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RESUMO

O Cloreto de Benzalconio (CBZ) ¢ um composto pertencente a classe dos sais de amonio
quaternario, amplamente utilizado como agente antimicrobiano, desinfetante e conservante em
formulacdes farmacéuticas, cosméticas e hospitalares. Apesar de sua elevada atividade
microbiologica, limitagdes relacionadas a toxicidade, a estabilidade e ao potencial
desenvolvimento de resisténcia bacteriana estimulam a busca por estratégias capazes de
otimizar seu desempenho terapéutico. Nesse contexto, a formacdo de complexos de inclusao
com ciclodextrinas representa uma abordagem promissora para modificar propriedades fisico-
quimicas e biologicas desse composto. Esta tese teve como objetivo desenvolver, caracterizar
e avaliar complexos de inclusdo entre o cloreto de benzalconio e as ciclodextrinas [3-
ciclodextrina (BCD) e Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), investigando suas propriedades
estruturais, termodinamicas, coloidais, computacionais ¢ microbioldgicas, bem como seu
potencial para aplicagdes antimicrobianas. Os complexos foram preparados por complexagao
seguida de liofilizacdo e caracterizados por espectroscopia no infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR), Andlises Termogravimétrica e Térmica Diferencial (TGA/DTA),
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (‘H-RMN) e experimentos bidimensionais 'H-
'"H NOESY, Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC), espalhamento dindmico de luz (DLS),
potencial zeta, Espectroscopia de Impedancia Elétrica (EIS) e modelagem molecular.
Adicionalmente, foram realizados ensaios microbiologicos para determinagao da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), avaliacdo da erradicagao de biofilmes pré-formados e estudos da
interacao dos sistemas com membranas bacterianas de Staphylococcus aureus. Os resultados
obtidos evidenciaram a formagao dos complexos de inclusdo, confirmada pelas alteragdes
espectroscopicas, térmicas, estruturais ¢ termodinadmicas observadas nas diferentes técnicas
empregadas. As analises calorimétricas demonstraram que a complexacdo ocorreu de forma
espontanea e foi predominantemente dirigida por contribui¢do entropica, enquanto os estudos
computacionais permitiram elucidar os principais modos de encapsulamento molecular. A
caracterizacdo coloidal revelou a formacao de nanoagregados supramoleculares estaveis em
solucdo aquosa. Nos ensaios biologicos, os sistemas complexados apresentaram atividade
antimicrobiana frente as linhagens de Staphylococcus aureus, além de potencial para reduzir
biofilmes bacterianos e modificar a interagdo do cloreto de benzalconio com a membrana
celular. Em conjunto, os resultados demonstram que a complexacao do cloreto de benzalconio

com B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina constitui uma estratégia promissora para o



desenvolvimento de sistemas nanoestruturados com potencial aplicacdo no controle de

infec¢des bacterianas e no aprimoramento de formulagdes antimicrobianas.

Palavras-chave: cloreto de benzalconio; P-ciclodextrina; hidroxipropil-B-ciclodextrina;
complexos de inclusdo; sistemas nanoestruturados; atividade antimicrobiana; Staphylococcus

aureus.



ABSTRACT

Benzalkonium chloride (BAC) is a quaternary ammonium compound widely used as an
antimicrobial agent, disinfectant, and preservative in pharmaceutical, cosmetic, and hospital
formulations. Despite its well-established antimicrobial activity, limitations associated with
toxicity, stability, and the potential development of bacterial resistance have encouraged the
search for strategies to improve its therapeutic performance. In this context, the formation of
inclusion complexes with cyclodextrins has emerged as a promising approach to modify the
physicochemical and biological properties of this compound. The present study aimed to
develop, characterize, and evaluate inclusion complexes formed between benzalkonium
chloride and B-cyclodextrin (BCD) and hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD), investigating
their structural, thermodynamic, colloidal, computational, and microbiological properties, as
well as their potential antimicrobial applications. The inclusion complexes were prepared by
complexation followed by lyophilization and characterized by Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), thermogravimetric and differential thermal analyses (TGA/DTA), proton
nuclear magnetic resonance ('"H NMR), two-dimensional NOESY experiments, isothermal
titration calorimetry (ITC), dynamic light scattering (DLS), zeta potential, electrical impedance
spectroscopy (EIS), and molecular modeling. In addition, microbiological assays were
performed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC), evaluate the eradication
of preformed biofilms, and investigate the interaction of the systems with Staphylococcus
aureus bacterial membranes. The results provided consistent evidence for the formation of
inclusion complexes, as confirmed by the spectroscopic, thermal, structural, and
thermodynamic changes observed using the different analytical techniques. Calorimetric
analyses demonstrated that complex formation occurred spontaneously and was predominantly
entropy-driven, while molecular modeling confirmed the stability of the complexes and
elucidated the main molecular encapsulation mechanisms. Colloidal characterization revealed
the formation of stable supramolecular nanoaggregates in aqueous solution. In the biological
assays, the complexed systems exhibited antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
as well as the potential to reduce bacterial biofilms and modify the interaction between
benzalkonium chloride and the bacterial cell membrane. Overall, the findings demonstrate that
the complexation of benzalkonium chloride with B-cyclodextrin and hydroxypropyl-p-

cyclodextrin represents a promising strategy for the development of nanostructured systems



with potential applications in the control of bacterial infections and the improvement of
antimicrobial formulations.
Keywords: benzalkonium chloride; B-cyclodextrin; hydroxypropyl-B-cyclodextrin; inclusion

complexes; nanostructured systems; antimicrobial activity; Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos constitui um dos maiores desafios da saude publica
mundial no século XXI. O aumento continuo da incidéncia de bactérias multirresistentes
compromete significativamente a eficacia dos tratamentos disponiveis, elevando os indices de
morbidade, mortalidade e custos relacionados a assisténcia em saude. A disseminagdo desses
microrganismos ocorre tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade, sendo
favorecida pelo uso inadequado de agentes antimicrobianos, pela elevada capacidade adaptativa
das bactérias e pela intensa circulagdo de genes de resisténcia entre diferentes espécies
microbianas. Nesse cendrio, hospitais e demais servicos de saude representam ambientes
criticos para a selecdo e propagagao desses patogenos, tornando a resisténcia bacteriana uma
preocupacdo permanente para pesquisadores, profissionais da saude e 6rgdos reguladores
(Gontijo Filho et al., 2016; Maamar ef al., 2019).

Entre os fatores que contribuem para o agravamento desse problema, destaca-se o uso
indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana, medicina veterinaria e producao
agropecuaria. A utilizacdo inadequada desses medicamentos favorece processos de selecdo
natural que culminam no surgimento de cepas progressivamente mais resistentes, reduzindo as
opgdes terapéuticas disponiveis e comprometendo o tratamento de infec¢des anteriormente
consideradas facilmente controlaveis. Em decorréncia desse cendrio, organismos internacionais
tém alertado para o risco da denominada era "pos-antibiotico", caracterizada pela possibilidade
de infecgdes comuns voltarem a representar importantes causas de mortalidade devido a perda
da eficécia dos antimicrobianos atualmente disponiveis (Pincus et al., 2015; Switzerland, 2014).

Diante dessa realidade, a comunidade cientifica tem direcionado esforcos para o
desenvolvimento de novas estratégias capazes de aumentar a eficacia terapéutica dos
antimicrobianos existentes e, simultaneamente, reduzir o surgimento de resisténcia bacteriana.
Além da descoberta de novos agentes antimicrobianos, destaca-se o aprimoramento das formas
farmaceéuticas, visando otimizar a biodisponibilidade, prolongar o tempo de acdo, reduzir a
frequéncia de administracdo e minimizar efeitos adversos associados ao tratamento. Essas
estratégias contribuem para melhorar a adesdo do paciente a terapia e manter concentragdes
plasmaticas adequadas por periodos prolongados, reduzindo oscilagdes terapéuticas que
favorecem a sele¢ao de microrganismos resistentes.

Nesse contexto, os Sistemas de Libera¢do Controlada (SLCs) representam uma das

principais inovacdes da tecnologia farmacéutica moderna. Esses sistemas consistem em
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plataformas desenvolvidas para controlar espacial e temporalmente a liberagdo do principio
ativo, promovendo maior eficiéncia terapéutica quando comparados as formulagdes
convencionais. Entre suas principais vantagens destacam-se a melhoria da estabilidade quimica
do farmaco, o aumento da biodisponibilidade, a reducao da toxicidade sistémica, a diminuigao
da frequéncia de administracdo e o direcionamento mais eficiente aos tecidos-alvo (Sousa,
2020; Tibbitt; Langdon, 2016).

A evolucao dos SLCs teve inicio na década de 1950 com o desenvolvimento da
formulacao comercial Spanule®, considerada um marco na farmacotécnica por possibilitar a
liberacdo prolongada da dextroanfetamina durante aproximadamente doze horas. Desde entdo,
sucessivos avancos tecnologicos impulsionaram o desenvolvimento de diferentes plataformas
de administragdo de farmacos, incluindo sistemas orais, transdérmicos, injetaveis e
implantaveis, ampliando significativamente as possibilidades terapéuticas (Park; Otte; Park,
2022).

O avango da nanotecnologia promoveu uma profunda transformag¢do na area de
liberacao controlada de farmacos. Inicialmente, sistemas microparticulados apresentavam
limitagdes relacionadas a célere eliminagdo pelo sistema fagocitario mononuclear, reduzindo o
tempo de permanéncia na circulagdo sistémica. A redu¢do do tamanho das particulas para a
escala nanométrica, associada a modificacdo superficial com polimeros biocompativeis, como
o poli(etilenoglicol), possibilitou o desenvolvimento de nanocarreadores com maior
estabilidade, maior tempo de circulagdo sanguinea e maior capacidade de direcionamento
terapéutico. Esses avangos consolidaram a nanomedicina como uma importante ferramenta para
o desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras (Hrkach; Langer, 2020).

Nas ultimas décadas, a evolugdo dos nanocarreadores expandiu-se consideravelmente,
incorporando sistemas multifuncionais capazes de responder a estimulos fisicos, quimicos e
bioldgicos especificos do microambiente de interesse terapéutico. Atualmente, plataformas
avangadas baseadas em nanoparticulas poliméricas, lipossomas, micelas, dendrimeros,
hidrogéis e sistemas supramoleculares vém sendo amplamente investigadas para promover
maior especificidade de liberagdo, reduzir efeitos adversos e potencializar a eficacia clinica de
diferentes farmacos. Paralelamente, derivados de ciclodextrinas tém recebido crescente atengao
devido a elevada capacidade de formar complexos de inclusdo, aumentando significativamente
a solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e direcionamento terapéutico de compostos

bioativos (Ji ef al., 2024; Kali; Haddadzadegan; Bernkop-Schnurch, 2024; Topuz; Uyar, 2024).
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A escolha da matriz empregada em um Sistema de Liberagdo Controlada depende de
diferentes fatores, incluindo custo de producdo, perfil de liberacdo desejado, propriedades
fisico-quimicas do farmaco, estabilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e interacao
com os tecidos bioldgicos. Dessa forma, torna-se fundamental selecionar materiais capazes de
incorporar eficientemente o principio ativo, protegé-lo contra processos de degradacdo e
promover sua liberacdo de forma controlada no sitio terapéutico (Rissi et al., 2014).

Entre as diversas matrizes empregadas para encapsulamento molecular, destacam-se as
ciclodextrinas (CDs), oligossacarideos ciclicos obtidos pela conversdao enzimatica do amido.
As CDs apresentam cavidade interna hidrofobica e superficie externa hidrofilica, caracteristica
que permite a formacdo espontinea de complexos de inclusdo com diferentes moléculas
bioativas. As formas naturais de maior interesse tecnologico correspondem a a-ciclodextrina,
B-ciclodextrina e y-ciclodextrina, constituidas respectivamente por seis, sete e oito unidades de
glicopiranose. Essas estruturas apresentam elevada estabilidade quimica, baixa toxicidade e
ampla aplicabilidade farmacéutica, sendo utilizadas para melhorar propriedades como
solubilidade, estabilidade fisico-quimica, permeabilidade e biodisponibilidade de diversos
farmacos (Santos; Silva, 2022; Irie; Uekama, 1997; Uekama; Hirayama; Irie, 1998).

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas constituidas por uma regido hidrofilica e outra
hidrofébica. Essa caracteristica estrutural favorece interacdes intermoleculares com diferentes
ambientes, possibilitando modificagdes importantes em suas propriedades fisico-quimicas e
farmacoldgicas. Dentre os surfactantes catidonicos de maior interesse, destaca-se o cloreto de
benzalconio (CBZ), composto pertencente a classe dos sais quaternarios de amonio,
amplamente empregado como antisséptico, desinfetante e conservante em formulacgdes
farmacéuticas e produtos de higiene. Desde sua introdug¢do na década de 1930, o CBZ
demonstrou elevada atividade microbicida contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
fungos e virus envelopados, atuando principalmente por meio da desorganizacdo da membrana
citoplasmatica dos microrganismos. Apesar de sua ampla utilizagdo, limita¢des relacionadas a
toxicidade, estabilidade e ao potencial desenvolvimento de resisténcia bacteriana estimulam a
busca por novas estratégias capazes de otimizar seu desempenho terapéutico.

Nesse contexto, a complexagao molecular do cloreto de benzalconio com ciclodextrinas
representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos sistemas
supramoleculares com potencial aplicagdo antimicrobiana. A formagdo de complexos de

inclusdo pode modificar propriedades importantes do farmaco, como solubilidade, estabilidade,
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perfil de liberacdo e interagdo com membranas biologicas, contribuindo para aumentar sua
eficacia e reduzir possiveis efeitos adversos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar complexos de
inclusdo entre o cloreto de benzalconio com duas ciclodextrinas, B-ciclodextrina (BCD) e
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD). Inicialmente, os sistemas foram avaliados quanto as
suas propriedades fisico-quimicas, estruturais, termodinidmicas e coloidais, buscando
compreender os mecanismos de interacao entre o farmaco e as ciclodextrinas. Posteriormente,
foi investigada a atividade antimicrobiana dos complexos frente a Staphylococcus aureus, por
meio da determinagdo da concentragdo inibitdria minima (CIM), seguindo as recomendagdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Complementarmente, foram realizados
estudos de interagdo com a membrana bacteriana, bem como ensaios biologicos destinados a
avaliacdo do potencial terapéutico dos sistemas desenvolvidos, visando contribuir para o

avanco de estratégias nanotecnolodgicas aplicadas ao combate da resisténcia antimicrobiana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo, discutiremos aspectos tedricos presentes na literatura cientifica, que

embasam a parte experimental da pesquisa.

2.1 Sistemas de Liberacao Controlada

Os Sistemas de Liberacdo Controlada (SLCs) representam uma das principais
estratégias desenvolvidas pela tecnologia farmacéutica para otimizar a administracdo de
medicamentos e superar limitagdes associadas as formulagdes convencionais. O principal
objetivo desses sistemas consiste em controlar a velocidade, o local e o tempo de liberagao do
principio ativo, permitindo a manutencdo de concentragdes terapéuticas por periodos
prolongados, reduzindo oscilagdes plasmaticas e minimizando efeitos adversos. Como
consequéncia, observa-se melhora da eficacia terapéutica, maior adesdo do paciente ao
tratamento e reducao da frequéncia de administracdo dos medicamentos (Patel; Biswas; Maiti,
2016).

Entre as décadas de 1990 e 2010, os avangos nessa area concentraram-se principalmente
no desenvolvimento de novas matrizes poliméricas, sistemas microencapsulados e plataformas
capazes de modular a cinética de liberagdo dos farmacos. Entretanto, nas ultimas décadas, a
evolucdo da nanotecnologia farmacéutica ampliou significativamente esse campo de pesquisa.
Atualmente, a literatura cientifica demonstra um crescimento expressivo no desenvolvimento
de nanocarreadores multifuncionais, sistemas responsivos a estimulos fisicos, quimicos e
biologicos e plataformas supramoleculares capazes de melhorar propriedades fundamentais dos
principios ativos, como solubilidade, estabilidade quimica, biodisponibilidade, permeabilidade
e direcionamento terapéutico. Entre essas estratégias destacam-se os sistemas baseados em
ciclodextrinas, cuja elevada capacidade de formar complexos de inclusdo tem ampliado suas
possibilidades de aplicagdo clinica em diferentes areas da terapéutica (Kali; Haddadzadegan;
Bernkop-Schnurch, 2024; Topuz; Uyar, 2024; Ji et al., 2024).

Além do aumento da eficécia terapéutica, os SLCs desempenham importante papel na
protecao do principio ativo contra processos de degradagdo provocados por fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos. A encapsulagdo ou complexagao molecular pode reduzir a degradagao
ocasionada pela luz, temperatura, umidade, oxidacdo e a¢do enzimatica, contribuindo para

aumentar a estabilidade das formulagdes farmacéuticas e prolongar seu tempo de
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armazenamento. Paralelamente, esses sistemas favorecem a manuten¢ao de niveis plasmaticos
mais constantes, reduzindo picos de concentracdo associados a toxicidade e concentragdes
subterapéuticas relacionadas a perda da eficacia clinica (Patel; Biswas; Maiti, 2016).

A Figura 1 apresenta uma comparagdo esquematica entre os perfis farmacocinéticos
obtidos por medicamentos convencionais e aqueles proporcionados por sistemas de liberagdo

controlada.

Figura 1 - Representacao esquematica dos perfis farmacocinéticos de sistemas de
liberagdo imediata (IR), sustentada (SR), controlada (CR) e pulsatil (PR), evidenciando as

diferengas na concentracio plasmatica ao longo do tempo.
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Fonte: Elaboragdo propria com uso de IA, baseada em Drapinska et al. (2025) e Uzakova et

al. (2026).

Nos sistemas convencionais, a administracao repetida de doses resulta em sucessivos
picos e vales de concentracdo plasmatica. Em determinados momentos, os niveis do farmaco
podem ultrapassar a janela terapéutica, aumentando o risco de efeitos toxicos, enquanto em
outros permanecem abaixo da concentragdo minima eficaz, comprometendo a resposta clinica.
Em contraste, os Sistemas de Liberacdo Controlada sdo projetados para modular a velocidade
de liberagdo do principio ativo, proporcionando concentragdes plasmaticas mais estaveis e

proximas da faixa terapéutica durante intervalos mais prolongados. Esse comportamento
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farmacocinético contribui para aumentar a eficacia do tratamento e reduzir a ocorréncia de
efeitos adversos (Denadai; Oliveira, 2021).

Diversas plataformas tecnologicas tém sido empregadas para o desenvolvimento desses
sistemas. De maneira geral, os SLCs podem ser classificados de acordo com o mecanismo
predominante responsavel pela retengdo e posterior liberagdo do principio ativo. Entre os
principais grupos destacam-se os sistemas baseados em difusao, degradacdo da matriz, osmose,
estimulos externos e dissociagdo de estruturas supramoleculares. Cada estratégia apresenta
caracteristicas especificas que determinam o perfil cinético de liberagdo, sendo selecionada de
acordo com as propriedades fisico-quimicas do faArmaco e a aplicagdo terapéutica pretendida.

Os sistemas baseados em difusdo caracterizam-se pela incorporacio do principio ativo
em matrizes micro ou nanoparticuladas constituidas por polimeros organicos, biomateriais ou
materiais inorganicos. Nesses sistemas, a liberagdo ocorre predominantemente pela difusdo
gradual do farmaco através da matriz encapsulante, sendo influenciada pela porosidade, grau
de reticulagdo, hidrofilicidade e degradagdo do material. Para aplicagdes biomédicas, ¢
desejavel que essas matrizes apresentem elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa toxicidade, permitindo sua eliminacdao segura pelo organismo apos o término da agao
terapéutica (Denadai; Oliveira, 2021).

Outra importante classe corresponde aos sistemas supramoleculares de liberagdo
controlada, nos quais o principio ativo permanece retido no interior de uma estrutura hospedeira
por meio de interagdes intermoleculares reversiveis, como ligagcdes de hidrogénio, forcas de
van der waals, interagdes hidrofobicas e interagdes eletrostaticas. A liberacdo do composto
ocorre em decorréncia do deslocamento do equilibrio quimico provocado, principalmente, pela
dilui¢do em fluidos fisioldgicos ou por alteragcdes das condigdes do meio, favorecendo a
dissocia¢ao do complexo formado. Entre os principais representantes dessa classe destacam-se
os complexos de inclusdo com ciclodextrinas, calixarenos, cucurbiturilas, sistemas micelares,
pares i0nicos e diferentes arquiteturas supramoleculares descritas na literatura (Yuksel; Kose;
Fellah, 2021).

Nos tultimos anos, especial atengdo tem sido direcionada as micelas poliméricas
inteligentes e aos nanocarreadores responsivos a estimulos, capazes de modificar seu
comportamento em resposta a alteragdes de pH, temperatura, for¢a ionica, potencial redox, luz,
campos magnéticos ou enzimas especificas presentes no microambiente patoldgico. Essas
plataformas permitem maior especificidade na liberacdo dos farmacos, reduzindo a exposigao

de tecidos sadios e aumentando a eficiéncia terapéutica, sobretudo em aplicagdes oncoldgicas,
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anti-infecciosas e na medicina de precisdo (Cao et al., 2013; Kali; Haddadzadegan; Bernkop-
Schniirch, 2024).

Dentro desse contexto, os sistemas baseados em ciclodextrinas destacam-se como uma
das plataformas supramoleculares mais promissoras da atualidade. Sua elevada capacidade de
formar complexos de inclusio com moléculas hidrofobicas possibilita melhorar
simultaneamente a solubilidade aquosa, estabilidade quimica, biodisponibilidade e perfil
farmacocinético de diversos principios ativos, justificando o crescente interesse cientifico e
tecnologico por essas matrizes. Em virtude dessas caracteristicas, as ciclodextrinas constituem
atualmente uma das principais estratégias para o desenvolvimento de formulagdes

farmacéuticas inovadoras, sendo discutidas em maior profundidade na se¢do seguinte.

2.2 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) constituem uma importante classe de oligossacarideos ciclicos
amplamente empregada na tecnologia farmac€utica, quimica supramolecular e
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para liberagao controlada de farmacos. Essas
moléculas s3o formadas por unidades de D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas a-
(1—4), originando estruturas macrociclicas rigidas com formato semelhante ao de um cone
truncado. Dependendo do numero de unidades de glicose presentes na molécula, as
ciclodextrinas naturais sao classificadas em a-ciclodextrina (aCD), composta por seis unidades;
B-ciclodextrina (BCD), formada por sete unidades; e y-ciclodextrina (yCD), constituida por oito
unidades glicopiranosidicas (Saokham; Loftsson, 2017).

A historia das ciclodextrinas teve inicio em 1891, quando Antoine Villiers isolou pela
primeira vez oligossacarideos ciclicos produzidos pela degradacdo enzimdtica do amido.
Posteriormente, Franz Schardinger aprofundou os estudos sobre esses compostos ao identificar
a bactéria Bacillus macerans, produtora da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase),
responsavel pela conversdo do amido em ciclodextrinas. Em reconhecimento as suas
contribuigdes, durante muitos anos esses compostos ficaram conhecidos como "dextrinas de
Schardinger". Entretanto, apesar de sua descoberta ocorrer ainda no final do século XIX,
somente a partir das décadas de 1970 e 1980 o desenvolvimento de processos industriais
economicamente viaveis possibilitou sua producio em larga escala e consequente aplicagdo nas

industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética e biotecnoldgica (Kurkov; Loftsson, 2013;
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Carneiro et al., 2019). A primeira patente envolvendo ciclodextrinas foi registrada em 1953,
marcando o inicio da exploracdo tecnologica dessas moléculas (Jambhekar; Breen, 2016).

O crescente interesse pelas CDs decorre principalmente de sua arquitetura molecular
singular. A disposicao espacial das unidades glicopiranosidicas confere as ciclodextrinas uma
cavidade interna predominantemente hidrofobica e uma superficie externa hidrofilica,
caracteristica que favorece a inclusdo de diferentes moléculas apolares ou parcialmente
hidrofobicas sem a formacgao de ligagdes covalentes. Estruturalmente, a abertura mais larga da
cavidade ¢ delimitada pelas hidroxilas secundérias localizadas nos carbonos C-2 e C-3,
enquanto a abertura menor ¢ formada pelas hidroxilas primarias ligadas ao carbono C-6. Essa
organizacdo molecular permite que as ciclodextrinas atuem como hospedeiros
supramoleculares capazes de estabilizar moléculas hospedes por meio de interagdes
hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio, for¢as de van der Waals e outras interacdes
intermoleculares reversiveis (Miranda et al., 2020; Saha; Rafe, 2023).

Entre as ciclodextrinas naturais, a B-ciclodextrina destaca-se como a mais utilizada em
aplicagdes farmacéuticas devido ao diametro de sua cavidade, compativel com uma ampla
variedade de farmacos de interesse terapéutico. Suas propriedades fisico-quimicas favorecem a
formagao de complexos de inclusdo estaveis, tornando-a uma das matrizes supramoleculares
mais investigadas para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada e
nanocarreadores farmacéuticos (Saha; Rafe, 2023; Saokham; Loftsson, 2017).

A capacidade de formar complexos de inclusdo resulta diretamente da substituicao das
moléculas de 4gua originalmente presentes na cavidade hidrofobica por moléculas hospedes de
maior afinidade energética. Esse processo ocorre espontaneamente em solucdo aquosa e €
conduzido por interagdes intermoleculares reversiveis, sem formacao ou ruptura de ligagdes
covalentes. Como consequéncia, ocorre alteracao de importantes propriedades fisico-quimicas
da molécula encapsulada, incluindo aumento da solubilidade aquosa, maior estabilidade
quimica, prote¢do contra degradacao oxidativa e fotolitica, melhoria da biodisponibilidade e
redugdo da irritabilidade local de diversos farmacos (Szejtli, 1998; Thompson, 1997; Denadai
et al.,20006).

Além das ciclodextrinas naturais, diversas modificagdes quimicas foram desenvolvidas
visando ampliar suas aplicagdes farmacéuticas. Entre os derivados mais empregados, destacam-
se a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), a metil-B-ciclodextrina (MBCD), as ciclodextrinas
catidnicas e diferentes derivados funcionalizados com carboidratos e grupos poliméricos. Essas

modificacdes alteram propriedades como solubilidade, estabilidade, afinidade molecular e
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comportamento farmacocinético, permitindo adequar a matriz as caracteristicas especificas de
cada principio ativo (Souza, 2007).

Dentre esses derivados, a hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) destaca-se por
apresentar elevada solubilidade em agua, excelente perfil de biocompatibilidade e baixa
toxicidade, caracteristicas que justificam seu amplo emprego em formulagdes farmacéuticas e
sistemas nanoestruturados. Sua obten¢do ocorre pela reagdo entre B-ciclodextrina e 6xido de
propileno, promovendo a substituicao parcial dos grupos hidroxila por grupos 2-hidroxipropil.
Essa modificagdo reduz significativamente a tendéncia a cristalizagdo da molécula e aumenta
sua solubilidade, favorecendo a formacdo de complexos de inclusdo mais eficientes com
compostos hidrofobicos (Jansook; Ogawa; Loftsson, 2018).

Nas ultimas décadas, numerosos estudos demonstraram que derivados de p-
ciclodextrina podem melhorar significativamente o desempenho farmacéutico de antibioticos,
antifungicos, antivirais e diversos outros agentes terapéuticos. Entre os principais beneficios
observados destacam-se o aumento da solubilidade, da velocidade de dissolugdo, da
estabilidade fisico-quimica, da permeabilidade através de membranas biologicas e da
biodisponibilidade, além da possibilidade de obtencdo de sistemas de liberagdao sustentada
capazes de manter concentracdes terapéuticas constantes por periodos prolongados. Esses
avangos tém consolidado as ciclodextrinas como uma das principais plataformas
supramoleculares empregadas no desenvolvimento de sistemas inteligentes de liberagdo
controlada (Saha; Rafe, 2023; Ji et al., 2024; Topuz; Uyar, 2024).

No presente estudo foram selecionadas a P-ciclodextrina e a hidroxipropil-p-
ciclodextrina como matrizes hospedeiras para a formag¢ao de complexos de inclusdo com o
cloreto de benzalconio (CBZ). A escolha dessas moléculas fundamenta-se em sua elevada
capacidade de encapsular compostos anfifilicos ¢ modificar propriedades relevantes para a
atividade biologica, incluindo estabilidade, solubilidade, interagdo com membranas celulares e
perfil de liberacdo. Dessa forma, espera-se que a formagdo dos complexos CBZ/BCD e
CBZ/HPBCD contribua para otimizar o desempenho antimicrobiano do cloreto de benzalconio,
reduzindo simultaneamente limitacdes relacionadas a toxicidade e a disponibilidade do

composto em meio bioldgico.
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2.3 Cloreto de benzalconio

O cloreto de benzalconio (CBZ) ¢ um composto pertencente a classe dos sais de amdnio
quaternario, amplamente utilizado como agente antimicrobiano, conservante ¢ desinfetante em
aplicagdes farmacéuticas, hospitalares, industriais e domésticas. Quimicamente, trata-se de uma
mistura de alquilbenzyldimetilamonios clorados, cuja atividade bioldgica estd diretamente
relacionada a sua natureza anfifilica e a presenga do grupamento de amoénio quaternario
permanentemente carregado positivamente. Essa caracteristica estrutural favorece a interagao
eletrostatica com componentes anidnicos presentes na superficie das membranas celulares
microbianas, constituindo a base de seu mecanismo de a¢do antimicrobiano (Sorensen et al.,
2020).

A estrutura molecular do ion benzalconio estd representada na Figura 2. Sua
conformagdo apresenta diferencas quando analisada no vicuo e em meio aquoso, refletindo a
influéncia do ambiente sobre a organizacao espacial da molécula e sobre suas possiveis

interacdes com biomembranas e sistemas supramoleculares.

Figura 2 - fon benzalconio (C21H3sN*Y): (A) conformagao no véacuo e (B) conformagio em

meio aquoso.
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Fonte: O autor (2026).

O mecanismo de agdo do cloreto de benzalconio esté relacionado principalmente a sua
elevada afinidade pelas membranas celulares dos microrganismos. Inicialmente, a regido
cationica da molécula interage com grupos aniOnicos presentes na superficie celular,
promovendo sua adsor¢do a parede bacteriana. Em seguida, a cadeia hidrofobica do surfactante
penetra na bicamada lipidica, desorganizando sua estrutura, aumentando a permeabilidade da

membrana e comprometendo sua integridade funcional. Como consequéncia, ocorre
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extravasamento de constituintes intracelulares, desregulacdo do metabolismo celular e perda da
homeostase, culminando na morte da célula microbiana (Sorensen et al., 2020).

O modelo classico proposto por Salton (1968) descreve esse processo como uma
sequéncia progressiva de eventos celulares. Inicialmente ocorre a adsor¢do do surfactante a
superficie da célula e sua difusdo através da parede celular, quando presente. Posteriormente,
verifica-se intensa interagdo com a membrana citoplasmatica, promovendo desorganiza¢ao
estrutural e aumento da permeabilidade. Essa alteragdo favorece a perda de metabdlitos
essenciais de baixa massa molecular, incluindo aminoécidos, nucleotideos, purinas, pirimidinas
e ions inorgénicos. Em estagios mais avangados, ocorre desnaturacdo de proteinas, degradagao
de acidos nucleicos e ativacdo de enzimas autoliticas responsaveis pela lise celular. O conjunto
desses eventos compromete irreversivelmente o metabolismo bacteriano, levando ao
extravasamento do conteudo intracelular e, consequentemente, & morte do microrganismo
(Salton, 1968; Alves et al., 2012).

Além da agdo direta sobre a membrana plasmatica, estudos recentes indicam que o CBZ
pode interferir em diferentes processos metabolicos celulares, incluindo a atividade de enzimas
essenciais, alteracdes no potencial de membrana, inibi¢do de sistemas de transporte e
comprometimento da producdo energética bacteriana. Esses mecanismos complementares
ampliam seu espectro de a¢do e explicam sua elevada eficécia frente a bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, fungos, leveduras e virus envelopados (Sorensen et al., 2020).

Em razdo dessas propriedades, o cloreto de benzalconio ¢ amplamente empregado como
conservante em formulagdes farmacéuticas e cosméticas, incluindo colirios, solu¢des
oftalmicas, solugdes para lentes de contato, enxaguatdrios bucais, produtos dermatologicos,
antissépticos e desinfetantes de uso hospitalar. Sua utilizagdo contribui para garantir a
estabilidade microbioldgica das formulagdes durante o armazenamento € o uso, reduzindo o
risco de contaminagdo por microrganismos potencialmente patogénicos (Yazar ef al., 2013).

Apesar de sua ampla aplicagdo, o emprego do CBZ apresenta limitagcdes importantes. A
exposi¢ao prolongada ou a utilizagdo em concentracdes elevadas pode provocar irritacdo de
pele e mucosas, alteragdes da superficie ocular, citotoxicidade em determinadas linhagens
celulares e reacdes de hipersensibilidade em individuos susceptiveis. Além disso, o uso
indiscriminado de compostos quaternarios de amoénio tem sido associado ao desenvolvimento
de mecanismos adaptativos de resisténcia bacteriana, incluindo alteracdes da permeabilidade
celular, modificagdo da composi¢ao da membrana e superexpressdo de bombas de efluxo. Esses

fendmenos representam um importante desafio para a manuten¢do da eficicia clinica desses
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compostos e reforcam a necessidade de estratégias capazes de otimizar sua atividade
antimicrobiana (Gilbert; Mcbain, 2003; Kampf, 2018).

Nesse contexto, a incorporagao do cloreto de benzalconio em sistemas supramoleculares
baseados em ciclodextrinas surge como uma alternativa promissora para modificar seu perfil
farmacéutico. A formacdo de complexos de inclusdo pode promover aumento da estabilidade
quimica, melhoria da solubilidade, maior controle da libera¢do, reducdo da toxicidade e
potencial modulagdo da interagdo entre o farmaco e as membranas bacterianas. Dessa forma,
espera-se que a complexacao molecular do CBZ com B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-3-
ciclodextrina (HPBCD) contribua para ampliar sua eficicia antimicrobiana e favorecer o
desenvolvimento de novas formulagdes nanoestruturadas destinadas ao controle de infecg¢des

causadas por microrganismos resistentes.

2.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva pertencente a microbiota
comensal de seres humanos, colonizando principalmente a pele, a mucosa nasal e outras
superficies epiteliais. Embora sua presenca seja frequentemente assintomatica, essa espécie
apresenta elevado potencial patogénico e constitui um dos principais agentes etioldgicos de
infec¢des adquiridas tanto na comunidade quanto em ambientes hospitalares. A capacidade de
adaptacdo a diferentes nichos bioldgicos, associada a producdo de numerosos fatores de
viruléncia, permite que Staphylococcus aureus cause desde infec¢des superficiais e localizadas
até quadros sistémicos graves, caracterizando-se como um dos microrganismos de maior
relevancia clinica na atualidade (Tong et al., 2015).

Entre as manifestagdes clinicas mais frequentemente associadas a infec¢do por
Staphylococcus aureus destacam-se bacteremia, sepse, endocardite infecciosa, pneumonia,
osteomielite, artrite séptica, infec¢des de pele e tecidos moles, meningite, além de infecgdes
relacionadas ao uso de dispositivos médicos invasivos, como cateteres vasculares, proteses
ortopédicas e implantes biomédicos. A elevada capacidade de formagdo de biofilmes sobre
superficies bidticas e abioticas contribui significativamente para a persisténcia dessas infeccdes,
dificultando a agdo do sistema imunoldgico e reduzindo a eficacia dos tratamentos
antimicrobianos convencionais (Tong ef al., 2015).

A suscetibilidade as infecgdes invasivas € particularmente elevada em individuos

imunocomprometidos ou portadores de doencas cronicas, incluindo diabetes mellitus
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descompensado, infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), neoplasias,
insuficiéncia renal crdnica, distirbios hematologicos e alteracdes na funcdo de neutrdfilos.
Entretanto, infecgdes por Staphylococcus aureus também podem ocorrer em individuos
previamente saudaveis, refletindo a elevada capacidade adaptativa e o amplo potencial de
disseminagdo desse microrganismo na populacio (Tong et al., 2015).

Nas ultimas décadas, a crescente utilizacdo de agentes antimicrobianos exerceu intensa
pressao seletiva sobre populagdes bacterianas, favorecendo o surgimento e a disseminagao de
linhagens resistentes. Entre essas, destaca-se o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), considerado atualmente um dos principais patégenos associados as infecc¢des
relacionadas a assisténcia a saude. A aquisi¢do do gene mecA, responsavel pela producgdo da
proteina ligadora de penicilina PBP2a, reduz significativamente a afinidade pelos antibidticos
B-lactamicos, conferindo resisténcia a meticilina, penicilinas, cefalosporinas e,
consequentemente, a maior parte dessa classe terapéutica (Zhang et al., 2017).

Além da resisténcia aos B-lactamicos, diferentes linhagens de Staphylococcus aureus
passaram a apresentar sensibilidade reduzida ou resisténcia a outros antimicrobianos
amplamente utilizados na pratica clinica, incluindo glicopeptideos, macrolideos, lincosamidas,
tetraciclinas e fluoroquinolonas. Particular preocupagao tem sido direcionada ao surgimento de
isolados com sensibilidade reduzida ou resisténcia a vancomicina, antibiotico considerado
durante muitos anos uma das principais opgdes terapéuticas para o tratamento das infecgdes
causadas por MRSA. Esse cendrio evidencia a continua evolucdo dos mecanismos de
resisténcia bacteriana e reforca a necessidade de desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas seja qual for o mecanismo de a¢ao do antimicrobiano (Zhang et al., 2017).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus aureus
envolvem processos complexos que incluem aquisi¢do horizontal de genes de resisténcia por
plasmideos, transposons € cassetes cromossomicos, além de mutacdes espontaneas favorecidas
pela pressdo seletiva decorrente do uso inadequado de antimicrobianos. Alteracdes na
permeabilidade da membrana celular, superexpressao de bombas de efluxo, modificagdo dos
alvos moleculares dos antibidticos, produ¢do de enzimas inativadoras e formagao de biofilmes
constituem importantes estratégias adaptativas que dificultam significativamente o tratamento
dessas infecgdes (Guo et al., 2020).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reconhece o Staphylococcus aureus resistente
a meticilina como um dos principais patdgenos prioritarios para o desenvolvimento de novos

antimicrobianos e estratégias terapéuticas inovadoras, em razao de seu elevado impacto clinico



34

e epidemiologico. O aumento da incidéncia de infec¢des por cepas multirresistentes representa
um importante desafio para os sistemas de saude em escala global, contribuindo para
prolongamento das internacdes hospitalares, aumento dos custos assistenciais e elevagao das
taxas de morbidade e mortalidade.

Nesse contexto, estratégias capazes de potencializar a atividade de antimicrobianos ja
disponiveis tornam-se particularmente relevantes. Entre essas abordagens destacam-se os
sistemas de liberacdo controlada e os complexos de inclusdao baseados em ciclodextrinas,
capazes de modificar propriedades fisico-quimicas dos farmacos, aumentar sua estabilidade,
controlar sua liberacdo e potencialmente favorecer sua interagdo com as membranas
bacterianas. Considerando a elevada relevancia clinica de Staphylococcus aureus e o crescente
desafio representado pela resisténcia antimicrobiana, esta espécie foi selecionada como modelo
bioldgico para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos complexos de inclusdo entre o cloreto
de benzalconio (CBZ), a B-ciclodextrina (BCD) e a hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD),

desenvolvidos no presente estudo.

3 OBJETIVOS

Nesta se¢do, aprensentaremos os objetivos delineados da pesquisa, no intuito de elucidar
o processo de sintese dos complexos, a caracterizagdo quimica estrutural € os mecanismos de

acao microbiologica dos complexos avaliados.

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial antimicrobiano de complexos de inclusio
formados entre o cloreto de benzalconio (CBZ) e as ciclodextrinas B-ciclodextrina (BCD) e
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), investigando suas propriedades fisico-quimicas,

termodindmicas, estruturais e sua atividade frente a Staphylococcus aureus.

3.2 Objetivos Especificos

o Preparar os complexos de inclusdo entre o cloreto de benzalconio (CBZ) e as
ciclodextrinas B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD);

o Caracterizar os complexos de inclusdo em fase solida por meio de analises
termogravimétricas (TGA), andlise térmica diferencial (DTA) e espectroscopia vibracional na

regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);
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. Investigar as interagdes intermoleculares em solucao (D20O) por espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('"H-RMN), avaliando os deslocamentos
quimicos decorrentes da formagao dos complexos;

. Determinar a proximidade espacial entre os grupos moleculares do cloreto de
benzalconio e das ciclodextrinas por meio da técnica de Efeito Nuclear Overhauser (‘H-'H
NOESY-RMN), visando confirmar a geometria de inclusdo molecular;

J Determinar os parametros termodindmicos da interacdo entre o CBZ e as
ciclodextrinas, incluindo entalpia de interacdo (4../1°), energia livre de Gibbs (4::G°),
contribuicao entropica (74:,:5°), constante de equilibrio (K) e estequiometria de ligagao (N),
utilizando Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC);

. Avaliar as propriedades coloidais dos complexos de inclusdo por meio de
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), potencial zeta (ZP), condutividade elétrica (x) e
espectroscopia de impedancia elétrica, investigando a formagdo de agregados
supramoleculares;

o Realizar estudos computacionais visando elucidar as possiveis geometrias de
inclusdo molecular do cloreto de benzalconio nas cavidades da BCD e da HPBCD;

o Avaliar a atividade antimicrobiana dos complexos de inclusdo frente a
Staphylococcus aureus, determinando a concentracdo inibitoria minima (CIM);

o Avaliar a capacidade dos complexos de inclusao em promover a erradicagao de
biofilmes pré-formados de Staphylococcus aureus, comparando o efeito do CBZ livre com os
sistemas complexados;

o Investigar a interacdo entre o cloreto de benzalconio e a membrana celular de
Staphylococcus aureus, na auséncia e na presenca das ciclodextrinas, utilizando as técnicas de
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (ZP), buscando compreender os

mecanismos fisico-quimicos envolvidos na atividade antimicrobiana.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta se¢do, apresentaremos todos os recursos materiais € metodologico presentes na
literatura cientifica, que foram empregados na pesquisa no intuito de atingir os objetivos

propostos na se¢ao anterior.

4.1 Materiais E Reagentes Utilizados
Os experimentos foram conduzidos utilizando reagentes de grau analitico (P.A.) e agua
ultrapura obtida em sistema de purificagdo tipo I. Os principais materiais e reagentes
empregados neste estudo estdo descritos a seguir:
 Agua ultrapura Tipo I (Merck Millipore, Burlington, MA, EUA);
e B-Ciclodextrina (BCD) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA);
o Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA);
e Cloreto de benzalconio (CBZ) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA);
e Solucao salina estéril (NaCl 0,9%);
 Caldo Mueller-Hinton e Agar Mueller-Hinton (Ionlab Equipamentos para Laboratorios
e Hospitais Ltda., Brasil);
e Dimetilsulfoxido (DMSO), grau analitico (Bio Scie Industria e Comércio Ltda., Brasil);
e 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, EUA);
o Tampao fosfato salino (Phosphate Buffered Saline — PBS), grau P.A;
e Metanol, grau P.A_;
e Solucdo de cristal violeta a 0,1% (m/v);
e Etanol 95% (v/v).
Para os ensaios microbioldgicos foram utilizadas cinco cepas de Staphylococcus aureus,
incluindo a cepa de referéncia ATCC 25923, a cepa de referéncia ATCC 6538 e os isolados
clinicos 170, 15 e 1369061, empregados nas avaliacdes da atividade antimicrobiana, formagao

de biofilme e interagdo com membranas celulares.

4.2 Delineamento Experimental
Com o objetivo de facilitar a compreensao das etapas experimentais desenvolvidas neste
estudo, foi elaborado um fluxograma representando a sequéncia metodologica adotada (Figura

3). O delineamento experimental foi organizado em duas etapas principais: (i) caracterizagao
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fisico-quimica dos complexos de inclusdo e (ii) avaliacdo bioldgica de sua atividade
antimicrobiana.

Na primeira etapa, foram realizados os procedimentos de sintese dos complexos de
inclusdo entre o cloreto de benzalconio (CBZ) e as ciclodextrinas B-ciclodextrina (BCD) e
hidroxipropil-pB-ciclodextrina  (HPBCD), seguidos pelas caracterizagcdes estruturais,
espectroscopicas, térmicas, termodindmicas e coloidais. Para melhor organiza¢do da
investigacao, as técnicas analiticas foram agrupadas de acordo com o estado fisico das amostras,
contemplando analises em fase s6lida e em solugao.

Na segunda etapa, foram conduzidos os ensaios microbiologicos destinados a avaliagdo
da atividade antimicrobiana dos complexos de inclusdo frente a Staphylococcus aureus.
Adicionalmente, foram realizados estudos envolvendo a erradicagdo de biofilmes ¢ a
investigacdo das alteragdes fisico-quimicas promovidas pela interagdo do cloreto de
benzalconio com a membrana bacteriana, tanto na auséncia quanto na presenca das

ciclodextrinas.

Figura 3 - Fluxograma de desenvolvimento da pesquisa
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Fonte: O autor, elaborada com auxilio de IA (2026).
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4.2.1 Preparo do Complexo de Inclusdo e Mistura Mecdnica

Os complexos de inclusdo entre o cloreto de benzalconio (CBZ) e as ciclodextrinas -
ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) foram preparados empregando
razao molar de 1:1 (hospede), utilizando a metodologia de complexagao seguida de liofilizagao,
conforme adaptacdes de protocolos descritos na literatura (Cao; Guo; Ping, 2005; Chowdary;
Shankar; Tanniru, 2014; Lula et al., 2012).

Inicialmente, solu¢des aquosas individuais de CBZ, BCD e HPBCD foram preparadas
em concentragdes equimolares, utilizando agua ultrapura Tipo I como solvente. Ap6s completa
dissolug¢ao dos componentes, as solugdes contendo o farmaco e a respectiva ciclodextrina foram
misturadas e mantidas sob agitacdo magnética continua durante 24 horas, a temperatura
ambiente, visando favorecer o equilibrio de complexac¢ao molecular entre as espécies.

Ao término do periodo de incubagdo, as solugdes foram submetidas ao processo de
congelamento e, posteriormente, a liofilizacdo para obtencdo dos complexos de inclusdo na
forma solida, preservando as caracteristicas estruturais dos sistemas supramoleculares
formados.

Como controle experimental, foram preparadas misturas mecanicas (MM) de CBZ/BCD
e CBZ/HPBCD, também na razao molar de 1:1, para uso nas caracteriza¢des no estado solido.
Para isso, quantidades estequiométricas dos componentes soOlidos foram pesadas e
homogeneizadas mecanicamente em tubos de polipropileno (Eppendorf®), sem a utilizagdo de
solventes, obtendo-se sistemas fisicos de referéncia destinados a comparacdo com os

complexos de inclusao produzidos por complexagdo molecular.

4.3 Caracterizacio Estrutural

Segue em sequéncia, as técnicas experimentais, empregadas para a caracterizagdo

estrutural dos complexos.

4.3.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

A caracterizagdo estrutural do cloreto de benzalconio (CBZ), das ciclodextrinas B-
ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD), das misturas mecanicas (MM) e
dos complexos de inclusaio CBZ/BCD e CBZ/HPBCD foi realizada por espectroscopia

vibracional na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).
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Os espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio, compreendida entre 4000
e 400 cm™, utilizando um espectrometro PerkinElmer Spectrum Two™ (Figura 4), operando
no modo de transmitancia, com amostras preparadas na forma de pastilhas de brometo de
potassio (KBr).

Para cada amostra foram realizadas 16 varreduras consecutivas, empregando resolucao
espectral de 2 cm™'. Os espectros foram adquiridos utilizando o software PerkinElmer Spectrum
ES (versao 10.03.08.0133) e posteriormente exportados para o programa OriginPro 9.0
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA), onde foram processados e utilizados para
analise comparativa das bandas vibracionais.

A técnica foi empregada com o objetivo de identificar altera¢cdes nos modos vibracionais
caracteristicos do CBZ e das ciclodextrinas decorrentes da formacao dos complexos de

inclusdo, permitindo avaliar possiveis interagdes intermoleculares entre as espécies estudadas.

Figura 4 - Espectrometro de Infravermelho da Perkin Elmer, modelo Spectrum Two™, com

transformada de Fourier

Fonte: O autor (2026).

4.3.2 Andlise Térmica: termogravimetria (TGA), andlise térmica diferencial (DTA)

A estabilidade térmica e o comportamento de decomposi¢ao do cloreto de benzalconio
(CBZ), da B-ciclodextrina (BCD), da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), das misturas
mecanicas e dos complexos de inclusdo foram avaliados por andlises termogravimétricas

(TGA) e analise térmica diferencial (DTA).
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As andlises foram realizadas em um modulo termogravimétrico STA 7200 RV (Hitachi
High-Tech Corporation, Japao), ilustrado na Figura 5.

As amostras, com massa aproximada de 3,0 mg, foram acondicionadas em cadinhos de
platina, utilizando-se um cadinho vazio como referéncia. As analises foram conduzidas sob
atmosfera dindmica de ar sintético, com fluxo de 300 mL min™', empregando rampa de
aquecimento de 35 °C até 1000 °C, a taxa de 20 °C min™".

Os termogramas obtidos permitiram avaliar os eventos de perda de massa e as
transformagoes térmicas dos materiais, possibilitando comparar os perfis de decomposi¢ao dos
componentes isolados, das misturas mecanicas ¢ dos complexos de inclusdo, fornecendo

evidéncias complementares da interacdo supramolecular entre 0 CBZ e as ciclodextrinas.

Figura 5 - Mdédulo termogravimétrico TGA/DTA STA 7200RV da Hitachi

Fonte: O autor (2026).

4.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear
Os estudos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizados no Laboratorio
de Ressondncia Magnética Nuclear de Alta Resolugdo do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em colaboragdo com pesquisadores da

institui¢ao.
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Foram obtidos espectros de RMN de hidrogénio ('H-RMN) para o cloreto de
benzalconio (CBZ), B-ciclodextrina (BCD), hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) e para os
respectivos complexos de inclusdio CBZ/BCD e CBZ/HPBCD. Adicionalmente, foram
realizados experimentos bidimensionais do tipo 'H-'H NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy), visando investigar a proximidade espacial entre os grupos funcionais das
moléculas envolvidas na complexagao.

Os espectros foram adquiridos em um espectrometro Bruker DRX-400 AVANCE,
operando a frequéncia de 400 MHz para o nucleo de 'H. As amostras foram preparadas
utilizando 4agua deuterada (D20) como solvente, e os espectros foram processados e analisados
por meio do software MestReNova®.

Os experimentos realizados compreenderam:

RMN de Hidrogénio (‘H-RMN): utilizada para a caracterizagdo estrutural dos
compostos estudados e para a avaliagdo das alteragdes nos deslocamentos quimicos (J)
decorrentes da formacao dos complexos de inclusao.

RMN bidimensional (‘"H-'"H NOESY): empregada para investigar correlacdes espaciais
entre protons do cloreto de benzalconio e das ciclodextrinas, permitindo confirmar a formagao
dos complexos de inclusdo e propor a orientagdo espacial do hospede no interior da cavidade
das matrizes hospedeiras por meio do Efeito Nuclear Overhauser (NOE). Experimentos

realizados com tempo de mistura de 300 ms.

4.4 Caracterizacio Termodiniamica

Segue em sequéncia, a técnica experimental, empregada para a caracterizagdo

termodinamica dos complexos.

4.4.1 Titulagoes calorimétricas isotérmicas (ITC)

As propriedades termodinamicas da interagdo entre o cloreto de benzalconio (CBZ) e as
ciclodextrinas B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-pB-ciclodextrina (HPBCD) foram
determinadas por Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry —
ITC), utilizando um microcalorimetro VP-ITC (MicroCal®, Malvern Panalytical), ilustrado na

Figura 6.
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Os experimentos foram conduzidos a 25 °C, empregando uma célula de amostra com
volume de 1,5 mL, contendo solucdo aquosa de cloreto de benzalconio (CBZ) na concentragao
de 1,0 mmol L.

Para os experimentos envolvendo a B-ciclodextrina, foi utilizada uma soluc¢ao titulante
de 15,0 mmol L, enquanto para a hidroxipropil-B-ciclodextrina empregou-se uma solucao de
30,0 mmol L. Em ambos os casos, foram realizadas 51 injecdes automaticas, sendo a primeira
de 1,0 uL, descartada durante o tratamento dos dados por apresentar influéncia da difusao entre
a seringa ¢ a cela calorimétrica, seguida por 50 injecdes sucessivas de 5,0 pL.

Apds cada experimento, as curvas calorimétricas obtidas foram corrigidas mediante
subtracdo dos respectivos experimentos em branco, eliminando-se os efeitos térmicos
decorrentes da diluicao dos reagentes e das interacdes com o solvente. Esse procedimento
permitiu isolar exclusivamente o calor associado ao processo de complexagao molecular entre
0 CBZ e as ciclodextrinas.

Todas as titulagdes foram realizadas em duplicata para garantir a reprodutibilidade dos
resultados experimentais. Os dados calorimétricos foram processados utilizando o software
MicroCal Origin® versao 6.0, por meio do ajuste dos isotermas experimentais aos modelos
matematicos de ligacdo disponiveis no programa.

A partir do ajuste das curvas experimentais foram determinados os principais
parametros termodinamicos da interacao molecular, incluindo a constante de equilibrio (K), a
estequiometria de ligagdo (N), a variagdo de entalpia de interagdo (4;./1°), a variacao da energia
livre de Gibbs (4i:G°) e a contribuicdo entropica (74;::S°). Esses parametros permitiram
caracterizar o processo de formacdo dos complexos de inclusdo e avaliar as forgas
intermoleculares predominantes envolvidas na associagdo entre o cloreto de benzalconio e as

ciclodextrinas.
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Figura 6 — Representagdo do Microcalorimetro VP-ITC da Microcal
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Fonte: Autor (2026).

4.5. Caracterizacao Coloidal

A caracterizagdo coloidal dos sistemas formados entre o cloreto de benzalconio (CBZ)
e as ciclodextrinas PB-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) foi
realizada por meio das técnicas de Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering
— DLS), Potencial Zeta (Zeta Potential — ZP), e Espectroscopia de Impedancia Elétrica
(Electrical Impedance Spectroscopy — EIS). Essas analises permitiram investigar a formagao de
agregados supramoleculares, avaliar a estabilidade coloidal dos sistemas e caracterizar suas

propriedades elétricas em solucao aquosa.

4.5.1 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

As medidas do diametro hidrodinamico (D) foram realizadas utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido), ilustrado na Figura 7.

Os experimentos foram conduzidos a 25 °C, utilizando sistema de termostatizagdo por
efeito Peltier, apds periodo de equilibrio térmico de 30 segundos. As solugdes contendo BCD
(15 mmol L") e HPBCD (30 mmol L) foram transferidas para cubetas de poliestireno com
caminho Optico de 1 cm e analisadas utilizando laser He-Ne de 633 nm (4 mW), com detec¢ao
da luz espalhada a 90°.

Para avaliar a influéncia da concentragdo do firmaco sobre o comportamento coloidal

das ciclodextrinas, foram realizadas titulagdes sucessivas com solugdo aquosa de CBZ (1,0
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mmol L"). Em cada experimento foram efetuadas 50 adi¢des consecutivas de 5,0 uL da solucao
titulante em 1,5 mL da suspensdo contendo a respectiva ciclodextrina.

Cada ponto experimental correspondeu a média de cinco medidas independentes, sendo
cada medida obtida a partir da média de cinco aquisi¢des consecutivas. Os dados experimentais

foram tratados utilizando o software OriginPro® 9.0 (OriginLab Corporation, EUA).

4.5.2 Determinag¢do do Potencial Zeta (ZP)

As determinagdes do potencial zeta foram realizadas no mesmo equipamento
(Zetasizer Nano ZS90), empregando o modulo de microeletroforese por efeito Laser Doppler
(MELD).

As amostras foram preparadas de forma semelhante as utilizadas nos experimentos de
DLS. As suspensdes contendo BCD (15 mmol L') e HPBCD (30 mmol L") foram
acondicionadas em cubetas de vidro equipadas com célula eletroforética do tipo Dip Cell.

As medidas foram realizadas com angulo de deteccao de 173°, utilizando diferenca de
potencial alternada de 10 V. Os valores de potencial zeta foram obtidos a partir da mobilidade
eletroforética, empregando o modelo de Smoluchowski.

Durante os experimentos foram realizadas 50 adig¢des sucessivas de 10 pL da solugdo
de CBZ (1,0 mmol L") em 3,0 mL das suspensodes de fCD e HPBCD em um béquer. Apds cada
adicao, as amostras foram transferidas para a cubeta ¢ submetidas as analises. Apos cada
analise, as solucdes foram devolvidas para o béquer e submetida a nova injecdo de titulante até
o fim do experimento. As determinagdes foram iniciadas antes da primeira adi¢do do titulante
e repetidas ap6s cada etapa de titulagao.

Os resultados correspondem a média de cinco determinagdes independentes, sendo
cada uma obtida a partir da média de cinco aquisigdes consecutivas. O tratamento dos dados foi

realizado utilizando o software OriginPro® 9.0.
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Figura 7 - ZetaSizer Nano ZS90

Fonte: o autor (2026).

4.5.3 Espectroscopia de Impeddncia Elétrica (EIS)

As propriedades elétricas dos sistemas supramoleculares foram avaliadas por
Espectroscopia de Impedancia Elétrica (Electrical Impedance Spectroscopy — EIS).

Os sistemas CBZ/BCD e CBZ/HPBCD foram preparados utilizando 15 mL de solugdo
aquosa de cloreto de benzalconio (1,0 mmol L), sendo posteriormente submetidos a titulagao
com solugdes de B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). Para cada
sistema foram realizadas 25 adigdes sucessivas de 100 pL da solugdo de ciclodextrina, seguidas
de homogeneiza¢do e repouso até a estabilizagdo do sinal elétrico antes da aquisi¢do dos
espectros.

As medidas de impedancia foram obtidas utilizando um analisador operando em
corrente alternada e frequéncias superiores a 1 kHz, condicdo que minimiza os efeitos de
polarizagdo interfacial e adsor¢do nos eletrodos, permitindo avaliar predominantemente as
propriedades elétricas intrinsecas dos sistemas estudados (Lima et al., 2022).

Foram analisados o moédulo da impedancia (|Z*|), a componente real (Re[Z*]) e
imaginaria (Im[Z*]) da impedancia complexa, o modulo da admitancia (|Y*|) e os diagramas
de Nyquist. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, sendo os dados tratados e

analisados no software MicroCal Origin® versao 6.0.

4.6 Estudo Computacional
Os estudos de modelagem molecular foram realizados em colaboracdo com o
Laboratoério de Quimica Fundamental (LQF), vinculado ao Departamento de Quimica do

Instituto de Ciéncias Naturais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, Minas
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Gerais, Brasil. Toda a infraestrutura computacional e o suporte técnico-cientifico necessarios

ao desenvolvimento das simulag¢des foram disponibilizados pela institui¢do parceira.

4.6.1 Construcdo das Estruturas Moleculares

A estrutura inicial da B-ciclodextrina (BCD) foi obtida a partir de dados cristalograficos
disponiveis na literatura (Seidel, Koleva, 2009). Antes da constru¢do dos sistemas
supramoleculares, essa estrutura foi submetida a otimizagao geométrica utilizando o método
semiempirico de mecanica quantica GFN2-xTB, desenvolvido por Grimme, Bannwarth e
Shushkov (2017).

A estrutura do ion benzalcénio (CBZ"), correspondente ao composto Benzododecinio
(CID 8754), foi obtida na base de dados PubChem (Kim et al., 2021). Posteriormente, realizou-
se uma busca conformacional utilizando o programa CREST (Conformer-Rotamer Ensemble
Sampling Tool), tanto em fase gasosa quanto empregando o modelo continuo de solvatagdo
ALPB para adgua (Pracht; Bohle; Grimme, 2020; Ehlert ef al., 2021).

Além da BCD natural, foram investigados trés isomeros da hidroxipropil-p-ciclodextrina
(HPBCD). Os isdomeros 01 e 02 foram construidos com base nas estruturas propostas por He et
al. (2024), enquanto o isomero 00 foi adotado conforme descri¢do recente de Dos Santos e

Anconi (2024). As estruturas empregadas encontram-se ilustradas na Figura 8.

Figura 8 - Isdbmeros de HPBCD investigados neste estudo. As unidades de glicose com as

substituicoes O2 ou O6 foram indicadas em azul.
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Fonte: O autor (2026)
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4.6.2 Construgdo dos Sistemas Supramoleculares

Apos a otimizagdo das estruturas individuais, foram gerados automaticamente os
sistemas supramoleculares utilizando o software UD-APARM, desenvolvido pelo grupo de
pesquisa de Anconi e disponibilizado em repositdrio publico (https://github.com/anconi-lab).

O algoritmo utiliza os eixos principais de inércia da molécula hospedeira (BCD ou
HPBCD) e da molécula hospede (CBZ"), promovendo diferentes orientagcdes espaciais por meio
de deslocamentos translacionais e rotagdes sucessivas do hospede ao longo do eixo de inclusao
da cavidade da ciclodextrina.

Para cada combinacdo entre hospede e hospedeiro foram gerados 3.744 arranjos

supramoleculares iniciais, definidos pelos parametros geométricos apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Entrada UD-APARM adotada no presente trabalho para sistemas supramoleculares
1:1 construidos com Benzalconio (CBZ), 2HPBCD (isdmeros 00, 01 e 02) e BCD natural. Este

conjunto de parametros definiu 3.744 sistemas supramoleculares iniciais.

3744 starting systems

Parameter Starting Final Number of
Value value Steps

r 2.0 8.0 12

0 0 180 1

¢ 0 0 1

Euler a 0 330 11

Euler B 30 210 1

Euler y 0 300 5

Fonte: O autor (2026).

4.6.3 Otimiza¢do Geométrica

Todos os arranjos supramoleculares gerados automaticamente foram inicialmente
otimizados em fase gasosa utilizando o método semiempirico GFN2-xTB.

Posteriormente, as estruturas convergidas foram submetidas a nova otimizacao
empregando o modelo continuo de solvatacio ALPB, considerando agua como solvente,
conforme implementado no programa xTB versao 6.41.

Foram avaliados sistemas contendo a BCD natural e trés diferentes isomeros de HPBCD.
Dessa forma, considerando as quatro matrizes supramoleculares estudadas (BCD, HPBCD-00,
HPBCD-01 e HPPCD-02), foram investigados 14.976 complexos supramoleculares,

correspondentes a quatro conjuntos independentes de 3.744 geometrias iniciais.
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4.6.4 Avaliacdao Termodinamica

Apo6s a otimizagdo geométrica, foram calculadas as propriedades termodinamicas dos
complexos supramoleculares, permitindo avaliar a estabilidade relativa dos diferentes modos
de inclusdo do ion benzalconio nas cavidades das ciclodextrinas.

A andlise contemplou a comparacdo das energias de interacdo entre os diferentes
complexos, possibilitando identificar as geometrias energeticamente mais favoraveis e
compreender os principais fatores estruturais responsaveis pela estabilizacdo dos sistemas
supramoleculares.

A interpretacdo dos resultados foi realizada conforme a metodologia descrita por Anconi
e Souza (2022), permitindo correlacionar os dados tedricos com os resultados experimentais

obtidos pelas técnicas espectroscopicas, calorimétricas e microbioldgicas.

4.7 Estudo de Interacdoes dos Compostos com Microrganismos

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos sistemas desenvolvidos foram
empregadas cepas de referéncia e isolados clinicos de Staphylococcus aureus. Inicialmente,
utilizaram-se as cepas de referéncia ATCC 25923 e ATCC 6538, além dos isolados clinicos 15,
170 e 1369061, com o objetivo de investigar se a resposta aos complexos de inclusdo
apresentava dependéncia da linhagem bacteriana.

Apds a etapa inicial de triagem, os ensaios biologicos mais especificos foram
conduzidos utilizando apenas cepas de referéncia (ATCC), em razdo de sua ampla utilizagao
em protocolos padronizados de avaliacdo microbiologica.

A cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi selecionada para os ensaios de
determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e para os estudos de interagao entre os
complexos de inclusdao e a membrana bacteriana, avaliados por Espalhamento Dindmico de Luz
(DLS) e Potencial Zeta (ZP). Essa escolha fundamenta-se no fato de essa linhagem constituir
uma cepa de referéncia internacionalmente empregada em ensaios de suscetibilidade
antimicrobiana e em procedimentos de controle de qualidade microbioldgico, sendo
amplamente recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024).

Por outro lado, os experimentos destinados a avaliacao da erradicacdo de biofilmes pré-
formados foram realizados utilizando a cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538, reconhecida
como modelo experimental para estudos relacionados a formagdo, maturacdo e controle de

biofilmes bacterianos. Segundo Marchesani et al. (2025), essa linhagem apresenta elevada
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capacidade de formagdo de biofilmes estaveis, sendo amplamente utilizada na investigacao da
adesdo bacteriana, da arquitetura estrutural dos biofilmes e da avaliagdo de compostos com
potencial atividade antibiofilme. Dessa forma, sua utilizacdo permitiu uma avaliacdo mais
robusta do desempenho dos complexos CBZ/BCD e CBZ/HPBCD frente a biofilmes de

Staphylococcus aureus.

4.7.1 Determinagao da Concentra¢do Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragdo Inibitoria
Mediana (IC50)

A determina¢do da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada utilizando o
método de microdiluicdo em caldo em placas estéreis de 96 pocos, conforme as recomendagdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023), com adaptagdes.

Foram avaliados o cloreto de benzalconio (CBZ), o complexo de inclusao CBZ/BCD e
o complexo CBZ/HPBCD.

Inicialmente foi preparada uma solugdo estoque de CBZ na concentracao de 40 pg mL™",
previamente esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um. Em seguida, realizou-se
diluicao seriada na razao de 1:2 em caldo Mueller-Hinton (MH), obtendo-se concentracdes
variando entre 20,0 e 0,05 ug mL™".

Para os complexos de inclusdo, as massas foram calculadas considerando a quantidade
de material necessaria para fornecer a mesma concentracao molar de CBZ presente na solugao
do farmaco livre. Foram utilizados devido a precisao da balanca em laboratério 100 vezez mais,
sendo pesado entdo 173,52 mg do complexo CBZ/BCD e 204,70 mg do complexo
CBZ/HPBCD, os quais foram dissolvidos separadamente em 100 mL de agua ultrapura, depois
foi retirado 1mL da solugdo estoque e diluido em 10mL de dgua ultrapura. As etapas de dilui¢ao
foram conduzidas de maneira idéntica as empregadas para o CBZ livre.

Os ensaios foram realizados em duplicata para cada linhagem bacteriana. Em cada pogo
da placa de microdilui¢ao foram adicionados 100 puL das diferentes concentragdes do composto
em estudo.

As cepas bacterianas foram previamente reativadas em caldo Mueller-Hinton e
incubadas por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, as suspensdes bacterianas foram preparadas
em solucdo salina estéril (0,9% NaCl), ajustando-se a turbidez ao padrao 0,5 da escala de
McFarland, correspondente aproximadamente a 1,5 x 108 UFC mL™". Em seguida, realizou-se
dilui¢do decimal da suspensdo, obtendo-se concentrag¢do final de aproximadamente 1,5 x 107

UFC mL"™", sendo adicionados 5 pL do indéculo a cada pogo experimental.
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Para cada composto foram utilizadas placas independentes. As linhas A e B foram
destinadas a cepa ATCC 25923, as linhas C e D ao isolado clinico 170, as linhas E e F ao isolado
clinico 15 e as linhas G e H ao isolado clinico 1369061. O mesmo procedimento experimental
foi posteriormente repetido utilizando a cepa ATCC 6538.

Como controle positivo de crescimento empregou-se meio Mueller-Hinton contendo
apenas o inoculo bacteriano. O controle negativo de esterilidade foi constituido exclusivamente
pelo meio de cultura.

Apo6s incubagao por 24 horas a 37 °C, adicionaram-se 20 uL da solugdo de MTT (2,5
mg mL™' em PBS) a cada pogo. As placas permaneceram incubadas por mais 2 horas, protegidas
da luz com papel aluminio. Em seguida foram adicionados 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO)
para solubilizacdo do formazan produzido, sendo a absorbancia determinada em leitor de
microplacas Thermo Scientific Multiskan Sky, utilizando comprimento de onda de 570 nm.

Neste estudo, a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentragdo capaz de promover inibicao entre 90 e 100% da atividade metabolica bacteriana
em relacdo ao controle positivo de crescimento.

A Concentragao Inibitéria Mediana (IC50) foi determinada como a concentragao capaz
de reduzir 50% da atividade metabolica das células bacterianas. O percentual de atividade
metabolica foi calculado utilizando-se a relagdo entre a absorbancia de cada tratamento ¢ a

absorbancia média do controle positivo, expressa em porcentagem.
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Figura 9 - Representagdo esquematica. Placa de microdilui¢do de concentracdo inibitdria

minima e de dose letal mediana de CBZ puro e das formas complexadas

epele
—r i F"; 1@6%5({ E___C?}é

5a ] A J ,_JO
|| stetelelole e o e]o]o]e
F9){||[c000000000008
Yelelelelelelelslelolele
— 1000000600000
=2 ] 660000000000 ||
= ([°000000000000
=351 ||Melelelolelelelolololele

s

Fonte: o autor (2026).

4.7.2 Determinagdo da Avaliag¢do da erradicagdo de biofilme pré-formado

Os ensaios para determinagdo da erradiagcdo de biofilme pré-formado foram realizados
em coloboracdo com Programa de Pds-Graduacdo em Biociéncias Aplicadas a Satde da
Universidade CEUMA, Maranhéo, Brasil.

A atividade dos compostos frente a biofilmes bacterianos pré-formados foi avaliada pelo
ensaio de erradicacdo de biofilme em microplacas de 96 pocos, conforme metodologia descrita
por Amorim et al. (2020), com adaptagdes. Inicialmente, foram distribuidos 100 pL de caldo
Mueller-Hinton (MH) em cada poco da microplaca esterilizada, seguidos da adi¢do de 100 uL
da suspensdo bacteriana contendo aproximadamente 1 x 10® UFC/mL, exceto nos pogos
destinados ao controle negativo. Para esses experimentos foi empregada a cepa Staphylococcus
aureus ATCC 6538, amplamente reconhecida como modelo experimental para estudos de
formacgao e erradicacao de biofilmes, conforme descrito por Marchesani et al. (2025).

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas para permitir a adesdo bacteriana e o
desenvolvimento do biofilme. Apds esse periodo, o contetido dos pocgos foi cuidadosamente
removido, e cada pogo foi lavado com tampdo fosfato-salino (PBS) para eliminar as células

planctonicas. Em seguida, adicionaram-se 200 pL de caldo MH fresco contendo os compostos
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avaliados (CBZ, CBZ/BCD e CBZ/HPBCD), nas concentragdes correspondentes a 1x, 2x e 4x
da concentragdo inibitéria minima (CIM).

Apo6s nova incubagao por 24 horas a 37 °C, o meio de cultura foi removido e os biofilmes
foram novamente lavados com PBS. A fixacao foi realizada mediante adi¢ao de 200 uL de
metanol por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS e
corados com solucdo de cristal violeta, permanecendo incubados por mais 15 min. O excesso
de corante foi removido por lavagem em &agua corrente, € as placas permaneceram em
temperatura ambiente até completa secagem.

Posteriormente, o corante retido foi solubilizado pela adi¢ao de 250 pL de etanol, sendo
a solucdo transferida para uma nova microplaca de 96 pocos. A absorbancia foi determinada
em leitor de microplacas (ELISA) no comprimento de onda de 550 nm. Os valores de densidade
optica (DO) obtidos foram utilizados como medida indireta da biomassa residual do biofilme,

sendo diretamente proporcionais a quantidade de biofilme remanescente apos o tratamento.

4.7.3 Avaliagdo da interagdo farmaco-membrana

A interagdo entre os compostos € a membrana celular de Staphylococcus aureus foi
investigada por meio da determinacao do diametro hidrodinamico (D) e do potencial zeta (PZ)
das células bacterianas, na auséncia e na presenca do CBZ livre e dos respectivos complexos
de inclusdo (CBZ/BCD e CBZ/HPBCD), conforme metodologias descritas por Monteiro et al.
(2011) e Suarez et al. (2014).

As analises foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments) (Figura 10), operando a 25 °C, com controle de temperatura por sistema Peltier.
As suspensdes bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram preparadas em
solugdo salina estéril, ajustadas a escala 1 de McFarland e posteriormente diluidas na proporg¢ao
de 1:3, obtendo-se aproximadamente 108 células bacterianas por mL.

Cada suspensao foi transferida para cubetas de polietileno com caminho 6ptico de 1 cm
e submetida a incidéncia de um laser He-Ne de 4 mW (A = 633 nm), com detec¢do da luz
espalhada a 90°. O didmetro hidrodindmico foi determinado pela média de cinco medidas
independentes, sendo cada medida composta por cinco contagens consecutivas.

Para os experimentos, foram preparadas solucdes aquosas contendo CBZ, BCD,
HPBCD, CBZ/BCD e CBZ/HPBCD na concentragdo de 5,0 mM. Em seguida, foram realizadas

51 injegdes sucessivas de 10,0 pL dessas solucdes em 1,5 mL da suspensdo bacteriana,
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permitindo o acompanhamento da interagdo entre os compostos e a superficie celular ao longo

do processo de titulagdo.

Figura 10 — Zetasizer Nano ZS90 da Malvern.
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Fonte: Almeida (2018).

A concentragdo dos sistemas foi calculada de modo que, ap6s a metade das injecdes
(250 pL adicionados), a concentragdo final de CBZ na cubeta correspondesse a concentragao
inibitéria minima (CIM) previamente determinada para Staphylococcus aureus (5 pg/mL). As
suspensoOes bacterianas foram preparadas a partir de colonias recém-repicadas (24 h), sendo
todos os experimentos realizados no mesmo dia e utilizando a mesma suspensdo de origem, a
fim de minimizar variagdes relacionadas a concentragdo celular. Os dados obtidos foram
tratados no software Microcal Origin® 9.0.

O potencial zeta foi determinado utilizando suspensdes preparadas nas mesmas
condigdes descritas para as medidas de didmetro hidrodindmico. As amostras foram transferidas
para cubetas de vidro contendo a célula de medida (Dip Cell) e analisadas pelo modulo Zetasizer
Nano ZS90 por meio da técnica de microeletroforese laser-Doppler (MELD), empregando
angulo de espalhamento de 173° e diferenca de potencial alternada de 10 V. Os valores de
potencial zeta foram calculados a partir da mobilidade eletroforética segundo o modelo de
Smoluchowski. Para cada condi¢do experimental foram realizadas cinco determinagdes
independentes, cada uma composta por cinco contagens, sendo os resultados posteriormente

tratados no software Microcal Origin® 9.0.
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5 Resultados e Discussao

Nesta secdo, discutiremos os resultados obtidos a partir dos ensaios realizados por meio
das metodologias elencadas, demontrando assim, o que esses dados significam quando

comparados com a literatura cientifica da area.

5.1 Caracterizacoes Dos Complexos

5.1.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) constitui uma
das principais técnicas empregadas na caracterizagdo estrutural de compostos organicos e
sistemas supramoleculares, permitindo identificar grupos funcionais por meio dos seus modos
vibracionais caracteristicos (Farias et al., 2019). Em sistemas de inclusdo, as interacdes
intermoleculares estabelecidas entre a molécula héspede e a matriz hospedeira promovem
alteracdes na distribuicdo eletronica e no momento de dipolo das ligagdes quimicas,
ocasionando deslocamentos de frequéncia, modificagdes de intensidade e alteragdes no perfil
das bandas espectrais. Dessa forma, a FTIR representa uma ferramenta importante para
investigar evidéncias da formac¢do de complexos de inclusdo no estado sélido (Denadai ef al.,
2006).

Neste estudo, a formagdo dos complexos entre o cloreto de benzalconio (CBZ) e as
ciclodextrinas foram investigadas por meio da comparagao dos espectros de FTIR obtidos para
0os compostos puros, misturas mecanicas (MM) e complexos de inclusdo (CI), na regido
espectral entre 4000 e 400 cm™. Os espectros correspondentes aos sistemas CBZ/BCD e

CBZ/HPBCD estao apresentados nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Espectros na regido do infravermelho do CBZ, BCD, CBZ/ BCD ¢ MM, em

pastilhas de KBr.
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Fonte: o autor (2026).
Figura 12 - Espectros na regido do infravermelho do CBZ, HPBCD, CBZ/HPBCD e MM, em
pastilhas de KBr.
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O espectro do CBZ apresentou bandas intensas em 2920 e 2851 cm™, atribuidas aos
estiramentos simétrico e assimétrico das ligacdes C—H dos grupos alifaticos (CH2 e CHs).
Também foram observadas bandas em 1457 cm™, associadas a deformagdo angular do grupo
metileno, e em 731 e 703 cm™, relacionadas as vibragdes fora do plano dos anéis aromaticos
monossubstituidos. Além disso, verificaram-se bandas em 3433 e 1627 cm™ atribuidas,
respectivamente, ao estiramento e a deformagao angular das ligagdes O—H provenientes de
moléculas de agua adsorvidas, comportamento compativel com a natureza higroscopica do
composto.

O espectro da BCD apresentou as bandas caracteristicas descritas na literatura,
destacando-se uma larga banda centrada em aproximadamente 3390 cm™, atribuida aos
estiramentos das ligagdes O—H das hidroxilas e das moléculas de agua de hidratagdo. A banda
observada em 2931 cm™ corresponde aos estiramentos C—H da estrutura glicidica. Na regiao
de menor ntimero de onda, as bandas em aproximadamente 1156 e 1024 cm™ foram atribuidas
aos estiramentos das ligagdes C—O e C—O-C, enquanto as absor¢des entre 950 ¢ 650 cm™
correspondem as vibragdes do anel de piranose e das ligagdes glicosidicas caracteristicas das
ciclodextrinas (Neacsu et al., 2013; Rizzi et al., 2016).

Ao comparar os espectros da BCD e do complexo CBZ/BCD, observa-se que o perfil
espectral do complexo permanece predominantemente governado pelas bandas da
ciclodextrina, comportamento frequentemente descrito para sistemas de inclusdo devido a
maior propor¢ao molar da matriz hospedeira em relacao ao composto encapsulado (Miranda et
al.,2020; Almeida, 2024). Entretanto, modificagdes importantes podem ser observadas. Houve
aumento da intensidade das bandas na regido entre 3100 e 2800 cm™, além do aparecimento
das bandas em aproximadamente 1640 e 705 cm™, caracteristicas do CBZ. Paralelamente, a
banda atribuida aos estiramentos das ligacdes O—H deslocou-se de 3390 para 3376 cm™’,
indicando alteragdes no ambiente quimico das hidroxilas da ciclodextrina, provavelmente
decorrentes do estabelecimento de ligagdes de hidrogénio entre o hospedeiro e a molécula
convidada. Também foram observados pequenos deslocamentos das bandas localizadas entre
1300 e 1100 cm ™, associadas aos grupos C—O—C da estrutura glicidica, sugerindo modifica¢des
conformacionais induzidas pela complexagao.

Resultados semelhantes foram observados para o sistema CBZ/HPBCD. O aumento da
intensidade da banda entre 3100 e 2800 cm™, bem como o aparecimento das absorgdes em

aproximadamente 1640 e 705 cm™', demonstram a presenga do CBZ no sistema complexo.
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Além disso, alteragdes nas bandas relacionadas as hidroxilas da HPBCD indicam que a intera¢ao
entre o farmaco e a cavidade da ciclodextrina modificada também promove reorganizacao das
ligacdes de hidrogénio presentes na matriz hospedeira, comportamento compativel com a
formagdo de complexos de inclusao.

A comparagao entre os espectros das misturas mecanicas e dos complexos obtidos por
complexacdo/liofilizagdo evidencia diferengas importantes. Embora pequenas alteragdes
espectrais também sejam observadas nas misturas mecanicas, consequéncia do contato fisico
entre os componentes soOlidos, essas modificagdes apresentam menor intensidade quando
comparadas as verificadas nos complexos de inclusdo. Esse resultado sugere que a sintese em
meio aquoso favorece um contato molecular mais efetivo entre 0 CBZ e as ciclodextrinas,
aumentando a probabilidade de inclusdo parcial da cadeia hidrofobica do surfactante na
cavidade das CDs.

Em conjunto, os resultados obtidos por FTIR fornecem evidéncias consistentes da
ocorréncia de interagdes intermoleculares entre o cloreto de benzalconio e as ciclodextrinas
estudadas. Os deslocamentos de frequéncia, as alteragdes de intensidade e o aparecimento de
novas bandas espectrais sao compativeis com a formagdo de complexos de inclusdo, indicando
modificagdes no ambiente quimico tanto da molécula héspede quanto da matriz hospedeira.
Esses resultados corroboram os mecanismos supramoleculares descritos para sistemas baseados
em ciclodextrinas e justificam a continuidade da caracterizagao por técnicas complementares,
como analises térmicas, ressonancia magnética nuclear e calorimetria isotérmica de titulagao,
capazes de fornecer informacgdes adicionais sobre a estabilidade e a geometria dos complexos

formados.

5.1.2 Andlise térmica: termogravimétrica (TGA) e andlise térmica diferencial (DTA)

A Andlise térmica pode ser realizada por dois métodos sendo eles a TGA
(termogravimetria) e DTA (andlise diferencial térmica). Consiste em métodos analiticos que
objetivam comparar alteragdes nas propriedades térmicas dos complexos de inclusdo e das
respectivas misturas mecanicas em relagdo aos seus derivados puros. Existindo formagado de
complexos de inclusdo (CI), Sdo alteradas as propriedades térmicas intrinsecas dos respectivos
compostos, sendo elas, alteracao nas temperaturas de decomposi¢ao, que ocorre em fungdo das
novas interagdes intermoleculares estabelecidas (Yao ef al., 2014). Dessa forma, a andlise

térmica consiste em avaliar algumas importantes propriedades do sistema formado
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farmaco/matriz, sendo a reagdo de decomposi¢do, o conteido de umidade absorvida
e estabilidade térmica (Sara et al., 2020).

Nas Figuras 13 e 14 estdo apresentadas as curvas TGA (a) e DTA (b) do CBZ, BCD,
HPBCD, CBZ/ BCD, CBZ/ BCD e MM. Na Figura 13 estao apresentadas as curvas TGA (a) e
DTA (b) do CBZ, BCD, CBZ/ BCD ¢ MM.

Figura 13 - Curva termogravimétrica (a) e Curva térmica diferencial (b) do CBZ, BCD, CBZ/
BCD e MM
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Ao observar na figura 13(a), o CBZ apresentou um unico evento de perda de massa,
atribuido a decomposi¢do, o qual ocorre em temperatura maior que 140 °C, tendo iniciado na
faixade 157 2292°C. Na curva DTA, foi observado que esse evento ¢ endotérmico com méaxima
absor¢ao de energia na temperatura de 242 °C, o que pode ser associado ao processo de fusao
do CBZ seguido da suadecomposicao.

Como pode ser observada na Figura 13(a), o primeiro evento de perda de massa da BCD
foi de 12,5% da massa total, que ocorreu na faixa de 34 a 100 °C, sendo atribuido a desidratagao.
O segundo evento de perda de massa, referente ao pico exotérmico em 350 °C na curva da
DTA, Ja na curva da TGA ocorre na faixa de 301 a 364 °C, o que corresponde a 69,5% de perda
de massa total, atribuida a primeira decomposi¢do, o intervalo de 364 a 567 °C atribuido a
calcinagao.

Como ja mencionado, a curva TGA da BCD pura exibe intensa etapa de desidratagdo na
faixa de 34 °C a 99,7 °C, enquanto CBZ/BCD apresenta padrao térmico diferente nessa mesma
etapa, perdendo apenas 5% da massa ao invés de 12,5% (BCD pura) em uma nova faixa de 34°C
a 61,6°C. Essas diferencas mostram que a complexagdo afetou as interagdes entre a agua e o
oligassacarideo. O complexo ficou estavel sem variacdo na massa na faixa de 61,6 °C até a
temperatura 192,9 °C, demonstrando comportamento térmico distinto do oligossacarideo na
forma pura ja que sua faixa de estabilidade foi de 104 a 300 °C e do CBZ puro que apresentou
na faixa de 34 °C a 170 °C demonstrando provavelmente novas interagdes intermoleculares
novas do CBZ com a BCD, sugerindo que a presencga da porgao alifatica hidrofébica do CBZ
no complexo, reduziu a interacdo de agua por ligacdes de hidrogénio entre os grupamentos
polares da cavidade da BCD, especialmente os grupos O-H.

Quando analisamos as curvas de TGA ¢ DTA da MM sao observados fenomenos
relacionados a BCD e ao CBZ, com algumas diferengas no perfil térmico. Inclusive, a curva de
DTA demonstra picos endotérmicos e exotérmicos ndo coincidentes com o complexo de
inclusao CBZ/BCD. O perfil da curva de DTA da MM ¢€ mais proximo ao perfil da curva da
BCD pura completamente distinto do perfil da curva do complexo de Inclusdo, o que demonstra
um significativo novo niimero de interacdes entre fArmaco matriz.

O complexo de inclusdo CBZ/BCD apresenta comportamento térmico distinto dos seus
precursores e também da MM (Tabela 2). Foi observada, no complexo de inclusdo, perda de
interagdo com H>O residual, quando comparado a BCD pura, sendo que a desidratagcao ocorreu

em uma faixa de temperatura inferior (34,0 a 61,6 °C). O fendmeno da decomposi¢do do
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complexo de inclusdo CBZ/BCD conforme figura 13(a) tem inicio em 201,5 °C, sendo a
temperatura superior a temperatura determinada para o CBZ (156,9 °C) e também para a MM
(195 °C), o que demonstra uma maior estabilidade térmica/perfil térmico do complexo de
inclusdo quando se compara ao CBZ puro e assim houve, de fato, a formacdo de novas

interagdes entre farmaco/matriz formando o complexo de inclusdo (CI).

Tabela 2 - Principais eventos térmicos atribuidos ao CBZ, fCD, CBZ/ BCD e MM

Material 1° Intervalo de 2" Perda | Intervalo de | 3" Perda Intervalo de
Perda temp (°C) de massa temp. (°C) | de massa temp. (°C)
de (“o) (“o)
massa
(o)
CBZ 98,0 156,9 -292,0 - - - -
BCD 12,5 34,0 - 99,7 69,5 344,0 - 566,8 - -
CBZ/BCD 5,0 34,0-61,6 90,0 202,0-573,0 2,45 578,0 - 940,0
MM 10,5 34,0 - 136,0 88,0 195,0 - 599,0 - -

Fonte: o autor (2026).

Na Figura 14 estdo apresentadas as curvas de TGA (a) e DTA (b) do CBZ, HPBCD,
CBZ/HPBCD e MM.
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Figura 14 - Curva termogravimétrica (a) e Curva térmica diferencial (b) do CBZ, HPBCD,
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Analisando a curva DTA e TGA da HPBCD pura, encontra-se um primeiro pico
endotérmico onde ocorre a primeira etapa de perda de massa (9%), o qual sugere uma
desidratagdo, que se encontra na faixa de 32 °C a 209 °C. Uma fragdo da agua residual esta
retida na cavidade interana da HPBCD, fato que impede toda a sua evaporagdo e dessa forma

amplia a faixa de temperatura do processo (Cetin Babaoglu et al., 2017). Logo em seguida ¢
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encontrado mais duas etapas de degradacdo, sendo uma a 288 °C e o outro em torno de 391 °C
até 528,45 °C, sendo assim todas as duas etapas atribuidas a decomposi¢ao final da HPBCD
pura.

A MM apresentou um perfil térmico proximo ao seu respectivo CI CBZ/HPBCD,
sugerindo dessa forma que ocorreu interagdo entre 0 CBZ e a HPBCD mesmo no estado solido,
pois o estado deliquescente do CBZ sugere também essa possibilidade ao realizar a mistura.
Entretanto, quando se compara as faixas de temperatura em que ocorre perda de massas entre
as curvas CI e MM, apresentam temperaturas diferentes do processo de perda se comparado aos
precurssosres e também entre o CI e a MM.

O CBZ/HPBCD demonstrou em sua curva da primeira etapa de decomposi¢ado ser mais
estreita quando comparado a curva referente a mesma etapa da HPBCD pura, sugerindo que a
reacao processou em maior velocidade. O CI apresentou alteracdo nas faixas de temperatura em
todas as etapas de perda de massa quando se comparado aos precursores, sugerindo que ocorre
a encapsulagdo em propor¢des equimolares. Iniciando pela etapa de desidratacdo de
CBZ/HPBCD (até 116,62 °C), cuja a temperatura ¢ inferior a da HPBCD para a mesma etapa.
Sugere que ocorreu reducao das moléculas de agua residuais. Porém, ¢ sugestivo que a
encapsulacdo foi mais efetiva para a propor¢do equimolar, considerando que CBZ/HPBCD
desidratou menos e numa faixa de temperatura inferior, conforme a Tabela 3.

O CBZ puro obteve 99% de perda de massa, que ¢ devido ao processo de decomposicao,
a 295 °C. Foi observada perda semelhante para o complexo CBZ/HPBCD a 503 °C. Sugerindo
que o CBZ presente na cavidade da molécula de HPBCD foi dessa forma protegido, e assim

aumentado a sua estabilidade térmica.

Tabela 3 - Principais eventos térmicos atribuidos ao CBZ, HPBCD, CBZ/HPBCD e MM

Material 1" Perda de | Intervalo | 2 Perda de | Intervalo | 3" Perda de | Intervalo
massa (%) | Temp (°C) | massa (%) | Temp. (°C) | massa (%) | Temp. (°C)
CBZ 98 156,9-292 - - - -
HPBCD 9 32-209 75,11 288-391 13,59 391-528,45
CBZ/HPBCD 6 32-116 79,5 221-376 12 376-511
MM 7,6 32-161 72,5 227-388 19 388-575

Fonte: o autor (2026).
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5.1.3 Caracterizagao estrutural dos complexos de inclusdo CBZ/CD e CBZ/HPSCD por RMN
de 'H e NOESY

A técnica de RMN de 'H (Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de foi
empregada nesse trabalho no intuito de elucidar as possives interacdes supramoleculares que
foram estabelecidas na complexag¢ao do cloreto de benzalconio (CBZ) e as matrizes hospedeiras
de ciclodextrinas: B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). A RMN de
'"H ¢ uma das técnicas analiticas mais empregadas na caracterizagdo de compostos do tipo
complexos de inclusdo, tendo em vista que mudancas nos deslocamentos quimicos indicam
modifica¢des no ambiente quimico, elucidando informagdes importantes sobre a formacao de
interagdes dos complexos supramoleculares (Schneider et al., 1998; Pilipovic et al., 2025).

A Figura 15 esté4 apresentado os espectros obtidos de RMN de 'H dos compostos livres
e dos complexos de inclusao obtidos. A figura (a) apresenta o sistema CBZ/BCD e figura (b) o
sistema CBZ/HPBCD. Os sinais obtidos no espectro para o CBZ, atribui-se aos protons do anel
aromatico do grupamento benzilico (Ha—Hc), ja os protons metilénicos adjacentes ao nitrogénio
quaterndrio (Hd—Hf) e aos grupamentos metileno e metila da cadeia alquilica (Hg—Hi). As
ciclodextrinas, atribuiram-se os sinais dos protons H1-H6, que estao distribuidos entre 6 3,4 e

5,0 ppm, e que estao em concordancia com dados descritos na literatura (Jopa et al., 2024).



Figura 15 - Comparagao dos espectros de RMN de 'H do cloreto de benzalconio, das
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ciclodextrinas e dos respectivos complexos de inclusdo: (a) sistema CBZ/BCD; (b) sistema

CBZ/HPBCD.
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Ao comparar os espectros das substincias livres e dos complexos, evidenciaram-se
modifica¢des relevantes que corroboram com a formacdo de complexos de inclusdo. Os
deslocamentos quimicos mais acentuados observados para o CBZ ocorreram nos protons
aromaticos Ha, Hb e Hc. No complexo de inclusdao CBZ/BCD foram obtidos deslocamentos
(Ver tabela 4) de —0,016, —0,027 e —0,041 ppm, respectivamente. Para o sistema CBZ/HPBCD
os valores (Ver tabela 5) obtidos foram de —0,026, —0,037 ¢ —0,053 ppm. As altera¢des indicam
que o ambiente quimico da regido aromatica da molécula ¢ significativamente alterado pela
complexagdo, sugerindo que a regido aromatica modifica seus deslocamentos pela alteragdo no
ambiente quimico (Debnath et al., 2024). Os maiores valores dos deslocamentos quimicos
obtidos para o complexo de inclusdo contendo HPBCD corrobora que sua interagdo de maior
magnitude ocorre entre a molécula hospede (cloreto de benzalconio) e a cavidade hospedeira.
Tabela 4 - Deslocamentos quimicos () e variagdes de deslocamento quimico (40) dos protons

do cloreto de benzalconio na auséncia e na presenga de B-ciclodextrina.

Ad
Proton 0 CBZ (ppm) 6 CBZ/BCD (ppm) (ppm)
Ha 7,389 7,405 -0,016
Hb 7,423 7,450 -0,027
Hc 7,359 7,400 -0,041
Hd 4,324 435 -0,026
He 2,867 2,894 -0,027
Hf 3,093 3,122 -0,029
Hg 1,705 1,731 -0,026
Hi 0,706 0,755 -0,049

Ad
6 BCD (ppm) 8 CBZ/BCD (ppm) (ppm)
H1 4,923 4,925 -0,002
H2 3,505 3,550 -0,045
H3 3,819 3,743 0,076
H4 3,437 3,454 -0,017
H5 3,720 3,687 0,033
H6 3,740 3,713 0,027

Fonte: O autor (2026).

Os valores positivos de 46 indicam blindagem magnética dos protons, enquanto valores
negativos refletem desshielding (desblindagem), decorrentes da redistribuicdo eletronica

provocada pela aproximagao espacial entre o hospede e a cavidade das ciclodextrinas. Em
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sistemas supramoleculares, essas alteragdes constituem um dos principais indicativos da
formag¢ao de complexos de inclusdo (Schneider ef al., 1998).

Os prétons H3 e HS encontram-se orientados para o interior da cavidade hidrofobica da
BCD. Enquanto H3 esté localizado proximo a abertura mais larga da molécula, HS encontra-se
em posi¢do mais profunda na cavidade. Dessa forma, alteragdes simultaneas nesses dois sinais
constituem forte evidéncia de encapsulamento molecular, permitindo inclusive inferir a

orientagdo preferencial da molécula hospede no interior da cavidade.

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos (J) e variagdes de deslocamento quimico (40) dos protons

do cloreto de benzalcdnio na auséncia e na presenga de hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Proton 0 CBZ (ppm) 6 CBZ/HPBCD (ppm) Ad (ppm)
Ha 7,389 7,415 -0,026
Hb 7,423 7,460 -0,037
Hc 7,359 7,412 -0,053
Hd 4,324 4,354 -0,03
He 2,867 2,904 -0,037
Hf 3,093 3,082 0,011
Hg 1,705 1,700 0,005
Hi 0,706 0,753 -0,047

o HPBCD (ppm)
Complexo de ser

HI determindo
Complexo de ser
H2 determindo
Complexo de ser
H3 determindo
Complexo de ser
H4 determindo
Complexo de ser
H5 determindo
Complexo de ser
H6 determindo

Fonte: O autor (2026).

Perfil semelhante foi obtido para os protons benzilicos e para parte da cadeia alquilica
do cloreto de benzalconio. Os protons Hd e He apresentaram deslocamentos quimicos mais
acentuados na presenga da HPBCD quando comparado a BCD, corroborando a hipotese de que
a molécula hospede encontra-se inserida em um ambiente de natureza hidrofobica e que ¢ tem

o potencial de alterar a distribuicdo eletronica ao longo de diferentes regides da estrutura
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quimica do CBZ. De uma forma global, os resultados obtidos sugerem que experimentos de
RMN de 'H isoladamente ndo sdo suficientes compreender a geometria/orientagdo da inclusao
sendo necessarios experimentos bidimensionais. Mas ¢ suficiente para sugerir que ocorreram
mudangas no ambiente quimico apds a inclusao molecular tanto na regido do anel aromatico,
quanto também na parte da cadeia alifatica.

Os resultados dos deslocamentos quimicos dos protons da BCD apresentaram alteragdes
dos hidrogénios localizados dentro da cavidade. O proton H3 obteve o maior deslocamento
quimico (46 = +0,076 ppm), seguido pelos protons H5 (40 = +0,033 ppm) e H6 (40 = +0,027
ppm), enquanto o proton H1 apresentou variagdo praticamente desprezivel. Considerando que
os protons H3 e HS5 estdo orientados para o interior da cavidade hidrofébica da ciclodextrina,
tais resultados constituem forte evidéncia da formag¢do de um complexo de inclusdo. A
perturbacdo observada nesses sinais demonstra a proximidade espacial entre o0 CBZ e a regiao
interna da BCD, corroborando a ocorréncia do encapsulamento molecular no processo de
formagao do complexo de inclusdo.

Para a HPBCD, a determinacao individual dos deslocamentos quimicos dos protons H1—
H6 mostrou-se inviavel devido ao elevado alargamento e a sobreposi¢ao dos sinais. Esse
comportamento ¢ caracteristico dessa ciclodextrina modificada, cuja distribuigdo estatistica de
grupos hidroxipropila produz multiplos ambientes quimicos distintos. Apesar dessa limitagao,
a comparacao visual dos espectros revelou alteragdes expressivas na regido correspondente aos
prétons da cavidade, indicando que a presenca do CBZ modifica significativamente o ambiente
quimico da HPBCD. O maior alargamento observado para esse sistema sugere maior
flexibilidade conformacional e a possibilidade de diferentes modos de acomodacao do hospede
dentro da cavidade do hospedeiro.

Em conjunto, os resultados obtidos por RMN de 'H demonstram a formacdo de
complexos de inclusdo entre o cloreto de benzalconio e ambas as ciclodextrinas avaliadas. As
alteragdes observadas para os protons aromdticos do CBZ, associadas as perturbacdes
verificadas nos protons internos da BCD e tabém aos alargamentos dos sinais da HPBCD. Além
disso, a HPBCD apresentou perturbagdes espectrais mais pronunciadas, sugerindo maior
capacidade de acomodagdo molecular quando comparada a matriz BCD ambas empregadas para
formagdo de complexo de inclusdao com o CBZ (Debnath et al., 2024).

Os experimentos bidimensionais de NOESY (Figura 16a-b) reforcam as evidéncias
obtidas por RMN de 'H quanto a formagao dos complexos de inclusdo entre o cloreto de

benzalconio e as ciclodextrinas.



68

O efeito Overhauser Nuclear (NOE) ¢ observado somente quando os nucleos estdo
separdos por distincias inferiores a 5 A. Dessa forma, a presenca de correlagdes cruzadas entre
os protons aromaticos do CBZ e os protons H3/HS das ciclodextrinas constitui evidéncia direta
da proximidade espacial entre essas regioes moleculares. Diferentemente dos experimentos
unidimensionais de RMN, que detectam alteracdes eletronicas, os experimentos NOESY
fornecem informagdes estruturais tridimensionais, permitindo confirmar que as alteragdes
observadas nos deslocamentos quimicos decorrem efetivamente do processo de
encapsulamento molecular e ndo apenas de interagdes intermoleculares em solugao.

De forma integrada, os resultados obtidos por RMN de 'H e NOESY demonstram que
o cloreto de benzalconio forma complexos de inclusdo estaveis tanto com BCD quanto com
HPBCD. As alteragdes observadas nos deslocamentos quimicos, associadas as correlagdes
espaciais identificadas pelos experimentos bidimensionais, indicam que apenas a cadeia
alifatica do CBZ encontram-se inserida na cavidade hidrofobica das ciclodextrinas ja que ¢
encontrado uma correlagdo do hidrogénio Hh com os hidrogénios H3 e HS do interior da
cavidade hidrofobica da ciclodextrina. A maior magnitude das perturbagdes espectrais € o maior
numero de correlagdes observadas para o sistema CBZ/HPBCD sugerem que essa matriz
apresenta maior capacidade de acomodagdo molecular, resultado que serd posteriormente

corroborado pelas andlises termodinamicas, coloidais e pelos ensaios bioldgicos.
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Figura 16 - (a) experimentos bidimensionais NOESY CBZ/BCD, (b) experimentos
bidimensionais NOESY CBZ/HPBCD
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Em ambos os sistemas, as correlacdes cruzadas observadas entre os protons alifaticos
do CBZ e os protons localizados no interior da cavidade das ciclodextrinas confirmam a
proximidade espacial caracteristica do processo de encapsulamento. No sistema CBZ/HPBCD
(Figura 16b), o maior nimero ¢ a maior intensidade das correlagdes sugerem uma interacao
supramolecular mais extensa quando comparada ao complexo CBZ/BCD (Figura 16a),
corroborando a maior flexibilidade conformacional e capacidade de acomodagdo da HPBCD

(Ueda et al., 2024).

5.1.4 Caracterizagado coloidal dos sistemas CBZ/fCD e CBZ/HPBCD

A técnica analitica por espalhamento dinamico de luz (DLS, do inglés, dynamic light
scattering) ¢ empregada objetivando determinar o tamanho médio de particulas em suspensao
coldide, seu ¢ mecanismo emprega a incidéncia luminosa (por um feixe de laser) em uma
suspensdo de particulas sujeitas ao movimento Browniano. O didmetro hidrodinamico (Dj) €
um parametro fisico-quimico que ¢ aferido pela medida da flutuagdo da intensidade de luz
espalhada em funcao do tempo, sendo que sistemas constituidos por particulas pequenas na
dispersdo, ocorrera com maior velocidade (Gordillo-Galeano; Mora-Huertas, 2021). A
velocidade do movimento browniano ¢ indicada pelo coeficiente de difusdo translacional (D).
O tamanho determinado por essa técnica corresponde ao diametro de uma esfera com o mesmo
coeficiente de difusdo translacional da particula. Utilizando o valor de D obtido na Equagao 1,
¢ viavel calcular o Dy, por meio da equacdo de Stokes-Einstein (Equacdo 1) (Mahjoub; Aouissi;
Othman, 2018):

kT

D = Eq. 1
3nnDp

Onde: D; = didmetro hidrodindmico (nm), D = coeficiente de difusdo translacional, k£ = constante
de Boltzmann, 7' = temperatura absoluta e # = viscosidade do meio.

Neste trabalho foram conduzidas medi¢cdes de DLS para investigar o efeito das
ciclodextrinas no didmetro hidrodinamico (D;) das moléculas de CBZ (Figuras 17(a) e 17(b)).

O grafico da Figura 17(a) mostra que a medida que se titula BCD em CBZ, ocorre um
aumento discreto dos valores de tamanho de particula até a razdo de aproximadamente 0,86,
proximo faixa de 200 nm. A manutenc¢ao do tamanho em valores de até = 200 nm em 0,86 nos
leva a sugerir que esta concentracdo se refere a estequiometria 1:1 e que as estruturas sdo

formadas por agregados de compostos de inclusdao, com algum modo de inclusdo preferencial.
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Apos [BCD]/[CBZ] = 0,86 ocorre um pequeno aumento do Dj sugerindo alteragao das
propriedades fisicos-quimicas da solu¢do, o que pode estar relacioando com novos
nanoagregados. Acima de 2,0 mM ocorre elevagdo repentina nos valores de Dj atribuida a
formagdo de estruturas supramoleculares de estequiometria ainda maiores, possivelmente com
diversos modos de inclusao.

Na titulagdo no sistema CBZ/HPBCD (Figura 17(b)), observa-se desde o inicio um
aumento de tamanho de particula a partir injecdes de titulantes contendo HPBCD. O
comportamento da curva ¢ praticamente linear durante todo o processo, sem nenhuma inflexao,
0 que demonstra um aumento do tamanho de nanoagregados ao longo das injegdes, ficando
entre 60 a 180 nm.

E importante ressaltar que o CBZ puro, sendo um surfactante, ¢ capaz de sofrer auto-
organiza¢do em micelas. A presenca de ciclodextrinas, contudo, tende a desfazer micelas
levando a formacao de compostos de inclusdo. Porém, em concentragdes de ciclodextrinas
acima de = 1 mM, na presenca de moléculas hospede, tem sido comum a formacao de agregados
de compostos de inclusdo de elevada estequiometria, conforme visto por Denadai et al. (2006)
no sistema BCD/hidroclorotiazida; por De Sousa et al. (2012) no sistema BCD/ampicilina; e
por De Paula, et al. no sistema HPBCD/Losartan (2011). Além desses sistemas, a possibilidade
de agregacdo de compostos de inclusdo ou mesmo das ciclodextrinsa puras tem sido
extensivamente revisado por Messner, Kurkov, Flavia-Piera, Brewster e Loftsson (2011) e por

Do, Van Hooghten e Mooter (2017).
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Figura 17 — Variacao do diametro hidrodinamico de solu¢des de CBZ 1mM em funcdo da

concentragao de BCD (a) e de HPBCD (b), com angulo de espalhamento a 90° a 25 °C

(8)1000_
| —=—pBCD 15.0 mM em CBZ 1.0 mM | #
800 /
600
E
;‘400—
liii.:
200 - ijil-iilllil.‘/- !jji.jrlll«l-!ll!ll \
i
e o5 15 20 2%
[BCDJ/[CBZ]
(b)
180 - —s— HPBCD 30.0 MM em CBZ 1.0 mM } \}
150 - }E}ﬂ\ﬁ
.. it
< 1201 % /} /
o a }E
] } / \%/
s
90 -} 1
A
] ]
60 o
ofo ' 015 ' 1!0 ' 1:5 ' 2:o ' 2:5
[HPBCDJ/[CBZ]

Fonte: o autor (2026).

Medidas de potencial zeta também foram realizadas afim de melhor caracterizar os
sistemas em termos de cargas superficiais. No presente estudo, foi detectado o valor de ZP (=

+37,5 mV) no inicio das titulagdes, decorrente do carater cationico do CBZ. Os valores de ZP
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obtidos durante o experimento sdo mostrados na Figura 18(a). Observa-se que os valores
médios de ZP durante as titulagdes vao se tornando menores, devido a neutralizagdo de cargas
negativas do CBZ ocasionada pela presenca da BCD, devido ao encapsulamento molecular. E
importante ressaltar que as ciclodextrinas sdo moléculas ricas em hidroxilas que sao
parcialmente ionizadas (pKa = 12.2), formando anions, que por sua vez podem neutralizar as
espécies CBZ" (Ohta; Takatani; Kawakishi, 2004).

A curva mostra uma ligeira inflexacdo nos valores de ZP a partir da razdo 1,2 mM,
apontando um ponto estequiométrico. Ao longo das titulagdes subsequentes, o ZP continua
reduzindo, o que corrobora com os valores de D; discutidos acima para formagao de novos
nanoagregados, apontando para uma inversao de carga.

Ao analisar os resultados de ZP ao longo das titulagdoes de HPBCD (Figura 18(b)),
observou-se que os valores de ZP foram reduzindo a medida que aumentou a concentragao de
HPBCD e complexos no meio. No inicio o valor médio de +30 mV de ZP, atribuidos a presenca
dos grupos quaternarios de amonico com carater cationico, sugere a estabilidade da dispersao.
A medida que se adiciona HPBCD, ocorre a redugdo do ZP, sugerindo também que pode ser em

decorréncia da neutralizagao de moléculas de CBZ por ciclodextrinas parcialmente ionizadas.
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Figura 18 - (a) Variagdo do potencial zeta da solu¢do de CBZ a 1 mM em fung¢ao das

concentragdes de BCD e (b) do potencial zeta da solugdo de CBZ a 1 mM em fungdo das

concentracdes de HPBCD, com angulo de espalhamento de 173°, a 25 °C
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A Figura 19(a) mostra os valores de condutividade elétrica para o sistema CBZ/BCD ao

longo das titulagdes. A condutividade do CBZ em 4agua ¢ determinada pelos pelo
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comportamento catindnico do ion benzalconio C»H3gN', e fons cloreto (CIlY). Durante a
formag¢ao dos complexos, ocorre uma reducdo da condutividade elétrica em funcdo da
concentracdo de BCD, que pode ser explicado assim como no ZP, pelo encapsulamento
molecular e a minimiza¢ao do comportamento cationico do CBZ. O resultado corrobora com
os estudos anteriores de D, e ZP. Neste sistema, o aumento da concentragao de BCD leva a

uma reducdo da condutividade devido a formacdo de grandes agregados, conforme

demonstrado por DLS.

Figura 19 - (a) Variacao da condutividade elétrica da solugao de CBZ a 1 mM em funcao das
concentracdes de BCD (b) da condutividade elétrica da solucao de CBZ a 1 mM em fun¢ao

das concentragdes de HPBCD, com angulo de espalhamento de 173°, a 25 °C
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A andlise conjunta dos resultados de didmetro hidrodindmico, potencial zeta e
condutividade elétrica demonstra que a complexacdo entre o cloreto de benzalconio e as
ciclodextrinas modifica significativamente as propriedades coloidais do sistema em solucgao
aquosa. Embora cada técnica investigue uma propriedade fisico-quimica distinta, todas
convergem para a mesma interpretagdo: a formagdo progressiva de complexos de inclusdo
seguida da organizacao desses complexos em agregados supramoleculares de maior ordem.

No sistema CBZ/BCD, os resultados de DLS evidenciam inicialmente um aumento
discreto do didametro hidrodindmico até aproximadamente a razao molar BCD/CBZ igual a 0,86,
sugerindo que essa regido corresponde predominantemente a formagdo de complexos de
inclusdo de estequiometria 1:1. A manutencdo do tamanho médio em torno de 200 nm indica
que os agregados formados apresentam relativa uniformidade estrutural nessa faixa de
concentracdo. Entretanto, acima desse ponto observa-se novo crescimento do diametro
hidrodindmico, indicando que, apds o preenchimento da maior parte das moléculas de CBZ
disponiveis, os proprios complexos passam a interagir entre si, formando agregados
supramoleculares maiores. Esse comportamento tem sido descrito para diversos sistemas
envolvendo ciclodextrinas, nos quais os complexos de inclusdao deixam de atuar como entidades
isoladas e passam a constituir nanoestruturas organizadas por interagdes hidrofébicas, ligagdes
de hidrogénio e for¢as de van der Waals.

Por outro lado, o sistema CBZ/HPBCD apresentou comportamento distinto. O
crescimento praticamente linear do didmetro hidrodindmico ao longo de toda a titula¢do indica
que a formacdo dos agregados ocorre de maneira gradual, sem a presenca de um ponto de
transicdo bem definido. A maior flexibilidade conformacional da HPBCD, decorrente da
substitui¢do por grupos hidroxipropila, provavelmente favorece diferentes modos de
acomodacao do CBZ dentro da cavidade, produzindo populagdes de agregados com dimensodes
menores e distribui¢ao mais homogénea quando comparadas ao sistema contendo BCD natural.
Esse comportamento ¢ compativel com resultados previamente descritos para derivados
hidroxipropilados de ciclodextrinas, cuja elevada solubilidade e menor tendéncia a cristaliza¢ao
favorecem a formagao de sistemas coloidais mais estaveis.

Os resultados obtidos por potencial zeta complementam diretamente as observagdes
obtidas por DLS. O elevado potencial zeta inicial observado para o CBZ confirma a elevada
densidade de cargas positivas associadas ao grupamento amonio quaterndrio presente na
molécula. A medida que ocorre a adi¢io das ciclodextrinas, observa-se reducio progressiva dos

valores de potencial zeta, indicando diminui¢do da carga superficial efetiva das particulas
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dispersas. Esse comportamento ¢ compativel com o encapsulamento parcial da regido
hidrofébica do CBZ pelas cavidades das ciclodextrinas, modificando simultaneamente a
distribuicao espacial das cargas superficiais e o ambiente eletrostatico ao redor das particulas.
Além disso, as numerosas hidroxilas presentes nas ciclodextrinas contribuem para reorganizar
a camada de solvatacdo e a dupla camada elétrica, refletindo diretamente na diminui¢do do
potencial zeta.

No sistema contendo BCD, a presenca de uma inflexdo na curva de potencial zeta
proxima a razao molar de 1,2 reforca a hipotese sugerida pelos resultados de DLS quanto a
existéncia de um ponto de saturagdo da complexacgdo, seguido pela formacdo de agregados
supramoleculares de maior tamanho. Apds essa regido, a continuidade da redugdo do potencial
zeta indica que novos processos associativos passam a ocorrer entre os proprios complexos de
inclusdo. Em contraste, o sistema HPBCD apresenta reducao continua do potencial zeta durante
toda a titulagdo, corroborando a auséncia de um ponto de transicdo claramente definido
observada nas medidas de tamanho de particulas.

As medidas de condutividade elétrica também acompanharam as modificagdes
estruturais observadas pelas demais técnicas. Para o sistema CBZ/BCD, verificou-se redugao
progressiva da condutividade elétrica a medida que aumentava a concentragdo de BCD. Esse
comportamento pode ser explicado pela diminui¢do da mobilidade dos ions presentes em
solucao apods a formagdo dos complexos de inclusao e, principalmente, pelo crescimento dos
agregados supramoleculares, que apresentam coeficientes de difusdo menores. Dessa forma,
embora a quantidade total de espécies carregadas permaneca praticamente constante, sua
mobilidade diminui significativamente, resultando na redu¢do da condutividade do sistema.

Em contraste, o sistema CBZ/HPBCD apresentou aumento gradual da condutividade
elétrica durante a titulagdo. Esse resultado aparentemente contraditdrio pode ser explicado pelo
menor tamanho dos agregados formados nesse sistema. Como as nanoestruturas permanecem
relativamente pequenas ao longo de toda a titulacdo, sua mobilidade continua elevada,
permitindo maior contribui¢do das espécies i0nicas presentes na solucao para o transporte de
carga elétrica. Além disso, a elevada hidratagdo caracteristica da HPBCD favorece maior
dissociagdo de grupos hidroxila superficiais, aumentando a disponibilidade de espécies
carregadas no meio aquoso. Apos a aproximacao da estequiometria de complexagao, observa-
se estabilizacdo da condutividade elétrica, indicando que o sistema alcanga um novo equilibrio

entre formagao de complexos, agregacao supramolecular e mobilidade i6nica.
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De maneira integrada, os resultados obtidos pelas trés técnicas demonstram elevada
concordancia entre si. O aumento do didmetro hidrodindmico, acompanhado pela reduciao do
potencial zeta e pelas alteragdes no perfil de condutividade elétrica, evidencia que a formagao
dos complexos de inclusdao modifica profundamente a organizagdo coloidal do sistema. Os
resultados também indicam diferencas importantes entre as duas ciclodextrinas avaliadas:
enquanto a BCD favorece a formacao de agregados supramoleculares maiores e mais definidos,
a HPBCD origina agregados menores, mais homogéneos e estruturalmente mais flexiveis. Essas
diferencas estruturais podem exercer influéncia direta sobre propriedades farmacotécnicas
relevantes, como solubilidade, estabilidade coloidal, difusdo em meio bioldgico e interagdo com
membranas celulares, aspectos que serdo posteriormente discutidos em conjunto com 0s

resultados termodinamicos, computacionais € microbioldgicos.

5.1.5 Titulagoes por calorimetria de titulagdo isotérmica

A calorimetria de titulagdo isotérmica € uma técnica analitica que em seu principio de
funcionamento afere o fluxo de calor liberado ou absorvido pelo sistema em um processo
durante a formagao ou quebra de interagdes intermoleculares. A energia ¢ anotada em fungao
da concentracdo de reagente titulante, tendo a quantidade de calor liberado ou absorvido
proporcionalmente a quantidade de reagente injetado (Wiseman et al., 1989).

Apbs obter os dados empregando a isoterma de Wiseman (Equacdo 2) ocorre a
determinagao da constante de equilibrio aparente (K,) e também o parametro (V) definido como
estequiometria de reacdo. Empregando equagdes da termodindmicas classicas (Equacdo 3 e 4),
se torna possivel a determinagdo da variagdo da energia livre de Gibbs (4,,,G°), da variagdo da
entalpia (4in:H’) e também da variacdo da energia entropica (74:sS°), obtendo assim os
principais parametros termodindmicos de ligacdo (Cavalcanti et al., 2023; Denadai et al., 2012;

Zhang et al., 2022).

i = ﬂ“ H = AH°V® i_l_ ILR—";—:I
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Essa abordagem tem sido amplamente utilizada na analise de complexos de inclusao,
pois durante o processo de complexagdo, uma gama de interagdes ocorre, sendo: 1) expulsio
da agua da cavidade e sua liberagao para o ambiente; 2) desolvatacdo da molécula hospedeira;
3) transferéncia de calor para o meio circundante; 4) mudangas conformacionais; 5) inclusao
da molécula hospedeira com o estabelecimento de novas interagcdes intermoleculares; 6)
rearranjo das moléculas de 4gua em torno do complexo de inclusdo; e 7) restricdo da mobilidade
rotacional das ligagdes glicosidicas da ciclodextrina devido a presenca da molécula hospedeira
na cavidade. O equilibrio entre essas interagdes pode resultar em um processo que € exotérmico
ou endotérmico, com aumento ou diminui¢do da entropia. Dado que a calorimetria isotérmica
de titulacdo monitora apenas processos que ocorrem espontaneamente, a variacdo da energia
livre de Gibbs sera sempre negativa (4:,:G° < 0) (Denadai et al., 2012; Monteiro et al., 2011;
Ohta et al., 2008; Sun et al., 2006).

Objetivando analisar as interagdes da BCD com o CBZ, procedeu-se com titulacdo de
solugdo de BCD 15,0 mM em solu¢ao de CBZ 1,0 mM. Na Figura 20 estdo representadas as
curvas de titulacao da BCD em agua pura (branco da reagao) (a) e em solucao de CBZ 1,0 mM,
como também a curva de titulacao final apos a subtra¢ao do branco (b). Esse processo objetiva
realizar a exclusao dos efeitos de interagao soluto-solvente, com o intuito de realizar a avaliagao
apenas das interagdes PCD/CBZ (Denadai et al., 2012). Na Tabela 6 estdo apresentados os

valores termodinamicos de interacao entre BCD e CBZ obtidos pelo experimento.
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Figura 20 - (a) Titulagdo da BCD 15,0 mM em 4gua pura e em solugdo de CBZ 1,0 mM e (b)

curva de titulagado final apds a subtraciao do branco
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Tabela 6 — Parametros termodinamicos da interagao de CD 15,0 mM titulado em CBZ 1,0

mM

Parametros Média + Desvio
termodinamicos Padrao

Nap 1,260 £+ 0,001

K 5,03 x 103+ 288

AineH’(cal/mol) -1209 £ 18,2

TAinsS° (cal/mol) +3844,2

AinG° (cal/mol) -5053,2

Fonte: o autor (2026).

Os parametros termodinamicos obtidos para o sistema CBZ/BCD evidenciam que a

formacao do complexo de inclusdo ocorre de forma espontanea, uma vez que a variagdo da

energia livre de Gibbs apresentou valor negativo (4 _intG° = —5053,2 cal mol™). Valores

negativos de energia livre constituem o principal indicativo termodinamico da espontaneidade

do processo de complexacdo, refletindo que a energia liberada durante o estabelecimento das
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novas interagdes intermoleculares supera a energia necessaria para promover a reorganizagao
estrutural do sistema. Esse comportamento ¢ caracteristico de sistemas supramoleculares
envolvendo ciclodextrinas e surfactantes catidnicos, nos quais diferentes contribuicdes
energéticas ocorrem simultaneamente durante o processo de inclusao.

A constante aparente de associagdo obtida (K = 5,03 x 10 L mol™) demonstra elevada
afinidade entre o cloreto de benzalconio e a B-ciclodextrina. Constantes dessa ordem de
grandeza sao frequentemente descritas para sistemas de inclusdo envolvendo compostos
anfifilicos e indicam que o equilibrio quimico encontra-se deslocado em favor da formacao do
complexo. Embora ndo representem ligacdes covalentes, esses valores revelam que as
interagdes hidrofobicas, for¢as de dispersao de London e ligagdes de hidrogénio cooperam de
maneira eficiente para estabilizar o complexo em solugdo aquosa.

Outro aspecto importante refere-se ao parametro estequiométrico obtido (N _ap = 1,260
+ 0,001). Apesar de apresentar valor ligeiramente superior a unidade, esse resultado encontra-
se muito proximo da estequiometria 1:1, amplamente observada em complexos envolvendo -
ciclodextrina. Pequenos desvios em relagao ao valor ideal podem decorrer da coexisténcia de
diferentes populagdes de agregados supramoleculares em solugdo, fenomeno ja sugerido pelos
experimentos de DLS e potencial zeta, nos quais foram observadas evidéncias da formagao de
nanoagregados ap6s a saturacao inicial das cavidades da ciclodextrina.

Do ponto de vista energético, observa-se que a contribuicdo entrdpica constitui o
principal fator responsavel pela estabilidade do complexo. O valor positivo de 74 intS°
(+3844,2 cal mol™) representa aproximadamente 76% da energia livre de interagdo, enquanto
a contribuicdo entalpica corresponde a cerca de 24%. Esse perfil caracteriza um processo
predominantemente dirigido pela entropia (entropy-driven process), comportamento
frequentemente observado em sistemas de inclusdo envolvendo ciclodextrinas.

O aumento da entropia decorre principalmente da expulsdo das moléculas de agua
previamente organizadas tanto no interior da cavidade hidrofobica da BCD quanto na camada
de solvatacdo que envolve o grupamento hidrofobico do cloreto de benzalconio. Essas
moléculas de dgua encontram-se inicialmente altamente organizadas devido as ligacdes de
hidrogénio estabelecidas com o meio aquoso. Durante a complexagdo, sua liberacdo para o
solvente promove aumento significativo dos graus de liberdade translacionais e rotacionais,
produzindo incremento da desordem molecular e tornando o processo termodinamicamente

favoravel.
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Embora a contribuicdo entropica seja predominante, a variagdo negativa de entalpia
(dineH® = —1209 cal mol™) demonstra que o processo também apresenta carater exotérmico.
Essa contribui¢do esta relacionada ao estabelecimento de novas interagdes intermoleculares
durante o encapsulamento, incluindo interagdes hidrofébicas, forgas de van der Waals e
possiveis ligagdes de hidrogénio envolvendo grupos hidroxila localizados nas bordas da
ciclodextrina. Dessa forma, observa-se uma cooperacao entre fatores entropicos e entalpicos na
estabilizacao do complexo formado.

Os resultados obtidos por ITC apresentam elevada concordancia com as demais técnicas
empregadas neste trabalho. A estequiometria proxima de 1:1 confirma os resultados observados
por DLS, potencial zeta (ZP) e RMN de 'H, os quais indicaram que a etapa inicial da interagao
corresponde ao encapsulamento individual das moléculas de CBZ pelas cavidades da BCD. Da
mesma forma, a elevada constante de associagdo explica a maior estabilidade térmica observada
nos experimentos de TGA, evidenciando que a formacdo do complexo modifica
significativamente as propriedades fisico-quimicas do surfactante.

O processo de inclusao e formagdo do complexo demonstrou uma alta contribuicao
entropica, uma vez que que a componente 7A;,S° contribuiu com aproximdamente 76,1% do
valor de A;»:G°, ja"aos outros 23,9% restante foram contribui¢do do A;,/H°. Na formagao do CI
quando ocorre a variagdo positiva de entropia (7A;x:S°) de acordo com os estudos, ha uma
indicacdo de que as moléculas passam por uma significativa desolvatacdo durante o processo
de inclusdo. Ao longo do processo ¢ realizado a quebra da estrutura de solvatagdo dos grupos
funcionais do CBZ e em funacao disso, ocorre a liberacao de moléculas de agua que aumentam
graus de liberdade rotacionais e translacionais produzindo assim, um aumento da entropia (grau
de desordem) do sistema (Miranda, 2020).

Objetivando analisar as interacdes da HPBCD com o CBZ, procedeu-se com titulacao
de solugdao de HPBCD 30,0 mM em solug¢ao de CBZ 1,0 mM. Na Figura 21 estdo representadas
as curvas de titulagdo da HPBCD em dagua pura (branco da rea¢dao) e em solugdo de CBZ 1,0
mM, como também a curva de titulacao final apds a subtracao do branco. Esse processo objetiva
realizar a exclusao dos efeitos de interagao soluto-solvente, com o intuito de realizar a avaliagao
apenas das interagdes HPBCD /CBZ (Denadai et al., 2012). Na Tabela 7 estdo apresentados os

valores termodinamicos de interacao entre HPBCD e CBZ obtidos pelo experimento.
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Figura 21 - (a) Titulagdo da HPBCD 30,0 mM em 4gua pura e em solu¢do de CBZ 1,0 mM e

(b) curva de titulagdo final ap6s a subtragdo do branco
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Fonte: o autor (2026).

Tabela 7 — Parametros termodinamicos da interagao de HPBCD 30,0 mM titulado em CBZ 1,0

mM
Parametros termodinamicos Média + Desvio Padrao
Nap 1,090 £+ 0,001
K 7,19x 10°+£ 0,16 x 10°
AineH’(cal/mol) +1678 £ 9,3
TAinsS° (cal/mol) +6947,9
AinsG° (cal/mol) -5269,9

Fonte: o autor (2026).

De acordo com a Tabela 7, processo de inclusdo ¢ endotérmico (4in:H’ > 0) e foi
favorecida pelo aumento de entropia (74:,:5° > 0). Sugere que os valores positivos de entalpia
sdo responsaveis a quebra das micelas e das estruturas de solvatagdo, ja a entropia (74;::5°)
positiva, sugere a ocorréncia de interacdes de natureza hidrofobicas. Conforme descrito na

literatura, uma variagdo positiva de entropia ¢ explicada por uma grande dessolvatagdo das
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moléculas ao longo do fenomeno de inclusdo, sendo que ocorre a dessolvatacdo da cavidade
interna da HPBCD e consequentemente a quebra da estrutura de solvatagdo dos grupos
funcionais do CBZ, assim, quando ocorre liberacdo de moléculas de dgua, também ocorre o
aumento de graus de liberdade rotacionais e translacionais (Agnes et al., 2017).

Os resultados termodindmicos obtidos para o sistema CBZ/HPBCD demonstram
comportamento distinto daquele observado para a BCD natural, embora ambos conduzam a
formacao espontanea de complexos de inclusdo. O valor negativo da energia livre de Gibbs
(4inG° = —5269,9 cal mol ') confirma que o processo ocorre espontaneamente, apresentando
estabilidade ligeiramente superior a observada para o complexo formado com BCD.

A constante aparente de associagdo (K =7,19 x 10%) foi aproximadamente 43% superior
a obtida para a BCD, indicando maior afinidade molecular entre o cloreto de benzalconio e a
HPBCD. Esse resultado estd de acordo com os experimentos de RMN, nos quais foram
observados deslocamentos quimicos mais pronunciados para o sistema HPBCD/CBZ,
sugerindo interagdo supramolecular mais intensa. A maior flexibilidade conformacional
conferida pelos grupos hidroxipropila amplia a capacidade adaptativa da cavidade hospedeira,
permitindo acomodag¢ao mais eficiente da molécula hospede.

O parametro estequiométrico (N = 1,090 + 0,001) encontra-se extremamente proximo
da unidade, reforcando que a principal espécie formada corresponde ao complexo 1:1. A
proximidade desse valor ao ideal sugere que, durante o processo monitorado por ITC,
predomina a formagdo do complexo individual antes do surgimento de agregados
supramoleculares observados pelas técnicas coloidais.

Diferentemente do sistema BCD, a formag¢do do complexo com HPBCD apresentou
variagdo positiva de entalpia (4inH° = +1678 cal mol™), caracterizando um processo
endotérmico. Isso significa que parte da energia fornecida ao sistema ¢ consumida na ruptura
das estruturas organizadas de solvatagdo tanto da cavidade da HPBCD quanto das micelas
formadas pelo cloreto de benzalconio. A energia absorvida também esta associada as alteragdes
conformacionais necessarias para acomodacdo da molécula hospede no interior da cavidade
modificada da ciclodextrina.

Apesar da contribuicao entalpica desfavoravel, a elevada contribuigdo entropica (74:nS°
=+6947,9 cal mol ') supera amplamente esse efeito, tornando o processo espontaneo. O ganho
entropico observado ¢ aproximadamente duas vezes superior ao valor da entalpia,
caracterizando um sistema completamente governado pela entropia. Esse comportamento

evidencia intensa dessolvatagdo das superficies hidrofoébicas durante o processo de
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encapsulamento, promovendo liberacdo de grande quantidade de moléculas de agua
anteriormente organizadas.

Esse mecanismo explica simultaneamente os resultados obtidos por RMN, DLS,
potencial zeta e condutividade elétrica. A maior flexibilidade estrutural da HPBCD favorece
diferentes modos de acomodagdo do CBZ, originando agregados menores € mais homogéneos,
porém apresentando afinidade molecular superior a observada para a BCD natural. Dessa forma,
embora ambos os sistemas apresentem formagao espontanea de complexos de inclusao, a BCD
produz um processo parcialmente estabilizado por contribuigdes entalpicas, enquanto a HPBCD
apresenta um mecanismo dominado quase exclusivamente pelo efeito hidrofébico e pela
elevada contribuicdo entropica decorrente da reorganizacao do solvente.

Em conjunto, os resultados obtidos por calorimetria isotérmica corroboram todas as
evidéncias previamente obtidas por FTIR, TGA, RMN e técnicas coloidais, demonstrando que
o encapsulamento do cloreto de benzalconio pelas ciclodextrinas modifica profundamente as
propriedades estruturais, termodinadmicas e supramoleculares do sistema, sendo a HPBCD a
matriz que apresentou maior afinidade molecular e maior estabilidade termodindmica para a

formagdo do complexo de inclusao.

5.1.6 Caracterizagdo por Espectroscopia de Impedancia Elétrica (EIS) dos Sistemas CBZ/FCD
e CBZ/HPSCD

Neste estudo, a espectroscopia de impedancia elétrica (EIS, Electrochemical Impedance
Spectroscopy) foi utilizada para investigar as alteragdes elétricas decorrentes da titulagdo das
ciclodextrinas B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) com o cloreto
de benzalconio (CBZ). Considerando que o CBZ ¢ um surfactante cationico da classe dos sais
de amoénio quaternario, capaz de formar agregados em solugdo aquosa, espera-se que sua
complexagdo com ciclodextrinas modifique a distribui¢do de cargas, a mobilidade i6nica e as
propriedades elétricas e dielétricas do sistema. A formacao dos complexos de inclusdo promove
rearranjos supramoleculares que alteram a dindmica do meio, justificando a aplicacdo da EIS
como ferramenta sensivel para monitorar tanto a complexagao molecular quanto a agregacao
coloidal. A técnica baseia-se na aplicacao de uma perturbacao senoidal de pequena amplitude
e na analise da resposta elétrica do sistema, permitindo determinar a impedancia e a admitancia

complexas em funcdo da frequéncia aplicada.
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Figura 22 - Espectros de ([Z*]) e ([ Y]) em funcdo da frequéncia com a variagao da razao

molar [BCD]/[CBZ].
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Fonte: O autor (2026).

Os espectros de impedancia demonstraram forte dependéncia da frequéncia, com
redugdo de |Z* a medida que a frequéncia aumentou, comportamento caracteristico de sistemas
ionicos. Observou-se também aumento da impedancia com o incremento da razdo molar
[BCD]/[CBZ], indicando reducdo da condutividade elétrica em decorréncia da formagdo dos
complexos de inclusdo entre o cloreto de benzalconio e a B-ciclodextrina. Esse efeito € atribuido

ao encapsulamento parcial do surfactante, que diminui a mobilidade das espécies responsaveis
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pelo transporte de carga. De forma complementar, os espectros de admitancia apresentaram
aumento de |Y*| com a frequéncia, porém com reduc¢do de sua magnitude a medida que a
concentracdo de BCD aumentou. Esses resultados evidenciam que a complexacdo molecular
modifica as propriedades elétricas do sistema, corroborando a ocorréncia de alteragdes na
condugdo de cargas e na organizagao supramolecular da solugdo.

A impedancia elétrica complexa pode ser expressa ainda em termos de suas
componentes real (Re[Z*]) e imaginaria (Im[Z*]). A interpretagdo desses parametros fornece
informacdes relevantes acerca da resisténcia elétrica, capacitancia, processos de polarizagao
interfacial e fendmenos de difusdo presentes na amostra (Orazem; Tribollet, 2008). A

impedancia complexa ¢ matematicamente descrita pela equagao 5:

[Z*] (0)= Re[Z*]+jIm[Z*] Eq.5

Onde: [Z*] é a impedancia complexa, Re[Z*] corresponde a efeitos de resisténcia
elétrica do meio, Im[Z*] representa a reatancia elétrica e tem relacdo com efeitos capacitivos, j
¢ a unidade imaginaria (V—1)e w ¢ a frequéncia angular do sinal aplicado (w = 2mf). Na figura
23 estao representados dos dados da parte Re[Z*] e Im[Z*] da impedancia em funcdo da

frequéncia com a variagdo da razdo molar de [BCD]/[CBZ].

Figura 23 - dados da parte Re[Z*] e Im[Z*] da impedéncia em funcdo da frequéncia

com a variac¢ao da razao molar de [BCD]/[CBZ].
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Fonte: O autor (2026).

A Figura 23 apresenta a evolugdo das componentes real, Re(Z*), e imaginaria, Im(Z*),
da impedancia em fungdo da frequéncia para diferentes razdes molares [fCD]/[CBZ]. Observa-
se que os valores de Re(Z*) tendem a zero com o aumento da frequéncia, comportamento
caracteristico e que sdo previstos pelos modelos tedricos (Lima et al., 2022). Além disso,
verifica-se que o aumento da concentracdo de fCD promove aumento nos valores de Re(Z*),
indicando modificagdes nas caracteristicas resistivas do sistema decorrentes das interagdes
supramoleculares entre os componentes.

A componente imaginaria da impedancia, Im(Z*), apresentou maximos na regido de
kHz, associados aos processos de relaxacao do sistema. O deslocamento desses picos para
frequéncias menores com o aumento da concentragdo de BCD indica alteragdes nos tempos de
relaxacao molecular decorrentes da formagao dos complexos de inclusdo. Esse comportamento
sugere a formacdo de estruturas supramoleculares progressivamente maiores € com dindmica
de relaxacdo mais lenta, em concordancia com os resultados obtidos por espalhamento
dindmico de luz (DLS), que evidenciaram aumento do diametro hidrodindmico nas mesmas
condigdes experimentais.

Foram selecionados o limite tangencial da parte real e imaginaria em fun¢do da razdo

molar para construir os graficos presentes na figura 24.
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Figura 24 - Grafico do limite tangencial parte Re[Z*] e Im[Z*] da frequéncia em fung¢do da
razdo molar de [BCD]/[CBZ].
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Fonte: O autor (2026).

Os perfis de Re(Z*) e Im(Z*) em funcdo da razdo molar [BCD]/[CBZ] apresentaram
mudangas de inclinagdo proximas as razdes 1:1 e 1:2, indicando diferentes etapas de
organizacdo estrutural do sistema. A primeira inflexdo est4 associada a formagao predominante
dos complexos de inclusao CBZ/BCD, enquanto a segunda sugere processos de autoassociacao
envolvendo os complexos previamente formados. Esses resultados estdo em concordancia com
os dados de DLS, que evidenciaram aumento do diametro hidrodindmico em maiores
concentragdes de BCD, indicando a formagdo de nanoagregados supramoleculares. De forma
complementar, as analises de potencial zeta e condutividade elétrica demonstraram redugao da
carga superficial e da mobilidade das espécies carregadas, corroborando um processo de
reorganizacdo estrutural progressiva caracterizado pela formagdo inicial de complexos 1:1

seguida pela agregagdo desses sistemas em estruturas de maior dimensao.
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No diagrama de Nyquist, a componente imaginaria da impedancia é representada em
fun¢do da componente real, permitindo avaliar quantitativamente a resisténcia elétrica do
sistema além dos efeitos capacitivos presentes. Na figura 25 esta representado o diagrama de

Nyquist em fun¢do da frequéncia com a variagdo da razdo molar de [BCD]/[CBZ].

Figura 25 - Representagao do diagrama de Nyquist em funcao da frequéncia com a

variagdo da razdo molar de [CD]/[CBZ].
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Fonte: O autor (2026).

Os diagramas de Nyquist evidenciaram aumento progressivo do didmetro dos
semiciculos com o incremento da razdo molar [BCD]/[CBZ], indicando elevagao da resisténcia
elétrica e reducdo da capacidade de conducdo de cargas em decorréncia da formacdo dos
complexos de inclusdo. Em concentragdes mais elevadas de BCD, as alteragcdes na geometria
dos semiciculos sugerem reorganizagao estrutural e formagao de agregados supramoleculares.
Esses resultados corroboram os dados obtidos por DLS, potencial zeta e condutividade elétrica,
demonstrando que a interacdo entre o cloreto de benzalconio e a B-ciclodextrina promove
inicialmente a formacdo de complexos de inclusdo, seguida pela agregacdo dessas estruturas,
modificando significativamente as propriedades eletroquimicas do sistema.

Na figura 26 estdo apresentados os espectros de ([Z*]) e ([Y*]) em funcdo da frequéncia

com a variacao da razdo molar [HPBCD]/[CBZ].
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Figura 26 - espectros de ([Z*]) e ([Y*]) em funcdo da frequéncia com a variacdo da razao

molar [HPBCD]/[CBZ].
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Fonte: O autor (2026).

A Figura 26 apresenta os espectros de impedancia do sistema CBZ/HPBCD para
diferentes razdoes molares [HPBCD]/[CBZ]. Assim como observado para o sistema contendo
BCD, os valores de [Z*] diminuem com o aumento da frequéncia, evidenciando a
predominancia dos efeitos de polarizagdo em baixas frequéncias e a contribuigdo crescente dos
mecanismos de conducdo em frequéncias mais elevadas. Entretanto, diferentemente do sistema
CBZ/BCD, as alteragdes entre os espectros ocorrem de forma mais gradual ao longo das
titulagdes. Sugere com esse comportamento que ocorra de forma continua a formacao dos Cls,

sem a ocorréncia de transi¢des estruturais abruptas. A alta solubilidade que a matriz HPBCD
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tem e também sua maior flexibilidade conformacional sugerem favorecer interagdes
progressivas com o CBZ, gerando reorganizacdes estruturais nao tdo pronunciadas no meio.
Os espectros de admitancia apresentados na Figura 26 exibem aumento dos valores de
[Y*] em funcdo da frequéncia para todas as razdes molares investigadas. Demonstra-se que as
altera¢des decorrentes da adi¢do de HPBCD ocorrem gradualmente, sugerindo transporte de
carga e polarizagdo do sistema. Esse comportamento corrobora que a formagao dos complexos
de inclusao modifica de maneira continua o ambiente eletroquimico da solucao, nao ocorrendo
mudangas estruturais abruptas. Os resultados demonstram que os dados obtidos por DLS, os
quais apresentam crescimento gradual dos agregados ao longo das titulagdes, mantendo

dimensdes inferiores as observadas para o sistema contendo BCD.

Figura 27 - dados da parte Re[Z*] e Im[Z*] da impedancia em fung¢do da frequéncia com a

variagdo da razdo molar de [HPBCD]/[CBZ].
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Fonte: O autor (2026).

A Figura 27 apresenta as componentes real e imaginaria da impedancia para o sistema
CBZ/HPBCD em diferentes razdes molares. Os valores de Re(Z*) diminuem progressivamente
com o aumento da frequéncia, comportamento associado a redugdo dos efeitos de polariza¢ao
interfacial em regides de maior frequéncia. As alteracdes observadas entre as curvas indicam
que a adicdo de HPBCD promove modificacdes graduais na resisténcia elétrica do sistema,
refletindo a formagdo progressiva dos complexos de inclusao.

Os espectros de Im(Z*) apresentam maximos caracteristicos relacionados aos processos
de relaxagao dielétrica presentes na solugdo. O deslocamento gradual desses maximos ao longo
das titulagdes sugere alteragdes continuas nos tempos caracteristicos de relaxacdo molecular,
decorrentes das interacdes supramoleculares entre o CBZ e a HPBCD. Diferentemente do
sistema contendo BCD, os deslocamentos observados sdo menos pronunciados, indicando que
as reorganizagdes estruturais ocorrem de forma mais homogénea. Esse comportamento
encontra suporte nos resultados de DLS, que evidenciaram crescimento gradual dos agregados
sem mudancas abruptas de tamanho ao longo da titulagao.

Os resultados obtidos para o sistema CBZ/HPBCD (Figura 28) revelam comportamento
distinto daquele observado para o sistema contendo BCD. As alteragdes nos diagramas de
impedancia ocorrem de maneira mais gradual e continua ao longo das titulagdes, sem mudangas

abruptas na geometria das curvas.
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Figura 28 - Grafico do limite tangencial parte Re[Z*] e Im[Z*] da frequéncia em

funcdo da razdo molar de [HPBCD]/[CBZ].
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Fonte: O autor (2026).

Esse perfil sugere que a HPBCD, devido a presenga de grupos hidroxipropila em sua
estrutura, promove a formagao de complexos de inclusdo mais soluveis e estruturalmente mais
flexiveis. A maior hidratacdo da molécula e a reducdo da cristalinidade favorecem a dispersao
dos complexos no meio aquoso, dificultando a formagao de agregados extensos.

A variagdo do limite tangencial apresentada na Figura 28 demonstra que a adi¢do de
HPBCD promove alteragdes progressivas na resposta elétrica do sistema. Diferentemente do

observado para o sistema CBZ/BCD, ndo sao identificadas inflexdes abruptas ou regides de
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transicao claramente definidas, sugerindo que a formagao dos complexos de inclusdo ocorre de
maneira continua ao longo de toda a titulagdo. As mudancgas observadas refletem modificagdes
graduais nos mecanismos de polarizagado e transporte de carga decorrentes da interacao entre as
moléculas de CBZ e HPBCD.

Os resultados obtidos s3o coerentes com as medidas de DLS, no qual foi observado de
forma linear o aumento do D, com o aumento da concentracdo da matriz de HPBCD. A
correlagdo encontrada entre as técnicas, corroboram que a organizacdo supramolecular do
sistema ocorre na sua evolu¢ao de forma continua, nao tendo agregados supramoleculares
distintos, obtendo agregados menores ¢ com uma distribui¢do mais homogénea quando

comparados ao sistema contendo BCD.

Figura 29 - Representagao do diagrama de Nyquist em funcao da frequéncia com a

variagdo da razdo molar de [HPBCD]/[CBZ].

—o
——0,10)
0,20
0,29
0,39
——0,48
0,58
0,67,
0,76
——0,85)
——0,94
——1,02
—1,11
1,20
1,28
——1,36)
—— 1,45
1,53
1,61
1,69
1,76
1,84
——1,92|
1,99
2,07,
2,14
222

-Im[Z*)/ (Ohm)

T T T T T T T T T
0.0 5.0x10° 1.0x10* 1.5x10* 2.0x10* 2.5x10*
Re[Z*]/ (Ohm)

Fonte: O autor (2026).

Os diagramas de Nyquist apresentados na Figura 29 evidenciam alteragdes graduais na
resposta eletroquimica do sistema a medida que aumenta a razdo molar [HPBCD]/[CBZ].
Observa-se deslocamento progressivo dos semiciculos, indicando modificagdes nos processos
de transferéncia de carga e polarizacdo interfacial associados a formagao dos complexos de
inclusdo. Entretanto, diferentemente do sistema CBZ/BCD, as altera¢des observadas ocorrem
de forma mais suave, sem mudancas abruptas na geometria dos semiciculos (Piccardi ef al.,

2025; Orazem; Tribollet, 2008).
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Os resultados indicam que a interacdo entre o cloreto de benzalconio e a HPBCD
promove reorganizagdes estruturais mais homogéneas, favorecidas pela maior solubilidade
dessa ciclodextrina e pela formagao de agregados de menores dimensdes. Em concordancia, as
analises de DLS evidenciaram didmetros hidrodindmicos inferiores aos observados para o
sistema CBZ/BCD, enquanto os ensaios de potencial zeta e condutividade elétrica indicaram
reducdo da carga superficial e maior mobilidade das espécies carregadas. Em conjunto, esses
achados sugerem que os processos de encapsulamento e autoassociacdo no sistema

CBZ/HPBCD ocorrem de forma gradual e distribuida, sem transi¢des estruturais abruptas.

5.2 Estudo Teodrico Computacional

Os dados experimentais obtidos através de ITC (Tabela 6 e 7) indicam que o composto
de inclusao formado com HPBCD apresenta uma constante de ligacdo (K) mais alta e,
consequentemente, uma energia de Gibbs de inclusdo mais negativa (veja Tabela 6 e 7).

O primeiro estudo teorico foi conduzido assumindo, de acordo com trabalhos anteriores
(Dos Santos; Anconi, 2024; Dos Santos; Anconi, 2025), um HPBCD com funcionalizagao no
atomo O2 e, portanto, na por¢ao cabeca do CD. A investigacdo de 3.744 arranjos iniciais para
BZ/BCD, BZ'/HPBCD (2) 00, BZ'/HPBCD (2) 01, BZ/HPBCD (2) 02 e, portanto, a
investigacdo de 14.976 (4 x 3.744) ndo corresponde a tendéncia experimental. Descobrimos
através da abordagem multi-equilibrio GFN2-xTB que o log K para BZ'@BCD ¢é maior do que
os valores de log K para BZ"@HPBCD (2) 00, BZ'@HPBCD (2) 01 e BZ"@HPBCD (2) 02.

Recentemente, um estudo sobre HPBCD (Sun ef al., 2023) discutiu o grau de
funcionalizacdo em cada por¢ao da cavidade do CD em termos da distor¢do do sinal anomérico
em torno de cinco ppm, que ¢ bem conhecido por ser caracteristico dos CDs.

A analise de RMN de 'H do HPBCD utilizado no presente trabalho sugere que a
funcionalizagdo pode estar presente em ambos os lados do hospede da CD (chamados de cabeca
e cauda). Decidimos entao construir HPBCD com grupos propilicos na por¢do da cauda da CD,
assumindo os trés isdmeros inicialmente investigados. Apos a construcao dos sistemas de
HPBCD (6) com a distribui¢@o espacial identificada como 00, 01 e 02 (veja a Figura 13), 11.232
(3x3.744) sistemas adicionais foram investigados. Os dados tedricos GFN2-xTB em um escopo

de multiplos equilibrios foram incluidos na Tabela 8.
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Tabela 8 - Constantes de ligacdo ITC e dados da abordagem multi-equilibrio quantico GFN2-

xTB. Um total de 26.208 sistemas iniciais (7 % 3.744) foram investigados através do método

GFN2-xTB.
Experimental System log Kyt System log KgrnoxTB.

BZ*@pCD 3.702 BZ'@pCD 5.311
BZ'@HPBCD 3.857 BZ'@HPBCD (6) 00 5.597
BZ'@HPBCD (6) 01 1.611

BZ*@HPBCD (6) 02 7.496

BZ'@HPBCD (2) 00 3.856

BZ*@HPBCD (2) 01 3.012

BZ'@HPBCD (2) 02 2.629

Fonte: O autor (2026).

Vemos na tabela 8 que a tendéncia experimental foi alcangada quando os sistemas
HPBCD (6) (00 e 02) foram usados para construir os sistemas supramoleculares. Da Tabela (6
e 7), os valores experimentais para log K correspondem a 3,702 e 3,857 para BZ'@BCD e
BZ'@HPBCD, respectivamente. O valor tedrico de log K para BZ'@BCD corresponde a 5,311.
Para BZ'@HPBCD (6) 00 e 02, encontramos log K correspondentes a 5,597 e 7,496,
respectivamente, um valor maior do que o avaliado para BZ'@BCD, conforme abordado
experimentalmente. Os valores de log K para BZ'@HPBCD (6) 01 ¢ os outros BZ'@HPRCD
(2), 00, 01 e 02 sao menores que 5,311. Os valores de log K foram obtidos combinando muitos
dados de equilibrio no ambito da abordagem de multi-equilibrio. Uma letra maitscula (A, B,
C, etc.) ¢ usada para cada tipo de arranjo espacial, que € estavel em meios aquosos e contribui
para a constante de ligagdo para uma janela de energia particular, aproximadamente 3,0 kcal
mol™'. Os dados termodinamicos para todos os sistemas investigados foram incluidos nas

Tabelas 9 a 11.

Tabela 9 - Energias livres de associacdo em agua (4,G), de solvatagdo (4snG) energias de
interacao determinados computacionalmente (4.G°, A-H° e TA.S°), contribuigdes
correspondentes e os pardmetros geométricos de associagao obtidos a partir do APARM (r, a,
B e y). Dados para os sistemas empregados para calcular o log K tedrico, a 7= 298 K, ap0ds o

estudo de 3.744 sistemas iniciais no nivel de teoria GFN2-xTB (ALPB).

A,G oo AGO AHO TASO T« B 7y
BZ‘@BCD  ID

(kcal mol™) (kcal mol™") (kcalmol')  (kcal mol™) (kcal mol ™) (A)  (deg) (deg) (deg)
log K=5.311 A -5.70 21.03 -26.74 -45.02 -18.28 4.1 32 328 272

B -5.47 21.57 -27.03 -45.78 -18.75 32 4 32 81
C -5.34 20.67 -26.01 -44.34 -18.34 43 74 332 285

D -5.24 22.13 -27.37 -46.97 -19.60 34 14 34 86

E -5.07 21.09 -26.16 -45.05 -18.89 4.4 205 35 78

F -5.03 20.75 -25.77 -44.76 -18.99 4.7 230 34 77
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G* -3.90 18.01 -21.90 -39.97 -18.07 6.8 32 126 0

*Sistema com a por¢do aromatica incluida na cavidade da ciclodextrina.

Fonte: O autor.

Tabela 10 - Energias livres de associacdo em agua (4,G), de solvatagao (AsnG) energias de
interacao determinados computacionalmente (4.G°, A-H° e TA.S°), contribuigdes
correspondentes e os parametros geométricos de associacdo obtidos a partir do APARM (1, a,
B e v). Dados para os sistemas empregados para calcular o log K teoérico, a T =298 K, apos o
estudo de 11.232 sistemas iniciais, 3.744 para cada isomero de HPBCD (2) no nivel de teoria

GFN2-xTB (ALPB).

BZ @HPBCD 1 A,G DG A,G° A HO TAS° T o B v
(propyl athead) D  (kcal mol™) (kcalmol')  (kcalmol')  (kcal mol™) (kcal mol™) (A (deg) (deg) (deg)
(2) 00 A -4.00 18.44 -22.44 -43.33 -20.89 2.1 125 150 275
log K=3.856 B -3.88 20.58 -24.45 -45.94 -21.48 22 301 210 82
C -3.77 19.20 -22.97 -44.27 -21.31 1.9 257 33 310
D -3.28 22.01 -25.30 -45.69 -20.39 1 217 208 58
E -3.25 18.74 -21.99 -41.39 -19.40 1.1 118 156 273
F -2.49 19.12 -21.61 -41.21 -19.61 2.8 5 145 271
G -2.19 16.78 -18.97 -37.76 -18.79 1.8 125 158 285
H -2.06 16.90 -18.95 -37.64 -18.69 3.1 188 42 320
I -2.01 16.84 -18.85 -37.60 -18.74 3.1 9 138 41
(2)01 A -3.37 18.49 -21.86 -41.48 -19.62 2.1 276 211 76
log K=3.012 B -2.15 21.79 -23.94 -43.77 -19.83 22 244 207 46
C -2.13 16.54 -18.67 -37.44 -18.76 2 294 202 69
D
* -2.05 24.67 -26.73 -46.55 -19.82 4.5 288 70 276
E -1.90 19.37 -21.27 -41.16 -19.89 2.6 181 215 67
F -1.49 16.97 -18.46 -38.24 -19.78 23 326 150 308
G -1.45 17.01 -18.47 -37.87 -19.41 43 201 142 281
(2) 02 A -2.63 16.33 -18.96 -37.18 -18.23 34 204 213 73
log K=2.629 B -2.49 18.13 -20.62 -39.21 -18.59 3 168 215 65
C -2.18 16.65 -18.83 -37.72 -18.89 3.2 295 205 88
D -1.50 14.81 -16.31 -34.11 -17.79 1.7 178 147 283
E -1.48 17.14 -18.62 -36.66 -18.05 32 197 210 68
F -1.05 14.86 -15.91 -34.36 -18.45 2.9 96 154 49
G -0.95 16.59 -17.54 -35.44 -17.91 2.1 86 157 339

*Sistema com a por¢ao aromatica incluida na cavidade da ciclodextrina.

Fonte: O autor (2026).
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Tabela 11 - Energias livres de associacdo em agua (4,G), de solvatagdo (Asi/G) energias de

interacao determinados computacionalmente (4.G°, A.H° e TA.S°) € os parametros

geométricos de associagdo obtidos a partir do APARM (, a, B e y). Dados para os sistemas

empregados para calcular o log K tedrico, a 7= 298 K, apds o estudo de 11.232 sistemas

iniciais (3.744 para cada isdmero de HPBCD (6)) no nivel de teoria GFN2-xTB (ALPB).

BA"@HPBCD AGraror DoornG 2,G° (keal A HO TAS° r o B v
(propyt at tail) (kcal mol™) (kcal mol™) mol™) (kcal mol™) (kcal mol™) (A)  (deg) (deg) (deg)
(6) 00 A -6.20 23.77 -29.97 -50.21 -20.24 4.4 121 136 36

log K=5.597 B -5.77 17.05 -22.82 -42.29 -19.47 33 290 130 36
C -5.23 22.13 -27.36 -45.80 -18.44 43 239 25 335

D -5.21 24.48 -29.69 -50.05 -20.36 43 116 138 35

E* -5.20 21.56 -26.77 -45.67 -18.90 6.8 219 235 50

F -4.91 23.34 -28.25 -48.60 -20.35 4.8 112 133 41

G -4.82 20.31 -25.13 -45.36 -20.22 32 271 129 29

H -4.70 24.05 -28.75 -48.31 -19.56 6.1 23 44 10

1 -4.42 15.90 -20.31 -39.53 -19.21 6.1 352 229 86

J -4.35 22.26 -26.61 -45.67 -19.06 43 234 25 332

(6) 01 A* -1.53 14.38 -15.91 -34.57 -18.66 49 252 66 87

log K=1.611 B* -1.40 17.94 -19.34 -37.57 -18.23 6.8 33 125 77
C -0.32 15.04 -15.35 -35.95 -20.60 49 43 224 57

D -0.28 14.32 -14.60 -34.54 -19.94 5 302 216 31

E -0.16 14.16 -14.32 -33.61 -19.29 1.4 8 152 26

F -0.13 13.68 -13.82 -33.87 -20.05 42 108 149 278

(6) 02 A -8.89 20.91 -29.80 -52.00 -22.20 1.4 305 203 342

log K=7.496

*System with BZ" aromatic portion included in the CD cavity.

Fonte: O autor (2026).

Juntamente com os dados termodinamicos, alguns parametros representativos de

associacao foram incluidos nessas tabelas.
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Figura 30 - Arranjo espacial do sistema mais estavel (A na Tabela 9) para o composto de
inclusdao BZ+@pPCD. Os sistemas mais representativos obtidos a partir do estudo de 26.208
sistemas iniciais (7 X 3.744) no nivel de teoria GFN2-xTB (ALPB) sdo representados.
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Fonte: O autor (2026).

De acordo com a Figura 30 e os dados nas Tabelas 9-11, vemos que os sistemas mais
estaveis implicam a inclusdo da cadeia linear do BZ" dentro da cavidade do CD. Para o HPBCD
(6) 01 menos estavel (Figura 30), observamos a por¢do aromatica BZ" do héspede dentro do
hospedeiro HPBCD o que corrobora com os ensaios bidimensionais de NOESY anteriormente
discutido. Alguns sistemas representativos contribuem para a constante de ligacdo, com a
porcdo aromatica do convidado BZ" dentro da cavidade do CD (aqueles estdo marcados com *

nas Tabelas 9-11).

5.3 Ensaios Biologicos

Sao apresentados abaixo, os resultados dos ensaios bioldgicos bem como sua

comparagdo com a literatura cientifica da area.
5.3.1 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima e da concentrag¢do inibitoria mediana
Na etapa de ensaios biologicos foram realizados testes microbioldgicos com o intuito

de se avaliar se a presenca de BCD e HPBCD possuem relagdo na efetividade do CBZ na agao

antimicrobiana contra quatro linhagens de Staphylococcus aureus, sendo uma ATCC e as outras
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trés clinicas. Também foram realizados os ensaios de CIM das duas formas isoladas (BCD,
HPBCD) que apresentaram valor de CIM superior a 1000 ug/mL (>1000) o sugere que as
ciclodextrinas ndo possuem atividade antimicrobiana e seu papel ¢ atuar como sistemas
carreadores de farmacos.

A escolha inicial das dosagens se basearam nos estudos de Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) do cloreto de benzalconio para HA-MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina) foi de 5 pg/mL (Rahmi, K. A; Purwono, P. B; Rochmanti, M, 2019).

Os resultados obtidos estdo representados nas Figuras (37 a 41) tanto na determinacao
da CIM quanto na determinagao da ICso para as linhagens de Staphylococcus aureus: ATCC
25923 (37), 170 (38), 15 (39), 1369061 (40) e ATCC 6538(41). Em todas as figuras,
consideram-se os sistemas: CBZ (curva vermelha) e dos sistemas: CBZ/BCD (curva lilas),
CBZ/HPBCD (curva verde). Empregando o trabalho de Srinivasan e Lloyd (2024), foi utilizada
a equacgdo 6 de logistica de quatro parametros (4PL) abaixo para obter o valor estimado de ICso

de forma mais precisa.
Y = Y_{min} +\frac{¥umax — Yomim }{1 + 1000000 1Cso=X)\eimes kI}| g 6,

Onde:

Y = Resposta observada;

Y max = Resposta Méxima,;

Ymin= Resposta Minima;

X = Logaritmo decimal da concentracao;

h = Coeficiente de Hill (inclinagdo da curva);

ICso = Concentragao responsavel por 50% da inibi¢ao da resposta bioldgica.

Os resultados obtidos de CIM frente as linhagens de Staphylococcus aureus estdo
apresentados na Tabela 12, os quais mostram que a CIM encontrada para o CBZ frente as
linhagens de Staphylococcus aureus ATCC 25923, 170, 1369061, 15 foi 5 ug/mL e a ATCC
6538 foide 0,97. As Figuras 37 a 40 demonstram que a CIM do CBZ complexado na propor¢ao
molar 1:1 nos CIs (CBZ/BCD e CBZ/HPBCD) foi menor que a CIM do CBZ puro quando
comparada com as linhagens ATCC 25923, 170, 1369061, 15 de Staphylococcus aureus, tendo
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o valor obtido de aproximadamente 2,5 ug/mL, tendo como exce¢do na figura 41 a linhagem

de Staphylococcus aureus ATCC 6538 1,80 ug/mL para CBZ/BCD e 1,52 para CBZ/HPBCD.

Figura 31 - Determinagdo da concentracao inibitéria minima e da concentragdo inibitoria
mediana, contra linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923, do CBZ (curva vermelha)
e dos sistemas: CBZ/BCD (curva lilas), CBZ/HPBCD (curva verde)

S. aureus (25923)

3 e CBZ-BCD
® CBZ-HPBCD
© * CBz
8 27 e C+
«C
Ke)
[
[e]
8
<3

0 r
20 10 5 2.5

Concentragao (ug/mL)

1.25 0.625 0.3125

Fonte: o autor (2026).

Figura 32 - Determinac¢do da concentracdo inibitdria minima e concentragdo inibitoria
mediana, contra a cepa clinica Staphylococcus aureus 170, do CBZ (curva vermelha) e dos

sistemas: CBZ/BCD (curva lilas), CBZ/HPBCD (curva verde)
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Fonte: o autor (2026).

Figura 33 - Determinagao da concentracao inibitéria minima e concentragdo inibitéria
mediana, contra a cepa clinica Staphylococcus aureus 15, do CBZ (curva vermelha) e dos

sistemas: CBZ/BCD (curva lilas), CBZ/HPBCD (curva verde)
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Fonte: o autor (2026).

Figura 34 - Determinacdo da concentragdo inibitoria minima e concentracao inibitdria
mediana, contra a cepa clinica Staphylococcus aureus 1369061, do CBZ (curva vermelha) e
dos sistemas: CBZ/BCD (curva lilas), CBZ/HPBCD (curva verde)
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Fonte: o autor (2026).
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Figura 35 - Determinacdo da concentragdo inibitéria minima e da concentragdo inibitoria
mediana, contra a cepa clinica Staphylococcus aureus ATCC6538, do CBZ (curva vermelha)

e dos sistemas: CBZ/BCD (curva lilas), CBZ/HPBCD (curva verde)
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Fonte: o autor (2026).

Tabela 12 - Determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) do CBZ puro ¢

complexado contra as quatro linhagens de Staphylococcus aureus (ATCC 25923, 170,15 ¢

1369061).
Sistemas pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus
aureus . aureus . 170 aureus .15 aureus . aureus .
ATCC 25923 1369061 ATCC 6538

CBZ 5 5 5 5 0,97
CBZ/BCD 2,5 2,5 2,5 2,5 1,80
CBZ/HPBCD 2,5 2,5 2,5 2,5 1,52

Fonte: o autor (2026).
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Tabela 13 - Determinagdo da concentracdo inibitdria mediana (ICso) do CBZ puro e
complexado contra as quatro linhagens de Staphylococcus aureus (ATCC 25923, 170, 15 ¢
1369061) empregando a equagdo 6 de 4PL.

Sistemas pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus
aureus . aureus . 170 aureus .15 aureus . aureus .
ATCC 25923 1369061 ATCC 6538
CBZ 2,0 2,1 2,0 1,90 0,50
CBZ/BCD 1,70 1,80 1,70 1,60 0,75
CBZ/HPBCD 1,80 1,90 1,80 1,50 0,75

Fonte: o autor (2026).

Os resultados obtidos para a ICsp estdo apresentados na Tabela 13 acima. Os complexos
de inclusio CBZ/BCD e CBZ/HPBCD apresentaram reducao da ICsp para quase todas as
linhagens de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus 170, Staphylococcus
aureus .15 e Staphylococcus aureus 1369061, tendo como excegao a ATCC 6538.

Os dois sistemas estudados sdo considerados promissores contra Staphylococcus aureus,
uma vez que eles obtiveram redugao da CIM e da ICsp do CBZ.

O aumento da atividade antimicrobiana de CBZ/BCD e CBZ/HPBCD contra
Staphylococcus aureus sugere ser atribuida ao surgimento no complexo de inclusdo de novas
interagdes intermoleculares demonstradas pelo valor da constante K (ordem de grandeza 10%)
obtida no experimento de ITC (figuras 26 e 27 e tabelas 6 e 7) que envolve os grupos hidroxilos
da BCD e da HPBCD com a membrana da célula bacteriana. Essa abordagem ¢ corroborada
pelos relatos de Suarez e colaboradores (2014) na literatura, onde o fendmeno de adesao medeia
o efeito sinérgico do complexo de inclusdo envolvendo farmaco/ciclodextrina e que
possibilitam surgir novas interagdes i0nicas entre um farmaco com carga positiva € uma
superficie celular com carga negativa. Esse mecanismo pode levar a redug@o da dose que ¢ algo
bastante relevante, mas, precisa ser avaliada em ensaios posteriores. A reducdo da dosagem
contribui para reducdo da ocorréncia de efeitos adversos, contribuindo para uma melhor
qualidade de vida ao paciente ¢ a uma menor taxa de exposi¢do ao patégeno, favorecendo
positivamente a redug@o da resisténcia antimicrobiana ja que a taxa de exposicdo ao patdgeno

¢ um importante fator que leva ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e que ¢
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reconhecido internacionalmente como um grave problema de saude publica na atualidade
(Miranda et al., 2020).

Por fim, os resultados sugerem que ambos os sistemas nao se enquadram em sistema
linhagem-dependente assim como os encontrados nos estudos de Almeida 2024 e Miranda 2020
et al, j& que os mesmos apresentaram graficos com curvas semelhantes para a maioria das
linhagens estudadas. Isso implica que os complexos estudados podem ter a¢do para diferentes
linhagens da mesma espécie e assim sugere que a agao ¢ sobre a espécie (Miranda et al., 2020;
Almeida, 2024).

Além de Miranda et al. (2020) e Almeida (2024), podemos confirmar estudos recentes
que corroboram com o achado em que complexos a base de farmaco/ciclodextrina ndo se
enquadram em sistema do tipo linhagem-dependente. Os achados recentes demonstraram que a
atividade antimicrobiana possui um mecanismo homogéneo em diferentes isolados bacterianos,
0 que corrobora que a a¢do ocorre nas estruturas das macromoléculas que compdem a estrutura
celular bacteriana. Yamamura et al. (2024) encontraram em seus estudos que fiarmacos
derivados anfifilicos de ciclodextrina demonstram apresentar atividade antimicrobiana que esta
associada principalmente ao mecanismo de perturbagao da membrana celular bacteriana, sendo
esse mecanismo potencial perturbador de diferentes isolados com o mesmo mecanismo de
inativagdo. Da mesma forma, Alabrahim et al. (2025) obtiveram em seus ensaios que 0 processo
de complexagdo de compostos bioativos provenientes de extratos naturais em B-ciclodextrina
promoveu de forma significativa o aumento consistente da atividade antimicrobiana quando
testado com diferentes linhagens de microrganismos, sem ocorrer sele¢do para isolados
especificos. O mecanismo foi atribuido a maior biodisponibilidade do fairmaco. Ainda Zhang
et al. (2025), obtiveram resultados que corroboram nesse sentido. Foi verificado o aumento da
atividade antimicrobiana da clortetraciclina apos ser complexada com hidroxipropil-p3-
ciclodextrina, estabelecendo que o padrao de resposta se repete com a espécie bacteriana testada
e nao linhagens diferentes. J4, Fajardo et al. (2025) encontraram que quando ocorre a inclusdao
de 4cido ursolico em B-ciclodextrina, apresenta o incremento de maneira uniforme da atividade
antimicrobiana em diferentes linhagens avaliadas em seus estudos. Ainda de maneira adicional,
Kharbouch et al. (2025) demonstraram que complexos de inclusdo envolvendo benzotiazol-
ftalimida complexado a metil-B-ciclodextrina sugere levar a um aumento consistente da
atividade antimicrobiana quando comparados as formas livre da benzotiazol-ftalimida, o que

corrobora que o mecanismo de atuagdo ¢ em alvos celulares conservados.
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De forma global, esses resultados de estudos recentes corroboram com a hipdtese de que
sistemas de complexos sintetizados com ciclodextrinas podem aumentar a atividade
antibacteriana através de mecanismos que nao sao dependentes de uma determinada linhagem,
o que favorece uma resposta homogénea em diferentes linhagens pertencentes a mesma espécie

bacteriana.

5.3.2 Avaliagdo da erradicagado de biofilme pré-formado

Os microrganismos que possuem uma relevancia clinica, também possuem uma elevada
capacidade de se organizar formando biofilmes. Considerando esse aspecto, realizar o ensaio
de erradicacao de biofilme com o microrganismo estudado Staphylococcus aureus, pode
representar uma ferramenta importante em estudos iz vitro na analise da eficacia de complexos
antimicrobianos, mas, sempre somados a realizacdo de outros ensaios, tais como (CIM e
Interacdo farmaco-membrana). A organizacdo estrutural do biofilme ajuda a conferir uma
elevada resisténcia aos compostos antimicrobianos, considerando que a matriz extracelular
possui um mecanismo que dificulta a penetragao dos compostos antimicrobianos no interior do
biofilme, e assim, favorece o mecanismo de resisténcia bacteriana (Amorim et al., 2020).

Nesse estudo, foi avaliado a atividade de sistemas nanoestruturados (complexos) quando
em contato com biofilmes pré-formados, permitindo assim compreender de uma maneira mais
global o mecanismo dos complexos estudados frente as bactérias de Staphylococcus aureus.

A analise do mecanismo de agdo dos sistemas CBZ, CBZ/BCD ¢ CBZ/HPBCD frente
ao biofilme pré-formado de Staphylococcus aureus ATCC 6538 demonstrou ter um perfil de
atividade dependente da concentragdo administrada da droga. De uma forma geral, demonstrou-
se que os sistemas analisados resultaram em efeitos diferentes na biomassa residual do biofilme
de Staphylococcus aureus, sugerindo que a presenca das ciclodextrinas enquanto hospeideira
pode influenciar a atividade antibiofilme que o cloreto de benzalconio possui como podemos

observar na figura 35.
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Figura 36 - Atividade dos sistemas CBZ, CBZ/BCD e CBZ/HPBCD sobre biofilme pré-formado
de Staphylococcus aureus ATCC 6538. A) Biomassa residual do biofilme apos tratamento na
concentracdo correspondente a 1 x a concentragdo inibitéria minima (CIM); B) biomassa
residual do biofilme apos tratamento na concentragdo correspondente a 2 x CIM; C) biomassa
residual do biofilme apos tratamento na concentracdo correspondente a 4 x CIM. *p < 0,05,

xkp < 0,01; ***%p < 0,0001.
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Fonte: O autor.

Quando testado na concentracdo que corresponde o valor de 1 x CIM (Figura 35),
observa-se que o sistema contendo apenas CBZ apresenta uma redugdo significativa da
biomassa residual do biofilme de Staphylococcus aureus ATCC 6538 quando comparado ao
controle ¢ a todos os outros compostos testados. Em contrapartida, os sistemas CBZ/BCD e
CBZ/HPBCD tiveram um comportamento semelhante ao do controle, muito embora tenham
resultado em discreta redugdo da biomassa residual, dessa forma nao apresentaram diferenga
estatisticamente significativa. J4 na concentrag¢do que corresponde o valor de 2 x CIM (Figura
35), obteve-se uma redugdo da biomassa residual do biofilme em todos os compostos avaliados

quando comparado ao controle. Dessa forma, apenas o complexo CBZ/HPBCD apresentou
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diferenca estatisticamente significativa. Os sistemas CBZ ¢ CBZ/BCD também apresentaram
uma reducao discreta da biomassa residual, porém nao tendo significancia estatistica.

Nos testes envolvendo os compostos na concentracdo que corresponde o valor de 4 X
CIM (Figura 35), todos os compostos resultaram em uma reducao significativa do biofilme de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 quanto a sua biomassa residual se comparado ao grupo
controle. Entre os sistemas, o sistema CBZ/BCD se destacou apresentando uma redugdo mais
acentuada da densidade Optica quando se compara com os outros grupos avaliados,
apresentando assim uma diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao farmaco CBZ
livre e ao complexo CBZ/HPBCD. Sugere que o resultado obtido para o complexo CBZ/BCD
pode estar diretamente relacionado as alteragdes fisico-quimicas que sdo promovidas pela
presenca da BCD permitindo novas interagdes intermoleculares quando comparado a forma
livre do CBZ. Sendo assim, fica evidente que a formagdo do complexo de inclusdo sugere o
favorecimento de alteragdes no mecanismo de dispersdao do composto em meio aquoso. Além
disso, modifica a dindmica do mecanismo de interagdo que ocorre entre o surfactante cationico
e 0s componentes anidnicos presentes na matriz extracelular do biofilme bacteriano (Suarez et
al., 2014; Real et al., 2021). Alteracdes essas, que favorecem a interagdo do complexo com a
matriz do biofilme, contribuindo para uma reducao mais acentuada da biomassa residual obtida
na concentracao 4 x CIM que ¢ a maior concentracao avaliada.

Sobretudo, ¢ descrito na literatura que os sistemas supramoleculares compostos por
farmaco/ciclodextrinas, podem alterar parametros fisico-quimicos que resultam na
disponibilidade do farmaco, no mecanismo de estabilidade coloidal ¢ no mecanismo de
interagdo com membranas bioldgicas, dessa forma, modificando diretamente a atividade
antimicrobiana (Liu; Li; Shi, 2021; Park; Otte; Park, 2022). Nesse estudo, os resultados
apresentados para o complexo CBZ/BCD corroboram de forma a elucidar os dados
microbioldgicos de reducdo do CIM de 5,0 pg/ml para 2,5 pg/ml ou 1,80 pg/ml para ATCC
6538 (ndo reduzido se comparado com o farmaco livre) e dados coloidais de reducdao da
conducao em solucdo sugerindo que particulas carregadas estdo menos disponiveis (sugerindo
inclusdo) e o aumento do tamanho das particulas no DLS sugerindo a formacdo de
complexos/sistemas supramoleculares que foram anteriormente obtidos, corroborando com a
hipétese de que a inclusdo do CBZ pela BCD modifica o comportamento do CBZ frente a
estruturas bacterianas.

Em relag@o ao sistema CBZ/HPBCD, embora tenha sido observada atividade sobre o

biofilme bacteriano, os resultados sugerem comportamento distinto daquele observado para o
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sistema contendo PB-ciclodextrina. A maior hidratagdo e solubilidade da HPBCD podem
influenciar a organizag¢do supramolecular do sistema em solugdo, alterando a disponibilidade
do CBZ ¢ a forma de interagdo com a matriz do biofilme (Derkach; Voron'ko; Kuchina, 2022).
Dessa maneira, mesmo apresentando atividade antimicrobiana, o sistema CBZ/HPBCD
demonstrou menor capacidade de reducdo da biomassa residual quando comparado ao sistema
CBZ/BCD na maior concentragao avaliada.

De uma forma geral, os resultados apontaram para o sentido de que os sistemas contendo
ciclodextrinas alteram a atividade do cloreto de benzalconio quando exposto a biofilmes
bacterianos pré-formados. O complexo CBZ/BCD apresentou resultados promissores quando
comparado aos outros compostos, e especialmente quando testado na concentracdo que
corresponde a 4 x CIM, sugerindo que a complexacdo com B-ciclodextrina ¢ uma estratégia
relevante e promissora para potencializar a atividade antibiofilme do CBZ frente a biofilmes

bacterianos organizados.

5.3.3 Avaliagdo da interagdo farmaco-membrana

O mecanismo pelo qual surfactantes catidnicos agem como antimicrobiano ¢ totalmente
dependente da interagdo que ocorre entre a estrutura molecular do surfactante quando colocado
em contato com a superficie da membrana celular da bactéria em questdo que nesse estudo ¢ a
Staphylococcus aureus. Mais especificamente, o CBZ empregado nesse estudo, possui um
mecanismo da adsor¢ao que ocorre inicialmente com a predominancia de interagdes de natureza
eletrostaticas do grupamento amoénio quaternario que € carregado positivamente com o0s
grupamentos de natureza anidnica que estdo presentes na parede celular da membrana da
bactéria em questdo. Dentre os grupamentos que possuem interagdo destacada com o CBZ em
bactérias de natureza Gram-positivas como a bactéria empregada nesse estudo merecem
destaque os acidos teicoicos e lipoteicoicos. Recentemente na literatura cientifica, tem se
demonstrado que na complexagdo de moléculas antimicrobianas em matrizes do tipo
ciclodextrinas pode se alterar de forma significativa o mecanismo de interagao dos complexos
formados entre farmaco/CD com as referidas membranas das bacterianas, isso influencia o
mecanismo que regula sua disponibilidade, sua estabilidade e também sua eficicia como agente
antimicrobiano (Boczar; Michalska, 2022; Alabrahim et al., 2025).

Foram empregadas medidas de didmetro hidrodinamico (D#) figura 36a e potencial zeta

(ZP) figura 36b para a realizagdo da caracterizacdo/determinacdo das interacdes que ocorrem
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entre os sistemas CBZ, BCD, HPBCD, CBZ/BCD e CBZ/HPBCD ja que sdo parametros
largamente empregados na analise e ensaios para aferir alteragdes que ocorrem na estabilidade
de sistemas coloidais ¢ também nos mecanismos de interagdo de complexos antimicrobianos
com superficies celulares do tipo membrana. Esses parametros possibilitam analisar de forma
simultanea se ocorrem modificagdes na composi¢do estrutural das suspensdes bacterianas e
também alteragcdes na carga de superficie diretamente associada a adsor¢do dos compostos

estudados (Boczar; Michalska, 2022; Andersen; Serensen; Holm, 2026).

Figura 37 - a) Medidas de diametros hidrodindmicos (D/4) em fungdo do [CBZ]/CFU dos
compostos CBZ, CD, HPBCD, CBZ/BCD e CBZ/HPBCD, b) Medidas de potencial zeta (ZP)
em funcao do [CBZ]/CFU dos compostos CBZ, BCD, HPBCD, CBZ/BCD ¢ CBZ/HPBCD
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Fonte: O autor

Nesse trabalho, o ponto de inicio das titulagdes corresponde a composi¢ao apenas do
in6culo bacteriano, ou seja, ndo tendo ainda adi¢ao de farmaco na forma livre ou na forma de
complexos objeto direto da avaliagdo desse trabalho, representando dessa forma o Dh de inicio
das células presentes na suspensdo. O Dh resultante dessa medida inicial € proximo de 1100 nm
e PZ em torno de —10 mV, o que ¢ normalmente encontrado em suspensdo bacteriana com
agregados celulares na condigdo de estabilizados. E relatado na literatura que as unidades de
células de Staphylococcus aureus apresentam aproximadamente diametro que varia entre 0,5 e
1,0 um, sendo assim, os valores obtidos nas aferigdes por DLS sugerem a formagdo de
agregados bacterianos e possivelmente que ndo estdo organizados na forma de células isoladas,
j& que essa espécie demonstra uma tendéncia natural a agregagao celular. Analisando o primeiro
ponto da titulagdo com os demais pontos, as modificagdes refletem alteracdes na estrutura
coloidal, que sdo provavelmente decorrentes da interacao entre as moléculas e os complexos
estudados e a superficie bacteriana.

Ao avaliar as ciclodextrinas nas formas isoladas, foram determinadas alteracdes
discretas sobre os pardmetros avaliados. As duas formas empregadas no ensaio BCD e HPBCD
de uma forma geral levaram a pequenas modificacdes tano no ZP quanto no D/ das suspensoes
bacterianas, o que corrobora com fracas interagdes com a superficie celular. Embora objeto de
andlise, esse comportamento era previsto, tendo em vista que nos ensaios de CIM as duas
formas isoladas (BCD, HPBCD) apresentaram valor de CIM superior a 1000 pg/mL (>1000) o

que sugere que as ciclodextrinas nao possuem atividade antimicrobiana e seu papel € atuar como
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sistemas carreadores de farmacos e modificando a disponibilidade, solubilidade e
comportamento interfacial das moléculas complexadas (Boczar; Michalska, 2022; Zhang et al.,
2025).

De forma distinta ao comparar com as formas isoladas, quando se realiza o ensaio com
a adi¢do de CBZ, ocorrem grandes modifica¢des nos parametros coloidais. Ocorre aumento
progressivo do ZP no sentido a neutralidade evidenciando a interagdo das moléculas de natureza
cationica do surfactante com a superficie bacteriana. Foi medido valores de ZP no entorno de 0
mV quando atingido concentragdes proximos da ordem de 1,0-1,5 x 10~° [CBZ]/CFU, algo a
se destacar, ja que esses valores de concentragdes corresponde a regido proxima ao entorno da
concentragdo inibitoria minima do composto CBZ (CIM = 5 pug mL™). O perfil de
comportamento do CBZ corrobora classicamente com o mecanismo de agdo dos sais
quaternarios de amoénio, onde a neutralizagao das cargas superficiais facilita aproximagao
molecular e essas interagdes decorrentes da proximidade e natureza eletrostatica desencadeia
perturbagdes na entropia da membrana celular.

Ao avaliar o complexo CBZ/BCD, obteve-se com os resultados alteracdes significativas
do comportamento/perfil de interagdo com as membranas celulares. O complexo demonstrou
alta capacidade de neutralizar as cargas presentes na superficie da membrana celular bacteriana,
corroborando que a matriz complexante BCD pode favorecer que o CBZ aproxime da
membrana celular bacteriana. Os valores de ZP atingiram proximo ao ponto isoelétrico quando
em concentragdes iguais ou pouco inferiores as concentragdes observadas quando foi avaliado
o CBZ livre, enquanto que o Dh méximo ficou aproximadamente entre 1500 — 1600 nm, o que
corresponde a um incremento de aproximadamente 40 a 50% quando comparado ao valor
inicial. Sugere-se que a presenca da BCD pode diminuir os processos de autoagregacdo que
ocorrem com o CBZ quando em solugao, e assim, aumentar a fragdo molar que esta disponivel
de forma efetiva para realizar a interagdo com a membrana celular bacteriana (Boczar;
Michalska, 2022; Alabrahim et al., 2025). Importante destacar que esse comportamento foi
observado quando as concentragdes se aproximaram ao CIM do complexo CBZ/BCD (2,5 ug
mL™"), corroborando com o mecanismo de dependéncia entre interacdo do farmaco com a
membrana e atividade antimicrobiana.

Ao avaliar o segundo complexo estudado CBZ/HPBCD, obteve-se um perfil distinto do
complexo CBZ/BCD. Mesmo considerando que a neutraliza¢ao das cargas superficiais ocorreu
de forma mais gradual, a medida que a aproximac¢do ao ponto isoelétrico ocorreu em

concentragdes mais elevadas, aproximadamente de 6 - 7 x 10° [CBZ]/CFU, observou-se
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maiores alteragdes no Dh das suspensdes bacterianas. Foram obtidos valores de D/ proximos
de 3500 nm, o que demonstra incremento superior a 200% quando comparado ao tamanho
inicial da suspensao bacteriana. Resultado esse que corrobora que a matriz HPBCD quando
presente junto ao farmaco auxilia no mecanismo de interagdo que resulta em alteragdes
estruturais mais extensas quanto a organizacdo do sistema coloidal do ponto de vista
supramolecular. Na HPBCD a introducdo dos grupamentos hidroxipropila (HP) leva ao
aumento significativo da solubilidade da HPBCD em fase aquosa e dessa forma resulta em
favorecer a formagao de compleo de inclusdo com maior estabilidade e mais dispersos em meio
da solugdo, favorecendo uma interacdo diferente da BCD com a membrana celular bacteriana
(Zhang et al., 2025; Andersen; Serensen; Holm, 2026). As alteracdes discutidas foram
observadas em concentragdes quando proximas a CIM do complexo HPBCD (2,5 pg mL™).

Comparando os dois sistemas, diferengas sao encontradas entre os dois complexos. O
que indica que as matrizes do tipo BCD e a HPBCD regem mecanismos diferentes de interagao
entre o farmaco complexado a membrana celular bacteriana alvo. Quando ¢ empregado no CI
matriz do tipo BCD, sugere que mecanismo ¢ favorecido com a predominancia de processos de
interacao superficial tendo como consequéncia a neutralizagao de cargas anidnicas presentes na
membrana celular bacteriana, essa constatagdo se deve ao ZP atingir a neutralidade de forma
rapida ou com um numero menor de adigdes. Quando é empregado no CI a matriz do tipo
HPBCD, sugere que ocorre alteracdes mais efetivas na organizagdo estrutural da suspensdo
coloidal bacteriana, corroborado pelo maior aumento do Dh se comparado ao sistema anterior.
Esse entendimento ¢ sustentado em trabalhos recentes que apresentam sistemas semelhantes
onde alteragdes estruturais realizadas em matrizes do tipo ciclodextrinas podem modificar de
forma substancial a estabilidade dos complexos de inclusdo e também o mecanismo como
compostos antimicrobianos interagem com membranas celulares bacterianas (Alabrahim et al.,
2025; Zhang et al., 2025).

Quando se correlaciona os resultados da caracterizacdo coloidal e microbioldgicos
realizados nesse trabalho, esse entendimento ¢ reforcado. Os sistemas complexados
apresentaram comportamento distinto daquele observado para o CBZ livre também nas
referidas caracterizagdes, demonstrando que o processo de complexacdo ndo apenas altera
propriedades fisico-quimicas do surfactante como ficou determinado no estudo de
caracterizacdo estrutural, mas também modifica diretamente o mecanismo de como o
surfactante interage com a membrana celular bacteriana. O complexo CBZ/BCD demonstrou

uma maior eficidcia em neutralizar cargas superficiais da membrana celular bacteriana, ja o
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complexo CBZ/HPBCD demonstrou ter gerado maiores alteragdes estruturais na suspensao
coloidal que foi observada por DLS com maior aumento do DA. Dessa forma, os resultados
corroboram que a agdo antimicrobiana registrada ¢ causada ndo somente pelo surfactante CBZ,
mas auxiliada também das alteracdes causadas pela matriz ciclodextrina na dinamica de
adsor¢do, organizacdo supramolecular e por fim no mecanismo de interacdo farmaco—
membrana.

Todos os resultados em conjunto envolvendo a avaliagdo da interacdo farmaco
membrana, caracterizagao estrutural realizados na primeira fase desse trabalho e avaliagdo
microbioldgica, corroboram com as evidéncias recentes da literatura cientifica que sistemas do
tipo farmaco/ciclodextrinas sdo estratégias promissoras para regulagdo da atividade
antimicrobiana e o aumento da eficiéncia de compostos antimicrobiana frente a microrganismos
patogénicos e podendo ser uma importante ferramenta contra a resisténcia antimicrobiana. Nao
apenas favorece melhorias da solubilidade e estabilidade dos complexos. Os complexos de
inclusdo geralmente alteram significativamente o mecanismo molecular de como os agentes
antimicrobianos interagem com as superficies celulares bacterianas em seus grupamentos
anionicos, favorecendo a otimizagao de sua atividade bioldgica (Alabrahim et al., 2025; Zhang

et al., 2025; Boczar; Michalska, 2022).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou:

A utilizagdo de BCD e HPBCD na fun¢do de matrizes supramoleculares possibilitou a
obtengao de sistemas com viabilidade de estudo na utilizagdo de sistema e liberagao controlada
de drogas. A estratégia de complexagdo possibilitou a obten¢do de sistemas com boa
estabilidade e também propriedades fisico-quimicas diferentes das espécies isoladas.

Os espectros de FTIR apresentaram deslocamento nas bandas que demonstrando
alteragcdes nos modos vibracionais dos CI’s quando comparados as espécies isoladas
(precursoras) e mistura mecanica. O que demonstrou mudangas ocorridas no ambiente quimico
o que sugere formacao de novas interagdes intermoleculares.

A andlise térmica corroborou com a formagdo do complexo. O CBZ puro sofreu
decomposi¢do na faixa de 156,9 a 292,0°C tendo uma perda de massa maior que 98%. Ja os
complexos de inclusdo formados deslocaram seus eventos de decomposi¢cdo para faixas de
temperaturas mais elevadas que terminaram por volta de 511°C. Esses dados, além de
corroborar com a formagdo do complexo, ainda sugerem que os complexos sintetizados
possuem uma maior estabilidade térmica e também evidenciam que matrizes do tipo
oligossacaridicas exercem um papel protetor sobre o hospede.

A avaliagdo termodinamica realizada por meio de ITC corroborou a espontaneidade da
complexagdo em meio aquoso por meio dos parametros obtidos. Para o sistema CBZ/BCD N =
1,26 e para CBZ/HPBCD o N = 1,09, sendo entdo descritos por um modelo de inclusdo na
estequiometria de 1:1. As constantes de associacdo obtidas foram para o CBZ/BCD K = 5,03 x
10° M e para CBZ/HPBCD K = 7,19 x 10, sendo na ordem 10° o que sugere formagao de novas
interagdes intermoleculares entre matriz e hospede. Quanto aos valores de energia livre de
Gibbs (4in:G°=-5053,2 cal mol ™" € —5269,9 cal mol ™, respectivamente) negativos, demonstrou
claramente que a complexacao ¢ espontanea destacando de forma sutil ser mais favoravel para
HPBCD.

Os resultados obtidos apontam que as interagdes entre o CBZ e as ciclodextrinas sdo
governadas por um conjunto de efeitos de natureza hidrofobica, interagdes de van der Waals e
também a reorganizacao das moléculas de dgua que estdo presentes dentro da cavidade das
CDs. O maior valor da constante de associagdo obtida para a HPBCD, corrobora que a altera¢ao
quimica da BCD a partir da adi¢do de um grupo hidroxipropil gera condigdes que favorece a

acomodacao e estabilizacdo da molécula do surfactante em solug@o aquosa.
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A caracterizagdo coloidal elucida que a interagdo existente entre o CBZ e as
ciclodextrinas ndo se limita apenas a formagao de complexos moleculares simples. As medidas
de Dh sugeriram formacao de agregados supramoleculares que possuem organizagao estrutural
elevada.

A avalia¢do do ZP demonstrou redugdo progressiva das cargas positivas do CBZ ao ser
titulado com as ciclodextrinas. Esse comportamento corrobora com a inclusdo molecular do
CBZ surfactante catidnico, reduzindo cargas livres em solugdo e assim neutralizando as cargas
devido ao encapsulamento do CBZ pela matriz oligossacaridica.

A comparacdo entre as duas matrizes empregadas demonstrou que ambas sdo capazes
de formar complexos estaveis com o CBZ, porém a HPBCD apresentou desempenho superior
em diversos aspectos fisico-quimicos. A correlacdo entre o maior valor de constante de
associacao obtida por ITC, com um maior nivel de reorganizagao do sistema coloidal observada
por experimentos de DLS, sugere que a HPBCD ¢ um sistema mais promissor se comparado ao
contendo BCD.

Os ensaios microbiologicos realizados sugerem um incremento da atividade
antimicrobiana dos complexos de inclusdo estudados frente as linhagens de Staphylococcus
aureus. Para a maioria das cepas analisadas, obteve-se uma reducdo da CIM de 5,0 pg mL™!
para 2,5 pg mL ™" ap6s a complexacdo, o que resulta em uma reducdo de aproximadamente 50%
da concentrag@o necessaria para inibir o crescimento bacteriano. Sugerindo que a complexacao
do CBZ as ciclodextrinas potencializa sua agdo bioldgica.

De forma complementar, os valores de IC50 obtidos para os complexos foram inferiores
aos observados para o CBZ livre na maioria das linhagens avaliadas. Como exemplo, quando
avaliada a cepa ATCC 25923, o valor de IC50 obteve uma redugado de 2,0 ug mL™" para 1,7 pg
mL™" quando exposto ao complexo CBZ/BCD e para 1,8 pg mL™" quando exposto ao complexo
CBZ/HPBCD. De forma semelhante, a tendéncia também foi observada quanto as cepas clinicas
avaliadas, sugerindo que a complexacao melhora a eficiéncia da a¢dao antimicrobiana do CBZ
sem dependéncia da origem da linhagem bacteriana.

Considerando os ensaios de interacdo farmaco membrana, os resultados obtidos
sugerem que o incremento da atividade antimicrobiana ndo estd associada somente a
estabilizacdo termodinamica/estrutural do CBZ, mas ocorre também pelas modificacdes
ocasionadas pela agdo das ciclodextrinas na organizagao supramolecular do sistema. O processo
de formacdo de agregados estruturados, relacionado a neutralizacdo parcial das cargas

superficiais gerando alteragdo das propriedades coloidais do CBZ, sugere favorecer



118

mecanismos diferentes de interagdo intermolecular com a membrana bacteriana, o que aumenta
a eficiéncia do mecanismo de agdo do antimicrobiano. Os resultados obtidso do ensaio de
erradicagao de biofilme pré-formado sugere que os complexos modificam nao apenas a
atividade antimicrobiana, mas também o mecanismo intimo de interacdo do CBZ com a
superficie bacteriana, tendo em vista que a composicao quantitativa dos ensaios do farmaco
livre ¢ igual nos complexos. Podemos destacar nesse ensaio o complexo CBZ/BCD, que
apresentou uma maior capacidade de reducao da biomassa residual, sugerindo que a matriz fCD
altera a interagdo do CBZ, facilitando o contato com a membrana celular e consequentemente
potencializa a acdo antibiofilme. Comparando os dois sistemas, o complexo CBZ/BCD obteve
resultados que sugerem mecanismo de neutralizacdo mais destacado das cargas anidnicas que
estao presentes na membrana celular bacteriana, enquanto o complexo CBZ/HPBCD apresentou
alteragdes estruturais mais pronunciadas na estrutura coloidal da suspensao, sugerido pelo
maior aumento do Dj,.

Considerando uma perspectiva de aplicagdo tecnoldgica e farmacéutica, os dois
complexos estudados demonstram possuir caracteristicas que sdo compativeis com aplicacdes
em sistemas de liberagao controlada. Considerando os resultados, eles demonstram uma maior
estabilidade térmica dos complexos, a formagao dos complexos ocorre de forma espontanea, os
complexos em solugdo sdo dotados de uma capacidade de auto-organizagdo supramolecular em
sistemas coloidais e que também possuem uma melhora da atividade antimicrobiana, tudo isso
constitui evidéncias que corroboram com o potencial dessas formulagdes para aplicagdes
futuras na area biomédica e farmacéutica.

A maioria dos resultados dessa pesquisa, corroboram que a complexdo ¢ uma estratégia
promissora, para o desenvolvimento de complexos de inclusdo envolvendo o cloreto de
benzalconio com BCD e com HPBCD, ambos como novos sistemas antimicrobianos
nanoestruturados.

Por fim, as evidéncias obtidas experimentalmente todas em conjunto, FTIR, TGA/DTA,
DLS (Dh), ZP, condutividade elétrica, ITC (dados termodinamicos) e ensaios microbiologicos
sugerem que os complexos de inclusdo CBZ/BCD e CBZ/HPBCD possuem propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas superiores quando comparadas as do CBZ livre, dessa forma os
complexos CBZ/BCD e CBZ/HPBCD sao sistemas promissores que merecem atengdao em
estudos futuros tendo como sugestdo, estudo de citotoxicidade, curva cinética de morte

bacteriana, aplicacdes em sistemas avancgados de liberacao controlada e estudos in vivo.
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