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RESUMO

O 6CN10 é um novo derivado 2-amino-tiofeno obtido a partir do 2-amino-4,5,6,7-
tetrahidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila condensado com 4-nitrobenzaldeido.
Este farmaco apresentou boa atividade antifungica em testes in vitro, especialmente
contra Criptococcus sp. e pode ser considerado como uma molécula promissora
para o desenvolvimento de um novo medicamento antifungico. No entanto, o
potencial terapéutico do 6CN10 € limitado por sua baixa solubilidade em agua. A
formacao de complexos de inclusdo entre farmacos pouco soluveis em meio aquoso
e ciclodextrina tem sido uma das técnicas mais utilizadas para melhorar o perfil de
solubilidade de farmacos com baixa solubilidade em meio aquoso. O presente
trabalho visou a obtencao de complexos de inclusdo entre 6CN10 e 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina e a caracterizagao desse sistema. O complexo de inclusdo de 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) e 6CN10 foi preparado utilizando a técnica
de liofilizagao e caracterizado utilizando o diagrama de solubilidade de fase, analise
térmica, espectroscopia de infravermelho e Raman, difratometria de raios-X e
microscopia eletrénica de varredura. Os estudos de solubilidade de fases revelaram
uma curva do tipo A, sugerindo a formacdo de complexos de inclusdo com
estequiometria 1:1 com uma constante de estabilidade de 96M™". Na presenca de
0,36M de HP-B-CD a solubilidade do 6CN10 (2,4ug/mL) aumentou mais de 29
vezes. Analise termogravimétrica mostrou que as estabilidade térmica do 6CN10 no
complexo de inclusédo foi melhorada devido a interagao adicional entre o hospedeiro
e a molécula héspede. A redugao da intensidade e posicdo dos picos nos espectros
de FT-IR e Raman e a mudanga na cristalinidade no difratograma do complexo
6CN10:HP-B-CD em conjunto com a observagao de um produto com caracteristicas
amorfas e de fase unica por microscopia eletronica de varredura confirmaram a

formacéo do complexo de inclusao.



PALAVRAS CHAVE: ciclodextrina, derivados 2-aminotiofeno, complexo de

inclusao, solubilidade.

ABSTRACT

The 6CN10 is a 2-amino-thiophene derivative obtained from 2-amino-4,5,6,7-
tetrahydro-4H-benzo[b]thiophene-3-carbonitrile obtained through the reaction of
Gewald, followed by condensation with 4-nitrobenzaldehyde. This drug showed good
antifungal activity in in vitro tests, especially against Cryptococcus sp. and can be
considered as a promising molecule for the development of a new antifungal drug.
However, the therapeutic potential of 6CN10 is limited by its low water solubility. The
formation of inclusion complexes between drugs poorly soluble in aqueous media
and cyclodextrin has been one of the most used techniques to improve the solubility
profile of drugs with low solubility in water. The present work aimed at obtaining
inclusion complexes between 6CN10 and 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin and the
characterization of this system. The inclusion complex of 2-hydroxypropyl-3-
cyclodextrin (HP-B-CD) and 6CN10 was prepared using the technique of
lyophilization and characterized using the phase-solubility diagram, thermal analysis,
FT-IR and Raman spectroscopy, X-ray diffraction and scanning electron microscopy.
The phase solubility studies revealed a curve-type AL, suggesting the formation of
inclusion complexes with 1:1 stoichiometry with a constant of stability of 96M™. The
water solubility of 6CN10 (2.4ug/mL) increased more than 29 times in the presence
of 0.36M of HP-B-CD. Thermogravimetric analysis showed that the thermal stability
of 6CN10 in the inclusion complex was improved due to additional interactions
between the host and guest molecule. The reduction in the intensity and position of
peaks in the spectra of FT-IR and Raman and the change in the crystallinity pattern
of the complex 6CN10:HP-B-CD together with the observation of a product with
features of a new amorphous single phase by scanning electron microscopy

confirmed the formation of the inclusion complex
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INTRODUGAO

A incidéncia de infecgdes fungicas invasivas causadas por agentes
patégenos oportunistas, muitas vezes caracterizada pelas altas taxas de morbidade
e mortalidade, vem aumentando nos ultimos 20 anos (GU et al, 2004, SORTINO et
al. 2007, SORTINO et al.,, 2008). Doentes imunodeprimidos devido a doengas
subjacentes, como a tuberculose, leucemia ou a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), doentes submetidos a quimioterapia ou transplante de 6rgaos, e
pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) sdo particularmente susceptiveis
as infecgbes fungicas oportunistas, que muitas vezes se apresentam de maneira
fatal (PINTO et al., 2008). Mais de 90% dos pacientes diagnosticados como HIV-
positivo contraem infec¢gdes fungicas oportunistas. O aumento da incidéncia de
infecgbes fungicas também é observado em pacientes que fazem o uso freqiente

de drogas citotdxicas e antibacterianas.

Um motivo de preocupacédo no tratamento de infecgbes fungicas € o numero
limitado de antifungicos eficazes. Embora medicamentos como: a anfotericina B, a
fluocitosina e os azdis tais como cetoconazol, itraconazol ou fluconazol, tenham sido
considerados eficazes para o tratamento de candidiase e outras micoses, a maioria
desses medicamentos apresenta grandes inconvenientes devido a elevada
toxicidade, produzir reincidéncias devido ao fato de serem fungistaticos e néo
fungicida, ou levar ao desenvolvimento de resisténcias devido em parte ao uso
profilatico intensivo ou aos longos periodos de administragcdo desses medicamentos
(GU et al., 2004, SORTINO et al., 2007, SORTINO et al., 2008, ZAMPIERI et al.,
2008), além de apresentarem um limitado espectro de atividade, baixa distribuicdo
tecidual, fraca penetragcdo no sistema nervoso central (SNC), ou custo elevado
(NETO et al., 1997, KATRITZKY et al., 2008).
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Compostos heterociclicos constituem a estrutura base da maioria dos
farmacos atualmente disponiveis na terapéutica médica. Dentre esses compostos
uma classe que tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa devido
ao grande potencial farmacéutico e agroquimico associado, € a dos derivados 2-

amino-tiofenos.

O 6CN10 é um derivado 2-amino-tiofeno obtido a partir do 2-amino-4,5,6,7-
tetrahidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila, aducto de Gewald, seguida pela
condensacao com 4-nitrobenzaldeido. Este farmaco apresentou boa atividade
antifungica em testes in vitro, especialmente contra Criptococcus sp. e pode ser
considerado como uma molécula promissora para o desenvolvimento de um novo
medicamento antifungico no mercado. No entanto, o potencial terapéutico do 6CN10
é limitado por sua baixa solubilidade em agua (MENDONCA JUNIOR et al., 2011,
SCOTTI et al., 2012).

A formagdo de complexos de inclusdo entre farmacos pouco soluveis em
meio aquoso e ciclodextrina tem sido uma das técnicas mais utilizadas para a
melhora no perfil de solubilidade de farmacos com baixa solubilidade. Diversos
trabalhos demonstram que a formagdo do complexo de inclusédo
farmaco/ciclodextrina induz a um aumento significativo da biodisponibilidade,
estabilidade e solubilidade dos farmacos complexados (DEL VALLE, 2004,
LOFTSSON, 2005).

Nesse contexto, o presente trabalho visou a obtencdo de complexos de
inclusdo entre o 6CN10 e a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e a caracterizagao desse

sistema.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral
Preparar e caracterizar complexos de inclusdo de 6CN10 e 2-hidroxipropil-p-

ciclodextrina visando incrementar a solubilidade do farmaco.

1.2. Objetivos Especificos

e Preparar complexo de inclusdo 6CN10:HP-B-CD pelo método de
liofilizacao.

e Determinar a estequiometria do complexo utilizando o diagrama de fases
e calcular a constante de estabilidade do complexo.

e Caracterizar o complexo formado pelas técnicas de espectroscopia de
infravermelho e Raman, difratometria de raio-X, termogravimetria e

microscopia eletrbnica de varredura.

18
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CAPITULO |

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Derivados 2-amino-tiofeno

O tiofeno é um composto heterociclico aromatico de cinco membros onde o
heteroatomo é o enxofre. Em 1883, V. Meyer, apés uma falha no teste para
identificacdo de benzeno, descobriu esse composto com sua férmula molecular
confirmada como CsH4sS. Em 1885, C. Paal e J. Volhard realizaram
simultaneamente a sintese de derivados de tiofeno (CAMERON, 1949).

Diversos derivados tiofénicos foram sintetizados nas ultimas décadas devido
a sua grande diversidade de aplicagbes na industria farmacéutica, agricola e
alimenticia. Na industria farmacéutica suas principais aplicagdes sdo como agentes
antimicrobianos (ISLOOR; KALLURAYA; PAI, 2010), antivirais (RASHAD et al.,
2010), antioxidantes (ABU-HANSEN; EL-SHEHRY; BADRIA, 2010), anti-
inflamatoérios (FAKHR et al.,, 2009), antinociceptivos (GONCALES et al., 2005),
antipsicoticos (CALLIGARO et al.,, 1997), anticonvulsivantes (GHOGARE et al,
2010) e ansioliticos (AMR et al., 2010).

Atualmente, estes heterociclicos altamente substituidos s&do bastante
utilizados como precursores em estruturas de farmacos (PUTEROVA;
KRUTOSIKOVA; VEGH, 2009). Em especial, os 2-amino-tiofenos substituidos, que
podem ser obtidos através da reacdo de Gewald, que consiste na condensacao de

multicomponentes de uma cetona ou aldeido aciclico com um composto metilénico
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ativo em meio basico e enxofre elementar na presenga de uma base (SRIDHAR et
al., 2007).

Derivados  2-amino-tiofénicos encontram-se descritos na literatura
apresentando atividades antitumorais (NAIR; ABRAHAM, 1993), antivirais (BONINI
et al., 2004), antiglautomatosas (DANTANARAYANA; DEAN; MAY, 1997), assim
como analgésicas e antiinflamatérias (MATSUO et al., 1996; TALLEY et al., 2006).
Destacando-se principalmente as atividades: antibacteriana (ELBE et al., 1998,
BERGE et al., 2004), antifungica e herbicida (RAM; ATUL GOEL; SHUKLA, 1997 ;
FERREIRA et al, 2004 ; RYU et al.,, 2005; BERGE et al., 2004). Puterova e
colaboradores, 2009 apresentam uma revisdo das aplicagbes de 2-amino-tiofenos

COmo precursores ou como base para o design de novos farmacos.

Recentemente, o Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas da
Universidade Estadual da Paraiba juntamente com o Laboratério de Sintese e
Planejamento de Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco conseguiram
obter sinteticamente uma série de novos derivados 2-amino-tiofénicos, onde foi
possivel a identificagcdo de compostos com grande potencial para se tornarem uma
nova alternativa terapéutica para o tratamento de infecgdes causadas por agentes
antifangicos (MENDONCA JUNIOR et al., 2011). Dentre esses compostos, o
composto denominado 6CN10, nome quimico: (2-[(4-nitrobenzilideno)amino]-
4,5,6,7-tetraidro-4 H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila) (Figura 1), se mostrou como o
mais ativo agente fungicida da série para fungos leveduriformes em espécies de
Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis) sendo ativo inclusive
para cepas de Candida krusei que se apresentaram resistentes ao farmaco
referéncia fluconazol. Apresentando também atividade especialmente pronunciada
para a especie Criptococcus neoformans com valores de Concentracdo Minima
Fungicida (CMF) variando entre 100-200ug/mL, com a caracteristica adicional de
apresentar atividade comprovadamente fungicida, e nao fungistatica. Caracteristica
também desejavel para o desenvolvimento de novos farmacos antifungicos
(MENDONGCA JUNIOR et al., 2011).
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Figura 1: Estrutura quimica do 6CN10

Além dos resultados promissores de atividade antifungica, esse derivado
apresenta outras caracteristicas desejaveis para um novo farmaco, que sdo seu
baixo custo de obtencao e sua relativa facilidade sintética e de purificagdo, o que
permite a obtengdo de quantidades multigramas (10-50gramas) em escala de
bancada em grau de pureza farmacéutica (superior a 99%), podendo facilmente ser
realizado processo de scale-up visando uma futura produ¢cdo em escala industrial
(MENDONCA JUNIOR et al., 2011).

Entretanto, apesar de todas essas caracteristicas esse principio ativo
apresenta propriedades indesejaveis para um bom farmaco, devido a sua baixa
solubilidade em agua, o que se apresenta como uma grande barreira
farmacocinética, que dificulta a realizagdo dos ensaios bioldgicos e inviabiliza até

certo ponto a realizacido de ensaios in vivo, devido a sua provavel baixa absorcao.

Estudos de modelagem molecular através de metodologias de CADD
(computer-aided drug design) concluiram que a solubilidade em agua destes
compostos € um fator determinante para a agao antifungica, ou seja, apesar dos
compostos apresentarem atividade antifungica, os impedimentos farmacocinéticos
limitam sua atividade. Sendo assim, é de fundamental importancia o
desenvolvimento de um sistema de liberagao controlada que permita o aumento da
solubilidade aparente deste composto e por consequéncia uma maior absor¢cdo do
6CN10 (SCOTTl et al., 2012).

2.2.CICLODEXTRINAS
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As ciclodextrinas (CDs) tém sido bastante utilizadas no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos, particularmente devido as suas propriedades
complexantes, as quais proporcionam incremento de solubilidade e consequente
aumento da taxa de dissolugdo de farmacos pouco soluveis, estabilidade, redugéo
de irritagbes (gastrica, dérmica ou ocular) bem como diminuicdo ou eliminacdo de
odores ou sabores desagradaveis em formulagdes liquidas (GUEDES et al., 2008,
LYRA et al., 2010).

As CDs sao oligossacarideos ciclicos, constituidos por um numero variavel
de unidades de glicose, com estrutura semelhante a um cone truncado (SZEJTLI,
1998). As CDs naturais mais comuns apresentam seis, sete ou oito unidades de
D(+)-glicopiranose unidas por ligagdes a(1-4) e denominam-se a-, B- € Y-

ciclodextrinas,respectivamente (Figura 2) (GAVANI et al., 2011).

Figura 2: Estrutura das ciclodextrinas (Fonte: DEL VALLE, 2004)

2.2.1. Historico
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A primeira referéncia sobre CDs foi publicada em 1881 pelo cientista francés
A. Villiers, onde ele descreveu a obtencdo de uma substancia cristalina obtida a
partir da digestdo do amido com o Bacillus amylobacter, o qual denominou de
celulosina (SZEJTLI, 1998, LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Em 1903, Franz
Schardinger identificou as a-ciclodextrina e [-ciclodextrinas como produtos
resultantes da degradacdo do amido pela agado da enzima amilase ciclodextrina
glicosil transferase (CGTase), produzida pelo micro-organismo Bacillus macerans,
capaz de romper um segmento da hélice do amido e unir as duas porgdes terminais
deste fragmento em uma unica molécula ciclica (CONNORS, 1997). Em 1935
Freudenberg e Jacobi descobriram a y-ciclodextrina. Neste mesmo ano,
Freudenberg, Cramer e Plieninger depositaram a primeira patente sobre o uso de
ciclodextrina para formagdo de complexo de inclusdo intitulada “Métodos de
preparagao de compostos de inclusdo de compostos organicos fisiologicamente
ativos”. Nos anos posteriores Freudenberg, Cramer e French ampliaram os
conhecimentos das CDs quanto a sua caracterizagdo, producdo enzimatica,
fracionamento e estrutura (CONNORS, 1997).

Cramer, Saenger e outros enfatizaram os estudos na formagao de complexos
de inclusdo entre as CDs e moléculas hospedes (CONNORS, 1997, LOFTSSON;
DUCHENE, 2007).

No inicio dos anos 1970 diversos estudos sobre a aplicagdo industrial das
CDs comecaram a ser realizados e em 1976 o primeiro produto farmacéutico
contendo ciclodextrina foi langado no Japao pela empresa Ono Pharmaceutical Co,
tratava-se de uma formulacdo a base de prostaglandina E2 e B-ciclodextrina
(Prostarmon E). Na década seguinte as ciclodextrinas foram definitivamente
introduzidas como uma matéria prima para a industria, principalmente na area de
alimentos e cosméticos (HASHIMOTO, 2003, LOFTSSON; DUCHENE, 2007).
Atualmente, mais de 35 medicamentos contendo ciclodextrina se encontram
disponiveis no mercado mundial, em sua grande maioria com a fungdo de melhorar
a solubilidade do principio ativo, mas também como estabilizante e redutor de
toxicidade e irritacdo local (CARRIER; MILLER; AHMED, 2007, HWANG et al.,
2012).
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2.2.2. Estrutura quimica e modificagdes das ciclodextrinas

A estrutura descrita para as CDs apresenta dois grupos hidroxilicos: os
grupos hidroxilicos —OH secundarios, que se encontram localizados na extremidade
mais larga, estando ligados aos atomos de carbono C2 e C3, ao passo que 0s
grupos hidroxilicos —OH primarios se encontram na extremidade mais estreita e
ligado aos carbonos C6. Essa caracteristica € devido a livre rotagdo dos grupos
hidroxilicos primarios que reduz o didmetro efetivo da cavidade na respectiva face,
enquanto o grupo de hidroxilas secundarias constitui uma cadeia relativamente
rigida, por isso esta cavidade da CD €& mais larga (BEKERS; UITENDAAL;
BEIJNEN, 1991).

A presenga de grupos hidroxilas nas extremidades favorece a solubilidade
das ciclodextrinas em agua. O interior da cavidade é delineado pelos atomos de
hidrogénio (H3 e H5) e pelas pontes de oxigénio glicosidicas. Os pares de elétrons
ndo-ligantes do oxigénio estdo voltados para o interior da cavidade, produzindo alta
densidade eletrbnica e resultando num ambiente com caracteristicas de base de
Lewis e um carater extremamente hidrofébico (BUDAL, 2003; CALDERINI 2006). Ja
a disposicdo dos hidrogénios H1, H2 e H4 bem como dos grupos hidroxilas,
voltados para o exterior da CD, torna a superficie externa hidrofilica (Figura 3)
(VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006, KUBOTA, 2010).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura funcional das ciclodextrinas

Fonte: http://www.portaldosfarmacos.ccs.ufrj.br/resenhas_ciclodextrinas.html

A solubilidade em agua das CDs naturais € muito menor que a de dextrinas
lineares, isto por vezes pode reduzir a eficiéncia das CD em produzir um incremento
na solubilidade do farmaco, além disto, y-ciclodextrina e -ciclodextrina sao
descritas na literatura como nefrotdxicas quando aplicadas pela via parenteral.
(GOULD; SCOTT, 2005)

A fim de se melhorar a solubilidade das CDs naturais e reduzir sua
toxicidade, varios derivados semi-sintéticos foram produzidos pela substituicado dos
grupos hidroxil da CD. Dentre estes derivados, a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina,
merece destaque. Essa CD derivada é obtida pelo tratamento de B-ciclodextrina
com oxido de propileno e possui uma solubilidade em agua superior a 600mg/mL e
é relatada na literatura como segura para administracdo oral e parenteral, além de
ser descrida nos compéndios oficiais da Farmacopéia Americana e Européia e ser
citada na lista de excipientes farmacéuticos considerados inativos pelo FDA
(GOULD; SCOTT, 2005, GUEDES et al.,, 2008, LOFTSSON; HREINSDOTTIR,
2007, STELLA; RAJEWSKI, 1997)

2.2.3. Complexo de incluséo
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A capacidade de uma ciclodextrina em formar complexos de inclusdo com
uma molécula hospede se da em fungao de dois fatores fundamentais. O primeiro é
estérico e depende do tamanho relativo da ciclodextrina para o tamanho da
molécula héspede ou dos principais grupos funcionais dentro do convidado. Se a
molécula hospede € do tamanho inadequado, ndao vai caber corretamente na
cavidade da ciclodextrina. O segundo fator critico € das interagcdes termodinamicas
entre os diferentes componentes do sistema (ciclodextrina, molécula hdspede,
solvente). Para um complexo se formar, deve haver uma forgca motriz de energia
favoravel que introduza a molecula héspede para a cavidade da ciclodextrina (DEL
VALLE, 2004).

As extremidades da cavidade da CD isolada s&o abertas de tal forma que o
substrato pode entrar no anel da CD por ambos os lados. Em solugdo aquosa, a
cavidade levemente apolar é ocupada por moléculas de agua que séao
energeticamente desfavoraveis, dada a natureza da interagdo polar-apolar e,
portanto, podem ser facilmente substituidas por um substrato que seja menos polar
que a agua. Considera-se que a forga motriz para a complexagao seja a substituicdo

das moléculas de agua de alta entalpia pela molécula héspede. (SZEJTLI, 1998)

Os complexos sao formados a partir de forgas de Van der Walls, pontes de
hidrogénio, interagdes hidrofébicas, entre outras, mas a principal for¢ga propulsora da
formacdo de complexos € a saida de moléculas de agua de alta entalpia do interior
da cavidade deslocadas pela molécula héspede de menor polaridade presente na
solugao, resultando num estado de menor energia, portanto, termodinamicamente
favoravel (SZEJTLI, 1998).

Diversas técnicas sdo utilizadas na obtencdao dos complexos de inclusao,
geralmente sdo metodologias simples e o que ira determinar a escolha de uma
delas sera a natureza da molécula hospede. Os métodos mais utilizados na
preparacdo dos complexos sdo descritos a seguir (CUNHA FILHO; SA-BARRETO,
2007, DEL VALLE, 2004, PANDYA; MANSURI; PATEL, 2008, PATEL; PATEL;
SHAH, 2010, WANG et al., 2011).
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Empastagem
Uma pasta de CD é preparada com uma pequena quantidade de agua, para

que a molécula hospede seja adicionada sem um solvente ou em uma pequena

guantidade de etanol, depois se evapora o solvente e forma-se o complexo em pé.

Moagem
Os complexos de inclusdo sao preparados a partir da moagem entre a CD e
a molécula hospede, costuma ser um processo muito lento e o grau de

complexagao é baixo.

Co-precipitacao

Consiste na adigdo de uma solugdo da molécula héspede a uma solucéo de
CD, com condicbes proximas a saturagao, utilizando para isso mudangas bruscas
de temperatura ou adigdo de solventes organicos, obtendo o complexo de inclusédo
na forma precipitada, onde este pode ser recolhido por decantagdo, centrifugagao
ou filtrag&o.

Spray- drying/Secagem por pulverizacdo

Uma solugdo monofasica da molécula hospede e CD ¢é preparada utilizando
um solvente adequado. A solugédo é entdo agitada para atingir o equilibrio, a seguir
o solvente é removido por secagem por pulverizagdo. A precipitacdo deve ser
controlada a fim de evitar que as particulas se tornem grandes bloqueando o
atomizador ou bico de pulverizacdo. Com produtos volateis a otimizacdo das
condigbes de secagem é necessaria a fim de reduzir as perdas. Esta técnica nao é

indicada para compostos altamente volateis e termicamente labeis.

Liofilizagc&o

Consiste na eliminagdo de solvente dos sistemas em solugao, através de um
prévio congelamento e posterior secagem a pressdes reduzidas. Esta técnica
permite a obtencdo de complexos de inclusdo com elevado rendimento e um baixo
estresse térmico. O processo de liofilizagdo € tido como uns dos mais eficientes,
podendo proteger contra a decomposicdo quimica, minimizar perda de atividade
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devido as temperaturas de processamento baixas e levar a redugcédo do teor de

umidade a niveis muito baixos.

2.2.4. Técnicas de caracterizagdo de complexos de Inclusao

Difratometria de raios -x

A difratometria de raios-X (DRX) determina a natureza cristalina de sdlidos e
€ uma das melhores técnicas para caracterizagdo de complexos de inclusao
(VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO 2006). Dependendo da forma cristalina da molécula
hospede, havera formagdo de picos caracteristicos no difratograma. Assim, a
complexacao sera avaliada por alteragbes nos picos caracteristicos da molécula
hospede e da ciclodextrina com o complexo. A obtencdo de um difratograma com
caracteristicas de um material amorfo, ou seja, sem picos bem definidos, pode ser
um indicativo de ocorréncia de complexagao (CORTI et al., 2007). Do mesmo modo,
€ possivel avaliar a formagdo de complexos de inclusdo pela comparagdo do
tamanho dos picos caracteristicos da molécula héspede com o tamanho que
aparece no complexo. A diminuicdo dos picos pode representar uma complexagao
parcial, uma vez que o material complexado ndo permanece na forma cristalina
(PATEL et al.,2007). Por outro lado, o padrao de difragdo da mistura fisica é, em
geral, a sobreposi¢cao da molécula héspede e da ciclodextrina com picos de menor
intensidade, porém quando comparados aos picos dos complexos, apresentam
maior cristalinidade (MURA et al.,2005).

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As técnicas de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) sdo bastante utilizadas na caracterizagdo de complexos de inclusdo com
ciclodextrina, por serem determinagdes rapidas e precisas, ainda que a informacao
conseguida por este ensaio apresente limitagdes. Esta técnica permite detectar
grupos funcionais, cuja presenga pode ser dificil através de outros métodos. Quando
se forma o complexo, pequenos deslocamentos das bandas das ciclodextrinas
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poderdo mascarar a molécula hospede, se esta ultima estiver presente em

pequenas quantidades.

No entanto, se a molécula héspede apresentar grupos funcionais
caracteristicos, como no caso do grupo carbonila, a banda sera significativamente
encoberta e algumas vezes, pode ser deslocada apds a complexagdo com
ciclodextrina. A débil natureza dos fenébmenos envolvidos na complexacao torna os
desvios e mudancas de intensidade das bandas correspondentes aos grupos
quimicos do farmaco ou da CD bastante sutis, requerendo uma cuidadosa
interpretacdo dos dados, (CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007, LYRA et al., 2010,
SZETJTLI, 1988)

Raman

A técnica de Raman é uma espectroscopia molecular vibracional que deriva
de um processo de espalhamento de luz. E principalmente aplicada para vibragdes
simétricas, grupos nao polares e bandas homoatdémicas, tais como S=S, S-S, N=N,
C=C e 0=0, enquanto que a espectroscopia de infravermelho & aplicada para
vibragdes assimétricas, grupos polares e bandas heteroatbmicas, como C=0, O-H e
H—CI (ARRAIS; SAVARINO, 2009, LU et al., 2009, LYRA et AL 2010).

Esta técnica apresenta uma clara vantagem em comparagdo com o0s
espectros analogos de infravermelho devido ao siléncio relativo da molécula de CD
no espectro de Raman, que ndo mostram qualquer sobreposicao relevantes dos
padroes espectrais, permitindo uma melhor comparacao entre a molécula livre e a
complexada. Portanto, estes dois tipos de espectroscopia sdo complementares para
caracterizar a formagao de complexos de inclusdo (ARRAIS; SAVARINO, 2009, LU
et al., 2009).

Analise térmica

Analise térmica € uma técnica de confianga que permite de maneira rapida e
simples avaliar a complexagao entre a molécula héspede e a CD através da
mudanga das propriedades térmicas originais da molécula hospede complexada.
Quando as moléculas héspedes sdo embutidas na cavidade da CD, o seu ponto de

fusdo, pontos de ebulicdo ou degradagao deslocam a uma temperatura diferente ou
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desaparecem. (HE et al., 2011, MARQUES et al., 1990, MENDONCA et al., 2012,
NOVAK et al., 2006).

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) permite avaliar as variagdes de
entalpia que ocorrem com uma dada substancia e um material de referéncia em
funcdo da temperatura, enquanto essas sdo submetidas a uma programacgao
controlada de temperatura. Estas variagdes de calor resultam das alteragbes que se
produzem num composto e que desaparecem quando esta incluido numa
ciclodextrina (IONASHIRO, 2005).

A termogravimetria (TG) € um método basicamente quantitativo, uma vez que
a variacdo de massa pode ser exatamente determinada. Entretanto, o intervalo de
temperatura onde essa variagcdo de massa ocorre, € qualitativo, tendo em vista que
esse parametro depende de fatores instrumentais e caracteristicas da amostra
(IONASHIRO, 2005).

Ao utilizar TG, a maneira mais comum de se detectar a formacdo de um
complexo de inclusdo é comparando a temperatura de inicio de degradagdo da
molécula hospede sozinha com a do complexo investigado. Considera-se que,
havendo complexagdo, a degradagdao da molécula héspede se dara em
temperaturas mais elevadas, em virtude de sua protegédo pela CD (ARAUJO et al.,
2007).

Miscrocopia eletrbnica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura (SEM) é utilizada em varias areas do
conhecimento, sendo amplamente utilizada para estudar os aspectos de superficie
dos materiais. O uso desta técnica vem se tornando mais frequente por fornecer
informacdes detalhadas do estado de cristalizacdo de produtos obtidos por
diferentes técnicas de complexacao ou dispersdo com polimeros (LYRA et al.,
2010).

Diagrama de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade é um dos métodos classicos para verificagdo da
formacdo do complexo de inclusdo, a partir da constante de estabilidade e sua
estequiometria. A técnica desenvolvida e interpretada por Higuchi e Connors
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permite avaliar os diferentes comportamentos dos farmacos adicionados em
excesso a volumes fixos de solugdes de ciclodextrinas em concentragcoes
crescentes, podendo ser classificados em dois tipos: A e B (Figura 4) (LYRA et al.,
2010).
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Figura 4: Perfis de solubilidade segundo a teoria de Higushi e Connors. Sendo Sy a solubilidade

intrinseca do Farmaco. Fonte: Cunha-Filho 2007.

No sistema A, ocorre um aumento gradual da solubilidade em fungédo da
concentragdo de CD, com subtipos A, Ap e Ay, assim classificados conforme a
inclinacdo da reta. Complexos do tipo A_ tém estequiometria 1:1 e tem a solubilidade
aumentada linearmente em funcdo do aumento das concentracbes de CD.
Complexos Ap e Ay possuem estequiometria maior € menor que 1, respectivamente,
haja visto que as suas retas sofrem desvios, caracterizando a maior ou menor
solubilidade do complexo em relagdo ao farmaco livre (BREWSTER; LOFTSSON,
2007; LYRA et al., 2010).

Enquanto o sistema B representa os complexos cuja solubilidade aquosa é
limitada, dividindo-se ainda em sistemas Bs e B;. O complexo do tipo Bs tem um
incremento inicial de solubilidade, seguido por um equilibrio e, ao atingir o limite de
solubilidade, precipita-se. O outro complexo, B;, ndo possui solubilidade diferente do
farmaco livre, mantendo o equilibrio até que inicie a precipitagdo do complexo
formado (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LYRA et al., 2010).
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Abstract

2- hydroxypropyl-B-cyclodextrin inclusion complex and 6CN10, a 2-aminothiophene derivative with antifungal
activity, was prepared using the freeze-drying technique and characterized by the phase solubility study, thermal
analysis, Infrared/Raman spectroscopy, X-ray diffraction and scanning electron microscopy. The phase
solubility assay in water at 25°C showed an A;-type curve, suggesting the formation of inclusion complexes
with 1:1 stoichiometry with an apparent stability constant of 96M™ and a complexation efficiency of 0.059.

Thermogravimetric analysis shows that the thermal stabilities of the inclusion complex have been improved due
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to an additional interaction between the host and guest molecules. The reduction in the intensity and position in
the peaks in the FT-IR and RAMAN spectra and the change in the cristalinity of the 6CN10:HP-B-CD inclusion
complex in the XRD patterns together with the observation of a new single phase by SEM confirmed the

formation of a drug inclusion complex.

Keywords Inclusion Complex - 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin - 2-aminothiophene derivative - Phase

solubility study

Introduction

2-aminothiophene derivatives are an important class of heterocycles found in several biologically active
compounds[1]. This class of heterocycles had attracted a great interest of the researchers due their great
versatility as precursors of molecules with pharmacological properties[2]. 6CN10 is a 2-aminothiophene
derivative synthesized via two-step reaction, starting by the obtainment of 2-amino-4,5,6,7-tetrahydro-4H -
benzo[b]thiophene-3-carbonitrile through the Gewald reaction, followed by the condensation with 4-nitro-

benzaldehyde to produce 2-[(4-nitrobenzylidene)amino]-4,5,6,7-tetrahydro-4 H-benzo[ ]thiophene-3-
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carbonitrile, called 6CN10 (Fig. 1), according to previous work [3]. This lipophilic drug showed a good
antifungal activity, especially against Criptococcus and could be considered a promising compound for the
development of new antimycotic drug in the market [3]. However, the therapeutic potential of 6CN10 is limited

by its very poor water solubility[4].

Fig 1 Chemical structure of 6CN10 (Myw =311)

Cyclodextrins (CD) have been extensively used as complexing agent to improve the solubility and
stability of a variety of poorly soluble and unstable drugs [5-7]. CD structure provides a hydrophilic outer
surface and hydrophobic interior hollow. The inner part of CD molecules is apolar due to the presence
glycosidic oxygens and methanetriyl protons, while its external surface is polar due to the presence of hydroxyl
groups, which allows complexation with hydrophobic compounds and improves its solubility [8,9]. Currently,
more than 35 different drugs are marketed as solid or solution-based CD complex formulations, including
alprostadil, meloxicam, nicotine, omeprazole, itraconazole, aripiprazole, and insulin [10,11]. Natural CDs have
limited water solubility that negatively influences water solubility of the formed complex [5,12]. To overcome
this problem several modified CD were introduced. 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP-B-CD), a hydroxyalkyl
derivative, is an alternative to natural CDs, with improved water solubility properties. Besides, there are
toxicological studies pointing out that HP-B-CD is well tolerated in animal models and humans by either oral or
intravenous administration [13,7,9].

The aim of this work was to investigate the formation of 6CN10:HP-B-CD inclusion complex and
characterize this system by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), Raman spectroscopy,

thermogravimetry analysis (TGA), X-ray diffractometry (XRD), and scanning electron microscopy (SEM).

Materials and methods

Materials
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The 6CN10 was synthesized in our laboratory according previously procedure [3]. The 2-hydroxypropil-p-
cyclodextrin (HP-B-CD) was purchased from Sigma Aldrich (Brazil). Other reagents, solvents and chemicals

were of analytical reagent grade and were used without further purification.

Phase solubility studies of 6CN10 in 2-hydroxypropil-B-cyclodextrin

Phase solubility studies were carried out according the method described by Higuchi and Connors (1965) [14].
An excess amount of 6CN10 (3mg) was add to a series of water solutions containing different amounts of HP-f3-
CD, range from zero to its solubility limit. The suspensions were shaken at 25°C + 1°C until solubility
equilibrium was reached (72h). Then the samples were filtered through hydrophilic membrane filters (0.22um).
The concentration of 6CN10 in the filtrate was determined at 280nm by UV-Vis spectrophotometer (Genesys
10S, Thermo Scientific, USA). Solubility data were fitted using linear regression. Assuming the formation of a
complex with 1:1 stoichiometric ratio, the apparent stability constant (k;.;) of 6CN10 was calculated from the
linear relationship between the molar concentration of 6CN10 in the solution medium as a function of the HP--
CD molar concentration according to Eq. 1[14], where the S, is the solubility of the 6CN10 in the absence of
HP-B-CD.
K.; = Slope/S0 x (1 — slope) (Eq. 1)

The complexation efficiency (CE) of 6CN10 was determined from data of the phase solubility curve
according to Eq. 2 [15].
CE = slope/(1 — slope) (Eq. 2)

The 6CN10:HP-B-CD ratio was calculated according to the Eq. 3[16].

6CN10:HP-B-CD = 1/(1 + 1/CE) (Eq. 3)

Preparation of 6CN10:HP-B-CD inclusion complex

6CN10:HP-B-CD inclusion complexes were prepared using freeze-drying technique according to Mendonga et
al., 2012[17]. 6CN10 and HP-B-CD were weighted accurately in a 1:1 molar ratio and dissolved in distilled
water under agitation for 72h at 25°C. The solution was frozen in liquid nitrogen and then lyophilized for 24 h.
The total recovery was calculated according to the following equation:

Total Recovery (%) = Recovered powder/Initial (6CN10 + HP--CD) x 100 (Eq- 4)
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Preparation of physical mixture

Stoichiometric amounts of 6CN10 and the HP-B-CD was weighted and mixing until obtained a simply solid

physical mixture.

Thermal analysis

The termogravimetric analysis was performed with a Shimadzu, model TGA Q60. Approximately 3 mg of the

samples (6CN10, HP-B-CD, physical mixture and 6CN10:HP-B-CD inclusion complex) were placed in alumina

pan and heated from 25 °C to 600 °C at a rate of 10°C-min” under a nitrogen flow of 50mL-min”".

X-ray diffractometry

The x-ray powder diffraction patterns were obtained at room temperature with a diffractometer (model D8

Advance, Bruker) using a Ni-filtered Cu-K radiation, a voltage of 30kV and a current of 30 mA. The scanning

rate was employed for 2°/min over a diffraction angle of 28 ranging from 5° to 80°.

Fourier transform infrared and Raman spectroscopy

The FT-IR and Raman spectroscopy was carried with a spectrophotometer (Vertex 70 RAM 11, Bruker). The

FT-IR spectra of the samples were obtained in the range between 4000 and 400 cm™ using the technique of KBr.

FT-Raman spectra were recorded in the range between 3500 and 70 cm™at a spectral resolution of 4cm’™.

Scanning electron microscopy

The surface morphology of the samples was evaluated by a scanning electron microscope (XL 30 ESEM,

Philips) set at 20Kv. Prior the examination, the samples were sputter coated with gold-palladium under argon

atmosphere
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Results and discussion

Phase solubility studies

Phase solubility diagram is the most used method to evaluate the effect of cyclodextrin aqueous solubility of a
drug [14]. The phase solubility profile of 6CN10 in aqueous solutions of HP-B-CD is presented in Fig 2. The
solubility of 6CN10 linearly enhanced with increasing HP-B-CD concentration, indicating an Aj-type phase
solubility diagram. Considering that the slope value was less than 1 (Table 1), the apparent stability constant of
the 6CN10:HP-B-CD complex was calculated from the solubility diagram assuming a 1:1 complex
stoichiometry. The value of K., was 94M™. The apparent solubility of 6CN10 with 0.36M of HP-B-CD was
increased in more than 29-fold, confirming the ability of the HP-B-CD in improve the apparent solubility of the

6CN10 and is a sign that occur the formation of inclusion complex between the two molecules.

Table 1 Solubility data of the 6CN10 free and complexed

Samples Maximal Solubility (mM) Improved times* Slope
6CN10 free 0.74 - -
6CN10:HP-B-CD inclusion complex 21.99 29 0.056

*ratio between drug solubility in the presence of 0.36M of HP-B-CD and drug free in water at 25°C

For poorly soluble drugs, like 6CN10, S, is in general much larger than S;;, which result in non-
linearity of otherwise linear (Ap-type) phase-solubility diagram. This can lead to erroneous K;.-values.
According to Loftsson and Hreinsdottir (2007) a more accurate method for determination of the solubilizing
efficiency of cyclodextrins with poorly soluble drugs is by determining their complexation efficiency due the
independence of both Sy and S;,; in the calculation [16]. The CE of 6CN10 in HP-B-CD solution, calculated
according to Eq. 2, was 0.059. This value indicate that the molar ratio of [6CN10]:[HP-B-CD] was 1:18, which
imply that the host will be responsible for a great increase in formulation bulk.

The obtained inclusion complex presented like a yellow powder with a recovery efficiency of 86%.
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Fig 2 Phase solubility diagram of 6CN10 as a function of HP-B-CD concentrations in water at 25°C (n=3)

Thermogravimetric analysis

Thermal analyses can be used to detect the formation of inclusion complexes. When guest molecules are
embedded in CD cavities, their melting, boiling or degradation points generally shift to a different temperature
or disappear [6,18,19]. Analyzing the 6CN10 and physical mixture DTA curves can be observed a peak at 186°C
with a Tonger at 183°C, corresponding to the melting point of the drug. However in the inclusion complex this
Tonser changes to 181°C. A reduction on Tonsgr in the melting point normally indicates a possible
destabilization of the crystal lattice of the compound. This phenomenon indicates an improvement in the drug
solubility due the crystalline conformation was changed to an “arrangement” of lower energy. Furthermore, the
degradation temperature of the complex, presented in Table 2, shows that the complexation confers stability to
6CN10, since with the complex formation the initial degradation temperature was displaced from 286°C to
321°C. In the physical mixture is also shown a physical delay of the initial degradation temperature, however

less effective as compared to inclusion complex.

Table 2 Initial temperatures of melting and degradation of 6CN10, physical mixture and inclusion complex

Samples Tonser MELTING POINT Tonser DEGRADATION
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6CN10 free 183.12 286.89

6CN10/HP-B-CD Physical mixture 183.00 314.81

6CN10/HP-B-CD complex 181.33 321.16

X-ray diffraction

Powder X-ray diffractometry is a useful method for the detection of CD complexation in powder or
microcrystalline states. The XRD patterns of 6CN10, HP-B-CD, physical mixture and the corresponding
inclusion complex are presented in Fig 3. The XRD pattern of pure drug presented several diffraction peaks that
prove the crystalline nature of the drug. The HP-B-CD exhibited a typical crystalline diffraction pattern,
confirming its amorphous character. The XRD pattern of 6CN10 and HP-B-CD physical mixture with a molar
ratio of 1:1 presents the characteristic of the HP-B-CD, whereas some crystallinity peaks of the drug were
observed. The sharp peaks of the pattern indicated the retention of the crystalline structure of 6CN10 in the
physical mixture. However the XRD pattern of the inclusion complex was evidently different from the XRD
patterns of the raw materials, with intense reduction of the sharp peaks, indicating the formation of amorphous

material. These results indicate the formation of 6CN10:HP-B-CD inclusion complex
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Fig 3 XRD spectra of a) 6CN10, b) HP-B-CD, c) physical mixture and d)6CN10/ HP-B-CD inclusion complex

Fourier transform infrared and Raman spectroscopy

The FT-IR spectra of 6CN10, HP-B-CD, 6CN10 and HP-B-CD physical mixture and 6CN10:HP-B-CD inclusion
complex are presented in Fig 4. The FT-IR spectrum of 6CN10 shows the presence of the main characteristic
bands of C-H stretch (aliphatics and aromatics) at 2850-3050 cm™, the C=N stretching at 2221 cm™ and the
symmetric and asymmetric stretching vibration of nitro group (NO,) at 1553 and 1346 cm™. The most
characteristic bands of HP-B-CD appeared at 3402 (O-H - characterizing the presence of intermolecular
hydrogen bonds); 2931 (C-H); 1159, 1083 and 1031 (C—H and C-O-C). The results are in agreement with the
previous studies [17,20]. The IR spectrum of the physical mixture did not differ significantly from those of the
single components and can be interpreted as the linear combination of the corresponding 6CN10 and HP-3-CD
spectra. Analyzing the 6CN10:HP-B-CD inclusion complex spectrum is observed a narrowing of the absorption
band around 3402 cm™ due the axial deformation of O—H stretch. Alteration in the intensity in this broad peak

was previously associated with the formation of inclusion complex [20]. Furthermore, a significantly decrease in
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the intensity of all characteristic absorptions bands of 6CN10 was observed, probably owing to a restriction of
the vibration related to the complexation process. This phenomenon is better evidenced in the region of the
symmetric and asymmetric stretching vibration of the nitro group (bands at 1553 and 1346 cm’™). These changes
in FT-IR spectra suggest that the host-guest interaction of the 6CN10 and HP-B-CD must be going through the
nitro-phenyl moiety of 6CN10. In addition, no additional peak was detected in the spectrum of complex

inclusion, indicating the absence of any chemical reactions between 6CN10 and HP-3-CD.

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm™)

Fig 4 FT-IR spectra of a) 6CN10, b) HP-B-CD, c) physical mixture and d)6CN10:HP-B-CD inclusion complex

Raman spectroscopy has been used as a complementary technique to evaluate inclusion complex [21-

24]. This technique presents a clear advantage when compared to the analogous FT-IR spectra due the relative
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silence of the cyclodextrin guest in the Raman spectra, which show not any relevant overlap of the spectral

patterns, permitting a better comparison between the free and the included molecule [25].

Raman spectra show a decrease in the peaks intensity in the 6CN10:HP-B-CD inclusion complex when
compared with the 6CN10 and 6CN10 and HP-B-CD physical mixture spectra (Fig 5). Such attenuation of signal
intensity was previously connected to a fall down of electron molecular polarisability within the complex
[25,26], probably because the encapsulation of the drug in the CD. Similar to the results obtained in the FT-IR
spectra not any spectral difference from the free 6CN10 and 6CN10 in the inclusion complex was observed,

reinforce the absence of any chemical reaction between 6CN10 and HP-3-CD
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Fig 5 Raman spectra of a) 6CN10, b) HP-B-CD, c¢) physical mixture and d)6CN10/ HP-B-CD inclusion complex

Scanning electron microscopy
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The SEM photographs of 6CN10, HP-B-CD, 6CN10 and HP-B-CD physical mixture and 6CN10:HP-f-
CD inclusion complex are presented in Fig 6. The 6CN10 existed in needle-like crystal, whereas HP-B-CD was
observed as amorphous compound. In the 6CN10 and HP-B-CD physical mixture the characteristic of the HP-3-
CD and 6CN10 crystal is clearly observed. However, the SEM of the inclusion complex showed that the original
morphology of the raw materials disappeared, and it was not possible to differentiate the 6CN10 and HP-B-CD.
These changes in the morphologic aspect of the complex samples suggest the existence of a single phase as
previous related [27,28]. The comparison of these images suggests the formation of the complex between the

6CN10 and the HP-B-CD.

20.0kV 3.0 500

Fig 6 Scanning electron microscopy of 6CN10, b) HP-B-CD, c) physical mixture and d) 6CN10:HP-B-CD

inclusion complex

Conclusions
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6CN10:HP-B-CD inclusion complex was successfully prepared by freeze-drying method and provides an
alternative means of overcoming the low aqueous solubility of the 6CN10. The phase solubility study
demonstrated an A -type solubility diagram with a stability constant (K,.;) of 96 M. A 29-fold enhancement of
6CNI10 solubility could be achieved in the presence of 0.36M of HP-B-CD when compared to 6N10 alone.
Besides, the complexation was able to enhance the apparent solubility and thermal stability of the drug. The
results of TG/DTA investigation show that the starting decomposition temperature of 6CN10 was improved
about 34°C in the inclusion complex. Furthermore, FT-IR, Raman, TG/DTA, XRD and SEM confirm that the
6CN10:HP-B-CD inclusion complex can lead to modifications on the physicochemical characteristics of the
drug. The considerable increase in 6CN10 solubility may potentially increase the in vivo antifungal efficacy of

6CN10, allowing the introduction of a new antifungal molecule in the treatment of mycotic diseases.
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CONCLUSAO




CONCLUSAO

O complexo de inclusdo 6CN10:HP-B-CD foi preparado com éxito pelo
método de liofilizagdo, proporcionando um meio alternativo de superar a baixa
solubilidade aquosa do 6CN10. A complexacéo foi capaz de aumentar a solubilidade
e estabilidade térmica aparente do farmaco. Os resultados de TG/DTA mostraram
que a temperatura inicial de decomposicado do 6CN10 foi extendida a cerca de 34°C
no complexo de inclusdo. Além disso, FT-IR, Raman, TG/DTA, XRD e SEM
confirmaram que o complexo de inclusdo 6CN10:HP-B-CD pode conduzir a
alteracbes nas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. O aumento consideravel
da solubilidade do 6CN10 pode aumentar potencialmente a eficacia deste farmaco,
permitindo a realizagdo de estudos in vivo da atividade antifungica desta molécula
para um avaliagdo de seu potencial como uma nova molécula de acédo antifungica

para ser introduzida no mercado no tratamento de doengas micoticas.
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PERSPECTIVAS

Este trabalho é parte de um projeto em parceria entre o LSVM/UEPB e o
CETENE, financiado pela FACEPE/INCT, intitulado “preparagao e caracterizagao de
nanoparticulas contendo 6CN10 e complexos de inclusdo 6CN10:2-hidroxipropil- -
ciclodextrina”. Como perspectiva futura, pretendemos dar continuidade a este
projeto e terminar a caracterizagdo por RMN dos complexos e avaliar a atividade
antifungica in vitro dos sistemas obtidos. Também pretendemos caracterizar as
nanoparticulas obtidas com PCL e o complexo de incluséo e ver se este sistema
apresenta vantagens frente as nanoparticulas contendo o farmaco livre (dados n&o

apresentados nesta dissertagao).
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ANEXO B

Artigo publicado na revista BIOFAR v. 9, n.1, p.1-6, ano 2013.

NANOTECNOLOGIA E MEIO AMBIENTE: UMA ANALISE SOBRE OS RISCOS E
BENEFiCIOS DESSA TECNOLOGIA EM UM CONTEXTO ATUAL.

'Edinete Maria de Faria; °Giovanna Rodrigues de Araiijo Eleamen; >Acarilia Eduardo Silva,
?Elisdngela Afonso de Moura Mendon¢a; *Elquio Eleamen Oliveira

RESUMO: A nanotecnologia ¢ uma ciéncia promissora, multidisciplinar, que se dedica a
sintetizar e estudar materiais em escala nanométrica (10° m). Apesar dos grandes avangos
conseguidos com a nanotecnologia para a melhoria do meio ambiente, ndo se deve subestimar
o potencial dano téxico ambiental dessa nova ciéncia e tecnologia. As aplicagdes desses
sistemas nos mais diversos setores principalmente, ambiental, embora tragam evidentes
beneficios, podem ser indesejaveis quando seus residuos sdao liberados de forma
descontrolada no ambiente aquatico ou terrestre, provocando sérios riscos ambientais. Este
artigo se dedica a abordar uma breve visdo sobre os beneficios e os possiveis perigos da
nanotecnologia em um contexto ambiental.

Unitermos: Nanobiotecnologia, Risco ambiental, Nanotoxicologia.

NANOTECHNOLOGY AND ENVIROMENT: A STUDY ABOUT THE RISKS AND
BENEFITS OF THIS TECHNOLGOY IN THE CURRENT CONTEXT

ABSTRACT: Nanotechnology is a very promising multidisciplinary science that is dedicated
to the synthesis and investigation of nanosized matters. Despite the great advances in the
nanotechnology field for the quality of the environment, the toxic potential of this new
science and technology must not be disregarded. Although several applications of the
nanosystems, especially in the environment, provide evident benefits, they may also be
harmful when their residues are rejected and put in contact with water and soil in an
unmanageable way, yielding serious environmental and biological risks. This paper is
addressed to the benefits and possible danger of nanotechnology towards the environment.

Uniterms: Nanobiotechnology, Environmental risk, Nanotoxicology.

INTRODUCAO

O prefixo nano ¢ derivado da palavra grega Vavoc <nanos> que significa “ando”.
Nano ¢ um termo técnico usado em qualquer medida, significando um bilionésimo dessa
unidade, por exemplo, um nandmetro equivale a um bilionésimo de um metro (I nm =
1/1.000.000.000 m) ou aproximadamente a distancia ocupada por cerca de 5 a 10 atomos,
dispostos de maneira a formar uma linha. Dessa forma, nanotecnologia significa a habilidade
de manipular 4&tomo por atomo na escala compreendida entre 0,1 ¢ 100 nm para criar
estruturas maiores fundamentalmente com nova organizagao estrutural e, normalmente, para
fins comerciais. E uma ciéncia multidisciplinar que inclui conhecimentos da biologia, fisica,
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quimica, engenharia, matematica, computacao e de outros ramos da ciéncia (Duran; Mattoso;
Morais, 2006).

Segundo Fortunato (2005), a nanotecnologia investiga e desenvolve novos materiais e
processos com propriedades funcionais diferentes dos materiais comuns. Essas alteragdes
estruturais podem afetar caracteristicas fisicas, quimicas, mecanicas e bioldgicas que poderao
levar a criacdo de materiais com caracteristicas incomparaveis (Cadioli & Salla, 2006). Na
verdade, a alteracdo das propriedades de um material ao atingir a escala nanométrica se deve
a combinacao de dois fatores. Enquanto, por um lado, ¢ em objetos com essas dimensdes que
os efeitos quanticos se manifestam de maneira mais evidente, por outro, se observa que
quanto menor for o tamanho da particula, mais importantes se tornam os efeitos de superficie,
pelo aumento da proporg¢do entre sua area e seu volume (Melo & Pimenta, 2004). O tamanho
da particula ¢ de suma importancia porque muda a natureza das interagdes das forgas entre as
moléculas do material e assim, muda o comportamento que estes processos ou produtos
nanotecnologicos tem, junto ao meio ambiente, a saude humana e a sociedade como um todo
(Martins, 2009).

Existem dois procedimentos gerais para se obter materiais na escala nanométrica.
Uma primeira abordagem, o chamado procedimento bottom up (“‘de baixo para cima”)
consiste em tentar construir o material a partir de seus componentes basicos (ou seja, seus
atomos e moléculas), da mesma forma que uma crianga monta uma estrutura ao conectar as
pecas de um Lego. Por outro lado, ¢ também possivel fabricar um objeto nanométrico pela
eliminagdo do excesso de material existente em uma amostra maior do material, a semelhanca
da maneira como um artista trabalha os pequenos detalhes em uma escultura, fazendo o
cuidadoso desbaste do supérfluo ou excedente de um grande bloco de pedra ou madeira. Este
procedimento top down (“de cima para baixo”) normalmente se vale das chamadas técnicas
de litografia, que correspondem a uma série de etapas de corrosdo quimica seletiva e
extremamente precisa para a prepara¢ao final do objeto nanométrico a partir de um bloco
macroscopico do material (Melo & Pimenta, 2004).

Os estudos referentes a nanotecnologia, desde a sua descoberta, vem sendo cada vez
mais aprofundados levando a construcdo de diversos sistemas de utilidade humana e
ambiental. No entanto, esta tecnologia tem uma vasta aplicacdo que vai além da area
ambiental, promovendo desse modo, avangos na area médica, eletronica e biotecnologica
(Flores & Engelmann, 2009).

Algumas de suas aplicagdes atuais envolvem, por exemplo, a criacdo de tecidos
resistentes a manchas e que ndo amassam; raquetes e bolas de ténis com maior durabilidade;
utensilios domésticos com caracteristicas antimicrobianas; biossensores; aditivos
nutracéuticos; sistemas de filtros para ar e agua, cosméticos, microprocessadores e
equipamentos eletronicos com melhor desempenho (Marcolino, 2008).

Porém, estudos desenfreados com a disposi¢do de varios produtos no mercado podem
provocar conseqiiéncias, ainda imensuraveis, devido a falta de conhecimento especifico sobre
a causa/efeitos destes. Por estes motivos, torna-se imprescindivel a construcao de estudos
relacionados aos possiveis efeitos, ou até mesmo, aos danos causados a0 meio ambiente e ao
ser humano. Com o grande niimero de trabalhos na area de nanotecnologia e nanomateriais,
faz-se necessario um levantamento sobre a seguranga e toxicidade destes produtos e
procedimentos de investigagdo e seguranga, principalmente quando da manipulacdo dos
nanossistemas para veiculagdo in vivo (Jain, 2005). Varios trabalhos vém sendo publicados
levando em consideragao os riscos para saide humana e ambiental advindos desta nova
tecnologia (Dulley, 2007).

Neste contexto, a nanotecnologia vem a cada dia se tornando parte da nossa realidade.
A medida que a nanotecnologia avanca, toda a sociedade passa a se envolver com este
assunto, seja direta ou indiretamente, especialmente na medida em que novos produtos
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contendo materiais nanoestruturados chegam ao mercado consumidor (Silva, 2008). A
avaliacdo das significacOes ¢éticas, das implicagdes tecnologicas, politicas e sociais
subjacentes a introducdo das nanotecnologias no Brasil e de seus desafios na legislagdo, na
politica e na ética, bem como a analise de suas oportunidades e possibilidades requerem a
superacao de obstaculos amparados no dogma da diferenca epistemologica e metodoldgica
entre as ciéncias humanas e naturais (Da Silva, 2003).

Uma preocupacdo com relagdo a toxicidade das nanoparticulas reside principalmente
no fato delas nao terem sido produzidas e utilizadas em produtos comerciais em tao larga
escala como atualmente. Logo, o risco de alcancarem os diferentes compartimentos
ambientais (atmosfera, aguas e solo) e se tornarem disponiveis ¢ muito grande. Além disso,
muitos sistemas nanoparticulados que estdo atualmente em uso sdo produzidos com metais de
transigao, silicio, carbono e 6xidos metélicos, sendo altamente toxicos. (Dreher, 2004).

Mesmo na sociedade de riscos, na qual as necessidades do homem obrigam que se
recorra aos avangos tecnoldgicos que, por sua vez, geram riscos, as pessoas precisam estar
informadas para decidirem se querem correr estes riscos. Embora o desenvolvimento
tecnologico e, conseqiientemente econdmico seja necessario e desejavel, ele ndo pode vir
desacompanhado das preocupagdes éticas, sociais e juridicas. Observar o equilibrio ambiental
e o bem-estar da sociedade ¢ essencial para progredir (Sebastido, 1998), portanto, a
possibilidade de ganho econdmico jamais pode servir de argumento para justificar a
degradacao do meio ambiente ¢ o comprometimento da qualidade de vida das geragdes
presentes e futuras.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada revisao da literatura nacional e internacional abordando publicagdes
entre os anos de 1998 a 2011, sem critério de escolha. Essa pesquisa foi feita por intermédio
de buscas sistematicas utilizando os bancos de dados eletronicos: science direct, google e web
of science, além do acervo bibliografico disponivel nas bibliotecas da Universidade Estadual
da Paraiba e Universidade Federal da Paraiba. Os termos de pesquisa (palavras-chaves e
delimitadores) foram utilizados em vérias combinagdes: 1) Nanotecnologia e Meio Ambiente,
2) Riscos e Beneficios da Nanotecnologia, 3) Legislagdes da Nanotecnologia. A pesquisa foi
realizada a fim de revisar e evidenciar os riscos e beneficios da nanotecnologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
USO DA NANOTECNOLOGIA PARA MELHORIAS NO MEIO AMBIENTE

A nanotecnologia como ciéncia promove a producdo de materiais que sdo de extrema
importancia dentro de varias industrias, como: farmacéutica, cosmética, alimenticia, entre
outras. Segundo Martins & Braga (2009) as aplicagcdes desta ciéncia podem-se dar na
medicina e saude, tecnologia de informagdo, producdo e armazenamento de energia, ciéncia
dos materiais, alimento, 4gua e meio ambiente, instrumentos, farmacos, células-combustivel e
exploracao espacial. Ela oferece a possibilidade de introdugdo de tecnologias mais eficientes
e ambientalmente mais saudaveis do que aquelas usadas atualmente (Elcock, 2007) e um
potencial para produzir bens de consumo com rendimento de materiais muito maior, de
producdo de residuos muito menor e fontes de poluicdo quimica reduzida (Zhang, 2003;
Silva, 2007).

A nanotecnologia, além de influenciar na economia também exibe muitas
possibilidades de melhoria na qualidade de vida (Hyder, 2003). Na area de prevencdo da
poluicdo ou dos danos indiretos ao meio ambiente, por exemplo, destaca-se o uso de
nanomateriais cataliticos, os quais maximizam a eficiéncia e a seletividade de processos
industriais, promovendo um maior aproveitamento de matérias primas, com reduzido
dispéndio de energia e menor producdo de residuos indesejaveis. Outra forma de prevengao

74



ao meio ambiente ¢ através do tratamento ou remediacdo da polui¢do com a utilizacdo de
nanoparticulas, isso porque a grande area superficial dessas particulas lhes confere, em
muitos casos, excelentes propriedades de adsor¢do de metais e substancias organicas (Batista
et al., 2009). A etapa subsequente de coleta das particulas e remogao de poluentes pode ser
facilitada pelo uso, por exemplo, de nanoparticulas magnéticas (Ye et al., 2006).

As propriedades redox ou de semicondutor das nanoparticulas podem ser aproveitadas
em processos de tratamento de efluentes industriais e de aguas e solos contaminados
baseados na degradacdo quimica ou fotoquimica de poluentes organicos (Quina, 2004). As
nanoparticulas magnéticas tem um potencial enorme para aplicacdes em diversas vertentes
tecnolodgicas. Varios métodos tem sido propostos nestes ultimos anos para a separagdo de
metais de 4guas residuais usando nanoparticulas magnéticas (Ngomsik et al., 2005). As
nanoparticulas superparamagnéticas lipofilicas, por possuirem uma cadeia carbonica longa,
podem interagir com substincias hidrofobicas. Esta interacdo ¢ de grande importancia
ambiental por conseguirmos retirar poluentes do meio utilizando um campo magnético,
facilitando assim a remediagdo ambiental (Netto et al., 2004).

Outro beneficio promovido pela nanotecnologia ¢ a fabricagdo de nanosensores e
nanocatalisadores cada vez menores e mais sensiveis (Ramos et al., 2009). Um exemplo
pratico ¢ a utilizacdo de sensores de géas baseados em nanotecnologia que monitoram a
poluicdo em vdrias estagdes terrestres. O sensor € portatil, oferece concentragdes de poluicao
do solo de forma instantanea e precisa, ¢ pode ser facilmente implementado para divulgar
dados de poluicdo em tempo real para um servidor web que fornece uma perspectiva
topoldgica dos locais monitorados (Vaseashta et al., 2007; Sebastido, 1998; Assal et al.,
2007).

A aplicacdo de nanomateriais na descontaminagdo ambiental ¢ decorrente da alta
reatividade quimica apresentada por estes materiais. O fotocatalisador TiO,, principalmente
na sua forma anatase, ¢ o nanomaterial mais estudado para a fotodegradagdo de compostos
organicos (Paschoalino; Marconi; Jardim, 2010). O ferro em nanoescala zero-valente também
foi identificado como sendo um produto de recuperacao ambiental de interesse, ja que nao ¢
toxico, abundante e menos dispendioso, provando ser util para reduzir ou transformar varios
tipos de compostos organicos e inorganicos que sao ambientalmente contaminantes (Joo,
2006). Dentro dessas perspectivas, a nanotecnologia se posiciona de maneira prioritaria para
a revitalizagdo e reabilitagdo do meio ambiente. Anteriormente, foram publicadas as dez
aplicacdes mais importantes da nanotecnologia, a saber: 1) Produ¢do, armazenamento e
conversao de energia; 2) Aumento da produtividade agricola; 3) Remediagdo e tratamento da
agua; 4) Mapeamento e diagnostico de doengas; 5) Sistemas para liberagdo de moléculas
ativas; 6) Armazenamento e processamento de alimentos; 7) Controle e remediacdo dos
efeitos da polui¢do do ar; 8) Construgdo; 9) Monitoramento da satde e 10) Detecgdo e
controle de pragas e seus vetores (Toma, 2005).

No que diz respeito as técnicas de producdo, a nanotecnologia permite uma melhoria,
sem precedentes, na qualidade de fabricacdo de novos materiais. Assim, € possivel fabricar
materiais mais compactos, utilizando menos matéria-prima. Porém, se por um lado os novos
produtos tecnologicos trazem grandes beneficios, por outro lado podem ocasionar sérios
riscos tanto a saude humana quanto ambiental.

RISCOS DA NANOTECNOLOGIA PARA O MEIO AMBIENTE

Nao ha davida de que a nanotecnologia oferece a perspectiva de grandes avangos que
permitem melhorar a qualidade de vida e ajudar a preservar o meio ambiente. Entretanto,
como qualquer area da tecnologia que faz uso intensivo de novos materiais, ela traz consigo
riscos a0 meio ambiente ¢ a satde humana (Quina, 2004). Esses riscos se devem,
principalmente, a grande reatividade apresentada por particulas em escala nanométrica.
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De acordo com informe da asseguradora Swiss Re, nanoparticulas com caracteristicas
coloidais poderiam ser ideais para transporte a longa distancia de materiais toxicos como
contaminantes hidrofobicos e metais pesados. Essas nanoparticulas tem como atributo
principal a facilidade de dispersdao, dificultando sua remocdo por técnicas habituais de
filtragdo (Batista et al., 2009). Além disso, o tempo de residéncia das nanoparticulas e seus
agregados no ar pode ser diferente de particulas maiores e as taxas de oxidacao e dissolugao,
que sdo altamente dependentes da area de superficie, podem aumentar drasticamente a
medida que diminui o tamanho da particula (Guzman; Taylor; Banfield, 2006).

Devido a isso, mesmo com os beneficios provenientes da aplicacdo de técnicas
nanotecnologicas, existe uma preocupacdo quanto a liberagdo indiscriminada dessas
nanoparticulas no meio ambiente, pois em curto prazo, ndo se pode avaliar com precisdo os
efeitos indesejaveis que podem ocorrer. Para Paschoalino, Marcone, Jardim (2010) a
preocupacdo com a liberacdo desses novos produtos também esta fortemente relacionada ao
fato de apresentarem alto grau de citotoxicidade quando dispostos no ambiente.

Outros nanomateriais que podem apresentar riscos ao meio ambiente sdo os baseados
em carbono, como os fulerenos, os nanotubos de carbono de parede simples ou multipla e as
nanoparticulas e nanofibras de carbono. Sabe-se que nanoparticulas provenientes da queima
de combustivel de aeronaves, as quais sao constituidas principalmente por nanofibras de
carbono, podem ter uma influéncia direta sobre fendomenos que ocorrem na estratosfera,
podendo alterar o clima devido a absor¢ao/reflexao da radiagdo solar, o ciclo de formacao das
nuvens ¢ o processo de destruicdo de ozonio pela inclusdo de uma érea superficial ativa
adicional (Paschoalino; Marcone; Jardim, 2010). Em compartimentos ambientais, os
nanotubos de carbono podem ser biodisponiveis aos organismos. Suas propriedades sugerem
possivel acumulo na cadeia alimentar e elevado tempo de degradacdo. Em organismos
bioldgicos, sua absor¢do, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade dependem de
caracteristicas fisicas e quimicas influenciadas por condi¢cdes ambientais externas durante a
producdo, uso e eliminagdo dos nanotubos de carbono (Helland et al., 2007). Dessa forma,
ndo ¢ possivel negar que essas novas tecnologias ocasionam o aparecimento de novos riscos
que influenciam diretamente em sistemas organicos e fatores climaticos (Silva, 2007).

Apesar da nanotecnologia estar presente atualmente em quase todos os aspectos da
vida contemporanea de uma maneira impossivel de recuséd-la ou conté-la, resta a sociedade
exigir uma indagacao mais minuciosa dessas inovagoes, visando, dessa forma, a prote¢ao do
meio ambiente e, consequentemente o nosso bem estar. Dados toxicologicos e de
biodegradacao sobre nanoparticulas sdo escassos, mesmo existindo produtos comerciais no
mercado. Os critérios utilizados para determinar a toxicidade das substancias na escala macro
ndo trazem certezas quando confrontados com a nanotecnologia. Nao existem metodologias
confidveis para estabelecer diferenca entre as propriedades encontradas na "macroescala" e na
"nanoescala". Muitos dos riscos especificos associados com a nanotecnologia podem se
confirmar como inexistentes. No entanto, como essa tecnologia emergente interage com o ser
humano e o meio ambiente, pode dar origem a consequéncias indesejadas (Mahajan & Roop,
2006).

Esses novos produtos e tecnologia ainda nao possuem uma acumulacgdo historica de
informagdes que assegurem, claramente, em relacdo ao conhecimento de um determinado
tempo as consequéncias que poderdo advir de sua liberagdo no ambiente (Antunes, 2006). E
verdade que ja existem diversos produtos no mercado, sem que tenha havido uma avalia¢ao
profunda de seus riscos. E importante evidenciar que no Brasil ainda ndo existem leis e
dispositivos capazes de prevenir ou até mesmo abordar as peculiaridades dessa nova
revolugdo tecnologica. As normas juridicas que podem ser utilizadas para, por exemplo,
autorizar a comercializagdo de um determinado produto nanotecnoldgico para a agricultura
ndo diferem das normas e critérios técnicos para os demais produtos, pois ndo existe uma
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diferenciagdo pelo Direito entre o tratamento legal da nanotecnologia e de outras tecnologias
(Berger Filho, 2009).

Devido ao grande numero de sistemas nanoparticulados e nanomateriais, um dos
desafios ¢ categorizar e priorizar estes para efeitos de avaliagdo de risco. Portanto, a
legislacdo existente deve ser modificada para torna-se mais adequada com a nanotecnologia e
as metodologias de avaliacdo de risco também terdo que ser adaptadas para introduzir
aglomeragdo, tamanho das particulas, forma e reatividade superficial no critério de avaliagao
(Dsilva, 2008). H4 uma série de leis ja existentes, nomeadas Lei de Controle de Substancias
Toxicas, Lei de Seguranca e Saude Ocupacional e as principais leis ambientais: Lei do Ar
Limpo, Lei da Agua Limpa e Conservagio de Recursos que fornecem uma base legal para a
revisdo e regulamentacdo dos materiais nanotecnoldgicos. No entanto, todas estas leis
fornecem uma base pouco consistente para identificar e proteger a populagdo contra os
potenciais riscos da nanotecnologia (Davies, 2006).

CONCLUSOES

O conhecimento referente a nanotecnologia amplia-se cada vez mais a partir do estudo
do tema proposto, pois quanto maior o aprofundamento na pesquisa, maior foi a convicc¢ao de
que se iniciava algo complexo e que de forma alguma teria como exaurir o conteudo. Ao
contrario, novas possibilidades foram visualizadas e, somente o tempo e a persisténcia no
desenvolvimento desse assunto permitirdo nivelar limites até hoje desconhecidos, pois a
nanotecnologia vem oferecendo oportunidades para o surgimento de novos produtos com
fungdes e caracteristicas diferentes e muitas vezes superiores aos materiais tradicionais.
Trata-se de uma ciéncia multidisciplinar que necessita, portanto, do conhecimento de outras
ciéncias, interagindo com os sistemas em seu entorno, rompendo, assim, os paradigmas
tradicionais, o que levard a formacdo de areas do conhecimento totalmente novas, bem como
a formacao de futuros pesquisadores. A nanotecnologia, no entanto, deve ser imaginada como
uma inovag¢do tecnoldgica que, ao mesmo tempo em que produz efeitos positivos também
pode gerar efeitos negativos. Quando se pensa nos impactos da nanotecnologia sobre o meio
ambiente, conclui-se que ainda ndo se pode responder a todos os campos possiveis, pois se
sabe que o potencial tecnoldgico evoluird cada vez mais e causara mudancas ainda
indefinidas e os trabalhos referentes a toxicidade desses novos produtos sdo escassos e
controversos entre si. Em se tratando das melhorias advindas destes novos produtos, nao
restam duvidas de que a nanotecnologia traz consigo varias vantagens, desde a capacidade de
remover substancias contaminantes do meio aquoso até beneficios impensaveis, surgindo
assim, uma constante tensdo entre os beneficios do avanco tecnoldgico e os riscos
desconhecidos dessa nova tecnologia. Dentro de tantas incertezas ¢ possivel afirmar que a
sociedade nunca se deparou com uma mudanga tao dréstica, que atinge tantos segmentos com
o surgimento em tao larga escala desses novos produtos, sendo por isso, necessario estuda-los
profundamente para entender o que seja apoiado pela razdo e os potenciais que essa
transformacdo cientifico-tecnologica pode tornar realidade. Contudo, uma andlise mais
aprimorada e especifica somente serd possivel com o auxilio de uma criteriosa abordagem da
avaliacdo quanto a exposicao e efeitos causados pelos mesmos. A consideravel elevacao na
comercializagdo desses produtos e o seu aporte principalmente em ecossistemas aquaticos
causariam desequilibrios enormes aos mesmos, € por outro lado também beneficios
incalculaveis. O ideal ¢ que surjam novas legislacdes indicando valores guia para cada
produto de base nanométrica, além das novas tecnologias de tratamento para os residuos
resultantes desses produtos, pois o conhecimento dos riscos que os nanomateriais causam ao
ambiente sera de fundamental importancia para que a sua producdo, comercializagdo e
descarte sejam feitos de forma adequada e segura, visando, assim, & comercializacdo de
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produtos que obedecam aos padrdes exigidos pela legislagdo quanto aos aspectos ambientais
e de saude publica.
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