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RESUMO

A nimesulida ¢ farmaco nao-esterdides (AINES) e apresenta atividade biologica baseada
na inibicdo da enzima Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) durante o processo de inflamag¢do. Todavia, a
longo prazo, o uso desse medicamento pode acarretar sérios disturbios gastricos além de, alta
toxicidade em tecidos normais. Para amenizar esses possiveis efeitos, e pensando
especificamente para a regido amazodnica, outras moléculas com propriedades nao-esteroides,
tem sido buscada, a partir dos 6leos amazdnicos. Entre elas, estdo os acidos graxos (saturados e
insaturados) que podem ser obtidos a partir de 6leos amazdnicos. Além disso, sistemas de
liberacdo controlada de farmacos tém sido outra alternativa para amenizar os efeitos colaterais
além de, aumentar a biodisponibilidade permitindo que dosagens efetivas permane¢am na
corrente sanguinea por um intervalo de tempo maior, reduzindo assim, o numero de
administracdes medicamentosa ao paciente. Nesses sistemas, a taxa de liberacdo do principio
ativo ocorre a partir da matriz que o transporta até seu alvo biologico. Dentro desse contexto,
esta a matriz hibrida de Hidréxidos Duplos Lamelares (HDL), obtida por método de
coprecipitagdo. Por essas razdes, nesta pesquisa, a nimesulida foi comparada com as propriedades
de alguns acidos graxos saturados e insaturados, isolados. A comparacdo ocorreu a partir dos
estudos de docagem molecular, utilizando moléculas de acidos graxos como potenciais inibidores
da COX-2. Os melhores resultados encontrados para acidos graxos, foram intercaladas em HDL
bem como, a nimesulida, buscando avaliar a partir de suas caracterizagdes estruturais (DRX),
vibracionais (RAMAN) e morfoldgicas (MEV e MEV-FEG) o mecanismo de agdo estrutural-
molecular dos 4acidos graxos selecionados como possiveis agentes anti-inflamatorios. Os
resultados demonstram a influéncia direta da saturagao sobre a intercalagao dos acidos graxos na
matriz de HDL. Entre os complexos obtidos, 0 HDL-4cido miristico apresentou desempenho
estrutural semelhante ao do HDL-nimesulida. E com base em todos os resultados experimentais
e tedricos obtidos, propdem-se trés novos e inéditos complexos: HDL-Nimesulida, HDL-4acido
miristico e HDL-acido linoleico como potenciais agentes anti-inflamatorios que precisam ser

investigados em testes in vitro.

Palavras-chave: nimesulida, HDL, acido graxo, co-precipitagao.



ABSTRACT

Nimesulide is a non-steroidal drug (NSAID) and presents biological activity based on the
inhibition of the enzyme Cyclooxygenase-2 (COX-2) during the inflammation process. However,
in the long term, the use of this drug can cause serious gastric disorders, in addition to high
toxicity in normal tissues. To mitigate these possible effects, and thinking specifically for the
Amazon region, other molecules with non-steroidal properties have been sought, from
Amazonian oils. Among them are the fatty acids (saturated and unsaturated) that can be obtained
from Amazonian oils. In addition, controlled drug release systems have been another alternative
to mitigate side effects, in addition to increasing bioavailability, allowing effective dosages to
remain in the bloodstream for a longer period of time, thus reducing the number of drug
administrations to the patient. In these systems, the release rate of the active principle occurs
from the matrix that transports it to its biological target. Within this context, there is the hybrid
matrix of double hydroxide layered (HDL), obtained by the coprecipitation method. For these
reasons, in this research, nimesulide was compared with the properties of some isolated saturated
and unsaturated fatty acids. The comparison was based on molecular docking studies, using fatty
acid molecules as potential COX-2 inhibitors. The best results found for fatty acids were
intercalated in HDL as well as nimesulide, seeking to evaluate from its structural (DRX),
vibrational (RAMAN) and morphological (SEM and SEM-FEG) characterizations the structural-
molecular mechanism of action of selected fatty acids as possible anti-inflammatory agents. The
results demonstrate the direct influence of saturation on the intercalation of fatty acids in the
HDL matrix. Among the complexes obtained, HDL-myristic acid presented a structural
performance similar to that of HDL-nimesulide. And based on all the experimental and
theoretical results obtained, three new and unprecedented complexes are proposed: HDL-
Nimesulide, HDL-myristic acid and HDL-linoleic acid as potential anti-inflammatory agents that

need to be investigated in in vitro tests.

Keywords: nimesulide, HDL, fatty acid, co-precipitation.
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1 INTRODUCAO

Materiais compositos apresentaram maior visibilidade comercial a partir dos anos de
1980, com crescente aumento no desenvolvimento de pesquisa de ponta, por suas propriedades
de funcionamento conservadas e distintas de seu precussor mesmo apos execucao de etapas do
processamento. Com isso, industrias tem explorado cada vez mais aspectos de adesdo entre os
componentes desses produtos uma vez que, as cargas presentes podem ser transferidas para
elementos de maior resisténcia mecanica, como a matriz de um composito (FERRANTE, 2013).

A compreensao de material composito permeia-se no entendimento de um material
multifasico, obtido a partir da mistura de dois ou mais materiais de natureza distinta, os quais
podem exibir propriedades unicas, a partir da combinacdo de ambas as propriedades de seus
constituintes individuais (TANG, 2017).

Um compdsito apresenta ao menos duas fases quimicamente diferentes denominadas de
matriz e refor¢o. A matriz € a fase continua e possui a fun¢do de aglutinar reforcos e distribuir
ou transferir carregamentos ou tensdes aplicadas ao material onde essas matrizes podem ser
metalicas, ceramicas ou poliméricas.

As matrizes ceramicas por sua vez, sao materiais inorganicos, usados pelo homem desde
os tempos pré-historicos. Um material cerdmico pode ser um sélido cristalino com propriedades
dependentes do arranjo estrutural, dimensao, orienta¢ao dos graos, e dos poros presentes em seus
componentes, por exemplo (BIASOTTO, 1991).

A compreensao estrutural de materiais ceramicos, do tipo hidrotalcita, tem sido alvo de
pesquisas relacionadas as diversas aplicagdes como em sistemas bioldgicos de liberacao
controlada (CAVANI, 1991). Esses sistemas de libera¢ao sustentada de firmacos permitem que
uma dosagem efetiva permaneca na corrente sanguinea por um intervalo de tempo maior,
reduzindo assim, o nimero de administragdes medicamentosa ao paciente. Isto requer uma baixa
liberacdo do principio ativo a partir da matriz que o transporta (GUNAWAN & XU, 2008).

Nesse contexto, hidroxidos duplos lamelares (HDL) vém sendo utilizado como matrizes
hibridas para alojar moléculas com atividade farmacoldgica objetivando sua protecdo e,
consequentemente, sua indesejada degradagdo rapida e descontrolada (BI, ZHANG, & DOU,
2014). Trata-se de materiais constituidos por camadas positivamente carregadas por hidroxidos
mistos de metais divalentes e trivalentes com anions hidratados intercalados no dominio
interlamelar (LIU, & ZHANG. 2014).

Esses nanomateriais hidroxidos duplos lamelares (HDL NMs) modificados e

funcionalizados como nanoestruturas bio-inorganicas apresentam aplicabilidade em sistemas
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“drug delivery”, podendo carrear biomoléculas fotoativas, com consequente aumento de
estabilidade sistémica e biodisponibilidade (REJINOLD, et al., 2022). Além disso, mostram-se
cada vez mais eficazes na engenharia de tecidos possibilitando a fabricacdo de biomateriais
biocompativeis, com diminuicao de efeitos citotoxicos especialmente, quando comparado ao uso
de medicamentos puros (ZANIN, et al., 2022).

No caso de farmacos nao-esterdides (AINES), a combinacdo com matrizes hibridas
nanocarreadoras possibilitaria o controle na liberagdo além da possibilidade de aumento da
solubilidade do farmaco, independente do valor de pH, quando comparado com a solubilidade
do farmaco puro (PERIOLI, L.; AMBROGTI, V.; DINAUTA, L. et al., 2011).

O aumento da solubilidade aquosa de farmacos, pouco soliveis em meio aquoso, ¢ um
dos fatores importantes para a melhoria da absorcao e a obtengdo de uma biodisponibilidade oral
adequada (JAGDALE; JADHAV1 & KUCHEKAR, 2012). Além disso, estudos mostram que
misturar o farmaco com o HDL aumenta a solubilidade do farmaco, quando comparado a
solubilidade do mesmo puro, independentemente do valor de pH. Isso torna-se interessante a fim
de observar a agdo da intercalagdo sobre a solubilidade do farmaco num meio géstrico (pH 1,2)
(PERIOLI, L.; AMBROGTI, V.; DINAUTA, L. et al., 2011).

A nimesulida possui nome quimico de 4-nitro-2-fenoximetano-sulfonanilida e, ¢ um
farmaco nao-esterdides (AINES) apresentando agdo anti-inflamatoéria, sendo sua atividade
bioldgica baseada na inibi¢cdo da enzima Ciclooxigenase de acidos graxos (COX) bem como, na
redu¢do da atividade dos neutréfilos. Enzima esta, que contém duas isoformas comuns:
Ciclooxigenase-1 e Ciclooxigenase -2 (COX-1 e COX-2, respectivamente) (VANE; BOTTING,
2001).

Porém, nos ultimos anos, tem-se questionado o uso prolongado de AINEs como
inibidores seletivos da prostaglandinas PGE2-, especialmente COX-2, em razao de efeitos
adversos importantes na mucosa gastrica ¢ na fisiologia renal, podendo culminar com o
aparecimento de ulcera gastrica e disfuncdo renal, o que levou a retirada de alguns desses
farmacos do mercado (BATLOUNI, 2010). Além disso, evidéncias também apontam aumento
do risco cardiovascular, insuficiéncia renal, acidente vascular cerebral, e hipertensdo arterial
(DANNHARDT; KIEFER, 2001).

Como solugdo para este problema, sugere-se a obtencdo de um novo complexo HDL-
nimesulida, onde a escolha da matriz de HDL do tipo hidrotalcita, baseou-se em resultados in
vitro que comprovaram propriedades antidcidas superiores da combinacdo dos metais de

magnésio e aluminio quando comparada a outros materiais, sendo justificada pela elevada
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capacidade de ligagdo com o acido biliar taudesoxicolico; o qual ¢ um 4acido biliar lipofilico
associado a toxicidade celular (MIEDERER, et al., 2003).

Dessa forma, ao intercalar a nimesulida em HDL, ¢ possivel que ocorra uma melhora de
solubilidade, o que pode acarretar um papel chave na eficacia terapéutica de liberacao, absorcao
e biodisponibilidade do farmaco, pois, matrizes de HDL como esta, sdo capazes de atuar como
carreadora de fArmaco/molécula para o alvo bioldgico sendo responséavel pela sua protecdo e
atuando especificamente em sistemas de liberagdo controlada (Controlled Drug Delivery
Systems) o que possibilita aumento de biodisponibilidade proporcional ao efeito farmacolédgico
e diminuig¢do de citotoxicidade (RADU, 2023).

Por isso, este trabalho sugere que essa matriz poderia proteger a nimesulida de degradagao
rapida e descontrolada, quando em contato com o acido biliar taudesoxicolico uma vez que,
complexos sintetizados de forma semelhante demonstraram resultados satisfatorios tanto no
controle de liberagdo quanto na diminuigao de lesdes gastricas, etc (BINI, et al., 2019).

Até o momento, ndo existe na literatura nenhum trabalho que demonstre a intercalacdo de
da nimesulida em matrizes hibridas de Magnésio e Aluminio (Mg/Al-HDL) na rota sintética de
intercalacdo por coprecipitacdo proposta nesse trabalho. Além disso, ndo ha um estudo
comparativo do complexo intercalado HDL-nimesulida com outros complexos contendo
moléculas com propriedades ndo-esterdides (AINES) como 6leos amazonicos.

Por isso, esta pesquisa buscou moléculas com propriedades ndo-esterdides dentro do
contexto da regido Amazonica, onde se encontra a maior biodiversidade do mundo. Dentre essa
diversidade animal e vegetal varios frutos dessa regido fornecem uma diversidade gigantesca de
Oleos ricos em 4cidos graxos (AGs). Os AGs sdao provenientes em grande quantidade,
principalmente, de 6leos vegetais e gorduras animais e o consumo desses 6leos acarreta em forte
impacto na economia local (AMARAL, et al,, 2011).

Os acidos graxos podem ser saturados e insaturados e estudos apontam que muitos 6leos
amazonicos, com propriedades medicinais anti-inflamatdrias, contém acidos graxos (SILVA, et
al., 2009). Por essa razdo, esta pesquisa comparou as propriedades de alguns acidos graxos
saturados e insaturados, com a nimesulida, a partir dos estudos de docagem molecular, como
potenciais inibidores da enzima ciclooxigenase — COX2. E a partir dos melhores resultados
encontrados entre os acidos graxos, estas moléculas foram intercaladas em matrizes de
hidroxidos duplos lamelares (HDL) bem como, a nimesulida, buscando avaliar a partir de suas
caracterizagdes estruturais, vibracionais e morfolégicas o mecanismo de agdo estrutural-

molecular dos acidos graxos selecionados como possiveis agentes anti-inflamatorios.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Producdo de complexos farmacéuticos intitulado HDL-nimesulida, HDL-acido miristico e HDL-
acido linoleico obtido a partir da intercalacdo das moléculas puras na matriz cerdmica de

hidroxido duplo lamelar (HDL).

1.1.2 Objetivos Especificos

Realizar calculos de Docagem molecular na nimesulida e comparar com os resultados obtidos
com as moléculas de acidos graxos saturados (acido laurico, acido estearico e acido miristico) e
insaturados (4cido oleico, acido linoleico e acido linolénico), como potenciais inibidores para a

enzima ciclooxigenase — COX2.

Sintetizar Hidroxido Duplos Lamelares (HDL) em fragdo molar x = Al/(Mg+Al) equivalente a
0,333 e intercalar o farmaco nimesulida, bem como as moléculas de acido miristico e acido
linoleico na matriz de HDL, no tempo de 16 horas e em pH constante 10, utilizando o método de

coprecipitagao.

Caracterizar morfologica, estruturalmente e vibracionalmente os sistemas hibridos HDL-
nimesulida, HDL-4cido miristico e HDL-4cido linoleico por meio de técnicas de Difracdo de
Raio-X (DRX), Espectroscopia Raman e Microscopia Eletronica de varredura e de Alta

Resolu¢ao (MEV-FEQG).

19



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hidroxidos Duplos Lamelares (HDL)

Hidroxidos Duplos Lamelares (HDLs), sdo um tipo de material ceramico inorganico
hibrido, com estrutura semelhante a brucita [Mg(OH)2] e que apresenta notavel propriedade,
dentre elas, a capacidade de intercalagdo/liberacdo de farmacos (CREPALDI; PAVAN;
VALIM, 2000; KHAN; LEI; NORQUIST, et al, 2001).

Trata-se de matrizes ceramicas hibridas inorganicas que, atuam como sistemas de
liberagdo controlada de farmacos (drug delivery systems). Quando sintetizadas organizam-se
formando estruturas capazes de alojar moléculas com atividade farmacologica, o que aumenta
a protecao do principio ativo possibilitando o seu redirecionamento clinico para local alvo com
proporcionando maior biodisponibilidade e baixa toxicidade, oportunizando assim, uma
diminuicdo dos efeitos colaterais nos pacientes (SHIRIN; SANKAR; JOHNSON, et al., 2021).

O aumento da biodisponibilidade ocorre em razdo dessas matrizes permitirem a
liberacao controlada da droga em uma dosagem efetiva na corrente sanguinea, por um intervalo
de tempo maior, assim, permitindo assim a reducdo do nimero de administragcdes
medicamentosas durante o tratamento (GUNAWAN, XU, 2008).

Nesses materiais a substituicdo dos cations divalentes por trivalentes possibilita um
rearranjo estrutural lamelar capaz de intercalar no espaco interlamelar anions e moléculas de
agua (Figura 1). Trata-se um arranjo estrutural lamelar ordenado formado ligacdes de
hidrogénio, por forcas fracas do tipo van der Waals, e ligacdes eletrostaticas pois, as lamelas
sdo carregadas positivamente e negativamente por anions. Nesse contexto, tais propriedades
elétricas permitem a intercalagao apenas de moléculas carregadas (MILLS et al., 2012).

As lamelas sdao unidas por interagdes fracas de van der Waals e a area de interacdes
fracas entre as lamelas ¢ denominada espago interlamelar ou lacuna de van der Waals
(MARANGONI, 2009). Por esta razdo, espécies como ions, atomos ou moléculas podem ser
intercaladas neste espaco interlamelar (RAJAMATHI, THOMAS & KAMATH, 2001;
ARIZAGA, MANGRICH, GARDOLINSKI & WYPYCH, 2008).

Dessa forma, o sistema passa adquirir eletroneutralidade necessaria pela presenca de
anions entre as lamelas, que juntamente com moléculas de 4gua promovem o empilhamento
das camadas do hidréxido duplo no dominio interlamelar. Neste caso, as lamelas sdo mantidas
juntas nao apenas por ligagdes de hidrogénio, mas pela atragdo eletrostatica entre as lamelas

positivamente carregadas e os anions interlamelares (CREPALDI; PAVAN & VALIM, 2000).
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Figura 1. Estrutura tridimensional do dominio interlamelar
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Fonte: Hesse, Badar, Bleich, et al., 2013.

Tais anions facilmente demonstram capacidade de estabilizar a estrutura lamelar seguindo

uma sequéncia de interagdo com a camada lamelar e consequente, facilidade de intercalagdo:
COs*>OH >F >Cl'>Br >NO*>T

Essa sequéncia demonstra a ordem de prioridade de intercalagdo no processo de troca
ionica. Com isso, 0s materiais que possuem como anion interlamelar o carbonato, no caso da
hidrotalcita, ndo apresentam tanta eficiéncia nos processos de troca idnica, uma vez que estes
tornam as lamelas estaveis. Ja os HDL’s intercalados com nitrato ou cloreto, sdo
satisfatoriamente, empregados objetivando facilitar o processo de troca aniOnica durante o
processo de intercalagdao (TSUJI; MAO; TAMAURA, 1992).

Regularmente, a capacidade total de troca idnica ¢ superior quanto maior a densidade de
carga e melhor for a cristalinidade do HDL (CAVANI, 1991). Porém, a escolha do método afeta
diretamente na formacdo das matrizes de HDL uma vez que fatores como a velocidade de
titulacdo na precipitacdo dos metais podem induzir na formagdo de 6xidos. Bem como, as
concentragdes das solugdes influenciam nas propriedades morfologicas (forma, porosidade e area
superficial do material)”. (BENICIO, et al. 2015).

O pH ¢ um parametro importante para a troca idnica, uma vez que a camada lamelar do
HDL precisa ser estavel a um determinado pH, sendo, compativel com a faixa de estabilidade do
HDL precursor e com o anion. Assim, o pH da solucdo favorece ou ndo a troca io6nica na solugao
(MIYATA, 1983).

Dentro desse contexto, as matrizes hibridas de hidroxidos duplos lamelares (HDL) sao

ceramicas inorganicas que vém sendo cada vez mais utilizadas como sistemas de liberagao
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controlada de farmacos, pois sdo capazes de alojar moléculas com atividade farmacoldgica, o
que aumenta sua protecao possibilitando um redirecionamento clinico para local alvo com maior
biodisponibilidade e baixa toxicidade, oportunizando assim, uma diminui¢do dos efeitos
colaterais nos pacientes (Shirin, et al, 2021).

Essas matrizes permitem o transporte de um farmaco e sdao responsaveis pela liberacao
controlada do principio ativo, permitindo que uma dosagem efetiva seja estabelecida na corrente
sanguinea por um intervalo de tempo maior, assim, reduzindo o nimero de administragdes
medicamentosas (Gunawan, et al, 2008).

Além disso, matrizes inorganicas de HDL intercaladas com farmacos nao-esterdides
(AINES) tém mostrado resultados promissores quanto ao aumento de solubilidade do farmaco,
independente do valor de pH, quando comparado com a solubilidade do farmaco puro. Esse
incremento do critério avaliativo de solublidade ¢ atribuido a uma provavel perda de
cristalinidade do farmaco quando associado com uma matriz de HDL porém, mesmo estando
amorfo, o produto sintetizado tem uma maior solubilidade quando comparado com o0 mesmo na
fase cristalina (Perioli, et al, 2011).

Esse aumento de solubilidade aquosa de farmacos, antes pouco soliveis em meio aquoso,
¢ um dos fatores mais importantes para a melhoria da absorcdo e obtengdo de uma
biodiponibilidade oral adequada (Jagdale, et a/, 2012).

Em principio, a biodisponibilidade de um determinado fA&rmaco no local de a¢ao desejado
¢ diretamente proporcional a intensidade do efeito farmacologico (DONG, et al, 2015).

E nesse aspecto que sistemas de liberagdo controlada de farmacos (Controlled Drug
Delivery Systems) utilizando materiais ceramicos inorganicos, como os HDLs, tém sido utilizado.
Trata-se de materiais lamelares constituidos de camadas positivamente carregadas a partir de um
hidroxido misto de metais di e trivalentes, com unidades anidnicas hidratadas intercaladas no

dominio interlamelar (BARAHUIE, et al, 2014).

2.2 Moléculas intercaladas na matriz HDL

2.2.1 Nimesulida

Nimesulida (N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanossulfonamida) ¢ um medicamento do grupo
das metanossulfonilida prescrito como anti-inflamatério ndo-esteroidal, possui baixa
solubilidade, alta permeabilidade e biodisponibilidade oral variavel devido a sua baixa

solubilidade. Trata-se de um medicamento com atividade antiinflamatério, antiproliferativa e
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capaz de induzir apoptose celular (VUNNNAM, et al., 2023). Além disso, sua atividade
biologica também esta baseada na inibicdo da enzima Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (GULSUN, et
al.,2013).

A Ciclooxigenase (COX) ¢ a enzima alvo do processo inflamatorio, de curto ou longo
periodo, em resposta a protecdo do organismo contra infecgdes (CARTER et al, 2014;
WINDISOR et al., 2014). Trata-se de uma enzima responsavel pela formag¢do de importantes
mediadores biologicos chamados prostanodides: que incluem prostaglandinas, e tromboxanos.
Dentre esses, as prostaglandinas (PGs) sdo originadas a partir do acido araquidonico e
caracterizam a COX-2 como uma enzima indutivel, pois, sua expressdo ¢ aumentada em
processos inflamatorios (KLIPPEL et al., 2001).

A inibi¢do da COX2 pela produgado e liberagdo de mediadores com propriedades anti-
inflamatoérias reduz o processo inflamatorio (PINHEIRO et al., 2013). Para isso, quantidades
significativas de AINES, vem sendo administrados objetivando reduzir a sintese das PGs e
consequentemente diminuir a intensidade do processo inflamatdério (DUGGAN et al., 2010).
De acordo com as fungdes fisiologicas da COX, indica-se que possiveis AINES inibidores
especificos da COX-2 impedem o processo inflamatério sem causar os efeitos colaterais
gastricos resultantes da inibi¢ao da COX-1 reduzindo o processo de inflamag¢ao (DUGGAN et
al., 2010).

Estudos demonstram que a atividade da COX -2 ¢ inibida pelos glicocorticéides, o que
explicaria os seus efeitos anti-inflamatorios (VECCHIO et al, 2011).

Trata-se de um inibidor seletivo da COX onde acdes anti-inflamatodrias, antipirética e
analgésica decorrem da inibicao sobre a COX-2, enquanto os efeitos indesejaveis sdo resultantes
da inibicdo da COX-1. Seus principais efeitos colaterais sdo disfun¢do plaquetaria,
comprometimento renal, dispepsia, dor abdominal, sangramento, Ulcera e perfuracao gastrica ou
duodenal e broncoespasmo (KULKARNI, et al., 2000).

Sua estrutura quimica (figura 2) apresenta registro de duas formas polimorficas distintas:
Forma I e Forma II (RUELA, et al., 2009; SANPHUI, et al., 2011). Com destaque para a
importancia em sua investigacao uma vez que, alteragdes polimorficas podem afetar a velocidade
de dissolucdo de uma droga, com consequéncias diretas no teor de biodisponibilidade e
estabilidade do material comercializado (REJINOLD, et al., 2022; SILVEIRA, et al., 2019).

Até o momento, ndo existe na literatura nenhum trabalho que demonstre a intercalacdo da
nimesulida em matrizes hibridas de Magnésio e Aluminio (Mg/Al-HDL), na rota sintética de
intercalagdo por coprecipitacao, em um tempo de maturagdo de cristais em 16 horas, conforme

proposta nesse trabalho. Além disso, ndo hd um estudo comparativo do complexo intercalado
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HDL-nimesulida com outros complexos contendo moléculas com propriedades nao-esteroides

(AINES) como 6leos amazonicos.

Figura 2 — (a) Estrutura quimica da nimesulida e em (b) identificacdo dos graus de liberdade da
nimesulida responsaveis pelo polimorfismo conformacional da molécula sendo em (c)
possibilidade de duas conformagdes para a forma polimorfica I (azul e rosa) e uma conformacao

(vermelha) para a forma polimorfica II.
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Fonte: RUELA, et al., 2009; SANPHUI, et al., 2011.

2.2.2 Acidos Graxos

Esta pesquisa buscou investigar moléculas com propriedades ndo-esteroides dentro do
contexto da regido Amazodnica, onde se encontra a maior biodiversidade do mundo. Dentre essa
diversidade animal e vegetal varios frutos dessa regido fornecem uma diversidade gigantesca de
Oleos ricos em dacidos graxos (AGs). Os AGs sdo provenientes em grande quantidade,
principalmente, de 6leos vegetais e gorduras animais e o consumo desses 0leos acarreta em forte
impacto na economia local (AMARAL, et al., 2011).

Acidos graxos (AG) sdo substincias organicas formadas por cadeias carbonicas longas,
contendo um grupo metilico (CH3) ocupando uma das extremidades da cadeia e um grupo
carboxilico (COOH) (monocarboxilico) disposto na outra. Os acidos graxos podem ser saturados
(ligagdes simples, ou seja, ligacdes ¢ ou sp3) e insaturados (ligagdes duplas, isto €, ligacdes © ou
sp2), podendo ser classificados como monoinsaturados (oléico) e polinsaturados (linoléico e
linolénico) (SOUSA, et al., 2016). Os 4cidos graxos insaturados, por sua vez, podem ser
monoinsaturados (contém apenas uma insaturagdo em sua cadeia carbdnica) ou poli-insaturados

(possuir duas ou mais insaturacdes). Por essa razao, todos os acidos graxos saturados apresentam
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cadeia linear enquanto que, os acidos graxos insaturados podem mostra-se com isomeria cis-trans
em suas ligacdes (GUNSTONE, 2005).

A nomenclatura adotada, para esses compostos, pela Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (UIQPA), do inglés [IUPAC (International Union Pure Applied Chemistry), em
alguns casos, nao revela informagdes estruturais dos AG. Por essa razdo, a identificacao desses
compostos baseia-se geralmente, no Comprimento Equivalente da Cadeia (CEC), do inglés ECL
(Equivalent Chain Length) (VISENTAINER, et al., 2006). Dessa maneira, a diferenca entre eles
pode ser representada de forma simplificada pelo nimero de atomos de carbono e pelo grau de
insaturacao, indicando o numero de duplas ligacdes presentes em sua cadeia. Com isso,
especificamente, para acidos graxos insaturados, a posi¢ao da dupla ligagdo ¢ indicada, na cadeia,
pela numeracdo a partir do grupo carboxila, estando numerado apenas o atomo de carbono de
nimero mais baixo de cada par de carbonos que constituem a dupla ligagao. Assim, as posicoes
das duplas sao identificadas pelo menor nimero e, em seguida, sobrescritas apos a quarta letra
do alfabeto grego delta (A) (RUSTAN, et al., 2005)

A grande maioria desses compostos compdem unidades fundamentais de lipidios, onde
lipidios, por defini¢do, sdo substancias oleosas (liquidos) e ou gorduras (solidos) de origem
animal ou vegetal, sendo que os 6leos sdo oriundos de 4cidos graxos insaturados e as gorduras
de 4cidos graxos saturados (VISENTAINER, et al., 2006).

Nesta pesquisa os acidos graxos saturados e insaturados que foram utilizados estdo

dispostos na tabela 1, abaixo relacionada.

Tabela 1 - Nomenclatura dos 4cidos graxos utilizados nesta pesquisa.

A- Formula Ponto de Nomenclatura IUPAC Nomenclatura
Caracteristica | molecular | Fusao (°C) usual
12:0 Ci12H2407 442 Acido dodecanodico Acido Laurico
14:0 C14H2302 53,9 Acido tetradecandico Acido Miristico
18:0 Ci13H3602 69,6 Acido octadecandico Acido Estearico
18:1n-9 ; w-9 Ci1sH3602 16 Acido 9-octadecandico Acido Oleico
18:2n-6 ; w-6 | CigHz602 5,0 Acido 9,12- Acido Linoléico
octadecadienoico (LA)
18:3n-3 ; w-3 | CisHi602 -5,0 Acido 6,9,12- Acido o-
octadecatriendico Linolénico

Fonte: Adaptada de Scrimgeour e Harwood, 2007; MAHAN, et al., 2005; GUNSTONE, 2005.
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A estrutura de cada um desses acidos esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 - Estruturas dos 4cidos graxos utilizados nesta pesquisa.

Nomenclatura usual

Estrutura

Acido Laurico

Acido Miristico

Acido Estearico

Acido Oleico

Acido Linoléico (LA)

Acido Gama-

Linolénico

Fonte: Proprio autor.
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2.3 Técnicas de Caracterizacdo — Fundamentacao Teorica

2.3.1 Difrac¢ao de raio x

Um cristal € um arranjo estrutural de atomos combinados e, organizados de maneira
periddica infinita (no espago tridimensional), de uma unidade bésica. Sendo que a palavra
“periddico” esta relacionada com “intervalos de repeticdo regulares”. E essa repeticao regular ¢
baseada em padrdes periddicos que se repetem tridimensionalmente (GIROLAMI, 2016). Assim,
os cristais estdo arranjados seguindo um padrao repetido, pelo interior do cristal, em trés
dimensdes (MEYERS, 1982).

Tal repeticao tridimensional ocorre em razao da coordenagdo atdmica presente no interior
do material, a qual, em alguns materiais pode influenciar na forma externa como esse cristal se
apresenta. E o caso da simetria hexagonal presente em flocos de neve (VAN VLACK, 2015).

No que tange a designagdo de “unidade basica”, ja mencionada anteriormente, estas podem
ser além de 4tomos individuais, grupos de atomos, moléculas, ions etc (ASCROFT, 2011). E a
forma como esses arranjos estruturais se posicionam em um padrao tridimensional repetitivo, ao
longo de grandes distancias atomicas (periodicidade; ordem de longo alcance) define a
especificidade de sua rede cristalina, que por usa vez, ¢ oriunda da maneira que cada atomo esta
ligado a sua vizinhanca (CALLISTER, 2016).

Dessa forma, o conceito de rede cristalina consiste em um conjunto estrutural ou arranjo
atomico de grupamentos de cristais onde, cada cristal € uma repeticao infinita de grupos idénticos
de 4tomos, moléculas, ions etc. J4 o conceito de reticulo faz referéncia apenas a repeticao de
pontos do reticulo onde cada ponto corresponde a atomos (MEYERS, 1982; KITELL, 2016;
ASCROFT, 2011). Sendo que, o tipo de rede pode ser definido por seus vetores de translagdao
(a1, a2 e a3) de tal forma que no cristal um ponto r pode ser visto de igual forma em um ponto r’
transladado em relagdo ao a de um maultiplo inteiro de vetores translacao (KITELL, 2016;
ASCROFT, 2011):

r'=r+ua + uya, + uzas

* Constantes uq, U,, Uz sdo numeros inteiros quaisquer (KITELL, 2016).
Com isso, a rede cristalina ¢ definida por um conjunto de pontos r’ e, definidos por

translagdes determinadas pelos vetores; para todos os valores possiveis de uq, u,, uz (KITELL,

2016). Dentro desse contexto, existem 14 formas de arranjar esses pontos de rede em trés
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dimensodes: sdo as 14 redes de Bravais; que recebem esse nome em homenagem a Auguste

Bravais (1811-1863) e estdo mencionada na figura 3 (ASKELAND, 2016).

Figura 3 - 14 redes de Bravais.
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Fonte: Waseda, 2011.

Assim, cada ponto da rede apresenta a mesma quantidade de vizinhos proximos, € por conta
de sua natureza periddica, esse numero (valor) transforma-se em uma propriedade sendo
chamada de niimero de coordenacao da rede. Além disso, o volume de espago transladado por
todos os vetores da rede capaz de representar a menor por¢ao periddica, de uma estrutura
cristalina, ¢ denominado de célula unitaria. Com isso, quando essa menor unidade de repeticao
individual for transladada e duplicada, por exemplo, ela ird ser capaz de reproduzir a estrutura
cristalina completa e isso pode ser melhor apresentado na Figura 4 (ASCROFT, 2011;
ASKELAND, 2016).

Figura 4 — Representacdo de uma rede cristalina.

Fonte: CALLISTER, 2016.
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Nessa figura 4, os dtomos sdo representados por esferas solidas iguais. Nesse exemplo,
atomos proximos se tocam e juntos formam uma rede cristalina arranjada tridimensionalmente,
onde em destaque esta a representatividade de uma célula unitaria de um cristal por ser um padrao

repetitivo.

2.3.2 Espectroscopia Vibracional

A luz pode ser caracterizada tanto como particula quanto como onda constituidas por
campos magnéticos e elétricos oscilantes, perpendicularmente orientados (Figura 5). Nessa
figura, o campo elétrico estd no plano xy e o campo magnético no plano xz. O comprimento de
onda por sua vez, entende-se como a distancia entre os maximos. Assim, a frequéncia sera o

numero de oscilagdes completas realizadas por segundo pela onda (HARRIS, 2012).

Figura 5 — Plano-polarizado da radiagdo eletromagnética de comprimento de onda A propagado

no €eixo X.

Campo elétrico

Campo magnético

Fonte: HARRIS, 2012.

A relagdo entre frequéncia e comprimento de onda € expressa por: VA = ¢, sendo ¢ a

velocidade da luz onde, ao considerar um meio diferente do vacuo, a velocidade da luz passa a

c , . ~ . . . ~
ser —, sendo n o indice de refracdo do meio. Trata-se de um fator determinante na interagdo da

luz com a matéria e dependente da intensidade da radiagdo. Com isso, para comprimentos de
onda na regido do visivel n >1 e, para os casos em que a luz se propaga em dois diferentes meios,
com indices de refracdo diferentes, a radiagdo permanece constante, porém, com mudanga no
comprimento de onda (PAIVA, LAMPMAN, KRIZ & VYVYAN, 2015).

A figura 6, ilustra justamente o processo de absor¢ao da luz em diferentes regides de
frequéncia eletromagnética. Lembrando que o comprimento de onda (A) € inversamente
proporcional & frequéncia (v), e que em termos de energia, esta ¢ diretamente proporcional a

frequéncia E = hv , em que h = constante de Planck (HARRIS, 2012).
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Figura 6 — Espectro eletromagnético identificando os processos de absor¢ao da luz por regido.
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Fonte: HARRIS, 2012.

Além disso, ¢ importante mencionar que a frequéncia ou o comprimento de onda de uma
absorcdo depende das massas relativas dos atomos, das constantes de forga das ligacdes e da

geometria dos atomos. Ja o nimero de onda v~ (posi¢cdes das bandas no espectro de
. L. . .1 _ 10% L 10*
infravermelho) ¢ o inverso dos comprimentos de ondas (cm™ = ”—m) eé¢igualalx —-em um

(SILVERSTEIN, 2012).

Em termos circunstanciais, a luz visivel € composta por comprimento de onda que vao de
400 a 800 nm, mas menores que as microondas, as quais sao maiores que 1 nm. Ja a radiagdo
infravermelha, apresentada na figura 2, situa-se entre a regido do visivel e das microondas,
precisamente entre 4000 cm™ e 400 cm™! (PAIVA, LAMPMAN, KRIZ & VYVYAN, 2015).

A radiacdo na regido de microondas estimula o movimento de rotagdo das moléculas. A
infravermelha estimula as vibragdes moleculares e a luz visivel e a radiagdo ultravioleta causam
transferéncia de elétrons para orbitais de maior energia. Os raios x e a radiagdo ultravioleta de
comprimento de onda curto, provocam o rompimento de ligagdes quimicas além de ionizarem as

moléculas (SKOOG, 2002).
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A partir desses conceitos, ¢ possivel inferir que a interagdo da radiacdo eletromagnética
com a matéria, estudada pela espectroscopia, determina niveis energéticos atdmicos e
moleculares possibilitando ainda, elucidacdo de transicdes entre eles dependendo dos niveis
envolvidos (eletronicos, vibracionais ou rotacionais). As transi¢des eletronicas envolvem uma
estrutura vibracional e rotacional; as vibracionais envolvem vibracionais e rotacionais e€; somente
as transigdes rotacionais sao de um mesmo estado vibracional e eletronico (SALA, 1996).

Nesse contexto, as energias de transi¢des eletronica situam-se na regido do ultravioleta
ou visivel; as vibracionais na regido do infravermelho e as rotacionais na regido microondas.
Lembrando que, ¢ a partir da interacdo eletromagnética com o movimento vibracional dos
nucleos que se origina o espectro vibracional no infravermelho enquanto que, na espectroscopia
Raman esta interacdo ¢ mediada por elétrons (SALA, 1996).

O fendmeno denominado espalhamento, ocorre quando a luz monocromatica
eletromagnética incide em um meio material. Nessa interagdo, os fotons incidentes excitam a
molécula, que esta inicialmente em um nivel vibracional do estado eletronico fundamental para
um estado virtual (intermediario), do qual ela se recupera imediatamente de trés formas distintas:
parte dela ¢ refletida, parte € transmitida e somente uma pequena parte participa do espalhamento.
Por sua vez, a parte que participa do espalhamento gera luz de mesma energia (principio da
conservagdo da energia, onde foton ¢ espalhado sem sofrer alteracio em seu valor de
comprimento de onda, ou seja, a energia do foton ¢ a mesma antes e apds sua interagdo com a
matéria). Com isso, a parte do espalhamento que gerou luz de mesma energia ¢ chamado de
espalhamento eléstico ou espalhamento Rayleigh — figura 7(a).

Por conseguinte, no caso da molécula retornando do estado virtual ao estado fundamental,
e alterando seu nivel energético e com energia diferente da incidente, a exemplo, da molécula
receber energia da sua interagdo com o foton incidente; ocorrera do foéton espalhado perder a
mesma porgao energética, logo, o féton espalhado possui energia menor que a do incidente sendo
caracterizado como espalhamento do tipo Raman Stokes, figura 7 (b). Além disso, nos casos
envolvendo condi¢des ambientes, onde as moléculas que estavam vibracionalmente excitadas e,
que ao interagirem com a radiacdo eletromagnética, perderam energia, ocorrera de o féton
espalhado adquirir a energia dissipada pelas moléculas, caracterizando como espalhamento do

tipo Raman anti-Stokes (figura 7c). (SANTOS, MENEZES, ELLENA & ANDRADE, 2019).
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Figura 7- Espalhamento da radiacao eletromagnética: (a) espalhamento eléastico (Rayleigh), (b)

espalhamento inelastico (regido Stokes) e (c) espalhamento inelastico (regido anti Stokes).
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Estado virtual i i e i e i .

h(vo—v4)
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fundamental hvo \A / hvg hvg \ h(vo+ v1)

(a) (b) (c)

Fonte: SANTOS, MENEZES, ELLENA & ANDRADE, 2019.

Em resumo, por denominagao, a parte do espalhamento que gerou luz de mesma energia
¢ chamado de espalhamento eléstico ou espalhamento Rayleigh, enquanto que, a parte que gerou
luz de energia diferente ¢ o espalhamento ineléstico, o qual pode resultar tanto em um féton de
menor energia, quanto em um foton de maior energia, j& mencionados anteriormente
(NEUVILLE, LIGNY & HENDERSON, 2014).

Ainda por definicdo, em relacdo ao espalhamento ineldstico uma pequena parte da
radiacao ¢ espalhada com frequéncia (ou comprimento de onda visivel) diferente do incidente (E
= hv ou E = h.c.A-1). Trata-se de um fendmeno observado experimentalmente em 1928 por
Chandrasekhara Venkata Raman, na India, sendo este o motivo que foi chamado de efeito Raman
(RAMAN & KRISHNAN, 1928).

Assim, a espectroscopia Raman possibilita investigar diversos modos vibracionais de um
material, porém, nem todos os modos de vibragdo de uma molécula podem ser acessados em
razao das regras de selecdo, a qual define se determinado comprimento de onda (com energia
igual ao modo vibracional do material) serd ativo em espectroscopia Raman ou na técnica de
espectroscopia de absorcdo no infravermelho. Tipicamente, durante a vibragao, se 0 momento de
dipolo da molécula for alterado, a molécula sera ativa em infravermelho. Por outro lado, se o
momento de dipolo for induzido pela radiagdo eletromagnética do campo elétrico, levando a
alteracdo na polarizabilidade com um pequeno deslocamento da coordenada g em torno da
posicao de equilibrio, a molécula seré ativa no Raman (SALA, 1996).

Nesse sentido, uma molécula s6 serd capaz de absorver radiacao infravermelho caso sofra
uma variacado no momento de dipolo durante seu movimento rotacional ou vibracional, pois, a
radiacdo Infravermelho ndo possui energia suficiente para produzir transi¢des eletronicas

(SKOOG, 2002).
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2.3.3 Microscopia Eletronica

A compreensdo morfoldgica de qualquer tipo de material baseia-se nos resultados da
interacao de um feixe de elétrons com a amostra a ser analisada. Assim, no instante em que um
feixe eletronico, ou feixe primario, atinge a superficie de uma amostra, ocorrerd uma interacao
com os atomos da amostra, gerando varios padrdes excitatorios (PADILHA, et al., 1985).

Quando isso acontece, a velocidade inicial da trajetoria do elétron pode sofrer
modificagao direcional ou tanto direcional quanto modular. Nos casos de mudanga na trajetoria
do elétron, sem variagdo de energia cinética, ou seja, havendo conservacao de energia e levando
em considera¢do o momento dos elétrons e a interagdo Coulumbiana com o nticleo atdbmico, bem
como de todos os elétrons ao redor dela; as interagdes sdo denominadas elasticas e, quando ha
transferéncia de energia do elétron primdrio para os atomos da amostra sao chamadas de
interacoes inelasticas (WATT, 1997).

Ha ainda casos de penetragdo do elétron no 4tomo, ao ponto de alcangar o nucleo
atdmico, onde o potencial columbiano carregado positivamente influencia diretamente na
velocidade do elétron e, a forca atuante ¢ diretamente proporcional a carga do nucleo, ou seja, ao
numero atomico Z (for¢a de Coulomb). Trata-se de mecanismo de interacao cléassico, baseado na
interagdo entre elétron e nlicleo, onde ha conservacdo do momento e da energia, conhecido como
uma interagao do tipo elastica ou espalhamento Rutherford (DEDAVID, et al., 2007).

Contudo, quando um feixe de elétron penetra no atomo e interage também com os
elétrons ao redor do atomo resultando em transferéncia de energia para o &tomo, o espalhamento
sera inelastico. De maneira geral, a maioria dos elétrons das camadas externas dos 4tomos sofrem
interagdes tipo inelésticas pois, estes elétrons requerem pouca energia para serem removidos
(MANNHEIMER, 2002).

Assim, tomando como base esses conceitos, pode-se concluir que a composi¢dao do
material influencia diretamente na profundidade de penetragdo dos elétrons e, consequentemente,
no tipo de espalhamento resultante da interacdo do feixe de elétrons com o material. Por isso,
materiais com alto numero atdmico resultardo em um espalhamento inelastico, com baixa
profundidade de penetragao de elétrons (DEDAVID, et al., 2007).

Nesse contexto, o produto resultante das interacdes elasticas e inelasticas, oriundos das
colisdes entre elétron e 4&tomos, presentes no material analisado serdo os elétrons secundarios e
elétrons retroespalhados (ERE). Além disso, o nucleo atdmico ¢ atingido por elétrons, pode
ocorrer a produgdo de espectro de raio-X continuo ou Bremsstrahlung (radiagao de freada) ou

raios-X caracteristico pela desaceleragao dos elétrons incidentes no campo de Coulumbinano do
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nucleo atdmico. Porém, quando o elétron perde energia entre zero podendo chegar ao valor da
energia elétron incidente, a producdo serd de raios-X continuo ou Bremsstrahlung (radiagdo de
desaceleracdo dos elétrons incidentes no campo de Coulumbiano do nucleo do 4tomo) na
amostra. Lembrando que, no que tange o elétron primario interagindo com os elétrons presentes
na eletrosfera; conforme mencionado anteriormente, o produto resultante sdo interagdes tipo
inelastica pois, a colisdo pode excitar as particulas presentes no &tomo as quais, poderao percorrer
o material e colidir com outras particulas de forma inelastica. Por essa razao, poucos elétrons que
colidiram com o material irdo ser liberados (GOLDSTEIN, ef al., 2018).

Agora em casos em que haja excesso de energia, quando ocorre o ganho energético
resultando na ejecdo de um elétron de uma camada atomica interna, ou seja, ocorra transferéncia
de um elétron de outra camada; havendo emissdo de um foton, liberando energia ou emissao de
um elétron da camada mais externa, o produto resultante ¢ a formacao de um elétron com energia
caracteristica do material pois, o atomo fica em estado ionizavel ou excitado, e esse desbalango
de carga gera raios X caracteristicos (raios X caracteristicos e a emissao de elétrons ¢ conhecida
como efeito Auger). Essa energia pode ser liberada de duas formas: por emissdo de foton raios
X com energia caracteristica especifica para determinada transi¢ao para um elemento especifico.
Logo, esses fotons liberados permitem a detec¢cdo de informagdes sobre a composi¢ao elementar
da amostra. E o segundo modo ¢ a liberagao por chamado elétrons Auger. Esses elétrons possuem
energia maxima de cerca de 2 keV e sdo chamados de elétrons Auger (WILLIAMS, et al., 2009).

Logo, tanto a energia do féton como a do elétron emitido sdo caracteristicas dos elementos
geradores levando as informacdes caracteristicas quimicas. Em resumo, o processo ocorre
quando ha interacdo do feixe de elétrons com o nucleo gerando uma onda eletromagnética
durante a desaceleracdo e raios X sdo produzidos com energia ou comprimento de onda variando
de zero até o valor da radiacdo caracteristica. Esta radiacao de desaceleracao (Bremsstrahlung) ¢
conhecida como raio X continuos (GOLDSTEIN, et al., 2018).

Por outro lado, a partir de um bombardeamento eletronico, onde um elétron incidente se
espalha inelasticamente para fora do 4tomo, ocorrendo transi¢des da banda de conducdo para a
banda de valéncia, ou vice-versa, gerando vacancias em uma das bandas (gaps) em bandas
especificas do proprio material; fazendo com que pares elétron-lacuna se recombinem e emitam
energia na forma de luz visivel, ultravioleta e infravermelha. Esse processo de emissao de luz,
que ¢ chamado de catodoluminescéncia (WILLIAMS, et al., 2009).

Percebe-se entdo, que todas essas interagdes causam aquecimento na amostra € podem
ser captadas em forma de elétrons espalhados inelasticamente (elétrons secundarios, raios X

caracteristicos, raios X Bremstralung (continuos), etc) e elétrons espalhados elasticamente
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(elétrons retroespalhados - ERE, elétrons Auger). Sendo que nos casos em que esta se analisando
a morfologia do material, geralmente, faz-se uso do detector de elétrons secundarios. Ja quando
se analisa o contraste de nimero atomico, os elétrons retroespalhados € que sdo foco de andlise.
Porém, quando almeja-se analisar a composi¢ao quimica do material o detector usado vai captar
raios X caracteristicos (GOLDSTEIN, et al., 2018).

Em resumo, elétrons espalhados elasticamente saem com energia equivalente ao do feixe
incidente. Elétrons espalhados ineslasticamente ja sofrem variacdes durante a interagdo e sdo
espalhados com um espectro de energia menor que a energia do feixe (MANNHEIMER, 2002).

Assim, detectores sdo responsaveis por captar os diferentes sinais dos elétrons apos
incidirem na amostra e serem refletidos. Paralelamente, os elétrons sdo atraidos para o interior
do detector devido a voltagem positiva da grade localizada na frente do detector, ou seja, a partir
de uma diferenca de potencial eletrostatico que atrai as particulas até¢ o detector. E dentro do
detector, os elétrons sdo acelerados para um cintilador que percorrem o guia de luz até o
fotomultiplicador, que por sua vez, produzira uma corrente de elétrons, a qual sera interpretada

por um software que ira gerar a micrografia (DEDAVID, et al., 2007).

2.3.4 Docagem Molecular (Molecular Docking)

A docagem molecular ¢ um método de simulagdo computacional que busca predizer o
modo de interagdo da molécula (ligante) no sitio ativo de um alvo molecular (receptor) de modo
eficaz, em sistemas biologicos e, como resultado, coordenadas atomicas dos ligantes que
simulam computacionalmente a posi¢do de um ligante na estrutura de uma proteina sao obtidas
(LENGAUER, et. al., 1996).

Com isso, as potencias interacdes das estruturas obtidas dos possiveis ligantes, com os
residuos cataliticos, presentes no sitio ativo, devem ser avaliados usando como critério de
selecdo, a aplicagdo de uma funcdo de pontuagcdo empregada no sistema da enzima alvo
(MONTANARI, 2011). Essa funcdo mede a energia potencial ou a energia livre de interagdo
como resultante da somatdria de todas as contribuicdes especificas das interacdes hidrofobicas,
de Van Der Waals, ligacdes de hidrogénio ou interagdes eletrostaticas (MONTANARI, 2011).

Com isso, dentre as conformagdes obtidas, a fungdo de pontuagao busca os valores mais
baixos de energia, elegendo-o como o inibidor energeticamente mais favoravel para interagir
com alvo biolégico (THOMSEN, et al, 2006). Assim, ¢ possivel distinguir as melhores

conformagdes geradas e eleger um conjunto de candidatos qualificados com base nas interagdes
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intermoleculares de interesse envolvidas no processo de reconhecimento molecular
(MONTANARI, 2011).

De maneira geral, os estudos de docagem molecular conduzem a uma amostragem das
coordenadas espaciais do ligante no sitio de ligagdo da macromolécula alvo, com um
concomitante uso da fun¢do de pontuacdo para cada encaixe gerado, levando assim a uma
classificagdo do modo de ligagao de cada composto (ALVAREZ, 2004). Dessa forma, o processo
de encaixe (docagem) ¢ referente as orientagdes no sitio ativo do alvo bioldgico de uma mesma
molécula, enquanto a funcdo de pontuagdo refere-se a diferentes moléculas de acordo com a
afinidade de ligagao com alvo molecular (MONTANARI, 2011).

Existem diversos programas que realizam a simula¢do de docagem molecular, no entanto,
para esse estudo foi utilizado o programa Molegro Virtual Docker (MVD), pois sua fungdo de
pontuagdo (MolDock Score) combinada com a acurdcia do seu algoritmo de busca, apresentou
maior eficdcia quando comparado a outros programas de docagem (MVD: 87%, GLIDE: 82%,
Surflex: 75%, FlexX: 58%) (THOMSEN, ef al., 2006).

O algoritmo empregado no MVD ¢ o MolDock que consiste em um algoritmo de busca
que combina Evolu¢ao Diferencial (DE) com um algoritmo de predi¢do da cavidade catalitica
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). O DE foi desenvolvido por Storn e Price em 1995 e tem
demonstrado eficacia no método de docagem molecular (STORN, et al., 1995).

A funcao de pontuacao é o MolDock Score (Escore) € € baseada em um potencial linear por
partes (PLP) introduzido por Gehlhaar e aperfeicoada por Yang (GEHLHAAR, et al., 1995;
YANG, et al., 2004). A fungdo ¢ expressa pela seguinte equacao:

Escore = Einter T Eintra (1)

Onde: Egcore € a soma dos termos de energias Einter € Eintra;
Einter é a energia de interagdo entre ligante e proteina;

Eintra € a energia do ligante

Sendo Einter determinado pela seguinte equagio:

qq;
Einter = Z Z [EPLP(ri]-)+ 332.0 4r;ij’ o)

i=ligante j=pro ina
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A equacao representa a somatoria dos termos energéticos de todos os atomos presentes
no ligante e todos 4tomos presentes na proteina, incluindo quaisquer atomos de cofactor e de
todos os atomos de moléculas de 4gua que podem estar presentes. O segundo termo descreve as
interacdes eletrostaticas entre os atomos carregados. Esta ¢ a descricao do potencial de Coulomb
com distancia dielétrica constante dada por D)= 4r. O valor numérico de 332,0 fixa as unidades
de energia eletrostatica a kcal / mol. EpLp € 0 termo que representa a fun¢do de potencial linear
por partes que usa dois diferentes parametros sendo um esses termos usados para determinar o
valor das interacdes de Van der Waals entre os 4&tomos e o outro termo que trata das interacoes

de hidrogénio (THOMSEN, et al., 2006).

E Eintra calculado pela seguinte equagio:

Eintra = Z Z EPLP(rij) + Z A [1 - COS(me - 60)] Econflito

i=ligante j=pro ina ligagdes flexiveis (3)

Dessa forma, a dupla soma calcula todos os termos energéticos que envolvem pares de
atomos do ligante, exceto aqueles ligados por duas ligagdes. A segunda soma calcula a energia
de torsdo, onde 0 ¢ o angulo de tor¢ao de ligagdo. O ultimo termo, Econfiito, atribui uma penalidade
de 1000, se a distancia entre dois 4&tomos (mais de duas distancia de ligacdes) for inferior a 2,0
A. Assim, o termo Econfiito marca as inviaveis conformagdes ligadas (THOMSEN, et al., 2006).

Um aspecto importante a ser mencionado ¢ que para o inicio dos célculos as varidveis
(raio do espago tridimensional, hibridizagao dos atomos, presenca de moléculas de dgua no
espago de busca, etc.) e os parametros utilizados pelo programa para os céalculos de docking
precisam ser testadas. Por isso, € realizado um processo de redocking, como forma de reconstruir
o complexo cristalografico original. Para isso, a estrutura cristalografica de entrada ¢ desfeita,
separando-se a proteina (receptor) do ligante complexado (VERDONK, et al., 2003).

Posteriormente, calculos de docking sao realizados utilizando as coordenadas de entrada
das duas estruturas separadas (proteina e ligante). E finalmente, os resultados sdo comparados
com o complexo cristalografico original. Ao término, considera-se como adequados e validados,
os parametros utilizados, quando os resultados obtidos conseguem recriar a orientacdo e
conformagdo do ligante inserido na estrutura do complexo cristalografico com RMSD (equagao

4) (Root Mean Square Deviation) inferior ou igual a 2,0 A (ONODERA; 2007; ARMEN, 2009).
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1 ) ) 2
RMSD = [— (X, —%;) + (Vs —Vu) +(Zu—24)

N3

(4)

Onde xc, yc, zc referem-se as coordenadas atdmicas da estrutura cristalografica e xd, yd,
zd referem-se as coordenadas atomicas da estrutura obtida por simulacao de docking, N ¢ o
numero de atomos no ligante. E a somatoria ¢ feita sobre todos esses atomos (THOMSEN, et al.,
2006).

Apos a realizagdo dos calculos de docking, ¢ necessario que os complexos formados
(saidas do programa) possam ser avaliados graficamente. Essa avaliagao tem por objetivo a busca
e o entendimento do modo de ligacio do complexo no sitio de ligagdo e as interagdes
intermoleculares envolvidas (LI, et al., 2010).

Considera-se nessa busca, os escores obtidos nos calculos, a complementaridade atomica
entre ligante e sitio de ligacao, a percentagem de repeticao de uma pose nos calculos de docking
e a representatividade da mesma para a série de compostos da familia estudada (VEGA, et al,

2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesse estudo, foram investigadas as moléculas isoladas dos acidos graxos saturados
(acido laurico, acido estearico e acido miristico) e os insaturados (acido linolénico - w3; acido
Linoleico - w6; e o 4cido oleico - w9) como potenciais inibidores da enzima Ciclooxigenase
(COX). Como referéncia comparativa, o firmaco comercial nimesulida foi utilizado pois, trata-
se de um inibidor seletivo da COX. Assim, um estudo tedrico por meio de calculos
computacionais de Docagem Molecular (Molecular Docking) foram realizados para averiguar a
possibilidade utilizagdo dessas moléculas como potenciais inibidores com acao anti-inflamatoria.

Posteriormente, os melhores resultados obtidos, dessas moléculas foram
individualmente, complexadas a uma matriz ceramica de Hidréxido Duplo Lamelar (HDL)
objetivando aumentar a solubilidade aquosa dessas moléculas, antes pouco soliveis em meio
aquoso, e assim, melhorar suas respectivas absor¢des bem como, suas biodiponibilidades.

Dessa forma, os sistemas obtidos foram sintetizados para atuarem como sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (Controlled Drug Delivery Systems) utilizando materiais

ceramicos inorganicos, como os HDLs, como matriz inorganica.

3.1 Sintese de Hidroxido Duplo Lamelar (HDL) pelo método de coprecipitacio a pH

constante

A matriz ceramica do HDL foi sintetizada pelo método de coprecipitagdo a partir da
preparacdo de duas solugdes. Para o preparo da solugdo A foi utilizado 9,009x107* mol.L™!' de
nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NOs3)>.6H>0), adquirido pela empresa Sigma-Aldrich,
com teor de pureza de 98% e 4,504x10° mol.L!' de nitrato de aluminio nonahidratado
(AI(NO3)3.9H20), adquirido pela empresa Sigma-Aldrich, com teor de pureza de 98%. No
preparo da solucao B foi utilizado 10 mL de hidréxido de s6dio 2M (NaOH).

O preparo das solucdes obedeceu condigdes de controle rigorosos, quanto a razao molar
Mg?"AI**=2, representando uma concentragio de 0,33 mol.L das solu¢des e baseando-se no
método de coprecipitacdo a pH constante, proposto por Reichle, que também utilizou como base
da matriz ceramica de HDL, os metais di e trivalentes magnésio e aluminio (REICHLE, 1986).
Todavia, algumas adaptagdes foram realizadas respaldando-se em estudos mais recentes os quais
demonstram que, concentragdes menores dos sais metalicos e da solugdo alcalina obtiveram
resultados ainda mais satisfatorios (MENDIETA, 2012). Além disso, todos os quantitativos

mencionados foram solubilizados em agua deionizada descarbonatada (H>Odd).
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O processo de coprecipitagdo ocorreu na etapa 1 (figura 8) adicionando, lentamente, a
solugdo A sob agitacdo vigorosa na solu¢do B. O pH 10 em solucdo foi mantido constante por
sucessivas adi¢des de NaOH. Ao final da adi¢do, a mistura foi mantida sob agitagdo vigorosa na
temperatura de 60 °C por 16 horas (Figura 8 — Etapa 2).

O método proposto nesse trabalho para obtencdo de matriz de HDL a partir de
hidroxidos, di e trivalentes, respectivamente, magnésio e aluminio intercalados com anions
nitratos, levou em consideragdo a lista comparativa de seletividade i6nica, baseada apenas nos

termos de termodinamica de troca ionica (MIYATA, 1983):

CO3>>O0H >F >Cl'> S04 >Br >NO3y > T

Em termos termodinamicos de seletividade idnica, a presenga do anion carbonato (CO3*"

), em solucdo, tornaria o processo de coprecipitacao proposto, mais dificil de ocorrer pois, os
intersticios das lamelas de HDL estariam ocupados pelo anion carbonato e a troca idnica de
substitui¢ao do carbonato pelo anion nitrato (NO3") ndo seria favorecida (MIYATA, 1983). Ou
seja, pH basico a que se processa a coprecipitacao ¢ favoravel a formacao do anion carbonato, o
qual, ¢ facilmente incorporado na regido interlamelar. Por isso, para a sintese de HDL com anions
nitratos intercalados foi realizado em atmosfera de nitrogénio. Além disso, ao longo de todas as
etapas do procedimento foi realizada a descarbonatagdo prévia da 4gua para evitar a
contaminag¢do por CO», em temperatura sempre inferior a 303 K e sob fluxo de refrigeragao nos
condensadores objetivando para manter estequiometria do sistema (CREPALDI, VALIM, 1998).
Decorrido o tempo de 16 horas de sinteses, a suspensdo era centrifugada a 5000 RPM

por dez minutos e o s6lido obtido, lavado gradativamente, com aproximadamente 500 ml de agua
deionizada e descarbonatada, envolvendo sucessivos procedimentos de centrifugagdao até um
ponto em que o sobrenadante se apresentou com um valor constante de pH igual a 7.
Posteriormente, o material obtido foi seco em estufa a 60°C por 24 horas, triturado manualmente
e por fim armazenado para caracterizagdo. Um resumo das etapas do método de coprecipitacdo

a pH constante, utilizado para a sintese de HDL est4 apresentado na figura 8.

40



Figura 8 - Método de Coprecipitagdo a pH Constante utilizado para a sintese de HDL.

ETAPA 1 ETAPA 2

Solucdo A

Al(NO,),.9H,0

2
e

Mg(NO:)::6H,0

Solucdo B #
|

|

Fonte: propria

3.2 Intercalacio de Nimesulida em Hidréxido Duplo Lamelar (HDL) pelo método de

coprecipitacido a pH constante

O hibrido HDL-Nimesulida (figura 9) foi sintetizado na propor¢ao de HDL:Nimesulida
(2:1), obedecendo condi¢des de controle rigorosos quanto a razdo molar de Mg>”AI>"'=2, em uma
concentra¢do de 0,33 mol.L da solucdo A de HDL (figura 9 — etapa 1) e baseando-se no método
de coprecipitacdo a pH constante de forma semelhante, a metodologia da sec¢do 3.1 descrito
anteriormente. Porém, foram acrescidas algumas adequagdes referentes a solucdo B para
adaptacao do método utilizado. Na solucao B (figura 9 — etapa 1) foi utilizado 0,224 mols/L de
nimesulida sendo esta uma solu¢do hidroalcodlica (50% v/v). Em seguida, a mistura das
solugdes, foi mantida sob agitacdo vigorosa na temperatura de 60 °C por 16 horas (figura 9 —
etapa 2). Posteriormente, todo o protocolo experimental foi realizado conforme mencionado

acima, na secao 4.1, para a sintese de HDL puro.
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Figura 9 - Método de intercalagdo para a sintese de HDL-Nimesulida.

ETAPA 1 ETAPA 2

Solugdo A

AI(NO,);.9H,0

L
4+

Mg(N©3)::6H,0

Fonte: propria

3.3 Intercala¢do dos acidos graxos em Hidroxido Duplo Lamelar (HDL) pelo método de

coprecipitacdo a pH constante

O processo de obtengao dos complexos farmacéuticos baseados em um hidroxido duplo
lamelar (HDL) e acido graxos, ocorreram de forma semelhante ao método descrito anteriormente.
O método também consiste inicialmente no preparo de duas solugdes: A primeira solugdo aquosa
contendo os sais metalicos de nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NO3),.6H20) (bivalente)
e de nitrato de aluminio nonahidratado AI(NO3)3.9H>O (trivalente) os quais, foram dissolvidos
em agua ultrapura tipo I e descarbonatada; sob o fluxo continuo de nitrogénio e mantida desde
0s primeiros momentos, sob agitacdo magnética de 150 rpm, por um intervalo de tempo que pode
variar de 15 a 30 minutos, até a completa homogeneizacao. Em seguida, a segunda solugdo deve
ser composta por um acido graxo, hidroxido de sodio, alcool etilico e agua ultrapura tipo I e
descarbonatada (item obrigatorio no preparo desses complexos). A solubilizagdo deve ocorrer
sob o fluxo continuo de nitrogénio e mantida desde os primeiros momentos, em agitacao
magnética, por um intervalo de tempo que pode variar de 15 a 35 minutos, entre 100 ¢ 200 rpm;
até tornar-se uma solucdo homogénea; o que varia conforme a saturagao ¢ do tamanho da cadeia

carbodnica.
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Por conseguinte, para obtencao dos complexos HDL-4cidos graxos da primeira solugao,
correspondente a solugdo dos sais, deve ser gotejada sob a segunda solucdao (solugdo
hidroalcéolica contendo o acido graxo) em uma vazio que varia de 1 a 3 mL por minuto. Esse
processo deve ocorrer com monitoramento do pH do sistema, em torno de 10 e para isso, adigdes
constantes de hidroxido de sodio devem ser realizadas. E imprescindivel que todo esse processo
aconteca sob o fluxo continuo de nitrogénio e agitagdo constante.

Ao término da precipitacao das solugdes, o precipitado obtido também permaneceu sob
o fluxo de nitrogénio e em agitagao entre 100 e 200 rpm, sob temperatura de 60 °C, por 16 horas.
Decorrido esse periodo, o material deve ser centrifugado a 5000 rpm, entre 30 a 45 minutos, e,
em seguida, o decantado deve ser lavado gradativamente com dagua ultrapura tipo I e
descarbonatada, envolvendo sucessivos procedimentos de centrifugacdo e lavagem até que o
sobrenadante apresente um valor de pH entre 7 e 8. Posteriormente, o complexo passou por um
processo de secagem, em estufa, com uma temperatura podendo ser variada entre 60 °C a 65°C,

por um periodo de 16 a 24 horas dependendo da saturacao e do tamanho da cadeia de 4cido graxo.

3.4 Técnicas de caracterizacio

Os materiais sintetizados foram caracterizados por técnicas de Difracdo de Raio-X
(DRX), Microscopia eletronica de varredura (MEV), Microscopia Eletronica De Varredura De
Alta Resolu¢ao (MEV-FEG), e Espectroscopia RAMAN. Além disso, calculos computacionais
de Docagem Molecular foram realizados como primeiro passo para investigar as possiveis
interagdes bioldgicas do farmaco comercial nimesulida e dos 4acidos graxos saturados e
insaturados com os residuos cataliticos presentes no sitio ativo da enzima COX-2 como possivel

alvo biologico.

3.4.1 Difracao de raio x (DRX)

As amostras foram analisadas em condigdes ambiente, na Unidade de preparagdo e
caracterizacao de materiais, no Laboratorio de DRX, da Universidade Federal do Maranhao,
localizado em Imperatriz-MA.

Os difratogramas serdo gerados a partir de uma fonte de cobre com radiagdo
monocromatica de CuKa (A = 1,5418 A), usando uma tensdo de 40 KV, resultando em uma

corrente de 40mA. As amostras foram digitalizadas na faixa de intervalo angular dois theta (20),
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variando de 2-50°, em um tempo de permanéncia de 0,02° por segundo. O instrumento utilizado

nas medig¢des foi um difratdmetro de raio-x modelo EMPYREAN, da Panalytical (figura 10).

Figura 10 - Difratometro de raio-x modelo EMPYREAN, da Panalytical.

Fonte: propria

3.4.2 Espectroscopia Vibracional Raman

As medidas de Espectroscopia Raman foram realizadas no Laboratério de
Espectroscopia Vibracional e Altas Pressoes da UFPA (LEVAP/ UFPA), coordenado pelo Prof.
Dr. Waldeci Paraguassu Feio, utilizando o espectrometro Raman de alta resolu¢do, modelo
LabRAM HR Evolution, Horiba Scientific (figura 11). O LabRAM foi utilizado com grade de
difragdo com densidade de 1800 (450-850) linhas/mm, sendo o didmetro do feixe <2 mm e uma
resolucdo de 3.5 cm™.

Neste equipamento, o detector Syncerity emprega um dispositivo de resfriamento Peltier
de vérios estagios sendo acoplado termicamente a CCD dentro de uma camara evacuada e a
medida que a corrente passa pelo Peltier, o calor ¢ retirado da superficie da matriz CCD. O

processo de transferéncia de calor continua em sucessao através dos estagios Peltier para um
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dissipador de calor localizado no lado atmosférico do detector, onde ¢ entdo refrigerado a ar

através de um ventilador.

Figura 11 — LabRAM HR Evolution, Horiba Scientific

Fonte: propria autora.

Trata-se de um instrumento equipado com um monocromador Czerny—Turner, um
detector CCD e um microscopio confocal Olympus, equipado com diferentes lentes objetivas
usadas para focalizar o laser no ponto desejado da amostra de silicio para detectar a radiacdo
espalhada e calibrar o equipamento.

Para a focalizagdo dos feixes nas amostras de HDL, nimesulida e HLD-nimesulida foi
utilizada uma lente objetiva de 20x, com 0,25 de abertura numérica (AN), distancia de trabalho
(DT) 25 mm, da série SLMPLN e da marca Olympus.

Os espectros Raman das amostras foram coletados utilizando como parametros um
comprimento de onda 633 nm (laser), uma poténcia do laser 9.46 mW e utilizando um filtro de
poténcia de 50% para evitar possiveis efeitos de degradacdo da amostra.

Na amostra de nimesulida pura foram medidas duas regides. A primeira regido
correspondente a 40-1800 cm!, foi empregado um niimero de duas acumulag¢des, com tempo de
30 segundos (s) e a segunda regido (2650-3300 cm™) foi medida com quatro acumulagdes e 60s.

O software LabSpec6 (Horiba Scientific) foi empregado na operagao do equipamento e
na aquisi¢do dos espectros. Todos os espectros Raman experimentais foram comparados com a
literatura. O ajuste da linha de base, a remog¢ao do background e a normalizacdao dos espectros

ocorreu por meio do software LabSpec6 (Horiba Scientific).
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3.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) para analise superficial morfoldgica das
amostras foram realizadas utilizando um microscépio eletronico de varredura com emissao de

campo (SEM), modelo VEGA 3, da TESCAN Brasil. (figura 12).

Figura 12 — Microscopio Eletronico de Varredura, modelo VEGA 3, da TESCAN Brasil.

Fonte: Propria autora.

Como preparacao das amostras uma cobertura de ouro foi aplicada na superfie das
amostras objetivando melhor condutividade elétrica necessaria no processo de formagao das
imagens. Para isso, utilizou-se uma Metalizadora (QUORUM TECHNOLOGIES, SC7620), em
uma voltagem de aceleragdo de 5,0 kV em um tempo de 15 segundos, a uma corrente de feixe de
elétrons de 15 mA e uma distancia de 35 cm™ foram utilizadas.

Para o processo de metalizagdo as amostras foram colocados sob uma fita de carbono e em
seguida, durante o processo de metalizagdo uma fina camada de uma liga, ouro/paladio de 20 nm, é

pulverizada sobre as amostras.
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3.4.4 Microscopia Eletronica De Varredura De Alta Resolu¢ao (MEV-FEG)

A analise superficial morfologica das amostras por microscopia eletronica de varredura
de alta resolugdo (MEV-FEG) foram realizadas utilizando um microscopio eletronico de
varredura de alta resolugdo (MEV-FEG), do modelo MIRA 3, da TESCAN Brasil. (figura 13),
localizado no Laboratorio de Microscopia Eletronica, do Museu Paraense Emilio Goeldi (LME).

A preparagdo das amostras ocorreu de maneira semelhante citado na se¢do 3.4.4.

Figura 13 — Microscopio Eletronico De Varredura De Alta Resolugao (MEV-FEG), Do Modelo
MIRA 3, Da TESCAN.

Fonte: Propria autora.

3.4.5 Docagem Molecular (Molecular Docking)

As estruturas 3D da COX-2 complexada com o inibidor cristalografico (2S)-2-(6-
methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid (COX2-NPS) de (codigo PDB: 3NT1) (DUGGAN, et
al., 2010) foram obtidas a partir do banco de dados de estruturas bioldgicas macromoleculares,
o Protein Data Bank (PDB) (PDB - http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e foram utilizadas
como pontos iniciais para calculos de docagem molecular. A fim de validar a metodologia
utilizada pelo programa Molegro Virtual Docker (MVD) (THOMSEN, et al., 2006), um

procedimento de re-docagem foi realizado utilizando as coordenadas do ligante (2S)-2-(6-
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methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid (NPS) como referéncia no complexo com estrutura
cristalina da COX-2.

Posteriormente, as moléculas de nimesulida, acido laurico, acido estearico, acido
miristico, acido oleico, acido linoleico e acido linolénico otimizadas com o método Hartree-Fock
(B3LYP/6-31G*) (PARR, 1983; SHAH, et al., 2011), utilizando o programa Gaussian03
(FRISCH, et al., 2004) foram complexadas a enzima COX-2 e submetidas aos calculos de
docagem molecular utilizando o MVD.

Os parametros utilizados no MVD foram os seguintes: population size = 50; crossover
rate = 0,90; scaling factor = 0,50 e max evaluations = 100000.

A visualizagdo e analise dos resultados fez-se uso do programa Visual Molecular
Dynamics (VMD) (HSIN, et al., 2008). Os resultados obtidos nos estudos de docagem molecular
para os todos complexos obtidos foram comparados com os obtidos para o complexo
cristalografico (COX2-NPS) levando em consideragdo a conservagao das principais interagdes

presentes no sitio ativo dos complexos receptor-ligante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Docagem Molecular (Molecular Docking)

A estrutura da enzima COX-2, obtida no banco de dados Protein Data Bank, sob o codigo
PBD: 3NT1, com resolugio de 1,73A e, complexada com o inibidor cristalografico NPS ((2S)-
2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid), foi utilizada como ponto de partida para os
calculos de docagem molecular. A validagao do programa Molegro Virtual Docker (MVD) foi
realizada por meio do método de re-docagem. Para isso, o ligante cristalografico foi removido
do receptor e o programa foi desafiado a docar o ligante mais proximo possivel da conformagao
experimental.

Dessa forma, o ligante NPS foi re-docado na enzima COX-2 e o inibidor comercial
nimesulida bem como, os potenciais inibidores acidos saturados (acido laurico, acido esteérico e
acido miristico) e acidos insaturados (acido linolénico w3, acido linoleico w6 e acido Oleico
w?9) foram docados no sitio catalitico da enzima COX-2.

Os resultados da re-docagem (figura 14) do inibidor cristalografico NPS ((2S)-2-(6-
methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid) mostram que as poses obtidas pelo programa MVD
estdo sobrepostas a conformacgao experimental. Logo, o programa reproduziu bem a conformagao

experimental dentro do sitio catalitico da COX-2.

Figura 14 - Melhores conformacgdes obtidas por calculos de docagem molecular para o inibidor

NPS ((25)-2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid).

-

Fonte: Propria autora.
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Além disso, o estudo de docagem foi empregado para determinar a energia de afinidade
dos acidos graxos saturados e insaturados como potenciais candidatos a inibidores da enzima
COX-2. Para isso, levou-se em consideragdo um comparativo dos resultados de energia de
afinidade do inibidor cristalografico NPS e do farmaco comercial nimesulida bem como, a
interacdo com os principais residuos cristalograficos presentes no sitio catalitico da COX-2. O
resultado dessa comparacao encontra-se resumida na Tabela 3.

A tabela 3 mostra que dos valores de energia de afinidade (kcal/mol) encontrados para as
moléculas de acidos graxos saturados e insaturados, a molécula de acido estearico apresentou
menor valor, porém, a molécula de acido miristico apresentou maior nimero de interagdo com

residuos cataliticos presentes no sitio ativo do receptor.

Tabela 3 - Valores de energia de afinidade (kcal/mol) para as moléculas de acidos graxos

saturados e insaturados.

Ligantes Moldock Score Interacio com residuos cristalograficos
NPS -74.08 ARG120, TYR355
Nimesulida -129.89 Argd4, Cys4l
Acido Laurico -104.17 ASN43, ARG44, ARG469
Acido Estearico -130.26 ASN43, CYS47, TYR130
Acido Miristico -116.09 ARG44, ARG469, ASP125, ASN43, LYS468
Acido Linolénico w3 -134.81 ARG44, ARG469, GLU465, CYS41, CYS47,

GLN461, LEU152

Acido Linoleico w6 -135.79 ARG44, ARG469, ASP 125, GLU 465, GLY 45
Acido Oleico w9 -130.68 ASN43, ARG44, LYS468, GLU465, CYS41

Fonte: Propria autora.

J& entre as moléculas de acidos graxos insaturados, a molécula de acido linoleico (w6)
foi a que apresentou menor energia de afinidade. Porém, tanto a molécula de 4cido Linolénico
(w3), quanto a molécula de acido linoleico (w6) apresentaram o mesmo nimero de interagdes
entre residuos cataliticos presentes no sitio catalitico da COX-2.

Esses resultados podem ser melhor visualizados na figura 15 (a), (b), (¢) e (d) e figura 16
(e), (), (g) e (h); ao examinar os resultados da aplicacao da fun¢ao de pontuacdo MolDock Score,
nos calculos de docagem molecular, pelo programa Molegro Virtual Docker, para os éacidos

graxos saturados e insaturados.
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A figura 15 (a) mostra a melhor conformagao obtida por célculo de docagem molecular
para o inibidor cristalografico NPS redocado, que apresentou Moldock Score de -74.08
(kcal/mol) e interagdo com os residuos de arginina (ARG120) em 3,74A e 2,46A com a tirosina
(TYR355). O formaco comercial nimesulida figura 15 (b), evidencia a interacdo de 2,54A com o
residuo da arginina (ARG44) e de 2,98A com a cisteina (CYS41). A energia de afinidade de -
129.89 (kcal/mol) ¢ bem menor quando comparada com o inibidor cristalografico NPS.

Ja a figura 15 (c) mostra o acido miristico faz interagio com a ARG44 em 3,09A e; com
a ARG469 em 2,39A, por ligacio de hidrogénio; interacdes eletrostaticas com a ARG44 em
3,90A, com o aspartato (ASP125) em 1,78A e com ARG469. Interagdes estéricas sio encontradas
ainda com os residuos de asparagina (ASN43) em 3,07A e lisina (LYS468) em 3,13A. A figura
15 (d) por sua vez, mostra a ligacdo de hidrogénio entre o acido laurico e os residuos de ASN43
em 3.25A e com a ARG44 em 3,03A, bem como interacdo estérica com o residuo de ARG469
em 2,90A. E na figura 16 (e) ja mostra a melhor conformagc?o obtida para o 4cido estedrico onde
nota-se a ligagdo de hidrogénio com os residuos de CYS47 e TYR130, respectivamente em 2,81A
e 2,64A; e, interacio estérica com o residuo de ASN43 em 3,01A.

Para os acidos insaturados a figura 16 (f) evidencia uma ligagao de hidrogénio do acido
linoleico com o residuo ARG44 em 2,37A; interagdes eletrostaticas com o aspartato (ASP125)
em 2,79A e, interacdo estérica com os residuos de GLU465, GLY 45, ¢ ARG469. Quando ao
acido linolénico, a figura 16 (g) mostra uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de glutamato
(GLU465), e interagdes estéricas com os residuos de ARG44, ARG469, CYS41, CYS47,
glutamina (GLN461) e leucina (LEU152).

A figura 16 (h) &cido oleico ja mostra uma ligagao de hidrogénio com o residuo de ASN43,
e interagdes estéricas com os residuos de ARG44, LYS468, GLU465 ¢ CYS41.

Por fim, analisando os resultados da Tabela 3, conclui-se que, dos complexos de acidos
graxos saturados, a molécula de acido miristico, foi a molécula que apresentou uma energia de
afinidade maior que a do 4cido estedrico, porém, dentre os acidos graxos saturados, suas
interagdes sdo as unicas que se assemelham com as interagdes obtidas para os acidos graxos
insaturados, quando simulados computacionalmente, como presentes no sitio ativo da COX-2.
Além disso, dentre os acidos graxos insaturados, a molécula de acido linoleico (w6), foi a que
apresentou menor energia de afinidade.

Por essa razdo, verificou-se a necessidade de uma investigagdo mais profunda das
moléculas de acido miristico e acido linoleico, complexadas na matriz de HDL formando os
complexos de HDL-Acido Miristico e HDL- Acido Linoleico (w6), objetivando comparar suas

potencialidades estruturais, morfoldgicas e vibracionais, com o complexo HDL-Nimesulida.
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Figura 15 — Melhores conformagdes obtidas por célculos de docagem molecular para (a) inibidor cristalografico NPS (re-docagem), (b)

nimesulida, (c¢) 4cido miristico e (d) &cido laurico.

Fonte: Propria autora.
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Figura 16 — Melhores conformagdes obtidas por calculos docagem molecular para (e) acido estearico, (f) acido linoleico, (g) acido linolénico e

(h) &cido oleico.
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Fonte: Propria autora.
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4.2 Difracio de raio x

O padrao de difra¢do de raios x (cristalino) obtido, e reportados no desenho (figura 17),
apresenta perfil com caracteristicas semelhantes quando comparado ao HDL puro e a nimesulida
pura. Todavia, ¢ possivel notar que o plano (001) em HDL puro se deslocou para mais baixos
angulos no complexo HDL-nimesulida em 5,8° e 6,3° respectivamente, o que comprova a
presenca de nimesulida no complexo HDL-nimesulida.

Ainda em relagdo ao desenho (figura 17), quando comparado, o plano (003), em HDL
puro, este deslocou de 11,5° para 11,0° em HDL-Nimesulida seguido de consequente alteragao
da distancia interplanar (d) de 7,6A para 8,0A; o que sugere, fortemente, a intercalagio da
nimesulida na matriz de HDL, uma vez que, o valor de “d” ¢ modificado, quando ocorre mudanga
no tamanho do anion presente na regido interlamelar. Dessa forma, pode-se sugerir que a
presenca da nimesulida nos intersticios interlamelares aumentaram o valor do espagamento basal.

No complexo HDL-nimesulida (desenho — figura 17), nota-se ainda a presenca de picos
entre os angulos de 15,5° 4 23,6° sendo que na amostra de HDL puro ocorre apenas um pico em
23,4°, o qual ¢ relativo ao plano (006). Tais picos caracterizam a presenca da molécula de
nimesulida acomodada de maneira diferente ao anion nitrato quando presente na matriz HDL.

A alteragdo na distancia interplanar ndo evidencia uma total mudanga estrutural pois, os
planos (012), (015) e (018) caracteristicos na amostra de HDL puro permaneceram evidenciados

no complexo de HDL-nimesulida além de ndo ter ocorrido deslocamento significativo dos picos.
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Figura 17 - Padrdo de difracao de raios X (cristalino) obtido para as amostras de HDL puro,

nimesulida pura e o complexo inédito de HDL-nimesulida.
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Em relacdo as caracteristicas estruturais do complexo HDL-4cido tetradecandico, estas
podem ser analisadas observando o difratograma de raio X de p6 (DRX) mostrado na figura 18,

a qual identifica ainda, o DRX do HDL puro e do &cido miristico puro (C14).
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Figura 18 - Padrdo de difracao de raios X (cristalino) obtido para as amostras de HDL puro,

acido tetradecanoico puro e o complexo inédito de HDL- tetradecandico.
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Nesta figura 18, O material HDL-4cido tetradecandico demonstra caracteristica de
complexac¢do obtida a partir de seus precursores (HDL e 4cido tetradecandico puros) uma vez
que, o acido tetradecanodico, quando puro, apresenta picos em 20; em torno de 5.5° e 8.3°
respectivamente, porém, apds o processo de intercalagdo entre o HDL e o &cido miristico, houve
um deslocamento desses dois picos para baixos angulos: em torno de 4.6° e 7.3° em 260,
respectivamente. Nesses picos a distancia interplanar (d) do complexo mede 18.9nm e 12.4nm
respectivamente. No complexo formado a largura total e meia altura (FWHM do inglés, full-
width-at-half-maximum) desses picos sdao largas e medem 0.25° e 0.29° o que caracteriza a

presenga do acido miristico na estrutura do HDL.
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O plano refratado (003) presente na estrutura do HDL, identificado na figura 18, em 260,
por volta de 11.5°, com FWHM de 0.2° quando comparado ao complexo HDL-4cido
tetradecanoico, também sofreu um leve deslocamento para 10.4° em 26 e, um alargamento
FWHM de 1.2°. A distancia basal nesse plano (003) passou de 8.4nm no HDL puro para 8.6nm
no complexo intercalado. O espagamento de 8.4nm do HDL puro ¢ semelhante aos resultados
reportados na literatura, o qual atribui esse elevado valor, a partir de 8nm de espacamento basal,
a presenga do anion nitrato na estrutura (MIYATA,1983). Assim, quando o quando nitrato foi
substituido pelo acido tetradecandico, um novo arranjo estrutural foi adotado pela nova estrutura
favorecendo o empacotamento do acido miristico e, ocasionando um aumento do espagamento
basal para melhor acomodar a molécula do 4cido tetradecandico e por conseguinte, melhor
distribuir de cargas nas lamelas no complexo formado HDL-C14.

A figura 18 identifica, ainda, o 4cido miristico puro em 20, na faixa entre 19° ¢ 21° com
trés picos de baixa intensidade. Contudo, apds o processo de intercalagdo o pico menor em 20.2°
se funde com o pico 20.9° para formar no novo complexo uma sobreposicao desses picos,
identificada pelo pico 20.8° em 26, no complexo formado; caracterizando assim, a interacdo dos
ions bi e trivalentes (Mg™%/Al™) do HDL com 4cido tetradecanoico. Por conseguinte, 0s outros
dois picos do acido miristico em 20: 19.2° e 19.7° aumentaram de intensidade pelas mesmas
razdes, porém, ambos se deslocaram para angulos mais baixos. O pico 19.2° deslocou para 18.1°
e o pico 19.7° para 19.3°. A reflexdo basal de menor intensidade, em 20,9° (j4 mencionado
anteriormente do acido tetradecandico), e a de maior intensidade 260=21.5° ambas sao reportadas
na literatura como sendo os planos (40-2) e (31-1), respectivamente (MIRANDA, J.R.S., et al.,
2019).

As reflexdes do acido tetradecandico de 23.3° e 23.9° ficaram sobrepostas ao plano (006)
do HDL no complexo formado HDL-4cido tetradecandico dando origem a um largo e intenso
pico em 26 em torno de 23.1°. E o plano (11-2) em cerca de 26=26° mais intenso no complexo
HDL-tetradecanodico confirmando a intercalagdo lamelar no HDL bem como os planos (012),
(015) e (018) do HDL fazem-se presentes na estrutura complexada HDL-4cido tetradecanoico.

Com relagdo aos acidos graxos insaturados, intercalados com HDL, a figura 19 mostra os
difratogramas correspondentes as amostras de HDL puro e, dos acidos graxos insaturados, acido
oleico, acido linoleico e 4cido linolénico, respectivamente, complexadas na matriz de HDL. Esse
comparativo foi realizado em razdo das amostras fazerem referéncia as moléculas insaturadas,
de menor e maior energia de afinidade, obtidas nos resultados de docagem molecular,

correspondente aos complexos HDL-Acido Linoleico e HDL-Acido Oleico, respectivamente. O
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complexo HDL-acido linolénico foi investigado pois, o resultado de docagem molecular

apresentou uma energia de afinidade muito préxima do valor encontrado para o 4cido linoleico.

Figura 19 - Padrdo de difracao de raios X (cristalino) obtido para as amostras de HDL puro,

HDL-Acido Linolénico, HDL-Acido Linoleico e HDL-Acido Oleico.
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Nesta figura 19, observa-se que tanto o complexo de HDL-acido linoleico quanto o
complexo HDL-acido oleico, demonstram caracteristicas semelhantes ao difratograma obtido
para a matriz de HDL puro. Porém, o plano refratado (003) presente na estrutura do HDL,
identificado na figura 19, em 26, por volta de 11.5°, com FWHM de 0.2°; quando comparado ao
complexo HDL-4cido linoleico, sofreu um alargamento significativo, sugerindo uma possivel

complexacdo do acido linoleico na matriz de HDL. O mesmo aconteceu com relagdo ao plano

58



(006). Os planos (012), (015) e (018), presentes na estrutura de HDL puro, mantiveram-se
perceptiveis quanto no complexo de HDL-4cido oleico quanto em HDL-4cido linoleico.

Ja o complexo HDL-4cido linolénico evidencia uma forte tendéncia de amorfizagdo
estrutural. E quando se compara os trés complexos percebe-se claramente a influéncia da
insaturacao sob as estruturas formadas, ou seja, quanto maior o nimero de insaturagdes presentes
nas moléculas de acidos graxos, maior sera a tendéncia de amorfizacdo estrutural, mediante a
tentativa de complexacdo na matriz de HDL-Magnésio/Aluminio, ou seja, quanto maior o
numero de insaturagdes presentes na molécula a ser complexada na estrutura do HDL, maior sera
a tendéncia de deformagao estrutural do complexo a ser formado.

Além disso, sugere-se que ha um limite de insaturacdo permitido na molécula a ser
complexada. A figura 19 sugere que até¢ duas insaturacdes presentes em acidos graxos
insaturados, o complexo a ser formado com HDL podera complexar a molécula, porém, ja ira
apresentar alargamento dos planos (001), (003) e (006), quando presentes em baixos angulos
theta. Com isso, a partir de trés insaturagdes presentes na molécula, de acido graxo insaturado,
havera uma tendéncia de amorfizacdo estrutural do complexo formado. Logo, o teor de
cristalinidade presente nos complexos diminui conforme aumenta o nimero de insaturacdes

presentes nas moléculas de acidos graxos.

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e de Alta Resolu¢io (MEV-FEG)

As analises de FEG para as amostras de HDL, nimesulida ¢ HDL-nimesulida, foram
realizadas com uma tensdo de 10kV, a uma distancia de trabalho de 12mm para o HDL e 9mm
para o nimesulida pura e HDL-Nimesulida, respectivamente. As amostras estdo identificadas na
figura 20, a qual mostra em (a) a superficie da matriz ceramica de HDL em ampliacao 5,54kx,
formada por regides com maiores destaques de aglomerados e uma superficie com rugosidade
caracteristica, tipica de hidroxidos duplos lamelares.

A figura 20 (b), ja mostra uma ampliacdo da regido tracejada (em branco), contida na
figura 20 (a). Tal ampliagao foi realizada em uma magnificagao 27,7kx, onde € possivel observar
aglomerados esféricos da ordem, possivelmente nanométrica, caracterizando que os HDL sao
formados por aglomerados de plaquetas esféricas.

A figura 20 (c) apresenta a nimesulida pura, em uma magnificagdo de 5,54kx,
apresentando-se como placas irregularidades em suas formas superficiais e em figura 20 (d) a
amostra intercalada de HDL-nimesulida, ampliada em 7,13kx contendo uma superficie rugosa

com aglomerados de formas elipticas e filamentos alongados, sendo ambos irregulares.
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Figura 20 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) em (a) Superficie da matriz ceramica
de HDL-Mg/Al; (b) ampliagdo da regido tracejada (em branco), presente na figura 20 (a); (c)
Nimesulida pura formando placas irregulares; (d) HDL-Nimesulida formando aglomerados

elipticos e filamentos alongados irregulares.

.l .

Fonte: Propria autora.

A sintese de HDL-4cido tetradecandico obtida esté4 identificada na figura 21 (a). A analise
de FEG dessa amostra foi realizada em uma voltagem de 5kv, a uma distancia de trabalho de
I2mm e em magnificagdes de 814x, 726x, 1,47kx, 561x e 2,80kx correspondentes as
micrografias da figura 21 (b), (¢), (d), (e) e (f)), respectivamente.

Dessa forma, a figura 21 (a) consiste em uma fotografia do complexo HDL-4cido
tetradecandico com vista superior e disposto em uma placa de Petri, onde fica evidente, de forma
macro, a formacao de fios alongados e muito finos no complexo formado.

A figura 21 (b) mostra uma micrografia obtida por microscopia eletronica de alta

resolucdo (FEG), em ampliagdo de 814x, onde ¢ possivel identificar que os fios observados na
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figura 21 (b) sdo formados por aglomerados de fios alongados e muito finos. Esses aglomerados
de fios apresentam dimensdes variadas com larguras entre 9.38 um e 12.29 um. Dimensdes
individualizadas desses fios podem chegar a especificagdes nanométricas menores que 500nm
onde, em aglomerados de fios mais finos e alongados podem crescer facilmente, com capacidade
de formar, superficialmente, fios enovelados, visiveis em uma ampliacio de 726x, como

mostrado na figura 21 (¢).

Figura 21 — (a) Fotografia do complexo HDL-Acido Tetradecanéico (b), identificagdo dos
aglomerados de fios alongados e muito finos, em ampliagdo de 814x (c) novelos de fios
aglomerados em 726x (d) novelos de fios recobertos pela camada de HDL, em1,47kx (e) regido
de transicao tracejada identificando a camada de HDL recobrindo os fios, em 561x (f) ampliagdo

da regido tracejada em (e), com ampliagdo de 2,80kx.

Fonte: Propria autora.

Esses novelos de fios, mostradas na figura 21 (d), sdo recobertos uniformemente por finas
camadas aglomeradas de HDL sendo perceptiveis na regido de fratura transversal do material,

com ampliagdo 1.47kx.
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As camadas aglomeradas, presentes na superficie dessa amostra, podem ser identificadas
na regido tracejada da figura 21 (e), com amplia¢do de 561x recobrindo os fios. Sendo que em
ampliagdes menores como em 2.80kx, observa-se na figura 21 (f), que as camadas aglomeradas
superficiais sao folhas lamelares muito finas, de formato irregular e, de superficie parcialmente
rugosa, as quais sao possivelmente sao as camadas de HDL, responsaveis estruturagcdo lamelar
nanoestruturada do complexo HDL-4acido miristico.

Por conseguinte, essas camadas de HDL sao responsaveis pelo empacotamento do acido
tetradecandico além de facilitar o crescimento dos fios por aglomerados nanométricos. Assim,
no ambito morfologico, o complexo ¢ caracterizado pela capacidade de formacao de fios longos,
finos, capazes de formar novelos, o que minimiza a energia e melhora a distribui¢ao das cargas
do sistema.

Em relagio a microscopia eletronica de varredura da amostra de HDL- Acido Linolénico
(w3) esta foi realizada em uma tensao de 20kV, a uma distancia de trabalho de 15mm (figura
22). A figura 22 (a) estda com uma magnificagdo de 240x e identifica alguns fios alongados
presentes na superficie dessa amostra. A figura 22 (b) estd em uma ampliag¢do de 2,00kx e, mostra
o comprimento em torno de 58,07um, desses fios presentes na superficie da amostra de HDL-
w3. E a figura 22 (c) ¢ possivel notar que em uma magnificacdo de 7,00kx, os fios presentes
nessas amostras crescem a partir de uma espécie de bulbo, com dimensdo em torno de 2,20 um,

presente na superficie da amostra.

Figura 22 — (a) Fios alongados superficiais presentes na amostra HDL- Acido Linolénico (w3)
(b), identificagdo do comprimento de fio alongado e fino presente na superficie do HDL-w3; (c)

crescimento do fio a partir do bulbo presente na superficie da amostra de HDL-w3.

Fonte: Propria autora.
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A microscopia eletrénica de alta resolugdo da amostra de HDL- Acido Linolénico (w3)
foi realizada em uma tensdao de 10kV e, em uma distincia de trabalho de 12mm e estdo

identificadas na figura 23.

Figura 23— (a) Auséncia de fios alongados superficialmente na amostra HDL- Acido Linolénico
(w3) (b), identificagdo de morfologia interna diferente da sua superficie do HDL-w3; (c)
presenca de formas arredondadas, quadradas e tubulares presentes na morfologia interna do

HDL-w3; (d) superficie irregular e morfologicamente heterogénea.

7

Fonte: Propria autora.

Os resultados da analise de microscopia eletronica de alta resolugdo (FEG), para a

amostra de HDL- w3, identifica¢do na figura 23 (a) ndo identifica, em magnificacdo de 302x, a
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presenca dos fios alongados e finos na superficie da amostra. Provavelmente, isso deve ter
ocorrido em razao deste serem poucos e muito finos, o que pode ter resultado em quebras durante
o transporte e preparo da amostra.

Todavia, percebe-se ainda na figura 23 (a) a presenca de uma abertura na superficie
analisada. Essa abertura pode ser mais bem analisada em uma ampliacdo de 1,38kx da figura 23
(b), a qual mostra um material com caracteristicas internas diferentes de sua superficie.

Ao magnificar para 4,15kx, essa mesma regido, percebe-se em figura 23 (c), que
internamente o material ¢ formado arredondadas, quadradas e tubulares. Ainda na figura 23 em
(d) torna-se evidente uma superficie totalmente irregular e morfologicamente heterogénea. Por
isso, houve a necessidade de investigar um pouco mais, a morfologia interna da amostra de HDL-

w3. O resultado dessa investigacdo esta identificado na figura 24.

Figura 24 — FEG da amostra HDL- Acido Linolénico (w3) (a) em magnificagdo de 1,38kx, com
formas quadradas de diferentes dimensdes (b) em 4,07kx, identificagdo de formas quadradas
entre 8 ¢ 9um; (c) formas quadradas em ampliagdo de 2,77kx com variagdes de 12,37um e fio
tubular; (d) superficie irregular e morfologicamente heterogénea com forma retangular de

comprimento.

L3=51.28 ym

Fonte: Propria autora.
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Na figura 24, foi possivel encontrar uma morfologia de formas quadradas e tubulares de
diferentes comprimentos, onde na figura 24 (a) em magnificacdao de 1,38kx, nota-se a presenca
de uma morfologia aglomerada de formas quadradas de diferentes dimensdes.

Ja na figura 24 (b) em 4,07kx, as formas quadradas apresentam dimensoes similares
variando entre 8 ¢ 9um. E na figura 24 (c), na ampliacdo de 2,77kx observa-se que as formas
quadradas podem ser encontradas com variagdes ainda maiores como 12,37um e ainda, nessa
ampliacao foi possivel visualizar a presenca de um fio tubular de 51,28 um de comprimento.

Ainda na figura 24 (d) nota-se a presen¢a de uma forma retangular de comprimento
61,90um e com 8,35um de largura; levemente arredondada das extremidades além de, outras
formas quadradas, em sua maioria.

Para a amostra de HDL-4cido linoleico (w6) a microscopia eletronica de alta resolucao
(FEQ), foi realizada em uma tensao de 10kV e em uma distancia de trabalho de 12mm onde,
observa-se na figura 25 (a), em uma magnificacdo de 1,38kx, que houve uma alteracdo na
superficie morfologica. E visivel a presenca de aglomerados mais finos e distribuidos de forma
homogénea em toda sua superficie. E em figura 25 (b) confirma-se uma distribuicdo mais
homogénea de formas tubulares, provavelmente ocasionada em decorréncia do menor nimero
de insaturagdes presentes no acido graxo (w6 — 2 insaturagdes) intercalado no HDL quando

comparado com o 4cido graxo (w3 — 3 insaturagdes).

Figura 25 — FEG da amostra HDL-4cido linoleico (w6) (a) em magnificacdo de 1,38kx,
evidenciando aglomerados finos distribuidos uniformemente em toda sua superficie (b) em

2,77kx, distribuicao homogénea de formas tubulares.

Fonte: Propria autora.

65



Essa observacdo tornou-se mais relevante quando comparamos estes resultados de
microscopia eletronica de alta resolucao (FEG) dos acidos graxos w3 e w6 intercalados com o
HDL, com os resultados de microscopia eletronica de varredura (MEV) obtidos para o HDL
intercalado com o acido oleico (w9) — correspondentes a figura 26. O MEV da amostra de HDL-

acido oleico foi realizado utilizando uma tensao de 5kV, em uma distancia de trabalho de 12mm.

Figura 26 — MEV da amostra HDL-4cido oleico (w9) (a) em magnificagdo de 1,38kx,
evidenciando aglomerados finos distribuidos uniformemente em toda sua superficie (b) em
2,77kx, distribuicao homogénea de formas tubulares (c) na magnificagdo de 528x, destacando

uma variacao das dimensoes distribuidas, predominantemente, em torno de 19,16um a 27,88um.

o
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-
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/1=2788 m

\18=2431 pm

Fonte: Propria autora.

A figura 26 (a) estd em uma magnificacdo de 4,43kx e mostra a presenca de formas
regulares quadradas, levemente arredondadas; ja em uma amplia¢ao de 1,07kx em figura 26 (b)
observa-se uma uniformidade de distribui¢cdo superficial e em figura 26 (c) na magnificagdo de
528x, ha destaque para uma variacdo das dimensdes distribuidas, predominantemente, em torno

de 19,16um a 27,88 um. Dessa forma, ¢ possivel sugerir que quanto maior o grau de insaturagdo
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presente no acido graxo, a ser intercalado na matriz de HDL, maior serd o grau de variagao

morfologica das formas obtidas superficialmente.
4.4 Espectroscopia Vibracional Raman

A figura 27 mostra os espectros dos modos vibracionais RAMAN obtidos para as
amostras de HDL puro (cor azul), nimesulida pura (cor laranja) e o complexo inédito de HDL-

nimesulida (cor verde), as quais foram medidas em condigdes de pressao e temperatura ambiente.

Figura 27 - Espectros dos modos vibracionais RAMAN obtidos para as amostras de HDL puro

(cor azul), nimesulida pura (cor laranja) e o complexo inédito de HDL-nimesulida (cor verde).
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Nesses espectros ¢ possivel notar intensidades relativas, simétricas e assimétricas,
divididas em duas faixas de numero de onda: a primeira regido dos espectros mostra modos
normais de vibragdo de 40 cm™ a 1800 cm™ e a segunda regido do espectro de 2800 cm™! a 3800
cm™l.

Para uma melhor avaliacdo desses modos vibracionais, as duas faixas espectrais foram
separadas em trés outras figuras (figura 28, figura 29 e figura 30 ): A figura 28 (a) correspondente

a regido espectral de 40 cm™ a 1800 cm e a figura 29 (b), é uma ampliagio dos modos
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vibracionais RAMAN da primeira regido dos espectros de 1500 cm™ a 1700 cm’1. J4 a figura 30

(c) mostra a segunda regido do espetro de espectro de 2800 cm™ a 3800 cm™.

Figura 28 — (a) Identificagdo dos modos vibracionais RAMAN da primeira regiao dos espectros
de 40 cm™ a 1800 cm’!, obtidos para as amostras de HDL puro (cor azul), nimesulida pura (cor

laranja) e o complexo inédito de HDL-nimesulida (cor verde).
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Nessa primeira regido, correspondente a figura 28 (a) os espectros dos modos vibracionais
RAMAN obtidos na faixa de 40 cm™ a 1800 cm'para as amostras de HDL puro (cor azul),
nimesulida pura (cor laranja) ¢ o complexo inédito de HDL-nimesulida (cor verde) mostram
modos vibracionais encontrados abaixo de 200 cm™! referentes aos modos da rede presentes em
todas as amostras. Esses s3o os modos que apresentam baixa energia, conhecidos por modos
externos ou modos intramoleculares, os quais fazem referéncia as vibragdes relativas da
perturbagdo dos ions catidnicos e anidnicos, que interagem concomitantemente; com destaque
para um modo simétrico a cerca de 154 cm™ no espectro de HDL, j4 mencionado na literatura
como modo translacional de ligacdo mais curta entre metal hidroxila (Mg-OH e Al-OH) devido
ao aumento de atracdo eletrostatica dentro da rede onde em alguns lugares ha presenca de cations

de aluminio ao invés cations de magnésio (KAGUNYA, et al., 1998).
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Outros modos simétricos e intensos sao encontrados no espectro de HDL. A vibracao de
baixa frequéncia em 557 cm™ é o modo vibracional de ligagdo entre metais e o oxigénio O-M-O
contidos na estrutura lamelar, sendo possivelmente, um modo de estiramento MgAIl-OH
semelhante aos ja encontrados em matrizes de ceramicas. J4 o modo 1059 cm™ ¢ o modo de
estiramento simétrico de nitrato (NO3) (KLOPROGGE & FROST, 1999).

No complexo HDL-nimesulida o destaque ¢ para o modo simétrico e intenso em 1067
cm’! atribuida ao modo de estiramento simétrico N-O; e em 1080 cm’ atribuida a uma
deformacdo assimétrica caracteristica de CHjs; e estiramento N-C perto de 1285 cm’
(SOCRATES, 2001). O modo em 1334 cm™! mesma intensidade presente na nimesulida pura e
no espectro do complexo HDL-nimesulida ¢ referente ao estiramento simétrico SO2 oque
confirma a intercalacdo da nimesulida na matriz de HDL.

A regidio de 1500 cm™ a 1700 cm™!, contendo modos vibracionais RAMAN, das amostras
de HDL puro, nimesulida pura e o complexo inédito de HDL-nimesulida foi ampliada para
melhor visualizar a regido de destaque e essa ampliacdo estd demonstrada na figura 29 (b), na
qual, esta o HDL puro (cor azul), nimesulida pura (cor laranja) e o complexo inédito de HDL-

nimesulida (cor verde).

Figura 29 — Ampliagdo (b) dos modos vibracionais RAMAN da primeira regido dos espectros
de 1500 cm™ a 1700 cm™!, obtidos para as amostras de HDL puro (cor azul), nimesulida pura (cor

laranja) e o complexo inédito de HDL-nimesulida (cor verde).
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Nessa figura, é possivel observar modos vibracionais em 1600 cm™!, tanto para o espectro
de nimesulida pura quanto para o espectro do complexo HDL-nimesulida, mencionado em
literatura especifica como referente a deformacgdo vibracional da a-saturagdoNH-CH3, presente
no grupamento -SO»-NH-CH3, da nimesulida pura e presente no complexo (SOCRATES, 2001).
Além disso, quando se compara os espectros nimesulida pura e HDL-nimesulida, nota-se um
deslocamento e/ou uma inversdo de modos para baixas frequéncias de 1618 cm™ para 1587 cm
!, confirmando assim uma complexagdo e uma possivel transi¢io de fase.

A figura 30 (c) mostra modos vibracionais RAMAN da segunda regido dos espectros, de
2800 cm™ a 3800 cm™!, obtidos para as amostras de HDL puro (cor azul), nimesulida pura (cor

verde) e o complexo inédito de HDL-nimesulida (cor laranja).

Figura 30 — Identifica¢do (c) dos modos vibracionais RAMAN da segunda regido dos espectros
de 2800 cm™ a 3800 cm™!, obtidos para as amostras de HDL puro (cor azul), nimesulida pura (cor

verde) e o complexo inédito de HDL-nimesulida (cor laranja).
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Para o espectro de HDL puro, a faixa de 3200 cm™ a 3800 cm™! identifica apenas modos
caracteristicos de estiramento do grupamento OH", presentes possivelmmente nas moléculas de
agua de hidratagdo, dos grupos hidroxilas distribuidos nas lamelas da matriz ceramica, sendo
comuns em todos os HDL (XU, et al., 2001). J4 no complexo intercalado HDL-nimesulida houve

uma diminuic¢ao desse modo, porém, ainda se manteve presente mesmo em baixa intensidade.
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O modo vibracional 2930 cm™ ¢ decorrente da vibracdo de estiramento simétrico de -CH3
com intensidade alta, presente no grupamento metil (-SCH3) da nimesulida; e apresentou
similaridade de modo no complexo intercalado, oque confirma a complexagdo da nimesulida na
matriz de HDL. A faixa de 3229 cm™! a 3282 cm™!, por sua vez, presente nos espectros tanto da
nimesulida pura quanto no complexo HDL-nimesulida, refere-se a estiramentos assimétricos de
N-H, relacionados com ligagdo de hidrogénio (SOCRATES, 2001).

A figura 31 mostra os espectros dos modos vibracionais RAMAN obtidos para as
amostras de HDL puro (cor azul), acido miristico (cor preta) e o complexo inédito de HDL-4cido
miristico (cor vermelho). Nesses espectros modos simétricas e assimétricas podem ser
observados divididas em duas faixas de nimero de onda: a primeira regido dos espectros mostra
modos normais de vibragdo de 40 cm™ a 1800 cm™! e a segunda regido do espectro de 2800 cm’!

a 3800 cm’.

Figura 31 - Espectros dos modos vibracionais RAMAN obtidos para as amostras de HDL puro
(cor azul), acido miristico (cor preta) e o complexo inédito de HDL-acido miristico (cor

vermelho).
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Os modos vibracionais encontrados abaixo de 200 cm™' sio modos da rede presentes nos
trés espectros. Desses, 0 modo 154 cm™! do espectro de HDL, é modo translacional, de ligacdo
mais curta, entre metal hidroxila (Mg-OH e Al-OH) em razao do aumento de atracao eletrostatica
dentro da rede, onde em alguns lugares ha presenca de cations de aluminio ao invés cations de
magnésio (KAGUNYA, et al., 1998).

Ainda para os espectros de HDL, modos simétricos e intensos sdo encontrados em baixa
frequéncia em 557 cm™ como ligagdo entre metais e o oxigénio O-M-O contidos na estrutura
lamelar, sendo possivelmente, um modo de estiramento MgAIl-OH semelhante aos ja encontrados
em matrizes de cerdmicas. J4 0 modo 1054 cm™ é 0 modo de estiramento simétrico de nitrato
(NO;3) (KLOPROGGE & FROST, 1999).

No espectro de dcido miristico puro dois modos encontrados em 182 cm™ e em 412 cm™!
fazem referéncia ao dobramento 6(CCC) (MIRANDA, et al., 2019). Ja no complexo HDL-4cido
miristico, um tnico modo assimétrico em 169 cm™' fica evidenciado no modo da rede, decorrente
possivelmente de uma sobre posi¢do de modos de HDL e do 4cido miristico nessa regido. Sendo
que os modos entre de 400 cm™ a 750 cm™!, tanto para o espectro de 4cido miristico puro quanto
para o espectro intercalado, estdo associados a modos internos de deformagao (CCC) referentes
as vibragdes de ligacdes entre carbonos.

Na regido proxima a cerca de 890 cm™, a literatura reporta um estiramento dos carbonos
(c13 e C14,v(C13C14) (MIRANDA, et al., 2019). Esse modo se faz presente em HDL-4cido
miristico. J4 a vibragdo em 892cm™! presente no espectro de acido miristico puro e intercalado
HDL-acido miristico, € do tipo rocking do CH2 p(CH2). E o modo translacional em cerca de 154
cm’!, reportado ao espectro de HDL como modo simétrico, faz-se presente em HDL-4cido
miristico, porém de forma assimétrica e de forma menos intensa. A defini¢do de simetria e
intensidade do modo pode estar sendo influenciada pela aproximagdo do modo 1062 cm™, de
estiramento v(CC) do 4cido miristico, em relagio ao modo 1054 cm™! do espectro do complexo,
ou seja, quando ocorreu a intercalagdo da molécula de 4cido miristico no HDL, ocorreu uma
redistribuicdo de cargas na matriz de HDL para melhor acomodar a molécula causando assim,
possiveis sobreposi¢des de modos e consequentemente alterando a intensidade dos modos de
simetria.

Consequentemente, o alargamento estrutural dos intersticios lamelares, j& demonstrados
nos difratograma de raio x, podem ser relacionados em espectroscopia, por exemplo, quando
comparadas as faixas de 1200 cm™ 4 1800 cm™ do espectro de 4cido miristico puro com a mesma
faixa de HDL-acido miristico. Observa-se claramente, nessa faixa que modos dessa faixa antes

simétricos passaram a ser assimétricos. E o caso das frequéncias correspondentes aos seguintes
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comprimentos de onda: 1295 cm™ (tw(CHa)); 1420 cm™ — 1440 cm™! (s¢(CHa)). Todavia, no
espectro de acido miristico puro, a frequéncia 1623 cm™!, referente a0 modo v(C-O) apresentou
um leve deslocamento para um comprimento de onda mais baixo em 1617 cm™!, de maior
intensidade e assimétrico quando o complexo foi formado. Esse comportamento indica
provavelmente um alargamento, seguindo de um aumento no numero de lamelas durante a
formacao das lamelas do complexo para acomodar a molécula de 4cido miristico, pois a medida
que hd um aumento da participagdo de cations trivalente, neste caso, do aluminio interagindo
com hidroxilas, ha um deslocamento para baixo numero de onda desses modos v(C-O), e esse
deslocamento ja foi mencionado na literatura, porém, nunca antes mencionado quando
complexado HDL-4acido miristico (KLOPROGGE & FROST, 1999).

O modo vibracional 2844 cm™ e 2879 cm-1 presente na molécula de acido miristico é
decorrente da vibragao de estiramento simétrico do CH> vs(CH»); e apresentou similaridade de
modo no complexo intercalado, o que confirma a complexagdao da molécula de acido miristico
na matriz de HDL.

J4 a segunda regidos dos espectros, correspondente a faixa de 3200 cm™ a 3800 cm’!, de
alto nimero de onda, por sua vez, presente nos espectros tanto do acido miristico quanto no
complexo HDL-4cido miristico bem como de HDL, ou seja, nos trés espectros indicam modos
caracteristicos de estiramento do grupamento OH", das moléculas de dgua, dos grupos hidroxilas
distribuidos nas lamelas da matriz ceramica, sendo comuns em todos os HDL (XU, et al., 2001).
Sendo que no complexo intercalado HDL-acido miristico houve uma diminui¢ao desse modo,
porém, ainda se manteve presente mesmo em baixa intensidade.

A figura 32 mostra os espectros dos modos vibracionais RAMAN obtidos para as
amostras de HDL puro (cor azul), cido linoleico (cor preta) e o complexo inédito de HDL-acido
linoleico (cor vermelha). Nessa figura, os espectros observados estdo divididos em duas faixas
de comprimento de onda: a primeira regido dos espectros mostra modos normais de vibracao de
40 cm™ a 1800 cm™! e a segunda regidio do espectro de 2800 cm™ a 3800 cm™.

Os modos vibracionais encontrados abaixo de 200 cm™' sio modos da rede presentes nos
trés espectros. No espectro da matriz de HDL puro, o modo a cerca de 154 cm™ é o modo
translacional, do metal hidroxila (Mg-OH e Al-OH) (KAGUNYA, et al., 1998).

Ainda para os espectros de HDL, modos simétricos e intensos sao encontrados em baixa
frequéncia em 557 cm™ como ligagdo entre metais e o oxigénio O-M-O contidos na estrutura
lamelar, sendo possivelmente, um modo de estiramento MgAl-OH semelhante aos ja encontrados
em matrizes de cerdmicas. J4 0 modo 1059 cm™ ¢ 0 modo de estiramento simétrico de nitrato

(NOs) (KLOPROGGE & FROST, 1999).
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Figura 32 - Espectros dos modos vibracionais RAMAN obtidos para as amostras de HDL puro

(cor azul), acido linoléico (cor preta) e o complexo inédito de HDL-4cido linoleico (cor

vermelha).
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Quando se compara os espectros de acido linoleico puro com o do complexo HDL-4cido
linoleico, observa-se caracteristicas muito semelhantes assimétricas nos modos de rede ¢ uma
sutil diferenca apenas a cerca de 822 cm™! pois, no espectro de 4cido linoleico puro ha uma
separacao desse modo e no espectro complexado ndo hd mais separagdo. Esse fato pode estar
relacionado a uma acomoda¢do da molécula nas camadas de HDL. Esse fato ¢ inédito na
literatura uma vez que apenas ha relatos de mudancas nos espectros de acido graxos insaturados
a partir da regido de 1000 cm™.

Um modo em torno de 1080 cm™! ¢ atribuido a estiramento C-C e um modo assimétrico
entre 1200 cm™ e 1500 cm™ sdo deformagdes scissoring de §(CHz)s.. E os modos vibracionais
presentes no espectro de 4cido linoleico de 2800 cm™ a 3200 cm-1 sdo caracteristicos das
vibragdes de estiramento assimétrico de CH, CH> e CH3 vas(CHCH> CH3).

Na segunda regidio a faixa de 3200 cm™ a 3800 cm’!, presente no espectro HDL, indicam
modos caracteristicos de estiramento do grupamento OH", das moléculas de 4agua, dos grupos

hidroxilas distribuidos nas lamelas da matriz ceramica, sendo comuns em todos os HDL (XU, et

74



al., 2001). Tais modos tiverem reprodutibilidade de baixa intensidade no complexo de HDL-

acido linoleico, confirmando a presenga de moléculas de 4gua no complexo intercalado.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados de docagem molecular, obtidos para os complexos de acidos graxos
saturados e insaturados mostram que a molécula de 4cido estearico (acido graxo saturado)
apresentou resultado de energia de afinidade muito semelhante a nimesulida, porém a molécula
de 4cido miristico, foi a molécula que apresentou maior nimero de interacdo com os residuos
cataliticos presentes no sitio ativo da COX-2. Esse resultado influenciou na escolha da
intercalagdo do acido miristico na matriz de HDL. Ja entre os acidos graxos insaturados, a
molécula de acido linoleico foi a que apresentou menor Moldock Score entre todos os acidos
graxos € muito superior quando comparada a nimesulida.

Por essa razdo, verificou-se a necessidade de uma investigacdo mais profunda das
moléculas de acido miristico e acido linoleico, complexadas na matriz de HDL formando os
complexos de HDL-Acido Miristico e HDL- Acido Linoleico (w6), objetivando comparar suas
potencialidades estruturais, morfoldgicas e vibracionais, com o complexo HDL-Nimesulida.

Os resultados das caracterizagdes apresentadas de difracdo de raio x mostraram a
organiza¢do estrutural do complexo HDL-4cido miristico, apresentando deslocamento e
alargamento de picos em baixos angulos, decorrentes do processo de intercalagdo. Esse processo,
desencadeou a formacgdo de novelos de fios nanoestruturados, recobertos uniformemente por
finas camadas aglomeradas de HDL, evidentes nos resultados de microscopia. A espectroscopia
vibracional raman comprovou a influéncia direta da insaturagcdo sobre a intercalagao dos acidos
graxos insaturados dentro da matriz de HDL.

Entre os complexos obtidos, o HDL-acido miristico apresentou desempenho estrutural
semelhante ao do HDL-nimesulida. Assim, os resultados analisados, reportam com precisao as
interagoes efetivas entre uma matriz de HDL, com caracteristica hidrofilica, intercalada com os
acidos graxos saturados e insaturados, além de comparar estes com o complexo HDL-nimesulida.

Esses dados tornam destes complexos farmacéuticos unicos e com propriedades distintas
de todos materiais existentes no mercado farmacéutico. E com base em todos os resultados
experimentais e teoricos obtidos, propdem-se trés novos e inéditos complexos: HDL-Nimesulida,
HDL-acido miristico e HDL-4cido linoleico como potenciais agentes anti-inflamatdrios que

precisam ser investigados em testes in vitro.
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ANEXO A - PATENTE DEPOSITADA

A | iyl 14DeRazs  DTO00Ss
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INDLUSTRIAL

DB16230553100

Pedido nacional de Inven¢ao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adic3o de Invenc¢ao e entrada na fase nacional do PCT

MNimero do Processe: BR 10 2023 011790 2

Dados do Depositante (71)

Dados do Pedido

Naturezs Patente: 10 - Patente de Invengo (P1)

Titulo da Invenco ou Modeio de COMPLEXO FARMACEUTICO NANOESTRUTURADO HOL-ACIDO
Uiilidade (54): TETRADECANCICO E SEU PROCESS0 DE OBTEN
Resuma: A presente invengio s refere a um complexo farmacEutico
nancestruturado HOL- cido tefradecandico constifuido por
hidréidos duplos lamelares (HDL) intercalados por 3cido
tefradecanoico, adidos mirstico (C14), formado por estruturas
filamenizsas nanometricas {1) e, constituida por feixes de fios
alongados e finos (2}, que crescem formando emaranhamenio de
feines (3), gue em grande densidade se apresentam como
emaranhados empacotados (4} recobertos por um revestimenio
uniforme (5} composto por camadas de aspecto lamelar (6) tipico do
HOL, formando os intersticios lamelares. O processo de obiengdo
acontece por coprecipitacio de HOL-C14 em solucio de nitratos de
magnésio & aluminio em pH igual a 10. O complexo HOL- C14 pode
atuar como um sistema de fiberagdo controlada, sendo o HOL um
cameador de acido minsfico capaz de camear essa molecula até ao
Figura & publicar Fig.4



ANEXO B - Perspectivas futuras

1) Patente em processo de depdsito via co-titularidade Universidade Federal Do Maranhao
e Universidade Federal Do Para: “METODO DE OBTENCAO DE UM COMPLEXO
FARMACEUTICO BASEADO EM UM HIDROXIDO DUPLO LAMELAR (HDL)
E NIMESULIDA E COMPLEXO FARMACEUTICO”.

2) Publicacdo de dois artigos em periddicos internacionais, referentes as patentes

citadas nessa dissertacio.
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