effective, are endowed with severe adverse effects, justify the search
for alternatives. The objective of this work was to investigate the use of inorganic nanomaterials
as Lamellar Double Hydroxides (HDLs), synthesized by co-precipitation, as two-dimensional
host matrices of Sblll and / or quercetin to evaluate their leishmanicidal activity. The binary
systems (QUE-SbIIIl, Mg, Al HDL-QUE and Mg, Al / Sb HDL-QUE) and ternary [HDL-
(QUE-SbIIN)] are synthesized via solution (co-precipitation) and characterized. UV-Vis
spectrophotometry allows visualization of the interaction between quercetin and the metals of
HDL by observing bathochromic shift in the quercetin band, which confirms its chelation with
(semi-) metals and the consequent formation of new products; as well as the appearance of
fluorescence in the binary and ternary systems, ratifying the interaction of quercetin with the
(semi-) metals present. Fourier Transform Infrared Spectrometry (FTIR) suggests the quercetin:
carbonyl metal bonding sites of positions C-3 and C-4 in the binary system Mg, Al HDL-QUE
and the ternary system HDL-(QUE-SblII); and in binary systems QUE-SblIl and Mg, Al HDL-
QUIE, in addition to the carbonyl region, ortho-phenolic chelation of the B-ring in the quercetin
molecule. X-Ray Diffraction (XRD) determines the success in the synthesis of binary and
ternary nanosystems in order to obtain products with different crystallinity, where the
leishmanicidal drugs have associated with the nanocarrier. Finally, the thermogravimetry (TG)
traced the degradation profile of the obtained systems. In view of this, we can confirm the
formation of the binary and ternary nanosystems suggested, and thus, we can affirm that the
obtained products present a potential application to the treatment of leishmaniasis; which was
confirmed by the in vitro leishmanicidal activity, with emphasis on Mg, Al / Sb HDL-QUE and
HDL- (QUE-SblIII), which showed little toxicity to macrophages and good leishmanicidal
activity for promastigotes of L. amazonensis and promastigotes of L. chagasi.

Key words: leishmaniasis, chemotherapy, antimony, quercetin, Layered Double Hydroxides.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa negligenciada mundialmente causada por
cerca de 20 espécies de um protozoério flagelado do género Leishmania, subdividido em
dois subgéneros distintos: L. (Leishmania) spp. e L. (Viannia) spp., da ordem
Kinetoplastida e da familia Tripanosomatidae (PEACOCK et al., 2007).

Em 2011, um estudo realizado pelo Ministério da Saude revelou que menos de
5% do financiamento mundial de inovacgdo para doencas negligenciadas foi investido
neste grupo de doencas parasitarias, ainda que mais de 500 milhdes de pessoas sejam
ameacadas pelas mesmas (MORAN et al., 2009). Provavelmente, esta € a justificativa
para a utilizacdo de farmacos de alta toxicidade, e muitas vezes, ineficazes na
quimioterapia da leishmaniose ha mais de 100 anos e que até hoje o conhecimento a
respeito dos seus mecanismos de toxicidade, de resisténcia e de acdo, visto a diversidade
de fenotipos de Leishmania, € escasso, e continuam sendo 0os medicamentos de primeira
escolha para o tratamento da doenca (LIMA et al., 2007; FREZARD et al., 2008;
CARVALHO et al., 2012).

Além dos graves efeitos adversos (SOARES-BEZERRA et al., 2004), os farmacos
disponiveis possuem elevado custo, demandam longo periodo de tratamento e a maioria
¢ administrado por via parenteral (MS, 2011). Devido a estes fatores, € comum o
abandono do tratamento pelos pacientes e 0 consequente aparecimento de cepas

resistentes, potencializando a problematica.

Diante disto, ocorre atual busca pelo desenvolvimento de sistemas de distribuicéo
de farmacos para o tratamento de doencas negligenciadas, baseados em nanotecnologia.
O que é uma via promissora, visto a capacidade de direcionar farmacos para as células
infectadas e o perfil de liberacdo prolongada que estes nanocarreadores apresentam
resultando em um contato por um periodo mais longo entre o farmaco e o parasito
(KHALIL et al., 2013).

A nanotecnologia tem se apresentado também como uma alternativa na reducgéo
de toxicidade e melhoramento da biodisponibilidade de farmacos, conferindo-lhes um
direcionamento do farmaco atraves da utilizacdo de nanocarreadores (BERGAYA e
LAGALY, 2001).
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Devido a auséncia de toxicidade celular, endocitose facilitada, facil sintese,
possibilidade de intercalacdo/adsorcdo de farmacos e baixo custo, os hidréxidos duplos
lamelares (HDLs) s&o nanomateriais promissores a serem utilizados como carreadores no
tratamento da leishmaniose (CUNHA et al, 2010).

Diante disto, verifica-se a necessidade de pesquisa no intuito de incrementar a
quimioterapia da doenga e melhorar a qualidade de vida do paciente. Neste estudo foi
proposta a associagdo da quercetina, substancia natural com atividade leishmanicida
comprovada e capacidade quelante, facilitando a complexagdo ao antiménio) ao Shlll
semi-metal de carga trivalente designado como responsavel pela atividade leishmanicida
(MARTINS, 2007) e de ambos ao nanocarreador Mg,Al HDL visando um sinergismo
entre os farmacos e a consequente reducao dos efeitos adversos inerentes ao antimonial,

visto que a utilizacdo da nanotecnologia atribui propriedades Unicas aos farmacos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 NANOTECNOLOGIA E SUAS APLICACOES

Nanotecnologia é a ciéncia emergente que se dedica ao estudo, pesquisa e
desenvolvimento de materiais associados a fendmenos fisicos, biofisicos e bioquimicos
na escala de aproximadamente 1 a 100nm (Figura 1), cuja proposta foi documentada em
1958 por R. Feynman (WHITESIDES, 2005; NIKALJE, 2015). Estes materiais sao
estudados em niveis atémico, molecular ou macromolecular com objetivo de
compreender tais fendbmenos e materiais em nanoescala, que é o principal apelo da
nanociéncia. Desta forma, torna-se possivel a criacdo, manipulacdo e utilizacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas que apresentam novas propriedades e funcdes devido
ao tamanho reduzido. Dentre estas novas propriedades e fungdes, estdo as elevadas
condutibilidade elétrica e eletrénica, menor condutibilidade térmica e caracteristicas de
deformacéo de temperatura mais altas em comparagéo com os equivalentes convencionais
de material a granel (SWEENEY, 2003; WHITESIDES, 2005).

Figura 1 - Escala nanométrica
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Fonte: Adaptado de Hoffman, 2017

Atualmente, potenciais aplicacdes da nanotecnologia encontram-se nas areas de
salde e medicina, eletrbnicos, transporte, energia e meio ambiente e exploragdo espacial
(NIKALJE, 2015). De acordo com Gleiter (2009), a nanotecnologia tem sido aplicada
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intensamente na terapia do cancer, rotulagem celular, sintese de materiais sélidos com
estruturas atdmicas ajustaveis e na investigacao dos limites da fisica quantica. Na area de
biociéncias e na medicina, a nanotecnologia estd sendo vastamente utilizada na
investigacdo de processos biolégicos que ocorrem em nivel molecular. Isto resulta na
permissao da obtencao de sensores, imagens moleculares e deteccdo precoce de doencas
(ADAMS e BARBANTE, 2013).

Nas Ciéncias Farmacéuticas, esta tecnologia é bastante utilizada na area de
sistemas de entrega de farmacos, nos quais, entre varias outras propriedades, torna
possivel a otimizacdo do estudo de pré-formulagbes, como o melhoramento da
solubilidade, por exemplo. Isto permite o desenvolvimento de sistemas de liberagéo de
farmacos, que apo6s administracdo, alcangcam propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas desejaveis, assim reduzindo os efeitos adversos de determinados
medicamentos, uma vez que o principio ativo é entregue em seu local de acédo e, desta
forma, reduzindo quantidade do farmaco utilizada, custo de tratamento e desconforto ao
paciente tratado (DEVALAPALLY et al.,, 2007; ADAMS e BARBANTE, 2013;
NIKALJE, 2015).

Cunha et al. (2010) e Zhao et al. (2010) demonstraram a utilizacdo de
nanomateriais e matrizes hospedeiras para o armazenamento e liberacdo prolongada de
produtos biologicamente ativos (denominados hospedes). O efeito sinérgico entre 0s
precursores (matriz hospedeira e hospede) resulta em um material com propriedades
fisico-quimicas Unicas, diferentes da matriz hospedeira e do hospede, podendo ser o

ultimo farmaco, horménio, agroquimico, etc.

Os nanomedicamentos, assim denominados os medicamentos que fazem uso de
nanotecnologia, sdo constituidos por particulas em nanoescala (nanoestruturas) ou por
moléculas que melhoram sua biodisponibilidade (CAVALCANTI et al., 2008). Dentre
eles podemos citar nanoesferas, nanocédpsulas, nanocristais, nanoemulsdes
(BARZEGAR-JALALI et al., 2008), que sdo vastamente utilizadas na &rea farmacéutica.

Os materiais em tamanho nanométrico adquirem novas propriedades, e algumas
vezes muito diferentes, devido a dimensdo, quando comparadas com a forma a granel
(LOGOTHETIDIS, 2012). Micelas, nanoemulsdes, nanotubos, nanoesferas, lipossomas,

dendrimeros, polimeros terapéuticos, nanoparticulas, nanocapsulas, nanoesferas e
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hidrogéis sdo exemplos de nanomateriais atualmente investigados na area farmacéutica
(FILIPPONI e SUTHERLAND, 2013).

Por isso, devido as novas propriedades adquiridas por estes materiais, as
interagBes entre 0s nanomateriais e as células, os animais, 0s seres humanos e 0 meio
ambiente tornaram-se complexas e, portanto, torna-se necessaria a investigacdo detalhada
destas interacGes para o melhor entendimento de como as propriedades dos nanomateriais
influenciam e, assim, determinam o impacto final dos nanomateriais sobre a salde e a
meio ambiente (ADAMS e BARBANTE, 2013).

Embora sejam ainda escassos 0s estudos de toxicidade, sabemos que as
nanoparticulas sdo mais propensas a interagir com células e com os varios componentes
bioldgicos, e se distribuir pelo organismo, o que aumenta suas chances de interagir com
outros componentes para induzir respostas inflamatérias e imunitarias (ADAMS e
BARBANTE, 2013). Portanto, a caracterizacdo detalhada dos nanomateriais produzidos

torna-se essencial.
2.2 ARGILAS LAMELARES: HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

De acordo com Richards (2009), os nanomateriais sdo organizados
estruturalmente em nanoescala, entre 1 e 100 nm. E classificados em conformidade com
0 tipo dessas estruturas: zero dimensional (0-D), unidimensional (1-D), bidimensional (2-
D) e tridimensional (3-D).

Os materiais classificados como 0-D devem possuir todas as dimensées inferiores
a 100 nm, e portanto, sao os “blocos de constru¢cao” mais simples. Dentre eles, podemos
citar os nanocristais e as nanoparticulas. Ja os materiais classificados como 1-D possuem
uma das dimensdes fora da escala nanométrica e por consequéncia, os materiais 2-D
possuem duas de suas dimensdes fora da escala nanométrica e os materiais 3-D sdo

formados pela agregacdo de moléculas, polimeros (RICHARDS, 2009).

Os Hidrdxidos Duplos Lamelares (HDLs) sdo nanoparticulas 2-D lamelares que
apresentam especial interesse entre 0s nanocompositos polimericos em geral, visto que
devido a sua estrutura lamelar, podem apresentar cargas superficiais capazes de interagir
com outras entidades que também possuem carga (SEOK e SOO-JIN, 2007; RICHARDS
2009), dentre elas, a absorcdo de anions organicos e inorganicos. Isto 0 que os torna

atraentes para as mais diversas aplicagdes tecnologicas em diferentes areas (OLFS et al.
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2009). Sédo utilizados com frequéncia como matrizes hospedeiras que armazenam ou
controlam a liberagdo de diversas espécies aniénicas no espaco interlamelar (CAVANI et
al., 1991).

Os Hidréxidos Duplos Lamelares (HDLs) constituem uma ampla familia de
solidos lamelares (RIVES, 2013), capazes de sofrer intercalacdo, adsorcéo ou esfoliagdo
(CUNHA et al., 2010). Este tipo de material inorganico, natural ou sintetizado, consiste
em um empilhamento de camadas positivamente carregadas, que necessitam ser
contrabalanceadas negativamente; podem apresentar em sua estrutura lamelar elementos
distintos (Figura 2) (CREPALDI e VALIM, 1998). Este nanomaterial possui
propriedades como alta capacidade de troca idnica e elevada area superficial, que Ihe s&o
conferidas devido a sua configuracdo estrutural (BASU et al., 2014; OLFS et al., 2009).

Figura 2 - Esquema da estrutura dos Hidroxidos Duplos Lamelares
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Fonte: Adaptado de BENICIO et al., 2015

Tais compositos, conhecidos popularmente como argilas, sdo encontrados com
facilidade na natureza e s&o conhecidos, academicamente, como silicatos lamelares ou
compostos tipo hidrotalcitas (argilas anidnicas ou argilas naturais). Possuem estrutura
semelhante & brucita, hidroxido de magnésio, Mg(OH)2 em que os 4&tomos de magnésio
estdo octaedricamente coordenados por grupos hidroxidos (SAN ROMAN et al., 2012).
Estes materiais, de forma geral, sdo terrosos, apresentam granulacdo fina, e, quando

umedecidos com agua, apresentam intumescimento (NEUMANN et al., 2000).

Séo representados pela formula geral [M12*M,3*(OH)2]P* (X™)pi - YH20, em que

M?* e M3 sdo os cations di- e trivalentes, respectivamente, que se encontram na posi¢o

21



octaédrica nas lamelas do HDL e X™ é o anion que permite a troca iénica (KHAN et al.,

2009), além de moléculas de &gua.

HDLs sdo ausentes de toxicidade e ricos em esmectitas; sendo que tais esmectitas
se diferenciam de acordo com a natureza da camada octaédrica (dioctaédrica ou
trioctaédrica). Outra caracteristica destes materiais € a apresentacdo de estrutura
cristalina, que é composta por atomos de oxigénio e grupamentos hidroxila coordenados
tetraedricamente ao Si** e ao AI®* (grupos tetraédricos) e octaedricamente ao AI**, Mg?*,
Fe3* e Fe?* (grupos octaédricos) (BRAGANCA, 2008).

Os grupos tetraédricos sdo ligados entre si formando folhas continuas
denominadas folhas tetraédricas, assim como 0s grupos octaédricos também estdo ligados
entre si, formando folhas octaédricas. Os arranjos dos atomos nas folhas tetraédricas e
octaédricas sdo tais que podem se ajustar entre si, formando camadas ou lamelas de
espessura nanometrica e assim originar uma série de aluminosilicatos (BRAGANCA,
2008).

A utilizagéo destas argilas lamelares em aplicagdes farmacéuticas vem crescendo
em funcdo da capacidade dos mesmos, através da formacdo de sistemas binérios tipo
intercalados ou esfoliados, de promover alteracao na(s) propriedade(s) inicial(is) de um
farmaco (BERGAYA e LAGALY, 2001).

Os HDLs sdo considerados nanoparticulas porque possuem uma das trés
dimensGes em escala manométrica (CAVANI et al., 1991). Estes materiais foram
sintetizados pela primeira vez em 1942 por Feitknetcht, baseando-se na precipitacdo
controlada de solucdes aquosas contendo cations metalicos com uma solucdo alcalina
(FEITKNECHT, 1942). Estes podem ser sintetizados em laboratério e segundo Crepaldi
e Valim (1998), o preparo pode ser realizado de diferentes métodos, sendo eles:
coprecipitacdo, também conhecido por método sal-base (onde o pH utilizado pode variar
ou ser constante), método sal-Oxido, sintese hidrotérmica e substituicdo do &nion
interlamelar (que parte de um precursor previamente preparado). A depender da rota de
sintese utilizada, uma variedade de ions pode se incorporar as lamelas (LIN et al., 2006;
PRASAD et al., 2011).

A carga positiva das lamelas pode ser neutralizada por uma série de anions ja
descritos em literatura, como exemplo, CI°, ClO4, AsO4*, NO3", F, SO4%, CO3s>, BOs¥,
HPOs> (MEYN et al., 1990; KAMEDA et al., 2006) e, portanto, resulta em elevada
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capacidade de modificacdo de sua composicao, gerando diferentes afinidades quimicas
nas camadas interlamelares quanto ao anion a ser intercalado e a quantidade de agua
presente na estrutura do composto produzido (REIS, 2009); visto que no processo de troca
ibnica, alguns ions sdo mais facilmente trocados que outros, ou seja, 0s trocadores i6nicos
sdo seletivos ou tém maior afinidade por determinado ion (SOUZA, 2008).

Caracteristicas como facilidade de manipulacdo de suas propriedades em uma
ampla faixa de composi¢cBes quimicas e baixo custo (CREPALDI e VALIN, 1998)
também garantem aos HDLs grande versatilidade nos mais diversos campos de aplicacdo
(BALSAMO et al., 2012; PRASAD et al., 2011), mas é a degradacdo em meio acido que
o torna um diferencial, em especial para a Tecnologia Farmacéutica. Os HDLs sdo os
unicos nanocarreadores inorganicos que ndo se acumulam no organismo devido a sua
alcalinidade e capacidade de lenta degradacdo em meio acido (pH 4-6), resultando em
ions, que deixam as células através de canais ibnicos. Desta forma, o HDL parece
apresentar um equilibrio favoravel entre estabilidade quimica e biodegradabilidade
(CUNHA et al., 2010).

Diante do exposto, propomos a utilizacdo do HDL como um carreador de
farmacos com o intuito de que realize a entrega especifica dos farmacos a ele associados,
pois o nanocarreador HDL desempenharia o papel facilitador dos hidratos de carbono no
processo de endocitose pelos macrofagos. Visto o baixo custo de sintese atribuido a este
nanomaterial e a possibilidade de transposicdo para escala industrial, tal tecnologia
apresenta aplicabilidade para o tratamento de doencas que acometem populacdes de baixa

renda.

2.3 LEISHMANIOSE

A leishmaniose € uma antropozoonose, pois acomete homens e animais,
ocasionada por parasitos do género Leishmania e é considerada potencialmente letal,
devido aos sinais e sintomas que sdo desenvolvidos com o curso da doenca, acrescido de
seu negligenciamento; por ser uma doenca que afeta, em sua maioria, populacdes de baixa
renda de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (DNDi, 2016; MOLOO,
POSTIGO, 2016).

A infeccdo, nos mamiferos, ocorre pela hematofagia de flebotomineos (Lutzomyia
longipalpis ou Lutzomyia cruzi, no Brasil) (Figura 3) fémeas infectadas: as formas

promastigotas sdo fagocitadas (por macrdfagos ou por outras células fagociticas
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mononucleares), estas formas se diferenciam em amastigotas, sofrem replicacdo,
promovendo a lise das células fagociticas e acometendo outras células. Os insetos se
infectam pela ingestdo (hematofagia) de células sanguineas infectadas. No intestino do
inseto, as amastigotas se diferenciam em promastigotas (Figura 4) e migram para a
probdscida do flebotomineo, favorecendo o inicio de um novo ciclo (Figura 5).
Atualmente mais de 20 espécies sdo infectados e as manifestacGes clinicas podem ser

tegumentares ou viscerais (OMS, 2016a).

Figura 3 - Inseto Lutzomyia, vetor da Leishmaniose
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Fonte: VIEIRA, 2012

Figura 4 — Leishmania — (A) Forma flagelada ou promastigota e (B) forma aflagelada ou

amastigota

Fonte: CORREA, R. (2012); Canine Vector-Borne Diseases (2016)
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Figura 5 - Ciclo de vida da Leishmaniose
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Fonte: Adaptado de VERMELHO et al, 2014

A leishmaniose tegumentar (Figura 6A), apesar de menos nociva (embora
atualmente seja caracterizada pela diversidade das apresentacdes clinicas e das espécies
causadoras da doenga) do que a forma visceral (acomete 6rgéos e tecidos internos, como
baco, figado, medula éssea e nddulos linfaticos), influencia psicosocialmente na vida do
paciente, pois provoca lesdes na pele, podendo causar deformacoes e estigmacéo social.
A forma visceral (Figura 6B), também conhecida como Calazar, pode provocar febre,
esplenomegalia, hepatomegalia, distencdo abdominal e dor; por consequéncia de
possiveis infeccbes secundarias, anemia grave ou faléncia dos ¢rgdos, visto o
comprometimento do baco e figado, pode causar 6bito do paciente. E por isto esta Gltima
é considerada a forma mais grave da doenca, principalmente se ndo houver tratamento
adequado (SVS/MS, 2015).

25



Figura 6 - Sinais caracteristicos das leishmanioses: (A) Ulceras caracteristicas da
leishmaniose cutanea e mucosa; (B) hepatoesplenomegalia caracteristica da leishmaniose

visceral em estado avancado

Fonte: OMS, 2017

No Brasil, 0 acometimento tegumentar tem sido descrito por sete espécies de
Leishmania, das quais algumas causam sindromes peculiares associadas a fendmenos
imunopatogénicos especificos, como a forma difusa causada por Leishmania
(Leishmania) amazonensis e a forma mucosa causada por Leishmania (Viannia)
braziliensis. A leishmaniose visceral (LV) é causada essencialmente por uma unica

espécie, a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (SVS/MS, 2015).

Resultados publicados recentemente (OMS, 2016a) estimam que cerca de 399
milhGes de pessoas estejam em risco de contrair a leishmaniose cutanea e 556 milhGes

sob o risco de contrair o tipo visceral da doenga em paises endémicos (Figura 7).
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Figura 7 - Leishmaniose em paises endémicos: uma atualizacdo epidemioldgica

com base nos dados reportados no ano de 2014
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Fonte: Adaptado de MOLOO e POSTIGO, 2016

Moloo e Postigo (2016) relacionam a doenca com fatores como desmatamento,
construcdo de barragens, sistemas de irrigacdo e urbanizacdo. Estimam, ainda, a
ocorréncia de cerca de 900.000 a 1,3 milhdes de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes

por ano.

O ndmero de casos da leishmaniose pode ser subestimado devido a baixa
frequéncia de relatos de casos em bases regulares por paises acometidos pela doenca. No
entanto, OMS tem se empenhado para 0 melhoramento do registro de notificacdes da
doenca, possibilitando a implementacéo de programas de controle adequados (MOLOO,
POSTIGO, 2016).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS/OMS 2016), no
periodo de 2001 a 2014 foram registrados 797.849 novos casos de leishmaniose cutanea
(LC) (dentre estes, 51.098 foram registrados apenas no ano de 2014), com uma média
anual de 56.989 casos distribuidos em 17 dos 18 paises americanos considerados
endémicos para leishmaniose cutdnea. No mesmo periodo, foram registrados 48.720

novos casos de leishmaniose visceral (LV) (dentre estes, 3.624 foram registrados apenas
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no ano de 2014), com uma média anual de 3.480 casos distribuidos nos 12 paises

americanos considerados endémicos para leishmaniose visceral.

No Brasil, no periodo de 2000 a 2013, a leishmaniose tegumentar apresentou
média anual de 24.694 casos registrados enquanto que a forma visceral possuiu uma
média anual de casos de 3.454; com um aumento gradual da letalidade, passando de 3,2%,
em 2000, para 7,1%, em 2013. E importante ressaltar que ambas as formas da doenca tém
apresentado expansao geogréafica (SVS/MS, 2015). Segundo a OPAS/OMS (2016), o

Brasil esta entre os paises com as maiores taxas de mortalidade para a LV nas Americas.

Apenas no ano de 2013, foram notificados 18.112 de Leishmaniose Tegumentar
no Brasil, sendo que 51 casos foram notificados em Alagoas e 3.014 casos de LV no
Brasil, dentre esses, 25 casos foram notificados em Alagoas (OPAS/OMS 2016). E
importante ressaltar que devido a elevada subnotificacdo da doenca, os himeros podem
ser ainda mais elevados (NEGRAO e FERREIRA, 2014).

De acordo com Rocha et al. (2015a), no periodo de 2007 a 2012 foram
confirmados 199 casos de LV com 23 dbitos registrados s6 no estado de Alagoas com
letalidade considerada elevada, quando comparada a média nacional. Em relacdo a LC,
foram registrados no mesmo periodo 484 casos em Alagoas, sendo que a forma cutanea
(95,69%) se manifestou com maior frequéncia do que a mucosa (4,31%), de acordo com
Rocha et al. (2015b) com registro de ébitos apenas nos anos de 2007 e 2012, em baixo
namero. No ano de 2015 a doenga chamou atencao no estado, visto que apenas neste ano,
até o més de julho, foram registrados 25 casos de LV e 133 casos de LC, sendo que 50
desses casos de leishmaniose foram registrados apenas no municipio de Novo Lino (G1
ALAGOAS, 2015).

A Secretaria de Vigilancia em Saude, como medidas preventivas, orienta a
utilizacdo de mosquiteiros, repelentes, telagem nas portas e janelas pela populagéo,
limpeza de terrenos associada a aplicacdo de inseticidas e tratamento adequado aos cdes
contaminados (SVS/MS, 2015).

2.4 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

Atualmente estdo inclusos na lista de medicamentos essenciais do Brasil os
seguintes farmacos leishmanicidas: antimoniato de meglumina, desoxicolato de
anfotericina B, anfotericina B lipossomal e pentamidina (OMS, 2014; SVS/MS, 2017);
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sendo a anfotericina B o farmaco de primeira escolha para a co-infecgcdo Leishmania-HIV
(para a forma visceral é recomendada a formulacdo lipossomal e na tegumentar, o
desoxicolato de anfotericina B) (SVS, 2015; CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015).
Sendo o medicamento de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose, o
antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi Aventis, Franca), comercializado no
Brasil (SVS/MS, 2017); e o estibogluconato de sodio (Pentostan®, Glaxo Wellcome,
Reino Unido) distribuido em paises de lingua inglesa (MARTINS, 2007), ambos

antimoniais pentavalentes.

Estes farmacos sdo administrados por via parenteral, sendo relatados
frequentemente flebite e edema como consequéncia das administragdes consecutivas.
Portanto, é considerada uma dificuldade no que diz respeito a na adesdo ao tratamento
pelo paciente, resultando no abandono do tratamento em curso, favorecendo o
aparecimento de cepas resistentes (MENEZES et al., 2015; SVS/MS, 2017), sendo esta a
limitacdo da utilizacdo dos atuais farmacos na quimioterapia (SOARES-BEZERRA et al.,
2004).

Vale ressaltar que os antimoniais pentavalentes foram adotados por exibir menor
toxicidade que os farmacos antimoniais originais (Sblll). Estes sdo comercializados
complexados a carboidratos porque se solubilizam facilmente em &agua e distribui o
antimdnio para os macrofagos infectados (ROBERTS et. al., 1995), que os trivalentes. Os
compostos trivalentes ligam-se em maior quantidade aos tecidos e as células vermelhas
do sangue e, portanto, sua toxicidade é superior quando comparado a forma pentavalente
(MS/SVS, 2011). O tartaro emético ou tartarato de antiménio e potassio foi o primeiro
farmaco utilizado na quimioterapia da leishmaniose pelo médico brasileiro Gaspar Viana
no ano de 1912 (VIANNA, 1912).

Apesar do uso clinico dos antimoniais pentavalentes ha mais de 100 anos, 0
mecanismo de acao e base para toxicidade seletiva precisos destes agentes leishmanicidas
permanecem incertos. Mas € sabido que administracdes consecutivas do antimonial
pentavalente levam a um aumento dos niveis de retencdo, ocorrendo uma transformacao
para a forma trivalente e um acumulo do semi-metal. Goodwin e Page (1943) foram os
primeiros a sugerir que a forma pentavalente do antiménio (SbV) agiria como um pro-
farmaco, posteriormente sendo convertido a forma trivalente (Sblll) e Miekeley et al.
(2002) propuseram a biorredugéo do SbV em Sblll, sendo esta Gltima, a responsavel tanto
pela toxicidade quanto pela atividade terapéutica, embora 0s parasitos também
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apresentem susceptibilidade ao SbV (EPHROS et al., 1999). Geralmente, o pH acido e a
temperatura ligeiramente elevada favorecem a reducdo de Sb (V) para Sb (Ill). Essa
reducdo de antimoniais pode ocorrer tanto nos macréfagos quanto no parasito leishmania
(PUND e JOSHI, 2017).

No entanto, de acordo com Pund e Joshi (2017), a capacidade dos parasitos de
Leishmania de reduzir o Sb (V) para Sb (Il) é especifica do estagio. As amastigotas
podem reduzir o Sb (V) ao Sb (I1I), enquanto as promastigotas ndo podem, tornando as
amastigotas mais suscetiveis ao Sb (V). Ferreira et al. (2003), sugerem a atuacéo de
grupamentos tiol nesta reducio, tanto em pH é4cido quanto neutro (FREZARD et al,
2009).

Dentre as hipoteses discutidas a respeito do mecanismo de acdo desta classe de
farmacos estdo: a deplecdo dos niveis intracelulares de ATP devido a interferéncia da
glicolise e da beta-oxidacdo de acidos graxos em amastigotas (BALANA-FOUCE et al.,
1998) por meio da alteragdo do potencial redox tiol celular, induzindo o efluxo de tiol
intracelular e assim inibindo a tripanotiona redutase (OUELLETTE et al., 2004); e a
existéncia de uma metaloprotease zinco dependente na forma amastigota, a qual pode ser
inativada em caso de substituicdo do zinco pelo antimdnio, assim inibindo o
desenvolvimento do parasito (BANGS et al., 2011).

No entanto, a resisténcia do parasito aos antimoniais pentavalentes é um grave
problema, assim levado a sua descontinuacao. Porém, foram até entdo, varias as tentativas
em fungdo do melhoramento da quimioterapia com antimoniais e da superacdo do

problema da resisténcia a esses farmacos (PUND e JOSHI, 2017).

De acordo com Lima et al. (2007), sdo mecanismos provaveis de resisténcia ao
antiménio: a reducado da transformacao do SbV em Sblll, a formacéo de conjugado entre
0 Sh e o tiol intracelular (tripanotione) por conjugase/transferase ndo identificadas, e a

extrusdo do Sb pelo elevado nivel de transportadores ABC.

Até a década passada, esta doenga tem recebido pouco auxilio do governo e da
industria farmacéutica (VERMELHO et al., 2014). Porém, por ser uma doenca em
expansdo nos paises da Europa e da América do Norte, tem atraido a atencdo das
autoridades de satde de todo o mundo (ALVAR et al., 2006).
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A anfotericina B lipossomal (AmBisome®, Gilead Sciences, Inc, Foster City,
EUA) € o unico exemplo de medicamento de base nanotecnoldgica que ja possui
utilizacdo pratica clinica no tratamento da leishmaniose até o0 momento. No entanto,

possui elevado custo atribuido ao processo de sintese do nanomaterial lipossomal.

Alguns estudos ja foram realizados no intuito de utilizar esta tecnologia para 0s
antimoniais: antimoniato de N-metilglucamina e o estibogluconato de sédio. Estes
farmacos foram encapsulados em lipossomas e avaliados por via intravenosa em golden
hamsters. Como resultado, apresentaram uma atividade 700 vezes superior aos
respectivos farmacos ndo encapsulados, além de uma reducgdo dos efeitos colaterais. Este
efeito foi atribuido a liberacdo do antiménio diretamente ao seu sitio de acdo (ALVING
et al., 1978). Segundo Filippin e Souza (2006), a formacdo de vesiculas lipidicas
(lipossomas) tem sido investigada principalmente na tentativa de reduzir a

nefrotoxicidade caracteristica da administragdo do antimoniato de N-metilglucamina.

Demicheli et al. (2004) avaliaram a associa¢do de antimoniato de meglumina com
[-ciclodextrina, a qual resultou no aumento da absorc¢do de antiménio por via oral e tornou
o farmaco oralmente ativo em um modelo murino infectado pela forma cutanea. A
eficacia da formulacdo oral foi equivalente a formulacdo de antimoniato de meglumina

administrada por via intraperitoneal com uma dose duas vezes mais elevada de antiménio.

No entanto, assim como para as formas lipossomais, a utilizacdo de ciclodextrinas
é bastante dispendiosa (VEIGA e SALTAO, 2001; FREZARD et al., 2005) para a
aplicabilidade no tratamento da leishmaniose, visto o seu alto custo de sintese, a vasta
duracéo da quimioterapia e o perfil da populagdo; normalmente de baixa renda e portanto,
incapazes de financiar tal tecnologia. Assim, tornando-se discutivel tal aplicabilidade

pratica para uma doenca negligenciada, como a leishmaniose.

Por ser uma doenca tropical negligenciada, hd uma enorme dificuldade na
obtencdo de investimentos necessarios para o desenvolvimento de novas terapias
(UNIVERSIDADE DA PENSILVANIA, 2017). Portanto, o desenvolvimento de novos
alvos de parasitos e drogas sintéticas, juntamente com a pesquisa de produtos naturais
representa uma estratégia importante para a descoberta de novos compostos contra
Leishmania sp. (VERMELHO et al., 2014), visto que 0s sucessos na quimioterapia das
leishmanioses nos dltimos 21 anos tém sido baseados em reformulacdo e rastreio
(SOARES-BEZERRA et al. 2004).
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De acordo com Tiuman et al. (2011), as plantas séo descritas como uma fonte
potencial de novos farmacos antiprotozoarios. Extratos de plantas ou compostos
derivados de plantas sdo possiveis agentes medicinais para o tratamento da leishmaniose
(CARVALHO e FERREIRA, 2001; KAYSER e KIDERLEN, 2001), e uma variedade
relatos cientificos tém demonstrado o seu potencial leishmanicida (CHAN-BACAB e
PENA-RODRIGUEZ, 2001; ROCHA et al., 2005). A atividade desses extratos vai
depender, em grande parte, do solvente utilizado para a extracdo, da parte da planta
utilizada e da presenca de um ou mais produtos naturais (ADEBAYO et al., 2013).
Portanto, muitos grupos de produtos naturais, incluindo alcaloides (MISHRA, 2009),
flavonoides (TASDEMIR et al., 2006; MUZITANO et al., 2009), terpenoides (DA
SILVA FILHO et al., 2009) e 6leos essenciais (ROHLOFF et al., 2013), possuem
atividade leishmanicida relatada em literatura.

2.5 QUERCETINA

A quercetina (Figura 8) é uma penta-hidroxi-flavona, pois contém em sua estrutura 5
grupos hidroxila nas posi¢des 3,3°,4’,5°, 7, além de um grupamento carbonila na posi¢ao
4 (BUKHARI et al., 2009). Pertence a um grupo de compostos polifendlicos, os
flavonoides, encontrados facilmente em plantas (LEWIN et al., 2011), como Calendula

officinalis L. (PAHAL et al., 2018) e Amorpha fruticose L. (WANG et al., 2018), por

exemplo; e bastante presentes na dieta humana.

Figura 8 - Estrutura da quercetina (com representacdo das bandas I e 11) e os trés

principais sitios de ligagcdo na molécula da quercetina (indicados pelas setas)

banda I
banda II (cinamoil)

(henzoil)

Fonte: GHOSH et al., 2015
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Este flavonoide é bastante estudado devido as suas caracteristicas: antioxidante,
anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, anti-protozoaria, anti-cancerigena e
imunomoduladora (BINSACK et al., 2001; SANCHARI et al., 2008; WIEGAND et al.,
2009; VERMELHO et al., 2014; RAULF et al., 2018), com atividade leishmanicida
comprovada contra varias espécies conforme compendiado por Menezes et al., 2015.
Além disso, é considerado um excelente aceptor de radicais e quelante de metais
(TEIXEIRA, 2016).

A estrutura deste flavonoide contendo grupos funcionais insaturados leva a
mudancas nas transicGes eletrdnicas quando radiagdo UV € utilizada. Assim, como ocorre
com a maioria das flavonas e flavonois, o espectro UV-Visivel (UV-Vis) é dividido em
banda | e banda Il, onde a primeira esta relacionada as transi¢bes n—n* do sistema
cinamoil representado pelo anel B, e a outra as transi¢des cromoforicas m — * (grupos
insaturados covalentes, como C=C, C=0 ou NO, que s&o responsaveis pela absorcdo
eletronica), do qual o anel A é representante (BUKHARI et al., 2009; LIU et al., 2014,
GHOSH et al., 2015).

Uma das principais caracteristicas da quercetina (QUE) no organismo € a inibi¢cdo
da atividade da arginase no parasito (SILVA et al., 2012) e a antioxidacdo através da
inibicdo de radicais livres, dividida em trés etapas: indu¢do da producéo e interacdo com
ions superdxido (perdxido de hidrogénio) e de outras espécies reativas de oxigénio (ROS)
por células infectadas por Leishmania, assim resultando em disfungdo mitocondrial e
morte do parasito (FONSECA-SILVA et al., 2011); formacéo de radicais hidroxila a
partir da quelacdo de ions ferro no organismo e na peroxidacao lipidica por reagir com
radicais perdxi de lipideos (BEHLING et al., 2004; PRIMIKYRI et al., 2015). Pode-se
observar que a presenca de grupos hidroxila é vista como potencialmente importante para

quelar o ferro presente na matriz celular que induz dano oxidativo.

Bukhari et al. (2009) afirmam que grupos hidroxi- e oxi- presentes na quercetina
tém a habilidade de formar complexos, atraindo, assim, a atencdo de pesquisadores,

somado as suas propriedades farmacoldgicas e bioldgicas.

Alguns dos estudos que investigam sua complexacdo com metais sugerem a
existéncia de trés principais sitios provaveis de ligacdo do metal na molécula da
quercetina conforme ilustrado na Figura 8, que sdo 3-hidrdxi-4-carbonila, 5-hidroxi-4-

carbonila e 3°-4’-dihidroxilo (catecol) (GHOSH et al., 2015). Tal complexacéao varia de
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acordo com o pH, forma da quercetina (anidra ou dihidratada) e metal complexado
(BORGHETTI etal., 2012; PRIMIKYRI et al., 2015). Quando a quercetina anidra é usada
como agente quelante do zinco (lI), sugere-se que os locais de complexagdo sejam o
oxigénio da carbonila C-4 e a hidroxila do C-3 por serem mais energeticamente favoraveis
(PRIMIKYRI et al., 2015). O mesmo foi encontrado para o complexo galio (l11)-
quercetina por Simdes et al. (2013). No entanto, quando o cobre (ll) se encontra
complexado a quercetina anidra a pH 10, a dissociagdo do grupo 4’-OH no anel B
provavelmente aumenta a habilidade de complexacdo do grupo orto-fendlico do anel B,
que € do tipo catecol JURASEKOVA et al., 2009).

Outro mecanismo sugerido por pesquisadores é a inibigdo da enzima arginase do
parasito (MANJOLIN et al., 2013; TAKELE et al., 2013) e que ha forte contribuicdo dos
grupos catecol e hidroxilo da posi¢do 3, presentes na estrutura quimica da quercetina
(MANJOLIN et al., 2013).

Mais especificamente, de acordo com Chien et al. (2009), a quercetina ativa o
programa apoptético por meio da via mitocondrial dependente de Ca?*, promovendo o
aumento dos niveis de Ca®* citosolicos, a abertura dos poros mitocondriais, o colapso do

potencial da membrana mitocondrial e a liberacdo do citocromo C mitocondrial.

De acordo com Muzitano et al. (2009) e Gomes et al. (2010), tanto a quercetina
quanto seus derivados séo ativos contra as formas visceral e cutanea da leishmaniose

guando administradas por via oral.

Em estudos recentes, foi verificado que a quercetina apresenta propriedades contra
a resisténcia a farmacos. Yuan et al (2015) verificaram que a quercetina foi responsével
pela reversdo a resisténcia a drogas em células tumorais orais. Além disso, Ponte-Sucre e
Padrén-Nieves (2018) relatam que flavonoides se mostram promissores para reverter a
resisténcia de fendtipos de leishmania a alguns farmacos, dentre eles, o antiménio, o que

é favoravel ao atual tratamento de primeira escolha.

Apesar de a quercetina apresentar valiosos efeitos benéficos sobre a salde
humana, possui algumas desvantagens como baixa solubilidade, baixa
biodisponibilidade, natureza hidrofoba e pouca permeabilidade. Para superar tais

desvantagens, uma alternativa ¢ a utilizacdo da nanotecnologia (SANCHARI et al., 2008).
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Gang et al. (2012) demonstraram que 0s hanomateriais sao veiculos de entrega de

farmaco eficazes como carreadores de farmacos tumorais, por meio da nanoformulacéo

de quercetina em polimero PEG2000-DSPE, que se mostrou mais eficaz do que a

querctina pura in vitro.

Vermelho et al. (2014) reuniu estudos de nanoencapsulacdo da quercetina e

observaram que, in vivo, a quercetina nanoencapsulada é mais eficaz no controle da

leishmaniose do que a forma livre.

Estudos sobre a atividade leishmanicida da quercetina foram compilados no

quadro 1 a seguir:

Quadro 1 - Investigacao da atividade leishmanicida do flavonoide quercetina

Espécie avaliada

Tipo de ensaio

Resultado

Referéncias

Formas in vitro Clso de 1,0 pg /mL. Tasdemir et al.,
amastigotas de L. 2006.
donovani in vivo, via | Inibig&o da infeccdo de 15,3%. Tasdemir et al.,

intraperitoneal 2006.
Formas in vitro e in | Em um Clso de 45,5 uM, o composto reduziu a |Mittra et al.,
amastigotas de L. | vivo, via oral carga de parasitos intracelulares em 70 %. 2000.
donovani
Formas in vivo, Reduz a carga parasitaria em aproximadamente |Mittra et al.,
amastigotas de L. | via oral 80 £ 9,7% (P <0,001, n = 6) em células de baco [2000.
donovani infectadas.
Formas in vitro Clso de 1,0pg/mL. Muzitano et al.,
promastigotas de 2006
L. amazonensis
Formas in vitro A quercetina interage com o substrato L-arginina |Da Silva et al.,
amastigotas de L. e o cofator Mn?*, a pH 9,6. Inibindo assim a [2012.
amazonensis enzima envolvida na biossintese de poliaminas.

O valor de 1Cso foi de 4.30 = 0.03 uM.

Formas in vitro Clso de 10,6 pg/mL. Vila-Nova et

amastigotas de L.

infantum chagasi

al., 2012.

Adaptado de: Menezes et al., 2015
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Apesar de existirem estudos que comprovam a formacao de complexo antiménio
(1) — quercetina, no intuito de realizar a descontaminacdo de &guas poluidas por
antimoénio (ROJAS et al., 2013), até entdo existem escassos relatos na literatura de
qualquer atividade farmacoldgica a respeito dos complexos antiménio (111) — quercetina,
como por exemplo, a avaliacdo da atividade antioxidante do complexo (TONG et al.,
2016).

Diante o exposto e, de acordo com Vermelho et al. (2014), a combinacdo de
fitoguimica e nanoformulagdes pode abrir novas perspectivas na busca de novos farmacos
leishmanicidas, devido a versatilidade (estrutural, formato, composicdo, capacidade de
incorporacéo de substancias hidrofilas e/ou lipdfilas, etc.) dos sistemas de distribuigdo de
farmacos com base em nanoformulacdes, que pode contribuir para melhorar a eficacia
dos compostos naturais e tornando-os mais atraentes para o desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos.

Portanto, foi sugerida a complexagdo de antiménio Il com quercetina (ambos
apresentam propriedades leishmanicidas), associados ao nanocarreador, visto que a
quercetina e o carreador apresentam propriedades que podem minimizar os efeitos
adversos causados pela utilizacdo (BEHLING et al., 2004; SANCHARI et al., 2008).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Preparar e analisar sistemas nanoestruturados Hidréxido Duplo Lamelar com
antimonio trivalente e/ou quercetina e investigar seu efeito citotoxico e leishmanicida in
vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1Preparar o novo carreador Mg, Al/Sb HDL;

3.2.2Promover e analisar a complexagdo antimonio-quercetina (QUE-SblII), assim
como 0s processos inéditos de secagem para este complexo;

3.2.3Preparar 0s nanosistemas binarios Mg, Al Hidroxido Duplo Lamelar —
quercetina (Mg, Al HDL-QUE) e Mg, Al/Sb Hidréxido Duplo Lamelar (Mg,
Al/Sb HDL-QUE);

3.2.4 Preparar 0 nanosistema ternario antiménio — Mg, Al Hidroxido Duplo Lamelar
— quercetina: [HDL-(QUE-SbIII)];

3.2.5 Caracterizagdo fisico-quimica e morfoldgica dos produtos obtidos;

3.2.6 Avaliagdo citotoxica;

3.2.7 Avaliacdo leishmanicida in vitro dos produtos obtidos.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL

Para sintese dos nanocarreadores e nanosistemas foram utilizados cloreto de aluminio,
cloreto de magnésio e quercetina anidra, adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
EUA), e tricloreto de antimonio, que foi adquirido da Sigma-Aldrich Co. (Rio de Janeiro,
Brasil). O tetraborato de sodio, utilizado para o preparo do tampdo no preparo dos

nanosistemas, foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS
4.2.1 Sistema binario Quercetina-Antimonial (QUE-SDbIII)

O complexo QUE-SDbIII foi obtido com a mistura (1:1 m/m) de uma solucgéo
aquosa de tricloreto de antimonio (SbCls) e uma solugdo de quercetina em tampé&o
tetraborato de sodio, de mesmo volume e concentracdo (2 mg/mL). Para obtencdo do
complexo na forma de p6 foram investigados trés processos de secagem: liofilizacao,
rotaevaporacao e spray drying, porém todos passaram pelo processo de rotaevaporagdo
para a retirada prévia do metanol. Dessa forma, o complexo precursor, na forma de
solucdo, sera identificado como QUE-SblIlI SOL (solucdo), enquanto que os produtos
finais da secagem foram identificados como QUE-SbllI L10, QUE-SbiIl ROTA e QUE-
Sblll SD.

O rotaevaporador utilizado foi IKA HB10 digital (Campinas, Brasil). Nele, foi
utilizada a temperatura de 80°C quando o objetivo foi a secagem total da solucéo e 60°C
quando o objetivo foi apenas a retirada do metanol. Apos retirada do metanol em
rotaevaporador e posterior congelamento em freezer, o produto foi levado ao liofilizador
Terroni LD1500 (Séo Carlos, Brasil) por aproximadamente 24 horas para total secagem
(pressdo 293 mmHg). Para a atomizacéo, foi utilizado o mini spray dryer Bichi B-290
(New Castle, Estados Unidos) com temperatura de entrada de 200°C, temperatura de saida

variando de 75 a 85° C, bomba (alimentacdo) 33% e aspirador 85%.

Visto a propriedade cromoforica dos complexos (semi-)metais-flavonoide, a
fluorescéncia tambem pode ser visualmente analisada. Assim, a solucdo QUE-SblII foi
também avaliada por fluorimetria. Para isto, foi utilizado Helium-Neon laser 632,8 nm
PHYWE (Goéttingen, Alemanha) (Laboratério de Ensino do Instituto de Fisica - UFAL)
e espectrofluorimetro RF-5301PC Shimadzu com Excitagdo 370 nm (Tdquio, Jap&o).

Também foi possivel visualizar este fendmeno por transluminescéncia, que foi avaliada
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no Laboratdrio de Pesquisa em Quimica dos Produtos Naturais — UFAL, em equipamento

Gel logic 200 da marca Kodak no comprimento de onda 306nm (Nova lorque, EUA).

4.2.2 Sistema binario Mg, Al HDL-QUE

Para sintese do nanosistema hidrotalcita-quercetina (Mg, Al HDL-QUE), o Mg,
Al, ClI HDL precursor foi previamente sintetizado via direta pelo método de co-
precipitacdo (HONGO et al, 2011; MENEZES et al., 2014).

Para a determinacdo da formulacdo do nanosistema binario foram avaliados
previamente a proporcdo m/m flavonoide-argila (1:2; 1:1; 2:1), o solvente (etanol ou
tampado tetraborato de s6dio) e o tempo reacional (2 ou 24 horas). O tampéo foi preparado
segundo Alexandre (2010). Apos agitacdo a temperatura ambiente, a suspensdo foi
centrifugada (4.000 rpm) por 30 minutos. A melhor condi¢do, ou com o maior percentual
de farmaco adsorvido/intercalado, calculado indiretamente por espectrofotometria UV-
Vis do sobrenadante resultante, prosseguiu para caracterizagdo. Para tal, foram
construidas curvas de calibracdo nos solventes estudados (Apéndices 1 e 2).

4.2.3 Sistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE

O sistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE consistiu na associacgdo, via solucéo, do
nanocarreador Mg, Al/Sb-HDL com a quercetina. Para preparar este nanosistema,
inicialmente, foi sintetizado o nanocarreador Mg, Al/Sb-HDL de acordo com Kim et al.
(2008), que teve por objetivo a substituicdo do ion aluminio presente na lamela pelo
antimonio. Este nanocarreador teve SbCls, MgCl2 e AICI3 (em proporcéo 1: 4: 1 m/m)

COMO precursores.

4.2.4 Sistema ternario HDL-(QUE-SblII)

Este nanosistema foi obtido pela associacdo do Mg, Al, Cl precursor, cujo
procedimento de sintese ja foi mencionado no item 4.2.1; e o complexo QUE-SblII
descrito no item 4.2.2. Para isso, HDL e complexo, em proporcdo de 1: 2 m/m, foram
adicionados em tampao tetraborato de sodio e a suspensdo foi mantida sob agitacéo por
2 horas. Logo apos, o produto foi centrifugado (3.500 rpm/ 30 minutos) e o precipitado
resultante foi seco a temperatura ambiente (26°C+2) e reservado para posterior

caracterizacao.
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4.3 CARACTERIZACAO

Por meio da espectrofotometria UV-Vis € possivel propor modificaces
estruturais. Esta analise foi realizada em equipamento Micronal AJX-6100PC (Séao Paulo,
Brasil), onde a faixa utilizada para leitura foi de 200 a 600 nm. Os nanosistemas que
continham o flavonoide quercetina em sua composi¢do, foram avaliados por
espectrofotometria UV-Vis por meio do sobrenadante apos a centrifugacdo (também por
meio desta mesma técnica foi realizada a quantificacao indireta de quercetina, visto que
a quercetina estava contida no sobrenadante; atraves da construcdo de curva de calibracdo

e aplicacdo da equacdo da reta).

Um aspecto observado nos complexos com quercetina € um aumento da
fluorescéncia do complexo quando comparado a quercetina livre (ZHOU et al., 2001).
Com o intuito de visualizar a formacdo de complexos a quercetina, foi realizada a
espectrofluorescéncia em todos os sistemas que continham quercetina. Esta técnica foi
realizada com o sobrenadante logo apds a centrifugacdo, em equipamento Shimadzu RF-
5301PC (Téquio, Japdo). Para a excitacdo da amostra foi utilizado um comprimento de
onda de 370 nm e para a emisséo, uma faixa de comprimento entre 400 e 750 nm.

Assim como a espectrofotometria UV-Vis, a espectrofluorescéncia foi realizada
no Laboratorio de Desenvolvimento e Instrumentagdo em Quimica Analitica (LINQA-
UFAL).

A andlise dos grupos funcionais presentes nos nanosistemas foi realizada por meio
da técnica de espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (ou
espectroscopia 1V), onde o intervalo do nimero de ondas foi mantido na faixa de 500-
4.000 cm™. Para a obtencdo dos dados, foram utilizadas pastilhas de KBr (2 mg de
amostra- 200 mg de KBr seco), e a andlise foi realizada em espectrémetro Thermo
Scientific, modelo Nicolet iS10, em modo Smart Omni Sampler Infrared Fourier

Transform Spectroscopy (SOSIFT).

Com o objetivo de identificar as fases cristalinas presentes, foi realizada a técnica
de difracdo de raio X (DRX), com o equipamento difratdbmetro Shimadzu XRD 7000
(Kyoto, Japdo), utilizando a linha ko do cobre (I= 1,54056 A) a uma tensio do tubo de 40
kV e corrente do tubo de 40 mA. A aquisi¢do foi dada em intervalos de 0,02° (20) na faixa
de 3 a 90°. Através da equagdo de Bragg (n.A=2.d.sen0), o espacamento basal d(003) foi
calculado.
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As técnicas de espectroscopia IV e DRX foram realizadas no Laboratério de

Tecnologia de Nanosistemas Carreadores de Substancias Ativas (TecNano-UFAL).

O perfil termogravimétrico (estabilidade térmica) foi tracado por meio de Analise
Termogravimétrica (TG) realizado em termobalanca Shimadzu, modelo DTG-60H
(Kyoto, Japao). A andlise foi realizada a temperatura ambiente (25°C) até 800°C, a uma
taxa de aquecimento de 10°C min™, sob fluxo de nitrogénio (60 mL min) para evitar
degradacdo termo-oxidativa. Esta andlise foi realizada no Laboratorio de Sintese de
Catalisadores (LSCat-UFAL).

Para a analise morfologica, foi realizada a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), utilizando os microscépios Shimadzu SSX-550 Superscan (Kyoto, Japdo) no
Laboratério OPTMA (OPTMA/UFAL) e Tescan S8000G (Libusina ti., Republica Checa)
no Instituto Federal de Alagoas. Previamente, a amostra foi metalizada com ouro por 200

segundos a 45mA em metalizadora Quorum (Laughton, Inglaterra) Q150R ES.

As amostras que continham antimoénio foram ainda submetidas a técnica de
Espectroscopia de Emissado Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) para
a quantificacdo deste elemento, em acordo com a Farmacopeia Britanica (2007) utilizacéo
de espectrémetro Spectro (Kleve, Alemanha), modelo Arcos — SOP com leitura realizada
no comprimento de onda 206 nm. Esta andlise foi realizada na Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP com o p6 (aproximadamente 1mg).

Além das técnicas ja citadas, foi também utilizada a espectroscopia Raman para o
nanocarreador Mg, Al/Sb HDL. Os espectros Raman foram obtidos em um espectrémetro
Renishaw (Gloucestershire, Reino Unido) localizado na Central Analitica da
Universidade Federal de Alagoas, por meio de um laser Hene e um comprimento de onda
de 775 nm.
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4.4 Fluxograma para identificacdo de amostras

A Figura 9 apresentada a seguir, tem por objetivo facilitar o entendimento dopreparo

das amostras obtidas.

Figura 9 — Fluxograma para identificacdo de precursores e produtos obtidos

HDL-(QUE-SbII) Sistema ternario
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4.5 AVALIACAO LEISHMANICIDA IN VITRO DOS PRODUTOS OBTIDOS
45.1 Atividade leishmanicida

-QUE

Fonte: Autoria propria

4.5.1.1 Manutencdo da linhagem de macr6fagos

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram mantidos em garrafas de cultura com 5
mL de meio RPMI e 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera Umida contendo 5% de CO.. No momento do uso, as células foram
centrifugadas, ajustadas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e contadas para

plagueamento dos experimentos.
4.5.1.2 Determinagdo da viabilidade celular

Macrdéfagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em triplicatas em placas de 96
pocos, na concentragdo de 5 x 10* células/poco e incubadas em estufa a 37°C com
atmosfera imida contendo 5% de CO: overnight, para adesdo dos macrdfagos a placa.

Em seguida, os pogos foram lavados para remocgédo das células ndo aderentes e foram
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acrescentadas as diferentes concentracGes das substancias. Os pocos controles eram
células cultivadas somente com meio de cultura ou células cultivadas na presenca do
diluente das substéncias (DMSO, Sigma). A viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio do MTT (MOSMANN, 1983). A viabilidade celular das culturas tratadas com as

substancias foi comparada ao padrdo de morte obtido nas culturas controle.

4.5.1.3 Avaliacdo leishmanicida in vitro dos produtos obtidos sobre as formas

promastigotas de Leishmania

Promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi (2x10° células/mL) foram mantidas
in vitro em meio de Schneider suplementado com 10% de FBS e 2% de urina humana na
presenca de varias concentracfes das substancias e pentamidina (0,1, 1,0, 10 e 100, 200
e 300 pL) durante 48 horas a 26 ° C. As céulas foram também cultivadas em meio isentos
de compostos (controlo de crescimento basal), ou com 0,1% de DMSO (veiculo controle).
Os promastigotas foram ajustados para uma concentracio de 102 em PBS no momento da
contagem e as células viaveis foram contadas em uma camara de Neubauer (TIUMAN et
al., 2005).

4.5.1.4 Avaliacdo da carga parasitaria intracelular in vitro

Os macrdfagos da linhagem J774 foram cultivados sobre laminulas em placa de
48 pocos. Apds 24 horas, eles foram infectados com formas promastigotas de L.
amazonensis, numa proporcao de 10 parasitos/macréfago. Em seguida, a placa foi
incubada por 4 horas em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 7% de CO2. ApGs
este periodo de infeccdo, os macrofagos foram “lavados” com Hank’s sem soro, para
remoc¢do dos parasitos ndo interiorizados. Os macrofagos foram, entdo, cultivados com
meio DMEM na presenca ou ndo de diferentes concentracdes dos compostos derivados
da CA-4 e foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 7% de CO>
por 2 dias. Apos este periodo, as células foram fixadas com metanol, coradas e montadas
sobre laminas. A avaliacdo do numero de macrofagos infectados e o nimero de
amastigotas em 100 macréfagos foi realizada com auxilio de microscopio 6ptico com
objetiva de 100x (NUNES et al., 2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 QUE-SblII
5.1.1 Solucao

Apdbs mistura das solucdes aquosa de antiménio e solucdo de quercetina em
tampéo tetraborato de sddio; notou-se uma mudanca imediata da coloracdo do produto
para amarelo alaranjado (Figura 10). Tal caracteristica foi observada por Viswanathan et
al. (2000), que também notou aparecimento de fluorescéncia no complexo QUE-SblII,

quando a guercetina estava em solucdo metandlica.

Figura 10 - Inspecdo visual das solucdes: a) QUE; b) antimonio e c) complexo
QUE-SblIl SOL

Fonte: Autoria propria

Através de analise por UV-Vis (Figura 11), observou-se que o Sblll, como
esperado, ndo apresentou absorbancia, formando apenas uma linha de base. Ao contréario
do que foi visto comparando-se a quercetina com o complexo, onde nota-se deslocamento
batocrémico de 368 (quercetina) para 373 nm no complexo QUE-SblII Solugdo (QUE-
Sblll SOL), indicando a formagdo do complexo QUE-SbIII na posicdo C3 da molécula
de quercetina.
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Figura 11 - Espectros UV-Vis de quercetina, do complexo QUE-SblIl SOL e de SbCls;
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Fonte: Autoria prépria

Como visto anteriormente, quando complexada a metais, a quercetina possuli
como caracteristica a fluorescéncia, sendo assim, através de laser hélio-neon (Figura 12),
obteve-se que a quercetina livre ndo apresentou fluorescéncia, ao contrario do que

acontece quando complexado.

Figura 12 - Inspecéo visual decorrente da incidéncia do laser hélio-neon (632,8 nm) sobre
as solugdes: a) QUE b) QUE-SblIl SOL

Fonte: Autoria propria

Andlise através de fluorimetro ainda reafirmou a presenca de fluorescéncia no

complexo com emissao maxima em 537 nm, quando excitado em 370nm como pode ser
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visto na Figura 13. Assim, aliada ao desvio batocrdmico no UV-Vis, a emissdo de

fluorescéncia ratifica a formacéo do complexo.

Figura 13 - Fluorescéncia do complexo QUE-Sbll1 em relacdo a quercetina (com

excitacdo em 370 nm)
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Fonte: Autoria propria

Os valores provenientes da analise de espectroscopia IV para o cloreto de
antimonio (ShClz) estdo apresentados na Figura 14. A regido que compreende de 3.699 a
2.792 cm’* corresponde ao estiramento OH que representa agua adsorvida, assim como a
banda em 1619 cm™ referente a carbonila proveniente de CO. adsorvido da atmosfera.
As bandas 753 e 665 cm™ correspondem as ligages Sh-O, visto que nesta faixa ocorrem

vibrac6es correspondentes as ligacbes M-O (DUOMO et al., 1997).

A partir da analise dos espectros obtidos por espectroscopia IV para o complexo
QUE-SbIIl SOL (Figura 14), verificou-se uma diminuicdo da frequéncia da carbonila
caracteristica da quercetina antes do complexo, anteriormente em 1661 cm™ para 1648
cm?, caracterizando a ocorréncia da complexagdo. As bandas de vibragio C=C do fenol
(1603 cm™, 1558 cm™, 1502 cm™, 1422 cm™) e de vibragdo angular no plano de ligagéo
O-H do grupamento fenol (1343 cm™, 1309 cm™*) foram alteradas, inferindo a ocorréncia
de modificacdo da molécula da quercetina nesta regido. As bandas caracteristicas de
deformacgdo assimétrica de C-O-C (1196 cm™, 1151 cm?, 1117 cm?, 1003 cm?) e
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deformacao angular fora do plano de C-H aromatico (947 cm™, 822 cm™) foram mantidas,
indicando que ndo foram verificadas alteragBes moleculares (SIMOES et al., 2013;
BAKKIALAKSHMI; BARANI, 2013).

A banda em 750 cm™ ¢ atribuida a ligacdes metalicas com o oxigénio (DUOMO
etal., 1997).

Figura 14 - Espectro de espectroscopia IV por KBr do complexo QUE-SblII e de seus

precursores
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Fonte: Autoria propria

Tendo em vista este resultado, sugeriu-se que o sitio de ligacdo do Sb a quercetina
seja na carbonila da posi¢édo 4 e em C-3.
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5.1.2 QUE-SblII LIO; QUE-SbIII ROTA; QUE-SbIll SD

Inicialmente, optou-se pela secagem do complexo no intuito de aumentar a
estabilidade quimica e microbioldgica dos complexos, tendo em vista a fotossensibilidade
da quercetina, melhora na facilidade de seu acondicionamento e armazenagem
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Assim, mediante a escassez relatos na literatura de
secagem desses produtos, objetivou-se avaliar o efeito de trés técnicas de secagem sobre

0 complexo. Todas as técnicas levaram a formacéo de um p6 de coloracdo amarelada.

A avaliacdo dos complexos por transluminescéncia foi realizada com o intuito
de enfatizar a complexagdo da quercetina ao antimdnio nos trés produtos ap6s 0s
processos de secagem. Esta técnica tornou possivel a visualizagdo da nao-fluorescéncia
dos materiais precursores comparada a fluorescéncia dos complexos QUE-SblII solugédo
e aos complexos restituidos. Na Figura 15 podem ser visualizadas: na parte superior as
amostras sob o laser transluminescente; e na parte inferior da figura as mesmas amostras

sem a incidéncia do laser.

Figura 15 - Amostras apdés transluminescéncia (306nm): A) QUE, B) SbCls, C) QUE-SblII
SOL D) QUE-SblII LIO, E) QUE-SblIl ROTA e F) QUE-SbllI SD

Fonte: Autoria prépria

Os dados de espectroscopia IV foram compilados no na Figura 16 e no Quadro 2.
A partir desta técnica, notou-se que QUE-Sblll ROTA; QUE-SbllI LIO; e QUE-SbIII
SD, apresentaram uma diminuicdo da frequéncia da carbonila caracteristica da quercetina
antes do complexo, anteriormente em 1661 cm™ para 1651, 1649 e 1652 cm?,

respectivamente, conforme visto no complexo QUE-SbIll SOL (1651 cm™).
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Figura 16 - Espectros na regido do infravermelho por KBr dos sistemas binarios: a) QUE-Sblll ROTA, b) QUE-SblII LIO, ¢) QUE-SbIII SD
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Fonte: Autoria prépria
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Foram observadas alteracGes nas bandas caracteristicas de vibracdo C=C do fenol

nos complexos oriundos dos trés processos de secagem.

Quadro 2 - Comparacao entre as diferentes frequéncias dos produtos analisados por

espectroscopia IV

v (C=C) fenol v(M-O)/ v(O-
Composto v (O-H) v (C=0) 0(C-OH) fenol v (C-0-C)
M-O)
1202 cm™?
Quercetina 1589 cm™ 1392 cmt 1159 cmt
3436 cm™ | 1661 cm™ 1516 et 1341 cm™ 1107 cm™ -
(QUE) 1320 cm' 1085 cm'
1428 cmt 1012 cm!
1603 cm™
1196 cm™
-1
QUE-SDHT | 3367.2955 L | 1oo8em 1343 cmrt 1151 cmt ;
cm?t 1648 cm 1309 cm? 1117 cm? 750 cm
(SOL) 1502 cm?
1003 cm™?
1422 cm?
1209 cm™
1166 cm™
QUE-SDbIII | 3735-2939 1516 cmt 1385 cm™?
1640 cm™ 1136 cm™ 720 cm’t
(ROTA) cm? . 1326 cm™?
1465 cm’ 1100 cm™?
1020 cm™?
1209 cm™?
-1
QUE-SDIT | 36972968 L | 1o09em 1378 cm? 1166 cm? ;
cm? 1632 cm 1333 cm™ 1105 cm™ r>0cm
(L10) 1487 cm’!
1100 cm™?
1450 cm’?
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1195 cm™?
1 1159 cm*
QUE-SbINT | 3676-2954 1560 cm 1355 cmrt 691 cm?
B 1640 cm? . 1129 cm'? .
(SD) cm 1487 Cm-l 1319 cm 1085 Cm'l 640 cm
1414 cm? 1005 cm™

Fonte: Autoria propria

A deformacio em C-O-H fendlica, observada em 1314 cm™ na quercetina, aparece
em 1315 cm™ nos complexos na forma de pd. Segundo Bukhari et al. (2009), quando
acontece deslocamento desse grupo, ha indicios de aumento na ordem da ligacéo, que é
normalmente observado quando a complexacdo com metais envolve o grupo o-fenélico
(O-H) no anel B da quercetina, inferindo-se, assim, que também houve coordenagdo do

metal através da estrutura o-fendlica da quercetina (Figura 17).

Figura 17 — Estrutura proposta para a ligagdo entre quercetina e antimonio no
sistema binario QUE-SbllII

Fonte: Autoria prépria (ACD/ChemSketch)

A presenca de vibragdo em 750 e 741 cm™ nos complexos representa (Sb-O), o
que confirma a formagéo do complexo, conforme visto no estudo de Rada et al. (2014),
que indica que o intervalo de 550 a 750cm™ é atribuido a sobreposicdo de vibragGes de

estiramento Sh-O-Sh. As frequéncias de vibracdo entre 3.699 e 2.362 cm™ indicam a
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existéncia de agua no complexo e também nas formas livres (RAVICHANDRAN;
RAJENDRAN; DEVAPIRIAN, 2014), provavelmente absorvidos do ambiente.

Resultados de difracdo de raio X permitiram, ainda, visualizar as diferencas de

cristalinidade dos materiais precursores e dos complexos, visualizados na Figura 18.

Figura 18 - Difratograma dos complexos QUE-SblII obtidos por diferentes processos de

secagem e de seus precursores
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Fonte: Autoria propria

Os precursores tricloreto de antimonio e a quercetina apresentam-se cristalinos
(sendo a quercetina mais cristalina do que o tricloreto de antiménio), (Figura 19), visto a
presenca de picos demarcados; enquanto que os complexos QUE-SblIl mostram reducao
na cristalinidade, visto a presenca de poucos picos. Isto ratifica a formagdo de novos

produtos.
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Vale destacar que o complexo QUE-SblII que passou pelo processo de spray dried
€ 0 que apresenta maior amorfizacdo, o que nos leva a supor a degradacao da quercetina

quando esta € exposta a elevadas temperaturas.

A curva termogravimétrica da quercetina (Figura 19) apresentou perda de massa
em duas etapas, visto que foram observados dois picos endotérmicos (de acordo com a
DTG). A primeira perda de peso, do inicio até 86°C com perda de 10,2% de massa esta
relacionada a desidratagdo (perda de H>O de solvatacdo) e a evaporagdo de compostos
organicos; e a segunda, de 279°C a 361,3°C, com perda de massa de 53,10%, referente a
liberacdo de dioxido de carbono (CO2) e degradagdo das moléculas de quercetina
(BORGHETTI et al.,, 2012; COSTA et al., 2002). Nesta segunda etapa, € possivel
observar que ocorre uma reacdo secundaria durante ou um pouco antes da reacdo

principal. Ao fim da curva, verifica-se que toda a quercetina foi degradada.

Figura 19 - Curva termogravimétrica da quercetina
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Fonte: Autoria propria

O perfil de degradacdo do complexo QUE-SblII é mostrado nas Figuras 20, 21 e
22 a sequir:
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Figura 20 - Curva termogravimétrica do complexo QUE-Sblll ROTA
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Fonte: Autoria propria

Como ja& descrito anteriormente, a curva termogravimétrica da quercetina
apresentou perda de massa em duas principais etapas. Na curva termogravimétrica do
sistema binario QUE-SblIl ROTA também sdo verificadas duas principais perdas de
massa, com a presenca de grandes deslocamentos em relacdo a quercetina: a primeira
perda de massa ocorrida para a quercetina ocorreu em torno de 67°C enquanto que no
sistema binario QUE-SblIl ROTA, a primeira perda de massa ocorreu em 261°C (com
uma perda de 53,45% em massa); na quercetina, a segunda perda de massa ocorreu em
torno de 297,7°C na quercetina e no sistema binario QUE-Sblll ROTA ocorreu em torno
de 459°C (com uma perda de 28,42% em massa), ambos podem ser observados com o

auxilio da derivada e tal comparacdo confirma a formacéo de um novo produto.

No entanto, supde-se que o sistema bindrio QUE-Sb ROTA ndo tenha sido
totalmente degradado a 800°C, como ocorreu com a quercetina pura porque ainda existem
residuos no final da curva. SupBe-se que a temperatura aplicada ndo foi capaz de degradar
0 antimonio, porque este elemento possui ponto de ebulicdo bastante elevado (1587°C).
Ao fim da anélise, sdo observados 46,55% em massa da amostra (QUE-Sblll ROTA),

tendo em vista que a quercetina, de acordo com seu perfil termogravimétrico, €
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completamente degradada, supbe-se que esta porcentagem esteja relacionada com a

quantidade de antiménio presente na amostra.

Na Figura 21 a seguir, observa-se a curva termogravimétrica para o sistema

binario QUE-SbIII que passou pelo processo de secagem por liofilizacao.

Figura 21 - Curva termogravimétrica do complexo QUE-SblIl LIO
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Fonte: Autoria propria

De acordo com a curva, em 269,58°C ocorreu a primeira perda de massa (52,71%)
do sistema binario QUE-SbIII LIO e a segunda, em 471,24°C, com perda de 27,13% em
massa. Ao fim da analise termogravimétrica, foi observada a presenca de 47,25% da
massa inicial da amostra submetida a andlise e grande semelhanca com a curva
termogravimeétrica obtida para QUE-SblIl ROTA. Assim como para QUE-Sblll ROTA,

propBe-se que esta porcentagem esteja relacionada a presenca de antimonio.

Na Figura 22 a seguir, observa-se a curva termogravimétrica para o sistema

binario QUE-SbIII SD, que foi submetido ao processo de secagem por spray dried.
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Figura 22 - Curva termogravimétrica do complexo QUE-Sblll SD
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Fonte: Autoria propria

A curva termogravimétrica demonstra um perfil semelhante aos demais processos
de secagem, no entanto, ha reducdo na primeira perda, em comparacdo com os demais
processos de secagem para este sistema binario. Esta primeira perda (67,54%) ocorreu
em torno de 219°C e a segunda, ocorreu no mesmo intervalo dos demais sistemas QUE-
Sbill (em torno de 470,25°C), com quantidade de perda em massa também semelhante
(30,06%). Ao fim da andlise, a quantidade de amostra presente foi de 32,46%, um pouco
inferior aos demais sistemas binarios QUE-SblII. A Figura 23 demonstra a comparacao

entre tais sistemas.
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Figura 23 - Curvas termogravimétricas dos complexos QUE-SblII
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Fonte: Autoria propria

As curvas termogravimétricas dos sistemas binarios QUE-Sblll ROTA e LIO
demonstram elevado grau de semelhanca, enquanto que o sistema QUE-SbllI SD, embora
apresente semelhanca com os demais sistemas em relacdo a temperatura, as perdas de
massa ocorreram de forma mais acentuada. Supde-se que tal fato se deve a presenca de
particulas em tamanhos menores, obtidas pela utilizacdo da tecnologia por asperséo spray

drying, 0 que é caracteristico na obtencdo de particulas por este método de secagem
(OLIVEIRA et al., 2010).

Na Figura 24, podem ser observadas as morfologias dos sistemas binarios QUE-
Sblll secos pelos trés processos de secagem: rotaevaporacéo, liofilizagdo e spray dried

por meio de micrografias obtidas por meio de Microscopia eletronica de Varredura.
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Figura 24 - Micrografia dos sistemas binarios (A) QUE-Sblll ROTA, (B) QUE-
Sblll LI1O e (C) QUE-SblIII SD

(A) QUE-SblIl ROTA (B) QUE-SbIII LIO (C) QUE-ShII SD

Fonte: Autoria prépria

A micrografia do sistema binario seco por rotaevaporacdo (QUE-Sblll ROTA)
mostra a presenca de cristais aglomerados com tamanhos (50-100 pum) e formas variaveis,

com superficie irregular (Figura 24A).

A micrografia obtida para o sistema binario seco por liofilizacdo (QUE-SbIlI L10)
mostrou semelhanga com QUE-SbllIl ROTA, porém apresentou aglomerados com
tamanho médio de 10 a 50 um e de superficie menos rugosa do que o sistema binério

rotaevaporado (Figura 24B).

O sistema binario seco por spray drier mostrou-se bem diferente,
morfologicamente, do que os demais complexos QUE-SblII, pois apresentou-se na forma
de microesferas de tamanhos variaveis (1,89 a 13,7 um) e de superficie pouco aspera
(Figura 24C).

5.2 SISTEMA BINARIO Mg, Al HDL-QUE

Como relatado na metodologia, foram realizadas curvas de calibracdo para a

determinacéo da formulacdo de Mg, Al HDL-QUE a ser utilizada.

De acordo com a curva de calibragdo (Apéndices 1 e 2), o solvente foi fundamental
para a formacdo do nanocomposito de Mg, Al HDL-QUE, que ocorre rapidamente, em 2
horas (Apéndice 3). O Mg, Al HDL é uma argila lamelar, cujas lamelas sdo carregadas
positivamente (potencial zeta = +21,0, em pH 5,8). Em ambos 0s sistemas estudados, o

pH era superior ao pKa da quercetina (6,74 — Arshad et al., 2009), ou seja, possivelmente
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a rapida formacdo do nanocomposito € justificada pela interacdo eletrostatica entre a

quercetina ionizada (Figura 25) e a argila.

Figura 25 - Férmula estrutural da quercetina na forma desprotonada

H
~ T H
v |

'“*c*"' “\c”'ﬁ
o N

o “ffc\fff"c‘x}.

\“C’/
! i || |

Iy
MCY

“\-H
Fonte: Kazakova et al., 2002

Os sistemas preparados em tampdo tiveram rendimento superior ao outro grupo
(Tabela 1), mas a partir de 24 horas em solucéo, foi observada degradacéo da quercetina,
com o escurecimento de sua coloracdo amarela original, por isso esta variavel de tempo
reacional ndo foi apresentada. Em ambos os sistemas, a propor¢do farmaco-argila
estudada pareceu ndo influenciar o percentual de adsorcgdo/intercalagdo. Por isso, foi
selecionada a formulacdo 1:1 Mg, Al HDL-QUE preparada em tampao tetraborato de
sodio por 2 horas.

Tabela 1- Rendimento de adsorcao/intercalacao obtido com as variéveis estudadas

PROPORCAO SOLVENTE TEMPO % DE ADSORCAO/
M/M Mg, Al REACIONAL INTERCALACAO
HDL-QUE
2:2 Etanol 2h 26,66
11 Etanol 2h 34,46
1:2 Etanol 2h 33,16
2:1 Tampdo tetraborato de sddio 2h 66,03
1:1 Tampao tetraborato de sddio 2h 65,08
1:2 Tampéo tetraborato de sédio 2h 66,74

Fonte: Autoria propria
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De forma semelhante ao estudo de Viswanathan, Sriram, Yogeeswaran (2000)
por UV-Vis, onde as bandas da quercetina livre foram deslocadas de 273 para 438 nm,
respectivamente, quando complexada com Sblll; o nanosistema binario Mg, Al HDL-
QUE demonstrou ocorréncia do mesmo fenémeno (Figura 26), visto que tal nanosistema
apresentou um deslocamento batocrémico para 393nm, 0 que sugere a complexacao da

quercetina aos metais presentes no nanocarreador.

Tais deslocamentos sdo explicados por Bukhari et al. (2009) como provocados
pela extensdo do sistema conjugado quando ocorre a formagdo da complexacéo.
Viswanathan, Sriram, Yogeeswaran (2000) explicam ainda que existe um efeito
cooperativo de uma ou mais hidroxilas com o grupamento hidroxila na posicdo 3 na
molécula de quercetina para que haja o desvio batocrémico no espectro UV-Vis,
caracteristico da complexacdo, indicando, pois, que a posicdo C-3 é um importante

requisito para a formacédo do complexo.

Figura 26 - Espectro UV-Vis do nanosistema binario Mg, Al HDL-QUE e de seu precursor
QUE

—— QUE
— Mg, Al HDL-QUE

201
184
164
14 ]

1,2 4

Absorbancia

10-
QSL
Q6:
Q4;

0,2

0,0 T T T T T T T 1
200 300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria
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Sabe-se que a quercetina é caracterizada por sua baixa fluorescéncia ou auséncia,
no entanto, Mezzetti et al. (2011) sugerem que a modificacdo das propriedades da
quercetina quando ligada a outras moléculas, como aos (semi)-metais, talvez se dé pela
formacgdo de anions numa significante fracdo das espécies de quercetina. Assim, 0
aparecimento da fluorescéncia da quercetina quando complexada ocorre pela formagéo
de espécies anidnicas fluorescentes. Desta forma, a analise de fluorimetria (Figura 27)
apresentou emissdo méxima em 534 nm, com excitacdo em 370 nm do nanosistema
binario, comprovando a formacéo de complexo entre a quercetina e 0s metais presentes
do Mg,Al HDL (PAVUN et al., 2014; VISWANATHAN et al., 2000), enquanto que a

quercetina pura ndo apresentou fluorescéncia.

Figura 27 - Fluorescéncia do sistema binario Mg, Al HDL-QUE e de seu precursor QUE

——QUE
—— Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria propria

A partir de analises por espectroscopia IV, obteve-se o espectro da quercetina
(Figura 28), no qual se podem observar suas principais bandas: banda intensa em 3436
cm? relativa & deformacio axial da ligagdo OH (vOH) e as pontes de hidrogénio
intramoleculares de grupos hidroxila livres e intermoleculares; estiramento em 1661 cm”
! referente a carbonila (vC=0); as bandas 1589 cm™, 1516 cm™ e 1428 cm™ referem-se a
vibracdo C=C do fenol (SILVERSTEIN et al., 1962).
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Figura 28 - Espectro obtido por espectroscopia IV por KBr do sistema binario Mg, Al
HDL-QUE e de seus precursores
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Fonte: Autoria prépria

As bandas 1392 cm™, 1341 cm™ e 1320 cm™ referem-se a vibragdo angular no
plano da ligagdo O-H do grupamento fenol. A banda em 1260 cm™ refere-se & vibragdes
de estiramento axial da ligagdo C-O em fenois. As bandas 1202 cm, 1159 cm™, 1107
cm?, 1085 cm? e 1012 cm™ sdo referentes a deformacdo assimétrica de C-O-C
(KLOPROGGE et al. 1999; SIMOES et al., 2013; BENICIO et al., 2015). As bandas 997
cm? e 932 cm™ sdo condizentes & deformacéo angular fora do plano de C-H aromatico
(BAKKIALAKSHMI; BARANI, 2013), assim como as bandas localizadas na regido de
900 a 650 cm™ indicam a absor¢ao de nicleos aromaticos (vibragdo angular fora do plano
de C-H) (SILVERSTEIN et al., 1962).

De acordo com Silverstein et al., (1962), a confirmacédo do anel aromatico € feita

na regido de 1600 cm™ a 1500, através das bandas de absorcéo da ligagio C=C do anel.

Deve-se ressaltar também a presenca de bandas assimétricas, indicando a presenca
de diferentes conformacdes da molécula (BHORGETTI et al., 2012; BERLIER et al.,
2013).

O espectro obtido por espectroscopia IV do sistema binario Mg, Al HDL-QUE
revela uma larga banda em torno de 3443 cm™ caracteristica de estiramento (vOH)

(KLOPROGGE et al. 1999; SIMOES et al., 2013; BENICIO et al., 2015), presente tanto
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na quercetina pura quanto no nanocarreador Mg, Al HDL; uma banda em 1618 cm™, onde
verificou-se uma reducdo da frequéncia da carbonila caracteristica da quercetina
(anteriormente, na molécula de quercetina, em 1661 cm™). Esta reducéo de frequéncia,

segundo Tong et al., (2016), sugere mudanca na molécula da quercetina nesta regido.

Zhou et al. (2001), sugere que tal diminuicdo de frequéncia esteja relacionada a
coordenacao do oxigénio da carbonila com o ion metalico (I11) e dos grupos 3-OH ou 5-
OH do ligante depois da protonacdo para formar as ligagdes metal-oxigénio dos
complexos. Segundo Simdes et al. (2013), como o grupo 3-hidroxil é o mais &cido (a
depender do meio), é provavel que este seja o primeiro sitio onde ocorre quelacéo, ja que
este é considerado o melhor agente quelante, onde a maior deslocalizacdo dos elétrons no
grupo 3-OH, facilita a deslocalizag¢do dos elétrons m, sendo seguido de complexagdo na
carbonila de posi¢do 4; e portanto estes sdo 0s primeiros sitios envolvidos nos processos
de complexacdo (BUKHARI et al., 2009; JURASEKOVA et al., 2009).

As demais bandas também apresentam pequenos deslocamentos em relagdo a
quercetina pura, 0 que sugere que haja complexacdo também no grupamento fenol:
bandas referentes a reflexdo de fenol, em 1523 cm™ e 1494 cm™; vibragdo angular no
plano da ligagdo O-H do grupamento fenol, em 1450 cm™, 1399 cm™, 1385 cm™ e 1319
cmt; vibragdo de estiramento axial da ligagdo C-O em fenois, em 1268 cm™; deformacéo
assimétrica de C-O-C, em 1202 cm, 1166 cm™, 1122 cm™ e 1012 cm e de deformagéo
angular fora do plano de C-H aromatico, em 939 cm™?) (SIMOES et al., 2013;
BAKKIALAKSHMI; BARANI, 2013).

Em relacdo ao nanocarreador Mg, Al HDL, o produto Mg, Al HDL-QUE, também
apresentou similaridade, visto que o carreador também apresenta banda larga e intensa
relativa ao estiramento OH em 3420 cm%, correspondente ao grupo OH da gua adsorvida
ou da agua interlamelar. E uma banda em 604 cm™, correspondente a ligagdes M-O ou
O-M-O, visto que, de acordo com BOTTAN (2011) e KLOPROGGE et al. (1999), na
regido de 644 a 543 cm™ sdo observadas bandas de vibragdes referentes aos M—O ou O—
M-O caracterizando as ligagdes entre os cations e oxigénio. A seguir, na Figura 29, é

apresentada a estrutura proposta do sistema binario Mg, Al HDL-QUE.
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Figura 29 — Estrutura proposta de ligacdo entre metal e quercetina no sistema
binario Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria prépria (ACD/ChemSketch)

Com isto, verifica-se a formagdo de um novo produto que contém caracteristicas
mistas de seus precursores e confirma a formacdo do complexo Mg, Al HDL-QUE ja

sugerido por UV-Vis.

A difratometria € um parametro fisico-quimico que demonstra a cristalinidade das
substancias. Com isto, os difratogramas do material precursor e do sistema binario Mg,

Al HDL-QUE séo apresentados na figura 30, a sequir.
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Figura 30 — Difratograma dos precursores e do sistema binério formado Mg, Al HDL -
QUE
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Fonte: Autoria propria

O difratograma da quercetina confirma sua alta cristalinidade, conforme ja
relatado por Kakran et al. (2012) e Borghetti et al. (2012), com a presenca de humerosos
e distintos picos em: 5,42; 10,00; 10,82; 13,50; 16,41; 17,82; 21,73; 23,29; 24,37; 25,09;
25,62; 26,03; 26,34; 26,95; 27,67; 29,55; 29,63°, correspondentes a quercetina na forma

anidra.

O difratograma do HDL precursor é também apresentado na figura 29 e exibe um
material com alta cristalinidade. Os valores da distancia basal encontrados foram
similares aos considerados como caracteristicos pelos manuais mineralogicos
(ALLMANN; JEPSEN, 1969), sugerindo o sucesso da sintese. O valor de espagamento
basal, de 7,76A, calculado a partir da equacdo de Bragg, apresenta-se semelhante ao
observado por Cavani et al. (1991), quando o cloreto € o anion interlamelar, podendo
variar entre 7,6 e 7,8A, dependendo do grau de hidratacio do material. Além disso, o0s
planos de difracdo em d(003), d(006) e d(009), em 11,40° 23,08° e 34,42°
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respectivamente, sugerem que tais estruturas possuem simetria romboédrica caracteristica

de hidrotalcitas sintetizadas.

O sistema bindrio mostrou-se com aspecto cristalino e promoveu aumento do
espacamento basal do HDL para 8,16 A, sugerindo a intercalacio da quercetina com a

substituicdo do cloreto.

Na Figura 31, é mostrada a curva termogravimétrica do Mg, Al HDL. O DTG
mostra dois picos endotérmicos, assim caracterizando um padrdo caracteristico da
estrutura do HDL (CHOUDARY et al., 2002). O primeiro pico, com uma perda de massa
de 17,9%, ocorre até 222,9° C e corresponde a &gua superficial adsorvida e a &gua
interlamelar. O segundo pico ocorreu entre 270,9°C e 464,1°C com uma perda de massa
de 19,1%. Nesta ultima ocorre a desidroxilacdo estrutural e a consequente perda da
estrutura lamelar, acompanhada pela provavel formacéo de HCI liquido (KLOPROGGE
et al., 2001; CHOUDARY et al., 2002; ISLAM e PATEL, 2009; SILION et al., 2010).
Ao fim da curva, foram quantificados 53,91% em massa de Mg, Al HDL.

Figura 31 - Curva termogravimétrica do Mg, Al HDL
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Fonte: Autoria prépria

Em comparacdo com o perfil termogravimétrico da quercetina e do HDL, o
sistema binario (Figura 32) apresentou perfil diferente. Foram observadas duas principais

perdas de massa: a primeira ocorreu de 25°C até 120°C com perda de 13,88% (pode estar
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associada a desidratacdo ou a evaporacdo de compostos organicos) e a segunda no
intervalo de 278,9°C a 532,7°C com perda de 46,44% em massa (pode estar associada a

libertacdo de CO», degradacdo das moléculas de quecetina e/ou a desidroxilacdo estrutural
do Mg, Al HDL com formacéo de HCI).

Figura 32 - Curva termogravimétrica do sistema binario Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria prépria

No entanto, assim como para o HDL, observa-se que ao final do perfil
termogravimétrico do sistema binario Mg, Al HDL-QUE n&o houve degradacdo completa
do material que foi submetido & andlise, visto que ao fim da andlise foi observada a
presenca de 11,8% em massa do sistema binario Mg, Al HDL-QUE. O que ¢ justificado

pelas elevadas temperaturas de degradacdo de materiais metalicos (IFA, 2016).

A Figura 33 apresenta as micrografias da quercetina, do HDL precursor e do
nanosistema Mg, Al HDL-QUE, respectivamente. A quercetina € apresentada como
cristais de forma colunar, de tamanho grande e irregular que, em parte, justifica sua baixa

solubilidade em agua (Borghetti et al., 2012). O HDL apresenta-se na forma de
microcristais de tamanho e forma regular.
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Figura 33 - Micrografias do sistema bindrio Mg, Al HDL-QUE e de seus precursores
(A) QUE (B) Mg, Al HDL (C) Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria propria

A morfologia do sistema binario Mg, Al HDL-QUE (Figura 33C) ainda
apresentou semelhante ao Mg, Al HDL (Figura 33B), no entanto, com a adi¢cdo da
quercetina (Figura 33A) os cristais ndo permaneceram aparentes, assim sugerindo sua

fragmentacdo com provavel aumento da area superficial.
5.3 SISTEMA BINARIO Mg, Al/Sb HDL-QUE

O sistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE consistiu na associa¢do do nanocarreador
Mg, Al/Sb-HDL com a quercetina. Diante disto, foi realizada a caracterizacdo deste
precursor, mostrada a seguir, juntamente com os resultados de caracterizacéo do sistema
binario Mg, Al/Sb HDL-QUE.

Previamente, assim como o sistema Mg, Al HDL-QUE, foram construidas curvas
de calibracdo, para a determinacdo da formulagdo de Mg, Al/Sb HDL-QUE a ser

utilizada.
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Tabela 2- Par@metros de linearidade obtidos com a quercetina em tampdao tetraborato de

sodio em diferentes proporcdes

SOL- COMPRI- PROPORCAO FAIXADE EQUA-  APEN-
VENTE MENTO DE m/m Mg, Al/Sb  LINEARI- C}AO DA DICE
ONDA (nm) HDL-QUE DADE RETA
(Mg/mL)
Tampéo 370 1:1 25-200 y= [2]
tetraborato 4.1478x +
de sddio (pH 0.1643
9,2
) (R=
0,9930)
Tampao 370 1:2 25-200 y= [3]
tetraborato 3.7978x +
de sodio (pH 0.255
9,2
) (R=
0,9905)
Tampéo 370 2:1 25-200 y= [3]
tetraborato 4.0876x +
de sédio (pH 0.094
9,2
) (R=
0,9944)

Fonte: Autoria propria

Com base na tabela 2, foi determinada a utilizacdo da formulacdo de Mg, Al/Sb

HDL-QUE da proporcdo 1:1 m/m.

No espectro UV-Vis, o nanosistema Mg, Al/Sb HDL-QUE, apresentou um

deslocamento batocrémico de 28 nm em relacdo a quercetina (Figura 34) (deslocamento
de 368nm da quercetina para 393nm do Mg, Al/Sb HDL-QUE). Tal deslocamento,

embora maior, foi relatado por Viswanathan et al. (2000), onde as bandas da quercetina

livre foram deslocadas de 273 para 438 nm, quando complexada ao Sblll, devido um

efeito cooperativo de uma ou mais hidroxilas com o grupamento hidroxila na posicao 3
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na molécula de quercetina, indicando assim, que a posi¢cao C-3 € um importante requisito
para a formagdo do complexo antimonio-quercetina. Segundo Bukhari et al. (2009), esse
deslocamento é provocado pela extensao do sistema conjugado quando ocorre a formagéao
do complexo.

Figura 34 - Espectros UV-Vis do nanosistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE em

comparacdo com o complexo QUE-SbIII, com a quercetina precursora e com o sistema
binario Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria propria

Como ja relatado anteriormente, a complexacdo (semi-)metal-QUE possui como
caracteristica a capacidade em emitir fluorescéncia (VISWANATHAN et al., 2000). Este
comportamento também foi observado no nanosistema Mg, Al/Sb HDL-QUE (Figura
35), que apresentou emissdo maxima em 532 nm, de forma semelhante ao complexo
QUE-SbIII (537 nm). No entanto, é perceptivel a reducdo na intensidade, o que pode estar

associado a presenga do HDL.
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Figura 35 - Fluorescéncia do nanosistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE em
comparacdo com o complexo QUE-SbIII, com a quercetina precursora e com o sistema
binario Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria propria

O espectro de espectroscopia IV do nanocarreador Mg, Al/Sb HDL possui um
elevado grau de similaridade com o Mg, Al HDL, visto que apresenta as principais bandas

caracteristicas deste material, como pode ser observado na Figura 36.
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Figura 36 - Espectros de infravermelho por KBr de: SbCls, Mg, Al HDL e Mg, Al/Sb HDL
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Fonte: Autoria propria

Sendo o Raman, considerado por muitos autores uma técnica de confirmacédo da
espectroscopia 1V, visto que os deslocamentos de energia observados no espectro Raman
sdo idénticos as energias de suas bandas de absorcdo IR (quando os modos vibracionais
envolvidos sdo ativos no IR e no Raman pelo fato de que ambas as técnicas sdo
dependentes dos mesmos modos vibracionais) (HOLLER et. al., 2009). Na Figura 37 foi

realizada uma comparacdo entre estas técnicas para a confirmacdo da sintese do
nanocarreador Mg, Al/Sb HDL.
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Figura 37 - Espectros infravermelho e Raman do nanocarreador Mg, Al/Sb HDL
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Fonte: Autoria propria

No espectro do Infravermelho, foi detectada uma banda larga em torno de 3454
cm? caracteristico de estiramento (v) OH e um sinal de deformagéo correspondente ao
grupo OH da 4gua adsorvida ou da dgua interlamelar (flexao de 6H2O) por volta de 1594
cm? (SILVERSTEIN et al., 1962; CHOUDARY et al., 2002; ISLAM e PATEL, 2009);
banda em 1383 cm™ que provavelmente ocorre devido ao &nion carbonato [v(COs%)] que
pode ter se formado devido a absorgdo de gas CO atmosférico durante o processo de
lavagem (ISLAM e PATEL, 2009; XU et al., 2006; SUN e HU, 2011). Na regido de 770
a 424 cm? sdo observadas bandas de vibragGes referentes aos M—-O ou O-M-O
caracterizando as ligacGes entre os cations Mg, Al e/ou Sb e oxigénio (BOTTAN, 2011;
KLOPROGGE et al., 1999a).

No espectro Raman, na regido de baixa frequéncia dois sinais em 305 cm™ e 382
cmt e outros dois a 474 cm™ e 544 cm™. Todos estes picos s&o tipicos de Al-OH (ligacio
aluminio-hidroxila) ou Mg-OH (magnesio-hidroxila) (KLOPROGGE et al., 1999b;
KLOPROGGE, 2004). Neste espectro, vCO3?" aparece em 1.066 cm™; e o Gltimo pico
(1376 cm™), indica a presenca da formac&o de 6xidos (KLOPROGGE et al., 2001).
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Quanto aos espectros de espectroscopia IV do nanosistema Mg, Al/Sb HDL-QUE,
ilustrado na Figura 38, a seguir, observa-se que 0 espectro apresenta algumas bandas
semelhantes ao tricloreto de antimonio, como o intervalo de 3742-2895 cm™,
correspondente ao estiramento (v)OH que representa agua adsorvida no sistema; outra em
torno de 1640 cm™, correspondente a (v)C=0, provavelmente oriunda da quercetina,
assim como nos demais sistemas, com esta reducgéo da frequéncia da carbonila, sugerimos
que aqui também, a ligacdo entre Sb e quercetina tenha se dado na carbonila da posicéo
4 e em C-3 (FICARRA et al., 2002).

Figura 38 - Espectros de infravermelho por KBr do sistema binario Mg, Al/Sb
HDL-QUE e seu nanocarreador precursor
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Fonte: Autoria propria

A banda em 1392 cm® corresponde a vibragdo angular no plano da ligagdo O-H
do grupo fenol e em 1093 corresponde a deformacéo assimétrica de C-O-C; ambas ndo
apresentaram modificagdes em relagdo a quercetina, o que significa que ndo houveram
alteracdes/ligacdes nesta regido da molécula de quercetina.

A banda em 677 cm™ corresponde vibragdes referentes aos M—O ou O— M-O

caracterizando as ligacdes entre os cations e oxigénio (BOTTAN, 2011; KLOPROGGE
etal., 1999a).
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A Figura 39 apresenta os difratogramas dos produtos obtidos para o0 Mg, Al/Sb
HDL e seus precursores. Este apresentou planos semelhantes ao sintetizado por Kim et
al. (2008), cuja presenca do Sb foi detectada na composi¢éo da lamela do HDL, assim
confirmando o sucesso da sintese. E também possivel observar por meio da representagéo
das setas, reflexGes que foram gradualmente deslocadas em direcdo ao angulo mais

elevado, mediante, de acordo com Kim et al. (2008), a substitui¢cdo do Sblll.

Figura 39 - Difratograma de: SbCls, Mg, Al HDL e Mg, Al/Sb HDL
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Fonte: Autoria propria

Ao comparar o espacamento basal d(003) entre HDL precursor e 0 nanocarreador
Mg, Al/Sb HDL, observa-se que o Mg, Al/Sb HDL apresentou um discreto aumento, de
0,33A (d = 8,09 A), em relagio ao Mg,Al HDL, assim como foi obtido por Kim et al.
(2008).

O nanosistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE manteve o aspecto cristalino (Figura
40) apresentou espacamento basal de 7,95 A, ou seja, quando comparado ao seu
nanocarreador precursor Mg, Al/Sb HDL, demonstrou uma discreta diferenca (reducéo)
na distancia entre o inicio de uma lamela e o final de outra (0,14 A), que pode ser devido
a quercetina, que pode encontrar-se adsorvida as lamelas, assim comprimindo-as

discretamente.
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Figura 40 - Difratograma do nanosistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE
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Fonte: Autoria prépria

Corroborando com os resultados obtidos por Ma et al. (2004), os planos 28,23°,
34,52°, 38,6° 45,6° e 60,2° (caracteristicos de Sh>O3 em destaque [*] na Figura 40)
permaneceram, com alguns deslocamentos minimos. Estes resultados mostram que houve

a associacdo do antiménio e da quercetina ao nanocarreador.

Na Figura 41, é demonstrado perfil termogravimétrico do Mg, Al/Sb HDL. Ele
descreve o comportamento do Mg, Al/Sb HDL a medida em que é submetido a
temperaturas maiores do que a temperatura ambiente, assim tracando seu perfil de

degradacéo.
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Figura 41 - Perfil termogravimétrico do Mg, Al/Sb HDL
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Fonte: Autoria propria

Sdo observados dois decaimentos (ou duas curvas termogravimétricas), o que
caracteriza duas perdas de massa; assim caracterizando o padrdo da estrutura do Mg, Al
HDL (CHOUDARY et al., 2002). O primeiro pico, com uma perda de massa de 17,32%,

ocorre até 122,59° C e corresponde a dgua superficial adsorvida e a &gua interlamelar.

O segundo pico ocorreu entre 311°C e 431,9°C com uma perda de massa de
25,06% neste intervalo. Nesta Ultima ocorre a desidroxilacdo estrutural e a consequente
perda da estrutura lamelar (KLOPROGGE et al., 2001; CHOUDARY et al., 2002;
ISLAM e PATEL, 2009; SILION et al., 2010). Ao fim da analise, foram quantificados

56,64% em massa do Mg, Al/Sb HDL, assim como para o Mg, Al HDL, provavelmente
essa massa é resultante de ions metalicos.

Na Figura 42 observa-se o perfil termogravimétrico do sistema binario Mg, Al/Sb
HDL-QUE.
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Figura 42 - Perfil termogravimétrico do Mg, Al/Sb HDL-QUE

— 0.0005
100
IH - 0.0000
80
- b .
S 't -0.0005
© 3 3
» 604% H
g Y B
>N E
W | .0.0010
40
20 4 o ¥ .,"!,' - -0.0015
- -0.0020
100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

Fonte: Autoria propria

O nanosistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE apresentou duas perdas de massa. A
primeira curva, que representa a primeira perda de massa, ocorreu em 106°C, com uma
perda de 8,74% da massa inicial e a segunda, ocorreu no intervalo de 330,5°C a 741,29°C,
com uma perda de 77,37% no intervalo. Ao fim da curva foram quantificados 14,67% em
massa da amostra inicial. Provavelmente, esta quantidade se deve aos ions metalicos

presentes na amostra que ndo foram totalmente degradados.

A seguir, na Figura 43, sdo apresentadas as micrografias do sistema binario Mg,
Al/Sb HDL-QUE e de seu nanocarreador precursor Mg, Al/Sb HDL, que mostram a
morfologia do precursor e do produto formado.
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Figura 43 - Micrografias do Mg, Al/Sb HDL precursor (A) e do sistema binario
Mg, Al/Sb HDL-QUE (B)

Fonte: Autoria propria

O nanocarreador apresentou morfologia de microcristais robustos, de forma
irregular, com tamanho médio de 50 a 80 um. O sistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE
também apresentou cristais com estrutura robusta, porém, com aspecto mais rugoso do
que o precursor e tamanho médio superior a 100 um, provavelmente devido a adi¢do do

composto organico (quercetina).

5.4 SISTEMA TERNARIO HDL-(QUE-SblII)

Por meio da analise UV-Vis, foi observado um deslocamento batocrémico de 368
(quercetina) para 393 nm do nanosistema HDL-(QUE-SblII) (Figura 44), desta forma,
também supomos modificacdes na posicdo C-3 na molécula da quercetina.
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Figura 44- Espectros UV-Vis do nanosistema ternario HDL-(QUE-Sbl 1), da
guercetina, do complexo QUE-Sbl I e do sistema binario Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria propria
O sistema ternario, de forma semelhante como ocorreu para 0s sistemas binarios
Mg, Al/Sb HDL-QUE (532 nm) e QUE-SblII (537 nm), HDL-(QUE-SblII) apresentou
emissdo maxima em 533 nm, ratificando a interacdo do HDL e/ou do Sblll com a

quercetina (Figura 45).
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Figura 45 - Fluorescéncia do nanosistema ternario HDL-(QUE-SblII), da quercetina, do
complexo QUE-SbIII e do sistema binario Mg, Al HDL-QUE
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Fonte: Autoria propria

O espectro infravermelho do nanosistema ternario HDL-(QUE-SblII) (Figura 46)
mostra um intervalo de 3742 — 2895 cm'%, correspondente ao estiramento (v)OH, de agua
adsorvida na superficie do sistema; a banda em 1640 cm™ representa (v)C=0O,
provavelmente da quercetina, do mesmo modo como foi observado nos sistemas
analisados anteriormente, cuja reducdo pode estar relacionada a complexacao quercetina-

antimonio (posic¢do C-4 e em C-3).
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Figura 46 - Espectros de infravermelho por KBr do nanosistema ternario HDL-

Transmitancia (%)

100

80

60

40 -

20+

0

(QUE-SblII) e seu precursor Mg, Al HDL

——— HDL-(QUE-SblII)
——— Mg, Al HDL

4000

T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: Autoria propria

A banda 1392 cm™ é proveniente da vibrago angular no plano da ligagdo O-H

do grupamento fenol; a banda em 1093 cm™ é correspondente ao estiramento (C-O-C) e
a banda 677 corresponde a ligagdes metélicas do tipo M-O ou O-M-O. A estrutura

proposta para o sistema ternario HDL-(QUE-SblII) pode ser observada na Figura 47, a

Figura 47 — Estrutura proposta deligagdo entre a quercetina e o antiménio no

sistema ternario HDL-(QUE-Sbl 1)

Fonte: Autoria propria (ACD/ChemSketch)
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A analise por difratometria (Figura 48) demonstrou que ndo houve um aumento
relevante (de 7,76 A para 7,8 A) do espacamento basal do nanosistema HDL-(QUE-SblII)
com a adicdo do HDL precursor ao complexo, sugerindo uma possivel dificuldade na
intercalacdo do complexo QUE-SbIII entre as lamelas do HDL. Assim como ocorreu no
sistema binario Mg, Al/Sb HDL, alguns dos planos coincidentes (*) para o Sb.O3 foram

mantidos (em destaque na Figura 48).

Figura 48 - Difratograma do nanosistema HDL-(QUE-SblI1)
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Fonte: Autoria propria
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O perfil termogravimétrico do nanosistema ternario pode ser visualizado na Figura
49:

Figura 49 - Perfil termogravimétrico do HDL-(QUE-Sbl|I1)
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Fonte: Autoria propria

O perfil termogravimétrico do nanosistema ternario confirmou a formacéo de

novo produto visto o perfil tragado por sua derivada.

O nanosistema ternario HDL-(QUE-SblII) apresentou varias perdas de massa,
sendo duas as principais: a primeira até 187°C, com perda de 21,27% em massa € a
segunda, no intervalo de 220°C a 451,6°C com 21,65% de perda de massa. Ao fim da
analise foram quantificados 51,45% em massa da amostra submetida a anéalise
inicialmente. Provavelmente esta porcentagem esteja relacionada aos ions metalicos

presentes na amostra.

A Figura 50 mostra a micrografia do sistema ternario HDL-(QUE-SblII), que
revelou uma morfologia heterogénea, com grande quantidade de aglomerados de

tamanhos e formas variados.
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Figura 50 - Micrografia do sistema ternario HDL-(QUE-Sbl 1)
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Fonte: Autoria prépria

5.5 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Inicialmente foi investigada a citotoxicidade das substancias sobre macrofagos da
linhagem J774.A1 (Tabela 3). Os resultados revelaram que as substancias Mg, Al HDL e
HDL-(QUE-SblII) ndo apresentaram toxicidade até a concentracdo maxima testada (300
pg/mL). Sugerimos que para o sistema terndrio, tenha havido forte intera¢éo entre o HDL
e 0 complexo QUE-SbIII e que o complexo QUE-SblII tenha sido protegido pelo Mg, Al

HDL, justificando a auséncia de toxicidade para macréfagos.

Ademais, os compostos SbClz, quercetina, Mg, Al/Sb HDL, QUE-SblIl (o
complexo QUE-SblIl ROTA foi o precursor escolhido, assim como para a sintese do
sistema ternario, por ter apresentado maior estabilidade térmica, por ser obtido por uma
técnica mais simples e de baixo custo), Mg, Al HDL-QUE e Mg, Al/Sb HDL-QUE,
apresentaram Clsg de 5,3 £ 0,02; 41 + 3,1; 25,7 £1,6; 11,3+ 1,4; 33 £6,1; 210 + 3,8

pg/mL, respectivamente.

Com isto, observamos que houve reducgéo da toxicidade quando associamos Sbll|

e quercetina e aumento da toxicidade da quercetina quando a associamos ao Mg, Al HDL.
Também ocorreu reducdo da toxicidade quando adicionamos quercetina ao Mg, Al HDL
(sistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE). Isto pode reforcar a presenca do Sbh entre as
lamelas do HDL, como previsto pelo DRX realizado logo ap6s a sintese do carreador; por
fluorescéncia e pelo MEV, devido & grande semelhanca ao Mg, Al HDL. Com isto,
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podemos supor que houve forte interacdo entre o Sh, a quercetina e 0 HDL, assim
resultando em uma protecdo dos compostos ativos pelo nanocarreador e portanto,

resultando em baixa toxicidade aos macrofagos J774.Al.
5.6 ATIVIDADE LEISHMANICIDA — ENSAIOS IN VITRO

Com a finalidade de verificar uma possivel atividade leishmanicida direta sobre
0 parasito, calculou-se a concentracdo inibitoria de 50% (Clsp) do crescimento de
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, que sdo as formas parasitarias
responsaveis, respectivamente, pela forma cuténea e visceral da doenca Brasil (SVS/MS,
2015). Os resultados evidenciaram que todas as substancias se mostraram ativas contra o
crescimento de promastigotas de L. amazonensis, com excec¢ao dos nanocarreadores Mg,
Al HDL e Mg, Al/Sb HDL. Com destaque para o sistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE
e o ternario HDL-(QUE-SbIII) que apresentaram com Clso de 5,3+ 0,4 € 9,7 £ 3,5 pug/mL,

respectivamente.

A avaliacdo da atividade leishmanicida contra promastigotas de L. chagasi,
evidenciou que a substancia Mg, Al/Sb HDL-QUE, dentre os sistemas produzidos,
mostrou-se mais ativa, com Clso de 70,2 £ 11,3 pg/mL. Além disso, o farmaco padrdo
SbClz apresentou Clso de 4,7 + 0,4 para promastigotas de L. amazonensis e 0,45 + 0,08

pg/mL para promastigotas de L. chagasi.
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Tabela 3 — Determinacéo da citotoxicidade dos produtos em macréfagos da linhagem J774.A1 e em formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi

(48 horas)

Substancias testadas

Viabilidade celular
em macrofagos
J774.Al (ensaio

MTT)

Promastigotas de L. amazonensis

Promastigotas de L. chagasi

Clso (ug/mL)?

Macrofagos x L.
Clso (ng/mL)? amazonensis

b|S para L. amazonensis

Macréfagos

Clso (ug/mL)? x L. chagasi

b|S para L. chagasi

SbCl3
Mg, Al HDL
QUE
Mg, Al/Sb HDL
QUE-SblII
Mg, Al HDL-QUE
Mg, Al/Sb HDL-QUE
HDL-(QUE-SblII)

5,3+0.02
> 300
41+31
25,7+1,6
113+14
33+6,1
210+ 3,8
> 300

4,7+0,4 1,1
> 300 -
55,2+27 0,7

> 300 <0,9
274,5+4,5 0,04
149,3 £ 10,7 0,2
5304 39,6
9,7+3,5 >30,9

0,45+ 0,08 11,8
272 £ 17 >1,1
53,3%+6,1 0,8

138,2+19 0,2

81+11 0,1

79,8+29 0,4

70,2+ 11,3 3,0

107,0 £ 20,0 >2,8

2 Concentracdo Inibitoria (ICso) calculada por curvas de toxicidade dose-resposta. © indice de Seletividade (IS) calculado pela razdo dos valores de 1Cso de macréfagos e

promastigotas. (-): Substancia ndo apresentou efeitos deletérios sobre o macréfago ou sobre a espécie de Leishmania.
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Com base na viabilidade celular para macrofagos J774.A1 e promastigotas de L.
amazonensis e L. chagasi, foi possivel calcular o indice de seletividade (IS) das
substancias. Assim, ao comparar o IS entre macrofagos e promastigotas de L.
amazonensis, o sistema binario Mg, Al/Sb HDL-QUE apresentou seletividade de 39,6
vezes mais para promastigotas de L. amazonensis. A substancia HDL-(QUE-SbIII)
provavelmente é mais seletiva para promastigotas de L. amazonensis, no entanto devido
ndo ter apresentado toxicidade para a célula hospedeira ndo foi possivel calcular o IS.
Quando comparado o IS entre macrofagos e promastigotas de L. chagasi, o farmaco
padrdo SbClsapresentou-se mais seletivo cerca de 11,8 vezes mais para promastigotas de
L. chagasi. As substancias HDL-(QUE-SblII) e Mg, Al HDL provavelmente s&o mais
seletivas para o parasito, no entanto como ndo foi possivel calcular a Clso para a célula

hospedeira, nao foi possivel calcular o IS para L. chagasi.
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CONCLUSAO

O objetivo geral, que consistia no preparo de sistemas nanoestruturados antimonio
e/ou quercetina — Hidréxidos Duplos Lamelares na forma de po e investigacdo de sua
potencial aplicacdo na quimioterapia da leishmaniose; foi satisfeito. Assim como 0s
objetivos especificos do trabalho.

Foi verificado que:

Carreadores e produtos sintetizados com sucesso;

O complexo QUE-SbIII ROTA foi o precursor escolhido para sintese do sistema
ternario (maior estabilidade térmica, técnica mais simples, menor custo);
QUE-SblIl e Mg, Al HDL-QUE sofreram complexagéo nas regides da carbonila
e orto-fendlica, verificado pela técnica de UV-Vis e confirmado por
Infravermelho;

Mg, Al/Sb HDL-QUE e HDL-(QUE-SblII) sofreram complexagédo apenas na
regido da carbonila;

Por DRX, foi possivel visualizar a adsor¢éo da quercetina no sistema binario
Mg, Al/Sb HDL-QUE e uma dificuldade na intercalacdo no sistema ternario
HDL-(QUE-SblII);

Mg, Al/Sb HDL-QUE e HDL-(QUE-SbIII) mostraram-se pouco toxicos para
macrofagos e apresentaram relevante atividade leishmanicida (sendo que
apresentaram maior atividade para promastigotas de L. amazonensis em relacao
a L. chagasi);

Por fim, a Microscopia Eletronica de Varredura permitiu a visualizagédo
morfoldgica das estruturas dos compostos formados;

Este estudo favorece ao futuro desenvolvimento de uma forma farmacéutica de
baixo custo, com possibilidade de transposicéo para escala industrial, e, assim,
contribuir para o processo de adesdo terapéutica do publico alvo da doenca e,

por consequéncia, reduzir os indices de resisténcia ao parasito.
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CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Atividades 20141 20152 2016 20173 2018
Levantamento bibliogréafico X X X X X X X X X X
Sintese e caracterizagdo do HDL precursor X
Preparacdo e caracterizacdo do sistema binario antimonial-HDL X
Preparacgdo e caracterizacao do sistema binario quercetina-HDL X X X X
Prepara_géo e caracterizacdo do complexo (sistema binario) antimonial- X X X X
quercetina
Preparacao e caracterizacdo dos sistemas ternarios X X X
Avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro X X
Anaélise dos resultados X X X X X X | X X X X
Créditos X X X X X X | X X X X

1Entrada no Programa de P6s-Graduagdo PPGCS/UFAL — mar¢o/2014
2Licenca maternidade — novembro/2015 a fevereiro/2016
3Licenga maternidade — outubro/2017 a janeiro/2018
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APENDICE 1 — Curva de calibragio de quercetina em etanol (£ =370 nm)

Abs.

0,5 -

0,4

0,3 -

0,2 -

0,1 4

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,99979

Abs. Intercept
Abs. Slope

Value
-0,01131
0,07951

Standard Error

0,00216
5,73669E-4

Conc. (mcg/mL)
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Abs.

0,45 +
| ]
0,40 +
0,35
0,30 +
0,25 +
0,20 +
Equation y=a+b
0,15 - Adj. R-Squa 0,98884
Value Standard Err
Abs. Intercept -0,002 0,01483
0,10 H Abs. Slope  0,1053  0,00559
0,05 T T T T T T T T T
0,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Conc. (mcg/mL)

APENDICE 2 — Curva de calibracio de quercetina em tamp3o tetraborato de sodio (£
=370 nm)
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APENDICE 3 — Parametros de linearidade obtidos com a quercetina em diferentes

solventes

Tabela - Parametros de linearidade obtidos com a quercetina em diferentes solventes

SOLVENTE

COMPRIMENTO FAIXA DE
DE ONDA (nm) LINEARIDADE DARETA

EQUACAO APENDICE

(Mg/mL)
Etanol 370 0,4-6,0 y =0,07951x [1]
—0,0113
(R =0,9999)
Tampao 370 0,8-4,0 y =0,1054x — [2]
tetraborato de 0,0021
sédio (pH 9,2
(P ) (R =0,9944)

Fonte: Autoria propria
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