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Nesta Tese foi estudada a sintese de poliuretanos ternarios (PUs) a base de
diisocianato de hexametileno, B-ciclodextrina e B -glicerofosfato (na forma de acido e
de sal de calcio), sendo avaliados diferentes parametros de sintese, tais como propor¢ao
monodmero, método de aquecimento (refluxo e microondas), bem como a quantidade de
catalisador. As condicdes mais favoraveis foram fornecidas pela irradiacdo de
microondas e a utilizacdo de acido B -glicerofosforico, embora os resultados sugiram
que ¢ possivel obter PU ternario com o sal de célcio. Dados de FTIR indicaram a
existéncia de ligacdes de uréia secunddrias na estrutura dos poliuretanos. Apds a
caracterizacdo dos PU’s terndrios por espectroscopia de FTIR, XRD e andlise térmica,
obtiveram-se evidéncias de que as cavidades de B-ciclodextrina permaneceram ativas
para a inclusdao de moléculas hospedes, usando-se fenolftaleina (FF) como sonda. Na
seqiiéncia, foi avaliada a possibilidade de inclusdo do antibidtico ciprofloxacina. A
auséncia do pico de fusdo ciprofloxacina em curvas de DSC indicou que este farmaco
esta molecularmente disperso dentro do polimero, com as moléculas possivelmente
incluidas nas cavidades B-ciclodextrina. Experiéncias de liberagdo in vitro sugeriram
interagdes nao-inclusivas, mostrando também que a utilizacdo de membranas de diélise
pode mascarar o perfil de liberagdo efetiva.

Palavras-chave: poliuretano ternario, p-ciclodextrina, [B-glicerofosfato,

ciprofloxacina, complexo de inclusao, a  liberagao do farmaco.
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Synthesis of ternary polyurethanes (PUs) from hexamethylenediisocyanate, 3-
cyclodextrin and B-glycerophosphate (acid and calcium salt) was studied varying
synthesis parameters such as monomer proportion, heating method (reflux and
microwave), and catalyst amount. Favorable conditions were provided by microwave
irradiation and use of B-glycerophosphoric acid although the results suggest that it is
possible to obtain ternary PUs with the calcium salt. FTIR data indicated the existence
of secondary urea linkages. After characterization of ternary PUs by FTIR spectroscopy,
XRD and thermal analysis, as well as evidences that the cyclodextrin cavities remained
active toward inclusion of guest molecules, the possibility of inclusion of the antibiotic
ciprofloxacin was evaluated. Absence of ciprofloxacin melting peak in DSC curves
indicated that it is molecularly dispersed within the polymer, possibly included in the
cyclodextrin. In vitro release experiments suggested additional non-inclusion
interactions, showing also that the use of dialysis membranes may mask the actual

release profile.
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Na literatura podem ser encontrados varios materiais preparados para serem
empregados como implantes dsseos, no entanto estes devem apresentar requisitos
adicionais tais como biocompatibilidade e biofuncionalidade, a fim de serem
considerados capazes de desempenhar a fungdo desejada no organismo (HOANG THI
et al., 2010). Atualmente, um dos focos de pesquisas busca evitar rejei¢des no local do
implante, pois uma das principais causas de problemas po6s-operatdrios ¢ a infecgdo
adjacente ao biomaterial (BROOKS et al., 2015). Esta problematica tem sido combatida
com o tratamento de administragdo intravenosa de potentes antibioticos, contudo devido
principalmente a baixa circulacdo de sangue no tecido 6sseo, este procedimento muitas
vezes tem um efeito limitado (DUAN et al,2006). Objetivando compensar esta
limitagdo muitas vezes aumenta-se a dosagem do antibidtico para assegurar que a
concentracdo necessaria para combater a infeccdo chegue a area do implante
(MESEGUER-OLMO et al.,2002). Contudo, existe um limite superior da dosagem
devido a toxicidade e aos efeitos colaterais que o medicamento pode provocar, fazendo
com que muitas vezes a infeccdo nao seja eliminada e o paciente precise ser submetido

a uma nova cirurgia.

A literatura demonstra que alguns farmacos t€m seus efeitos colaterais reduzidos
e suas propriedades terapéuticas potencializadas quando aplicados diretamente em
orgaos especificos do corpo humano. Uma maneira para atingir tal objetivo ¢ a
utilizagdo de sistemas de transporte e liberacdo de farmacos (GRANADA et al.,2007).
Neste sentido, a liberacdo local de antibidticos pelo proprio implante seria uma
possibilidade de combater essas infecgdes e garantir uma maior taxa de sucesso para
procedimentos cirargicos desta natureza, pois a dose eficaz seria liberada
sistematicamente exatamente na regido onde o risco de infec¢do ¢ maior. Embora a idéia
seja interessante, existem algumas dificuldades para o desenvolvimento de tal material,
pois este deverd apresentar propriedades que possibilitem sua utilizagdo tanto como
implante quanto carreador de farmaco. Uma alternativa para essa problematica ¢ o
desenvolvimento de materiais a base de polimeros com ciclodextrinas (CDs). Na
literatura € possivel encontrar varios trabalhos que relatam a aplicagdo de CDs como
sistema de transporte e liberagdo de fairmacos através da formacdo de complexos de
inclusdo (LEPRETRE et al.,2009; BURGOS et al., 2002). As propriedades atraentes de
CDs em formar complexo de inclusdo decorrem da capacidade de formar ligagdes ndo

covalentes com drogas pouco soluveis em agua. Essa interagdo entre ambas proporciona
12



ao farmaco solubilidade, aumento da estabilidade e ainda promove a liberagdo

controlada de farmacos (TEJASHRI et al., 2013).

Os materiais poliméricos contendo ciclodextrinas apresentam um vasto campo
de aplicacdo, como separacdes quimicas, catalise, processamento de alimentos,
excipientes farmacéuticos, entre outros. Ja foram descritos também esses polimeros
sendo utilizados como materiais para a liberacdo de drogas na fase pos-cirurgica de
enxertos 0sseos (LEPRETE et al., 2009; HOANG THI et al.,2010; HALPERN et al.,
2014). Nesta proposta sera destacada a classe de polimeros conhecida como
poliuretanos (PUs). Devido a propriedades tais como flexibilidade mecanica,
biocompatibilidade e de degradacdo atéxica, polimeros pertencentes a esta classe sdo
comumente usados em diversos dispositivos biomédicos tais como cateteres, coracdes
artificiais, implantes mamarios, entre outros (BURKE et al., 2004). Outra caracteristica
fundamental dos PUs ¢ a versatilidade de composi¢des, resultante de uma grande
variedade de mondmeros comercialmente disponiveis, permitindo a concepgao de
polimeros para executar fungdes especificas. Neste contexto, os PUs biocompativeis sdo
muitas vezes utilizados ndo apenas como implantes para a repara¢do dos tecidos, mas
também como sistemas de liberagdo de drogas (CHERNG et al., 2013). Os PUs podem
ser carregados com moléculas de farmacos por meio de adsor¢dao, bem como a ligagao
covalente de moléculas de farmaco para segmentos da cadeia. A adsor¢do pode ser
classificada como fisica ou quimica, dependendo da natureza das interagdes, favorecida
por grupos funcionais especificos, dependendo da natureza quimica das drogas. A
presenca de outros grupos na estrutura polimérica pode também ser vantajosa em alguns
casos. Em relacdo a ligacdo covalente, moléculas de drogas contendo grupos de
hidroxila que poderdo reagir com os precursores diisocianato para a formacdo de uma
cadeia polimérica com moléculas que transportam drogas. O uso combinado de sistemas
de entrega de droga e dos implantes também pode ser alcangado com polimeros,
havendo o combate de infecgdo num dispositivo in situ (MACOCINSHI et al., 2014).
No entanto, apesar do grande potencial, a incorporagdo em PUs ¢ inexplorada neste

contexto ao qual esta sendo proposto. (XIAO et al.,, 2011).

Por fim alguns poucos trabalhos indicaram que a incorporacao de grupos
contendo fosforo a estrutura de PUs abre a possibilidade de aprimorar a atividade

fisiologica dos mesmos (SIVRIEV et al., 1990). A preparacao de PUs modificados por
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grupos fosfato ¢ atraente por varias razdes, tais como os potenciais efeitos de grupos
ionicos em modificagdio mecanica e comportamento térmico dos polimeros
(JANDOUIN et al., 2012) e o potencial de retardamento de chama de compostos de
fosforo (VELENCOSO et al., 2011). Por outro lado, uma alternativa que pode ser
vantajosa neste contexto ¢ o uso de glicerofosfato de célcio que, além de ja ter sido
incorporado com sucesso a PUs para a geragdo de iondmeros (KAKATI et al.,1993), ja
foi demonstrado que tal componente induz a mineralizagdo em culturas de células
(BOSKEY et al.,1986), sendo inclusive adicionado rotineiramente aos meios de cultura.
Neste contexto, a bioatividade de PB-glicerofosfato foi igualmente demonstrada como
iniciador de mineralizagdo da matriz extracelular em culturas de células MC3T3-El

(FratzlZelman et al, 1998).

Diante de todas estas consideragdes e as oportunidades de pesquisa existentes
neste topico, propomos no presente trabalho a sintese de um material polimérico com
ligacdes uretanicas contendo simultaneamente grupos de P-ciclodextrinas, a fim de
propiciar a caracteristica de um sistema de transporte de firmaco visando a minimizacao
de infecgdes e/ou reagdes inflamatorias, e grupos glicerofosfato, a fim de aumentar a

atividade fisioldgica do material, a cadeia polimérica.

Este trabalho, centra-se na sintese de polimero e na caracterizagdo a
complexacgdo do antibiotico, ciprofloxacina e em teste de liberagdo in vitro. O nosso
objetivo foi contribuir para o desenvolvimento de um polimero ternario com os
componentes citados e mostrar a sua capacidade de inclusdo e liberagdo do antibidtico
ciprofloxacina. No entanto, os materiais obtidos tém potencial de atuarem como
implantes Osseos através de entrega de agentes terapéuticos para impedir infecgdes,
numa abordagem ja descrita em varios trabalhos (BROOKS et al., 2015; LEPRETRE et

al., 2009) e que podera ser explorada em trabalhos futuros.
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2.1. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos formados pela unido de
moléculas de unidades de a-D-glucopiranose (Figura la) ligadas por ligagdes
glicosidicas a(1,4) (Figura 1b). A molécula de CD possui uma estrutura semelhante a
um cone truncado (Figura 1c¢), possuindo hidroxilas primarias na parte mais estreita do
tronco (C-6), ao passo que os grupos de hidroxila secundarias se encontram na parte
mais larga desse tronco (C-2 e em C-3) (Figura 1c) (SZEJTLI , 1998). Possui no seu
interior um carater hidrofobico, devido ao alinhamento dos hidrogénios em C-3 ¢ C-5 e
hidroxilas nas extremidades que podem formar ligagdes de hidrogénio com o meio
aquoso e tornando-se soliveis no mesmo. As CDs mais utilizadas para fins comerciais e
cientificos sdao a, B e y-CD formadas por seis, sete e oito unidades de glicose,
respectivamente (Figura 1) (DAVIS et al., 2004; SINCH et al., 2002).

As CDs tém a capacidade de formar complexos de inclusdo com outras
moléculas presentes no meio, através de interagdes hospedeiro-convidado (DEL
VALLE, 2004). Nesses sistemas, a molécula de CD ¢ o hospedeiro e a molécula

convidada ¢ a que vai ser complexada na cavidade da CD.

nEb,

(a) (b) 1B

Figura 1: Representagdes estruturais da: molécula de a-D-glucopiranose (a), ligagdes

glicosidicas (b) e molécula da ciclodextrina na forma de cone truncado (¢) (ZHOU et

al., 2010).

16



O complexo de inclusdo pode ser formado com varios compostos soélidos,
liquidos e gasosos (DEL VALLE, 2004) como hospedes, contudo a cavidade
hidrofobica deve ser favoravel a acomodacdo e ao ajuste espacial entre ambas (Figura

2), permitindo sua complexagao.

0.95 nm 0.78 nm
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7-CD p-CD a-CD
Figura 2: Dimensdes (diametro interno e altura) da CDs: y-, B- ¢ a-CD (UYAR et al.,
2009).

As CDs sao largamente utilizadas em formulagdes farmacéuticas para aumentar
a solubilidade; estabilidade e biodisponibilidade de medicamentos; volatilidade; aroma
(ou sabor) de componentes de alimentos, dentre outras (DEL VALLE, 2004; DAVIS et
al., 2004). Adicionalmente, podem ser modificadas quimicamente através da
funcionalizacdo das suas hidroxilas primdrias e/ou secundarias por diversos grupos
funcionais, podendo haver substituicdo com grupos metilo, hidroxipropilo, ou até
mesmo a polimerizagdo da macromolécula, ampliando a gama de aplicagdes
(DODZIUK, 2006; CRINI, 2005; MOCANU et al, 2001).

Apesar de a habilidade das CDs de formarem complexos de inclusdo ser muito
utilizada, a obtencdo de novas estruturas deve ser planejada cuidadosamente, pois a
estabilidade do complexo resultante vai depender de fatores como tamanho e forma do
convidado, bem como da natureza das interagdes com as ciclodextrinas. As moléculas
incluidas normalmente ficam orientadas de modo que se alcance o méximo contato
entre a parte hidrofébica da molécula hospede e a cavidade da ciclodextrina de natureza
apolar (SZEJTLI, 1998). O complexo de inclusao formado se comporta de acordo com
um equilibrio dindmico, em que se tem a molécula hospede constantemente se
associando e dissociando da cavidade da CD (LOFTSSON et al., 1996).

Na solucdo aquosa a CD se associa a compostos menos polares que a dgua, tendo
ambas forma e dimensdo compativeis. Na formagao dos complexos, as moléculas de

agua que preenchem originalmente a cavidade da CD, estando em um estado
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energeticamente menos favoravel, sdo substituidas pela nova molécula. molécula da CD
vai atuar entdo como hospedeira, podendo alojar uma molécula héspede total ou
parcialmente, caso haja compatibilidade para formar o complexo de inclusdo. As CDs
formam complexos de inclusdao com substancias que possuem tamanho, polaridade e
forma geométrica compativel com a dimensao da sua cavidade (SZEJTLI, 1998).

Pelo exposto, fica claro que as CDs, além de apresentarem elevado potencial
para inclusdo de moléculas hospedes com propriedades relevantes, podem
adicionalmente ser empregadas como mondmeros na obten¢ao de estruturas poliméricas

devido a reatividade dos grupos hidroxila.

2.2. POLIMEROS CONTENDO CICLODEXTRINAS

Muitos autores tém proposto rotas para a formagdo de cadeias poliméricas
contendo unidades de ciclodextrinas, por estas possuirem grupos hidroxila presentes na
estrutura do cone, aptas a reagir com diferentes tipos de monomeros (RIBEIRO et al.,
2005; LOFTSSON et al., 2004). Estes polimeros t€ém sido utilizados em aplicagdes
especificas como processos de separagdo, catdlise e liberagdo de fArmacos. Dentro dos
diferentes tipos de sintese dos polimeros podemos citar os principais:

1. A reticulagdo com reagentes bi- ou multifuncionais (Figura 3a), ou seja, as
ciclodextrinas atuam como monomeros na sua forma nativa. Ex.: poliuretanos.

2. A polimerizacdo de mondmeros contendo unidades ligadas a ciclodextrina
(Figura 3b). Neste caso, ciclodextrinas sdo modificadas com grupos funcionais
apropriados a formagao de determinados tipos de polimeros.

3. Unindo a estrutura do polimero com a ciclodextrina através de ligacodes
covalentes ou intermoleculares (MOCANU et al, 2001; DAVIS et al, 2004) , ou seja
neste Ultimo caso, um polimero ja existente ¢ modificado pela ligagdo de moléculas de

ciclodextrina.
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Figura 3: Cadeias poliméricas contendo ciclodextrinas: a) forma reticulada; b) na forma

pendular (DAVIS et al., 2004).

Dentre os polimeros contendo CDs, os polimeros reticulados apresentam
grande potencial para a encapsulacdo de farmacos devido ao fato de apresentarem
acessibilidade a moléculas convidadas até o interior das estruturas, sendo considerada
uma das propostas para esse trabalho. Introduziremos, durante a sintese dos polimeros
propriamente ditos, moléculas de CDs nas suas cadeias poliméricas como sera detalhado

no proximo topico (Figura 4) (MOCANU et al., 2001).

Figura 4: Representagao de um polimero reticulado contendo ciclodextrinas.

As sinteses de polimeros contendo CDs vém cada vez mais sendo aprimoradas
para suprirem as necessidades do mercado, sendo estas farmacéuticas, da industria de
alimentos e ambientais. Em nossa proposta, além de utilizarmos um polimero
reticulado, escolhemos um polimero pertencente a classe dos poliuretanos, os quais
possuem muitas aplicacdes na area biomédica além de possuirem rotas de sintese bem

estabelecidas, reprodutiveis, de baixo custo, simples, dentre outros requisitos.
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2.2.1. Poliuretanos a base de ciclodextrinas

Os poliuretanos (PUs) sdo formados em reagdes que podem ocorrer entre
diferentes classes de polidis e diisocianatos, formando ligagdes uretanicas (Figura 5).
Devido a elevada variedade de polidis e diisocianatos disponiveis, ¢ possivel obter uma
gama elevadissima de diferentes poliuretanos, sendo possivel planejar estruturas
apropriadas a aplicagdes especificas. (SZYCHER, 1999; VILLAR, 1999).

0
n HO—(Ry—OH + n OCN—(R')—NCO ——» R'—NH—(@—O—R

poliol diisocianato n
poliuretano

Figura 5: Reacao de formacao do poliuretano. (OLIVEIRA et al., 2009).

A reagdo de formacdo do PU pode ser feita em uma etapa ou em duas. No
método de etapa tUnica, todos os constituintes sdo misturados ao mesmo tempo e o
isocianato reage com o poliol de acordo com a reagdo mostrada na Figura 5. (DODGE,
2003; SZYCHER, 1999). No método envolvendo duas etapas, na primeira a sintese
envolve a formacao de um pré-polimero que ocorre quando da reagdo entre diisocianato
escolhido e um tipo de poliol escolhido. O chamado pré-polimero apresenta terminacdes
do tipo isocianato, que podem reagir com um segundo tipo de poliol, formando, na
segunda etapa, o polimero propriamente dito. (DODGE et al., 2003; SZYCHER et al.,
1999).

A maior vantagem dos polimeros da classe PU ¢ que eles podem ser
sintetizados a partir de uma elevada variedade de monomeros, levando a materiais que
apresentam diferentes propriedades mecanicas e fisicas, fato que os torna uteis em
algumas aplicagdes, tais como adesivos, revestimentos, materiais biomédicos,
elastomeros e peles sintéticas. Além disso, os PUs tém um grande nimero de aplicagdes
comerciais (ZIA et al, 2008). Neste contexto, as aplicacdes especificas dos PUs
dependem das propriedades fisicas e quimicas destes materiais. Tais propriedades
dependem das reagdes ou das misturas com outros polimeros biodegradaveis ou nao-
biodegradaveis. Como exemplo cita-se aqui o trabalho de SHINDE et al (2015), que
utilizaram fibras naturais de Juta para reforcar o material polimérico de uretano e

avaliaram as propriedades mecanicas do compdsito, concluindo que esse material de
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fonte natural contribuiu para resisténcia a tragdo e ofereceu boa elasticidade ao
composito produzido.

Além da busca por novas estruturas a base de PUs, a literatura recente também
descreve novas abordagens sintéticas, tais como as reagdes usando aquecimento por
microondas. Neste contexto, BISWAS et al (2005) desenvolveram um novo método
para sintetizar poliuretano com ciclodextrinas por aquecimento em microondas. Neste
trabalho eles desenvolveram a producao de poliuretanos que derivados de a-, B-, e y-CD
e trés tipos comuns de diisocianatos, aromaticos e alifaticos. Em comparagcdo com o
aquecimento convencional, este novo método de sintese economiza energia, reduz
significativamente o tempo de reacdo, e leva a um rendimento semelhante ou
melhorado. Os produtos da reagdao foram caracterizados por espectroscopia de RMN em
BC e 'H no estado solido. Com estequiometria adequada de CD de partida e
diisocianato, foram obtidos poliuretanos a base de CD, alguns soliveis e outros
insoluveis em agua. Os PUs insoluveis foram utilizados na remog¢do do corante
vermelho do Nilo e fenol a partir de agua. As aplicagdes possiveis incluem a remogao
de materiais indesejaveis a partir processos em fluxo, incluindo compostos toxicos ao
ambiente tais como corantes e moléculas aromaticas.

Apesar do limitado nimero de publicacdes, pode-se perceber o grande
potencial dos polimeros de CDs reticulados com ligagdes uretanicas. Destaca-se o
trabalho publicado recentemente, por nosso grupo, no qual VASCONCELOS et al
(2016) realizaram a sintese de poliuretano com unidades de P-ciclodextrina e
diisocianato de 1,6 hexametileno (HDI) em etapa tinica. O objetivo do trabalho foi
sintetizar nanoclusters de ouro acoplando-os nas cavidades da B-CD para aplicacdes
cataliticas. A conclusdo foi que os polimeros com B-CD mantiveram a capacidade de
acoplar os clusters de Au as cavidades da B-CD e comprovaram que o novo material
polimérico apresentou atividade catalitica para a reagdo do 4-nitrofenol a 4-aminofenol
utilizando os clusters como agentes catalisadores para romper a barreira cinética da
reagao.

Em outro trabalho, foi realizada a sintese de uma série de elastomeros de
poliuretano, usando B-CD como agente de reticulagdo (XIE et al.,, 2016). Estes
polimeros foram reticulados a partir de hidrocarbonetos alifaticos, aliciclicos,
diisocianatos aromaticos, ¢ de poliol, sendo avaliada a influéncia de diisocianato na
separacao microfase e propriedades de PUs de elastomeros (PUEs). Observaram-se
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efeitos significativos na reticulagdo de B-CD com com os varios tipos de poliois
utilizados pelos autores. A adi¢do da B-CD, no HDI, levou & quebra dos segmentos
rigidos da cadeia polimérica, influenciando diretamente as propriedades mecénicas do
material. As reticulagdes causadas por f-CD aumentaram a forga e a dureza nos PUEs.
Uma vantagem da sintese destes polimeros ¢ a possibilidade de agregar as
propriedades das CDs com as das estruturas poliméricas. A fim de ampliar o campo de
aplicacdo, a incorporacdo de grupos fosfatos a estrutura de poliuretanos pode, em
principio, agregar ao polimero propriedades que permitem sua utilizagdo como

possiveis materiais para implantes 0sseos.

2.3. FOSFATO DE CALCIO

A fase mineral do tecido 6sseo em vertebrados é composta principalmente por
calcio e fosforo, fato que explica a razdo de materiais baseados em fosfatos de célcio
serem os mais estudados como biomateriais para reposi¢ao e regeneracao do tecido
0sseo. Além disso, apresentam caracteristicas como excelente biocompatibilidade,
bioatividade, auséncia de toxidade, taxa de degradagdo varidvel e osteocondutividade
(GUASTALDI et al., 2010; VERRON et al.,2010).

Dentre os materiais mais pesquisados no cenario de biomateriais para reposi¢ao
Ossea, a hidroxiapatita (HA) ¢ o mais estudado, uma vez que apresenta similaridade
quimica e estrutural com a fase mineral presente em ossos e dentes.

Neste contexto, busca-se a investigagdo de outros tipos de fosfatos de calcio com
possibilidade de ligagdo a cadeias poliméricas, dentre os quais ¢ destacado o
glicerofosfato de célcio. Este tipo de fosfato ja foi incorporado a cadeias poliuretanicas
para formacao de iondmeros para aplica¢cdes ndo biomédicas tais como em membranas e
baterias, entretanto no referido caso foi utilizado o glicerofosfato de sddio (KAKATI et
al.,1993). A literatura demonstra que o glicerofosfato de calcio foi utilizado para induzir
a mineralizacdo de células 6sseas (CHUNG et al., 1992). WANG et al (2010) citam em
seus trabalhos que o glicerofosfato apresenta-se como um suplemento osteogénico
quando adicionado em culturas de células. Diversos estudos prévios apontaram nesta
dire¢do, como por exemplo, o trabalho de ROBINSON et al (1934) que demonstrou que
¢ésteres de fosfatos, como ¢ o caso dos glicerofosfatos, aumentam a velocidade de

mineralizacdo e calcificacdao de cartilagem. Propos-se que fosfatos organicos serviriam
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como fonte de fosfato inorganico (Pi) para o tecido em processo de mineralizagdo, ou
seja, atomos de fosforo de origem organica passariam a compor uma fase mineral. Mais
recentemente, TENENBAUM et al (1982) publicaram dados que indicaram que a
adicao de glicerofosfato a culturas celulares promoveria a deposicao de apatita em torno
de osteoblastos e, em um estudo separado, ECAROT-CHARRIER et al (1983)
confirmaram que o glicerofosfato causava a mineraliza¢dao de culturas de osteoblastos.
Baseado nestes estudos, o glicerofosfato tem sido usado rotineiramente como
suplemento de mineralizagdo. O mecanismo pelo qual o glicerofosfato induz a
mineralizagdo esta relacionado intimamente a atividade da enzima fosfatase alcalina em
culturas de células 6sseas (FORTUNA, et al., 1980). Esta enzima ¢ encontrada em todos
os tecidos em mineralizagdo e pode liberar Pi a partir de ésteres de fosfato. A hidrolise
de fosfatos organicos induzida pela fosfatase alcalina pode elevar a concentracdo local
de Pi e propiciar, portanto, condi¢des favoraveis a deposi¢ao mineral. Esta possibilidade
também ¢ suportada pela observacdo de que o tratamento de células com inibidores
desta enzima causa um bloqueio da deposi¢dao mineral.

Por fim, um estudo sistematico a respeito do papel do glicerofosfato na
mineralizagdo foi publicado por CHUNG et al (1992), demonstrando que tanto o
suplemento de fosfatos inorganicos quanto de glicerofosfato aumentam a velocidade de
deposicao mineral. Os resultados mostraram também que claramente o glicerofosfato ¢
hidrolisado pela enzima fosfatase alcalina, contida nas células dsseas, produzindo alta
concentragdo de Pi. Por exemplo, fibroblastos t€ém uma baixa atividade desta enzima e
normalmente ndo mineralizam, confirmando que esta enzima ¢ requerida para a
mineralizacdo mediada pelo glicerofosfato.

Em vistas do que foi exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
investigar a possibilidade de preparar um material que apresentasse caracteristicas de
um sistema carreador de farmaco e também vislumbrasse uma aplicacdo futura como
implante 0sseo. Dessa maneira, escolheu-se trabalhar com os polimeros da classe dos
poliuretanos, uma vez que, ja existem materiais manufaturados com esse polimero em
aplicacdes biomédicas. As CDs forneceram as caracteristicas de um sistema carreador
de farmaco e os glicerofosfato de célcio para aprimorar a atividade biologica do

material.
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2.4. Técnicas de caracterizacdo de complexos de inclusdo

Dentre varios métodos para a preparagao dos compostos de inclusdo, podemos
citar a mistura fisica e a maceragdo na forma de uma pasta (chamado em alguns casos
de malaxagem), que ¢ o método de estudo empregado no presente trabalho
(ORGOVANYI et al., 2005). Uma vez realizada a preparagdo dos complexos, é
importante caracteriza-los para saber se ocorreu a complexacao do farmaco, no presente
caso a ciprofloxacina (Figura 6a), com a cavidade da B-CD (Figura 6b). Para isto,
diversas técnicas tém sido utilizadas por pesquisadores, como espectroscopia
infravermelho, andlise térmica, em especial a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), a difragdo de raios X, dentre outras (MACOCINSCHI et al., 2014;
ORGOVANYI et al., 2005). Poucos estudos foram feitos com o farmaco ciprofloxacina
e poliuretano, merecendo destaque o trabalho de MACOCINSCHI et al (2014), no qual
se descreve a incorporagdo de ciprofloxacina em filmes de poliuretanos a base de
poli(butileno adipato)diol e diisocianato de 4,40-difenilmetano, contendo também
grupos ciclodextrina. Eles comprovaram a incorpora¢do do farmaco na matriz
polimérica através de técnicas de FTIR (com alteragdes espectrais), TG/DTG (houve
diferenca de degradagao térmica entre a matriz polimérica com os materiais individuais)
e DSC (estudaram a transi¢@o vitrea do polimero puro com a incorpora¢do do fdrmaco
em cavidades de BCD, chegando a conclusdo que o farmaco incorporado ndo altera a
transi¢do vitrea da matriz polimérica). Além disso, como também realizaram o estudo in
vitro do farmaco com células bacterianas, ficou comprovada sua eficacia no combate a
infeccoes no local e com células fibroblastos humanas visualizando o crescimento

destas na presenca da incorporacao da ciprofloxacina ao material polimérico.

A técnica de infravermelho permite verificar se ocorreu a complexacgdo entre a
molécula hospede e a CD, uma vez que as bandas responsaveis pela parte da molécula
incluida podem ser deslocadas ou suas intensidades tém alteradas (ZANG et al., 2007).
A técnica de difragdo de raios X de po possibilita verificar se a nova entidade quimica
obtida apresenta diferencas nas fases solidas em relagdo ao farmaco sélido original,
apesar de na maioria dos casos os complexos de inclusdo sélidos serem nao cristalinos
(BLAGDEN et al., 2007). Mudangas na estabilidade térmica do farmaco também
podem ser um indicativo de inclusdo, sendo esta uma evidéncia da formagdao de um

novo composto supramolecular caracteristico dos complexos de inclusdo. Na analise de
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DSC, o desaparecimento ou o encurtamento do pico referente ao ponto de fusdo das
moléculas inclusas ¢ considerado uma evidéncia conclusiva da formagdo de um
complexo. Dentre todas as técnicas de caracterizagdo para complexos de inclusao
solidos, a de DSC ¢ particularmente apontada como um das principais técnicas para

confirmagdo da formacdo do complexo de inclusdo (GIODARNO et al., 2001)

(a) (b)

Figura 6: a) Estrutura molecular do farmaco ciprofloxacina; b) complexo de

inclusdo na cavidade da beta ciclodextrina (CHAO et al., 2002)

A supressao do pico de fusdo do farmaco nas curvas DSC pode ser
compreendida considerando-se que os cristais moleculares dos farmacos originais sdo
formados por moléculas discretas, que interagem entre si por interagdes
intermoleculares. Para que ocorra a fusdo, tais interagdes devem ser superadas, gerando
um sinal na curva DSC em uma temperatura caracteristica da natureza destas interagdes.
Nos complexos de inclusdo, cada molécula de farmaco se encontra em uma situacio
muito diferente desta, interagindo com a cavidade da ciclodextrina, de forma que em
principio nao teriamos mais as moléculas do farmaco interagindo entre si tdo
significativamente. Portanto, o evento associado a fusdo do cristal de farmaco "puro"
ndo ¢ mais esperado na curva DSC na mesma faixa de temperatura. O alargamento ou
diminuic¢ao de intensidade podem indicar que hé residuos do fdrmaco cristalino, o que ¢
aceitavel considerando-se que nenhum dos métodos de formagdo de complexos de

inclusdo leva a uma complexacao completa.

2.5 0 FARMACO CIPROFLOXACINA

O farmaco ciprofloxacina (Cipro) (Figura 6a) possui a formula molecular

C17H1sFN30O3, com massa molecular 331,33 g/mol'l. Apresenta pouca solubilidade em
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agua (67 mg/L a 293 K), sendo ligeiramente soluvel em acido acético e metanol, muito
pouco soluvel alcool etilico, e praticamente insolivel em acetona, acetonitrila, acetato
de etila, hexano e cloreto de metileno.

O Cipro pertence a classe das quinolonas e ¢ um antibidtico de 2* geracao desse
grupo, sendo a mais ativa as bactérias gram-negativas e utilizada em tratamento de
infec¢des urindrias, respiratorias, gastrointestinais, além de infecgdes na pele, osso e
articulacdes (PATRICK, 1995). Agentes a base de fluoroquinolonas tem sido cada vez
mais usados para combater infec¢des no tecido 6sseo. O Cipro apresenta uma ampla
atividade antimicrobiana e uma boa penetragdo em muitos tecidos incluindo o tecido
0sseo. A concentragdo inibitdria minima do Cipro € baixa para Staphylococcus aureus o
qual ¢ muito comum como patogeno em osteomielite. Também ¢ eficiente contra muitos
microorganismos gram negativos, como as Enterobacteriaceas, que sao muitas vezes
responsaveis por infecgdes Osseas, as quais requerem tratamento prolongado com
antibioticos (DESEVAUXA et al., 2002).

Desta forma, vislumbrando resolver questdes relativas a baixa solubilidade em
agua, bem como minimizar os efeitos colaterais no organismo e aumentar sua
potencialidade na aplicacdo direta em implantes, tal farmaco foi selecionado para estudo
na presente Tese. Vale destacar que o farmaco foi utilizado aqui como sistema-modelo
para se verificar a possibilidade de inclusdao de moléculas de interesse farmacologico
nos polimeros obtidos, bem como seu comportamento durante estudos de liberacao in
vitro. Nao era do escopo do presente Trabalho avaliar propriedades farmacocinéticas
tampouco realizar estudos in vivo, uma vez que o foco principal do estudo foi o

planejamento, sintese e caracterizagao dos polimeros.
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3. Objetivos
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3.1. OBJETIVO GERAL:

O objetivo principal desse trabalho foi sintetizar materiais poliméricos contendo
B-ciclodextrina/glicerofosfato de calcio ou acido glicerofosforico unidos por ligacdes
uretanicas, bem como estudar a formagao de complexos de inclusdo e liberagao in-vitro

do antibiotico ciprofloxacina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Sintetizar novos  polimeros  poliuretanicos a base de -
ciclodextrinas/glicerofosfato de célcio;

» Caracterizar os polimeros sintetizados utilizando as técnicas: Infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios-X (DRX),
calorimetria exploratéria diferencial (CED), andlise termogravimétrica
(ATG) e ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN BC);

* Avaliar a capacidade de inclusdo nas cavidades B-ciclodextrina ligadas aos
polimeros produzidos, usando como sonda o corante fenolftaleina;

* Estudar a incorporagdo do farmaco ciprofloxacina nas matrizes poliméricas
em diferentes proporgdes do farmaco;

* Realizar um estudo de simulagdo tedrica da estrutura e estabilidade de
complexos de inclusdo da ciprofloxacina com diferentes ciclodextrinas (o.-,
B- e y-CD).

» Estuda o perfil de liberacdo in vitro do farmaco;
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4. Materiais e Métodos
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4.1. MATERIAIS

Os materiais utilizados foram: Alcool metilico (Carbo Erba), acetona (Vetec), f-
ciclodextrina (B-CD) (Sigma), diisocianato de 1,6 hexametileno (HDI) (Sigma),
dimetilformamida (DMF) Synth, octanoato de estanho (catalisador) (Sigma)95%,
glicerofosfato de calcio (Sigma), a resina Amberlite IR-120 (H) (Sigma), ciprofloxacina
(Sigma 98%), fosfato de potassio monobdasico P.A. Anidro, fosfato de potassio dibasico

P.A. anidro, membrana de dialise com massa molecular de corte em 2000 DA (Sigma).

4.2. METODOS

4.2.1. Teste de solubilidade do glicerofosfato de calcio

Considerando-se que, para as reagdes de formagdo dos polimeros aplicando o
método de polimerizagdo em solugdo, ¢ necessario dissolver todos os reagentes de
partida em um mesmo solvente a fim de obter uma melhor conversdo, estudou-se a
solubilidade do glicerofosfato de célcio (Ca-Glic). Foram realizados testes qualitativos
de solubilidade do Ca-Glic sendo, para tanto, adicionadas massas pré-determinas do
reagente solido em diferentes tubos de ensaio, seguidas da adi¢ao lenta de cada solvente
(dgua, DMF, DMSO, éter etilico, alcool etilico, alcool metilico, tolueno). Os tubos
foram submetidos a agitacdo, aquecimento brando em banho de 4gua e resfriamento.
Verificou-se que o so6lido se dissolve em d4dgua mais significativamente com a
diminui¢do da temperatura, sendo praticamente insoluvel nos solventes organicos
avaliados. Contudo, 4gua ndo ¢ um solvente conveniente, pois as reagdes de preparagao
de poliuretanos ndo podem ser feitas em solventes contendo grupo hidroxila. Portanto, a
fim de propiciar sua solubilizagdo em solventes organicos, a solucao aquosa de Ca-Glic
foi submetida a eluicdo através de uma resina de troca ioOnica acida, como descrito no
proximo item. Destacamos aqui que foram feitos testes de polimerizag@o tanto usando

Ca-Glic quanto H-Glic.
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4.2.2. Sintese dos poliuretanos ternarios ( Ca- Glic e H-Glic)

A sintese do polimero foi realizada em duas etapas, a primeira delas envolvendo
a formagao de um pré-polimero, que ¢ um intermediario reativo com grupos NCO livres
produzido pela reagdo de um diisocianato e polidis. No presente trabalho, usou-se
especificamente o diisocianato de hexametileno e, como polidis, glicerofosfato de célcio
(Ca-Glic) e, alternativamente, o acido glicerofosforico (H-Glic). Adicionalmente, foram
estudados dois métodos distintos de aquecimento: refluxo (convencional) e microondas
(modelo CEM MARS) que ¢ relativamente nova na area de polimeros e pode propiciar
vantagens em termos de homogeneidade de aquecimento, além do fato dos reatores
utilizados imporem pressdo ao meio reacional. Isto pode modificar parametros tais
como a solubilidade dos reagentes, favorecendo a obtencao de novas composigdes que
ndo poderiam ser obtidas convencionalmente. As diversas condi¢des de reacdo podem

ser encontradas na Tabela 1.

a) Formacio do pré-polimero a base de Ca-Glic - No caso de uso de Ca-Glic,
dissolveu-se diretamente em DMF a quantidade de sdélido mostrada na Tabela 1. De
modo geral (quantidades especificas referentes aos varios experimentos podem ser
vistas na Tabela 1), para a preparacao do pré-polimero, a solugdo resultante foi levada
ao reator de microondas (ou baldo de refluxo). Adicionou-se a quantidade apropriada de
HDI previamente dissolvida em 10 mL de DMF e o catalisador. O sistema foi mantido
sob agitacdo a temperaturas e por tempos variados (Tabela 1) de aquecimento

(microondas ou refluxo).

b) Formacéo do pré-polimero a base de H-Glic - No caso de uso do H-Glic, este foi
obtido previamente, a partir do Ca-Glic, através do uso de resina de troca idnica acida
Amberlite. Pesou-se 1 g de Ca-Glic e adicionou-se a 100 mL de dgua destilada, com
banho de gelo, sendo mantidos sob agitagdo até sua solubilizagdo. Em seguida a solucao
resultante foi submetida a resina de troca i6nica acida acondicionada em uma coluna de
vidro, sendo a fase liquida resultante recolhida, congelada e levada a um liofilizador da
marca Terroni. O produto resultante se apresenta como um liquido viscoso (xarope) e,
para a preparacao do pré-polimero, este liquido foi levado ao reator de microondas onde
foi dissolvido em 20 mL de DMF. Apos isto, o procedimento foi andlogo ao descrito

para o caso de Ca-Glic.
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Na segunda etapa, uma solu¢do de B-ciclodextrina (-CD) em DMF de acordo

com a Tabela 1, foi adicionada ao material resultante da primeira etapa. A mistura foi

levada novamente ao microondas (ou balao de refluxo) sob agitagao na temperatura e

pelo tempo indicados. Apods esse periodo, o polimero foi precipitado em etanol, filtrado

e lavado com acetona e seco a vacuo em 80°C por 24 h. O material obtido ¢ o polimero

desejado (na forma de p6 branco).

Tabela 1: Condicoes e detalhes experimentais das diferentes reacoes de
polimerizacao realizadas
Refluxo
Reacdo Reagentes 1% etapa 2% etapa
GLIC/DMF | HDI/DMF BD&]}/ Tempo | Temp. Cat. Tempo | Temp. | Cat.
@ml) | (mimL) | oo )| (O | @ ® | o | ®
1* 0.2/10 0.85/10 0.7/10 3.0 70 0.01876 3 70 0.018
76
2% 0.2/10 1.70/10 0.7/10 3.0 70 0.01876 3 70 0.018
76
3* 0.2/10 0.85/10 0.7/10 3.0 70 0.01876 3 70 0.018
(ultrasson) 76
4* 0.5/10 0.85/10 - 3.0 70 0.03753 3 70 0.037
53
Microonda
Reacdo Reagentes 1* etapa 2% etapa
GLIC/DMF | HDI/DMF B])g/[];‘/ Tempo | Temp. Cat. Tempo | Temp. | Cat.
(g/mL) (mL/mL) (g/mL) (h) O (8 (h) O (®
5* 0.2/10 0.61/10 --- 0.5 70 --- --- --- ---
6* 0.2/10 0.61/10 --- 1.0 70 --- --- --- ---
7* 0.2/10 0.61/10 --- 1.0 150 --- --- --- ---
8* 0.2/10 0.61/10 --- 1.0 150 0.03753 --- --- ---
gk* 1.0/10 0.61/10 --- 1.0 70 0.01876 --- --- ---
10** 1.0/20 1.22/- --- 1.0 70 0.03753 - --- -
L1** 1.0/20 0.985/- 1.0/20 0.5 70 0.03753 0.5 70 0.037
53
*Ca-Glic
**H-Glic

% de rendimento: reagoes 1 € 3 (30%); reagao de 2 (74%); reacdo de 11 (40%)

32



Os rendimentos de algumas amostras também foram calculados com as
quantidades demonstradas abaixo da tabela. Note-se que os rendimentos ndo foram
calculadas para essas reagdes que foram interrompidas na fase de pré-polimero (para o
qual a segunda etapa - adicdo de ciclodextrina nao foi realizada). Os valores foram
incluidos na tabela abaixo, como indicado embaixo da tabela 1 em % de rendimento:
reagoes de 1 ¢ 3 (30%); reagdo de 2 (74%); reagdo de 11 (40%). Na verdade, os
rendimentos ndo foram elevados em todos os casos, o que ¢ consistente com
dificuldades na incorporacdo de glicerofosfato. Por exemplo, em diversos casos, 0s
espectros de FTIR simplesmente ndo mostram bandas de fosfato ou mostrou bandas

fracas, como sera esclarecido na Se¢do de Resultados ¢ Discussao.

4.2.3. Avaliaciao da possibilidade de encapsulacio das amostras do polimero

com a fenolftaleina (FF)

Os experimentos nesta etapa foram baseados nos trabalhos de Makela et al
(1988). Preparou-se 100 mL de uma solugio estoque de FF (concentra¢io 3,75x 107
mol L', usando como meio uma mistura de solventes com propor¢do de 94% de etanol
e 6% de 4gua) e também uma solugio tampdo carbonato de s6dio 1 mol.L™, sendo
ambas armazenadas em recipientes tampados € sob auséncia de luz. Para preparar a
solucdo de trabalho de FF, diluiu-se 1 mL da solugdo estoque FF com 9 mL de agua
destilada. Em seguida foi adicionada uma solucdo de carbonato de sddio atingindo o pH
10. Essa solugdo foi acondicionada em seis frascos junto com as amostras do polimero
em massas crescentes (10 a 60 mg). Em seguida, os frascos foram cobertos com papel
aluminio e submetidos a banho ultrassonico em 25°C, por 4 horas, para garantir que
ocorresse a encapsulacio (MANTEGMA et al.,2012). Apos este periodo, as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm. Em seguida foram retiradas aliquotas do
sobrenadante, as quais foram analisadas em um espectrofotometro UV-VIS (marca
Carey, modelo 100 Scan), medindo-se a absorbancia no comprimento de onda de 552

nm (maximo de absor¢ao da FF). Este teste foi feito em triplicata.

4.2.4 Estudo da intera¢ao do acido glicerofosforico com o farmaco
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Foram preparadas as amostras com 1:1 em propor¢do molar com 0,012684 g
para o farmaco (em forma de p6, n = 4x10° moles) e 0,007316 g do 4cido
glicerofosforico (em forma liquido viscoso, n = 4x10™ moles), para caracteriza¢des por

FTIR e DSC.

4.2.5 Estudos de incorporacio do farmaco nos polimeros obtidos avaliacao

da formac¢ao de complexos de inclusiao

A formagao de complexos de inclusdo da ciprofloxacina nos polimeros ternarios
foi realizada através de moagem de componentes solidos, na presenga de quantidades
minimas de alcool metilico em um almofariz de 4gata durante 2 horas (amostras
identificadas como CI — complexos de inclusdo). Diferentes propor¢cdes em massa de
polimero/farmaco foram avaliadas (1: 2, 1: 1, 1: 0,5, 1: 0,1), sendo também comparadas
com as misturas fisicas simples, na qual os s6lidos foram misturados suavemente sem

moagem (amostras identificadas como MF — misturas fisicas).

4.2.6 Determinacio da solubilidade da ciprofloxacina (fArmaco)

Previamente aos estudos de liberacdo in vitro, foram realizados testes
quantitativos de solubilidade do farmaco a fim de propiciar meios apropriados para a
liberacdo. Para isto, foram adicionadas quantidades solidas de farmaco em tubos de
ensaio seguido da adicdo lenta de cada solvente (dgua, DMF, tampao fosfato pH 7,4 e
acido acético diluido na concentragdo de 0,1 mol L™'). Os tubos de ensaio foram
submetidos a4 agitacdo e aquecimento a 37° C e observou-se que o solido foi
praticamente insolivel para todos os solventes com exce¢do do acido acético, resultado
ja esperado devido a sua composi¢do quimica. O acido acético ndo ¢ um solvente viavel
para nossos estudos uma vez que estamos simulando ensaios similares ao do corpo e ao
0sso. Uma alternativa descrita na literatura foi o uso de solucdes de ciclodextrinas
nativas em tampao fosfato pH 7,4 como meio de liberagcio (CHAO et al., 2002),
garantindo “condi¢do sink”, em que garante-se que toda a massa de farmaco usada no

estudo possa ser dissolvida no meio liquido.
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4.2.7. Determinacio da curva de calibracio analitica por espectroscopia de

absorcao no UV/visivel (UV-VIS)

Para a determinacdo analitica do fAirmaco durante os estudos de liberagdo, foi
escolhida neste trabalho a espectroscopia UV/visivel. A metodologia empregada na
constru¢do da curva de calibragdo foi baseada na preparagdo de diferentes
concentracdes do farmaco em solugdao tampao fosfato a pH 7,4, na presenca de uma
concentracdo fixa de f-CD (1 mmol L), uma vez que este foi o meio escolhido para a
liberagdo. As concentragdes do farmaco variaram de 6.10° a 3.10™ mol L', na solucio
tampao descrito acima na presenga de B-CD. As leituras de absorbancia foram obtidas a
um comprimento de onda de 270 nm utilizando o espectrofotdmetro UV-VIS (marca
Carey, modelo 100 Scan), assim como o branco (o meio usado), em duplicata. A curva
analitica linear obtida representa a média das 2 curvas distintas. Foi usada a lei de
Lambert-Beer, onde “a absorbancia (A) de uma solug¢do ¢ proporcional a concentragdo
da substancia na solucdo e a distancia percorrida pelo feixe luminoso que atravessa a

solucao (caminho 6ptico)”, como mostra a equagao abaixo:
A=¢glc

Onde ¢ = coeficiente extingdo ou absortividade molar, que ¢ constante para cada
substancia, (I)= caminho 6tico, 01 cm (espessura da cubeta) e ¢ = a concentracao do
analito em questdo. A absorbancia deve ser uma funcao linear da concentra¢ao na faixa

em que a curva obtida pode ser utilizada.

4.2.8.Determinacio do perfil de liberagao In Vitro

Para possibilitar comparagdes de diferentes sistemas, este estudo foi realizado
com e sem membranas de dialise (MWCO 2000 Da, Sigma), tanto para complexos de
inclusdo quanto para o farmaco livre. Em todos os casos, as massas de complexos de
inclusdio e de farmaco livre e volumes totais utilizados foram escolhidos
cuidadosamente, a fim de assegurar condi¢des “sink”, como pontuado anteriormente.
No caso dos complexos de inclusdo, apesar de terem sido estudadas diferentes

propor¢des em massa de polimero:firmaco, as amostras com propor¢ao 1:0,01
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(polimero: farmaco) em propor¢do de massa foram escolhidos para este estudo por
terem a menor fragdo do farmaco ndo complexado (como caracterizado por
difratometria de raios X). Uma massa de 0,101 g do complexo de inclusdo so6lido foi
acondicionada em sacos de didlise os quais foram suspensos em 500 mL de tampao de
fosfato/B-ciclodextrina a pH 7,4 e 25°C (em triplicata, em baldes selados), sob agitagao
constante (taxa lenta, 300 rpm). Foram recolhidas amostras em intervalos de tempo
regulares, a partir de 10 minutos iniciais de contato e a absorbancia no UV-VISIVEL
lida em 270 nm. Experimentos analogos foram realizadas com o farmaco livre (a mesma

massa presente no complexo de inclusao).

4.2.9 Modelagem molecular

Os complexos foram simulados utilizando-se céalculos de mecanica molecular
com campo de forca MM3 (ALLINGER, 1989) e as estruturas de minimo de energia
foram consideradas como estruturas de partida para os calculos semi-empiricos
(STEWART, 2007; ROCHA et al, 2006). Nesse caso foram realizados calculos semi-
empiricos com o método PM3 implementado no programa MOPAC2009 no
Departamento de Quimica no laboratério Computacional da UFS, a fim de avaliar as
estabilidades relativas dos complexos de inclusdo de ciprofloxacina com as trés
ciclodextrinas mais comuns: a-, -, € y-ciclodextrina. Duas orientacdes da molécula
ciprofloxacina foram consideradas nos complexos de inclusdo: uma com o atomo de F
incluido no interior da cavidade (F-in) e a outra com atomo de F de fora da cavidade (F-

out).

4.3. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.3.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

Os polimeros foram caracterizados por FTIR utilizando o equipamento Perkin
Elmer FT-IR System —Spectrum BX (Departamento de Quimica — UFS), na faixa
espectral de 4000-400 cm™. A técnica empregada para a andlise foi a preparacdo de

pastilhas por mistura das amostras com KBr.
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4.3.2 Difratometria de raios X (XRD)

As amostras foram obtidas por difratometria de raios X pelo método do po, a
partir do equipamento Rigaku modelo Mini Flex II. As medidas foram realizadas
usando radiagdo CuKa com 30KV ¢ 15 mA na faixa de 20 de 10 a 60° com velocidade

de varredura de 2° min™ (Departamento de Ciéncia ¢ Engenharia de Materiais -UFS).

4.3.3 Analise termogravimetrica (ATG)
Equipamento SDT 2960, que fornece medidas simultineas de DTA-TGA em
atmosfera N, em porta-amostras de aluminio sob aquecimento da temperatura ambiente

a 700°C a 10°C/min (Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais- UFS).

4.3.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas utilizando o equipamento de DSC, modelo
200F3 Maia da NETZSCH sob atmosfera dindmica de N,, vazdo de 50mL.min"". As
amostras foram pesadas em cadinho de alumina e aquecidas de 30° a 290°C

(Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais- UFS).

4.3.5 Espectroscopia de absorciao no UV-VISIVEL (UV-VIS)
As medidas espectroscopicas foram realizadas no equipamento UV-VIS Carey,

modelo 100 Scan (Departamento de Quimica-UFS).

4.3.6.Ressonancia magnética (RMN H")

Os espectros de RMN "°C foram medidos no estado solido pela técnica de
HPDEC (duragdo de pulso de 0,3 s) e rotacdo no angulo magico (MAS) com uma
velocidade de rotacao de 10 kHz, usando-se um instrumento Bruker AC-300 P NMR

Spectrometer, com uma sonda Bruker de 5 mm.
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5. Resultados e
Discussoes
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5.1. SINTESE PU TERNARIO

A estratégia para sintetizar PU ternérios envolveu a preparacdo de pré-polimeros
pela reagcdo de HDI (diisocianato de 1,6 hexametileno) e H-Glic (4cido glicerofosforico)
ou Ca-Glic (glicerofosfato de célcio), seguido por reacdo com B-CD (B-ciclodextrina).
Particularmente, na primeira etapa ocorre a formag¢do de um pré-polimero através da
reacdo de um di ou poliisocianato, com excesso molar contendo NCO livre para poder
reagir, com um di ou poliol como dito anteriormente (Figura 5), sendo compostos de
grupos —OH do H-Glic ou Ca-Glic no pré-polimero e posteriormente com grupos OH da
B-CD. Ou seja, teremos diferentes espécies com grupos -OH ligados ao mesmo

polimero através de ligagdes uretanicas.

Diferentes condicoes de sintese foram avaliadas de acordo com a Tabela 1, a fim
de permitir a incorporacdo de todos os componentes no polimero. Testou-se: o efeito do
método de aquecimento (amostras 1-4: refluxo; amostras 5-11: microondas), as
quantidades relativas de precursores e de quantidade de catalisador. Na sintese por
microondas, também foi testado o efeito do tempo e temperatura. Devido a
possibilidade de taxas de reagdo melhoradas, testou-se o efeito da presenca e auséncia
de catalisador para o aquecimento por microondas. Finalmente, foi usada na sintese por
microondas uma nova condigdo para evitar a formacao de uréia no polimero, como sera
discutido adiante. Os materiais obtidos através das diferentes condigdes de sintese foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho (FTIR). Ao analisarmos os
espectros de FTIR (Figura 7), observam-se bandas que podem ser atribuidas aos
componentes desejados (glicerofosfato e B-ciclodextrina), bem como as bandas de

polimero indicativos da sua formagao.
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Figura 7: Espectros de FTIR para as diferentes condi¢des de reacao de acordo
com a Tabela 1.

Na Tabela 2 mostram-se as principais bandas observadas nos espectros dos pré-
polimeros e das amostras dos polimeros (Figura 7), enquanto que na Tabela 3 mostram-

se atribui¢des de bandas para as matérias-primas utilizadas (Figura 8) .
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Figure 8: Espectros de FTIR para os precursores, pré-polimero (PP) e poliuretano

ternario (PU ternario —polimero 11 da tabela 1)

Tabela 2- Numeros de onda (cm'l) e possiveis atribuicoes de bandas do FTIR

observadas nos espectros (Figura 7)

Ntmero de onda Grupamento caracteristico de Amostra
(em™) atribui¢des v=estiramento; § =
deformagdo
3574-3230 cm™ v(O-H) 3,5
3340 em’ V(N-H) 1,2,4,5,6,7,9, 10
2935, 2880-2850 cm” v(C-H) todos
Ombros:1730, 1720, 1696 v(C=0) uretano 1,2,4,11
cm
1680-1640 cn” v(C=0) ligagio de H 3,8, 11
1625 cm v(C=0) ureia 1,3,4,6,7,9,10
1570, 1550 cm™ amina II 3(N-H)+ v(C=0) 1,3,4,6,7,9,10
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1530, 1507, 1495 cm’

1460, 1478 cm’!

1438,1415 cm’

v(C=0)+ 5(N-C-N)

1,2,4,6,7,9,10

1,2,3,4,8,11

1390, 1385 em™

8(CHa), 5(C-C-H)

2,3,4,6,7,8,11

1265, 1260 cm™ amina [1I 3(N-H)+ v(N-H) 5,7
1254 e’ v(P=0) 1,2,3,4,6,8,9,10, 11
1160, 1130 cm™ v(P-O-C) 1,2,5,7
1100, 1085 cm™ 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11
1030 cm acoplamento v(C-C), 8(O- 2
C-H), 8(C-C-H), 5(C-C-0)
995 e’ v(P-0-C-C) 4,6,8,11

Tabela 3: Nimeros de onda (cm'l) e possiveis atribuicoes de bandas observadas

nos espectros FTIR para os componentes isolados (Figura 8)

H-Glic -CD HDI
Numero de onda Grupamento Numero de Grupamento Numero de onda | Grupamento
(em™) caracteristico onda caracteristico de (ecm™) caracteristico
de atribuigdes (em™) atribuigdes de atribuigdes
v=estiramento; v=estiramento; & v=estiramento;
o = = deformagédo o =
deformacgdo deformacéo
3386 cm’! v(O-H) 3374 cm’! v(O-H) 3006 cm™! v(C-H)
29352870 cm | v(C-H) 2920 cm™! v(C-H) 2937 cm™! v(C-H)
1652 cm’™ >P=0(0-H) 1648 cm™ §(H-O-H) 2273 cm’ v(N-C-0)
1499, 1440, 1391 | §(C-H) de CH, | 1457 cm’ §(CH,), 8(0-C-H) | 1714 cm™ v(C=0)
cm
1253 cm™ v(P=0) 1420 cm™ §(C-C-H), 5(0-C- | 1421 em™ §(CH,)
H)
1104 cm™ v(P-0-C) 1367 cm™ §(C-C-H),5(0-C- | 1363 em™ §(CH,)
H),8(C-O-H)
1013 cm™ >P=0(OH) 1337 cm™ §(C-C-H),5(0-C- | 1223,1093 cm™ | Vibragdo do
H),8(H-C-H) esqueleto
956 cm™ v(P-O-C-C) 1159 cm™ acoplamento v(C-
0), WV(C-O),v(C-
C-0)
1081 cm™ acoplamento v(C-
0), v(C-O),v(C-
C-0)
1026 cm™! acoplamento v(C-
0), 3(0-C-H),
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‘ ‘ §(C-C-H), 8(C-C-
0)

Nos espectros de FTIR do glicerofosfato tanto na forma de sal (Ca-GLIC) e na
forma 4cida (H-GLIC) observam-se principalmente as bandas atribuidas aos modos
(alongamentos e flexdes) de OH, CH, CH,, grupos de P = O e P-O-C, tal como
resumido na Tabela 2 (KAKATI, et al., 1993; SIVRIEV, et al., 1990). O espectro de
HDI mostra bandas relativas a grupos CH; e grupos NCO, além de uma banda a 1714
cm™ indicando que este pode se apresentar na forma pré-polimerizada (BELLO et al.,
2006). Esta ocorréncia ¢ relativamente comum e tem sido previamente relatado que
espécies isocianatos sao muito reativas (DONG et al., 2001), como ilustrado na Figura
7. Durante a sintese de um poliuretano, varias reagdes podem ocorrer levando a
ramificagdo, ligacdo cruzada, ou mudangas na estequiometria dos reagentes. Como
resultado, durante as reagdes dos isocianatos, pode ocorrer a formagdo de uretano, ureia,
alofanato e biureto. Além disso, a presenca de dgua pode levar os grupos de isocianato a
formar acidos carbonicos, que se decompdem em aminas com a liberagao de CO,
gasoso (Figura 9). Estas aminas reagem com isocianatos para formar ureias, alterando
assim a sua estrutura e levando um polimero de baixo peso molecular (CAUICH-
RODRIGUES et al., 2013). No presente caso, ¢ bastante provavel que a presenca da
banda de carbonila indique a ocorréncia de reagdo com moléculas de agua presentes
durante o armazenamento do HDI ou nos solventes utilizados. Finalmente, no espectro
de FTIR da B-CD a maioria dos modos ndo pode ser atribuida a uma unica vibragao

molecular, mas a contribui¢des de modos acoplados (EGYED, 1990).

H 0 R
[ |
wee N = C= Qe ——> e N = C=N=C— O
Urethane Allophanate
H O H H O O H
~NCO + | T — L=
e N — C— N v —_— e N—C—N—-C—Noww
Isocyanate group Urea Biuret
H (IJ
| |
H,0 —>  wwN-C-0OH ——» w~NH, + CO;
Water Carbamic acid Amine

Figura 9: Representacdo esquematica de possiveis estruturas resultantes da
reacdo de grupos isocianato com diferentes grupos: uretdnicos, ureia e moléculas de

agua.
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De acordo com as sinteses realizadas da tabela 1, observa-se que a amostra 1
exibiu um espectro de FTIR tipico de polimeros de poliuretano-ureia, como ilustrado na
Figura 9 adaptada de CAUICH-RODRIGUES et al (2013). Pode-se observar que, como
0 isocianato tem a capacidade de reagir tanto com didis/polidis quanto com diaminas, se
estas ultimas estiverem presentes em conseqiiéncia da reacdo do préprio isocianato com
agua, podem-se formar tanto ligacdes uretanicas -NH(C=0)-O- quanto ligagdes do tipo
ureia -NH(C=0O)NH-. Isto ndo chega a ser prejudicial, pois pode, inclusive, modular

propriedades mecanicas como mostrado na Figura 10.

HO

OH : OCN—R,— NCO

Polyol Diisocyanate
Catalyzer

Il I
OCN—R.{NH—C—O O—C—NH-Rl}Nc-o
n

Prepolymer
|
HO—R,—OH
Diol
Hard . Soft ! Hard
0 Segment ; Segment . Segment 0 rHsN—Rx— NH»
il I T 11 2 2
0—C—HN—R;{ NH—C+0 o;—c—xn—u.}ml—t—o—k: Diamine
; H n m
Poly(urethane) Y
Hard : Soft . Hard

O Segment O Segment | Segment 0
Il It vl Il
{HN—('—IIN - Rl{NH—(‘*jo Owj—(‘—]\'H—Rl} NII—(—NI{—R_\}
I . n
. . m

Poly(urethane-urea)

Figura 10: Representacdo esquematica da formacdo de cadeias do tipo

poliuretano-uréia pela reagao de um pré-polimero uretanico com diois e diaminas.

De acordo com as sinteses sumarizadas na Tabela 1, observa-se que a amostra 1
exibiu um espectro de FTIR tipico de polimeros de poliuretano-ureia, com um perfil
muito semelhante ao descrito por ZHANG para amostras preparadas a partir de
diisocianatos e extensores de cadeia diamina (ZHANG, et al., 2007). O que torna tipicos
tais espectros de FTIR ¢ a presenga de um par de bandas de intensidade similar em 1625

cm™ e 1580 cm™, atribuidas respectivamente & vibragio pura C=0 e a um acoplamento
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amina II §(N-H)+v(C=0). Observa-se também uma banda em 3340 cm™ atribuida ao
estiramento NH. Em comparagdo com a carbonila uretdnica comumente observada
acima de 1700 cm™, as ligagdes de ureia sio observadas abaixo de 1700 cm™ devido a
ligacdo de hidrogénio. Como ja citado, aqui possivelmente o HDI reagiu parcialmente
com moléculas de agua presentes nos solventes dando origem as terminacdes de amina
capazes de reagirem com grupos isocianatos, num processo preferido ao invés da reagdo
de HDI com Ca-GLIC. Além disso, as bandas relacionados ao fosfato estdo ausentes
para a amostra 1. Na amostra 2 a quantidade de HDI foi aumentada em comparagdao com
a amostra 1 e, embora ainda observa-se as ligagdes de ureia, podendo ser visto também
bandas de fosfato e de B-ciclodextrina (ver atribui¢des na Tabela 3). Outra limitacao
para a reacdo do Ca-Glic sob condig¢des de refluxo ¢ a sua baixa solubilidade em DMF.
Assim, para a amostra 3 a suspensdo de Ca-Glic/DMF foi submetida a imersdao em
banho ultrassom (US) durante 4 horas antes da rea¢do, de modo a favorecer a dissolucao
pela quebra de agregados de particulas. No espectro da amostra resultante, a presenca de
bandas de fosfato, bem como uma banda de carbonila estendendo-se acima de 1700 cm”
! sugerem que o ultrassom melhorou a incorporagdo do fosfato, embora a banda larga do
estiramento OH sugira uma elevada quantidade de terminagdes que ndo reagiram. A
quantidade de catalisador foi dobrada na amostra 4 o que, segundo o espectro FTIR
conduziu a um aumento discreto na quantidade de fosfato incorporado, apesar da

predominancia de bandas de ureia.

Para as amostras preparadas sob irradiagdo de microondas, os materiais obtidos
apoOs a primeira etapa foram isolados (ou seja, a reagdo foi terminada pela adicdo de
agua ao final da primeira etapa, de formacdo do pré-polimero. Isto foi realizado a fim de
avaliarmos a sua natureza, devido as dificuldades observadas na sua incorporacao do
Ca-Glic sob refluxo. As reagdes 5 ¢ 6 foram realizadas a 70° C, sem catalisador durante
30 minutos e 1 hora, respectivamente. A amostra 5 exibiu bandas que podem ser
atribuidas tanto a presenca de grupos NH do polimero, quanto a estiramentos OH em
3335 cm™ além da banda C = O em 1695 cm™ e bandas de fosfato cerca de 1000 cm'l,
sugerindo que polimerizagdo ocorreu apenas numa extensao limitada. Com o aumento
do tempo de reacdo, observa-se a formagao de ligagcdes de ureia (amostra 6). O efeito do
aumento da temperatura na presenga e na auséncia de catalisador, foi avaliado nas

amostras 7 e 8, respectivamente. A falta de catalisador leva a formacao de ligacdes de
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ureia, além de uma incorporagao significativa grupos fosfato (amostra 7), enquanto que
a presenca do catalisador evita uma extensa formacao de ligagdes de ureia, favorecendo
a incorporagdo de Ca-Glic (amostra 8). O uso de H-Glic em vez de Ca-Glic foi avaliado
nas amostras para 9-11 em diferentes tempos e catalisador a 70°C de temperatura. As
condi¢des usadas para 9 e 10 levaram a formagao de ureia no pré-polimero com ligeira
incorporacdo de fosfato, enquanto que na amostra de 11 reacdo de HDI com H-GLIC foi
favorecida. Esta ultima amostra, (11) foi escolhida para reagir com B-CD, e o espectro
do polimero resultante ¢ apresentado em comparagdo com os espectros de precursores
(Ja discutidos). Além da banda de carbonila uretdnica em 1705 cm-1, nota-se a presenca
de bandas de fosfato e de B-CD indicando a formacdo do PU ternario (HDI-H-Glic e f3-
CD).

Vale comentar que para esta classe de polimeros, as evidéncias fornecidas pelos
espectros FTIR sao consideradas as mais diretas quanto a informagdes sobre o sucesso
da formagdo dos polimeros, desta forma nem todas as amostras foram caracterizadas
pelas técnicas complementares. Neste contexto, a espectroscopia de ressonincia
magnética nuclear de carbono 13 (RMN 13C) obtida das amostras solidas (Figura 11)
também foi realizada para complementar nossos estudos, na qual, a B-CD nativa (Figura
12), glicerofosfato de calcio puro (Figura 13) e a amostra 11 de polimero (Figura 14),

foram as amostras escolhidas para tal estudo.

Observa-se no espectro da f-CD nativa (ver Figura 12 para a identificacdo da
numeragao dos atomos de carbono) sinais em & = 62.0 (C6), 74,2 (C2,3,5), 83,5 (C4) ¢
112,4 (C1) ppm, coerentes com dados descritos na literatura por MOHAMED et al
(2010). No caso do espectro de glicerofosfato de calcio observamos sinais em d = 65.0 e
73.2 ppm. Nao foi encontrado espectro desta estrutura na literatura, ainda muito pouco
explorado para a formagdo do polimero, no entanto as posi¢cdes dos sinais sao coerentes
com a existéncia de dois ambientes quimicos. No espectro do polimero, por sua vez,
podem ser observados sinais em posi¢coes de deslocamento quimico analogos aos
presentes nos espectros dos constituintes individuais, além de sinais em 6 = 31,83 ppm e
0 = 43,96 ppm atribuidos aos carbonos do HDI. Estas posi¢des sdo analogas as descritas
para poliuretanos a base de ciclodextrinas e diferentes isocianatos (MOHAMED et al.,

2010), Por fim, o sinal do carbono da carbonila pode ser observado em 6 = 161,0 ppm

46



evidenciando a formacdo de ligacdo uretdnica, também coerente com a literatura

(MOHAMED et al., 2010).

0. 2
Py
0

HO.__h__oH

Ca-l--i-

(a) (b)
Figura 11: Representacgdo estrutural de uma molécula de a) ciclodextrina com a

numeragdo de atomos de carbono; b) glicerofosfato de célcio
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Figura 12: Espectro de RMN de carbono 13 no estado sélido da -CD na
sua forma nativa
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Figura 13: Espectro de RMN de carbono 13 no estado so6lido do glicerofosfato

de calcio
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Figura 14: Espectro de RMN de carbono 13 no estado sélido do polimero
11(Tabela 1)
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Para complementacdo dos resultados de espectroscopia no infravermelho, a
amostra 11 foi caracterizada também por andlise termogravimétrica (TG, Figura 15). Na
curva TG da B-CD obtida para comparacdo, podemos observar dois estagios de
decomposi¢do térmica, um em 100 °C devido a perda de dgua e outro em 300 °C
referente 4 decomposigdo quimica da B-CD (EHEN et al., 2005). Com relagdo ao
polimero formado, foram observadas trés etapas: 1) perda de dgua até¢ 150 °C, 2)
clivagem das ligagdes uretanicas (a partir de 200 °C); 3) volatilizagdo dos produtos
resultantes da decomposi¢do, entre 400 e 500°C. Resultados andlogos podem ser

verificados na literatura. (GAO et al,2012; BRASKAR et al., 2004)

Perda de massa

T T T T T T T T
100 200 300 400 500
Temper&ura (°C)

Figura 15: Curvas do TG do polimero (amostra 11) e da -CD

Como dado complementar na caracterizagdo dos materiais, na Figura 16 estdo
apresentados os difratogramas de raios X da amostra 11 de polimero e da B-CD, para

comparacao.
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Figura 16: Difratogramas da B-CD e do polimero da amostra 11 da tabela 1

Observa-se que o polimero apresenta uma estrutura com caracteristica pouco
cristalina, com picos de maior intensidade em 20 = 21° e 23°, diferente da B-CD que
tem um padrao cristalino € um pico com maior intensidade em 20 = 12°. Este resultado
sugere que a reagdo entre o pré-polimero e a B-CD ocorreu e fez com que a B-CD
perdesse o padrdo de cristalinidade inicial, o que ¢ comum apods a formagdo de
poliuretanos a partir de polidis originalmente cristalinos. Segundo DA ROZ et al. (2009)
essa perda da organizagdo da estrutura de polissacarideo pode ser atribuida a formagao
de ligacdes cruzadas entre as hidroxilas com as fun¢des isocianato do HDI. CRINI et al
(2005) também descreveu que ligacdes cruzadas reduzem a quantidade de dominios
cristalinos em sacarideos, podendo mudar a natureza cristalina do polimero no estado

natural.

Apoés a caracterizagdo estrutura dos polimeros, foi realizado um estudo para
avaliar a manutencdo da capacidade de encapsula¢ao da B-CD, quando ligada a um
polimero, utilizando uma solu¢ao padrao de fenolftaleina (FF) (MORIWAKI et al.,
2009). A adi¢ao do polimero a solu¢do da FF promoveu a descoloracdo das solugdes
com a diminui¢do da absorbancia em 552 nm (Figura 17) mesmo em meio basico em
que o corante se apresenta colorido, devido a uma distor¢ao da estrutura da FF causada
pelo estabelecimento de ligagdes de hidrogénio com a ciclodextrina, como descrito na

literatura. Este resultado ¢ tomado como evidéncia da inclusdo da FF nas cavidades da
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B-CD no polimero, indicando que a B-CD mantém a capacidade de formar complexo de

inclusdo, mesmo depois do polimero formado (MOHAMED et al., 2010).

No presente trabalho, testamos também o efeito de aumentar a massa de
polimero em contato com uma solu¢ao FF, mantendo constante o tempo de contato. A
figura 11 mostra que quanto maior for a massa do polimero, menor a absorbancia da
fase liquida, indicando que nas massas de polimero mais baixas do estudo, a quantidade
de unidades ciclodextrina foi insuficiente para interagir com as moléculas de FF
presentes. A partir da massa de 0,04 g, houve a formagdo de um patamar proximo a 87
% de moléculas de FF ligadas a estrutura do polimero, podendo-se considerar que tal
taxa ndo estabiliza em 100 % devido a existéncia de um processo de equilibrio. Isto
permite uma estimativa da quantidade de matéria de FF por unidade de massa de
polimero. Considerando-se que foram usados 10 mL da solu¢do de FF na concentracao
inicial 3,75){10'4 mol/L; nesta solucdo, neste volume, a quantidade de matéria inicial de
FF ¢ 3,75x10 moles. A partir da massa de polimero 0,04 g, a porcentagem de FF ligada
estabilizou em 87 %, que corresponde a 3,26x10°® moles ligados em 40 mg de polimero

e que perfazem aproximadamente 8x10™ mol FF/mg de polimero.

100
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60+
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204

% FF ligada ao polimero
n

—— 7
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Massa de polimero (g)

Figura 17: Curva de % de fenolftaleina (FF) ligado ao polimero 11 a partir da

solucdo FF, apos 4 h de contato, com massas crescentes de polimero.
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Estudos da formaciao de complexos de inclusio poliuretano/cipro

A capacidade das ciclodextrinas de formar compostos de inclusdo baseia-se na
versatilidade de suas propriedades fisicas e quimicas, as quais possibilitam interagdes
intermoleculares do tipo hdspede-hospedeiro com suas moléculas sem que haja o
estabelecimento de ligacdes covalentes entre as espécies. Dentre varios métodos para a
preparagdo dos compostos de inclusdo, podemos citar a mistura fisica e a maceracao na
forma de uma pasta (chamado em alguns casos de malaxagem), que ¢ o método de
estudo nesse trabalho (ORGOVANYT et al., 2005). Uma vez preparadas as amostras
que podem conter os complexos de inclusdo, ¢ importante caracteriza-las para saber se

ocorreu a complexacdo do farmaco, no presente caso a ciprofloxacina (Figura 6b).

Uma das evidéncias mais importantes da formagao de complexos de inclusdo em
ciclodextrinas pode ser proporcionada por calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
(ORGOVANYI et al., 2005; GIODARMO et al., 2001). Isto também pode ser aplicado
para polimeros, com a diminui¢do ou total auséncia de pico de fusdo do farmaco no
termograma DSC sendo um indicativo da formacdo dos complexos de inclusdao
(TEJASHRI et al., 2013). Isto pode ser compreendido considerando-se que os cristais
moleculares dos farmacos originais sdo formados por moléculas discretas, que
interagem entre si por interacdes intermoleculares. Para que ocorra a fusdo, tais
interacdes devem ser superadas, gerando um sinal na curva DSC em uma temperatura
caracteristica da natureza destas interagcdes. Nos complexos de inclusdo, cada molécula
de farmaco se encontra em uma situacdo muito diferente desta, interagindo com a
cavidade da ciclodextrina, de forma que em principio nao teriamos mais as moléculas
do farmaco interagindo entre si tdo significativamente. Portanto, o evento associado a
fusdo do cristal de farmaco "puro" ndo ¢ mais esperado na curva DSC na mesma faixa
de temperatura. O alargamento ou diminuicdo de intensidade podem indicar que ha
residuos do farmaco cristalino, o que ¢ aceitavel considerando-se que nenhum dos

métodos de formacao de complexos de inclusao leva a uma complexacao completa.

Evidéncias da formagdo dos complexos de inclusdo foram obtidas a partir das
curvas térmicas de DSC para o polimero, farmaco (Cipro) e das misturas: fisica (MF) e
complexo de inclusdo (CI) inicialmente com estequiometria de 1:1 (m:m) (Figura 18).
Vale destacar que a opcao de se estudar propor¢cdes em massa ao invés de proporgdes

em mol se deveu a impossibilidade de se determinar a massa molecular do polimero
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pelas técnicas tais como cromatografia de permeacdo em gel, pois 0 mesmo ¢ insolivel
nos solventes utilizados nas referidas medidas. A curva de DSC obtida para a Cipro
apresenta um pico endotérmico em aproximadamente 274°C, correspondente ao ponto

de fusao do farmaco, de acordo com a literatura (LI et al., 2007).
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Figura 18: Termograma de DSC do polimero, farmaco (CIPRO) e das misturas:

fisica (MF) e complexo de inclusao (CI) na proporcao de 1:1

Esse pico endotérmico ¢ seguido de outro pico exotérmico em aproximadamente
280°C que estd associado a termodecomposi¢do do farmaco. A curva do polimero
apresenta trés picos endotérmicos em torno de 100°C (referente a perda de agua), em
250°C, referente a uma transi¢do de fase e em 270°C, referente ao inicio da
decomposicdo térmica. No intervalo entre 100°C e 250°C, as curvas DSC das misturas
MF e CI apresentaram semelhangas de comportamento em relacao a curva do polimero,
ou seja, observam-se eventos em 100°C e em 253°C. Porém, o evento observado para o
polimero em 270°C ndo mais ¢ observado, assim como a auséncia do pico de fusdo do

farmaco em 274 °C. Este apresentou uma redugdo tdo significativa de intensidade a

53



ponto de quase ndo ser observado, juntamente com um alargamento pronunciado. A
hipotese de que o pico em 253°C seja a fusdo do farmaco deslocada em mais de 20 °C
parece improvavel, pois seria um deslocamento muito elevado e, mesmo se todo o
farmaco estivesse na forma de particulas isoladas, tal deslocamento somente poderia ser
justificado pela ocorréncia de fortes interacdes. Atribuimos o evento em 253°C a
transicdo de fase do polimero. Este desaparecimento do evento de fusdo ¢ um dos
resultados mais importantes deste trabalho e tem sido aceito, tanto no caso de
ciclodextrinas nativas quanto de polimeros contendo ciclodextrinas, como uma
evidéncia muito forte da formacdo de complexos de inclusio (GIODARNO et al.,
2001). Ademais o fato de que a inclusdo ocorreu até no caso da mistura fisica pode ser
resultado do fato deste farmaco ser fortemente hidrofobico, tendo uma solubilidade
muito baixa em agua e, portanto, forte avidez pela ocupacdo das cavidades das
ciclodextrinas. Por fim, o fato de termos usado o farmaco em excesso, pois a propor¢ao
1:1 em massa representa um excesso em termos molares do fdrmaco em relagdo as
unidades ciclodextrina no polimero (o que ¢ de dificil quantificagdo) também sugere que
as chamadas interagcdes nao-inclusivas estdo tendo um papel importante no presente
caso. Estas podem ocorrer entre o farmaco e outros grupos presentes na estrutura do
polimero, tais como os fosfatos. Tendo isto em vista, as possibilidade de interacdes do
farmaco com o acido glicerofosforico foram investigadas por DSC e os resultados sao

apresentados a seguir (Figura 19).
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Figura 19: Termograma do DSC do farmaco (Cipro) e da mistura acido

glicerofosforico: cipro na propor¢ao molar 1:1.

Neste caso, foi obtida uma amostra através da trituracdo de 4acido
glicerofosforico com o farmaco cipro nas mesmas propor¢des molares (1:1). Percebe-se
que a curva do farmaco apresenta uma estabilidade térmica até seu ponto de fusao em
270°C, no entanto na curva da mistura observam-se dois eventos endotérmicos, um pico
em 100°C correspondendo a dgua e outro em 270°C podendo estar associado a eventos
de termodecomposi¢do do farmaco. Portanto, podemos afirmar que uma possivel
interacdo com os grupos fosfato ndo tenha sido o fator preponderante para o
deslocamento do pico de fusdo do farmaco no polimero, considerando que o pico
observado em 270°C fosse a fusdo. Por fim, as interagdes podem estar ocorrendo

também com a parte externa dos anéis ciclodextrina.

No intuito de obter maiores evidéncias de interagdes entre o polimero e o cipro,
foram preparadas misturas pelo método de malaxagem em outras proporcoes do
polimero/farmaco. As propor¢des utilizadas foram de 1:0,1, 1:0,5 e 1:2
(polimero:farmaco), sendo comparadas com a propor¢ao inicial de 1:1. Na andlise
térmica por DSC (Figura 20a) podemos perceber um comportamento geral analogo ao

da andlise anterior, ocorrendo o desaparecimento do pico de fusdo do farmaco na faixa

55



de 274°C. Mais especificamente, a amostra de propor¢do 1:0,5 apresentou um pico em
252 °C, enquanto que na amostra de propor¢do 1:2 o pico foi observado em 260 °C,
sempre com um perfil mais alargado do que o pico de fusdo original do farmaco puro.
Estes resultados, particularmente a ndo observacdo do pico de fusao do fArmaco mesmo
para uma amostra com propor¢do mais elevada deste em relagdo ao polimero, apontam
na direcdo da ocorréncia de interagdes significativas entre o polimero e o farmaco,
podendo ser tanto inclusivas quanto nao-inclusivas (presenca do farmaco
molecularmente disperso, nao incluido nas cavidades de ciclodextrina). Por fim, uma
nova propor¢ao foi preparada desta vez na propor¢do de 1:0.01 (polimero:farmaco)
(Figura 20b), observando-se também que nessa propor¢ao quantidade do farmaco nao se
fez diferenca significativa nos resultados, com o pico sendo observado em 252 °C.
Notar que nem todas as propor¢des estudadas foram selecionadas para as
caracterizagcdes adicionais e que a propor¢do 1:0,1 foi preferida por ter o mesmo
comportamento, apesar de uma propor¢ao inferior de firmaco, vantajosa no estudo
posterior de liberagdo in vitro, devido a baixa solubilidade e maior facilidade de atingir

condicdes sink.
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Figura 20: Termograma do DSC do farmaco (CIPRO) e das misturas dos
complexos de inclusdes entre polimero e farmaco em diferentes proporcdes do farmaco,

a) (1:0,5 1:1 1:2) e b) na proporcao 0,01.

Foram obtidas também curvas de TG (Figura 21) e DTG (Figura 22) de amostras

referentes ao estudo de formacao dos complexos de inclusdo: polimero e farmaco livres,
56



bem como o complexo de inclusdo obtido por malaxagem e por mistura fisica. Com
relacdo as curvas de TG do polimero original, foram observadas diferentes regides
mostrando trés etapas de perda de massa, sendo atribuidas na primeira faixa de 40°-
150°C a liberagao de agua, seguida pela clivagem das ligagdes uretanicas e volatilizacao
dos produtos na segunda e terceira em 250°-380°C e 380°-500°C, respectivamente,
como ja discutido. Os referidos resultados sdo coerentes com dados da literatura. (GAO
et al., 2012; BRASKAR et al., 2004). Por outro lado, o Cipro apresenta duas etapas
principais de decomposi¢do: a primeira entre 275-350°C e a segunda no intervalo entre
350-430°C. Nas curvas referentes as amostras MF e CI, pode-se observar
comportamento semelhante entre ambas, porém diferentes das curvas dos componentes

isolados. Para uma discussao mais embasada, as curvas de DTG sdao mais apropriadas.
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Figura 21: Curvas de TG do polimero, farmaco (Cipro) e das misturas: fisica

(MF) e complexo de inclusdo (CI) na proporg¢ado 1:1
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Pelas curvas DTG, o inicio da decomposi¢do ocorre em temperaturas mais
baixas do que os componentes isolados e aparentemente mais etapas de decomposicao
foram registradas, na medida em que os picos dos eventos pareceram desdobrados.
Estas diferengas sugerem fortemente que a formagdo de complexos de inclusdo, pois
estes se comportam como espécies distintas das originais, ou seja, a presenca de novos
eventos sinaliza a existéncia de espécies quimicas adicionais. Comportamentos
semelhantes de mudancas de termodecomposi¢ao nas misturas em solido com relagao
aos elementos de partida foram também vistos na literatura (MACOCINSCHI et al.,
2013; GIODARNO et al., 2001).
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Figura 22: Curvas de DTG do polimero, farmaco cipro e das misturas: fisica

(MF) e complexo de inclusdo (CI) na proporg¢ado 1:1

Como dados complementares sobre a estrutura da mistura fisica e do complexo
de inclusdo, as amostras foram analisadas por difratometria de raios X, na propor¢ao
1:0,1 (Figura 23). Notar que nem todas as proporcoes estudadas foram selecionadas para
estas caracterizagoes adicionais. Os difratogramas da Figura 23 mostram amostras do
polimero, do firmaco (cipro) e das misturas MF e CI. Observa-se que o polimero
apresenta uma estrutura com caracteristica pouco cristalina, com picos de maior

intensidade em 20 = 21° e 23°, diferente do farmaco e das misturas MF e CI que tém
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um padrdo cristalino e picos com maior intensidade em 20 = 27,22°; 27,08° e 27,20°
respectivamente. Verifica-se que tanto na MF quanto no CI os picos do farmaco estdo
presentes, com intensidades progressivamente reduzidas na MF e significativamente
reduzidas no CI, além de apresentarem perfis alargados. Se por um lado a existéncia de
picos indica a presenga resquicios de cristais isolados de fArmaco ndo complexado, por
outro lado as alteragdes no perfil (tais como os picos adicionais em 20 =12,8° ¢ 19,6°)
indicam que estes cristais podem ser apenas residuais e que houve a formacao dos
complexos de inclusdo em extensdo significativa. Relatos na literatura podem ser
encontrados, caracterizando diferencas nas amostras das misturas com os componentes
isolados, como surgimento ou o desaparecimento de picos ou mudangas nas
intensidades e largura indicam a formagao do complexo de inclusao (CUNHA- FILHO

et al., 2007; SONG et al.,2006 ).

Intensidade (u.a)
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Figura 23: Difratogramas do polimero, farmaco (Cipro) e das misturas: fisica

(MF) e complexo de inclusao (CI) na proporg¢ao 1:0,1

Como técnica complementar também foi realizada caracterizagdo por

espectroscopia FTIR, de amostras obtidas nas propor¢des de polimero:farmaco 1:1
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(Figura 24a) e 1:0,1 (Figura 24b). Para as amostras na propor¢do 1:1, comparando-se os
perfis dos espectros do complexo de inclusdo com os do polimero e do fArmaco livres,
pode-se constatar que as bandas do firmaco predominam abaixo de 2000 cm’
(provavelmente pela propor¢ao maior de farmaco) e que houve um alargamento na
regido em torno de 3500 cm™ (estiramentos OH), sugerindo a ocorréncia de ligacdes de
hidrogénio. A razdo disto ¢ que, na auséncia de ligagdes de hidrogénio, grupos como
NH e OH geram bandas de estiramento estreitas. Quando interagem com outras espécies
através de ligacdes de hidrogénio, isto causa perturbagdes na forga destas ligacdes e,
consequentemente, nas distdncias de ligacdo, refletindo em uma faixa de valores e
alargando a banda de estiramento. Para a mistura fisica, as bandas do farmaco também
predominam abaixo de 2000 cm™, havendo uma manifestacdo menos pronunciada em
torno 3500 cm™. Para as amostras na propor¢ao 1:0,1, observa-se uma situagdo um
pouco diferente abaixo de 2000 cm™ com a presen¢a de bandas tanto do polimero
quanto do farmaco, neste caso pela diminui¢do da propor¢ao de farmaco, situacdo que
ocorre também para a mistura fisica. Para esta propor¢do, houve a presenga de bandas
pronunciadas, com um relativo grau de alargamento em torno de 3500 cm™, sugerindo
que neste caso a técnica de mistura fisica também possa levar a interagdes. Por fim,
podemos observar nos espectros de ambas as proporgdes que, de uma forma geral, ndo
houve o aparecimento de novas bandas que pudessem confirmar inequivocamente a
formacdo dos complexos de inclusdo com comportamento drasticamente distinto em
relacdo as espécies livres, todavia os perfis dos espectros sdo compativeis com a

ocorréncia de interagdes entre as espécies.
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Figura 24: Espectros de FTIR do polimero, farmaco cipro e das misturas: fisica (MF) e

complexo de inclusdo (CI) na proporcao a) 1:1 e b) 1:0,1

Estudo de liberacao in vitro

Neste topico, dando continuidade aos estudos do farmaco incorporado ao
polimero, para o perfil de libera¢do foi necessario validar o método de determinagdo
analitica das concentracdes de farmaco liberadas, por espectroscopia UV/visivel, por
meio da construcao da curva de calibragdo analitica (Lei de Lambert-Beer). Apos a
determinagdo desta curva, a mesma foi usada para calcular a concentragdo do farmaco.
A curva analitica do estudo foi construida a partir de cinco concentracdes diferentes do
farmaco, entre 6.10° e 3.10" mol L' em tampdo fosfato na presenca de uma
concentragdo fixa de B-ciclodextrina (a fim de aumentar a solubilidade do firmaco no

meio liquido e garantir condi¢des sink), determinando-se as absorbancias em 270 nm
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utilizando espectrofotometro UV-VIS. Note-se que o uso de B-ciclodextrina no meio de
liberagdo foi baseado na capacidade desta em aumentar a solubilidade do cipro em meio
aquoso, em uma estratégia que tem sido usada, no caso de outros farmacos, pelo uso de
outros tipos de solubilizadores como micelas. Os dados obtidos foram representados em
um grafico (Figura 25), revelando comportamento linear na faixa de concentragdes

estudadas.
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Figura 25: Curva de calibragdo do fdrmaco

O tratamento dos dados por regressdo linear gerou uma reta com equagdo A =
0,41909 + 34369,25C (onde A = absorbancia e C = concentragdo molar), apresentado
coeficiente de correlagdao da curva analitica em 0,98931. Isso nos leva a observar que a
curva obedeceu a Lei de Lambert-Beer nas concentragdes analisadas apresentando um
coeficiente de correlagdo satisfatorio. Na literatura sdo muitos os trabalhos que se
utilizam desse recurso para se obter as concentragdes do farmaco. CAZEDEY et al
(2012) em estudos de cloridrato de ciprofloxacina para uso oftalmico utilizaram os
parametros analiticos por espectroscopia UV-Vis. CHORILLI et al (2007) utilizaram
esse método juntamente com estudos da solubilidade para confirmar o complexo de
inclusdo da cafeina em dextrinas e, por fim, ANSARI et al (2011) em estudos do uso
resveratrol em material polimérico com dextrinas optaram por usar o método

espectrofotométrico da curva de calibracao para dar prosseguimento aos estudos in vitro
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e in vivo para provar que o material estudado conseguiu aumentar a solubilidade,

estabilidade e a permeacao do farmaco.

Na sequéncia, realizou-se o estudo do perfil de liberacdo in vitro do farmaco a
partir do polimero, na propor¢ao de 1: 0,01. Testes in vitro foram analisados tanto na
presenca quanto na auséncia de membrana de dialise (Figura 26). A razdo do uso da
membrana foi facilitar a separacdo de particulas suspensas dos polimeros para a
realizacdo das medidas espectroscOpicas, uma vez que estes sdo insoliveis no meio de
liberacdao. No entanto, a literatura indica que a permeacao através da membrana pode se
constituir em uma barreira cinética mais importante do que o proprio processo de
liberagdo. Neste contexto, foram realizados os seguintes testes comparativos: a) com
membrana (Figura 26 a): PU obtido com H-Glic/cipro, complexo de inclusao -
CD(nativa)/cipro na propor¢ao molar 1:1 (usando a mesma massa de cipro contida no
complexo com o polimero neste mesmo estudo) e cipro livre; b) sem membrana (Figura

24 b): PU obtido com H-Glic/cipro, PU obtido com Ca-Glic/cipro e cipro livre.

Observa-se, na Figura 26 a, com excecdo do complexo de inclusdo [-
CD(nativa)/cipro, que o perfil de liberagio com a membrana n3o foram
significativamente diferentes para o farmaco livre e amostra a partir do polimero,
indicando que a principal barreira cinética em ambos os casos foi a permeagdao das
moléculas do farmaco através dos poros da membrana. Ou seja, uma vez liberado a
partir do polimero, o firmaco se comportou similarmente a sua forma livre. Este ¢ um
ponto importante, pois o uso de membranas de didlise nos estudos de libertagdo in vitro
¢ um dos métodos mais comuns para avaliar a cinética de liberagdo a partir de sistemas
de distribui¢do de farmacos e o estudo cinéticos da permeag¢do da membrana tem sido
cada vez mais reconhecido (MODI et al., 2013; ZAMBITO et al., 2012). Por outro lado,
no caso do complexo de inclusao B-CD(nativa)/cipro, a permeacdo de drogas através da
membrana ¢ melhorada em comparagdo com o farmaco livre. Isto sugere que o farmaco
livre tem uma permeabilidade de membrana mais lenta que €, no entanto aumentado,
pela presenga de B-CD. Um comportamento similar foi observado na liberagao de
acetazolamida em HPBCD (GRANERO et al., 2008), sendo discutido que a
ciclodextrina solubiliza o farmaco mantendo-o na superficie da membrana e

favorecendo a permeacao.
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Figura 26: Perfis de libertagdes: a) Com membrana dialise: farmaco livre, PU de
acido glicerofosforico na forma da mistura em complexo de inclusao (PU H-Glic/CI) e
da B-CD na sua forma nativa com a mistura em complexo de inclusdo (B-CD nativa/CI)

b) Sem membrana dialise: farmaco livre, PU Ca-Glic/CI e PU H-Glic/CI

No entanto, os testes realizados sem membrana para perfil de liberagdo do
farmaco livre foram descritos recentemente para polimeros de ciclodextrina (Lauro et
al., 2013; Marcos et al., 2016). Assim, nos nossos estudos, a barreira imposta pela
difusdo através da membrana foi capaz de mascarar diferengas entre o farmaco livre e
complexado. O farmaco livre tem um perfil de dissolucao tipica de duas etapas com
uma etapa de liberacao brusca inicial (0-10 h), seguido por uma liberagao mais lenta, até
chegar ao patamar. Provavelmente, devido a baixa solubilidade aquosa, sdo necessarias
varias horas para dissolver o sdlido. Foram avaliados dois polimeros diferentes: um
preparado a partir de um H-Glic (amostra 11) e outro de Ca-Glic (amostra 8) da Tabela
I. O CI a partir de H-Glic (PU H-Glic/CI) mostrou um comportamento distintivo

quando comparado com o farmaco livre, com etapa inicial lenta (0-5 h), seguido por um
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aumento na liberacdo até 10 h, uma fase intermediéria entre 10-30 horas com liberagdo
mais lenta seguida de um aumento até chegar o final a 80 h, com 90 % do farmaco
liberado. Esta percentagem ¢ inferior ao do farmaco livre na mesma hora (97%). Isto
mostra diferentes interagdes com o polimero envolvendo a inclusao nas cavidades -CD
e também interagdes ndo inclusivas com diferentes grupos funcionais presentes na
estrutura do polimero. Resultados semelhantes ao nosso trabalho, também foram
observados por LEPRETRE et al (2009) para a liberagdo do farmaco ciprofloxacina em
hidroxiapatite funcionalizado com polimeros de ciclodextrina, em que essa interacao
ndo conduziu a um prolongamento significativo do tempo de liberagdo e sim reduziu o
efeito inicial da liberagio (LEPRETRE et al ., 2009). Avaliamos o comportamento das
fases de liberagdo do farmaco livre e do farmaco incluido a partir de H-Glic e Ca-Glic.
Aparentemente, um passo mais lento de liberagao do farmaco incluido na fase inicial ¢
observado em comparagdo ao farmaco livre, depois nota-se uma liberacdo mais lenta do
farmaco incluido H-Glic em comparagdo aos outros, com uma % maior de liberagdo no
final. Isto sugere a existéncia de um sitio de ligagdo preferencial para o farmaco na
estrutura do polimero, provavelmente, nas cavidades de ciclodextrina. Esse estudo
mostra que o farmaco incluido a partir do H-Glic foi o melhor polimero para a

liberagdo, sendo mais lenta e com uma % final de liberagdo mais elevada.

Estudo computacional semiempirico da estrutura/estabilidade de complexos de
inclusdo de ciprofloxacina em diferentes ciclodextrinas nativas: o-, B- e y-
ciclodextrina

Geralmente, a caracterizacdo detalhada de como ocorre a acomodacgdao de
moléculas convidadas nas cavidades de ciclodextrinas, ou seja, da estrutura exata do
complexo, ¢ realizada por medidas de RMN bidimensional, particularmente pelas
técnicas de ROESY e NOESY. No entanto, tais medidas exigem que os complexos
estejam em solucdo, nos solventes normalmente utilizados em medidas de RMN.
Infelizmente, os complexos obtidos aqui com as ciclodextrinas ligadas as cadeias
poliméricas sdo insoliveis e, adicionalmente, as técnicas de RMN de estado solido
ainda nao sdo aplicadas a obtencao dos espectros bidimensionais necessarios. Portanto,
para fornecer subsidios ao entendimento de como ocorrem as interagdes entre o firmaco

cipro e as cavidades de P-ciclodextrina, foram realizados célculos teodricos através de

65



métodos computacionais semiempiricos do tipo PM3 na Tabela 4. Os calculos das
ciclodextrinas foram realizados permitindo a rotacdo livre das moléculas de farmaco
dentro da cavidade sem impor qualquer restricdo sobre as posi¢des atdmicas e angulos
de ligagdo para a molécula do hospedeiro. Foram consideradas duas orientagdes
possiveis do farmaco, adentrando sempre pela extremidade maior da ciclodextrina: pela
terminagdo proxima ao atomo de fltior (F-in) e pela terminagdo oposta contendo grupo
acido (F-out). A entalpia (energia de ligacdo) do complexo de inclusdo foi calculada
como sendo a diferenca entre as energias das espécies ligadas e a soma das energias das
espécies separadas. Estes valores foram associados a estabilidade relativa das duas
orientagdes, sendo que os valores mais baixos (mais negativos) para a energia de ligagao
correspondem ao complexo mais estavel. Esta ¢ a abordagem usual para comparar
estabilidades dos complexos de inclusdao de ciclodextrina simulados (ver, por exemplo,
em alguns relatos de trabalhos anteriores: (MACEDO et al., 2012; KUBOTA et al.,
2011; ARAUIJO et al., 2009).

Tabela 4: Energias de ligacio dos complexos obtidas a partir do método semi-

empiricos PM3

Complexo 1:1 | Energias de ligacdo (kcal mol™)
PM3
ALFA F IN -15.0
ALFA F OUT 4.3
BETA F IN -16.9
BETA F OUT -4.7
GAMA F IN -11.9
GAMA F OUT -6.6

As estruturas moleculares mais estdveis para os complexos de inclusdo de

acordo com os célculos semi-empiricos PM3

Este tipo de simulagdo também permite a representacdo das estruturas

resultantes, que correspondem aos minimos de energia obtidos a partir dos célculos. A
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Figura 27 mostra as estruturas dos complexos para as diferentes ciclodextrinas, gerados

nas duas orientagdes consideradas.

Estruturas otimizadas de calculo PM3
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GAMA_F_IN GAMA_F_OUT

Figura 27: Estruturas correspondentes aos minimos de energia, simuladas pelo método
PM3 complexos para as diferentes ciclodextrinas, gerados nas duas orientagdes
consideradas. Nas figuras, a identificacdo dos atomos correspondentes a cada cor é:

cinza: carbono; branco: hidrogénio, vermelho: oxigénio, verde: flior e azul: nitrogénio.

Como pode ser vista na Tabela 4, a orientacdo F-in pode ser considerada a mais
estavel para todas as ciclodextrinas consideradas, uma vez que apresentou os valores
mais negativos. Com relacdo as diferentes ciclodextrinas, inclusive para justificar a
razdo pela qual ndo foram preparados polimeros com diferentes ciclodextrinas nesta

Tese, vale destacar que mesmo no caso de complexos do cipro com ciclodextrinas
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nativas, somente a B-CD foi estudada. Os complexos de inclusdo de ciprofloxacina em
B-CD ja foram relatados experimentalmente na literatura (AITHAL et al., 1996; CHAO
et al., 2004) sendo caracterizados por meio de técnicas apropriadas evidenciando que a
orientagdo preferencial ¢ a F-in, o que foi confirmado também aqui. Em segundo lugar,
comparando as estabilidades dos complexos com -, B-, € y-ciclodextrina, pode-se
observar que, de acordo com a Tabela 4, o complexo com B-CD ¢ de fato o mais
estavel. Este resultado esta de acordo com um estudo recente de RAJENDIRAN et al
(2016) em que as estabilidades relativas de uma série de agentes antimicrobianos com
fluoroquinolonas a- e -ciclodextrina foram calculados usando o mesmo método
semiempirico usado aqui: PM3. Os autores observaram que, entre os seis complexos
estudados, a B-CD/CIP (ciprofloxacina) ¢ o mais estavel, seguido por a-CD/CIP
(ciprofloxacina), B-CD/SPA (esparfloxacina), o-CD/OFL (ofloxacina), B-CD/OFL
(ofloxacina) e a-CD/SPA (esparfloxacina). Esta referéncia ndo considera a 7v-
ciclodextrina, mas os nossos resultados indicaram que, no caso da ciprofloxacina, o
complexo seria menos estavel sendo a -CD considerada a melhor para a complexacao
do farmaco escolhido. Os resultados tedricos sugerem que considerando os valores
enérgicos calculados pelos métodos semi-empiricos, a provavel encapsulacdo da
ciprofloxacina acontece na orientacdo do anel ndo aromatico inserido na cavidade para a

B-CD.
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6. Conclusoes
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. Avaliacdo das condi¢des de sintese, principalmente por espectroscopia de
infravermelho mostrou que dependendo das condigdes, a reagdo de diisocianato de 1,6
hexametileno (HDI) com &gua pode ocorrer numa extensdo consideravel, gerando
moléculas terminadas em amina capazes de reagir com grupos isocianato e levando a
predominancia dos segmentos de poliureia onde a incorporagdo de grupos fosfato foi

prejudicado neste caso.

. O aquecimento por microondas para a realizagao da sintese do polimero do
acido glicerofosforico foi favorecida na reagdo de HDI usando como precursor o
fosfato, obtendo-se pré-polimeros capazes de reagir ainda com B-ciclodextrina (B-CD) e

formar poliuretano (PU) ternarios.

. O PUs ternarios na forma acido glicerofosforico (H-GLIC) foram escolhidos
para o estudos, em diferentes propor¢des do farmaco e foi analisado diferentes técnicas
de caracterizacdo (FTIR-TG\DTG-DRX-DSC) a mais importante para a formagdo e
confirmagdo do complexo de inclusdo foi a de DSC. Foi possivel verificarmos a
interacao do polimero com a ciprofloxacina (farmaco), e que houve a complexagdo com

a cavidade da B-CD.

. A utilizagao de fenolftaleina (FF) como sonda, nos nosso estudo mostrou que as
massas crescentes dos polimeros podem verificar que quanto maior a massa do polimero
menor ¢ absor¢do da FF no sobrenadante, indicando que a formacao de complexos de

inclusdo foi bem sucedida.

. O efeito das interagdes com o perfil de libertacdo do farmaco nao conduziu a
uma prolongamento significativo do tempo de liberagdo, mas reduziu o efeito da
liberacdo observada para o farmaco livre. Avaliacdo dos polimeros preparados a partir
de acido glicerofosfoérico (H-GLIC) e do glicerofosfato de calcio (Ca-GLIC) mostraram
que em ambos 0s casos, a libertacio do farmaco atingiu um patamar até 90% de
libertacdo do farmaco, que ¢ ligeiramente menor do que a do farmaco livre para a

mesma hora (97%).

. A utilizacdo da técnica da ressondncia magnética de C"*foi muito importante
para nosso estudo, pois mostrou que tanto os precursores usados individualmente como
a incorporacao destes no polimero propriamente dito foram confirmados nos sinais

caracteristicos do polimero.
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. A modelagem molecular nos mostrou que a B-CD ¢ a molécula mais estavel para

a complexacao do farmaco.
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7. Perspectivas para
Trabalhos Futuros

73



. Estudar outras incorporag¢des no cavidade da B-CD para saber o comportamento

do novo material polémerico;

. Estudar a utilizacdo da enzima fosfatase alcalina no polimero e verificar se

realmente ela faz hidrolise nas cadeias de fosfato liberando o fosforo (P);

. Realizar estudos de liberacao desses ions em ambiente bioldgico;

. Propor uma nova rota de sinterizagdo para cada uma das amostras onde a criagao

do novo material polimérico seja ainda mais inovador.
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