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RESUMO

O desenvolvimento de compostos de coordenagdo contendo o centro metalico Au'"

vem
ganhando destaque na area da Quimica Medicinal. Recentemente, o grupo de pesquisa NDCBio
relatou dois complexos de Au'"' contendo ligantes da classe das tiossemicarbazonas como novos
agentes promissores para o tratamento da doenca de Chagas, o [AuCl(L1)] e o
[Au(Hdamp)(L1*)]CI-H20. No presente trabalho, foram preparadas nanoparticulas (NPs) do
poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA) como sistemas de liberagcdo para ambos os complexos
através da técnica de emulsificagdo e evaporacgdo de solvente. Os resultados obtidos revelaram
eficiéncias de encapsulamento (EE%) determinadas por método indireto proximas a 90 % para
0 [AuCI(L1)] e 99,7 % para o [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H20, com tamanho das NPs/[AuCI(L1)] na
faixa de 270-280 nm e indice de polidispersividade (PDI) proximos a 0,150, enquanto as
NPs/[Au(Hdamp)(L1*]CI-H.0 ficaram compreendidas na faixa de 298,3-300,5 nm com PDI
préximo a 0,400. ApGs o processo de encapsulamento, o Potencial Zeta das nanoparticulas de
ambos 0s complexos aumentou em relacdo as NPs contendo apenas 0 PLGA (de -20 mV para
a faixa de -6 a 3 mV). Além disso, a curva de liberacdo do [AuCI(L1)] foi determinada e
estudada por modelos matematicos, sendo o modelo de Korsmeyer-Peppas 0 que mais se
ajustou aos dados experimentais, com R? = 0,96219 para a formulacao liofilizada e R? = 0,97864
para a formulacdo em suspensdo. Deste modo, foi possivel identificar o mecanismo de liberacdo
do complexo da matriz polimérica como sendo por meio de difusdo e relaxamento da cadeia
polimérica. Ja para o complexo [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H.0 nio foi possivel encontrar um meio
receptor adequado para realizacdo da curva de liberacdo. Adicionalmente, por meio das imagens
de alta resolucéo obtidas via MEV, foi possivel observar que os sistemas nanoparticulados de
ambos 0s complexos produziram particulas esféricas com tamanhos médios préximos aos
analisados via técnica de DLS. Através de ensaios bioldgicos in vivo com camundongos Balb/C
infectados com parasitas do T. cruzi, foi constatado que o [Au(Hdamp)(L14]CI-H20 n&o foi
liberado da matriz polimérica, ndo havendo o efeito desejado durante o tratamento. Por outro
lado, os testes in vivo utilizando as NPs/[AuCl(L1)] mostraram que o complexo encapsulado é
mais eficiente que o complexo livre, obtendo-se uma reducdo de 55 % da parasitemia com
relagdo ao controle no sétimo dia de tratamento, além de uma maior sobrevida dos

camundongos.

Palavras-chave: Doencas negligenciadas, sistemas de liberagdo nanoparticulados, compostos

de coordenacao, atividade tripanocida, complexos de ouro



ABSTRACT

The development of coordination compounds containing the Au'"

metal center has been gaining
prominence in the area of Medicinal Chemistry. Recently, the NDCBio research group reported
two Au'"' complexes containing the thiosemicarbazone ligand class as new promising agents for
the treatment of Chagas' disease, [AuCI(L1)] and [Au(Hdamp)(L1*)])CI-H2O. In the present
work, nanoparticles (NPs) of poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) have been prepared as
delivery systems for both complexes through the emulsification and solvent evaporation
technique. The obtained results revealed encapsulation efficiencies (EE%) determined by
indirect method close to 90 % for [AuCI(L1)] and 99.7% for [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H.0, with
NPs/[AuCI(L1)] size in the 270-280 nm range and polydispersity index (PDI) close to 0.150,
while the NPs/[Au(Hdamp)(L1%)]C1-H-O were in the 298.3 — 300.5 nm range with PDI close to
0.400. After the encapsulation process, the Zeta potential of the nanoparticles of both complexes
increased in relation to NPs containing only PLGA (from -20 mV to the range of -6 to 3 mV).
In addition, the [AuCI(L1)] release curve was determined and studied by mathematical models,
being the Korsmeyer-Peppas model the one that best fitted to the experimental data, with R? =
0.9199 for the Iyophilized formulation and R? = 0.97864 for the suspension formulation. Thus,
it was possible to identify the release mechanism of the complex from the polymeric matrix as
being through diffusion and relaxation of the polymeric chain. For the
[Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 complex it was not possible to get a suitable receptor medium to
perform the release curve. Additionally, by means of the high resolution images obtained by
SEM, it could be observed that the nanoparticulate systems of both complexes produced
spherical particles with average sizes close to those analyzed by the DLS technique. By means
of in vivo biological assays with Balb/C mice infected with T. cruzi parasites, it was pointed out
that [Au(Hdamp)(L1%)]CI1-H20 was not released from the polymer matrix, since there was no
desired effect during the treatment. On the other hand, the in vivo tests using the NPs/[AuCI(L1)]
showed that the encapsulated complex is more efficient than the free complex, obtaining a
parasitemia reduction of 55 % in relation to the control on the seventh day of treatment, in

addition to a longer mice survival.

Keywords: Neglected diseases, nanoparticulate delivery systems, coordination compounds,
trypanocidal activity, gold complexes.
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1 INTRODUCAO

1.1 QUIMICA INORGANICA MEDICINAL

A quimica inorganica medicinal pode ser definida como o campo de conhecimento que
se preocupa com ions metalicos no corpo humano. Inclui a farmacopéia de agentes terapéuticos
e de diagnosticos baseados em metais e também na compreensdo do metabolismo e modos de
acao destes (BARRIOS; COHEN; LIM, 2013; MJOS; ORVIG, 2014). Os desafios encontrados
por cientistas atuantes nesta area do conhecimento envolvem tanto o desenvolvimento de
agentes terapéuticos quanto avaliar o papel dos metais no(s) alvo(s) biolégico(s) (BARRIOS;
COHEN; LIM, 2013).

Metais e/ou ions metalicos do bloco d desempenham funcGes bioldgicas de extrema
importancia, destacando-se na composi¢do estrutural das metaloproteinas. As metaloproteinas
sdo proteinas que contém em sua estrutura quimica um ou mais ions metalicos, as quais sao
responsaveis por atuarem em processos biologicos ocorrentes no organismo como transferéncia
de elétrons e transporte de oxigénio. A metaloproteina mais conhecida € a hemoglobina, sendo
esta composta pelo fon metalico Fe**. Esta é responsavel pela realizagdo do transporte de
oxigénio dos pulmdes para os tecidos (LIPPARD, 1994; MARENGO-ROWE, 2006). Alguns
metais séo essenciais para a vida humana, dentre eles estdo o ferro, zinco e o cobre, sendo que
a falta dos mesmos no organismo acarreta em doencas como anemia, retardo de crescimento e
doencas ligadas ao coracdo (LIPPARD, 1994).

No decorrer dos anos, varios farmacos foram aprovados e disponibilizados no mercado
com a funcdo de serem agentes terapéuticos para diversos tipos de doencas. Vale ressaltar que
muitos deles apresentam metais do bloco d em suas composicdes. A Tabela 1 exemplifica
alguns desses farmacos, assim como 0s metais presentes em suas composi¢oes e a finalidade
dos mesmos.

Os compostos de coordenagdo podem ser definidos como a combinagdo de centros
metalicos com moléculas organicas denominadas ligantes. Seu desenvolvimento é uma
estratégia interessante na busca de novos farmacos, pois hd a possibilidade de um efeito
sinérgico, ou seja, uma acao cooperativa entre 0s componentes do complexo (metal e ligante(s))
sobre o(s) alvo(s) biologico(s) de interesse (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007; DIAS
et al.,, 2009). Uma classe de compostos de coordenacdo que merece destaque no
desenvolvimento de agentes terapéuticos sdo os complexos contendo os centros metalicos Au'

e Au""' como destacado a seguir.
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Tabela 1 - Farmacos contendo metais do bloco d

Farmacos disponiveis no mercado

Nome comercial Metais em sua composicao Utilizado como
Auranofina Au anti-inflamatorio
Aziprata Ag Antibacteriano
Caltrate Zn, Cu, Mn Antiosteoporotico
Cisplatina Pt Antitumoral
Fauldcarbo Pt Antitumoral
Fersil Fe Antianémico
Nitroprus Fe anti-hipertensivo
Unizinco Zn suplemento alimentar
Vitafer Fe suplemento alimentar
Vitergan Fe, Cu, Mn, Zn Estimulante
Zineryt Zn anti-acne

Fonte: Anvisa, 2018

1.2 COMPLEXOS DE OURO COM ATIVIDADE BIOLOGICA

A utilizacdo do ouro na medicina ganhou notoriedade no ano de 1890 devido a
descoberta feita pelo cientista alem&o Robert Koch da atividade antibacteriana do complexo
diacianoaurato(l), [Au(CN)2]~, contra a bactéria causadora da tuberculose, Mycobacterium
tuberculosis. Com isso, compostos de ouro foram utilizados no tratamento da tuberculose até
meados de 1920 (NAVARRO, 2009; MAIA; DEFLON; ABRAM, 2014).

Outro marco importante da terapia do ouro ocorreu com a introdugédo da Auranofina na
década de 1980. O (2,3,4,6, tetra-O-acetil-1-tiol-pB-D-glucopiranosato)(trietilfosfina)ouro(l)
(Figura 1) é uma molécula com atividade anti-inflamatéria relevante e atua como o principio
ativo utilizado no tratamento da artrite reumatoide (NAVARRO, 2009; BERNERS-PRICE;
FILIPOVSKA, 2011; MAIA; DEFLON; ABRAM, 2014).
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Figura 1 - Estrutura quimica da Auranofina
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Fonte: Illari et al., 2011

A maioria dos complexos de ouro sintetizados apresentam o ouro no estado de oxidacéo
1+, como os apresentados anteriormente. Entretanto, alguns complexos de Au''ja foram
desenvolvidos visando atividade antibacteriana. Os compostos apresentados na Figura 2,
[AuClz(damp)] (1) e [Au(OAc)2(damp)] (2), por exemplo, foram ativos contra as bactérias das
espécies Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis com concentracdo de inibicdo de
crescimento para ambas as bactérias de 2,5 pg / mL para (1) e 1,0 pug / mL para (2) (FRICKER,
1996).

Figura 2 - Estrutura quimica dos compostos [AuCl2(damp)] (1) e [Au(OAc)2(damp)] (2)
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u/ ‘““
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Adaptado de: Fricker, 1996

Outro complexo de Au'" que apresentou um perfil de atividade antibacteriana relevante
foi o derivado do ligante tripodal tioéster de bis(imidazol), sendo sua estrutura quimica
representada na Figura 3. Este complexo foi ativo contra as bactérias Bacillus cereus e
Staphyloccocus aureus sendo estas responsaveis por intoxicacdo alimentar, infecgfes simples
como furunculos e infecgdes mais graves como a pneumonia, respectivamente (NAKAJIMA,
2003).
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Figura 3 - Estrutura quimica do complexo de Au'"' derivado do ligante tioéster de
bis(imidazol) tripodal
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Adaptado de: Nakajima, 2003

Complexos de Au" vém sendo estudados também como antivirais, mais
especificamente como anti-HIV. Um destes compostos que merece destaque é o representado
na Figura 4, o qual é obtido a partir de uma bis(tiossemicarbazona). A atividade do complexo
em questdo é promissora devido a alta inibicdo (98 %) da infeccdo viral em células
contaminadas, com concentracao inibitéria (ICsp) de 6,8 + 0,6 M. Vale salientar que os autores
do trabalho comprovaram a inatividade do ligante, reforcando assim a importancia da
coordenagdo com Au'"' (FONTEH; KETER; MEYER, 2011).

Figura 4 - Estrutura quimica do complexo de Au'"" derivado do bis(tiossemicarbazonato)
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Adaptado de: Fonteh; Keter; Meyer, 2011

Um perfil de atividade bioldgica comum para os complexos de Au'"' é a antitumoral
(MAIA; DEFLON; ABRAM, 2014). Varios complexos contendo este centro metélico foram
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desenvolvidos visando alguma alternativa no combate ao cancer. O ouro no estado de oxidagéo
3+ e um ion interessante a ser utilizado no desenvolvimento de complexos como agentes
antitumorais, pois 0 mesmo é isoeletronico & Pt", centro presente na cisplatina (cis-
[PtCl2(NHs).], farmaco amplamente utilizado no tratamento do céncer), além de formar
complexos isoestruturais (geometria quadrado planar) (MAIA; DEFLON; ABRAM, 2014;
BERTRAND; CASINI, 2014). Porém, é de conhecimento geral que os complexos de Au'"
possuem mecanismo de acdo diferente da cisplatina, ou seja, compostos de coordenacéo
contendo este centro metalico possuem alvo diferente do DNA, tornando-0s assim promissores
na utilizagdo em tumores resistentes a cisplatina (NOBILI et al., 2009).

Uma vantagem apresentada pelo Au'"' na formacio de complexos é a sua versatilidade
em se ligar tanto com bases duras quanto com macias (RETTONDIN et al.,, 2016;
GONCALVES et al., 2017). O uso de ligantes quelantes para realizagdo da complexacdo com
este ion € importante para estabilizacdo do estado de oxidagdo, sendo esta estratégia utilizada
para obtencio de compostos de Au''' promissores para o tratamento do cancer. O complexo de
Au'" apresentado na Figura 5 mostrou ser mais eficaz que a cisplatina, ocasionando em 61 %
de inibicdo das células cancerigenas por apoptose contra 55 % da cisplatina (ARSENIJEVIC et
al., 2012).

Figura 5 - Estrutura quimica do complexo [Au(bipy)Cl:]

\ +

N cl
N

N

|

Adaptado de: Arsenijevic et al., 2012

Uma classe de ligantes que merece destaque no desenvolvimento de compostos de

coordenacdo bioativos sdo as tiossemicarbazonas (TSCs). As TSCs (Figura 6) representam uma
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classe de moléculas que sdo obtidas, geralmente, atraves da reagdo de condensacdo entre
tiossemicarbazidas com aldeidos e ou cetonas (TENORIO et al., 2005). S0 moléculas de
grande interesse por apresentar uma sintese de facil acesso e, principalmente, por apresentar
diversas aplicacdes bioldgicas, como antivirais, antibacterianas, antitumorais e antiparasitarias
(TENORIO et al., 2005; FONTEH; KETER; MEYER, 2011; MAIA et al., 2013; OLVEIRA et
al., 2014). Outra caracteristica relevante das TSCs é de atuar como agentes coordenantes
quelantes, através das ligac6es do metal com os a&tomos de enxofre e nitrogénio, bem como com
outros atomos a depender dos substituintes da molécula, formando complexos estaveis
(FONTEH; KETER; MEYER, 2011; MAIA et al., 2013; OLVEIRA et al., 2014).

Figura 6 - Estrutura quimica das tiossemicarbazonas (TSCs)
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Adaptado de: Tendrio et al., 2005

O composto apresentado na Figura 7 € um exemplo de complexo de Au'"' obtido com
uma tiossemicarbazona. Este complexo se mostrou eficaz contra o tumor glioma, presente em
células do sistema nervoso em linhagens de células U-87 e T-98, sendo mais ativo do que a
cisplatina e outros complexos com centros de Pt" e Pt" obtidos com 0 mesmo ligante, a N(4)-
toluil-2-acetilpiridina tiossemicarbazona (FERRAZ et al., 2013)
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Figura 7 - Estrutura quimica do complexo de Au'" obtido com o ligante N(4)-tolil-2-
acetilpiridina tiossemicarbazona

Adaptado de: Ferraz et al., 2013

Vale salientar que o metabolismo de células tumorais e dos parasitas das classes
Leishmania e Trypanosoma sdo semelhantes principalmente devido ao alto consumo de glicose,
portanto, complexos que apresentam um perfil de atividade antitumoral sdo recomendados a
serem testados contra doencas parasitarias (NAVARRO et al., 2010; TAHGHIGHI, 2014;
SIMONE, 2017). Baseado neste fato, no préximo topico séo apresentados alguns complexos de

ouro com atividade antiparasitaria.

1.3 COMPLEXOS DE OURO COM ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Enfermidades parasitarias como a leishmaniose, maléria, doenca do sono, dengue,
esquistossomose, doenca de Chagas sdo consideradas como doencgas negligenciadas e sdo
responsaveis por milhdes de mortes todos os anos (WHO, 2018). Doencas negligenciadas séo
aquelas causadas em sua grande maioria por parasitas e encontradas de forma endémica em
paises de em desenvolvimento (VALVERDE, 2013; WHO, 2018).

A doenca de Chagas foi descoberta em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Justiniano
Ribeiro Chagas, conhecida também como Tripanossomiase americana. E uma patologia
parasitaria causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Os dados mais
recentes mostram que ha 10000 mortes em decorréncia de complicagdes relacionadas a doenca
de Chagas, sendo que 7000 dos casos ocorrem apenas na regido latino-americana. Os niumeros
sdo alarmantes pois estima-se que 70 milhdes de pessoas estdo em condigéo de risco e podem
contrair a doenga (WHO, 2018; DNDI, 2018).
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Dentre as formas de se contrair o T. cruzi destacam-se a ingestdo de alimentos
contaminados com o protozoario, o transplante de érgdos infectados, a transfusdo de sangue de
mée portadora do T. cruzi para o filho, e por meio de fezes de insetos vetores contendo o
parasita, sendo esta a principal forma de transmissdo (DNDI, 2018).

Os insetos vetores, conhecidos como barbeiros no Brasil (Figura 8), séo classificados
como hematdfagos, por se alimentarem de sangue, e pertencentes a subfamilia Triatomiae. Em
estudos realizados no ano de 2014, cientistas brasileiros catalogaram mais de 60 espécies de
triatomineos existentes no pais. O barbeiro pode ser encontrado em regides rurais, embaixo de
cascas de arvores e, principalmente, em regiGes onde existem casas feitas de madeira e barro
(pau a pique) (PETHERICK, 2010; JURBERG et al., 2014).

Figura 8 - Inseto transmissor da doenca de Chagas, espécie Triatoma tibiamaculata

Fonte: Jurberg et al., 2014

Ap0s a contaminagdo com o T. cruzi a doenca de Chagas apresenta basicamente duas
fases, a aguda e a cronica. A fase aguda esta relacionada a forma tripomastigota do parasita, ou
seja, onde ha locomogdo do mesmo na corrente sanguinea do hospedeiro (CHAPADEIRO,
1999; PETHERICK, 2010; CLAYTON, 2010). Esta fase da doenca é considerada assintomética
dificultando assim o diagndstico. Apesar de ndo ser comum, ha relatos em pequena escala do
surgimento de alguns sintomas como dor abdominal, dificuldade de respiragdo, febre, dor de
cabeca, inchago do torax, etc. Transcorrida a fase aguda da doenga o individuo evolui para a
fase cronica, sendo esta relacionada a forma amastigota do parasita, isto €, a forma intracelular
(CHAPADEIRO, 1999; PETHERICK, 2010; CLAYTON, 2010; DNDI, 2018). Em muitos

casos 0s pacientes manifestam sintomas anos apos a infec¢édo, dentre eles danos relacionados
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ao coracao, esofago, intestino e sistema nervoso, muitas das vezes tendo como consequéncia o
obito (CHAPADEIRO, 1999; PETHERICK, 2010; CLAYTON, 2010).

Atualmente a quimioterapia da doenca de Chagas se restringe a dois farmacos
disponiveis no mercado, o Benzonidazol (Bz) e o Nifurtimox (Nfx), cujas estruturas quimicas
estdo representadas na Figura 9. Os dois principios ativos mencionados sdo derivados
nitroheterociclicos, sendo estes considerados antigos e pouco eficazes no combate ao T. cruzi
(WHO, 2018; DNDI, 2018).

Figura 9 - Estrutura quimica do Benzonidazol (Bz) e Nifurtimox (Nfx)
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Fonte: Castro et al., 2017

Os dois farmacos mencionados possuem uma eficacia de aproximadamente 80 % para
a fase aguda e sdo ineficazes frente a fase cronica da doenca de Chagas. Tanto o Nfx quanto o
Bz apresentam alta toxicidade e baixa seletividade, gerando assim efeitos colaterais para 0s
pacientes, como vomitos, nauseas, perda de peso, febre, alergias na pele, dores de cabeca, dores
abdominais e fadiga (COURA; CASTRO, 2002; BUCKNER; URBINA, 2012; CASTRO;
SOEIRO, 2017; WHO, 2018; DNDI, 2018). No Brasil somente o Bz é utilizado nos
tratamentos. Em casos mais especificos como de ineficacia ou intolerancia com o tratamento
utilizando-se 0 Bz, o Nfx passar a ser uma alternativa de medicagdo (BRASIL, 2017). Outra
problemaética relacionada a quimioterapia da doenga de Chagas é o longo tempo de duragéo do
tratamento, podendo durar de 60 a 90 dias. Devido aos efeitos colaterais, ou por uma melhora
parcial dos sintomas da doenga, uma grande quantidade de pacientes abandona o tratamento
podendo assim gerar a resisténcia dos parasitas frente a estes dois farmacos (DNDI, 2018).

O desenvolvimento de novos farmacos eficazes e ndo toxicos nos dois estagios da
doenca é uma acdo necesséria. Este desafio se torna ainda maior devido ao desinteresse de
financiamento de novas pesquisas por parte das empresas farmacéuticas visto que se trata de
uma doenga negligenciada, mesmo frente ao grande esfor¢o de instituicbes publicas e nao

governamentais para reverter tal quadro (DNDI, 2018). Diante do exposto acima, os complexos
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de Au'"" derivados de tiossemicarbazonas surgem como uma classe de compostos alternativa no
tratamento da doenca de Chagas.

Compostos ativos contra o Trypanosoma cruzi geralmente possuem mecanismos de
inibicdo enzimatica, sendo o principal alvo a cruzaina. A cruzaina € uma cisteino protease que
é essencial para o ciclo de vida do T. cruzi, sendo ela responséavel pelo crescimento,
desenvolvimento, nutricdo e pela sobrevivéncia do parasita no hospedeiro (DIAS et al., 2009).
Visando obter compostos de coordenacdo com atividade tripanocida, Rettondin e colaboradores
(2016) sintetizaram complexos de Au'' derivados de tiossemicarbazonas NOS-tridentadas,
destacando-se [AuCI(LM®)] apresentado na Figura 10. Em testes realizados in vitro frente a
forma amastigota do parasita 0 complexo em questdo apresentou valor de 1Cso de 11,61 puM,
enguanto que o farmaco padrdo utilizado no tratamento da doenca de Chagas (Benzonidazol)
apresentou uma concentracdo inibitéria de 17,00 uM. Diante destes resultados, foi possivel
observar que este complexo é um candidato para o tratamento da doenca na fase cronica
(RETTONDIN et al., 2016).

Figura 10 - Estrutura quimica do complexo [AuCI(LM®)]
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Fonte: adaptado Rettondin et al., 2016

Uma estratégia relevante utilizada no desenvolvimento de compostos antiparasitarios é
a hibridagdo molecular. A hibridagdo molecular consiste em combinar estruturas parciais de
compostos bioativos diferentes em uma Unica molécula, originando-se uma estrutura que pode
atuar no mesmo ou em diferentes alvos biologicos (BARREIRO; FRAGA, 2008). Seguindo
esta estratégia, Maia e colaboradores (MAIA et al., 2017) combinaram unidades farmacoforicas
de tiossemicarbazidas com uma tiouréia, resultando em uma série de tiossemicarbazonas
(Figura 11A). A partir desta série de ligantes, foram realizadas reacdes de complexagdo com o

centro metalico Au™ (Figura 11B) visando obter complexos com atividade tripanocida, mais
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especificamente contra o Trypanosoma cruzi. Esta série de complexos foi avaliada contra a
forma amastigota do T. cruzi, obtendo-se para alguns dos compostos valores de 1Cso melhores
que o do Bz, destacando-se o complexo 4-Cl, [Au(Hdamp)(L14)]CI-H20. E possivel observar
pelos valores de concentracgdo inibitdria apresentados na Tabela 2 a importancia da coordenacao
com Au'", verificando-se um aumento da atividade comparada com a apresentada pelo ligante
livre (MAIA et al., 2017). Vale salientar que os complexos de Au'"' obtidos pelos autores séo

organometalicos, ou seja, 0s compostos de coordenagdo possuem ligacdo metal-carbono.

Figura 11 - Estrutura quimica ligantes hibridos obitdos pela combinagéo de uma
tiossemicarbazida com uma tiouréia obtidas (A) e seus derivados organometalicos de Au'"" (B)
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Adaptado de: Maia et al., 2017

Tabela 2 - Valores de concentracdo inibitoria dos compostos contra a forma amastigota do T.
cruzi.

Composto 1Cs0 (LM)
HoL1! 9,93+0,50
HoL13 22,57 +1,10
HoL 1% 42,89 + 2,27
HoL1° 13,81 +1,97

1-Cl 5,02+0,61
2-Cl 12,61+211
3-Cl 22,92 +2,02
4-Cl 3,68 +0.09
5-Cl 17,00 + 0,77
Benzonidazol 4,50 +0,42

Adaptado de: Maia et al., 2017
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A hibridizacdo molecular também foi adotada por Gongalves e colaboradores (2017) de
modo a combinar unidades farmacoféricas da 4-etil-3-tiossemicarbazida com a
diacetilmonoxima obtendo-se o ligante HoL1 (Figura 12A). Apos a obtencdo do ligante foi
realizado uma reagdo de complexacdo com Au'', gerando o [AuCI(L1)] (Figura 12B). Diante
dos resultados obtidos em ensaios de avaliagéo tripanocida in vitro apresentados na Tabela 3,
pode-se afirmar que [AuCI(L1)] é mais ativo que 0 Bz nas formas extra e intracelular do parasita.
Vale ressaltar novamente a importancia da coordenagdo do ligante com o centro metalico Au'",
resultando em complexo mais ativo que o ligante livre e o seu precursor metalico
(Na[AuCl4]-2H20) (GONGALVES et al., 2017). Além disso, em estudos realizados visando a
elucidacdo do mecanismo de acdo do [AuCI(L1)], foi verificado através de ensaios com a
enzima Old Yellow do T. cruzi (TcOYE), uma afinidade de média a alta do complexo com a

enzina em questdo, atuando como substrato para TCOYE (GONCALVES et al., 2017).

Figura 12 - Estrutura quimica do ligante HzL1 (A) e do seu complexo [AuCI(L1)] (B)

Adaptado de: Gongalves et al., 2017

Tabela 3 - Valores de atividade tripanocida (ICsotripomastigota € 1Cs0amastigota) €M micromolar.

Composto I Csotripomastigota (LM) I Cs0amastigota (LM)
Na[AuCls]-2H20 169,1 + 11,3 -
Hola 69,8 +11,2 176,8 £ 15,1
[AuCI(L1)] 57+21 8,3+3,7
Benzonidazol 7,3+28 13,020

Adaptado de: Gongalves et al., 2017

Diante de uma quimioterapia antiga e ineficaz nos dois estagios da doenca de Chagas,

cada vez mais se faz necessario o seu desenvolvimento de novos compostos ativos contra o T.
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cruzi. Complexos de Au"' surgem como alternativa para o tratamento, sendo alguns mais ativos
que o farmaco padrdo utilizado. Porém, para que um composto esteja disponivel para a
populacdo hd muito a ser feito. Nesse cenario a nanotecnologia aparece como forma de

aprimoramento dos compostos bioativos.

1.4 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é uma area da ciéncia que envolve o trabalho da matéria em uma
escala referente a um bilionésimo do metro (ordem de grandeza de aproximadamente 10° m).
E uma ciéncia considerada multidisciplinar por englobar diferentes areas do conhecimento tais
como: a informatica, eletrbnica, quimica, fisica, biologia, farmacia, dentre outras. A
nanotecnologia atua diretamente no desenvolvimento de sistemas e dispositivos, destacando-se
as nanoparticulas, onde o aumento da area superficial devido a escala de trabalho modifica de
modo a melhorar as propriedades dos materiais envolvidos (POOLE; OWENS, 2003).

O termo nanotecnologia foi criado pelo professor japonés Norio Taniguchi no ano de
1974, porém, considera-se como marco inicial desta area o0 ano de 1959, onde o fisico e
ganhador do prémio Nobel Richard Feyman proferiu um discurso na Sociedade Americana de
Fisica abordando sobre as possibilidades e vantagens de materiais em nanoescala. Dentre varios
sistemas em escala nanométrica obtidos, um que merece destaque sao as nanoparticulas.

As nanoparticulas aplicadas na area farmacéutica visam aprimorar a acdo farmacolégica
da molécula ou do composto bioativo, de modo a atingir a reducédo de dosagem, protecdo do
principio ativo, diminuicdo de toxicidade, prolongacdo de liberacdo no organismo e aumento
da seletividade dos farmacos (FARAJI; WIPF, 2009). A nanotecnologia € utilizada para o
encapsulamento de compostos bioativos sendo que este processo pode ser feito em matrizes
como lipossomas, lipideos, ciclodextrinas, polimeros naturais como a quitosana e polimeros
sintéticos (PLA, alginato de sodio, PLGA, entre outros) (GUPTA; KOMPELLA, 2006; CRUZ
et al., 2007).

Seguindo a estratégia de encapsulamento de moléculas bioativas, Dhule e colaboradores
(2011) produziram um sistema nanoparticulado utilizando as matrizes de y-ciclodextrina e
lipossoma contendo curcumina como principio ativo. A curcumina € uma molécula utilizada
como pigmento sendo ela extraida da planta popularmente conhecida como acafréo-da-india
(Curcuma longa), e que apresenta atividades biologicas relevantes, dentre elas a
anticancerigena, mais especifica para o osteossarcoma, um raro tipo de cancer que afeta 0ssos

longos do corpo humano. No trabalho realizado por Duhle e colaboradores (2011), os autores
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desenvolveram um sistema onde “aprisionaram” em uma propor¢do de 1:2 curcumina / y-
ciclodextrina para posteriormente encapsular este “complexo” em uma matriz de lipossoma,
sendo posteriormente feito um comparativo de atividade da curcumina livre, da curcumina
encapsulada em lipossoma (CL) e do sistema mencionado (yCD-curcumina). Os resultados
obtidos mostraram que as formulagbes de CL obtiveram um tamanho médio de
aproximadamente de 104,7 nm, onde apresentaram um ICsp de 5,4 + 0,9, 10,2 £ 0,8, 20 £ 3,5
pug/mL para as linhagens de células KHOS (osteossarcoma), MCF-7 (cancer de mama) e
fibroblasto de pele (cancer de pele), respectivamente. J& para yCD-curcumina as formulagdes
apresentaram um tamanho médio proximo a 98,2 nm com ICso de 6,4 + 0,7, 115+ 1,1, 22 +
2,1 pg/mL para as mesmas linhagens de células. Vale ressaltar que os dois sistemas
nanoparticulados foram mais eficazes quando se comparados ao tratamento feito por
administracdo da curcumina livre, onde apresentou ICso maiores (22,8 +1,9,20+1,8,27 £5
pg/mL), ou seja, foi necessaria uma maior concentracdo de curcumina para inibir 50% do
crescimento das células (DUHLE et al., 2011).

Outra molécula interessante € a doxorrubicina, que é um farmaco utilizado na
quimioterapia para tratamento de cancer. Suas caracteristicas fisico-quimicas, como a sua
hidrofilicidade, a coloca como um farmaco que pode ser administrado topicamente para
tratamento de cancer de pele (TAVEIRA; NOMIZO; LOPEZ, 2009; TAVEIRA et al., 2012).
Buscando sistemas nanoparticulados de liberagdo prolongada de doxorrubicina, Taveira e
colaboradores (2014) desenvolveram nanoparticulas lipidicas sélidas contendo o farmaco
mencionado com tamanhos médios proximos a 175 + 25,98 nm. Combinando este sistema
nanoparticulado com a introducdo de farmacos nos tecidos por meio de corrente elétrica
(iontoforese), os autores observaram que com o tratamento sem aplicacéo de corrente elétrica
liberou aproximadamente 2,85 % do farmaco em seis horas, ja com a iontoforese (0,5 mA/cm?)
liberou-se quase 8 % em um mesmo intervalo de tempo. Outro dado relevante foi o de
penetracao do farmaco na pele, para o qual os autores obtiveram uma penetracdo em um periodo
de seis horas de 515,1 + 49,8 e 3250,4 + 190,2 ng/cm? por passividade e com aplicacio de
iontoforese, respectivamente. Vale salientar que ndo somente o aumento da area superficial é
relevante, pois, conforme apresentado, a combinacdo de outra técnica foi de extrema
importancia para a penetracdo e, por consequéncia, para a acao do farmaco (TAVEIRA et al.,
2014). Vale destacar que ha disponivel no mercado uma formulacdo de doxorrubicina
encapsulada em lipossoma denominada de Doxil, formulacdo esta desenvolvida pelos
Laboratdrios Johnson & Johnson e Ben Venue utilizada em pacientes com sarcoma de Kaposi,

cancer de mama, cancer de ovario e outros tumores solidos.
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A nanotecnologia estd presente no desenvolvimento de tratamento de doencas
negligenciadas, e a doenca de Chagas ndo € uma exce¢do. Visando aprimorar a atividade
tripanocida da molécula pertencente a classe dos ditiocarbazatos (H:bdtc) representada na
Figura 13, Carneiro e colaboradores (2014) obtiveram nanoparticulas lipidas solidas com o
principio ativo mencionado através da técnica de microemulsdo. O tamanho medio das
particulas da formulacdo ficou préximo a 127,4 nm e foram administradas de forma oral em
animais contaminados com o T. cruzi com a finalidade de avaliar a atividade tripanocida e
estabelecer um comparativo com o Hzbdtc administrado de forma livre. Os resultados in vivo
mostraram que em uma concentragdo de 4 umol/Kg por dia o sistema nanoparticulado contendo
o principio ativo foi mais eficaz na reducdo da parasitemia, apresentando um valor de 70 %
contra 48 % do Benzonidazol (controle positivo) e 15 % do Hqbdtc livre. Outro dado relevante
obtido pelos autores é de que com administracdo das nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
Habdtc houve uma sobrevida de 100 % dos animais, porcentagem muito proxima de quando o
tratamento é feito com o Bz em doses clinicas (400 umol/Kg por dia) (CARNEIRO et al., 2014).

Figura 13 - Estrutura quimica da molécula Hzbdtc.
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Adaptado de: Maia et al., 2010

As matrizes poliméricas sintéticas tém se destacado no processo de encapsulamento de
compostos bioativos (POOLE; OWENS, 2003; GUPTA; KOMPELLA, 2006; CRUZ et al.,
2007). A utilizagdo de polimeros sintéticos para o encapsulamento de moléculas bioativas
acontecem com mais frequéncia devido a dois aspectos relacionados aos mesmos, que Sao:
elevado nivel de pureza e elevada reprodutibilidade em relacdo a quitosana (ANDERSON;
SHIVE, 1997). O poli(acido latico-co-acido glicélico), também conhecido como PLGA e
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) (MANCHANDA et al., 2010;
SWARNAKAR et al., 2011) é amplamente utilizado pela industria farmacéutica na liberacéo
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controlada de moléculas bioativas. O PLGA é um polimero poliéster formado por duas unidades

monoméricas, o acido latico e &cido glicolico como apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Estrutura quimica do PLGA
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Fonte: Do autor, 2019

Apesar do PLGA ser uma matriz promissora para liberacdo de moléculas bioativas, este
polimero ainda ndo foi utilizado para o desenvolvimento de um tratamento alternativo para a
doenca de Chagas. Um dos trabalhos pioneiros de encapsulamento de moléculas antichagasicas
em matriz polimérica foi reportado por Gonzalez-Martin e colaboradores (1998). Em busca de
potencializar a atividade do Nifurtimox (Nfx), os autores desenvolveram nanoparticulas de
polialquicianoacrilato contendo deste farmaco usado no combate da doenga de Chagas. Através
da técnica de polimerizacdo em emulsdo foram obtidas particulas com tamanhos menores que
200 nm. Em baixas concentracGes (< 2 pg/mL) as nanoparticulas contendo Nfx inibiram
aproximadamente 100 % das formas epimastigotas, enquanto que o Nfx administrado de forma
livre inibiu cerca de 50 % (GONZALEZ-MARTIN et al., 1998).

Diante do exposto, a nanotecnologia aparece nos ultimos anos como uma potencial
forma de aprimoramento de compostos bioativos, uma vez que pode se direcionar e controlar a

liberacdo de farmacos sendo este o tema do presente trabalho.
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1.5 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos envolvendo o potencial uso medicinal das tiossemicarbazonas vém
sendo desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, NDCBio. Os complexos de Au'"' derivados de
tiossemicarbazonas merecem destaque por possuirem um perfil de atividade antiparasitaria
interessante, sendo alguns candidatos a farmacos no tratamento da doenca de Chagas ja
descritos em trabalhos publicados pelo grupo (RETTONDIN et al., 2016; MAIA et al., 2017;
GONCALVES et al., 2017).

Dois complexos de ouro apresentaram um potencial ainda maior, o [AuCIl(L1)] e o
complexo organometalico [Au(Hdamp)(L14)]CI-H-0 (Figura 15). Ambos foram obtidos pela
complexacio do centro Au'' com ligantes hibridos. No primeiro caso através da combinag&o
de tiossemicarbazida com a diacetilmonoxima, e no segundo, combinando-se uma
tiossemicarbazida com uma tiouréia. Ambos séo ativos contra a forma intracelular amastigota
do parasita, apresentando indices de seletividade melhores que a do Bz (MAIA et al., 2017,
GONCALVES et al., 2017).

Figura 15 - Estrutura quimica dos complexos [AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1*4)]C1-H-O
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Adaptado de: Gongalves et al., 2017 e Maia et al., 2017

Um fato que deve ser considerado é que, com a utilizacdo de compostos bioativos livres,
hd a possibilidade de ndo se estabilizar a concentracdo na faixa terapéutica, ou seja, 0S
compostos de coordenacdo podem atuar em concentracBes inativas e/ou toxicas. Neste

contexto, a nanotecnologia aparece como uma alternativa para o0 aprimoramento da
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biodisponibilidade de compostos bioativos e prolongamento de liberagdo dos mesmos
(GUPTA; KOMPELLA, 2006; CRUZ et al., 2007; ROSSI-BERGMANN, 2008). Embora
nanoparticulas contendo compostos bioativos venham sendo desenvolvidas ha anos por varios
grupos de pesquisa, o desenvolvimento de sistemas nanoparticulados contendo compostos de
coordenacéo de Au'"' é inovador.

Diante de resultados promissores para compostos de coordenagdo de ouro (I11) como
[AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20, este trabalho consistiu em desenvolver sistemas de
liberacdo controlada para estes compostos com a finalidade de serem utilizados como uma
alternativa no tratamento da doenga de Chagas. Assim, estudos de liberagdo controlada foram
realizados e, posteriormente, a atividade in vivo contra o parasita foi avaliada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como meta o encapsulamento de complexos de Au'' derivados de
tiossemicarbazonas para desenvolver agentes mais eficazes para o tratamento da doenga de

Chagas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Preparar e caracterizar a  (E)-N-etil-2-((E)-3-(hidroxiimino)butan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida (agente complexante), assim como 0s complexos
[AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H.0;

> Encapsular os complexos [AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1%]CI-H.0 em uma matriz
polimérica (PLGA) através da técnica de emulsificacdo e evaporacgdo de solvente;

» Determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE%) via espectroscopia na regido
do ultravioleta-visivel (UV-Vis);

» Caracterizar as nanoparticulas dos complexos com o PLGA pela técnica de
espalhamento de luz dindmico (do inglés, Dynamic Light Scattering) e potencial
Zeta,

» Realizar ensaio de liberacao das nanoparticulas de PLGA contendo 0s compostos
[AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1%]CI-H20 in vitro utilizando células de difuséo
vertical, bem como avaliar o perfil de liberagcdo do complexos da matriz
polimérica a partir de modelos matematicos existentes;

» Analisar via microscopia eletronica de varredura (MEV) as nanoparticulas de

PLGA contendo [AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 quanto a morfologia e
tamanho das particulas geradas;

» Aplicar os sistemas nanoparticulados em camundongos infectados com o parasita
Trypanosoma cruzi visando comparar a atividade tripanocida das nanoparticulas

em relacdo aos complexos de Au'"" livres.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLVENTES

Para sintese dos compostos foram utilizados os solventes alcool etilico absoluto 99,5%
(QHEMIS), élcool metilico 99,8% (SYNTH), o &cido acético glacial 99,7% (QHEMIS) como
catalisador e os reagentes, diacetilmonoxima 99% (VETEC), 4-etil-3-tiossemicarbazida
(SIGMA-ALDRICH), tetracloroaurato(l11) de potassio 99,995% (SIGMA-ALDRICH).

Os materiais utilizados para obtencdo das nanoparticulas foram: poli(&cido latico-co-
acido glicolico RESOMER RG 752 H (4 — 15 kDa) (BOEHRINGER INGELHEIN), élcool
polivinilico grau de hidrolise 98-99% (SIGMA-ALDRICH) e agua ultrapura (sistema MILLI-
Q gradiente millipore, resistividade de 18,2 MQ/cm).

O solvente utilizado para dissolver a mistura fisica dos complexos de Au'"!, juntamente
com o PLGA, foi diclorometano 99,99% (QHEMIS / NEON).

Para o preparo da solucdo do meio receptor foram utilizados os reagentes cloreto de
sodio 99% (SYNTH), cloreto de potassio 99-105% (SYNTH), fosfato de potassio bibasico
anidro 98% (SYNTH), fosfato de sédio monobésico anidro 98 — 102% (SYNTH) e os solvente
dimetilsulféxido (SYNTH), 4&gua ultrapura (sistema MILLI-Q gradiente Millipore,
resistividade de 18,2 MQ/cm).

Para realizacdo do ensaio de liberacdo foram utilizados uma membrana de celulose
(FISHERBRAND, 3500 kDa) e células de difusdo vertical (células de Franz).

3.2 INSTRUMENTQOS

3.2.1 Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo dos compostos foram determinados pelo fusiémetro PF1500
FARMA-GEHAKA.

3.2.2 Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos do [AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1%)]CI foram determinados pelo
equipamento UV-1800 Shimadzu em solu¢cdes de CH2Cl, e DMSO com intervalo
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compreendido na faixa de 800-190 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de caminho Optico de
1 cm. Esta técnica também foi utilizada na confeccdo das curvas de calibracdo dos complexos,

assim como a determinacao da eficiéncia de encapsulamento dos mesmos.

3.2.3 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos através do
espectrofotometro FT-IR Frontier Single Range — MIR da Perkin Elmer, na regido
compreendida entre 4000-220 cm™. As amostras foram analisadas no estado sélido, com auxilio
do acessoério de Refletancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante. Equipamento este
pertencente ao Grupo de Materiais Inorganicos do Triangulo (GMIT) localizado no Laboratorio
de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM) do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU).

3.2.4 Ressonancia magnética nuclear de *H

A andlise de RMN de *H foi realizada em um espectrometro Bruker AscendTM 400
Avance Ill HD (9,4 Tesla) com operacdo de campo magnético de 400 MHz. O espectro de
RMN foi referenciado em relacéo ao solvente utilizado, dimetilsulfoxido-ds. Equipamento este
localizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)

3.2.5 Espalhamento de Luz Dinamico e Potencial Zeta

O tamanho médio das nanoparticulas e o Potencial Zeta foram determinados utilizando
0 equipamento Zetasizer Nano Series, modelo NANO-ZS90 de procedéncia Malvern no Centro
de Inovacdo em Sistemas Nanoestruturados e de Administracdo Toépica (NanoTop) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP. As leituras foram realizadas
utilizando &gua ultrapura (sistema MILLI-Q gradiente millipore, resistividade de 18,2 MQ/cm)
como dispersante a uma temperatura de 25 °C, em cubetas de plastico, sendo-a da medida de
Potencial Zeta a cubeta Malvern de modelo DTS-1070. Vale ressaltar que para medir 0s
parametros mencionados foi realizada uma dilui¢do das amostras, onde foram coletados 20 pL

da suspensdo das nanoparticulas logo apds o processo de ressuspensdo e adicionados em 1980
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pL de &gua ultrapura, esta solucdo resultante foi agitada em vortex para homogeneizacdo da

mesma para posteriormente serem inseridas nas cubetas.

3.2.6 Ultrassom

Foram utilizados dois modelos de ultrassom no processo de encapsulamento dos

complexos de Au'"

. O ultrassom modelo 03350 de procedéncia Quimis foi utilizado para
dissolver a mistura fisica dos complexos com o PLGA em diclorometano, j& o ultrassom vibra
cell de ponteira (3 mm) de procedéncia Sonics foi utilizado para emulsificar as fases (oleosa e
aquosa). Ambos o0s equipamentos se encontram no Centro de Inovacdo em Sistemas
Nanoestruturados e de Administracdo Topica (NanoTop) da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP.

3.2.7 Rotaevaporador
O rotaevaporador RV 10 control de procedéncia lka acoplado com um banho

ultratermostatico SL 152/10 de procedéncia Solab foram utilizados para remocéo do solvente

diclorometano.

3.2.8 Centrifuga

Para acelerar o processo de decantacdo das nanoparticulas foi utilizado uma

ultracentrifuga Heraeus Megafuge 16R de procedéncia Thermo Scientific a uma velocidade

angular de 13000 rpm e temperatura de 4 °C.

3.2.9 Bomba de vacuo

No processo de liofilizagdo foi utilizado uma bomba de vacuo XDS 10 de procedéncia

Edwards.

3.2.10 Liofilizador
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Outro equipamento utilizado no processo de liofilizacdo foi o liofilizador K 105 de

procedéncia Liotop.

3.2.11 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de alta resolucdo das nanoparticulas desenvolvidas neste trabalho foram
obtidas através do microscopio eletronico de varredura e um detector de microanalise por
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX), modelo INCA X-ACT standard
Oxford, com metalizadora para carbono e ouro de procedéncia Quorum, modelo QR 150ES,
ambos 0s equipamentos localizados no Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU).

3.3 SINTESE DOS COMPOSTOS

3.3.1 Preparacédo do agente complexante (HzL1)

Foi preparada uma solucdo contendo 3 mmol (0,303 g) do reagente diacetilmonoxima
dissolvidos em 8 mL de uma mistura de etanol/agua (3:5 v/v). A solucéo anterior, foi adicionada
uma quantidade equimolar (0,358 g) de 4-etil-3-tiossemicarbazida dissolvida em 8 mL de alcool
etilico. Posteriormente, foi adicionado 3 gotas de acido acético glacial e a mistura reacional foi
mantida em refluxo e agitacdo constante durante 4 h. Apos este tempo, a solucdo obtida foi
mantida a -15 °C por 8 h. O s6lido obtido foi filtrado, lavado com n-hexano e seco sob pressao

reduzida. O composto foi recristalizado em etanol.

Figura 16 - Estrutura quimica do agente complexante (HzL1)

L

Adaptado de: Gongalves et al., 2017
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Dados para HzL1. Cor: Incolor. Rendimento: 62,5% (0,5107 g). Soltvel em: MetOH, EtOH,
DMSO e MeCN. Ponto de Fuséo: 203-204 °C. Infravermelho (ATR, cm™) 3375 v(O-H), 3281,
3225 v(N-H), 1586 v(C=N)tsc, 1522 v(C=N)ox, 1365 6(O-H), 1010 v(N-0O), 804 v(C=S).

3.3.2 Preparacéo do complexo [AuCI(L1)]

Para obtencdo do complexo [AuCI(L1)], foi preparada uma solucdo contendo 0,304 g
(0,8 mmol) do precursor metalico K[AuCls] dissolvido em 3 mL de &lcool metilico.
Posteriormente, foi adicionada uma quantidade equimolar (0,172 g) do ligante (H.L1). A
solucdo reacional foi mantida em agitacdo constante por um periodo de 3 h a temperatura
ambiente. O s6lido obtido foi filtrado, lavado com n-hexano e seco sob pressdo reduzida. O

composto foi recristalizado em uma mistura de diclorometano/metanol (3:1 v/v).

Figura 17 - Estrutura quimica do complexo [AuCI(L1)]

-
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Adaptado de: Gongalves et al., 2017

Dados para [AuCI(L1)]. Cor: marrom. Rendimento: 58 % (0,202 g). Soltuvel em: CH2Cl; e
DMSO. Ponto de Fus&o: 200-202 °C. Infravermelho (ATR, cm™) 3206 v(N-H), 1569 v(C=N)xsc,
1514 v(C=N)ox, 1145 v(N-0), 617 v(C-S). 'H RMN, 400 MHz, DMSO-ds, 8/ppm: 8,48 (s, 1H,
CH3CH2-NH), 2,37 (s, CH3sC=N-OH), 1,82 (s, 3H, CH3sC=N-NH), 1,13 (t, 3J 7,2 Hz, 3H,
CH2CHj3). UV-Vis, solucio de CH.Cl concentragéo de 3 x 10 mol/L [Amax / loge (L.mol™t.cm
H]: 315,5/4,35. Condutividade molar (1 x 10 mol/L, CH2Cly): 0,00 uS cm™. mol™.
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3.3.3 Preparacéo do complexo [Au(Hdamp)(L14)]CI-H20

O ligante HoL1* utilizado para obtencdo do complexo [Au(Hdamp)(L14)]CI-H20 foi
previamente preparado e caracterizado pelo grupo de pesquisa NDChio, sendo sua sintese
encontrada no trabalho de Maia e colaboradores (2012). A estrutura quimica do agente

complexante é demonstrada na Figura 18.

Figura 18 - Estrutura quimica do ligante HoL1*

O\(/N N
N/NH \Lr
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Adaptado de: Maia et al., 2017

Para obter o composto de coordenacdo foi preparada uma solug¢do contendo 0,020 g
(0,05 mmol) do precursor metalico [AuClz(damp)] dissolvido em 2 mL de acetonitrila (MeCN).
Posteriormente, foi adicionada uma quantidade equimolar do ligante de interesse (0,017 g). A
solucéo reacional foi mantida sob agitacdo por um periodo de uma hora a temperatura ambiente.
Ap0s este tempo, adicionou-se 2 mL de diclorometano e a solucéo resultante foi mantida sob
evaporacéo lenta, sendo obtidos cristais laranjas, os quais foram devidamente separados por

filtracdo e secos ao ar (MAIA et al., 2017).
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Figura 19 - Estrutura quimica do complexo [Au(Hdamp)(L1%]CI-H20
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Adaptado de: Maia et al., 2017

Dados para [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20. Cor: laranja. Rendimento: 80% (0,029 g). Soltvel em:
CH2Cl,, CHCI3 e DMSO. Infravermelho (ATR, cm™) 2973 — 2869 v(C-H), 2654 v(N-H), 1549
v(C=N), 1489, 1445 v(C=C). 'H RMN, 400 MHz, DMSO-dg, &/ppm: 1,15 (t, J = 8 Hz, 6H,
CH2CHj3), 2,73 (d, J = 4 Hz, 3H, NHCHs, Hdamp), 2,77 (d, J = 4 Hz, 3H, NHCH3, Hdamp),
2,92 (s, 6H, N(CHa)2), 3,56-3,65 (m, 4H, CHy), 4,38 (dd, 2 = 13 Hz, 3J = 6 Hz, 1H, CH,
Hdamp), 4,40 (dd, 2J = 13 Hz, 3] = 6 Hz, 1H, CH>, Hdamp), 7,17-7,32 (m, 5H, Ph), 7,43 (d, J
= 8 Hz, 1H, Hdamp), 7,64-7,68 (m, 2H, Hdamp), 8,06 (d, J = 8 Hz, 1H, Hdamp), 12,40 (s, 1H,
NH, Hdamp). UV-vis, solugdo de CH2Cl concentrac&o de 5,55 x 10~ mol/L [Amax / loge (L.mol"
1 em™)]: 387/4,25. Condutividade molar (1 x 103 M, MeCN): 85,0 uS cm™. mol™.

3.4 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE PLGA CONTENDO OS COMPLEXOS
[AuCI(L1)] E [Au(Hdamp)(L1*]CI-H.0

3.4.1 [AUCI(L1)]

O procedimento adotado para encapsulacdo do complexo [AuCl(L1)] em matriz de
PLGA foi o de emulsificacéo e evaporacao do solvente, procedimento este descrito e baseado
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na literatura (VANDERHOFF; AASSER; UGELSTAD, 1979; REIS et al., 2006). A proporcéo
de principio ativo e de matriz descrita € de 1:10 massa/massa. Foram realizados dois testes, um
com a condicdo descrita anteriormente e outro com uma massa reduzida de principio ativo. Foi
observado com a diminuicdo de massa do [AuCl(L1)] obteve-se uma melhor eficiéncia de
encapsulamento, sendo assim em um béquer, foram adicionados 0,00450 - 0,00411 g de
[AuCI(L1)] e 0,050 g de PLGA. Esta mistura foi dissolvidaem 2 mL de CH.Cl. (diclorometano)
denominada de fase oleosa e gotejada através de uma microppipeta em uma fase aquosa,
composta por uma solucdo aquosa de 0,5% de alcool polivinilico (PVA). Apos esta mistura de
fases, a mesma foi sonicada por 10 min com amplitude de 20%. Posteriormente, a emuls&o foi
rotaevaporada com a finalidade de eliminar o solvente diclorometano.

Em seguida, a emulséo foi centrifugada com uma velocidade angular de 13000 rpm a uma
temperatura de 4 °C durante 30 min. Posteriormente, foi feita a separacdo do sobrenadante do

decantado. As nanoparticulas decantadas foram ressuspendidas com agua ultrapura MILLI-Q.

3.4.2 [Au(Hdamp)(L14]CI-H20

O procedimento e materiais adotados para encapsulamento do complexo
[Au(Hdamp)(L1*]CI-H20 foram os mesmos para [AuCl(L1)]. A Unica diferenca entre os dois
complexos, foi a utilizacdo da proporcdo 1:10 massa/massa de principio ativo e matriz
polimérica, uma vez que esta condicdo atingiu altos valores de eficiéncia de encapsulamento
(EE%).

3.5 LIOFILIZACAO

Para liofilizacdo das formulagdes desejadas, sejam elas ressuspendidas somente em dgua
ou em solucdo de sacarose (crioprotetor), previamente as mesmas foram congeladas por um
periodo de 10 h & uma temperatura de -80 °C. Apds o congelamento da formulagéo, esta foi
inserida no liofilizador sob uma temperatura de -90 °C e pressao reduzida na faixa de 300 — 450
pMHg durante 24 h.

3.6 CONSTRUCAO DAS CURVAS DE CALIBRACAO E ENSAIO DE LIBERACAO
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3.6.1 Curvas de calibragdo de [AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L14)]CI-H20

As curvas de calibracdo de ambos os complexos foram construidas atraveés da técnica
de espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel. Para realizacdo da leitura das absorcGes
foram utilizados os comprimentos de onda de absor¢do maxima de cada complexo, sendo assim
foram preparadas vérias solugdes em diferentes concentragfes utilizando dois solventes,
diclorometano e dimetilsulfoxido. As leituras de absorcdo foram obtidas em concentracdes
iguais a 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 40 uM para [AuCl(L1)] sendo que para
[Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 iguais a 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 50 uM. Sendo
assim é possivel obter uma equacdo y = ax + b, onde y denota a absorbancia e x a concentracdo
em UM. Através da equacdo gerada para cada complexo em diferentes solventes é possivel

determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE%) pelos métodos indireto e direto.

3.6.2 Ensaio de liberacédo do complexo [AuCI(L1)] in vitro

As curvas de liberagdo controladas foram obtidas em triplicata utilizando-se células de
difusdo vertical. Para isso, utilizou-se uma membrana de celulose para separar a emulsdo das
NPs/[AuCl(L1)] do meio receptor (tampdo PBS + 5% de dimetilsulfoxido). Trinta e seis
aliquotas de 1 mL foram retiradas do meio receptor em intervalos de tempo de 0,5, 1, 2, 4, 6, 8,
12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72, 78, 84, 90, 96, 102, 108, 114, 120, 132, 144, 156, 168,
180, 192, 216, 240, 264, 288 e 312 h e analisadas via UV-vis. Através da curva de calibracdo a

absorbancia foi transformada em porcentagem de massa liberada versus tempo (Figura 22).

3.7 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA O MEV

Para obtencdo das imagens de alta resolucdo via MEV, as formula¢des de ambos 0s
complexos de ouro foram gotejadas (aproximadamente 10 pL) sob uma laminula de vidro logo
apos o processo de rota-evaporacao. Apds as formulacdes secarem em temperatura ambiente
cobertas com placas petri para protecdo contra sujeiras, as mesmas foram metalizadas com

particulas de ouro para posteriormente serem levadas ao microscopico eletrénico de varredura.
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3.8 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.8.1 Ensaio de atividade tripanocida in vivo

Para determinar a atividade tripanocida dos compostos selecionados para
experimentos in vivo na fase aguda da doenca de Chagas foram utilizados camundongos,
fémeas da linhagem Balb/C, pesando aproximadamente 25 g cada. Todos os animais foram
mantidos nas mesmas condi¢des, recebendo &gua e racdo ad libitum. Os animais foram
infectados intraperitonealmente com 10000 formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y
de T. cruzi. Os camundongos foram tratados por 10 dias consecutivos por via oral a partir do
quinto dia apds a infeccdo, com uma dose diaria do composto a ser determinada de acordo com
0s ensaios in vitro, além de 100 mg/kg/dia do benzonidazol como controle positivo do estudo
(Brener, 1962). Apo6s 20 dias da infeccdo, os animais foram eutanasiados, 0s 6rgdos e o soro

foram removidos e armazenados a -80 °C para posteriores analises.

3.8.2 Parasitemia e Mortalidade

A parasitemia foi observada nos 7°, 9°, 11°, 13° e 15° dias apés a infeccdo. A contagem
de 100 campos foi realizada por observacao direta ao microscopio 6ptico, em um aumento final
de 400 vezes, a partir de 5 puL de sangue fresco coletado. O sangue fresco foi coletado por um
pequeno corte na ponta da cauda dos animais, colocado sobre uma lamina e recoberto por
laminula com dimens@es de 22 x 22 cm, segundo a técnica descrita por Brener (1962). A

sobrevivida foi observada por 60 dias consecutivos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO AGENTE COMPLEXANTE (H.L1)

O agente complexante foi obtido conforme descrito no item 3.3.2. Para confirmacéo
estrutural do composto foi adotada a andlise de espectroscopia na regido do infravermelho,
seguida de uma comparacao dos valores de bandas selecionadas encontrada na Tabela 4 deste

trabalho com os valores obtidos por Goncalves e colaboradores (2017).

Tabela 4 - Valores obtidos em cm™ dos estiramentos e dobramentos das ligaces presentes no
HoL1

Banda ATR? Pastilhas de KBrP
v(O-H) 3375 3346
v(N-H) 3281, 3225 3286, 3196
V(C=Nsc 1586 1605
v(C=N)ox 1522 1531
5(0-H) 1365 1366
v(N-0) 1010 1013
v(C=S) 804 802

Fonte: a) Do autor, 2019 b) Gongalves et al., 2017

Os valores das bandas caracteristicas das ligacGes apresentadas acimas diferem muito
pouco dos obtidos por Gongalves e colaboradores (2017), isto se deve ao fato do uso de
diferentes equipamentos na analise, assim como ao método de preparagdo das amostras,
pastilhas de KBr ou com auxilio do acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Apesar
desta pequena diferenca nos valores de nimero de onda estdo coerentes com a estrutura quimica

proposta para o agente complexante (HaL1).

4.2 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO [AuCI(L1)]

O complexo [AuCI(L1)] foi obtido por um método semelhante ao obtido anteriormente
por Gongalves e colaboradores (2017), porém utilizando K[AuCls] como precursor metélico ao
invés de Na[AuCls]-2H.0. A Figura 20 esquematiza a reagdo de sintese do complexo. O

precipitado obtido ndo apresenta condutividade molar em CH.Cl;, ou seja, € um composto de
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coordenacdo neutro. Este complexo possui boa solubilidade em CH2Cl>. e DMSO e baixa
solubilidade em EtOH e MetOH.

Figura 20 — Esquema da sintese para obtencao do complexo [AuCI(L1)]
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Fonte: Do autor, 2019

A espectroscopia na regido do infravermelho também foi empregada para confirmar a
proposta de estrutura quimica do complexo [AuCI(L1)]. Da mesma forma que realizado para o
ligante livre, foi feita uma comparacgdo dos valores bandas observadas no espectro de IV com
os valores obtidos por Gongalves e colaboradores (2017). Algumas diferencas com relagdo aos
valores de nimero de onda das bandas caracteristicas da molécula foram observadas, fato ja
explicado acima para 0 agente complexante (H2L1). A Tabela 5 apresenta os valores das bandas

selecionadas.

Tabela 5 - Valores obtidos em cm™ dos estiramentos das ligagdes presentes no complexo de

[AuCI(L1)]
Ligacéo ATR? Pastilhas de KBr®
v(N-H) 3206 3285
v(C=N)sc 1569 1566
v(C=N)ox 1514 1516
v(N-O) 1145 1146
v(C-S) 617 619

Fonte: a) Do autor, 2019 b) Gongalves et al., 2017

Vale ressaltar que foi observada apenas uma banda caracteristica referente ao
estiramento da ligacdo N-H e auséncia do estiramento da ligagdo O-H em decorréncia da dupla
desprotonac&o do ligante apds a coordenagdo com fon central metalico de Au''.

Outra técnica aplicada para elucidacdo estrutural do [AuCI(L1)] foi a ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H), cujo espectro é mostrado na Figura 21. Os
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sinais de hidrogénio dos grupos OH e NH (NNHC=S) nédo foram observados, o que corrobora
com a analise de infravermelho (SILVERSTEIN et al.,, 2010; PAVIA et al., 2012;
GONCALVES et al., 2017). O sinal referente ao NH (NHCH2CH?3) é observado em um valor
maior de deslocamento quimico em relacdo aos demais (8,48 ppm). Os sinais dos hidrogénios
do grupo etila (CH3CH2NH) estdo sobrepostos ao sinal da agua presente no solvente (3,34 ppm)
(GONCALVES et al., 2017).

As integrais geradas no espectro de RMN de *H confirmam a quantidade de hidrogénios
presentes. A Tabela 6 apresenta os dados obtidos através do espectro de RMN de *H do
complexo. Logo, as andlises de caracterizagdo para [AuCIl(L1)] confirmam a estrutura proposta
do composto de coordenacéo representado na figura 18.

Figura 21 - Espectro de RMN de *H do complexo [AuCI(L1)] em solugdo de DMSO (8 em
ppm)
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Tabela 6 - Valores de deslocamento quimico (ppm), multiplicidade e integracdo dos sinais dos
hidrogénios presentes no complexo [AuCI(L1)]

Sinal no Fonte? Fonte® Multiplicidade Integracao
espectro o/ppm o/ppm
CH3CH2-NH 8,48 8,46 Singleto 1
CH3C=N-OH 2,36 2,36 Singleto 3
CH3C=N-NH 1,81 1,81 Singleto 3
CH2CH3 1,12 1,12 Tripleto 3
CH>CH3 3,34 3,34 - -

Fonte: a) Do autor, 2019 b) Gongalves et al., 2017

4.3 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO [Au(Hdamp)(L14)]CI-H20

O complexo [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H.O foi obtido conforme item 3.3.3. Diante do valor
de condutividade molar é possivel afirmar que o complexo é idnico, sendo ele soltvel em
CH:ClI, CHCI3 e DMSO. Para elucidacéo da estrutura quimica do complexo em questdo, foram
utilizadas as técnicas de espectroscopia na regido do infravermelho e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e feito uma comparacdo com os valores obtidos por Maia e colaboradores
(2017).

A partir dos valores apresentados na Tabela 7 foi constatado a presenca das bandas
caracteristicas presentes em [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20. Novamente pode-se perceber uma
pequena diferenca nos valores de nimero de onda devido a diferenca de equipamento utilizados
e quanto ao preparo das amostras, sendo uma amostra feita em pastilhas de KBr e a outra com

0 acessorio de ATR.

Tabela 7 - VValores obtidos para as principais bandas de estiramento das ligag6es presentes no
complexo de [Au(Hdamp)(L1%]CI-H20 (cm™)

Banda ATR? Pastilhas de KBrP
v(N-H) 2654 2671
v(C=N) 1549 1556
v(C=C) 1489 1499
v(C=C) 1445 1492

Fonte: a) Do autor, 2019 b) Maia et al., 2017
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No espectro de RMN de H apresentado na Figura 22 foi possivel observar os sinais
referentes a todos os hidrogénios presentes no complexo. A Tabela 8 apresenta os valores de
deslocamento quimico (ppm) dos sinais dos hidrogénios, assim como a integracdo dos mesmos
comprovando assim a estrutura proposta apresentada na Figura 19.

Figura 22 - Espectro de RMN de *H do complexo [Au(Hdamp)(L14)]CI-H20 em solugéo de
CD.Cl; (6 em ppm)
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Fonte: Do autor, 2019.

Tabela 8 - Valores de deslocamento quimico (ppm), multiplicidade e integracéo dos sinais dos
hidrogénios presentes no complexo [Au(Hdamp)(L14]CI-H.0

Sinal no Fonte? Fonte® Multiplicidade Integracéo
espectro o/ppm o/ppm

CH2CHs 1,21 1,15 Tripleto 6H
NHCHs; 2,77 2,73e 2,77 Dupleto 6 H
(Hdamp)

N(CHa)2 2,97 2,92 Simpleto 6 H
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CH2CHs 3,58-3,80 3,56-3,65 Multipleto 2H
CHz(Hdamp) 4,46¢e4,48 4,38 € 4,40 Duplo dupleto 2H
Ph 7,25-7,40 7,17-7,32 Multipleto 5H
Hdamp 7,52 7,43 Dupleto 1H
Hdamp 7,73-7,78 7,64-7,68 Multipleto 2H
Hdamp 8,13 8,06 Dupleto 1H
NH (Hdamp) * 12,40 Simpleto 1H

Fonte: a) Do autor, 2019 b) Maia, et al. (solu¢do de CDCls), 2017; * N&o foi observado na faixa de 0 a

9,5 ppm

4.4 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS

O método utilizado para encapsulamento dos complexos de Au'' em matriz de PLGA
foi o de emulsificacdo e evaporacdo de solvente. E um método simples que pode ser aplicado
de duas formas, uma com formacgdo emulsdo simples (tipo 6leo e agua) com fornecimento de
energia para homogeneizacdo e outra com formacdo de emulsdes multiplas (KUMARI,
YADAV; YADAV, 2010; RAO; GECKELER, 2011). O método depende basicamente da
matriz polimérica e do principio serem sollveis em solventes que possuem como caracteristica
elevada pressédo de vapor, ou seja, solventes que sdo retirados facilmente por processo de
evaporacdo, dentre eles estdo o diclorometano, cloroférmio, acetato de etila. Ap6s o processo
de solubilizacdo, esta fase denominada de fase oleosa é misturada com uma fase aquosa
composta por um tensoativo ou também denominado de agente emulsificante, sendo assim é
formada uma emulsdo sob uma fonte de energia elevada. Com agdo do tensoativo é formada
uma emulséo, que sob presséo reduzida retira-se o solvente utilizado com a finalidade de se
precipitar o polimero formando nanoparticulas contendo o principio ativo (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012; CHAVES et al., 2018). Vale salientar que por este método
obtém-se nanoesferas, ou seja, 0 principio ativo encontra-se no interior ou adsorvido / disperso
na matriz polimérica (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998). A Figura 23 apresenta um

esquema do método de emulsificacdo e evaporacao de solvente.
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Figura 23 - Esquema da técnica de emulsificacdo e evaporacdo de solvente para obtencao de
NPs de PLGA com complexos de Au(lll).
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Fonte: Do autor, 2019.

Um sistema nanoparticulado pode produzir nanoesferas ou nanocapsulas. A Figura 24
apresenta que as nanocapsulas compde-se de um nucleo oleoso o qual se encontra o principio
ativo rodeado por um material sélido (polimero), € possivel observar também que nas
nanocapsulas moléculas do principio ativo podem estar adsorvidas na parede da matriz
polimérica. Ja as nanoesferas nao apresentam um nucleo oleoso, sendo que o principio ativo se
encontra distribuido de forma homogénea no centro da matriz ou adsorvido no polimero
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 24 - Esquema representativo de nanocapsulas e nanoesferas: a) principio ativo
dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) principio ativo adsorvido a parede do
polimero nas nanocapsulas; c) principio ativo retido na na matriz polimérica das nanoesfera;
d) principio ativo adsorvido ou disperso no polimero das nanoesferas.
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Polimero
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Adaptado de: Schaffazick et al., 2003
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Este trabalho consistiu em encapsular dois compostos bioativos tripanocidas,
[AUCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L19]CI-H2O, em uma matriz de PLGA pelo método de
emulsificacdo e evaporacdo de solvente do tipo 6leo e agua (w/0). O solvente utilizado para
dissolucdo dos complexos e matriz polimérica foi o diclorometano, pelo fato dos compostos de

coordenacdo serem solUveis no mesmo e por apresentar caracteristicas mencionadas acima.

4.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.4.1 Tamanho Médio e indice de Polidispersividade (PDI)

Sistemas nanoparticulados vém cada vez mais sendo utilizados em aplicacbes
biolégicas. Recomenda-se que para aplicacdo de nanoparticulas por meio de administracdo
intravenosa, 0s tamanhos das NPs desenvolvidas sejam menores que 300 nm com alta
homogeneidade do sistema (baixo PDI) ocorrendo assim melhores interacdes entre as
nanoparticulas e alvos bioldgicos. Desta forma, tamanho e PDI sdo pardmetros essenciais no
desenvolvimento de sistemas nanoparticulados, pois estdo diretamente relacionados a
biodisponibilidade do principio ativo (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007).

Nanoparticulas brancas (NPs/brancas), ou seja, particulas contendo apenas a matriz
polimérica (PLGA) foram obtidas com a finalidade de se verificar as caracteristicas fisico-
quimicas quanto ao tamanho, assim como compara-lo antes e apds o processo de
encapsulamento. Vale salientar que para obtencdo das nanoparticulas brancas foi adotado o
mesmo procedimento descrito no item 3.4.1, porém sem a presenca do principio ativo. A Tabela
9 apresenta as cinco formulacGes feitas, assim como o tamanho meédio e indice de

polidispersividade das mesmas.

Tabela 9 - Tamanho médio * desvio padrdo e indice de polidispersividade das NPs/brancas
dispersas em agua

Formulagéo Tamanho médio (nm) PDI
I 261,0 + 16,47 0,094

I 268,5 + 82,22 0,080

Il 253,4 £ 66,79 0,062

v 2444 + 63,81 0,046

Vv 259,0 + 70,01 0,068

Fonte: Do autor, 2019
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A Tabela 10 apresenta as formulacdes de PLGA contendo [AuCI(L1)], sendo todas elas
com tamanhos médios inferiores a 300 nm. Apesar do desvio padrdo indicar nanoparticulas com
tamanhos maiores ao mencionado ndo é uma problematica devido a aplicacdo destas NPs ser
por administracdo oral. ApOs o0 processo de encapsulamento houve um pequeno aumento de
tamanho das nanoparticulas, o que era esperado, uma vez que uma molécula esta sendo inserida
na matriz polimérica. Vale salientar que para o complexo [AuCl(L1)] foram realizadas sete
formulacdes, porém todas seguindo o procedimento descrito conforme item 3.4.1. Cada uma
das formulacgdes foi utilizada para uma aplicacdo, sendo | e Il para testes de proporcdo de
principio ativo e matriz polimérica, sendo Il utilizada no processo de liofilizacdo sem a presenca
de crioprotetor e utilizada na andlise de espectroscopia na regido de infravermelho. A
formulacéo 111 foi utilizada no teste de estabilidade, IV utilizada no primeiro ensaio tripanocida
in vivo. A formulacdo V foi liofilizada com a presenca de crioprotetor e utilizada no teste de
liberacdo, assim como VI sendo esta usada em suspensdo e, por fim, a formulacdo VII também

foi utilizada no ensaio tripanocida in vivo.

Tabela 10 - Tamanho médio + desvio padrdo e indice de polidispersividade das nanoparticulas
de PLGA contendo o complexo [AuCI(L1)], dispersas em agua

Formulagéo Tamanho médio (nm) PDI
I 271,7+£104,8 0,099

I 274,1 + 87,59 0,115

I 274,1 + 97,24 0,129

v 273,0 £ 73,20 0,141

\Y 284,8 + 84,51 0,053

VI 271,2 + 89,67 0,191

Vil 270,9 + 86,52 0,156

Fonte: Do autor, 2019

O indice de polidispersividade esta relacionado a homogeneidade do sistema, de forma
que valores em uma faixa de 0 - 1 o tamanho das nanoparticulas sdo consideradas de alta
homogeneidade, ou seja, estdo muito proximas ao tamanho médio. Para valores compreendidos
na faixa de 0,1 - 0,25 o sistema apresenta uma boa homogeneizagdo do tamanho das particulas,
ja para valores maiores que 0,5 o sistema ndo é indicado para aplicagdo biologica por possuir

uma ampla faixa de tamanho das nanoparticulas. Dos valores de PDI apresentados todas as
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formulacdes apresentam uma boa homogeneizagéo do sistema, sendo assim sdo indicadas para
aplicacdes bioldgicas, gerando uma interacdo de forma equivalente das nanoparticulas com
células, enzimas, membranas no meio biolégico de aplicacdo (PATRAVALE; DATE;
KULKARNI, 2004; KIM et al., 2012).

Diante dos valores obtidos de tamanho médio e PDI apresentados na Tabela 11, é
observado que as nanoparticulas obtidas com o principio ativo [Au(Hdamp)(L1%]CI-H20 s&o
maiores quando comparadas com as obtidas com o [AuCI(L1)]. Este aumento de tamanho se
deve, provavelmente, ao fato do complexo [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 apresentar uma estrutura
com numero de atomos bem maior que a do [AuCI(L1)]. A estrutura quimica dos respectivos
complexos ja foi comprovada por Maia e colaboradores (2017) e Gongalves e colaboradores
(2017) através da técnica de difracdo de raios X em monocristal. Vale ressaltar que ndo foi
possivel realizar uma comparacdo com outros trabalhos uma vez que na literatura ndo héa

publicagBes de encapsulamento de complexos de Au'"' em matriz de PLGA.

Tabela 11 - Tamanho médio + desvio padrao e indice de polidispersividade das nanoparticulas
de PLGA contendo [Au(Hdamp)(L1*)]CI.H20O dispersas em agua.

Formulagéo Tamanho médio (nm) PDI
I 298,3 + 44,69 0,401
I 300,5 + 42,60 0,324

Fonte: Do autor, 2019

4.4.2 Potencial Zeta

O Potencial Zeta é uma medida da magnitude da repulsdo ou da atracéo eletrostatica ou
das cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais que, sabidamente, afetam a
estabilidade das mesmas. Havendo uma maior forca de repulséo entre as particulas evita-se o
fendmeno de aglomeracdo, aglutinacéo e/ou floculagdo, gerando assim particulas mais estaveis
e uniformes (MALVERN, 2018).

Como foram feitas formulagGes de nanoparticulas brancas (NPs/brancas), tambem
foram realizadas medidas de Potencial Zeta com a finalidade de verificar alteracbes apos o
encapsulamento dos complexos [AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1%]CI-H20. E possivel observar
na Tabela 12 que os valores da medida do potencial Zeta das nanoparticulas contendo somente

0 PLGA apresenta valores negativos, o que vai de encontro com a estrutura quimica do polimero
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pois 0 mesmo apresenta uma funcdo do tipo &cido carboxilico, sendo sua desprotonagédo

favorecida pelo carboxilato formado ser estabilizado por ressonancia.

Tabela 12 - Valores de potencial Zeta em mV + desvio padrao das formulacGes Nps/brancas

Formulacéo (Nps/branca) Potencial Zeta (mV)
I -24,7+£5,94
] -24,0 £5,99
1 -25,0 £ 6,97
v -245+541
\Y -20,9+4,72

Fonte: Do autor, 2019

Sistemas nanoparticulados em suspensdo em quase sua totalidade possuem estabilidade
fisica quando apresentam valores em mddulo de potencial Zeta igual ou superior que 30 mV.
Para valores em moédulo préximos a 20 mV, o sistema é considerado estavel a curto prazo,
sendo que para valores compreendidos na faixa de -5 mV a +5 mV o sistema nao possuli
estabilidade, favorecendo a aglomeracdo de particulas. No entanto, nanoparticulas em
suspensdo podem apresentar estabilidade mesmo em valores de potencial Zeta igual ou inferior
a 20 mV devido a adsorcdo de moléculas de principio ativo na superficie das particulas
(MISHRA et al., 2009).

Apb6s o encapsulamento de [AuCI(L1)] os valores de potencial Zeta aumentaram
consideravelmente em relacdo aos valores apresentados pelas NPs/brancas, sendo estes
representados na Tabela 13. Este aumento no valor do Potencial Zeta tem um forte indicio de
que o complexo se tornou catiénico no processo, devido a labilidade da ligagdo do atomo de
cloro com o ouro, ou seja, diante desta possibilidade ha a saida do ligante clorido da esfera de
coordenacgdo sendo substituido por uma molécula neutra como agua. E possivel fazer uma
relacdo da quantidade de principio ativo utilizada com o valor de potencial Zeta das formulagdes
I e Il com as demais, sendo observado que com uma maior quantidade de complexo obtém-se

valores de potencial mais préximos de zero ou até positivos.
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Tabela 13 - Quantidade de [AuCI(L1)] e valores de potencial Zeta + desvio padrdo para suas
respectivas formulagdes

Formulacéo Quantidade em mg de Potencial Zeta (mV)
[AUCI(L1)]
I 5,00 2,27 £5,38
I 4,50 3,48 £ 4,53
" 4,03 -3,34 + 6,16
v 4,12 -6,52 + 4,24
\Y 4,13 -71,33+4,41
VI 411 -6,49 + 4,32
VII 4,27 -1,42 + 4,15

Fonte: Do autor, 2019

Para o complexo [Au(Hdamp)(L1%]CI-H20O também houve um aumento do potencial
Zeta das suas respectivas formulacdes quando comparada com as NPs/brancas, 0 que ja era
esperado por se tratar de um complexo que apresenta carga oposta (positiva) a do carboxilato
do polimero (negativa). Comparando-se os valores de potencial entre as formulacdes dos dois
complexos, praticamente ndo houve alteragdes entre as mesmas, reforgando ainda mais a
possibilidade de [AuCI(L1)] ter se tornado catiénico no processo. A Tabela 14 apresenta a
quantidade de [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H2O utilizada na formulacdo assim como os valores de

potencial Zeta das mesmas.

Tabela 14 - Quantidade de [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 e valores de potencial Zeta + desvio
padréo para suas respectivas formulacoes

Formulagéo Quantidade em mg de Potencial Zeta (mV)
[Au(Hdamp)(L14)]CI-H20
I 4,98 -6,71 + 4,25
I 4,91 -6,68 + 4,26

Fonte: Do autor, 2019

Pode-se notar que os valores do desvio padréo da medida de Potencial Zeta apresentados
nas tabelas 12 a 14, compreende-se em uma faixa de + 4 a + 7 mV independentemente do valor
da medida. Devido ao método de medida do Potencial Zeta do equipamento conforme descrito
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item 3.2.5 ser no meio da célula, os desvios padrdo podem apresentar valores maiores que o da
propria medida (MALVERN, 2015).

4.4.3 Construcédo das curvas de calibracao

As Figura 25 e 26 apresentam os espectros eletrdnicos na regido do ultravioleta-visivel
de [AUCI(L1)] em diclorometano e dimetilsulfoxido, respectivamente. Os resultados obtidos
corroboram com os dados apresentados por Gongalves e colaboradores (2017) no que diz
respeito as transicbes eletrbnicas apresentadas por este composto. A partir dos espectros é
observado também que a absor¢do méaxima do complexo foi obtida em um comprimento de
onda igual a 315,5 e 349 nm, sendo assim realizadas as curvas de calibracdo conforme item

3.6.1 representadas pelas Figura 27 e 28.

Figura 25 - Espectro eletrdnico do [AuCI(L1)] em CH.Cl; em concentragéo de 3 x 10° mol/L
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Figura 26 - Espectro eletrénico do [AuCl(L1)] em DMSO em concentragio de 3 x 10~ mol/L

Absorbancia (u. A.)

Figura 27 - Curva de calibragéo e equacédo gerada de [AuCl(L1)] em diclorometano
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Figura 28 - Curva de calibragdo e equacdo gerada de [AuCI(L1)] em dimetilsulfoxido
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Nos espectros eletronicos de [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 apresentados pelas Figuras 29
e 30 é observado que a absor¢do maxima do complexo esta em um comprimento de onda igual
a 387 e 388 nm para os solventes diclorometano e dimetilsulféxido, respectivamente. Sendo
assim, as curvas calibracdo (Figura 31 e 32) do mesmo foram construidas conforme mencionado
item 3.6.1. Vale salientar que as transicGes eletrdnicas apresentadas pelo complexo também

corroboram com os dados apresentados por Maia e colaboradores (2017).



Figura 29 - Espectro eletrénico de [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 em diclorometano com
concentragio de 5,55 x 10™° mol/L
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Figura 30 - Espectro eletronico de [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H20 em dimetilsulfoxido com
concentragéo de 4,5 x 10 mol/L
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Figura 31 - Curva de calibragio e equacio gerada de [Au(Hdamp)(L14]CI-H.0 em
diclorometano
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Figura 32 - Curva de calibraco e equacio gerada de [Au(Hdamp)(L1%)]CI1-H20 em
dimetilsulfoxido
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4.4.4 Determinacdo EE% (método indireto)

Um dos métodos utilizados para determinar a EE% para ambos os complexos foi o de
forma indireta pela leitura de absorcdo via espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel
através do sobrenadante gerado no processo de encapsulamento. Através das respectivas curvas
de calibragdo dos complexos em diclorometano é possivel quantificar o quanto de massa de
complexo ficou retido no sobrenadante. Por meio da equacéo 1, é possivel expressar a eficiéncia
de encapsulamento em porcentagem, uma vez que é conhecida a massa inicial de principio ativo

utilizada assim como a quantidade néo encapsulada.

Massa de complexo encapsulado (mg
EE% = > P e x 100 W

Massa inicial de complexo (mg)

A Tabela 15 apresenta os valores de massa inicial de [AuCl(L1)] utilizados no processo
de encapsulamento assim como as EE% das respectivas formulacGes. Diante dos valores de
EE(%) expostos, é possivel observar que, diminuindo a quantidade de principio ativo em uma
faixa compreendida de 4,03 — 4,27 mg, ha um aumento da eficiéncia de encapsulamento em
relagdo as formulagdes I e 11 que utilizaram uma massa inicial de complexo iguais a 5,00 e 4,50
mg, respectivamente. Na literatura existem trabalhos onde a EE(%) em matriz de PLGA séo
consideradas altas com valores proximos a 90 %, esta alta eficiéncia estd relacionada as
caracteristicas fisico-quimicas do principio ativo utilizado, onde um composto hidrofébico
apresentard melhores eficiéncias de encapsulamento do que uma molécula hidrofilica (CRUZ
et al., 2007). Em contrapartida, eficiéncias de encapsulamento em PLGA proximas a 40 % sdo
consideradas satisfatorias, devido a hidrofilicidade do composto encapsulado (DALMOLIN;
KHALIL; MAINARDES, 2016). Novamente ndo foi possivel comparar os valores de EE(%)
com outros trabalhos devido a este ser inovador no que diz respeito a encapsulamento de
compostos de coordenagdo contendo Au'', porém a alta eficiéncia de encapsulamento de
[AuCI(L1)] em PLGA esta relacionada a sua alta afinidade pela fase oleosa, sendo este

significativamente soltvel em diclorometano assim como a matriz polimerica.
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Tabela 15 - Quantidade em mg de [AuCI(L1)] e EE(%) de suas respectivas formulacgdes

Formulacéo Quantidade em mg de EE(%)
[AuCI(L1)]

I 5,00 79,9 %

I 4,50 85,9 %

Il 4,03 93,0 %

v 4,12 91,4 %

\Y, 4,13 92,3 %

VI 411 92,1%

Vil 4,27 88,9 %

Fonte: Do autor, 2019

Na Tabela 16 apresenta os valores de EE(%) para o complexo
[Au(Hdamp)(L1*)]CI-H20, sendo eles maiores quando comparados com [AuCI(L1)]. A alta
eficiéncia deste complexo estd relacionada novamente a natureza idnica do mesmo por
apresentar carga oposta ao carboxilato formado do polimero, havendo assim uma atracdo

eletrostatica entre os mesmos.

Tabela 16 - Quantidade em mg de [Au(Hdamp)(L1)]CI-H20 e EE(%) de suas respectivas
formulacdes

Formulagéo Quantidade em mg de EE(%)
[Au(Hdamp)(L14)]CI-H20

I 4,98 99,8 %

I 4,91 99,7 %

Fonte: Do autor, 2019
4.4.5 Determinacdo EE% (método direto)

Com a finalidade de se estabelecer uma comparacdo entre os métodos indireto e direto,
foram realizadas duas novas formulagdes, uma de cada complexo de ouro. Atraves da leitura
de absorcao via espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel foi possivel determinar o quanto
de massa de cada principio ativo foi encapsulada, por meio da quebra das nanoparticulas
geradas pelo solvente dimetilsulféxido. O método direto ndo foi utilizado nas outras
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formulacdes, pelo fato da perda total do material produzido, inviabilizando as aplicacdes
posteriores.

A Tabela 17 apresenta os valores das EE(%) de ambos os complexos de ouro em matriz
de PLGA. Diante dos valores obtidos é possivel notar uma diferenca de quase 40% entre as
EE(%) para [AuCI(L1)], e de aproximadamente 30% para [Au(Hdamp)(L14]CI-H.0. A grande
diferencga entre as EE(%) esta associada a perda de massa de principio ativo no decorrer do
processo de encapsulamento. Através da determinagdo pelo método indireto este fator ndo é
levado em conta, pois é determinado o quanto de massa ficou retido no sobrenadante para
posterior dedugdo da massa inicial. Para se estabelecer uma relagdo mais fidedigna entre os
métodos seria necessario realizar uma maior quantidade de formulages (maior n) para ambos
0s complexos, porém devido a pequena quantidade de principio ativo disponivel, ndo foi

possivel tal acéo.

Tabela 17 - Quantidade em mg e EE(%) estabelecidas por diferentes métodos de ambos 0s
complexos de ouro

Formulacéo Quantidade em EE(%) — EE(%) — método
mg método indireto direto
[AuCI(L1)] (VIII) 4,05 89,29 50,3
[Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 (111 5,09 99,8 711

Fonte: Do autor, 2019

4.4.6 Estabilidade

A avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas é algo extremamente
relevante, pois ha a possibilidade de com o passar do tempo os parametros da formulagéo inicial
serem modificados. Neste trabalho, o estudo de estabilidade das nanoparticulas contendo
[AuCI(L4)] foi realizado por meio de analises de tamanho (nm), indice de polidispersividade
(PDI) e potencial Zeta. O tempo final para realizacdo das leituras de tamanho e potencial Zeta
das NPs/[AuCI(L1)] para verificacdo da estabilidade da formulacdo foi de 59 dias. Vale
ressaltar que a condi¢cdo de armazenamento da formulacdo Il (utilizada no teste) foi a uma
temperatura de 8 °C. A Figura 33 apresenta um grafico da variacdo do tamanho das

nanoparticulas no decorrer de 15, 38, 59 dias ap6s encapsulamento do [AuCl(L1)] em PLGA.
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Figura 33 - Estabilidade das nanoparticulas de PLGA contendo [AuCI(L1)] quanto ao
tamanho e indice de polidispersividade
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Diante dos resultados obtidos, € possivel observar que ndo ha alteracGes significativas
em relacdo ao tamanho (nm) e PDI das nanoparticulas no decorrer de quase dois meses de
armazenamento.

Com relagéo aos valores de potencial Zeta (mV) em funcdo do tempo, houve um
pequeno aumento no decorrer de quase dois meses. A tendéncia é de aumento, devido a mais
moléculas de [AuCI(L1)] estarem adsorvidas na superficie das particulas, este fator também
contribuiu para o ndo aumento significativo das mesmas. A Figura 34 apresenta um grafico da
variacdo do potencial Zeta (mV) no decorrer de 15, 38, 59 dias apds o encapsulamento do

complexo em PLGA.
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Figura 34 - Estabilidade das nanoparticulas de PLGA contendo [AuCI(L1)] em relacdo ao
potencial Zeta (mV)
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Fonte: Do autor, 2019

4.4.7 Liofilizacdo

Também conhecido como secagem a frio ou criodessecacdo, o processo de liofilizacao
consiste em retirar 4gua de uma substancia ou formulacédo de interesse por meio de sublimacéo,
ou seja, a mudanca direta do estado solido para o gasoso. Este processo tem como aplicacdo a
conservacao de produtos, dentre os exemplos se destacam, alimentos, células, enzima, vacinas,
etc. A grande vantagem da liofilizacdo é a ndo utilizacdo de conservantes quimicos, sendo
utilizados somente processos de congelamento e desidratacdo para tal aplicacdo (LIOTOP,
2014).

Apesar das nanoparticulas de PLGA contendo [AuCI(L1)] serem estaveis em suspensao,
0 processo de liofilizagdo foi empregado para utilizagdo do p6 de coloracdo rosa obtido para
posteriores analises de espectroscopia na regido do infravermelho e testes de liberagéo in vitro
comparando-se com a formulacdo em suspensdo. Duas formulagdes foram selecionadas para
serem liofilizadas e ambas congeladas a uma temperatura de — 80 °C sendo uma suspensa
somente em agua, e a outra com uma solucdo de 5% de sacarose (crioprotetor). A finalidade de
se liofilizar em diferentes condicbes foi a de avaliar alteracbes nos parametros das

nanoparticulas contendo [AuCI(L1)] sem e com a presenca de um crioprotetor.
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Crioprotetores sdo substancias utilizadas em diversas areas do conhecimento, sendo na
farmacéutica utilizados como protetores de formulagdes dos danos causados pelo processo de
congelamento. Existem diversos tipos de crioprotetores sendo os mais comuns e utilizados
acucares como trealose, glicose, lactose e sacarose (PIASSI et al., 2009; CASTRO et al., 2011).
O modo de acdo dos crioprotetores estd associado a uma formacdo de uma “capa”, ou uma
matriz amorfa em volta das nanoparticulas, gerando um espacamento entre as mesmas, ndo
acarretando em um processo de agregacdo tendo como consequéncia a redispersdo destas
(SAEZ et al., 2000).

Diante dos valores de tamanho, PDI e Potencial Zeta antes e ap6s 0 processo de
liofilizacdo apresentados na Tabela 18 é possivel observar que a presenca de sacarose no
processo de liofilizacdo é essencial, sendo que com a formulacdo ausente desta substancia no
congelamento ndo é recomendado seu uso em aplicacGes bioldgicas devido ao seu significativo
aumento de tamanho e PDI, com relacdo ao tamanho é observado uma mudanca de escala, de

nanométrica para micrometrica.

Tabela 18 — Valores de tamanho, PDI e potencial Zeta de formulacbes contendo [AuCl(L1)]
sem e com a presenca de crioprotetor ap6s o processo de liofilizacdo

Sem crioprotetor Com crioprotetor
Formulacao Tamanho Potencial Tamanho Potencial
PDI PDI
(nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV)

Sem liofilizagdo 274,1 0,115 3,48+4,53 284.8 0,053 -7,33+4/41
Liofilizadas 1,131 x 10* 0,612 -5,83+2,83 272,3 0,107 -9,47 +4,28
Fonte: Do autor, 2019

Outro dado relevante é o de potencial Zeta onde em ambas condi¢des houve um aumento
em modulo, deslocando-se para valores mais negativos apos serem liofilizadas, isto se deve,
provavelmente, a uma maior interacdo do complexo com o interior da matriz polimérica apos
0 processo.

Uma formulagdo contendo [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H.O também foi submetida ao
processo de liofilizacdo, porém, somente com a condi¢cdo da presenca de sacarose no
congelamento, uma vez que a formulagdo contendo [AuCl(L1)] sem crioprotetor no
congelamento houve um aumento significativo de tamanho e PDI, sendo esta inutilizavel em
aplicagdes biologicas. Diante dos resultados obtidos apresentados na Tabela 19, o processo de
liofilizacdo das nanoparticulas contendo [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 ndo se mostrou viavel, pois
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houve um aumento significativo de tamanho e PDI, sendo esta formulagéo utilizada apenas para
analise de espectroscopia na regido do infravermelho. Em relacdo ao potencial Zeta houve um
aumento, ou seja, o0 valor desta medida apos a liofilizacdo deslocou-se para valores mais

positivos, favorecendo assim o processo de agregacao das particulas.

Tabela 19 - Valores de tamanho, PDI e potencial Zeta de formulagbes contendo
[Au(Hdamp)(L1*)]CI-H20 com a presenca de crioprotetor apds o processo de liofilizagdo

Formulacéo Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (Mv)
Sem liofilizagdo 298,3 + 44,69 0,401 -6,71 + 4,25
Liofilizada 529,3 £ 39,92 0,639 -3,25+£2,41

Fonte: Do autor, 2019

Apds o processo de liofilizacdo com a presenca de crioprotetor, geralmente ocorre o
aumento do valor de Potencial Zeta como reportado por Chasteigner e colaboradores (1996),
ou seja, ha um deslocamento para valores mais positivos. Os autores observaram que com a
presenca de sacarose no sistema nanoparticulado desenvolvido houve uma alteracdo do valor
de Potencial Zeta de — 40,9 mV para — 20,4 mV ap0s a liofilizacdo (freeze-drying). De acordo
com os autores, esta diferenca esta associada ao mascaramento da superficie da nanoesfera,
devido a ligacGes de hidrogénio entre os grupos OH da sacarose com o do polimero utilizado.
Outra hip6tese abordada no trabalho é a de moléculas de principio ativo estarem adsorvidas na
superficie do polimero, ocasionando esta diferenca (CHASTEIGNER et al., 1996). De acordo
com os dados experimentais, as NPs de [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 indicam o que foi dito

anteriormente, ao contrario das NPs de [AuCI(L1)].

4.4.8 Espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é empregada com a finalidade de se
analisar as bandas caracteristicas das liga¢fes tanto do princpio ativo quanto da matriz antes e
apos o processo de encapsulamento. A Figura 35 apresenta 0s espectros vibracionais na regido
do infravermelho do PLGA e de uma formulacdo de NPs/branca. Diante das bandas e de seus
respectivos valores em numero de onda pode-se observar que o estiramento refererente a
ligagéo (C-H) de carbonos de hibridizacdo do tipo sp® foram mantidas em uma faixa de 3003 —
2943 cmt, assim como o grupo funcional carbonila tanto da fungdo acido carboxilico quanto
da funcgdo do tipo éster, sendo a banda referente ao estiramento da ligacdo (C=0) mantida em
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valores préximos a 1740 cm™. Em 1081 cm™ encontra-se a banda referente ao estiramento da
ligacdo (C-O) da funcdo éster. A banda que houve alteracdo é referente a ligacéo (O-H), olhando
somente o espectro do PLGA é possivel verificar, mesmo que discretamente, dois estiramentos
desta ligacdo em 3655 e 3507 cm™ das funcdes do tipo alcool e &cido carboxilico
respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2010; PAVIA et al., 2012). Apos a obtencdo das
nanoparticulas brancas é possivel constatar no espectro que houve uma sobreposi¢édo das bandas
em 3336 cm™ de (O-H) devido ao alargamento da mesma, fato este decorrente de ligacoes de

hidrogénio da formulacdo liofilizada com a 4gua (umidade).

Figura 35 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do PLGA e das NPs/branca
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A analise do espectro vibracional na regido do infravermelho das NPs/[AuCl(L1)] ndo
pdde confirmar se houve a substituicdo do ligante cloro na esfera de coordenacgao por uma outra
molécula. Esta analise ndo foi elucidativa devido a propor¢do massa/massa de principio

ativo/matriz polimérica sendo préxima de 1:10, portanto, as bandas apresentadas na Figura 36
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séo provenientes do PLGA, com excec¢éo da banda referente ao estiramento da ligacdo (C=N)

em 1519 cm™ da tiossemicarbazona presente no complexo.

Figura 36 - Espectro vibracional na regido do infravermelho das NPs/branca e
NPs/[AuCI(L1)]
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Fonte: Do autor, 2019

Para as NPs/[Au(Hdamp)(L1%)]CI-H.O o espectro vibracional da regido do
infravermelho, apresentado na Figura 37, ndo nos forneceu informagdes conclusivas se houve
ou ndo alteracdo na esfera de coordenacdo do complexo. Visualmente a formulacdo deste
complexo é bem mais higroscépica do que a do [AuCI(L1)], justificando a grande absorcdo de
umidade e também por apresentar uma banda referente ao estiramento da ligacdo (O-H) em
3315 cm™. Devido a quantidade de principio ativo ser cerca de dez vezes menor do que 0 PLGA,

novamente as bandas caracteristicas apresentadas sé&o do polimero.
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Figura 37 - Espectro vibracional na regido do infravermelho das NPs/branca e
NPs/[Au(Hdamp)(L14]CI.H.0
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Fonte: Do autor, 2019
4.4.9 Liberacdo in vitro e aplicacdo de modelos matematicos

Para o ensaio de liberacdo in vitro das NPs/[AuCl(L1)] foi utilizada a célula de Franz,
também conhecida como célula de difuséo vertical, contendo uma membrana de celulose com
a funcdo de separar as formulacdes do meio receptor (Figura 38). Duas formulagdes foram
selecionadas para realizacdo do teste que ocorreu em triplicata, uma ja suspensa e uma outra
liofilizada ressuspensa, ambas em agua. Estas diferentes condi¢es nas formulagdes visa um
estudo comparativo no perfil de liberacdo do principio ativo da matriz polimérica das
NPs/[AuCI(L1)]. Vale ressaltar novamente que para as NPs/[Au(Hdamp)(L14]CI-H20 néo foi
possivel realizar teste de liberacéo in vitro por ndo encontrar até 0 momento um meio receptor
adequado, sendo testados os meios PBS + 5% de DMSO e PBS + 1% de PVA.
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Figura 38 - Esquema representativo do sistema de liberacdo in vitro

NPs/[AuCI(L,)]

N

Membrana

/

PBS + 5% DMSO

Agitador magnético

Fonte: Do autor, 2019

A Figura 39 apresenta os perfis de liberacdo do complexo [AuCI(L1)] encapsulado em
matriz de PLGA. Como pode ser observado, houve uma pequena alteracdo no perfil de
liberacdo, sendo que as NPs/[AuCI(L1)] que passaram pelo processo de liofilizagdo obtiveram
uma liberacdo mais lenta do principio ativo. Esta diferenca esta associada a dois fatores, ou pela
combinacdo dos mesmos, o primeiro é que houve uma maior interacdo do complexo com o
interior da matriz polimérica devido aos valores de potencial Zeta ja apresentados, o segundo é
que a sacarose, substancia utilizada como crioprotetor, criou uma barreira ndo somente para
evitar o processo de agregacdo, mas também dificultou a liberacdo do composto para 0 meio
receptor. Nas primeiras doze horas ha uma rapida liberacdo do complexo nos dois perfis, isto
esta associado ao primeiro efeito burst sendo este relacionado com a difusdo do complexo na
matriz, ou seja, moléculas de [AuCl(L1)] adsorvidas na superficie da matriz polimérica
rapidamente sdo liberadas para o meio receptor por estarem mais disponiveis (THASSU;
DELEERS; PATHAK, 2007; MAKADIA; SIEGEL, 2011). Os resultados obtidos revelaram
uma liberacdo de [AuCI(L1)] de 29 % (formulagdo liofilizada) e 34 % (formulagdo em
suspensdo) em um tempo total de 312 h (13 dias).
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Figura 39 - Curva de liberacdo do complexo [AuCI(L1)] (Mt / M versus tempo (t))
encapsulado em matriz polimérica de PLGA
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Fonte: Do autor, 2019

Através dos dados obtidos de liberagdo do complexo [AuCI(L1)] modelos matematicos
foram aplicados com auxilio do software OriginPro 8 para explicar o perfil de liberacdo do
mesmo em uma matriz de PLGA. Os modelos utilizados foram o de Higuchi e Korsmeyer-
Peppas. O melhor modelo que se ajustou aos dados foi o de Korsmeyer-Peppas. O
comportamento de liberagio do complexo é dado pela constante cinética k = 1,03586 ht e k =
1,95112 h'' com coeficiente de relagdo R? = 0,96219 e R? = 0,97864 para a formulagio
liofilizada e em suspenséo, respectivamente. A Tabela 20 apresentam os valores de R? e das
constantes cinéticas, sendo que as Figuras 40 e 41 mostram os ajustes dos modelos utilizados

com os dados experimentais.

Tabela 20 — Valores de coeficientes de correlagdo e constantes cinéticas dos modelos
matematicos aplicados para liberacdo das NPs/[AuClI(L1)] liofilizadas/solucao

Modelo R? k (h?)
Higuchi 0,94738/0,97894 1,72485/ 2,07654
Korsmeyer-Peppas 0,96219/0,97864 1,03586 /1,95112

Fonte: Do autor, 2019
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Figura 40 - Ajuste dos modelos matematicos utilizados para a liberacdo das NPs/[AuCI(L1)]
liofilizadas
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Figura 41 - Ajuste dos modelos matematicos utilizados para a liberagdo das NPs/[AuCI(L1)]
em suspensao
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O modelo de Korsmeyer-Peppas é um modelo semiempirico, sendo um dos modelos
mais utilizados para explicar os mecanismos de liberacédo controlada. A equacdo 2 apresenta o
modelo citado, onde Mt / Mo significa a quantidade de principio ativo liberado em um tempo
infinito, k é a constante cinética, t equivale ao tempo e n indica o coeficiente de difuséo
(HOSSEINI et al., 2014; FARIA et al., 2017).

& = k.t )
Moo

O modelo de Korsmeyer-Peppas foi utilizado para determinacdo do coeficiente de
difusdo (n) dos dados experimentais. Através do modelo foi obtido um valor de n igual a
0,60192 para as NPs/[AuCI(L1)] liofilizadas e n igual a 0,51249 para as NPs/[AuCl(L1)] em
suspensdo. De acordo com 0 modelo (Equagéo 2) para valores de n <0,43 indica um mecanismo
de liberagao do principio ativo por difusdo, ja para valores de n > 0,85 indica um mecanismo
de liberagdo por relaxamento da cadeia polimérica e por fim para valores 0,43 <n < 0,85 indica-
se um mecanismo de liberacdo combinada de relaxamento da cadeia polimérica e difusdo
(HOSSEINI et al., 2014; FARIA et al.,, 2017). Diante dos valores apresentados para o
coeficiente de difusdo do complexo [AuCl(L1)] para ambas NPs/[AuCI(L1)] ha uma

combinacdo de mecanismos de liberacdo do mesmo.

4.4.10 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para uma caracteriza¢do mais precisa de materiais em escala nanométrica é empregada
a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV). No presente trabalho, o MEV permitiu
a determinacdo do tamanho das nanoparticulas de PLGA (PLGA-NPs) contendo os complexos
de ouro ([AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H20). A Figura 42 apresenta a morfologia e o
tamanho das NPs contendo [AuCIl(Ly)]. Pode-se verificar um tamanho médio de
aproximadamente 357 nm e a formacao de particulas esféricas. Os resultados obtidos via MEV
complementam os dados de DLS (Figura 43), e a diferenca de aproximadamente 20 % no
tamanho médio das NPs de [AuCl(L1)] se deve ao fato da limitagdo da aproximacao do canhao
de elétrons na amostra, onde ndo foi possivel capturar imagens de alta resolucdo das NPs com

tamanhos inferiores, como mostrados na Figura 42 pelas setas em vermelho.
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Figura 42 - Micrografia das NPs/[AuCl(L1)] (Formulagéo 1X), aumento: 50 kx.
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Fonte: Do autor, 2019.

Figura 43 - Curva de polidispersdo das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagéo IX)
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Fonte: Do autor, 2019

As imagens obtidas das NPs de PLGA/[Au(Hdamp)(L1%]CI-H20 demonstrada na
Figura 44 mostram particulas de morfologia esférica moderada com um tamanho médio de
aproximadamente 347 nm. Para as NPs de [Au(Hdamp)(L1%)]C1-H.0, foi possivel verificar
uma diferenga no tamanho médio de aproximadamente 1,4% em relagdo aos dados de DLS
(Figura 45), confirmando a formac&o de particulas mais homogéneas. De acordo com Cartaxo
e colaboradores (2018) as nanoparticulas poliméricas sdo fortes candidatas para o
desenvolvimento de aplicacGes de entrega sistémica e direcionada de medicamentos. O
tamanho das NPs é uma propriedade determinante, uma vez que define as interagdes das celulas,
a capacidade de carga do principio ativo e cinética de liberacdo. Apesar do tamanho das NPs
de [AuCI(L1)] e [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H2O serem maiores que 300 nm, como verificado via
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técnica de MEV, isto ndo € uma problematica uma vez que as NPs produzidas foram
administradas via oral, seguindo a recomendacdo da OMS para o tratamento de doengas
negligenciadas. E importante salientar, que embora as NPs de [AuCI(L1)] possuam um tamanho
médio superior as NPs de [Au(Hdamp)(L1*)]CI-H2O nas analises de microscopia, para
aplicac@es bioldgicas o importante é o tamanho médio das NPs que comp&em o sistema. Neste
caso, os resultados obtidos via DLS confirmam que as NPs de [AuCl(L1)] possuem uma maior

area superficial sendo mais eficazes no processo de liberacdo controlada como verificado
anteriormente no item 4.4.9.

Figura 44 - Micrografia das NPs de [Au(Hdamp)(L14)]CI-H20 (Formulagéo V), aumento: 50
KX.
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Figura 45 - Curva de polidispersdo das NPs/[Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 (Formulag&o V)
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4.5 ENSAIO BIOLOGICO IN VIVO

O ensaio bioldgico in vivo mostrou que quando os camundongos tratados através das
NPs/[Au(Hdamp)(L14)]CI-H.0 houve um aumento da parasitemia nos animais, ou seja, ndo
houve o efeito esperado. Este aumento ocorre em fungdo da ndo liberacdo do principio ativo da
matriz polimérica, uma vez que os parasitas continuaram se replicando no organismo sem a
acao tripanocida do complexo tendo como consequéncia 0 6bito dos animais. A Figura 46

apresenta o grafico da quantidade de parasitas em pL de sangue em funcdo do tempo.

Figura 46 - Gréafico da quantidade de parasitas em microlitro de sangue versus dias apos a
infeccdo
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Fonte: Do autor, 2019

O tratamento feito pelas NPs/[AuCI(L1)] mostrou uma reducdo de parasitemia de
aproximadamente 55 % em comparagdo ao controle negativo utilizado (PBS), ou seja, 0
complexo em questdo ndo perdeu atividade ap6s o processo de encapsulamento e foi liberado
da matriz polimérica no sistema in vivo, 0 que vai de encontro com os testes de liberacéo in
vitro. O sistema NPs/[AuCl(L1)] mostrou ser mais eficiente em relagdo ao complexo [AuCI(L1)]
livre, uma vez que a reducdo da parasitemia do sistema nanoparticulado foi maior do que o
composto livre administrado. Outro dado relevante foi a prolongacao da sobrevida dos animais
diante das formas de tratamento, sendo de 15 dias para [AuCl(L1)] livre e 20 dias para
NPs/[AuCI(L1)]. Vale salientar que as doses utilizadas de [AuCl(L1)] tanto livre quanto no
sistema particulado foi cerca de 50 vezes menor que o controle positivo adotado
(Benzonidazol). A Figura 47 mostra o gréfico de parasitemia em funcdo do tempo, j& a Figura

48 apresenta o grafico do percentual de sobrevida dos animais em funcéo do tempo.
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Vale ressaltar que outros experimentos devem ser realizados pelo grupo de pesquisa do
professor Sérgio de Albuquerque na USP com a finalidade de se encontrar a dose ideal dos
complexos de Au'" e sistemas nanoparticulados para reduzir a parasitemia em 100 % sem que

haja efeitos toxicos para 0s animais.

Figura 47 - Gréafico da quantidade de parasitas por microlitro de sangue em fungéo do tempo
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Fonte: Do autor, 2019

Figura 48 - Gréafico do percentual de sobrevida em fun¢édo do tempo
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi a realizada a sintese de dois complexos de Au'' que sdo potenciais
candidatos para tratamento da doenca de Chagas. A partir destes compostos de coordenacgéo
foram obtidas nanoparticulas dos mesmos em uma matriz polimérica de PLGA para aplicacdo
em camundongos infectados com a forma tripomastigota do Trypanosoma cruzi. Diante dos

resultados obtidos, foi possivel concluir que:

» Os complexos foram obtidos com éxito, cujos dados caracterizagdo foram
comparados aos obtidos anteriormente;

» A partir do método de emulsificacdo e evaporacdo de solvente foi possivel obter
nanoparticulas dos complexos com tamanhos, PDI, potencial Zeta adequados
para aplicacdo bioldgica;

> Através do método de encapsulamento adotado obteve-se altas eficiéncias de
encapsulamento por determinacéo indireto para ambos os complexos;

» Houve uma diferenca de EE(%) por determinacdo por método direto em relacdo
ao indireto, sendo de quase 40% para [AuCl(L1)] e aproximadamente de 30%
para [Au(Hdamp)(L14)]CI-H-0;

> As NPs/[AuCI(L1)] se mostraram estaveis em suspensdo por periodo préximo a
dois meses;

» N&o houve alteragdo nos pardmetros das NPs/[AuCl(L1)] ap0s processo de
liofilizaggo com a presenga de crioprotetor, diferentemente das
NPs/[Au(Hdamp)(L14]CI-H20;

» Atraves do ensaio de liberacdo in vitro das NPs/[AuCI(L1)] obteve-se uma
combinagdo de mecanismos na liberagdo do complexo;

» 0 modelo matematico que mais se ajustou a curva de liberagdo do [AuCI(L1)] foi
0 modelo de Korsmeyer-Peppas;

» Diante das imagens de alta resolucdo obtidas via MEV, os sistemas
nanoparticulados de ambos os complexos produziram nanoparticulas esféricas
com tamanhos proximos aos obtidos pela analise de DLS;

» Por meio dos ensaios in vivo constatou-se uma melhor eficiéncia do sistema
nanoparticulado NPs/[AuCI(L1)] em relagdo a administracdo do complexo livre,
assim como uma maior sobrevida dos camundongos, ao contrario do sistema
NPs/[Au(Hdamp)(L14]CI-H.0.
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Como perspectivas, pretende-se:

> Analisar a estabilidade das Nps/[Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 quanto ao tamanho e
potencial Zeta;

» Aplicar outros modelos matematicos para explicar o perfil de liberag&o;

» Realizar modificagOes estruturais na esfera de coordenacdo do complexo
[AuCI(Ly)], assim como caracteriza-los e aplica-los em ensaio tripanocida in
Vitro;

» A partir dos complexos mais promissores obter nanoparticulas dos mesmos
através do método de emulsificacdo e evaporacdo de solvente;

» Caracterizar 0s novos sistemas nanoparticulados obtidos, através da técnica de
espalhamento de luz dindmico, e ensaio de liberacéo in vitro;

» Aplicar e comparar os sistemas nanoparticulados e complexos livres em ensaios

tripanocida in vivo.

Por meio do trabalho realizado comprovou-se que a estratégia de encapsulamento de
compostos bioativos é vidvel e vantajosa como alternativa no tratamento da doenca de Chagas,
com destaque para [AuCl(L1)] onde o sistema nanoparticulado obtido com este principio ativo
apresentou melhores resultados do que quando o composto administrado na forma livre. Deste
modo, o presente trabalho mostrou que a nanotecnologia pode ser usada como uma ferramenta
relevante para o aprimoramento da acdo de compostos bioativos com potencial para uso no

tratamento da doenga de Chagas.
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APENDICE A - ESPECTROS DE IV

Figura 49 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de HzL1 em ATR (cm™)
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Figura 50 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de [AuCI(L1)] em ATR (cm™)
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Figura 51 - Espectro de absorc&o na regido do infravermelho de [Au(Hdamp)(L1%)]C1-H.O
em ATR (cm™)
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APENDICE B - CURVAS DE POLIDISPERSAO

Figura 52 - Curva de polidispersdo das NPs/branca (Formulacéo 1)
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Figura 53 - Curva de polidispersdo das NPs/branca (Formulacéo I1)
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Figura 54 - Curva de polidispers@o das NPs/branca (Formulacao I11)
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Figura 55 - Curva de polidispersédo das NPs/branca (Formulagéo 1V)
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Figura 56 - Curva de polidispersdo das NPs/branca (Formulacdo V)
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Figura 57 - Curva de polidispersdo das NPs/[AuCl(L1)] (Formulago I)
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Figura 58 - Curva de polidispersao das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagéo I1)
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Figura 59 - Curva de polidisperséo das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagéo I11)
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Figura 60 - Curva de polidispersdo das NPs/[AuCl(L1)] (Formulagdo 1V)
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Figura 61 - Curva de polidispersédo das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagéo V)
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Figura 62 - Curva de polidispersdo das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagéo V1)
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Figura 63 - Curva de polidisperséo das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagéo VII)
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Figura 64 - Curva de polidispersdo das NPs/ de [Au(Hdamp)(L1*)]C1-H.0 (Formulagéo 1)
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Figura 65 - Curva de polidispersdo das NPs/ de [Au(Hdamp)(L1%)]CI-H20 (Formulagéo I1)
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Figura 66 - Curva de polidispersdo NPs/[AuCI(L1)] da formulacao Il (estabilidade inicial)
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Figura 67 - Curva de polidispersdo NPs/[AuCI(L1)] da formulacdo Il (estabilidade apds 15

dias)
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Figura 68 - Curva de polidispersdo NPs/[AuCI(L1)] da formulacéo Il1 (estabilidade ap6s 38
dias)

Intensidade (percentual)
[e 2]

Tamanho (nm)

Figura 69 - Curva de polidispersdo NPs/[AuCI(L1)] da formulacdo 111 (estabilidade apds 59

dias)
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Figura 70 - Curva de polidispersdo NPs/[AuCI(L1)] da formulacéo Il liofilizada sem

crioprotetor
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Figura 71 - Curva de polidispersdo NPs/[AuClI(L1)] da formulacdo V liofilizada com

crioprotetor
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Figura 72 - Curva de polidispersdo NPs/[Au(Hdamp)(L1%)]C1-H20 da formulag&o |
liofilizada com crioprotetor
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APENDICE C - MEDIDAS DE POTENCIAL ZETA

Figura 73 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/branca (Formulacao I)
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Figura 74 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/branca (Formulacao I1)
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Figura 75 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/branca (Formulacdo I11)
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Figura 76 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/branca (Formulacéao 1V)
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Figura 77 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/branca (Formulagéo V)
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Figura 78 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] (Formulacéo I)
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Figura 79 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] (Formulacdo I1)
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Figura 80 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCl(L1)] (Formulacéo I1I)
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Figura 81 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] (Formulacéo V)
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Figura 82 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagéo V)
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Figura 83 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] (Formulagdo VI)
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Figura 84 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] (Formulacao V1)

5000001

400000+

300000+

2000001

1000001

..............................................................................

-100 0 100 200

Potencial Zeta aparente (mV)



108

Figura 85 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[Au(Hdamp)(L14)]C1-H.0 (Formulagio
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Figura 86 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[Au(Hdamp)(L14)]CI-H.0 (Formulagdo
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Figura 87 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCl(L1)] da formulagdo IlI
(estabilidade inicial)
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Figura 88 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] da formulacao Il
(estabilidade apos 15 dias)
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Figura 89 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] da formulacao Il
(estabilidade apos 38 dias)
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Figura 90 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCl(L1)] da formulagdo IlI
(estabilidade apos 59 dias)
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Figura 91 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCI(L1)] da formulagéo Il liofilizada
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Figura 92 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[AuCl(L1)] da formulacdo V liofilizada
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Figura 93 - Medida de potencial Zeta (mV) das NPs/[Au(Hdamp)(L1*)]C1-H.0 da
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com crioprotetor
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