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RESUMO 

 

No presente trabalho, foram obtidos complexos do tipo hospedeiro-

convidado utilizando as ciclodextrinas hidroxipropil alfa, beta e gama 

(HpaCD; HpBCD; HpγCD) para o encapsulamento de duas moléculas 

distintas, uma chalcona (CHC) e uma cumarina (PCUM) modificadas 

almejando testar as suas atividades anti Trypanossoma cruzi. A complexação 

com ciclodextrinas foi adotada devido à baixa solubilidade em água dessas 

moléculas, representando então uma abordagem de liberação controlada 

contra a doença de Chagas. Foram obtidos complexos entre CHC:HpBCD e 

foram utilizadas três rotas diferentes: liofilização, método mecanoquímico e 

calcinação.  Os ensaios de RMN de hidrogênio comprovaram a inclusão de 

CHC em HpBCD em solução e forneceram a constante de associação do 

complexo, que está em torno de 60. A análise termodiferencial e a 

espectroscopia no infravermelho evidenciaram a formação de um complexo 

de CHC com HpBCD em estado solido para o metodo mecanoquimico e a 

calcinação. Ensaios biológicos foram realizados para os complexos entre 

CHC e HpbCD e demonstraram que os complexo obtido via calcinação 

apresentou atividade antiparasitária contra o T. cruzi, tendo como vantagem 

uma melhor solubilidade em água e requerendo menor quantidade em massa 

de CHC para atuar. Os complexos entre ciclodextrinas e PCUM foram 

produzidos via liofilização e pelo método mecanoquímico e foram obtidos 3 

complexos distintos envolvendo as ciclodextrinas alfa, beta e gama 

hidroxipropiladas. As análises por espectrometria de massas ESI apontaram 

para a formação do complexo apenas para a alfa-ciclodextrina. A analise 

termodiferencial apontou para a formação dos complexos com alfa e beta-

ciclodextrina via método mecanoquimico por 12h. Assim foi demonstrado um 

melhor encapsulamento pela HpaCD. 

 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas; chalconas; Cumarinas; 

Ciclodextrinas; Compostos de inclusão



ABSTRACT 

 

In the present study, host-guest complexes were obtained using 

hydroxypropyl alpha, beta, and gamma cyclodextrins (HpaCD; HpBCD; 

HpγCD) for the encapsulation of two distinct molecules, a modified chalcone 

(CHC) and a modified coumarin (PCUM), aiming to test their anti-T. cruzi 

activities. Complexation with cyclodextrins was adopted due to the low water 

solubility of these molecules, representing a controlled release approach 

against Chagas disease. The CHC:HpBCD complexes were obtained through 

three different routes: lyophilization, mechanochemical method, and 

calcination. 1H NMR assays confirmed the inclusion of CHC in HpBCD in 

solution and provided the association constant of the complex, which is 

around 60. Differential thermal analysis and infrared spectroscopy evidenced 

the formation of a solid-state CHC complex with HpBCD for the 

mechanochemical method and calcination. Biological assays were performed 

for the complexes between CHC and HpbCD and demonstrated that the 

complex obtained via calcination showed antiparasitic activity against T. cruzi, 

with the advantage of better water solubility and requiring a lower mass 

quantity of CHC to act. Complexes between cyclodextrins and PCUM were 

produced via lyophilization and the mechanochemical method, resulting in 3 

distinct complexes involving hydroxypropyl alpha, beta, and gamma 

cyclodextrins. Electrospray ionization mass spectrometry analyses indicated 

the formation of the complex only for alpha-cyclodextrin. Differential thermal 

analysis pointed to the formation of complexes with alpha and beta-

cyclodextrin via the mechanochemical method for 12 hours. Thus, better 

encapsulation by HpaCD was demonstrated. 

 

Keywords: Chagas disease; chalcone; oumarin; Cyclodextrins, 

inclusion compounds.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A DOENÇA DE CHAGAS 

As doenças tropicais negligenciadas são um grupo de doenças que se 

caracterizam pela carência de tratamento adequado e pela carência de recursos para 

o seu combate, bem como pela falta de recursos destinados à pesquisa e 

desenvolvimento de novos fármacos. Nessa categoria, estão inclusas enfermidades 

como hanseníase, leishmaniose, e doença de Chagas (Bermudez et al., 2016) 

Estimativas indicam que, em 2023, cerca de 8 milhões de indivíduos em todo o 

mundo sofreram com a doença de Chagas e, anualmente, mais de 10.000 óbitos estão 

relacionados a essa condição segundo a OMS (OMS, 2023). A doença de Chagas 

impõe desafios consideráveis tanto do ponto de vista econômico quanto humano, 

impactando não somente a eficácia do tratamento dos enfermos, mas também a 

capacidade laboral destes (Mazzeti et al. 2020. De Oliveira; Viegas 2020. Pérez-

Molina; Molina, 2018). A doença de Chagas é endêmica em regiões da América do 

Sul e Central e estima-se que aproximadamente 1 milhão de pessoas estejam 

infectadas com a doença em 2023. Mas ela pode ser encontrada em outras regiões 

do mundo, afetando indivíduos em áreas não endêmicas. Por exemplo, em 2018, nos 

Estados Unidos e na Europa foram relatados cerca de 400 mil casos de indivíduos 

com a doença. (Bocchi et al, 2017) 

A doença de Chagas é causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi 

(T. cruzi), é uma das principais doenças parasitárias negligenciadas na América 

Latina, afetando principalmente os grupos sociais mais desfavorecidos e 

marginalizados. (OMS, 2020) A transmissão da doença de Chagas ocorre após a 

picada do barbeiro, um inseto da classe dos triatomíneo, que excreta o protozoário 

nas fezes e, em contato com a corrente sanguínea, começa a infecção (Sales Junior 

et al., 2017). Outras formas de infecção pelo parasito T. cruzi seria através da 

transfusão sanguínea, transplante de órgãos ou o consumo de alimentos 

contaminados (Rassi Jr; Neto e Rassi, 2017). O parasita possui duas formas 

evolutivas: uma infecciosa e outra replicativa. Em sua forma infecciosa, a 

tripomastigota, ao entrar na corrente sanguínea, infecta células próximas e se 

transforma na sua forma replicativa amastigota. Após a replicação, a forma amastigota 
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se diferencia em sua forma tripomastigota, rompendo a célula infectada e se 

espelhando pelo organismo pela corrente sanguínea infectando diversos órgãos, 

principalmente o coração, onde o parasita se replica e começa novamente o ciclo de 

infecção. O barbeiro, ao picar uma pessoa infectada, contrai o parasita que se 

transforma na forma epimastigota, que se replica no seu intestino médio, e se 

diferencia na forma tripomastigota no intestino posterior do vetor encerrando o ciclo 

de infecção. (CDC, 2021) (Fig. 1) 

 

Figura 1: Representação do ciclo de infecção/replicação do T. cruzi e a representação de suas formas: 

a) tripomastigota; b) amastigota e c) epimastigota. 

 

Fonte: Adaptado de (CDC, 2021) 

  

A doença de Chagas apresenta duas fases clínicas distintas: a fase aguda, que 

pode ser caracterizada por um edema na pálpebra, conhecida como sinal de Romaña, 

e/ou um inchaço no local da picada, chamado de chagoma. Ela tem duração de alguns 

dias após a infecção (Fig. 2) (Brasil, 2010). A fase crônica, que pode se manifestar 

após um período de 10 a 30 anos após infecção, pode ocasionar complicações 
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cardíacas e aumento do volume dos órgãos afetados. (Bern, 2015; Lidani et al., 2019; 

Bonney et al., 2019; Batista et al., 2020)  

 

Figura 2 - Sinal de Romaña a esquerda e chagoma a direita 

 

Fonte: Adaptado de: : (Brasil, 2010; Souza; Povoa, 2016) 

 

Apenas dois fármacos estão disponíveis para o combate à doença de Chagas, 

desenvolvidos na década de 1970: o benznidazol (BZN) e o nifurtimox (NFX). (Fig. 3) 

Ambos consistem em moléculas heterocíclicas contendo o grupamento nitro que 

promovem o estresse oxidativo através da geração de espécies reativas oxigenadas 

(ERO), danificando o DNA do parasita e impedindo a sua replicação. Desses dois, 

apenas o benznidazol é utilizado no Brasil. (Castro; de Mecca; Bartel, 2006) 
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Figura 3: Estrutura do Benznidazol (Ácido 2-[(2-nitro-1H-imidazol-1-il)metIl]-1H-benzimidazol-5-

carboxílico) e do Nifurtimox (3-metIl-1-[(E)-1-(5-nitrofuran-2-Il)prop-1-en-2-il]imidazolidina-2,4-diona). 

 

Fonte: O autor 

 

No entanto, esses dois fármacos apresentam efeitos adversos devido ao uso 

contínuo como alta toxicidade, vômito e dor de cabeça. Possuem baixa 

biodisponibilidade e solubilidade, além de apresentarem eficácia limitada na fase 

crônica da doença. A eficácia do benznidazol também pode ser influenciada pela 

diversidade genética das cepas do T. cruzi, enfatizando a urgência de se desenvolver 

novas abordagens terapêuticas para o tratamento desta enfermidade (Coura; Borges-

Pereira, 2010). Esse fato somado a baixa disponibilidade de testes diagnósticos em 

diversas regiões endêmicas, devido a uma série de desafios, tais como carência de 

recursos, infraestrutura inadequada e obstáculos de ordem socioeconômica são 

fatores adicionais que urgem a necessidade de pesquisas voltadas ao 

desenvolvimento de novos regimes terapêuticos para a doença de Chagas, 

objetivando tanto a redução do ônus global desta afecção quanto a melhoria dos 

desfechos clínicos para os indivíduos acometidos. (Pérez-Molina; Molina, 2018) 

Neste contexto, é crucial investigar novas moléculas que possam se tornar 

fármacos . (Pérez-Molina; Molina, 2018;  Hotez et al, 2016). Vários estudos têm 

examinado alternativas para o tratamento da doença de Chagas como a utilização de 

compostos sintéticos, derivados naturais e o reposicionamento de fármacos (Torrico 

et al. 2018). O objetivo dessas iniciativas é identificar compostos que possuam uma 

potente e seletiva atividade tripanocida, superando e minimizando as limitações e os 

efeitos adversos vinculados ao tratamento disponível. (Morillo, et al. 2017) 
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É imprescindível destacar que, além do desenvolvimento de novos candidatos 

a fármacos, estratégias relacionadas aos sistemas de liberação controlada e 

encapsulamento das moléculas-alvo são relevantes (Matada; Pattanashettar; Yernale, 

2021). A atenção deve ser direcionada à baixa solubilidade de cerca de 40% dos 

medicamentos disponíveis, visando maximizar sua eficácia terapêutica e minimizar 

possíveis efeitos adversos (Oliveira, et al., 2020) 

Os estudos disponíveis na literatura sobre as moléculas das classes das 

chalconas e cumarinas para a formulação de novos princípios ativos contra a doença 

de Chagas demonstram o seu potencial e reforçam a importância deste estudo na 

busca por alternativas aos tratamentos disponíveis. O presente estudo demonstra a 

relevância da pesquisa científica de tais moléculas no campo das doenças 

negligenciadas, partindo de 2 estruturas previamente sintetizadas: a chalcona 

modificada (E)-3-(4-Bromofenil)-1-(4,8-dimetoxinaftalen-1-il)prop-2-en-1-ona) (CHC) 

(Albuquereque, et al., 2021) e a curmarina modificada N-(2-bromofenil)-3-

carboxiamida-cumarina (PCUM) (Fabris, 201 9) (Fig. 4); porém, agora o estudo foi 

conduzido sob a ótica da nanotecnologia de forma as suas limitações de solubilidade 

em água (chalconas são insolúveis em água (Budziak; Arczewska; Kamiński, 2020), 

cumarinas apresentam 1,7 mg mL-1 (Alemanha, 2019). Desta forma, a pesquisa 

continuou, através do desenvolvimento de complexos com ciclodextrinas para 

aumentar as suas biodisponibilidades. 
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Figura 4 � Estrutura de: a) chalcona modificada E)-3-(4-Bromofenil)-1-(4,8-dimetoxinaftalen-1-il)prop-

2-en-1-ona) (CHC) e b) curmarina modificada N-(2-bromofenil)-3-carboxiamida-cumarina (PCUM). 

 

 

Fonte: Adaptado de: (Albuquerque et al., 2021; Fabris, 2019) 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

Sintetizar e caracterizar compostos de inclusão de ciclodextrinas 

hidroxipropiladas com duas moléculas para o uso antichagásico, gerando compostos 

entre (2-hidroxipropil)-beta-ciclodextrina (HpBCD) e a chalcona modificada E)-3-(4-

Bromofenil)-1-(4,8-dimetoxinaftalen-1-il)prop-2-en-1-ona) (CHC) (Albuquereque et al., 

2021). E utilizando as ciclodextrinas (2-hidroxipropil)-alfa-ciclodextrina (HpaCD), (2-

hidroxipropil)-beta-ciclodextrina (HpBCD) e (2-hidroxipropil)-gama-ciclodextrina 

(HpYCD) com a curmarina modificada N-(2-bromofenil)-3-carboxiamida-cumarina 

(PCUM) (Fabris, 2019). 

 

 . 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

● Síntese dos compostos de inclusão da (2-hidroxipropil)-beta-ciclodextrina 

(HpBCD) com a CHC por síntese mecanoquímica, calcinação e liofilização; 

● Caracterização dos compostos de inclusão por espectroscopia na região do 

UV-Vis; Ressonancia magnética nuclear 1H (RMN de hidrogênio); 

Espectroscopia no infravermelho com transformada de fourier (FTIR); Difração 

de raios-X (DRX); Análise termogravimétrica (TG); microscopia eletrônica de 

varredura (MEV);  

● Testes biológicos realizado com os complexos obtidos em células tipo LLCMK2 

contra a forma epimastigota do Trypanossoma cruzi. 

● Síntese dos compostos de inclusão da PCUM com a (2-hidroxipropil)-alfa-

ciclodextrina (HpaCD); (2-hidroxipropil)-beta-ciclodextrina (HpBCD); (2-

hidroxipropil)-gama-ciclodextrina (HpYCD) por liofilização e síntese 

mecanoquímica. 

● Caracterização dos compostos de inclusão por Ressonância magnética nuclear 

1H (RMN de hidrogênio); espectrometria de massas com ionização via 

eletrospray (ESI); Difração de raios-X (DRX); Análise termogravimétrica (TG) 
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1.3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.3.1 Formulações e estratégias contra a doença de chagas 

 

A falta de novas formulações e de estratégias diferentes para as necessidades 

já discutidas sobre os fármacos existentes para o tratamento da doença de Chagas, 

são temas de discussão na literatura aos sistemas de entrega controlada. É comum 

encontrar trabalhos sobre o benznidazol e o nifurtimox relacionados a novas 

formulações com carreadores moleculares como curcubiturilas (Barcellos et al, 2017), 

nanopartículas (Bezerra et al, 2020), álcoois polivinílicos (Amaral et al, 2021), zeólitas 

(Ferraz et al, 2020, 2021), sílicas (Nhavene et al,  2018; Pitasse-santos et al, 2022) e 

lipossomos (Adamiak et al, 2021; Memariani H.; Memariani M., 2021; Pise A., Pise S., 

2021; Da Silva et al, 2023) 

Barcellos e colaboradores (Barcellos et al, 2017) usaram a nanoprecipitação 

em seu trabalho para encapsular o ácido ursólico em poli-Ɛ�caprolactona (Fig. 5) para 

combater a doença de Chagas. Testes in vivo em ratos compararam a atuação desse 

complexo com o benznidazol puro. Os autores apontaram para uma citotoxicidade na 

mesma faixa tanto para o benznidazol quanto para o complexo, de 0 a 5% de 

viabilidade de células LLCMK2 e chegaram em uma redução para 21,4% de parasitas 

vivos para o benznidazol e 56,8% de parasitas vivos para o complexo após 24h com 

a mesma concentração de 30μmol.L-1. 
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Figura 5 � Estruturas para a) ácido ursólico. b) poli-Ɛ�caprolactona  

 

Fonte: O autor 

 

Amaral e colaboradores (Amaral et al. 2021) utilizaram filmes de álcool 

polivinílico, propilenoglicol e timol como veículo molecular para melhor a absorção por 

meio oral do benznidazol. Os autores indicaram que a solubilidade do benznidazol 

aumentou em 1,5x e que esta formulação inibe a cristalização do benznidazol na 

formulação, aumentando a sua ação tripanocida.  

Bezerra e colaboradores (Bezerra et al. 2020) utilizaram ácido salicílico como 

forma de melhorar a solubilidade do BZN. Para obter a mistura entre esses dois 

compostos foi utilizado dois solventes diferentes, a acetonitrila e o acetato de etila, 

para a coprecipitação. A mistura com ácido salicílico aumentou a solubilidade do BZN 

de 0,2 para 0,3mg/mL 

Ferraz e colaboradores. (Ferraz, 2020, 2021) prepararam um material a base 

de zeólitas, contendo grupos imidazóis, para ser usado como um veículo molecular 

para o BZN, a fim de aprimorar sua solubilidade e a biodisponibilidade. O trabalho 

demonstrou um sistema de liberação controlada in vitro através da variação do pH e 

mostrou, em comparação, que a porcentagem de Benznidazol no composto de 

inclusão varia de 30 a 50% quando o pH varia de 4,5 a 7,6 para um tempo de 48h de 

análise. O estudo também apontou uma toxicidade semelhante para o produto e para 

o BZN, em torno de 95% de viabilidade de células PBMC. 



25 

 

 

 Nhavene e colaboradores (Nhavene et al. 2018) propuseram em seu estudo o 

uso de sílica funcionalizada com quitosana para ancorar e carrear BZN no tratamento 

da doença de Chagas. O ancoramento ocorre quando BZN é adsorvido na superfície 

porosa das nanopartículas de sílica funcionalizada. De acordo com os autores, o 

produto obtido apresentou uma distribuição uniforme de BZN e foi liberado com êxito. 

Nos testes in vitro o complexo formado em comparação com o benznidazol foi 

igualmente efetivo contra as formas epimastigotas do T. cruzi, variando apenas na 

margem de erro para testes por 120h utilizando concentrações de 0,002 mmol.L-1 para 

o complexo e 0,06mmol.L-1 para o benznidazol, apresentando citotoxicidade para um 

total de 107 células infectadas e mantendo a ação tripanocida por 120h. O autor 

salienta ainda que este veículo molecular poderia ser usado também para outros 

potenciais fármacos contra doenças negligenciadas. 

Pitasse-Santos e colaboradores (Pitasse-Santos et al., 2022) desenvolveram 

uma série de moléculas contendo grupamentos oxadiazóis como agentes anti-T. cruzi 

suportados em matriz de sílica. O estudo mostrou que esse material tem uma 

resistência química que melhora a biodisponibilidade da molécula com atividade anti-

T.cruzi. Além disso, o estudo indicou um perfil físico-químico e cinético de liberação 

do composto e mostrou-se eficaz no combate ao parasita, tendo um IC50 de 2,9 

μMol.L-1 contra a forma amastigota do parasito.  

Rolon e colaboradores (Rolon et al. 2022) analisaram a produção dos fármacos 

nifurtimox e benznidazol, pelo método de auto nano emulsificação (SNEDDS em 

inglês) no qual as moléculas em tamanho de partícula nanométrica teriam uma melhor 

solubilidade em comparação das formulações usuais. Desta forma, foram usadas 

sílicas porosas impregnadas com essas nanopartículas em uma formulação para uso 

oral, como alternativa às formulações originais. Os autores realizaram testes in vitro 

contra a forma epimastigota e chegaram ao valor de IC50 de 0,02; 0,03; 2,0 e 11,8 

μg.mL-1 para o complexo contendo nifutimox, o complexo contendo nifurtimox e 

benznidazol, nifurtimox puro e benznidazol puro respectivamente. Com um valor de 

CC50 de 0,16; 0,48; 95,5 e 153,3, respectivamente.  

Reigada e colaboradores (Reigada et al., 2024) utilizaram em seu estudo como 

moléculas tripanocidas a loratadina, um anti-histamínico e a isotretinoína, um 

medicamento utilizado para acne. Os autores escolheram a utilização de um veículo 

molecular para aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade das moléculas 
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tripanocidas, o veículo molecular escolhido foi uma lipossoma preparada com 

fosfatidilcolina, colesterol e quitosana. Os dados de IC50 contra a forma epimastigota 

do parasita apresentados pelos autores foram de 7,54μmol.L-1; 54,12 μmol.L-1 e 13,02 

μmol.L-1 para a isotretinoína encapsulada, isotretioína isolada e benznidazol, 

respectivamente, e 15,71 μmol.L-1 e 28,06 μmol.L-1 para a loratadina encapsulada e a 

loratadina isolada, respectivamente. Além dos valores de IC50 os autores indicaram 

que a citotoxicidade para os complexos foi na mesma faixa para a lipossoma isolada, 

variando de 10 a 15% de células inviabilizadas para concentrações de até 0,68μmol.L-

1. 

Muraca e colaboradores (Muraca et al. 2023) utilizaram carreadores a base de 

lipídeos nanoestruturados como veículo molecular para o benznidazol. Esse carreador 

foi feito a base de mistrato miristílico, poloxamer 188, emulsificadores e crodomol, um 

triglicerídeo oriundo do óleo de coco. O encapsulamento se deu pela técnica de 

ultrassom. Os autores realizaram testes de citotoxicidade, o veículo contendo 

Benznidazol apresentou uma inviabilidade de células de 10% em comparação a 20% 

do benznidazol puro para uma concentração de 31μg.mL-1. Os autores também 

realizaram testes in vitro contra a forma tripomastigota do T. cruzi e obtiveram o valor 

de 6,07μmol.mL-1 de IC50 para o benznidazol puro e de 5 μmol.mL-1 para o veículo 

contendo benzinidazol para uma concentração de 50μg.mL-1. 

O uso de N,N� � esquaramida, um composto cujo grupo central é um ciclo-

alqueno contendo duas amidas, foi estudado por Quijia e colaboradores (Quijia et al. 

2020) como agente tripanocida. Foram utilizados lipídios extraídos de células 

RAW264.7 para encapsular essa molécula. Foram feitos ensaios biológicos in vitro 

contra a forma epimastigota e amastigotas. Foram encontrados valores de IC50 de 

15,85 ± 4,82 μmol.L-1 e 24,92 ± 4,80 μmol.L-1, respectivamente. E um valor de 

citotoxicidade CC50 = 1199,50 ± 1,22 μmol.L-1. 

Outro grupo de moléculas utilizado como carreador são as ciclodextrinas. 

Oliveira e Viegas (Oliveira; Viegas, 2020) descreveram o uso de beta-ciclodextrina e 

do Curcubit[7]urila, um macrociclo com capacidade de encapsulamento de espécies 

neutras e catiônicas, como alternativa à baixa solubilidade do BNZ. O estudo 

computacional mostrou que ambos os compostos formam complexos estáveis em 

soluções aquosas, sem alterações nos testes de dinâmica molecular e formam 
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compostos de inclusão com energia de ligação de -60,8 e -21,8 kJ.mol-1, para o 

curcubiturila e a beta-ciclodextrina, respectivamente.  

Arrua e colaboradores (Arrua et al. 2019) mencionaram as dificuldades 

encontradas na solubilidade do benznidazol e do nifurtimox, enfatizando a relevância 

do encapsulamento dessas moléculas, com destaque para veículos moleculares 

baseados em ciclodextrinas como solução para esse problema. Sobre as 

ciclodextrinas, há relatos na literatura utilizando a ciclodextrina para aumentar a 

solubilidade e biodisponibilidade do benznidazol. Há trabalhos com gama-

ciclodextrina, como o de Ndayishimiye e colaboradores (Ndayishmiye, et al. 2021) e 

trabalhos com a utilização de beta-ciclodextrina (Pozo-Martinez et al., 2022; Streck et 

al., 2020), além de trabalhos com outras moléculas alvo empregadas contra a doença 

de Chagas, que serão discutidos posteriormente. 

 

1.3.2 Chalconas e doença de chagas 

 

 As chalconas, flavonoides de estrutura aberta, que são naturalmente 

encontradas em diversas espécies vegetais, são notáveis por suas propriedades anti-

inflamatórias, antioxidantes e até mesmo antiparasitárias. Composta por dois grupos 

aromáticos conectados por uma carbonila e uma olefina conjugada, formando um 

sistema carbonílico triatômico com uma ligação alfa beta insaturada, sendo o núcleo 

fundamental 1,3-diarilprop-2-en-1-ona. (Fig. 6) (Ávila et al. 2008) 

 

Figura 6 - Estrutura principal da chalcona 

 

Fonte: O autor. 
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Em virtude das suas características antiparasitárias entre as características 

relatadas para essas moléculas, as chalconas têm sido objeto de investigações 

científicas com o intuito de identificar novas moléculas potencialmente ativas contra o 

Trypanosoma cruzi (Coa et al. 2017; Espinoza-Hicks et al. 2019; Bortoluzzi et al. 2021; 

Sychrová et al. 2020). Uma das moléculas utilizada no presente estudo consiste em 

uma chalcona modificada, reconhecida por sua atividade anti T. cruzi. 

 Ao pesquisar por chalconas na base de dados Scopus, são encontradas 18751 

referências. Porém, ao cruzarmos essa pesquisa com o termo �Chagas disease� as 

referências encontradas caem para 145, com apenas 45 artigos publicados nos 

últimos cinco anos sobre o uso de chalconas contra a doença de Chagas. Dentre os 

referidos artigos, 30 são trabalhos relacionados a pesquisa e desenvolvimento de 

chalconas modificadas através de química computacional e a síntese delas. 

(Cavalcante et al. 2023; Nunes et al. 2023) Os outros artigos focam no uso e nos 

testes de chalconas contra doenças negligenciadas, dentre eles, cinco tem como alvo 

a doença de Chagas. Esse resultado da pesquisa bibliográfica demonstra a escassez 

de pesquisas e desenvolvimento de chalconas contra a doença de Chagas. 

Dentre os trabalhos na literatura pode se citar: o trabalho realizado por da Silva 

e colaboradores (Da Silva et al. 2021) que avaliou a ação de uma tiosemicarbazona, 

uma molécula organosulfurada oriunda de chalconas e dibenzalcetonas. Após a 

caracterização e os testes de citotoxicidade contra a forma amastigota do T. cruzi o 

autor encontra um valor de IC50 de 12,25 μmol.L-1, valor próximo ao do benznidazol 

(IC50 = 5,64 μmol.L-1) o que demonstra a ação das chalconas frente a esse parasita. 

Bortoluzzi e colaboradores (Bortoluzzi et al. 2021) relataram que a partir da 

extração utilizando partição em fases da raiz da Lonchocarpus cultratus foram 

identificadas, por cromatografia, chalconas na composição da fração oriunda do 

hexano. Essa porção foi testada contra as formas epimastigota, tripomastigota e 

amastigota e foram encontrados como IC50 os valores de 10,98; 2,42 e 0,83 μg.mL-1, 

respectivamente. Estes valores são próximos dos resultados de IC50 relatados pelo 

autor para o BZN (3,13; 1,36 e 0,61 μg.mL-1, respectivamente).  

Gonzáles e colaboradores (Gonzáles et al. 2021) em seu trabalho ressaltaram 

a importância da busca por novas moléculas antiChagas devido aos efeitos colaterais 

do benznidazol e da sua baixa eficácia contra a doença em sua fase crônica. O autor 
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enfatiza a importância das chalconas como moléculas candidatas contra o T. cruzi. O 

autor desenvolveu 26 moléculas variando as modificações entre grupamentos 

hidroxila e grupamentos isoprenilas. O autor conclui que as moléculas com 

substituintes que são doadores de elétrons têm uma maior eficácia contra o parasita. 

Conclusão parecida chegou o autor Blanco (Blanco et al. 2022) ao estudar uma 

série de chalconas sintetizadas através da condensação de Claisen-Schmidt, aonde 

a estrutura principal da chalcona é montada já com as substituições nos dois anéis. 

As estruturas sintetizadas foram testadas e mostraram ação contra T.cruzi, 

Leishmania, e contra células cancerígenas.  

Gomes e colaboradores (Gomes et al. 2019) utilizam em seu estudo uma 

abordagem estatística ao analisar 36 chalconas modificadas em testes in vitro contra 

o T. cruzi baseado em machine learning e métodos estatísticos de multivariáveis. O 

autor chega à conclusão que a carbonila ligada ao sistema alfa beta insaturado é 

fundamental para a atividade contra o parasita. O autor, em consonância aos autores 

previamente mencionados, também credita a grupos hidroxila, grupos doadores de 

elétrons uma melhora na eficácia do potencial anti chagástico das chalconas. 

 

1.3.3 Cumarinas e a doença de chagas 

 

As cumarinas são ésteres cíclicos formados por um anel de benzeno ligado a 

um anel de α-pirona. (Fig. 7) São metabólitos secundários encontrados em diversas 

espécies de plantas. (Franco et al. 2021) As cumarinas são desenvolvidas, 

modificadas e estudadas para diversos fins medicinais e descritas na literatura como 

agentes antifúngicos, antiinflamatórios, antirradicais livres, antivirais, protetores 

hepáticos, controladores de diabetes e antitrypanossomicos. (Chandrakanth et al. 

2024; Zeki, Mustafa, 2024ª; Zeki, Mustafa, 2024b) 
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Figura 7 - Estrutura principal da cumarina 

 

Fonte: O autor  

 

O presente trabalho utilizou uma cumarina modificada que fez parte de uma 

série de cumarinas com modificações que fizeram parte de um projeto de pesquisa 

realizado anteriormente. (Fabris, 2019) 

Ao pesquisar pelo termo cumarinas na base de dados Scopus encontramos 

52051 resultados, porém, ao cruzarmos a pesquisa com doenças negligenciadas essa 

busca encontra 34 trabalhos, sendo apenas 16 artigos entre os resultados e dentre 

esses apenas 3 artigos sobre doenças de Chagas nos últimos 5 anos. Esse resultado 

mostra que, apesar da quantidade de pesquisas em torno das cumarinas ser alta, os 

estudos sobre as doenças negligenciadas ainda é muito escasso e o presente trabalho 

explora também essa carência de informações no tema.  

Dos artigos relacionados temos o trabalho de Rodriguez-Hernandez e 

colaboradores (Rodríguez-Hernandez et al. 2020) estudaram cumarinas naturais 

extraídas da árvore Calophyllum brasiliense, Os autores sugerem mecanismos de 

ação para a morte do parasita pela cumarina. Os autores através dos testes in vitro 

para as espécies epimastigotas e trypomastigotas, as cumarinas tiveram ação 

tripanocia chegando a valores de IC50 de 85,8 e 36,9μmol.L-1 para as formas 

epimastigotas e tripomastigotas, respectivamente, mostrando a importância dessa 

molécula contra a doença de Chagas. 

Nour, em sua pesquisa (Nour et al. 2023) explora o extrato de ervas medicinais 

e seus usos contra doenças negligenciadas. Neste trabalho o autor através de 

extração e fracionação da erva Severinia buxifolia (Poir) Ten, utiliza diversos solventes 
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e isola fases do extrato principal, caracteriza e testa in vitro a ação desses extratos 

contra os parasitas Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei, T. cruzi e 

Leishmania infantum. O autor utilizou como solventes acetato de etila, n-hexano, 

diclorometano e n-butanol. A fração oriunda do n-hexano, que continha cumarinas 

apresentou atividade anti T.cruzi. (IC50
 = 38,4 μg/mL), o autor destaca que essas 

cumarinas encontradas nesse extrato tem potencial para futuros desenvolvimentos 

para novos fármacos contra a doença de Chagas. 

O trabalho de Cuellar e colaboradores (Cuellar et al. 2022) vai ao encontro do 

presente estudo, visto que o autor sintetiza uma série de cumarina-chalconas (Fig. 8) 

devido a documentada ação dessas moléculas contra diversos tipos de doenças e 

parasitas. O autor sintetizou 13 produtos dessas cumaro-chalconas com diversos 

grupamentos diferentes doadores e retiradores de elétrons. Um dos compostos, 

apresentou em testes in vitro valor de IC50 próximos aos valores encontrados para o 

BZN 18,4 μmol.mL-1 e 14,5 μmol.mL-1, respectivamente. O autor reforça a importância 

de mais estudos sobre essas duas moléculas a cumarina e a chalcona como 

potenciais produtos contra o Trypanosoma Cruzi. 

 

Figura 8 � Cumarina (esquerda); chalcona (direita) e cumaro-chalcona (centro) 

 

Adaptado de (Cuellar et al. 2022) 
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1.3.4 Ciclodextrinas 

 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos macrocíclicos. Através de ligações 

glicosídicas do tipo α (1,4), grupos de d-glicose são ligados dando o formato cíclico 

dessas moléculas conhecido e descrito na literatura. As ciclodextrinas são nomeadas 

conforme a quantidade de unidades de d-glicose, são elas α-ciclodextrina (alfa-

ciclodextrina, aCD), β-ciclodextrina (beta-ciclodextrina, BCD) e γ-ciclodextrina (gama-

ciclodextrina, YCD) contendo 6, 7 e 8 grupamentos de D-glicose, respectivamente. 

(Malta et al. 2008) 

As ciclodextrinas apresentam em seu macrociclo dois círculos de raios 

diferentes, formando um toróide, um formato cônico cortado paralelamente a sua 

base. Os carbonos contendo hidroxilas secundárias formam a parte mais larga do 

toróide, enquanto a parte contendo a hidroxila primária forma a parte de menor raio. 

Devido ao número de d-glicoses em cada uma das ciclodextrinas A cavidade 

formada por essas estruturas toroidais possuem tamanhos diferentes e variam o 

tamanho do seu raio de 14,6 a 17,5 Å. (Machado et al. 2008). Já a altura do tórus é a 

mesma pra cada .uma das ciclodextrinas. (Fig. 9) Devido ao número de d-glicoses em 

cada uma das ciclodextrinas A cavidade formada por essas estruturas toroidais 

possuem tamanhos diferentes e variam o tamanho do seu raio de 14,6 a 17,5 Å. 

(Machado et al. 2008). Já a altura do tórus é a mesma pra cada .uma das 

ciclodextrinas. 
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Figura 9 - Representação das moléculas de alfa, beta e gama-ciclodextrina. Suas dimensões e formas.  

 

Adaptado de (Venturini et al., 2008; Jesus; Pinto; Fraceto, 2009 e Machado et al., 

2008) 

 

1.3.4.1 - Histórico 

 

O primeiro estudo publicado sobre as ciclodextrinas foi publicado ainda na 

primeira metade do século XIX, mais precisamente em 1831 (Villiers, 1831). O autor 

nesse artigo produziu um composto a partir da digestão de amido com a bactéria 

Bacillus amylobacter. Ao caracterizar esse composto indicou que a fórmula molecular 

seria (C6H10O5)2.3H2O a qual chamou de �cellulosina� pela sua semelhança com a 

celulose. (Loftson; Duchene, 2007) 

 Villiers havia sintetizado o que mais tarde foi identificado como uma mistura de 

alfa e betaciclodextrina (Venturini et al. 2008) e de fato, a semelhança relatada por 

Villiers com a celulose se dá pelo monômero de glicopiranose presente na estrutura 

das ciclodextrinas.(Aree, 2023) 
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Após mais de 70 anos, Schardinger ao estudar a digestão do amido com 

bactérias patogênicas obteve duas substâncias semelhantes as relatadas por Villiers. 

(Schardinger, 1903). Nesse estudo ele conseguiu identificar e diferenciar as duas 

substancias as quais ele nomeou como dextrinas. Alguns anos depois, em outro 

trabalho sobre as propriedades físico químicas dessas substâncias ele chamou essas 

substancias de ciclodextrinas. (Loftson; Duchene, 2007) 

Na década de 30 foram relatadas derivados acetatos de ciclodextrinas capazes 

de formar complexos de inclusão (Pringsheim, 1932) e foram descritas as ligações 

glicosídicas α-1,4 que ligam os monômeros de glucopiranose e formam as 

ciclodextrinas (Freudenberg; Meyer-Delius, 1936) 

Na década de 50 foram descritas ciclodextrinas maiores do que as até então 

registradas, as gama ciclodextrinas (French, 1957) e as estruturas das ciclodextrinas 

foram elucidadas (Loftson; Duchene, 2007) 

Na década de 80, mais precisamente em 1983, houve a patente da (2-

hidroxipropil) beta-ciclodextrina pela farmacêutica Jansen (Malanga et al. 2016) uma 

das ciclodextrinas mais utilizadas para fins medicinais pela sua já conhecida 

capacidade de formar complexos com moléculas hidrofóbicas, mas também por sua 

solubilidade elevada em água devido a sua estrutura cercada de hidroxilas no seu 

exterior. (Aree, 2023; Si et al. 2024; Liu H. et al. 2024) Essa ciclodextrina e seus 

análogos alfa e gama foram utilizadas neste presente trabalho pelos mesmos motivos. 

As ciclodextrinas hoje podem ser encontradas comercialmente, vendidas com 

diversos tipos de substituintes. (Fig. 10) 
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Figura 10 - Tipos de ciclodextrinas nativas e substituídas encontradas comercialmente, aonde n indica 

o numero de monômeros que formam a ciclodextrina sendo n = 6; 7 e 8 para as ciclodextrinas alfa, beta 

e gama, respectivamente. 

 

 
Fonte: O autor 

 

Como descrito anteriormente, devido a presença das ligações glicosídicas o 

interior das ciclodextrinas possui um caráter hidrofóbico, diferentemente do seu 

exterior que é hidrofílico, devido a presença de hidroxilas. (Cunha-Filho; Sá-Barreto, 

2007; Machado et al. 2008; Si et al. 2024). Essa característica inerente as 



36 

 

 

ciclodextrinas faz delas moléculas ideais para o uso como carreador molecular, em 

interações do tipo hospedeiro-convidado. Nessa abordagem, moléculas hidrofóbicas 

interagem com o interior também hidrofóbico das ciclodextrinas e podem ser 

carreadas em ambientes aquosos devido a característica hidrofílica do exterior das 

ciclodextrinas (Wang et al. 2016). 

 

1.3.4.2 Ciclodextrinas como veículo molecular 

 

 Na literatura as ciclodextrinas são muito utilizadas como veículos moleculares 

devido ao seu exterior hidrofílico e seu interior hidrofóbico, sendo utilizadas como 

carreadores de moléculas hidrofóbicos. (Kali; Haddadzadegan; Bernkop-Schnürch, 

2024; Liu et al. 2024) 

 Ao pesquisar pelos termos �cyclodextrin� e �delivery� são encontrados 8873 e 

8956 resultados, respectivamente nas bases de dados scopus e web of Science. 

Esses trabalhos são registrados desde o começo da década de 70 até hoje. (fig. 11) 

 

Figura 11 - Trabalhos realizados sobre os termos �cyclodextrin� e �delivery� e o volume de trabalhos 

por ano desde 1973 no banco de dados Scopus. 

 
Adaptado de: base de dado Scopus 

 



37 

 

 

 Utilizando a ferramenta de software VOSviewer (VOS, 2016) é possível analisar 

as palavras-chave, os países que mais pesquisam e a correlação entre os termos 

estudados. 

 Utilizando a base de dados web of Science, foram analisados todos os registros 

de pesquisas envolvendo os termos �cyclodextrin� e �delivery�. Foram encontradas 

19636 palavras-chaves e as correlações entre os termos são vistos na figura 12. 

 

Figura 12 - termos relacionados a pesquisa por �cyclodextrin� e �delivery� na base de dados web of 

Science. 

 

 

Imagem obtida pelo software VOS Viewer. (VOS, 2016) 

 

 Na figura 12 estão os termos mais vistos no histórico de pesquisas e suas 

correlações. Os termos são divididos por clusters de cores diferentes que indicam 

relação entre si. O tamanho das esferas indica a quantidade de vezes que esses 

termos foram citados e as linhas que os interligam mostram a relação entre termos. 
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O cluster vermelho, possui termos como �drug�, �formulation�, �solubility�, 

�optimization�, �adsorption�, indicando um dos grandes usos pesquisados na literatura 

para a ciclodextrina, a solubilização de moléculas hidrofóbicas. 

O cluster verde possui termos como �supramolecular�, �inclusion complex�, 

�hydrogel�, �guest�, indicam assuntos relacionados a capacidade da ciclodextrina em 

formar complexos e a interação supramolecular com moléculas convidadas. 

O cluster amarelo indica os termos relacionados a parte espectroscópica, 

caracterização e técnicas relacionadas as análises dos complexos formados com 

ciclodextrinas, com termos como �electrospinning� e �antimicrobial activity�. 

O cluster roxo sugere termos relacionados a parte biológica de aplicação 

desses complexos formados com a ciclodextrina com termos como �in-vitro�, �in vivo�, 

�dna� e �gene�. 

Há ainda um cluster menor formado com termos �nanoparticles�, �cytotoxicity�, 

�câncer� e �tumor�, ao que indica são termos relacionados ao uso dos complexos 

formados com a ciclodextrina em ação contra alvos específicos como câncer e 

tumores. 

A análise dos artigos relacionados a ciclodextrinas mostram que, o seu uso 

utilizando química supramolecular para a formação de complexos, a caracterização, 

o uso biológico para moléculas hidrofóbicas com potencial uso farmacêutico/medicinal 

é a principal linha de pesquisa na literatura. 

Pode se analisar também quais os países pesquisam por ciclodextrinas, qual a 

dinâmica, colaboração e correlação entre eles e como essa pesquisa foi feita ao 

passar do tempo. Essa análise pode ser vista na figuras 13 e 14. 
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Figura 13 - Análiseda base de dados �web of Science� para a pesquisa �cyclodextrin� e �delivery� por 

países. 

 

Imagem obtida pelo software VOS Viewer. (VOS, 2016) 

 

 

Figura 14 - Análise da base de dados �web of Science� para a pesquisa �cyclodextrin� e �delivery� por 

países e por data. 

 

 

 

Imagem obtida pelo software VOS Viewer. (VOS, 2016) 
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 As figuras 13 e 14, geradas pelo software VOSviewer possui a mesma dinâmica 

das demais geradas pelo mesmo software. As esferas têm tamanhos variados 

simbolizando a quantidade de trabalhos oriundos destes países. As linhas curvas 

indicam a relação desses países na pesquisa. 

 Na figura 13 também é possível observar a dinâmica de clusters com cores 

diferentes. Nota-se que países próximos geograficamente estão nos mesmos clusters. 

A correlação pelas relações internacionais desses países também pode ser 

observada, como os estados unidos interligado a países como Coréia do Sul e Japão. 

Os países que mais pesquisaram sobre ciclodextrinas e �delivery� foram a China, os 

Estados Unidos e a Índia. 

 Na figura 14 é possível ver a mesma análise da base de dados, porém as cores 

mostram as pesquisas em relação ao tempo. Quanto mais próximo ao violeta mais 

trabalhos antigos, quanto mais próximo ao amarelo mais recentes são os trabalhos. 

Isso dá uma ideia geral também da evolução dos trabalhos em relação a ciclodextrina 

pelo mundo em relação ao tempo. Os estados unidos, por exemplo, possuem o 

segundo maior acervo de pesquisas no mundo sobre esse tema, porém, a maior parte 

dos seus trabalhos são antigos, bem como em países como Japão, Holanda e nos 

países nórdicos como Suécia, Finlândia e Islandia. No Brasil essas pesquisas estão 

concentradas em trabalhos de pelo menos 5 anos atrás, assim como na vizinha 

argentina, em Portugal e na espanha. Os países com o volume de pesquisas mais 

recentes são o chile, irã, Rússia, Paquistão e a arábia saudita. 

 Dentre esses trabalhos da literatura que utilizam ciclodextrina para a formação 

de complexos e de entrega controlada, expõe-se os trabalhos mais recentes como o 

de Akash e coloaboradores (Akash et al. 2024) que utilizando beta-ciclodextrina 

modificada com grupamentos citrato, obtiveram um complexo com nanopartículas de 

cobre e com a molécula 5-fluoruracil, um quimioterápico utilizado para o câncer de 

mama. A utilização da ciclodextrina, segundo o autor, resultou em um controle do 

tamanho das partículas de cobre e um controle da sua área superficial, o que seria 

ponto primordial para a captura das moléculas usadas na quimioterapia, melhorando 

o controle e a entrega dessa molécula. 

Augis e colaboradores (Augis et al. 2024) utilizaram ciclodextrinas modificadas 

com cadeias longas contendo grupamentos vinil ésteres com um controle do tamanho 

dessas cadeias e do grau de substituição das ciclodextrinas para formar uma rede de 

ciclodextrinas modificadas em forma de suspensão coloidal por nanoprecipitação. 
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Esses colóides formados por ciclodextrinas seriam capazes de interagir com diversos 

fármacos devido a interação das cadeias substituintes formando micelas e o seu 

interior hidrofóbico. 

Chen e colaboradores (Chen et al. 2024) aumentaram a biodisponibilidade da 

molécula miricetina, um flavonóide com propriedades antioxidantes, utilizando gama-

ciclodextrina em uma estrutura organo metálica (MOF, do inglês Metal organic 

framework). Os autores afirmaram que essa abordagem melhora o encapsulamento, 

e biodisponibilidade da molécula e na sua solubilidade. Ainda no mesmo trabalho os 

pesquisadores mostram, por testes in vitro que essa abordagem melhorou o 

desempenho da própria molécula de ciclodextrina sozinha, o que diz respeito ao 

encapsulamento e solubilidade da molécula encapsulada. 

O trabalho de Cheng e colaboradores (Cheng et al. 2024) utilizou a beta-

ciclodextrina com cinamaldeído, um óleo essencial, formando uma emulsão. Com as 

características hidrofílicas da ciclodextrina atreladas a característica hidrofóbica do 

cinamaldeído, os autores fizeram um compósito que serve como veículo molecular 

que posso trafegar na interface de fases aquosas e orgânicas. A utilização desse 

veículo foi feita para o transporte de alfa-tocoferol, a vitamina E. Os autores apontaram 

que esse tipo de veículo molecular é preciso para levar o fármaco no limite entre 

tecidos adiposos e fase aquosa. 

Para o tratamento de artrite reumatóide utilizando o anti-inflamatório 

metorexato, Dang e colaboradores (Dang et al. 2024) utilizaram o método de 

encapsulamento para carrear o anti-inflamatório. Foi utilizado um sistema ternário 

entre micelas poliméricas e beta-ciclodextrina. O sistema foi feito pela técnica sol-gel 

e o produto final, segundo os autores, possuía toxicidade menor do que o anti-

inflamatorio livre e, o sistema de entrega controlada levava doses do medicamento 

parecidas com a do medicamento sozinho. 

Ding e colaboradores (Ding et al. 2024) utilizaram um MOF nomeado UiO66 

em seu trabalho. Formado por 12 unidades de 1,4-benzeno diácido carboxílico, é uma 

estrutura de grande área superficial utilizada em áreas como catálise, aplicações em 

biomedicina, adsorção de gás e eletroquímica. Neste trabalho em específico, os 

pesquisadores utilizaram este MOF junto a ciclodextrina devido a sua capacidade de 

encapsulamento para uma maior estabilidade química e térmica para utilização em 

entrega controlada de fármacos. 
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El-Sayed e colaboradores (El-sayed et al. 2024) utilizaram beta-ciclodextrina 

para o encapsulamento do octadecil propanoato. Utilizando as ciclodextrinas como 

hidrogel, o autor aponta em seu estudos  que a ciclodextrina aumenta a solubilidade 

da molécula convidada, ajuda na permeabilidade nos testes in vitro e possui ação 

contra fungos como a Candida albicans. 

Os estudos de Grygorova e colaboradores (Grygorova et al. 2024) utilizaram a 

beta-ciclodextrina acoplada a nanopartículas de óxido de cério como carreador de 

moléculas que produzem espécies oxigenadas reativas (EOR). A autora descreveu 

uma nova rota sintética para a criação desse veículo molecular contendo óxido de 

cério com ciclodextrinas e afirma que as ciclodextrinas além do seu papel de 

encapsular as moléculas alvo ainda ajuda na estabilidade para a formação de 

nanopartículas. 

Hermenean e colaboradores (Hermenean et al. 2024) utilizaram além da beta-

ciclodextrina sulfobutilada o calixareno, um outro macrociclo para o encapsulamento 

da crisina, um flavonoide com propriedades anti-inflamatórias com promissora 

atividade para fibrose e diabetes. Os autores utilizaram um sistema ternário com a 

ciclodextrina e o calixareno sendo ambos utilizados para o encapsulamento da crisina. 

Os autores indicaram que esse sistema ternário aumenta a solubilidade da crisina e 

ajuda para a entrega controlada dela em seu uso farmacológico.  

Tongsheng Huang e colaboradores (Huang, T. et al. 2024) utilizaram a 

ciclodextrina para o uso em terapia fotodinâmica, mais especificamente para carrear 

moléculas fotossensibilizadoras que possam ser excitadas em comprimentos de 

ondas específicos e gerar espécies oxigenadas reativas (EOR) para a destruição das 

células cancerígenas. A estratégia dos pesquisadores foi a de criar um copolímero 

entre glicidol e beta-ciclodextrina com um fotossensibilizador enclausurado no tórus 

das ciclodextrinas. Os autores afirmaram que esse copolímero é biocompatível e que 

essa estratégia aumenta a solubilidade da espécie convidada e auxilia na entrega dela 

nas células alvo. Também trabalhando na área da terapia fotodinâmica para a geração 

de potenciais veículos moleculares para o uso contra tumores, 

He e colaboradores (He et al. 2024) utilizaram ciclodextrina e cantaridina, uma 

molécula cíclica que, combinada com beta-ciclodextrina formaram nanopartículas 

capazes de carrear um peptídeo contendo dissulfeto de amantadina como 

sensibilizador. Os autores enumeram os benefícios do uso da ciclodextrina como 
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melhoria da toxicidade e melhora na entrega controlada e retenção do 

fotossensibilizador no tumor.  

Yongpeng Huang (Huang, Y. et al. 2024) e colaboradores prepararam um 

veículo molecular utilizando ciclodextrinas e Polietilenoglicol (PEG) e ciclosporina, um 

medicamento imunossupressor. Diferentemente de outras abordagens os autores 

pretenderam nesse trabalho a utilização do complexo formado de forma a ser inalado 

e não uma formulação oral ou injetável. O veículo molecular usado com gama-

ciclodextrina e PEG foi sintetizado pela técnica da difusão de vapores com o 

encapsulamento da ciclosporina. A ciclodextrina pela sua propriedade de formar 

complexos de inclusão foi imprescindível segundo os autores para a formulação de 

um produto para inalação. O autor ainda relata que essa formulação aumenta a 

biodisponibilidade em relação a formulação oral. 

Zhou e colaboradores (Zhou et al. 2024) formularam um sistema carreador de 

moléculas bifuncional, utilizando anidrase carbônica, uma enzima que atua no 

transporte de CO2 e beta-ciclodextrina para transportar metotrexato, um agente 

quimioterápico modificado com adamantano. O processo de auto-montagem foi 

utilizado para a produção das nanopartículas supramoleculares. O produto final 

conseguiu, segundo os autores, inibir a proliferação das células tumorais com o 

adicional de diminuir a toxicidade contra células sadias.  

Ainda sobre quimioterápicos Kaur e Jindal (Kaur et al. 2024) trabalharam com 

5-fluoruracil, utilizado para o tratamento de diferentes tipos de câncer, e beta-

ciclodextrina para a formação de complexos de inclusão. O estudo se debruça em 

mostrar a melhoria para a utilização do fluorouracil quando encapsulado com 

ciclodextrina. Segundo os autores a constante de solubilidade aumenta quando o 

medicamento está encapsulado com ciclodextrina e seu valor aumenta em até 250% 

e ainda conta com vantagens como prevenir fotodegradação e aumentar no controle 

da entrega do fármaco no organismo.  

Manikantan e colaboradores (Manikantan et al. 2024) também utilizaram o 5-

fluorouracil em seu trabalho, utilizaram nanopartículas de sulfeto de praseodímio 

revestidas com policiclodextrinas como nano carreador para o 5-fluorouracil. Os 

autores indicaram pelos testes de IC50 que a ação da molécula convidada aumenta 

encapsulada em relação a sua ação sozinha. 

Junyan Li e colaboradores (Li, J. et al. 2024) utilizaram beta-ciclodextrina para 

o encapsulamento de um peptídeo modificado com adamantano para formar um 
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complexo para uso anti-cancer. Os autores utilizaram a terapia imunomodulatória com 

células alvo a serem atacadas para impedir o ciclo do tumor, o que é chamado de 

imunossupressão de micro eventos. A ciclodextrina é utilizada com nanopartículas de 

cobre com a abordagem supramolecular para, além de aumentar a solubilidade, 

ajudar a retenção da molécula convidada nas células tumorais.  

Em seu trabalho, Lin e colaboradores (Li et al. 2024) estudaram o 

desenvolvimento de vacinas a partir da beta-ciclodextrina como veículo molecular. 

Utilizando células contendo antígenos (APCs) para provocar uma resposta imune no 

organismo encapsuladas em ciclodextrinas os autores afirmaram que ao utilizar essas 

moléculas encapsuladas em ciclodextrina pode diminuir os efeitos colaterais e 

aumentar a eficiência da entrega controlada, aumentando também a resposta imune 

pelo organismo.  

 

1.3.4.3 Ciclodextrinas e a doença de chagas 

 

 Como visto no tópico anterior e nas pesquisas transformadas nas figuras 8-11 

as ciclodextrinas tem um vasto campo de utilização como carreador de moléculas de 

baixa solubilidade, principalmente para o uso farmacêutico. Porém, as pesquisas 

relativas a ciclodextrinas e doença de Chagas sã escassas e revelam a necessidade 

de mais pesquisas no assunto, como este trabalho se propõe. 

 Consultando a base de dados scopus combinando os termos �cyclodextrin� e 

�Chagas disease� são encontrados apenas 46 trabalhos nesta área, sendo um deles 

um artigo que surgiu da presente pesquisa.  

Dentre os trabalhos mais recentes desenvolvidos destacam-se os de Alcantara 

e colaboradores (Alcantara et al. 2022) que estudaram um óleo essencial (Croton 

rhamnfolioides) com potencial anti Chagas e anti leishmaniose em um complexo com 

beta-ciclodextrina. Este óleo essencial, com baixa solubilidade em água foi 

encapsulado e os testes in vitro mostraram que o complexo formado possui ação 

contra o parasita da doença de Chagas com a melhor performance em solubilidade. 

Barbosa e colaboradores, em seu trabalho (Barbosa et al. 2021) utilizaram a 

beta-lapachona, uma natural naftoquilona com atividade tripanocida, porém com alta 

toxicidade e pouca solubilidade em água. Os autores utilizaram a metodologia da 

liofilização para obter o complexo com beta-lapachona e afirmam, através de testes in 

vitro que o valor de IC50 do complexo é menor do que o do benznidazol (0,6 e 2,16 
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μmol.L-1, respectivamente), porém com uma toxicidade mais baixa, segundo os 

autores. 

Nos estudos de Bedogni e colaboradores (Bedogni et al. 2023) foram utilizadas 

duas ciclodextrinas como carreadores do Nifurtimox, um dos dois medicamentos 

aprovados para o tratamento da doença de Chagas. O autor utilizou as ciclodextrinas 

beta-ciclodextrina e sulfobutileter-ciclodextrina para aumentar a solubilidade e a taxa 

de dissolução do fármaco. O autor aponta em seu estudo que a estequiometria 

formada por ambas ciclodextrina é de 1:1, o complexo formado com sulfobutileter-

ciclodextrina funciona melhor do que o complexo com a ciclodextrina nativa devido as 

modificações na estrutura da ciclodextrina. Além disso, o estudo mostra que a 

ciclodextrina é um veículo molecular estável para o uso farmacêutico. Os complexos 

foram guardados por 6 meses a temperaturas entre 25 e 40oC e mostrou a mesma 

dissolução do fármaco e não alterou sua cristalinidade.  

Linciano e colaboradores (Linciano et al. 2024) em seu estudo trabalharam com 

a redutase de pteridina 1 (PTR 1), uma proteína com ação tripanocida e modificada 

com grupamentos nitro para aumentar a ação antiparasitária. Em seu estudo são 

testados a farmacocinética e a melhor composição de um complexo com hidroxipropil-

beta-ciclodextrina em testes in vitro, chegando a conclusão de uma dosagem de 

20mg/Kg da proteína encapsulada.  

No estudo de Ndayishimiye e colaboradores (Ndayishimiye et al. 2021) foi 

utilizado o benznidazol, já conhecido fármaco para o tratamento da doença de Chagas 

encapsulado com gama-ciclodextrina para o aumento da solubilidade e da taxa de 

dissolução. O método de encapsulamento foi uma proposta de dissolver o benznidazol 

em dióxido de carbono em estado supercrítico e, a partir dessa solubilização, 

encapsular o benznidazol em ciclodextrina através da dissolução da mesma. Os 

autores afirmaram que o tempo para o equilíbrio foi alcançado em 10h e que a taxa 

de dissolução do fármaco aumentou em até 10x quando comparado ao fármaco 

sozinho. 

No trabalho da autora Nicoletti (Nicoletti et al. 2023) e colaboradores foi 

estudado o uso de naftoquinonas com potencial antifúngico e antitrypanossoma. Para 

aumentar a solubilidade e utilizar um sistema de entrega controlada a autora 

encapsolou a naftoquinona em hidroxipropil-beta-ciclodextrina por rotas diferentes. 

Por dispensão ácida e utilizando o método mecanoquímico. A avaliação da autora 

mostrou que o IC50 dessa molécula para as formas epimastigotas e tripomastigotas 
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passou de 2,4 e 96,8 μmol.L-1, respectivamente, para 0,5 μmol.L-1 para ambos os 

casos. Mostrando que a ciclodextrina além do aumento da solubilidade e da 

diminuição da toxicidade, através da entrega controlada pode também melhorar a 

ação da espécie convidada frente ao parasita.  

Vasconcelos e colaboradores (Vasconcelos et al. 2021) investigaram vesículas 

extracelulares ligadas ao Trypanosoma Cruzi. Analisando os mecanismos 

intracelulares buscou-se levar azida de sódio encapsulada em metil-beta-ciclodextrina 

ao interior do parasita causando danos e impedindo a sua replicação. Foi proposto um 

mecanismo de ação para destruir a estrutura das membranas do parasita.  

Assim como o presente estudo o trabalho de Pozo-Martinez e colaboradores 

(Pozo-Martinez et al. 2022) investigou a ação de uma cumarina modificada com 

potencial tripanocida. O autor sintetizou uma série de cumarinas modificadas sendo a 

cumarina com maior potencial anti Chagas uma cumarina contendo um anel 

bromofenil-(3-(4-bromofenil)-6,7-dihidroxicumarina), assim como a cumarina utilizada 

no presente estudo. A cumarina em questão também sofre com baixa solubilidade 

para o uso farmacêutico, assim o autor utilizou beta-ciclodextrina  para a 

complexação. O método de co-solventes foi utilizado, onde a ciclodextrina e a 

molécula convidada são solubilizadas em diferentes solventes e suas soluções são 

misturadas para promovera inclusão e formação do complexo. O autor também indica 

que o complexo é ativo contra as formas tripomastigotas do parasita em testes in vitro 

com o valor de IC50 de 34μmol.L�1. 
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2. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS DE INCLUSÃO DA 2-

HIDROXIPROPIL BETACICLODEXTRINA COM A E)-3-(4-Bromofenil)-1-(4,8-

dimetoxinaftalen-1-il)prop-2-en-1-ona) 

 

2.1 PARTE EXPERIMENTAL  

 

2.1.1 Materiais 

 

Tabela 1: Reagentes utilizados e suas respectivas marcas 

Acetonitrila TEDIA (99,9%) 

DMSO (D6) Cambridge Isotope laboratories (99,9%) 

HpBCD Sigma Aldrich (99,8%) 

 

2.1.2 Métodos 

2.1.2.1 Espectrofotometria na região do UV-vis em solução 

 

Para encontrar a razão estequiométrica entre CHC e HpBCD, foi utilizado o 

método de variação contínua (método de Job) (Mura, 2014; Collum et al. 2013). 

Usando 1:1 acetonitrila:água como solvente, 11 amostras foram preparadas, cada 

uma contendo um total de 1x10-7mol em 2mL de solução, variando assim a fração 

molar de CHC de 0 a 1 sem alterar o número total de mols. O estudo foi feito com 

amostras duplicadas. Os espectros UV-vis foram obtidos a partir dessas amostras. 

A razão estequiométrica do complexo hospedeiro-convidado [HC] também foi 

obtida a partir do modelo de Benesi-Hillebrand (Tablet; Matei; Hillebrand, 2012) 

ajustado a dados experimentais. A constante de associação aparente do complexo 

formado foi calculada usando esta relação gráfica. Neste conjunto de experimentos, a 

mistura 1:1 acetonitrila:água foi empregada como solvente. Cada amostra continha 

2ml de solução. Neste estudo, 20 amostras foram preparadas variando as 

concentrações de HpBCD de 1 x10-5 mol/L a 2,5. 10-3 mol/L, com uma concentração 
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fixa de CHC de 1 x10-5 mol/L em cada amostra. Os espectros UV-vis foram obtidos 

das amostras. 

Os espectros de absorção na região do ultravioleta-visível (UV-vis) foram 

obtidos em um espectrômetro Varian modelo Cary 1E. As amostras foram analisadas 

em cubetas de quartzo com 1 cm de caminho óptico e foram medidas na faixa de 200 

a 900 nm. 

 

2.1.2.2 Caracterização por espectroscopia de RMN de hidrogênio 

Os espectros de RMN de hidrogênio foram obtidos usando um espectrômetro 

Bruker 400 MHzXRD-400. As amostras foram preparadas em tubos de RMN utilizando 

10 mg de material e 0,6 mL de dimetilsulfóxido deuterado (DMSOD6), com 

tetrametilsilano de padrão interno. 

Os espectros de gradiente de campo de pulso (PFG) foram adquiridos usando 

pulsos de gradiente bipolar para difusão. Os coeficientes de difusão foram medidos 

aumentando a amplitude dos pulsos de gradiente de campo em oito etapas (0,68 � 

13,62 G cm-1). A duração do pulso de gradiente de campo (10 ms) e o tempo de 

difusão (20 ms) foram constantes. 

 

2.1.2.3 Síntese do complexo hospedeiro-convidado em estado sólido 

 

O complexo hospedeiro-hóspede CHC:HpBCD foi obtido por três diferentes 

rotas: liofilização, método mecanoquímico e calcinação. 

Para liofilização, 10mg de CHC foram adicionados a 50ml de solução aquosa 

de HpBCD 7,5x10-1 mol/L sob agitação por 24h a 25oC. A solução foi filtrada, utilizando 

funil de Buchner, vertida em uma placa de petri de 60 x 15mm e levada ao congelador. 

Após congelada a amostra foi liofilizada utilizando um liofilizador L101 � Liotop, Nº 

91721 a uma temperatura de -54ºC e pressão de 52mmHg até restar um pó branco. 

No método mecanoquímico, 150 mg de uma mistura de proporção 1:1 

CHC:HpBCD foram colocados em um moinho de bolas Vibrator modelo P21 série 798. 
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Essa mistura permaneceu por 3h no processo de moagem. Após o processo a 

amostra foi guardada em eppendorf e levada as posteriores caracterizações. 

No processo de calcinação, 150mg de uma mistura de proporção 1:1 

CHC:HpBCD foram calcinados a 180ºC por 3h em uma mufla ZEZIMAG N1040. Após 

resfriamento até a temperatura ambiente, a amostra foi guardada em eppendorf e 

levada as caracterizações posteriores. 

Cada amostra foi caracterizada por difração de raios X em pó (DRX), 

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e/ou análise 

termogravimétrica (TG). 

 

2.1.2.4 Caracterização do complexo em estado sólido 

 

Os espectros de FTIR foram obtidos no espectrômetro Nicolet Magna-IR 760 

com 16 acumulações e 4 cm-1 de resolução na região de 4.000-400 cm-1. As amostras 

foram preparadas em pastilhas de KBr na proporção de 100:1 p/p entre sal e amostra. 

Os difratogramas de raios X  foram obtidos com um equipamento Rigaku, 

modelo Ultima IV, com gerador de raios X de alta frequência (3kW), tubo de raios X 

Cu (λ = 1,5418,), foco normal (2kW), Universal Theta- Goniômetro 2Theta com raio de 

185 mm, slots fixos e filtro Kβ Ni, com tensão de 40 kV e corrente de 20 mA. Foram 

utilizadas faixas de 5º< 2θ < 80º, com etapas de 0,05o e tempo por etapa de 1 segundo. 

As imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram obtidas em 

um microscópio JEOL JSM�6510LV (Jeol technics Ltd, Tóquio, Japão) operando com 

tensão de 5 kV. 

As curvas termogravimétricas foram obtidas por um analisador SHIMADZU, 

modelo DTG60, aquecendo 10-15 mg da amostra em intervalos de temperatura 

definidos com uma velocidade de aquecimento de 5° C min-1, sob um fluxo de 50 ml 

min-1 de argônio. 
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2.1.2.5 Método computacional 

 

A estrutura otimizada e o FTIR teórico de CHC foram obtidos usando o nível de 

teoria DFT/B3LYP. O método híbrido Becke-3-Parameter-Lee-Yang-Parr (B3LYP) 

(Lee; Yang; Parr, 1988) com um conjunto de base 6�311G * foi usado no programa 

Spartan 10. (Spartan 10) 

 

2.1.2.6 Citotoxicidade para células de mamíferos 

A linha celular LLCMK2 (Kidney Epithelial Cells of Macaca mulatta, CCL-7, 

ATCC, USA) foi mantida em meio Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) e foi 

suplementada com 10% de soro fetal bovino (FBS, Invitrogen), 2 mM L-glutamina, 

penicilina 100 UI/mL, estreptomicina 100 μg/mL, tilosina 1% e CO2 5% a 37 ºC. As 

células de mamíferos, 2,5 × 105 células/mL, foram cultivadas em placas de 96 poços 

por 24 h (Mosmann, 1983). As células não aderentes foram removidas por lavagem 

com PBS estéril. O meio contendo diferentes concentrações de CHC e os complexos 

HpBCD:CHC (3,12�400 μg/mL) foi adicionado a cada poço e as placas foram 

incubadas por mais 48 h. Células cultivadas apenas em meio de crescimento foram 

usadas como controle. A viabilidade celular foi determinada pela redução do sal de 

tetrazólio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio - MTT (Merck, 

Alemanha), seguindo a recomendação do fabricante. A concentração (CC50) que 

corresponde à concentração de compostos necessária para inibir as células viáveis 

em até 50% foi calculada por análise de regressão. O índice de seletividade (IS) foi 

calculado usando a equação: IS = CC50/ IC50, onde IC50 corresponde à 

concentração mínima dos compostos que causam 50% da atividade 

antitripanossômica. (Mosmann, 1983) 

 

2.1.2.7 Uso do Trypanosoma cruzi 

 

A cepa Y do Trypanosoma Cruzi foi utilizada em todos os ensaios. Os epimatigotas 

foram mantidos por transferências semanais em meio de infusão hepática de triptose 
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(LIT) (Camargo, 1964) e suplementados com 10% de FBS inativado pelo calor a 28 

ºC. As células obtidas de incubações de 4 dias foram utilizadas nos ensaios. 

 

2.2.1.8 Efeito sobre o crescimento de epimastigotas 

 

Epimastigotas (1,0 × 106 células/mL) na fase de crescimento exponencial foram 

inoculados em uma placa de 24 poços contendo meio LIT-FBS com diferentes 

concentrações de compostos (6,25�100 μg/mL). As culturas foram incubadas a 28 ºC 

e o crescimento celular foi estimado por contagem direta em hemocitômetro (Improved 

Double Neubauer) após 72h. Os poços contendo apenas meio de crescimento e meio 

mais 1% de DMSO foram usados como controle. As amostras utilizadas no teste foram 

CHC e os complexos HpBCD:CHC obtidos por calcinação, liofilização e moagem. As 

soluções de estoque das respectivas amostras foram preparadas em DMSO com uma 

concentração inicial de 1000 μg/mL. Os resultados foram expressos como a 

concentração mínima dos compostos que causam 50% (IC50Epi) de inibição do 

crescimento em comparação com o controle não tratado. 
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.2.1 Caracterização em solução 

 

2.2.1.1 Espectroscopia de RMN de hidrogênio  

 

A partir das variações de deslocamento químico obtidas no estudo de 

espectroscopia de RMN de hidrogênio, é possível determinar os hidrogênios mais 

afetados entre as duas espécies na formação do complexo hospedeiro-convidado e 

entender a topologia dessa inclusão. 

Foram preparadas amostras considerando relações HpBCD:CHC de 1:0,2 para 

sondagem de distúrbios dos deslocamentos químicos dos hidrogênios de HpBCD; e 

amostras considerando as razões HpBCD:CHC de 5:1 e 10:1 para monitorar os 

deslocamentos químicos dos hidrogênios do CHC. Mudanças de deslocamentos 

químicos para essas amostras foram consideradas em relação ao HpBCD e CHC 

puros. 

Os sinais 1H referentes a HpBCD, mostrados na Fig. 15, evidenciaram que na 

complexação com CHC há um deslocamento dos sinais de Hidrogênio dentro da 

cavidade (H3 e H5), enquanto o mesmo efeito não é observado para outros 

hidrogênios HpBCD (Fig. 15; Tabela 2). Este resultado pode ser atribuído ao 

fenômeno de anisotropia magnética do anel aromático de CHC aplicado aos prótons 

H3 e H5 do HpBCD. A anisotropia magnética ocorre com a aproximação de grupos 

ricos em elétrons π, como os anéis aromáticos, originados das espécies convidadas. 

A ressonância desses anéis induz um efeito de blindagem nos hidrogênios internos 

do HpBCD e este resultado sugere a inclusão da molécula convidada. (Inoue, 1993; 

Nogueiras-Nieto et al. 2012; Bensouiki et al. 2022) 
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Figura 15 - Espectros RMN ¹H RMN de: a) HpBCD; b) solução contendo HpBCD:CHC na proporção 

de 1:0,2. No inset: molécula e numeração dos hidrogênios do HpBCD 

 

  

Fonte: O autor 

 

Os espectros de RMN ¹H da CHC �livre� e complexada (Fig. 16, Tabela 3) 

mostram que todos os prótons de CHC sofreram um efeito de blindagem na presença 

de HpBCD. Porém, os sinais mais afetados com a presença da ciclodextrina foram os 

hidrogênios da porção bromofenil (H3"; H5"; H2"; H6") e os hidrogênios olefínicos 

próximos a este anel aromático (H2'; H3'). Esse resultado sugere que a inclusão da 

molécula ocorre por essa parte da estrutura. Este resultado é apoiado pela literatura. 

Tohng Liu et al (Liu, T. et al. 2021) estudaram a formação de um complexo entre 
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ciclodextrinas e cavracol, um potente antibacteriano. A análise dos espectros de RMN 

de hidrogênio mostra uma blindagem dos sinais de prótons das espécies convidadas 

com ênfase nos sinais de Hidrogênio do anel aromático incluído na cavidade da 

ciclodextrina. 

Assim, os resultados da espectroscopia de RMN de hidrogênio sugeriram que 

ocorreu a interação hospedeiro-convidado que está relacionada à blindagem dos 

hidrogênios do bromofenil pertencentes a CHC, bem como dos prótons internos na 

cavidade do HpBCD (Bramhane et al. 2016; Deng et al.2022; Sun et al. 2021) 
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Figura 16 - Espectros de RMN ¹H de: a) CHC; b) solução contendo HpBCD:CHC na proporção de 5:1 

e c) solução contendo HpBCD:CHC na proporção de 10:1. Atribuição dos hidrogênios da região 

aromática de CHC também constam na figura. 

 

Fonte: O autor 
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Tabela 2: Mudanças químicas dos prótons de HpBCD livre e em HpBCD:CHC. (Hidrogênios indicados 

na Fig. 15) 

H atribuído δ HpBCDlivre δ HpBCD 1:0.2 CHC ∆δa 

H3 3,774 3,765 -0,009 

H5 3,631 3,628 -0,003 

H6 3,375 - - 

H2 3,231 3,231 0 

 

Tabela 3: Mudanças químicas dos prótons de CHC livre e em HpBCD:CHC.(Hidrogênios indicados na 

Fig. 16) 

H atribuído 
δ 

CHClivre 

δ HpBCD 5:1 CHC ∆ δa δ HpBCD 10:1 CHC ∆ δa 

H4 7,833 7,827 -0,006 7,825 -0,008 

H3"; H5" 7,594 7,588 -0,006 7,576 -0,018 

H2"; H6" 7,550 7,546 -0,004 7,540 -0,01 

H3 7,502 7,499 -0,003 7,496 -0,006 

H2 7,298 7,292 -0,006 7,287 -0,010 

H3';H2' 7,130 7,123 -0,007 7,112 -0,018 

H7 7,068 7,063 -0,005 7,057 -0,011 

H6 7,049 7,041 -0,008 - - 

OCH3 
3,885 3,878 -0,007 3,873 -0,012 

OCH3 
a Δδ = δ(complexo) � δ(livre) 
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2.2.1.2 Espectroscopia UV-vis 

 

Para a determinação da relação estequiométrica hospedeiro convidado (HC) 

foi utilizado o método de Job, (Fig. 17) conforme procedimento da seção experimental 

2.1.2.1, monitorando a banda UV em 295nm designada como a banda de transição 

π-π* da molécula CHC. (Ekbote et al. 2017) Na Fig. 17, é possível observar que o 

ponto máximo da curva foi relativo à fração molar 0,5 de CHC. Este resultado está 

relacionado com uma proporção molar de HC de 1:1, pois a fração molar da espécie 

convidada é dada pela média das concentrações da espécie convidada e do 

hospedeiro com o resultados no centro dos extremos . 

Para obter a constante de associação por titulação espectrofotométrica na 

região do UV-vis, a banda de transição π-π* em 295 nm também foi sondada. O 

modelo de Benesi-Hildebrand foi aplicado considerando dois modelos relacionados a 

interações 1:1 e 1:2 CHC:HpBCD. (Figura 18 e 19) 

Os modelos utilizados levam em consideração as equações 1 e 2, onde Δabs 

é a subtração da absorbância de CHC livre da absorbância observada; absCHC:CD é 

a absorbância do complexo hospedeiro-convidado; absCHC0 é a absorbância de CHC 

livre; [CD] é a concentração molar de HpBCD; K11 e K12 são as constantes de 

associação para uma estequiometria 1:1 e 1:2, respectivamente. 

 

    Eq. 1 

 

    Eq. 2 
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Figura 17 - Método de Job para a interação entre HpBCD e CHC. No detalhe, o espectro de UV-vis de 

CHC. 

 

 

Fonte: O autor 
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Figura 18 - Gráfico de Benesi�Hildebrand para a associação entre CHC:HpBCD na razão 

estequiométrica de 1:1. 
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Fonte: O autor 
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Figura 19 - Gráfico de Benesi�Hildebrand para a associação entre CHC:HpBCD na razão 

estequiométrica de 1:2. 

 

 

Fonte: O autor 

 

O ajuste linear considerando a razão molar 1:1 forneceu o maior valor de R² (R² 

= 0,9555) corroborando o método de Job. Porém, a constante calculada, apresentou 

um valor de ± 2,3. 105. Este valor, face às perturbações verificadas no RMN de 

hidrogênio, pareceu incoerente. No entanto, deve-se ter em mente que esses 

experimentos foram realizados em água:acetonitrila, um solvente no qual o CHC não 

apresenta boa solubilidade. Por outro lado, os experimentos de RMN de hidrogênio  

foram realizados em DMSOD6, um solvente no qual o CHC é muito mais solúvel, o 

que enfraquece a interação hospedeiro-convidado.  
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2.2.1.3 Espectroscopia Ordenada por Difusão (DOSY) 

Desta forma, experimentos DOSY foram realizados como forma de calcular os 

coeficientes de difusão (D) do complexo e do CHC �livre� e assim obter a constante 

de associação utilizando o mesmo solvente usado nas medidas de RMN ¹H. Este 

cálculo foi realizado conforme relatado por Malta, et al. (Malta et al. 2008) 

O coeficiente de difusão observado para o complexo (Dobs) é uma média 

ponderada dos coeficientes de difusão CHC livre (Dliv) e encapsulado (Denc). 

 

               Eq. 3 

 

 Onde as frações molares de CHC livre e encapsulado são X liv e Xenc, 

respectivamente, e Xliv + Xenc = 1. Considerando uma estequiometria 1:1: 

 

                           Eq. 4 

 

Onde [complexo], [HpBCD] e [CHC] são as concentrações do complexo 

formado, HpBCD e CHC no equilíbrio, respectivamente. Pode-se deduzir que as 

concentrações de HpBCD e CHC são iguais no equilíbrio, então: 

 

                               Eq. 5 

 

Uma vez que [complexo] = Xenc[CHC]0 e [CHC] = Xliv[CHC]0, onde [CHC]0 é a 

concentração inicial de CHC (2,43 . 10-3 mol/L) pode-se modificar a Eq. 5 para: 

 

                            Eq. 6 

 



62 

 

 

Da Eq. 6 e com os dados de D da tabela 4 é possível chegar ao valor da 

constante de associação para este complexo de 61. 

 

Tabela 4: Coeficientes de difusão (D) e valor da constante de estabilidade (K) para o complexo de 

inclusão.  

 D (x 10-10m2s-1) K 

CHC 2,26 (Dliv) - 

HpBCD em 

HpBCD:CHC 

0,885 (Denc) 

61 

CHC em HpBCD:CHC 2,1 (Dobs) 

 

 Como pode ser visto, o valor da constante obtido nos experimentos DOSY é 3 

ordens de grandeza menor que o valor obtido na espectroscopia UV-Vis. Deve-se 

notar que segundo esta última técnica foi avaliado apenas um comprimento de onda, 

o que leva em conta apenas a perturbação que uma parte da molécula de CHC sofre 

com a complexação com a ciclodextrina; ao contrário dos experimentos DOSY em que 

a propriedade medida leva em conta as modificações não covalentes sofridas por toda 

a molécula de CHC. Além disso, as diferenças de sistema de solventes e de princípios 

físicos das técnicas utilizadas na determinação da constante de associação também 

ajudam a explicar a discrepância entre os valores. 

 

2.2.2 Caracterização em estado sólido do complexo hospedeiro-convidado 

2.2.2.1 Análise Termogravimétrica 

 

A análise termogravimétrica é uma ferramenta importante para o entendimento 

e caracterização do complexo obtido. Inicialmente as curvas as curvas de 

termogravimetria e termogravimetria derivada (TG;DTG. Fig. 20) foram obtidas para 

três amostras: CHC, HpBCD e a mistura mecânica (MM). Pode-se observar para 

temperaturas abaixo de 100oC, uma perda de massa para amostras de HpBCD e MM 

designada como perda de água (Zoppetti et al. 2007). Essas moléculas de água são 
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aquelas dentro da cavidade de HpBCD, que está presente em ambas as amostras. As 

amostras de CHC e HpBCD tiveram, cada uma, sua maior perda de massa nos 

intervalos de temperatura de 280ºC � 375ºC e 300ºC � 360ºC, respectivamente. A 

amostra MM teve um perfil de perda de massa diferente, perdendo teor significativo 

em temperaturas mais baixas do que as outras amostras, entre 280ºC � 350ºC. Essas 

perdas de massa são principalmente relativas à liberação de compostos orgânicos 

voláteis da estrutura das ciclodextrinas (Udrescu et al. 2015). Uma explicação para 

esse resultado pode ser dada pela formação in situ do complexo de inclusão entre 

CHC e HpBCD, presente na MM: Ao aquecer, ocorre primeiramente a fusão do CHC 

a 162ºC (Albuquerque et al. 2021) seguida do contato entre os reagentes antes da 

decomposição tanto do hospedeiro quanto do hóspede, possibilitando a formação do 

complexo CHC:HpBCD, que teria um perfil TG/DTG diferente dos perfis de HpBCD e 

CHC livres. 

Esses resultados da análise de TG/DTG permitiram a proposta de preparação 

do complexo de inclusão usando a via térmica por calcinação. 
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Figura 20 Curvas TG (azul) e DTG (vermelho) para as amostras: a) CHC; b) MM e c) HpBCD 

 Fonte: O autor. 

 

Complementarmente, foram realizadas análises termogravimétricas (TG) e 

termodiferenciais (DTA) das amostras com possíveis complexos de inclusão. (Fig. 21) 
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Figura 21 Curvas TG (azul) e DTA (vermelho) para as amostras: a) MM; b) Produto moído; c) produto 

liofilizado; e d) produto calcinado 

 

 

Fonte: O autor 
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Tabela 5: Temperaturas do processo de perda de massa e pico de decomposição. 

 Tinicial (oC) Tfinal (oC) ΔT (oC) 
Pico de Decomposição 

(oC) 

Produto calcinado 292 346 54 317 

Produto liofilizado 322 368 46 337 

Produto moído 320 363 43 336 

Mistura mecânica 

(MM) 
280 350 70 305 

 

O pico referente à decomposição do material liofilizado e moído é deslocado 

para valores de temperatura mais elevados (337° e 336°C, respectivamente, Tabela 

5) em relação a mistura mecânica e produto calcinado (305° e 317°C, 

respectivamente, Tabela 5). Em relação à faixa de temperatura do evento, há uma 

amplitude maior para a MM (ΔT = 70°C, Tabela 5), pois, em grande parte, é a 

decomposição do CHC somada à decomposição do HpBCD. O produto calcinado 

também apresenta comportamento semelhante em relação a este evento térmico (ΔT 

= 54°C, Tabela 5). Já os materiais liofilizado e moído apresentam um evento de 

decomposição térmica com uma faixa de temperatura menor (46º e 43ºC, 

respectivamente). Esse resultado, somado ao deslocamento dos picos, conforme 

mencionado anteriormente, permite classificar esses últimos materiais como mais 

promissores para a formação do complexo de inclusão. 

 

2.2.2.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

As visualizações de MEV (Fig. 22) foram realizadas para obter a microanálise 

das radiografias características em diferentes pontos da amostra. Os espectros de 

EDS foram obtidos com o objetivo de pesquisar o elemento bromo por estar presente 

na estrutura do CHC. A partir da comparação de diferentes regiões pôde-se verificar 

a homogeneidade da amostra e inferir sobre a formação de compostos de inclusão.  
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Figura 22 - Visualizações de MEV e espectros EDS nos pontos 1, 2 e 3 para a)MM; b) produto 

calcinado; c) produto liofilizado; d) produto moído. 

 

 

Fonte: O autor 

 

Foi verificado para a fig. 22a, referente a MM, que existe heterogeneidade 

quanto à distribuição do bromo, conferida pelas diferentes intensidades de pico 

relacionadas a esse elemento no espectro de EDS nos três diferentes pontos da 

amostra. Isso foi verificado na Fig. 22b, para a amostra calcinada, e na Fig. 22c, para 
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a amostra liofilizada. Entretanto, para a amostra moída (Fig. 22d) foi observado um 

espectro com intensidades próximas ao sinal do bromo nos três pontos pesquisados, 

permitindo dizer que, para esta amostra, há maior homogeneidade. A presença de 

heterogeneidade quanto à distribuição do elemento bromo observada para as 

amostras anteriores possivelmente está relacionada à segregação da fase CHC, o 

que permite deduzir que a inclusão não foi tão efetiva quanto na amostra moída que 

apresentou uma homogeneidade que permite dizer que a formação de composto de 

inclusão foi mais efetiva para esta amostra. 

 

2.2.2.3 Difractometria de raios X em pó (DRX) 

 

Difractogramas de raios X em pó foram adquiridos para HpBCD; a mistura 

mecânica MM; o produto moído e o produto calcinado. (Fig. 23) De natureza amorfa, 

o padrão de difração do HpBCD mostra dois arcos largos com máximo em 2Ɵ = 10,2º 

e 18,5º (Trandafirescu et al. 2019). O padrão MM contém picos definidos e intensos 

em 2Ɵ = 5-30º correspondentes as Reflexões de CHC. O produto calcinado tem um 

padrão amorfo semelhante ao difratograma HpBCD, mas com picos de intensidade 

muito baixa em 2Ɵ = 11,78º e 24,44º (indicado na Fig. 23d). Esses picos de baixa 

cristalinidade são relativos a CHC. O produto moído tem um padrão semelhante ao 

difratograma da MM. Entretanto, as reflexões em 2Ɵ = 21,2º; 21h56; 23.96º; 25,34º 

referentes a CHC foram bastante atenuados e picos em 2Ɵ =10,94º; 25,7º; 26.0º não 

são mais visíveis. Esses resultados sugerem que o complexo hospedeiro-convidado 

entre CHC e HpBCD foi parcialmente formado pelo método mecanoquímico. Para o 

produto calcinado a etapa de fusão de CHC pode ter induzido uma amorfização desta 

fase junto com HpBCD o que provavelmente não levou a nenhum pico. No que diz 

respeito ao processo de liofilização, este método não forneceu material suficiente para 

ser caracterizado por DRX. 
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Figura 23 - Difratogramas de raios X em pó das amostras: a) HpBCD; b) MM; c) Produto moído; d) 

produto calcinado. * Picos relativos a CHC. 

  

 

Fonte: O autor 

 

2.2.2.3 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR)  

 

Usando o programa SPARTAN 10, um espectro de FTIR da CHC foi simulado 

para encontrar uma correlação dos sinais obtidos com o espectro experimental. Com 

base no confôrmero de menor energia, foi utilizado o método de correlação Lee-Yang-

Par (B3LYP) da teoria do funcional da densidade (DFT) com o conjunto de base 6�
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311G *, conforme relatado na literatura para espectros simulados de chalconas. 

(Sbârcea et al. 2019; Kahraman; Saçan, 2019; Thirunavukkarasu et al. 2021) 

O espectro simulado mostra uma boa correspondência com os sinais do 

espectro obtidos experimentalmente. A Tabela 5 mostra a comparação entre os sinais 

teóricos e experimentais. 

Este método está de acordo com o resultado previamente descrito por 

Albuquerque e colaboradores (Albuquerque et al. 2021) para a CHC. Em seu trabalho, 

o espectro de infravermelho teórico foi obtido pelo método de correlação Lee-Yang-

Par (B3LYP) da teoria funcional da densidade (DFT), o conjunto de base DGTZVP foi 

usado. Os efeitos do solvente foram considerados usando o Método do Contínuo 

Polarizado (PCM) 

 

Tabela 6: FTIR simulado e experimental de CHC 

Modos vibracionais Número de onda 

simulado (cm-1) 

Número de onda 

experimental (cm-1) 

υ C=O 1668 1672 

υ C=C 1600 1604 

def C=C fora do plano 1386 1389 

 

Espectros experimentais de FTIR foram obtidos para as amostras: mistura 

mecânica (MM); produto liofilizado; produto moído e produto calcinado. Os resultados 

obtidos foram submetidos a uma operação de subtração matemática dos espectros 

de HpBCD usando o software OMNIC (FIGURA 24) (OMNIC) 

Os espectros de CHC e MM são muito semelhantes (Fig. 24a e 24b), uma vez 

que MM é apenas uma mistura física dos dois componentes do complexo. Portanto, 

sem interação íntima entre esses componentes, na subtração pelo espectro HpBCD 

(Fig. 24c) o resultado é o próprio espectro da CHC. Este resultado mostra que a 

operação de subtração foi bem-sucedida em recriar o espectro CHC a partir da mistura 

mecânica, permitindo sua aplicação para os espectros dos complexos obtidos. 

O espectro da amostra liofilizada (Fig. 24f) apresenta sinais fortemente 

atenuados, relacionados à inclusão da CHC na cavidade do HpBCD, pois o 
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encapsulamento traz restrição para os graus de liberdade do hóspede. (Le-Deygen et 

al. 2017; Fini et al. 2008)  

O produto calcinado e o produto moído (Fig. 24e e 24d, respectivamente) 

apresentam seus sinais atenuados quando comparados com o espectro da CHC, 

permanecendo, porém, com sinais de CHC visíveis. 

Para ambas as amostras, a banda em 1604 cm-1 associada à vibração de 

estiramento C=C também apresenta uma perda significativa de intensidade. A banda 

em 1672cm-1 designada como a vibração de estiramento C=O é atenuada no espectro 

do produto moído, mas não visível no espectro do produto via térmica. A perda de 

intensidade dos sinais relativos à molécula CHC após as subtrações dos espectros 

sugere que o complexo de inclusão foi formado nessas amostras, mesmo que de 

forma parcial. 
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Figura 24 - Subtração dos espectros FTIR das amostras: a) CHC; b) MM c) HpBCD d) produto moído; 

e) produto calcinado; f) produto liofilizado. (*) sinais de CHC analisados. 

  

 

Fonte: O autor 
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2.2.2.4 Avaliação da atividade anti-epimastigota e citotoxicidade in vitro de CHC 

e complexos hospedeiro-convidado. 

  

As amostras CHC e os complexos CHC:HpBCD obtidos pelos métodos de 

calcinação, liofilização e mecanoquímico foram avaliados sobre o crescimento de 

formas epimastigotas do Trypanosoma Cruzi e a viabilidade de células LLCMK2. Os 

valores de IC50 e CC50 dos compostos variaram de 19,4 a 1386 μg.ml-1 e 206,4 a 

706,9 μg.ml-1, respectivamente (Tabela 7). 

 

Tabela 7: Atividade antitripanossômica sobre formas epimastigotas de T. Cruzi (IC50), toxicidade 

(CC50) para células LLCMK22 e índice de seletividade (IS) de CHC e dos complexos HpBCD:CHC. 

Amostras 
CC50

a 

(μg.ml-1) 

IC50
b 

(μg.ml-1) 
ISc 

IC50 

relativod 

(μg.ml-1) 

IS 

Relativoe 

% em 

massa 

de 

CHCf 

CHC 206,4 19,4 10,63 - - 100 

Complexo 

calcinado 

HpBCD 1 : 1 CHC 

304,1 37,08 8,2 8,19 37,11 22,1 

Complexo 

liofilizado 

HpBCD 5 : 1 CHC 

706,9 1386 0,51 74,84 9,44 5,4 

Complexo moído 

HpBCD 1 : 1 CHC 
419,2 81,92 5,11 18,10 23,16 22,1 

a Valores de concentração de citotoxicidade de 50% para células LLCMK22; bValores de concentração 

inibitória de 50% de parasitas; cIS = índice de seletividade (CC50/IC50). dCalculado por IC50 x % em 

massa de CHC/100. eCalculado por CC50 / IC50 relativo. f% em massa de CHC presente em cada 

amostra 

 

Conforme mostrado na tabela 7, todos os complexos CHC:HpBCD mostraram 

um perfil de citotoxicidade mais baixo em células de mamíferos do que a CHC livre, 
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enquanto a atividade anti-epimastigota dos complexos foi menor do que da CHC livre. 

Em relação aos valores de IS, o CHC livre, o complexo calcinado e o complexo moído 

foram relativamente seletivos para as formas epimastigotas do T. Cruzi do que para 

as células de mamíferos, pois , possuem um índice de seletividade maior do que 4, o 

que, seundo a literatura, mostra que o composto em questão é seletivo contra o 

parasita alvo. (Barros et al. 2010; Tsuchiya et al. 1985; Amoros et al. 1992) 

No entanto, esses resultados podem ser analisados de forma mais adequada 

se considerarmos os percentuais de CHC em massa em cada amostra, uma vez que 

possuem uma proporção em massa diferente de ciclodextrina. Considerando isso, 

calculamos o valor de IC50 relativo a % de CHC em cada amostra (IC50 x % CHC 

massa/100), bem como o IS relativo (CC50 / IC50 relativo), conforme a Tabela 6. 

Assim, a análise dos valores relativos de IC50 revelou que o complexo calcinado 

era cerca de duas vezes mais ativo que o CHC livre. O mesmo aconteceu com os 

demais complexos, sendo quase 4x mais ativos que o CHC. Em relação aos índices 

relativos de seletividade dos complexos, os valores de IS aumentaram cerca de 4,5x 

para os complexos calcinados e moídos e 18x para o complexo liofilizado. No entanto, 

este último continua a apresentar um SI inferior ao do CHC. Esses resultados 

indicaram que a atividade anti-epimastigota é diretamente proporcional à % da massa 

de CHC do complexo, o que consequentemente impacta os valores de IS. 

Esses resultados corroboram aos encontrados em estudos anteriores que 

demonstraram que os complexos do tipo hospedeiro-convidado utilizando 

ciclodextrinas proporcionaram melhorias na atividade anti-tripanossômica. Nicoletti e 

colaboradores (Nicoletti et al. 2020) descreveram que a β-lapachona tem seu potencial 

tripanocida melhorado quando associada ao HpBCD em um complexo hospedeiro-

convidado. Contra a forma tripomastigota do parasito, a β-lapachona livre apresentou 

valores de IC50 e IS de 2,1 μM e 0,05, respectivamente. Em contraste, seu complexo 

com ciclodextrina apresentou valores de IC50 e IS de 0,7 μM e 10,9, respectivamente. 

Resultados semelhantes foram relatados por Barbosa e colaboradores (Barbosa et al. 

2021), que demonstraram que os valores de IC50 foram 0,6 μM e 2,21 μM para o 

complexo e a β-lapachona livre, respectivamente. 

 Além disso, alguns autores também investigaram e comprovaram a atividade 

antiparasitária de outros complexos do tipo hospedeiro-convidado contra o T. Cruzi, 
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como o sistema de liberação de fármacos antiChagas relatado por Alcântara e 

colaboradores (Alcantara et al. 2021) utilizando óleos essenciais e ciclodextrina. 

Xiaomo Li e colaboradores (Li, X. et al. 2021) utilizaram um sistema de liberação de 

fármacos contendo nanocarreadores à base de polímeros e benznidazol no 

tratamento contra o T. Cruzi. Eles demonstraram a eficácia da técnica de 

complexação, pois o IC50 contra formas amastigotas foi de 3,51 μM e 33,07 μM para 

o benznidazol complexado e sua forma livre, respectivamente. Além disso, Rial e 

colaboradores (Rial et al. 2011) demonstraram que o benznidazol associado a um 

nanocarreador à base de copolímeros derivados do éster do ácido acrílico forneceu 

efeitos benéficos, como menor toxicidade, maior solubilidade em água e melhor 

biodisponibilidade oral. Por fim, Braga e colaboradores (Braga et al. 2016) relataram 

a abordagem de complexação do anestésico local clonidina com HpBCD, indicando 

que essa estratégia aumentou seu potencial clínico, além de aumentar a solubilidade 

e a biodisponibilidade. 

Todos esses dados sugerem um ótimo desempenho dos complexos obtidos 

entre CHC:HpBCD contra o parasita e células hospedeiras em comparação com CHC 

livre. Além desses resultados, os complexos com ciclodextrina têm a vantagem de 

aumentar a solubilidade das moléculas hóspedes e melhorar sua biodisponibilidade. 

(Bensouiki et al. 2022; Brillas, 2022; Swain et al. 2022) 

  

2.2.2.5 Espectroscopia de RMN de hidrogênio 

 

A partir dos resultados dos testes biológicos, tendo em vista que a amostra 

liofilizada apresentou o pior resultado (IC50 = 1386μg.mL-1; CC50 = 706,9 μg.mL-1), 

procedeu-se então a realização de novas caracterizações de RMN¹H, dessa vez 

utilizando os complexos em estado sólido já preparados. Os resultados estão na figura 

25. 

 Verifica-se que, para os complexos moído e calcinado os sinais da região 

aromática entre 7,00 a 8,00 ppm da chalcona estão presentes, com pequenas 

modificações em torno dos sinais em 7,30 ppm, que na chalcona se apresenta como 

um dupleto e na amostra moída como um tripleto. Entretanto, para a amostra 

liofilizada, verificou-se um completo desaparecimento desses sinais da chalcona. Isso 

explica o resultado do teste biológico relacionado a essa amostra, ou seja, não havia 
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a presença de Chalcona na amostra liofilizada. Observando-se o espectro de RMN 

correspondente, verificam-se apenas dois sinais dubletos em 7,52 e 7,28 ppm que 

não são referentes a chalcona, mas, provavelmente, a um produto de degradação. 

Infere-se que provavelmente na amostra moída, este produto de degradação está 

presente, pois um sinal tripleto na região de 7,30 ppm e o aumento na intensidade dos 

sinais em 7,50 ppm coincidem com aqueles presentes no espectro da amostra 

liofilizada podendo estes, terem sido adicionados àqueles da chalcona. 
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Figura 25: Espectros de RMN¹H adquiridos em DMSOD6 para a) CHC; b) complexo liofilizado; c) 

complexo calcinada; d) complexo moído. 

 

 

Fonte: O autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

 

3. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS DE INCLUSÃO DA N-(2-

BROMOFENIL)-3-CARBOXIAMIDA-CUMARINA COM A 2-HIDROXIPROPIL 

ALFACICLODEXTRINA; 2-HIDROXIPROPIL BETACICLODEXTRINA E 2-

HIDROXIPROPIL GAMACICLODEXTRINA 

 

3.1 PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.1.1 Materiais 

 

Tabela 8: Reagentes utilizados e suas respectivas marcas 

Acetonitrila TEDIA (99,9%) 

DMSO (D6) Cambridge Isotope laboratories (99,9%) 

HpaCD Sigma Aldrich (99,8%) 

HpBCD Sigma Aldrich (99,8%) 

HpYCD Sigma Aldrich (99,8%) 

 

3.1.2 Métodos 

 

3.1.2.1 Síntese do complexo com alfa, beta e gama hidroxipropil ciclodextrinas 

(HpaCD; HpBCD; HpYCD) via liofilização 

 

150mg de uma mistura 1:1 entre PCUM e HpaCD foram solublizados em 150ml 

de água miliQ, a mistura foi adicionada a balão de fundo redondo de 500mL e deixada 

sob agitação em placa de agitação magnética por 24h. O mesmo procedimento foi 

adotado para misturas 1:1 com HpBCD e HpYCD. A mistura com HpYCD continuou 

sob agitação por mais 24h totalizando 48h sob agitação. Após esse tempo as misturas 

foram filtradas. As soluções foram filtradas utilizando funil de Buchner, vertidas placas 

de petri de 60 x 15mm e levadas ao congelador. Após congelada as amostras foram 

liofilizadas a uma temperatura de -54ºC e pressão de 52mmHg até restar um pó 

branco. 
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3.1.2.2 Síntese do complexo com alfa, beta e gama hidroxipropil ciclodextrinas 

(HpaCD; HpBCD; HpYCD) via método mecanoquímico 

 

150 mg de uma mistura de proporção 1:1 PCUM:HpaCD foram colocados em 

um moinho de bolas. Essa mistura permaneceu em processo de moagem por 

períodos de 3 e 12h. o mesmo processo foi feito para misturas com HpBCD e HpYCD 

 

3.1.2.3 Caracterização por espectroscopia de RMN de hidrogênio 

 

Os espectros de RMN de hidrogênio foram obtidos usando um espectrômetro 

Bruker 400 MHzXRD-400. As amostras foram preparadas em tubos de vidro utilizando 

10 mg de material e 0,6 mL de dimetilsulfóxido deuterado (DMSOD6), com 

tetrametilsilano de padrão interno. 

 

3.1.2.4 Espectrometria de massas 

 

 As amostras foram solubilizadas em 500 μL de solução de 

água/acetonitrila 1:1 (v/v) e diluídas na mesma solução para a concentração final de 

4 μg/mL. As análises foram feitas em equipamento: Maxis Impact, configuração ESI-

Q-TOF (Bruker Daltonics), calibração externa com solução de trifluoroacetato de sódio 

10 μM em água/acetonitrila 1:1 (v/v). A Fonte de Ionização foi por Electrospray e a 

polaridade: positiva.A faixa de varredura foi de 100 - 6000 m/z e o modo de aquisição 

foi o FullScan (MS1)                
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3.1.2.5 Caracterização do complexo em estado sólido 

 

Os difratogramas de raios-X foram obtidos com um equipamento Rigaku, 

modelo Ultima IV, com gerador de raios X de alta frequência (3kW), tubo de raios X 

Cu (λ = 1,5418,), foco normal (2kW), Universal Theta- Goniômetro 2Theta com raio de 

185 mm, slots fixos e filtro Kβ Ni, com tensão de 40 kV e corrente de 20 mA. Foram 

utilizadas faixas de 5º< 2θ < 80º, com etapas de 0,05o e tempo por etapa de 1 segundo. 

As curvas termogravimétricas foram obtidas por um analisador SHIMADZU, 

modelo DTG60, aquecendo 10-15 mg da amostra em intervalos de temperatura 

definidos com uma velocidade de aquecimento de 5° C min-1, sob um fluxo de 50 ml 

min-1 de argônio. 
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.2.1 Caracterização em solução 

 

3.2.1.1 Espectroscopia RMN ¹H 

 

Os complexos entre PCUM e as ciclodextrinas alfa, beta e gama hidroxipropil 

foram obtidos a partir da síntese por liofilização. Nesse procedimento as três misturas 

entre o PCUM e as ciclodextrinas foram deixados por 24h em agitação a temperatura 

ambiente. Verificou-se que para as misturas com alfa e beta hidroxipropil 

ciclodextrinas a solução se encontrava límpida; porém, a solução com gama 

hidroxipropil ciclodextrina ainda se encontrava turva. Assim, essa solução foi deixada 

em agitação por mais 24h e apresentou um aspecto mais límpido após esse tempo. 

Ao final desse  processo a mistura com gama hidroxipropil ciclodextrina foi filtrada e o 

sobrenadante liofilizado assim como para as demais misturas. 

A partir das amostras liofilizadas foram realizados experimentos de RMN de 

hidrogênio de forma a verificar as modificações ocorridas principalmente no espectro 

do PCUM a partir das possíveis complexações com as ciclodextrinas. 

O espectro de RMN de hidrogênio do PCUM encontra-se na figura 26. A 

descrição desse espectro encontra-se na referencia (Fabris, 2019). A atribuição do 

espectro encontra-se na própria figura 26. 

Os espectros de de hidrogênio para as misturas liofilizadas na região do 

aromático, acima de 7,0 ppm, encontram-se na figura 27. 
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Figura 26 - Espectro de 1H RMN para o PCUM e atribuição dos hidrogênios 

 

Fonte: O autor 
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Figura 27 - Espectros de 1H RMN para mistura liofilizada entre: a) HpaCD e PCUM; 

b) HpBCD e PCUM; c) HpYCD e PCUM. No detalhe o espectro de �c)� ampliado. 

 

 

Fonte: O autor 

 

 Primeiramente verifica-se pela figura 27 em comparação com a figura 26 a 

presença de picos não referentes ao espectro do PCUM nos espectros alfaHpBCD e 

betaHpBCD (fig 27a e 27b respectivamente). São eles: um dubleto em 7,09 ppm, um 

dubleto em 7,92 ppm, um singleto em  7,95 ppm e um singleto em 8,36 ppm. Trata-se 

de sinais relativos a algum tipo de agregação do PCUM. Verifica-se também que os 

sinais do PCUM são menos intensos na mistura com HpBCD do que na HpaCD, ao 

mesmo tempo em que os sinais desse(s) produto(s) são mais intensos, o que parece 

indicar que a agregação é maior em presença de HpBCD. Observando o espectro da 
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mistura do PCUM com hpYCD tanto os sinais dessa agregação quanto os sinais do 

PCUM são residuais. Ao mesmo tempo em que outros sinais não referentes ao PCUM 

aparecem com maior intensidade. São eles: um dubleto em 7,35ppm, um dubleto em 

7,66ppm e um singleto em 8,57 ppm. Estes resultados apontam para um efeito 

proporcionado pelas ciclodextrinas na seguinte ordem de intensidade HpaCD < 

HpBCD < HpYCD, permitindo dizer que há uma influência do tamanho da cavidade. 

Desta forma pode se dizer que a forma alfa é a que melhor consegue encapsular o 

PCUM. Tendo em vista que esse processo de agregação pode ter ocorrido durante o 

processo de agitação da mistura aquosa em temperatura ambiente ou durante o 

processo de liofilização procedeu-se a obtenção desses mesmos complexos via 

síntese mecanoquímica. Os espectros de RMN de hidrogênio da região aromática, 

acima de 7,0 ppm encontram-se na figura 28. Para esses espectros observou-se todos 

os sinais relativos ao PCUM em cada uma das amostras. Não foram observados 

quaisquer sinais relativos a agregação. Desta forma verifica-se que para a síntese 

mecanoquímica não ocorre a agregação do PCUM, inclusive quando a HpYCD é 

utilizada para a formação do complexo. Portanto, conclui-se que, de fato, a realização 

do processo de complexação em meio aquoso com posterior liofilização leva a 

agregação da molécula convidada, o que é mais acentuado quando HpBCD e HpYCD 

são utilizadas. 
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Figura 28 - Espectros de 1H RMN para mistura moída entre: a) HpaCD e PCUM; b) HpBCD e PCUM; 

c) HpYCD e PCUM. 

 

 

Fonte: O autor 
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TABELA 9: Deslocamentos químicos δ referentes aos sinais do PCUM nas amostras do PCUM puro e 

associado a HpaCD, HpBCD e HpYCD obtidas por liofilização e síntese mecanoquímica e seus 

respectivos Δδ (δPCUM � δamostra). 

 

Pcum 

HpaCD  

Lio Δδ 

HpBCD 

Lio Δδ 

HpYCD 

Lio Δδ 

HpaCD 

moída Δδ 

HpBCD 

moída Δδ 

HpYCD 

moída Δδ 

9.11 9.11 0 9.11 0 9.11 0 9.11 0 9.11 0 9.11 0 

8.48 8.48 0 8.48 0 8.48 0 8.48 0 8.48 0 8.48 0 

8.1 8.1 0 8.1 0 8.1 0 8.09 0.01 8.09 0.01 8.09 0.01 

7.82 7.82 0 7.82 0 - - 7.82 0 7.82 0 7.82 0 

7.68 7.69 -0.01 7.69 -0.01 7.69 -0.01 7.69 -0.01 7.69 -0.01 7.69 -0.01 

7.48 7.48 0 7.48 0 7.48 0 7.48 0 7.48 0 7.48 0 

7.15 7.16 -0.01 7.16 -0.01 - - 7.16 -0.01 7.16 -0.01 7.16 -0.01 

Fonte: O autor 

 

 Verifica-se que não há diferença significativa entre os valores de deslocamento 

dos sinais do PCUM e das ciclodextrinas nas amostras puras ou dos complexos, 

sejam estes obtidos por liofilização ou síntese mecanoquímica (Tabela 9). Assim não 

há evidencia por parte dos espectros de RMN de hidrogênio da formação dos 

complexos em solução. Entretanto, deve se salientar, que foram utilizados nas 

obtenções desses espectros proporções 1:1, CD:PCUM. Dependendo dos valores de 

constante de associação desses complexos constatar qualquer modificação no 

espectro de RMN de hidrogênio pode ser uma tarefa difícil: se a constante for muito 

baixa, em torno de 10, então praticamente não haverá modificação na propriedade 

observada no espectro, no caso o deslocamento químico. Com isso em mente 

procedeu-se a realização de experimentos RMN DOSY 2D utilizando amostras 

liofilizadas do PCUM com HpaCD e HpBCD como forma de se obter os coeficientes 

de difusão para calculo da constante de associação. Considerou-se, inicialmente, a 

razão estequiométrica 1:1 nos complexos.  O desenvolvimento teórico para a 

obtenção da constante de associação a partir dos coeficientes de difusão está descrito 

previamente no capítulo 2.3.1.3, na seção de resultados e discussão sobre o RMN 

DOSY. Os valores de coeficiente de difusão e constante de associação são 

apresentados na tabela 10. Verificaram-se valores na ordem de 10, o que segundo a 

literatura (Hirose, 2012) necessitaria uma razão de 1:10 entre 

[convidado]:[hospedeiro] para verificar modificações no espectro de RMN. 

Adicionalmente salienta-se que o complexo com a alfa ciclodextrina apresentou 
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constante de associação menor do que com a beta ciclodextrina. (6,54 e 16,59). Esses 

valores podem ser comparados com valores que constam em uma base de dados 

criada a partir de machine learning (Tahil et al. 2023) que relaciona valores de 

constante de equilibrio de complexos com ciclodextrinas em meio aquoso. 

Considerando a estrutura de PCUM os valores para alfa e beta ciclodextrina são de 

34,63 e 466,42, respectivamente. Verifica-se, portanto, correspondência entre os 

valores experimentais e previstos por machine learning, uma vez que a 

betaciclodextrina apresenta valor de constante de equilibrio maior que a da alfa 

ciclodextrina. Por outro lado, os valores absolutos apresentam grandes diferenças 

entre si: isso pode ser explicado pelo fato do solvente utilizado experimentalmente 

(DMSOD6) ter sido diferente do que está na base de dados (água). Neste último 

esperava-se um valor maior, uma vez que o PCUM é muito menos solúvel em água 

do que em DMSO. Além disso, essas ciclodextrinas que constam na base de dados 

não são hidroxipropiladas. Quando pesquisada na base o valor da constante de 

equilibrio entre a ciclodextrina HpBCD e o PCUM obtem-se o valor de 321,17 que 

ainda assim é significativamente discrepante do valor experimental de 16,59. 

Novamente essa diferença se atribui aos diferentes solventes (DMSO x água). 

 

Tabela 10 - Coeficientes de difusão (D) e valor da constante de estabilidade (K) para os complexos 

obtidos por liofilização envolvendo as ciclodextrinas HpaCD e HpBCD. 

 D (x 10-10m2s-1) K 

PCUM 2,59 (Dlivre) - 

HpaCD em HpaCD:PCUM 0,95 (Denc) 
6,54 

PCUM em HpaCD:PCUM 2,39 (Dobs) 

    

HpBCD em HpBCD:PCUM 0,89 (Denc) 16,59 

PCUM em HpBCD:PCUM 2,16 (Dobs) 
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3.2.1.2 Espectrometria de massas 

 

No cálculo da constante de equilibrio a partir dos coeficientes de difusão obtidos 

no experimento DOSY foi considerado a razão estequiométrica hospedeiro:convidado 

de 1:1, entretanto, não havia comprovação experimental para tal. Dessa forma, 

procedeu-se a obtenção de espectros de massas com ionização por eletrospray. 

Foram analisadas as amostras: PCUM, as ciclodextrinas hidroxipropiladas 

individualmente, as amostras liofilizadas e as amostras moídas por 3h. (Fig 29 � 31) 

 

  



89 

 

 

Figura 29 - Espectro de massas para as amostras a) PCUM; b) HpaCD; c) Composto de inclusão com 

HpaCD moído; d) Composto de inclusão com HpaCD liofilizado. Setas indicam o íon molecular do 

PCUM em 366 m/z. asteriscos indicam os picos relacionados a HpaCD com o íon molecular. Insets: a 

região do íon molecular para o produto liofilizado e a região compreendida entre 1500 e 2000 m/z. 

 

 

Fonte: O autor 
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Figura 30 - Espectro de massas para as amostras a) PCUM; b) HpBCD; c) Composto de inclusão com 

HpBCD moído; d) Composto de inclusão com HpBCD liofilizado. Setas indicam o íon molecular do 

PCUM em 366 m/z. Inset: a região do íon molecular para o produto liofilizado 

 

 

Fonte: O autor 
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Figura 31 - Espectro de massas para as amostras a) PCUM; b) HpYCD; c) Composto de inclusão com 

HpYCD moído; d) Composto de inclusão com HpYCD liofilizado. Setas indicam o íon molecular do 

PCUM em 366 m/z. Inset: a região do íon molecular para o produto liofilizado 

 

Fonte: O autor 
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Na figura 29a verifica-se no espectro do PCUM a presença do íon molecular associada 

a Na+ em m/z = 366. Na figura 29b verifica-se os picos relativos a HpaCD com 

diferentes substituições, cujos sinais mais intensos estão em m/z = 1169,38; 1227,69 

e 1285,89. Por outro lado, na figura 29c relativo a amostra moída, além dos picos do 

PCUM e da HpaCD aparecem picos na região de m/z = 1500 � 2000, com uma 

distribuição de picos de forma semelhante a da HpaCD pura e com picos mais 

intensos em m/z = 1512,39; 1570,59 e 1628,69. Verifica-se em relação aos picos 

correspondente da ciclodextrina pura uma diferença de massa de aproximadamente 

343, o que corresponde a massa molecular do PCUM. Portanto, os picos entre m/z = 

1500 � 2000 observados na figura 29c são relativos ao complexo HpaCD-PCUM com 

razão estequiométrica 1:1. O mesmo verifica-se para a figura 29d, relativa a amostra 

liofilizada. A tabela 9 mostra a relação desses picos conjugados ao íon molecular e 

suas respectivas intensidades. Por fim, verifica-se que tanto na firura 29c quanto na 

figura 29d a presença do pico em m/z = 366 relativo ao PCUM. 

 

Tabela 11: Picos relativos a HpaCD e conjugados ao íon molecular do PCUM para as moléculas 

HpaCD; complexo obtido por liofilização com HpaCD; complexo obtido por moagem com HpaCD. 

Amostra picos 

(m/z) 

Intensidad

e 

picos 

(m/z) 

Intensidade picos 

(m/z) 

Intensidade 

HpaCD 1169,38 213784 1227,69 216381 1285,89 136299 

Complexo 

Liofilizado 1512,39 3660 1570,59 4772 1628,89 4564 

Complexo 

Moído 1512,39 3010 1570,6 4660 1628,9 4225 

 

 Na figura 30b verifica-se os picos relativos a HpBCD com diferentes graus de 

substituição em m/z = 1200-1700. Na figura 30c relativo à amostra moída verifica-se 

os picos do PCUM e da HpBCD, porém, não há qualquer indício de picos relativos ao 

complexo hospedeiro-convidado. Na figura 30d, tem-se analogamente, o mesmo 

resultado da figura 29c. Verifica-se para a amostra liofilizada, figura 30d, a presença 

do pico em m/z = 366, relativo ao PCUM com intensidade bem menor do que na 

amostra liofilizada com HpaCD. Isso está em consonância com o fato de, na presença 
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de HpBCD, ocorrer a agregação do PCUM em maior extensão, conforme indicado 

pelos resultados de RMN ¹H. Não há indícios por esta técnica da formação do 

complexo HpBCD-PCUM. 

 Na figura 31b verifica-se os picos relativos a HpYCD com diferentes graus de 

substituição em m/z = 1400- 1900. Na figura 31c verificam-se sinais do PCUM e da 

HpYCD, porém, da mesma forma que nas figuras 31c e 31d, não se observou nenhum 

sinal relativo ao complexo hospedeiro-convidado. A figura 30d, tem-se analogamente, 

o mesmo resultado que o obtido na figura 31c. Verifica-se para a amostra liofilizada, 

figura 31d, a presença do pico em m/z = 366 relativo ao PCUM, porém, com uma 

intensidade ainda menor do que a verificada para a amostra liofilizada com HpBCD, 

na figura 30d. Isso também corrobora o resultado observado no espectro de RMN de 

hidrogênio onde, a associação do PCUM com HpYCD provoca uma maior possível 

agregação da molécula do que a observada com HpBCD. Não há indícios por esta 

técnica da formação do complexo HpYCD-PCUM. 

 

3.2.2 Caracterização em fase sólida 

 

 As amostras obtidas via liofilização e moagem por 3h foram primeiramente 

caracterizadas por difratometria de raio-x método do pó. (Fig.32 � 34) 

 Como forma de melhor concluir a partir dos resultados as análises dessas 

amostras foram comparadas com amostras controle, neste casos perfis do pcum, das 

ciclodextrinas alfa beta e gama hidroxipropiladas e das respectivas misturas 

mecânicas cotendo ciclodextrina e PCUM (1:1). 
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Figura 32 - Difratogramas de raios X em pó das amostras: a) PCUM; b) HpaCD; c) Mistura mecânica; 

d) produto moído com HpaCD; e) produto liofilizado com HpaCD 

 

 
Fonte: O autor 
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Figura 33 - difratogramas de raios X em pó das amostras: a) PCUM; b) HpBCD; c) Mistura mecânica; 

d) produto moído com HpBCD; e) produto liofilizado com HpBCD 

 

Fonte: O autor 
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Figura 34 - Difratogramas de raios X em pó das amostras: a) PCUM; b) HpYCD; c) Mistura mecânica; 

d) produto moído com HpYCD; e) produto liofilizado com HpYCD 

 

 

Fonte: O autor 

 

 Nas figuras 32b, 33b e 34b verifica-se os perfis de difração das ciclodextrinas 

HpaCD, HpBCD e HpYCD respectivamente. Nesses perfis verificam-se apenas arcos 

amorfos relativos a essas ciclodextrinas derivatizadas. Nas figuras 32c, 33c e 34c, 

observa-se os perfis de difração das misturas mecânicas contendo PCUM e HpaCD, 
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HpBCD e HpYCD, respectivamente. Nesses perfis é possível observar os arcos 

amorfos relativos as ciclodextrinas e também as reflexões do PCUM presentes. Nas 

figuras 32d, 33d e 34d, dos perfis de difração das amostras moídas com HpaCD, 

HpBCD e HpYCD observa-se um perfil de difração bem semelhante com os das 

respectivas misturas mecânicas, com os arcos amorfos das ciclodextrinas e os picos 

relativos ao PCUM presentes, porém, estes último com intensidades mais baixas e 

mais largos. Esse fato se deve a natureza da obtenção dessas amostras, uma 

extensiva moagem que leva a uma amorfização desses sinais. Nas figuras 32e, 33e 

e 34e, relativas aos perfis de difração das amostras liofilizadas com HpaCD, HpBCD 

e HpYCD, respectivamente, nota-se perfis de difração semelhantes ao das 

ciclodextrinas sozinhas, contendo apenas os arcos amorfos e sem a presença das 

reflexões relativas ao PCUM. Isso é um sinal da obtenção dos complexos por esse 

método, com a ressalva de que, pelos ensaios em fase líquida, constatou-se que para 

os produtos com as ciclodextrinas HpBCD e HpYCD houve uma possível agregação 

do PCUM e, portanto, a ausência das reflexões do PCUM verificada pela técnica DRX 

não seria uma comprovação da formação do complexo com essas ciclodextrinas. 

 

 Foram realizadas análises termogravimétricas (TG) e termodiferenciais (ATD) 

como parte da caracterização em fase sólida. A figura 35 mostra as curvas para as 

amostras liofilizadas e para os controles: o PCUM e as misturas mecânicas. A tabela 

10 relaciona os valores de temperatura relativo aos processos e as respectivas perdas 

de massas.  
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Tabela 12 - Temperaturas e % em massa do processo de perda de massa para as amostras liofilizadas 

e seus controles. 

Amostra ΔT (oC) Perda de massa (%) 

PCUM 248,72 � 368,97 95,82 

MM HpaCD 242,68 � 353,87 73,55 

MM HpBCD 244,36 � 292,66 4,34 

292,66 � 348,85 71,47 

MM HpYCD 280,75 � 347,84 73,54 

Liofilizado HpaCD 181,59 � 286,84 4,31 

286,84 � 378,20 72,81 

Liofilizado HpBCD 228,50 � 375,21 77,68 

Liofilizado HpYCD 235,11 � 390,11 80,75 

 

A partir da curva de ATD do PCUM verifica-se um pico endotérmico relativo ao 

processo de fusão em 223,22oC. Esse sinal também se encontra presente nas curvas 

de ATD da mistura mecânica com a HpaCD e HpBCD, porém, com menores 

intensidades do que para o pcum.  Por outro lado, para a mistura mecânica com a 

HpYCD não se verifica sinal algum. A ausência de sinal relativo ao processo de fusão 

da molécula convidada pode ser um sinal de que houve o processo de inclusão. 

(Zanetti et al. 2023; Udrescu et al. 2015). Isso pode ser verificado para a amostra 

liofilizada com HpaCD e HpBCD, entretanto para a amostra liofilizada com HpYCD 

conforme já discutido anteriormente, não há a presença significativa do PCUM, além 

de estar presente o produto de degradação. Em contraste na mistura mecânica com 

essa ciclodextrina pode ter sido formado o composto de inclusão. Uma vez que, como 

afirmado acima, houve o desaparecimento do pico de fusão do PCUM. 

Com relação as curvas de TG (todos os dados de temperaturas e perdas de 

massa se encontram na tabela 12), o PCUM apresenta perda de massa de 95,82% 

entre 248,72 oC e 368,97 oC. Para a mistura mecânica com HpaCD verifica-se uma 

perda de massa de 73,55% entre 242,68 oC e 353,87 oC. Esta perda de massa está 

associada a dois picos endotérmicos na curva de ATD localizados em 296, 85 oC e 

310,44 oC. paralelamente, a amostra liofilizada com HpaCD, o perfil de perda de 

massa é diferente: nesse caso houve uma primeira perda de massa de 4,31% entre 

as temperaturas 181,59 oC a 286,84 oC, e uma segunda perda de massa de 72,81% 



100 

 

 

entre as temperaturas 286,84 oC a 378,20 oC. As perdas de massa estão associadas 

a dois picos na curva de ATD localizados em 308,68 oC e 343,88 oC. verifica-se q as 

curvas de TG e ATD nesse intervalo de temperatura para essas amostras são 

diferentes, o que significa dizer que a amostra liofilizada não reproduz a mistura 

mecânica. Para a mistura mecânica com a HpBCD verifica-se uma perda de massa 

de 71,47% entre as temperaturas de 244,36 oC a 292,66 oC. A perda de massa está 

associada a um pico na curva de ATD localizado em 309,93 oC. Por outro lado a 

amostra liofilizada com HpBCD há uma perda de massa de 77,68% entre as 

temperaturas de 228,50 oC  e 375,21 oC . Esta perda de massa está associada a dois 

picos na curva de ATD localizados em 317,61 oC  e 339,33 oC , o que faz com que o 

comportamento térmico seja diferente em relação a mistura mecânica. Estes 

resultados também levam a conclusão análoga que a para a amostra liofilizada com 

HpaCD, ou seja, não se trata de uma mistura mecânica. Por fim, para a mistura 

mecânica com HpYCD verifica-se uma perda de massa de 73,54% entre as 

temperaturas de 280,75 oC a 347,84 oC, está perda de massa está associada a um 

pico na curva de ATD em 303,23 oC. Para a amostra liofilizada com HpYCD verifica-

se uma perda de massa de 80,75% entre as temperaturas de 235,11  oC a 390,21 oC. 

na curva de ATD se encontram dois picos relativos a essa perda de massa localizados 

em 317,99 oC e 345,47 oC. As curvas de TG e ATD para a amostra liofilizada com 

HpYCD mostram que essa amostra é diferente da mistura mecânica, porém, o 

comportamento térmico se assemelha ao da HpYCD pura, pois, como visto 

anteriormente, a quantidade de PCUM restante nessa amostra é, possivelmente, bem 

baixa e a amostra majoritariamente tem HpYCD na sua composição. 

 Como já discutido em outras técnicas, também foram sintetizadas amostras 

moídas e a formação dos compostos de inclusão foi avaliada para os tempos de 

moagem de 3h e 12h pelas técnicas de TG e ATD. As curvas estão presentes na figura 

36 e os dados de perdas de massa e temperaturas se encontram na tabela 13. 
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Tabela 13 - Temperaturas e % em massa do processo de perda de massa para as amostras moídas. 

Amostra ΔT (oC) Perda de massa (%) 

Moído HpaCD 3h 242,06 � 376,35 75,70 

Moído HpaCD 12h 242,37 � 274,13 1,77 

274,13 � 375,34 71,18 

Moído HpBCD 3h 242,86 � 376,95 79,55 

Moído HpBCD 12h 237,05 � 272,43 2,14 

272,43 � 375,75 78,18 

Moído HpYCD 3h 255,09 � 380,16 75,29 

Moído HpYCD 12h 268,92 � 379,76 75,52 

 

De forma geral, verifica-se nas curvas de ATD que o pico de fusão do PCUM 

em ~223 oC sofre perda de intensidade a medida que o tempo de moagem aumenta 

de 3 para 12 horas para todas a ciclodextrinas. Especificamente para HpYCD verifica-

se que somente para 12h de moagem o pico relativo a fusão do PCUM desaparece, 

conforme mostrado na mistura mecânica (Fig. 36d). Com relação as curvas de TG 

verifica-se que a curva para a amostra moída 3h com HpaCD é análoga a da sua 

mistura mecânica correspondente (Fig. 36b); a evolução para 12h provoca uma 

mudança no perfil de perda de massas conforme verificado na tabela 11. Por outro 

lado, para a HpBCD, verifica-se que a amostra moída por 12h tem o perfil análogo a 

da sua mistura mecânica correspondente (Fig. 36c). Por fim, para HpYCD, verifica-se 

que a curva de TG mantém a forma tanto para a moagem de 3h quanto para a 

moagem de 12h, que por sua vez, é análoga a da sua mistura mecânica 

correspondente. Como o preparo das misturas mecânicas foi diferente do preparo das 

amostras moídas, uma vez que o primeiro se deu de forma manual em almofariz de 

ágata e a moagem se deu em um moinho de bolas, verifica-se que este segundo 

processo pode ter sido mais brando do que a simples mistura mecânica. Por exemplo, 

os dados evidenciaram que para a HpBCD e HpYCD é necessário um tempo de 12h 

de moagem para que as curvas de TG e ATD tivessem perfis semelhantes aos das 

suas misturas mecânicas (Fig. 36c e 36d). 
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4. CONCLUSÕES E PERSPECIVAS FUTURAS 

 

4.1 CONCLUSÕES 

 

A espectroscopia de RMN de hidrogênio aponta para a formação do complexo 

com a inclusão da porção bromofenil de CHC na cavidade da ciclodextrina. 

Estudos de espectroscopia UV-Vis usando o método de Job, e o método de 

Benesi-Hildebrand mostraram que a razão molar da interação entre CHC:HpBCD é 

1:1. Experimentos DOSY mostraram que a constante de associação é 61. 

As análises de TG e ATD sugeriram maior eficiência para formação do 

complexo pelo método mecanoquímico e liofilização. As caracterizações dos produtos 

sólidos por DRX e FTIR corroboraram que a inclusão ocorreu, ainda que parcialmente, 

pelas três rotas sintéticas. As visualizações de MEV mostraram homogeneidade para 

a distribuição do elemento Br apenas para a amostra moída. 

Os ensaios biológicos anti-epimastigota mostraram uma eficácia superior dos 

complexos CHC:HpBCD em comparação com o CHC isolado. Neste aspecto a melhor 

amostra foi o complexo calcinado. A utilização de menor quantidade de CHC foi 

proporcionada a partir da complexação com ciclodextrina, através da melhoria da 

solubilidade do CHC. 

Os espectros de RMN de hidrogênio apontam para a constante de formação 

entre o produto formado entre PCUM e HpaCD e HpBCD como sendo 6,54 e 16,59, 

respectivamente. Embora os valores sejam significativamente diferentes daqueles 

obtidos via machine learning os dois conjuntos convergem no sentido de mostrar a 

interação com a forma beta como a mais efetiva. 

 Esses ensaios de RMN de hidrogênio também apontaram uma modificação 

química do PCUM a partir da interação com as ciclodextrinas que possivelmente é 

oriunda de uma agregação dessa molécula. Esse efeito está diretamente ligado ao 

tamanho do tórus das ciclodextrinas. Este efeito não foi verificado para as amostras 

moídas. 
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 Os ensaios de espectrometria de massas mostraram sinais da HpaCD e 

vinculados ao íon molecular do PCUM para as amostras moída e liofilizada. Este 

resultado sugere a formação do complexo somente com esta ciclodextrina. 

 Os difratogramas apontam para a formação do complexo para os produtos 

liofilizados (HPaCD e HPbCD) e a formação parcial do complexo para os produtos 

moídos.  

 A análise térmica mostrou diferenças entre as curvas ATD dos complexos 

liofilizados utilizando HpaCD e HpBCD; e as das respectivas misturas mecânicas. 

Nesse sentido verificou-se a diminuição/desaparecimento do pico de fusão do PCUM 

com a complexação. No caso do complexo liofilizado utilizando HpYCD não se 

verificou o pico de fusão do PCUM devido ao fato de muito pouco dessa molécula ter 

sido associada a ciclodextrina. Para as amostras moídas utilizando HpaCD; HpBCD e 

HpYCD as análises de ATD mostram que um maior tempo de moagem leva a uma 

diminuição do pico de fusão do PCUM, o que leva a crer que, para estas amostras um 

maior tempo de moagem leva a uma complexação mais efetiva. 

 

4.2 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Obtenção de compostos de inclusão com outras ciclodextrinas com diferentes 

substituintes como as ciclodextrinas metiladas (R=CH3), ciclodextrinas sulfatadas (R= 

SO3
-Na+) e as ciclodextrinas nativas. 

 Testar outros veículos moleculares para essas mesmas moléculas como 

argilas aniônicas. 

 Realização de testes biológicos nos compostos de inclusão com a cumarina 

modificada (PCUM). 

 Obtenção e caracterização de compostos de inclusão do Benznidazol com 

ciclodextrinas e realização posterior dos testes biológicos, como forma de comparar 

com os dados obtidos na presente tese. 
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inside the parasite causing its death [6]. These drugs, how- 

ever, have adverse effects, high toxicity, low bioavailability, 

low solubility, and, in the chronic phase of the disease, pre- 

sent low efficacy against the parasite. Therefore, there is a 

need for studies of new molecules [4, 9]. 

Chalcones, open-chain flavonoids naturally occurring in 

several plants, are known for their anti-inflammatory, anti- 

oxidant, and even antiparasitic action. For this reason, are 

the target of studies in the search of a possible new molecule 

with activity against T. cruzi [10�13]. The drug candidate 

molecule present in this work is a modified chalcone (Fig. 1) 

with anti-T. cruzi activity. 

In addition to the design of new molecules, it is also nec- 

essary to consider strategies such as drug delivery systems, 

whereas around 40% of drugs are insoluble [14]. 

There are several strategies used in drug delivery systems 

in the literature. Vital de Oliveira et al. [3] describe the use 

of Curcubit [7] uril, a macrocycle with capacity for encap- 

sulation of neutral and cationic species as an alternative to 

the low solubility of Benznidazole. Barcellos et al. [15] use 

nanoprecipitation in their work to encapsulate ursolic acid 

in poly-Ɛ�caprolactone to combat chagas disease. Mazzeti 

et al. [2] cited self-emulsifying drug delivery systems 

(SEDDS) as a mean of circumventing the solubility problem 

of the Benznidazole. Amaral et al. [16] used polyvinyl alco- 

hol films as a molecular vehicle for benznidazole. Bezerra 

et al. [17], in his work, used cocrystals of salicylic acid as a 

mean of improving the solubility of drugs. Arrua et al. [18] 

cited the solubility difficulties of benznidazole and nifurti- 

mox and reinforced the important role of the encapsulation 

of these molecules, with highlights for molecular vehicles 

based on lipids and cyclodextrins. 

Cyclodextrins, oligosaccharides composed of α-(1,4) 

glucopyranose, are macrocycles widely used for the forma- 

tion of host�guest complexes with lipophilic drugs due to 

its toroidal shape and hydrophobic interior thereby increas- 

ing the solubility of encapsulated due to its hydrophilic 

environment outside cavity [19�21]. Cyclodextrins are 

 
Br 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 Modified chalcone (CHC) 

used extensively as a molecular vehicle for insoluble drugs, 

including for Chagas diseases treatment [22�24]. 

The present work presents a study of the encapsulation 

of the anti-Chagas drug (CHC) in 2-hydroxypropyl-beta- 

cyclodextrin (HpBCD). The objective of this work is to 

obtain this host�guest complex by three different synthetic 

routes and characterize the possible inclusion complexes 

formed using techniques such as powder X-rays diffraction 

(PXRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), 

thermogravimetric analysis (TGA), UV electronic spectros- 

copy (UV�vis) and 1H NMR spectroscopy. Also biological 

tests toward anti-parasitic activity involving the application 

of inclusion complexes are also reported. 

 

Materials and methods 

In solution UV�vis spectrophotometry 
characterization 

 
To find the stoichiometric ratio between CHC (G) and 

HpBCD (H), the continuous variation method (Job�s plot) 

was used [25, 26]. Using 1:1 acetonitrile/water as solvent, 

11 samples were prepared, each one containing a total H + G 

of 1 × 10−7 mol in 2 mL of solution hence varying the molar 

fraction of CHC from 0 to 1 without changing the total num- 

ber of moles. The study was made in duplicate samples. 

Uv�vis spectra were obtained from them. 

The host�guest (HG) stoichiometry ratio was also 

obtained from the Benesi�Hildebrand model [27] adjusted 

to experimental data. The apparent association constant 

between HG species was calculated using this graphical 

relationship. In this set of experiments, 1:1 acetonitrile: 

water was employed as solvent. Each sample had 2 mL of 

the solution. In this study, 20 samples were prepared vary- 

ing the concentrations of HpBCD from 1 × 10�5 mol L−1 

to 2.5. 10�3 mol L−1, with a fixed concentration of CHC 

of 1 × 10�5 mol L−1 in each sample. UV�vis spectra were 

obtained from the samples. 

The electronic spectra of ultraviolet�visible absorption 

(UV�vis) were obtained by spectrometer Varian model Cary 

1E. The samples were analyzed in quartz cuvettes with 1 cm 

of the optical path and were measured in the 200 to 900 nm 

range. 

 
1H NMR spectroscopy characterization 

The 1H NMR spectra were obtained using a Bruker 400 

MHzXRD-400 spectrometer. The samples were prepared in 

glass tubes using 10 mg of material and 0.6 mL of deuter- 

ated dimethyl sulfoxide (DMSO), with tetramethylsilane of 

internal standard. 

O 
O 

O 
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Pulse field gradient (PFG) NMR spectra were acquired 

using a pulse gradient stimulated echo using bipolar gradient 

pulses for diffusion. Diffusion coefficients were measured 

by incrementing the amplitude of the field gradient pulses 

in eight steps (0.68�13.62 G cm−1). The duration of the field 

gradient pulse (10 ms) and the diffusion time (20 ms) were 

constant. 

Solid state host�guest complex synthesis 

 
The host�guest complex CHC:HpBCD was obtained by 

three different routes: lyophilization, grinding method, and 

calcination method. 

For lyophilization, 10 mg of CHC were added to a 50 mL 

of 7.5 × 10�1 mol L−1 HpBCD aqueous solution under stir- 

ring for 24 h at 25 °C. The solution was then lyophilized 

until a white powder remained. 

In the grinding method, 150 mg of a 1:1 CHC:HpBCD 

ratio mixture was placed in a ball mill. This mixture 

remained for 3 h in the grinding process. 

In the calcination method process, 150 mg of a 1:1 

CHC:HpBCD was calcinated at 180 °C for 3 h. Each sam- 

ple was characterized by powder X-rays diffraction (PXRD), 

Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy and/or dif- 

ferential thermogravimetric (DTG) analysis. 

Solid state complex characterization 

 
The FTIR spectra were obtained in spectrometer Nicolet 

Magna-IR 760 with 16 accumulations and 4 cm−1 of resolu- 

tion in the region of 4,000�400 cm−1. The samples were pre- 

pared in KBr tablets in a proportion of 100:1 w/w between 

salt and sample. 

The powder x-rays diffractograms were obtained with an 

equipment Rigaku, model Ultima IV, with high-frequency 

X-ray generator (3 kW), Cu X-ray tube (λ = 1.5418,), nor- 

mal focus (2 kW), Universal Theta-2Theta goniometer with 

185 mm radius, fixed slots, and Kβ Ni Filter, with a voltage 

of 40 kV and a current of 20 mA. Ranges from 5º < 2θ < 80º, 

with 0.05° step and time per step of 1 s, were used. 

The images of scanning electron microscopy (SEM) were 

obtained in a JEOL JSM�6510LV microscope (Jeol tech- 

nics Ltd, Tokyo, Japan) operating at a voltage of 5 kV. 

The thermogravimetric curves were obtained by a SHI- 

MADZU analyzer, model DTG60, heating 10�15 mg of the 

sample at defined temperature intervals with a heating speed 

of 5° C min−1, under a flow of 50 mL min−1 of argon. 

Computational method 
 

The optimized structure and the theoretical FTIR of CHC 

were obtained using DFT/B3LYP level of theory. The hybrid 

method Becke- 3-Parameter-Lee�Yang�Parr (B3LYP) [28] 

with a 6�311G * basis set was used in the Spartan 10 pro- 

gram [29]. 

Biological assays 
 

Cytotoxicity to mammalian cells 

 
LLCMK2 (Kidney Epithelial Cells of Macaca mulatta, 

CCL-7, ATCC, USA) cell line was maintained in Dulbec- 

co�s Modified Eagle�s medium (DMEM), and it was sup- 

plemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Invitrogen), 

2 mM L-glutamine, 100 IU mL−1 penicillin, 100 μg mL−1 

streptomycin, 1% tylosin and 5% CO2 at 37 ºC. The mam- 

malian cells, 2.5 × 105 cells mL−1, were cultured into 96-well 

plate for 24 h [30]. Non-adherent cells were removed by 

washing with sterile PBS. The medium containing differ- 

ent concentrations of CHC and the HpBCD:CHC com- 

plexes (3.12�400 μg m−1L) was added to each well, and 

the plates were incubated for more 48 h. Cells cultured in 

growth medium alone were used as control. Cell viability 

was determined by the reduction in the tetrazolium salt (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium 

bromide�MTT (Merck, Germany) method, following the 

manufacturer�s recommendation. The 50% cytotoxic con- 

centration (CC50) that corresponds to the concentration of 

compounds needed to inhibit the viable cells up to 50% was 

calculated by regression analysis. The selectivity index (SI) 

was calculated using the equation: SI = CC50/IC50, where 

IC50 corresponds to the minimal concentration of the com- 

pounds that cause 50% of antitrypanosomal activity [30]. 

Trypanosoma cruzi maintenance 

 
Trypanosoma cruzi Y strain was used in all assays. Epimas- 

tigotes were maintained by weekly transfers in liver infusion 

tryptose (LIT) medium [31] and supplemented with 10% of 

heat-inactivated FBS at 28 ºC. The cells obtained from 4-day 

incubations were used in the assays. 

Effect on the growth of epimastigotes 
 

Epimastigotes (1.0 × 106 cells mL−1) in the exponential 

growth phase were inoculated into a 24-well plate contain- 

ing LIT-FBS medium with different concentrations of com- 

pounds (6.25�100 μg mL−1). The cultures were incubated at 

28 ºC, and cell growth was estimated by direct counting in 

a hemocytometer (Improved Double Neubauer) after 72 h. 

Wells containing growth medium alone and medium plus 1% 

DMSO were used as controls. The samples used in the test 

were CHC and HpBCD:CHC complexes obtained by calci- 

nation, lyophilization, and grinding. Stock solutions of the 

respective samples were prepared in DMSO with an initial 

concentration of 1000 μg mL−1. The results were expressed 
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as the minimal concentration of the compounds that cause 

50% (IC50Epi) of growth inhibition compared to the untreated 

control. 

 
Results and discussion 

In solution characterization 1H NMR 

spectroscopy 

From the chemical shift variations obtained in the 1H-NMR 

spectroscopy study, it is possible to determine the most 

affected hydrogens between the two species in the forma- 

tion of the host�guest complex and understand the topology 

of this inclusion. 

In the present work, samples were prepared considering 

samples HpBCD:CHC ratios of 5:1 and 10:1 for monitor- 

ing CHC hydrogens chemical shifts. Changes of chemical 

shifts for these samples were considered relative to the pure 

CHC (Fig. 2). 

The 1H NMR spectra of �free� and complexed CHC 

(Fig. 2, Table 1) show that all CHC protons underwent a 

shielding effect in the presence of HpBCD. However, the 

most affected signals with the presence of cyclodextrin were 

the hydrogens of the bromophenyl moiety (H3"; H5"; H2"; 

H6") and the olefin hydrogens close to this aromatic ring 

(H2'; H3'). This result suggests that the inclusion of the mol- 

ecule occurs through this part of the structure. This result is 

supported by the literature. Liu et al. [32] studied the forma- 

tion of a complex between cyclodextrins and carvacrol, a 

potent antibacterial. Analysis of the 1H-NMR spectra shows 

 

Fig. 2 1H NMR spectra of: 

a CHC; b solution contain- 

ing HpBCD:CHC in 5:1 ratio, 

and c solution containing 

HpBCD:CHC in 10:1 ratio. 
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Table 1 1H NMR chemical 

shifts of CHC protons in free 
H assignment δ CHCfree δHpBCD 5:1 CHC ∆ δa δ 

 
HpBCD 10:1 CHC ∆ δa

 

and in HpBCD:CHC solutions H4 7.844 7.838 − 0.006 7.836 − 0.008 

7.823 7.817 − 0.006 7.815 − 0.008 

H3";H5" 7.605 7.599 − 0.006 7.587 − 0.018 

7.583 7.577 − 0.006 7.565 − 0.018 

H2";H6" 7.561 7.557 − 0.004 7.551 − 0.01 

7.539 7.535 − 0.004 7.529 − 0.01 

H3 7.522 7.519 − 0.003 7.516 − 0.006 

7.502 7.499 − 0.003 7.496 − 0.006 

7.482 7.478 − 0.004 7.475 − 0.007 

H2 7.308 7.302 − 0.006 7.297 − 0.011 

7.288 7.282 − 0.006 7.277 − 0.011 

H3';H2' 7.169 7.162 − 0.007 7.151 − 0.018 

7.129 7.122 − 0.007 7.110 − 0.019 

7.091 7.086 − 0.005 7.080 − 0.011 

H7 7.072 7.067 − 0.005 7.060 − 0.012 

7.064 7.059 − 0.005 7.054 − 0.01 

H6 7.054 7.043 − 0.011 � � 

7.044 7.039 − 0.005 7.033 − 0.011 

OCH3 4.018 4.011 − 0.007 4.006 − 0.012 

OCH3 3.752 3.745 − 0.007 3.739 − 0.013 
 

 

aΔδ = δ(complex) � δ(free) 

 

a shielding of the proton signals from the guest species with 

an emphasis on the hydrogen signals from the aromatic ring 

included in the cyclodextrin cavity. 

Thus, the results of the 1H-NMR spectroscopy suggested 

that the host�guest interaction occurred which is related to 

the shielding of aromatic CHC´s bromophenyl hydrogens as 

well as internal protons in the CDs cavity [33�35]. 

UV�vis spectroscopy 

 
For the determination of the host�guest stoichiometric ratio, 

the Job's plot was used, (Fig. 3) according to the procedure 

in the experimental section, monitoring the UV band at 

295 nm assigned as the π-π* transition of the CHC molecule 

[36]. In Fig. 3, it is possible to observe that the maximum 

point of the curve was relative to the 0.5 molar fraction of 

CHC. This result is related to a 1:1 HG molar ratio. 

should be kept in mind that these experiments were car- 

ried out in water/acetonitrile, a solvent in which CHC 

does not present good solubility. On the other hand, the 1H 

NMR experiments were carried out in DMSO-d6, a solvent 

in which CHC is much more soluble, which weakens the 

host�guest interaction. 

Difusion ordered spectroscopy (DOSY) 

 
In this way, DOSY experiments were carried out as a way to 

calculate the diffusion coefficients (D) of the complex and 

of the �free� CHC and thus, obtain the equilibrium constant. 

This calculation was performed as reported by Malta et al. 

[37]. 

The observed diffusion coefficient for the complex (Dobs) 

is a weighted average of the free (Dfree) and encapsulated 

(Dbound) CHC diffusion coefficients. 

For obtaining the association constant by UV�vis spec- 

trophotometric titration, the π-π* transition band at 295 nm 
D 

obs 
X 

free 
D 

free 
X 

bound 
D 

bound (1) 

was also probed. The Benesi�Hildebrand model was applied 

considering two models related to 1:1 and 1:2 guest�host 

interactions. The equations and linear graphs are given in 

the supplementary material. 

where the mole fractions of free and encapsulated CHC are 

Xfree and Xbound, respectively, and Xfree + Xbound = 1. Consider- 

ing a 1:1 stoichiometry: 

The linear adjustment considering 1:1 molar ratio pro- 
vided the highest R2 value (R2 = 0.9555) corroborating Job's K   

complex 
  (2) 

method. However, the calculated constant, presented a value 

of 2.3 (± 0.2). 105. This value, in view of the disturbances 

verified in the 1H NMR, seemed incoherent. However, it 

HpBCD CHC

where [complex], [HpBCD] and [CHC] are the con- 

centrations of the formed complex, HpBCD and CHC at 

= + 
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CHC

Fig. 3 Job�s plot for the interac- 

tion between HpBCD and CHC. 

In detail, the CHC UV�vis 

spectra 
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equilibrium, respectively. It can be deduced that the concen- 

trations of HpBCD and CHC are equal at equilibrium, so: 

complex 

Table 2 Diffusion coefficients (D) and stability constant value (K) for 

the inclusion complex 
 

 

D (× 10−10m2s−1) K 
 

 

K 

CHC 2 

(3) CHC 2.26 (Dfree) � 

HpBCD in HpBCD:CHC 0.885 (Dbound) 61 

S i n c e  [ c om  p l e  x]  = X b o u n d  [ C H C ]  0 an d  

[CHC] = Xfree[CHC]0. 

CHC in HpBCD:CHC 2.1 (Dobs)  

X 
K 

bound CHC 0 (4) experiments in which the measured property takes into 

X 
2 

free 0 
 

where [CHC]0 is the initial concentration of CHC (2.43. 

10�3 mol L−1) can modify Eq. 4 and it can be deduced for: 

105X 

account the non-covalent modifications undergone by the 

entire CHC molecule. In addition to this, the differences of 

solvent system and of physical principles of the techniques 

used in the determination of the association constant also 

help to explain the discrepancy between the values. Addi- 
K =

 bound 

X2 
free 

(5) tional UV experiments using DMSO as the solvent and the 

Benesi�Hildebrand method indicated a binding constant of 

From Eq. 5, Eq. 1 and with the data of D in Table 2, it 

is possible to arrive at the value of the association constant 

for this complex of 61. 

As can be seen, the constant value obtained from the 

DOSY experiments is 3 orders of magnitude smaller than 

the value obtained from UV�Vis spectroscopy. It should 

be noted that according to this last technique only one 

wavelength was evaluated, which only takes into account 

the disturbance that a part of the CHC molecule undergoes 

with complexation with cyclodextrin; unlike the DOSY 

the same order of magnitude as that obtained in the DOSY 

experiments (Fig. S4). 

Solid state characterization of host�guest complex 
 

Thermogravimetric analysis 

 
The thermogravimetric analysis is an important tool for 

the understanding and characterization of the obtained 

complex. Initially, TG/DTG curves (Fig. 4) were obtained 

for three samples: CHC, HpBCD, and the physical mixture 

A
bs
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Fig. 4 TGA (blue) and DTG (red) curves for the samples: a CHC; b 

PM; and c HpBCD 

Temperature/°C 

 
Fig. 5 TGA (blue) and DTA (red) curves for the samples: a PM; b 

Grinded product; c lyophilized product; and d calcinated product 

 

(PM). It can be observed for temperatures under 100 °C, 

a mass loss for HpBCD and PM samples assigned as 

water loss [38]. These water molecules are those inside 

the HpBCD cavity, which is present in both samples. 

The CHC and HpBCD samples had each their highest 

mass loss in the temperature intervals of 280 °C�375 °C 

and 300 °C�360 °C, respectively. The PM sample had 

a different mass loss profile, losing significant content 

at lower temperatures than the other samples, between 

280 °C�350 °C. These mass losses are mainly relative 

to the release of volatile organics from the CD scaffold 

[39]. An explanation for this result can be given by the 

in situ formation of inclusion complex between CHC and 

HpBCD, present in the PM: Upon heating, firstly there is 

The peak related to the decomposition of the lyophi- 

lized and grinded material is shifted to higher tempera- 

ture values (337° and 336 °C, respectively, Table 3) in 

relation to the PM and calcinated product (305° and 

317 °C, respectively, Table 3). Regarding the tempera- 

ture range of the event, there is a greater amplitude for 

the PM (ΔT = 70 °C, Table 3), since, in large part, it is 

the decomposition of CHC added to the decomposition 

of HpBCD. The calcinated product also shows a simi- 

lar behavior regarding this thermal event (ΔT = 54 °C, 

Table 3). In contrast, lyophilized and grinded materials 

 
Table 3 Temperatures from mass loss process and decomposition 

peak 
the melting of CHC at 162 °C [40] followed by the contact    

between reagents before decomposition of both host and 

guest, enabling the formation of CHC-HpBCD host�guest 

complex, which would have a different TG/DTG profile 

from those for free HpBCD and CHC. 

These results from TG/DTG analysis enabled the pro- 

posed preparation of the inclusion complex using the Cal- 

Tinitial/°C Tfinal/°C ΔT/°C Decom- 

position 

peak/°C 

Calcinated product 292 346 54 317 

Lyophilized product 322 368 46 337 

Grinded product 320 363 43 336 

cination method. 
Complementarily, thermogravimetric (TG) and ther- 

Physical Mixture 

(PM) 

280 350 70 305 

modifferential analysis (DTA) of the samples with possible 

inclusion complexes were performed. (Fig. 5). 

CHC 268 380 112 355 

HpBCD 302 364 62 338 
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present a thermal decomposition event with a smaller 

temperature range (ΔT = 46° and ΔT = 43 °C, respec- 

tively). This result, added to the displacement of the 

peaks, as previously mentioned, allows classifying these 

last materials as more promising for the formation of the 

inclusion complex. 

Scanning electron microscopy (SEM) 

 
SEM visualizations (Fig. 6) were performed in order to 

obtain the microanalysis from the characteristic x-rays at dif- 

ferent points of the sample. The EDS spectra were obtained 

with the aim of researching the element bromine since it is 

present in the CHC structure. From the comparison of differ- 

ent regions, the homogeneity of the sample could be verified 
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Fig. 6 SEM visualizations and EDS spectra in the points 1, 2 and 3 for a PM; b calcinated product; c lyophilized product; and d grinded product 
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and inferences about the formation of inclusion compounds 

were made. 

It was verified for Fig. 6a, referring to the PM, that there 

is heterogeneity in terms of the distribution of bromine, con- 

ferred by the different peak intensities related to this element 

in the EDS spectrum at the three different points of the sam- 

ple. The same is verified in Fig. 6b, for the calcinated sam- 

ple, and Fig. 6c, for the lyophilized sample. However, for the 

grinded sample (Fig. 6d), it was observed a spectrum with 

intensities close to the bromine signal at the three points 

surveyed, allowing us to say that, for this sample, there is 

greater homogeneity. The presence of heterogeneity regard- 

ing the distribution of the element bromine observed for 

the previous samples is possibly related to the CHC phase 

segregation, which allows deducing that the inclusion was 

not as effective; differently, the grinded sample presented 

a homogeneity that allows us to say that the formation of 

inclusion compound was more effective for this sample. 

Powder X ray diffractometry (PXRD) 

 
Powder X-ray diffractograms were acquired for HpBCD; 

the physical mixture PM; and the grinding method and the 

calcinated products. (Fig. 7) With an amorphous nature, 

the HpBCD diffraction pattern shows two broad arcs with 

the maximum at 2Ɵ = 10.2° and 18.5° [41].The PM pat- 

tern contains defined and intense peaks in 2Ɵ = 5�30° 

corresponding to the CHC reflections. The calcinated 

product has an amorphous pattern similar to the HpBCD 

diffractogram,  but with very low-intensity peaks at 

2Ɵ = 11.78° and 24.44° (indicated in the XRD pattern 

Fig. 7d). These peaks are relative to the low crystallinity 

CHC. The grinded product from the grinding method has 

a similar pattern to the PM diffractogram. However, the 

reflections at 2Ɵ = 21.2°; 21.56°; 23.96°; 25.34° referring 

to CHC were much attenuated and peaks at 2Ɵ = 10.94°; 

25.7°; 26.0° are no more visible. These results suggest 

that the host�guest complex between CHC and HpBCD 

was partially formed for the grinding method. For the 

calcination method, the step of CHC fusion may have 

induced an amorphization of this phase together with 

HpBCD which probably led to no peaks at all. Concern- 

ing the lyophilization process, this method did not afford 

enough material to be characterized by PXRD hence only 

enabling characterization of correspondent inclusion 

complex via Fourier-transform infrared spectroscopy. 

FTIR analysis 

 
Using the SPARTAN 10 program, a simulated FTIR CHC 

spectrum was obtained to find a correlation of the signals 

obtained with the experimental spectrum. Based on the low- 

est energy conformer, the Lee-Yang-Par (B3LYP) correlation 

method of Density functional theory (DFT) with 6�311G * 

basis set was used [42�44]. 

The simulated spectrum shows a good match with the 

signals of the spectrum obtained experimentally. Table 4 

shows the comparison between the theory and the experi- 

mental signals. 

This method is in agreement with the result previously 

described by Albuquerque et al. [40] for CHC. In their 

work, the theoretical IR was obtained by the Lee-Yang-Par 

(B3LYP) correlation method of Density functional theory 

(DFT), and the DGTZVP basis set was used. Solvent effects 

were considered using the Polarized Continuum Method 

(PCM). 

FTIR spectra of PM, and inclusion complexes obtained 

from the lyophilization, grinding, and calcination method 

processes, underwent a mathematical subtraction operation 

from that of HpBCD spectra using the OMNIC software 

[45]. The results (Fig. 8) show evidence regarding whether 

the inclusion complex was formed or not. 

CHC and PM spectra are very similar (Fig. 8a, b) since 

PM is just a physical mixture of the two components of the 

complex. Therefore, without intimate interaction between 

these components, upon subtraction by the HpBCD spectrum 
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Table 4 CHC FTIR simulated and experimental 
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Fig. 7 Powder X-ray diffractograms from the samples: a HpBCD; b 

PM; c grinding product; d calcinated product 
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spectrum from that of the physical mixture hence enabling 

its application to the possible inclusion of complex samples. 

The lyophilized sample spectrum (Fig. 8f) shows heavily 

attenuated signals, related to the inclusion of the CHC in the 

HpBCD cavity since encapsulation brings restriction for the 

degrees of freedom of the guest [46, 47]. 

The calcinated product and the grinded product spectrum 

(Fig. 8d, e, respectively) show an attenuated collection of 

signals when compared with that of CHC, with remaining 

signals of CHC, though. 

For both samples, the band at 1604 cm−1 associated with 

the C = C stretching vibration also exhibits a significant loss 

of intensity. The band at 1672 cm−1 assigned as the C = O 

stretching vibration is attenuated in the grinded product 

spectrum but not visible in the calcinated product spectrum. 

The loss of intensity of the signals relatives to the CHC mol- 

ecule after spectra subtractions suggests that the inclusion 

complex was formed even partially. 

Evaluation of anti epimastigote activity and in vitro 

cytotoxicity of CHC and host host complexes 

 
The CHC and CHC:HpBCD complexes obtained by Calci- 

nation method, lyophilization and grinding methods were 

evaluated on the growth of epimastigote forms of the Trypa- 

nosoma cruzi and the viability of LLCMK2 cells. Except 

Fig. 8 Subtraction of FTIR spectra from the samples: CHC (a); PM 

(b); HpBCD (c); grinded product by grinding method (d); calcinated 

product (e); and lyophilized product (f). (*) CHC signals present in 

Table 4 

 
(Fig. 8c), it was obtained for PM a collection of signals that 

is very close to that of the CHC alone. This result shows 

the subtraction operation was successful in re-creating CHC 

for the lyophilized complex, all samples inhibited the 

growth of epimastigotes forms at non-toxic concentrations 

to LLCMK2 cells in vitro. The IC50 and CC50 values of the 

compounds ranged from 19.4 to 1386 μg.mL−1 and 206.4 to 

706.9 μg.mL−1, respectively (Table 5). 

As shown from Table 3, all CHC:HpBCD complexes 

showed a lower cytotoxicity profile on mammalian cells 

than free CHC, whereas the anti-epimastigote activity of 

 

Table 5 Antitrypanosomal activity on epimastigotes forms (IC50) of T. cruzi, toxicity (CC50) to LLCMK22 cells, and selectivity index (SI) of 

CHC and the host�guest complex HpBCD:CHC 

Sample CC 
a/μg.mL−1 IC b/μg.mL−1 SIc Relative IC d/ Relative SIe % CHC massf

 

50 50 

μg.mL−1
 

 

 

HpBCD 1: 1 CHC 

 
HpBCD 5: 1 CHC 

 
HpBCD 1: 1 CHC 

aValues of cytotoxicity concentration of 50% of LLCMK22 cells (CC50) 
bValues of inhibitory concentration of 50% of parasites (IC50) 
cSI selectivity index (CC50/IC50) 
dCalculated by IC50 × % CHC mass/100 
eCalculated by CC50/IC50 relative 
f% mass of CHC present in the complex HpBCD 

A
bs

or
ba

nc
e

 

50 

CHC 206.4 19.4 10.63 � � 100 

Calcinated complex 304.1 37.08 8.2 8.19 37.11 22.1 

Lyophilized complex 706.9 1386 0.51 74.84 9.44 5.4 

Grinded complex 419.2 81.92 5.11 18.10 23.16 22.1 
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the complexes was lower than free CHC. Regarding the 

SI values, the free CHC, the calcinated complex, and the 

grinded complex were relatively selective toward the epi- 

mastigote forms of T. cruzi than to the mammalian cells 

(SI > 4) [48�50]. 

However, these results can be more appropriately ana- 

lyzed if we consider the percentages of CHC mass (% CHC) 

in each sample since they have a different mass proportion 

of cyclodextrin. Considering that, we calculated the IC50 

value relative to % CHC in each sample (IC50 x % CHC 

mass/100), as well as the relative SI (CC50 / IC50 relative), 

as shown in Table 5. 

Thus, the analysis of the relative IC50 values (Table 5) 

revealed that the calcinated complex was twice as active 

as the free CHC (8.19 and 19.4 μg mL−1, respectively) 

and the grinded sample exhibited a CHC-like activity 

(18.10 μg mL−1). Regarding the relative selectivity index 

(Table 5), for calcinated complex it was evidenced much 

superior performance than for free CHC (37.11 and 10.63, 

respectively), with a similar result also obtained for the 

grinded complex (23.16). The results pointed out calcinated 

complex was the sample that significantly best improved 

the activity of CHC. However, previous characterization 

by TG/DTA and SEM/EDS showed this sample as present- 

ing heterogeneous composition. On the other hand, XRD 

characterization revealed a pattern without peaks which is 

related in this case to a dramatic lowering in crystallinity 

of CHC due to solid → molten → solid cycle during calci- 

nation. Therefore, �amorphisation� of CHC occurred with 

important consequences in increasing solubilization of the 

pharmaceutical, which explains the better result for the cal- 

cinated complex compared to the grinded one. Cyclodextrin 

is also important in the formulation, which is perceived by 

improved relative SIs for calcinated and grinded complexes 

in relation to that for CHC (Table 5); however, cyclodextrin 

in excess, as for lyophilized complex, seemed to be detri- 

mental to the activity of CHC, leading to the worst result 

presented (74.84 μg mL−1). 

These results corroborate the findings of previous stud- 

ies that demonstrated that the host�guest complexes using 

cyclodextrins provided improvements in trypanosomal 

activity. Nicoletti and collaborators [51] described that β-
lapachone has its trypanocidal potential improved when 

associated with HpBCD in a host�guest complex. Against 

the trypomastigote form of the parasite, the free β-lapachone 

showed IC50 and SI values of 2.1 μM and 0.05, respectively. 

In contrast, its complex with cyclodextrin showed IC50 and 

SI values 0.7 μM and 10.9, respectively. Similar results were 

reported by Barbosa and collaborators [52], who demon- 

strated that the IC50 values were 0.6 μM and 2.21 μM for the 

complex and the free β-lapachone, respectively. 

Furthermore, some authors also investigated and proved 

the antiparasitic activity of other host�guest complexes 

against T. cruzi, such as the anti-Chagas drug delivery sys- 

tem reported by Alcântara and collaborators [53] using 

essential oils and cyclodextrin. By the way, Li and collabo- 

rators [54] used a drug delivery system containing nanocar- 

riers based on polymers and benznidazole in the treatment 

against T. cruzi. They demonstrated the effectiveness of the 

complexation technique since the IC50 in amastigotes was 

3.51 μM and 33.07 μM for the complexed benznidazole and 

its free form, respectively. Besides, Rial and collaborators 

[55] demonstrated that the benznidazole associated with 

a nanocarrier based on copolymers derived from acrylic 

acid ester furnished beneficial effects, such as lower toxic- 

ity, greater water solubility, and better oral bioavailability. 

Finally, Braga and collaborators [56] reported the complexa- 

tion approach of the local anesthetic clonidine with HpBCD, 

indicating that this strategy increased its clinical potential in 

addition to increasing solubility and bioavailability. 

All these data suggest an optimal performance of the 

complexes obtained between CHC:HpBCD against the 

parasite and host cells compared to free CHC. In addition to 

these results, complexes with cyclodextrin have the advan- 

tage of increasing the solubility of guest molecules and 

improving their bioavailability [31, 57, 58]. 

 

Conclusions 

The 1H NMR spectroscopy points to the formation of the 

complex with the inclusion of the CHC bromophenyl moiety. 

UV�Vis spectroscopy studies using Job's plot approach 

and DOSY experiments, respectively, showed that the molar 

ratio of the interaction between CHC:HpBCD is 1:1 and that 

the association constant is 61. 

TG and DTA analysis suggested more efficiency for 

formation of the complex by grinding and lyophilization 

method. The solid product characterizations by PXRD and 

FTIR corroborate that the inclusion occurred, even partially, 

using the three synthetic routes. SEM visualizations showed 

homogeneity for the distribution of the Br element only for 

the grinded sample. 

The anti-epimastigote biological assays showed a supe- 

rior efficacy of CHC:HpBCD complexes compared to the 

isolated CHC. In this regard, the best sample was the cal- 

cinated complex. The use of a smaller amount of CHC was 

afforded from the complexation with cyclodextrin, through 

improving CHC solubility. 
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