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RESUMO

Titulo: Estudo de sistemas supramoleculares a base de ciclodextrinas e nanofibras de
polimeros biodegradaveis para a liberagdo controlada de farmacos

No presente trabalho foram obtidos sistemas supramoleculares envolvendo PB-
ciclodextrina, bem como sistemas de liberacdo de farmacos hidrofilicos na forma de fibras
nanométricas utilizando polimeros a base de B-ciclodextrina associados a outros polimeros
biodegradaveis e biocompativeis. Inicialmente foi estudada e caracterizada a formacao do
composto de inclusdo entre o cloridrato de propranolol, farmaco anti-hipertensivo, e a B-
ciclodextrina em solucdo, bem como seu processo de auto-associacdo. Os nanoagregados
formados possuem dimensdes da ordem de 220 a 300 nm. Os parametros termodindamicos de
formacdo evidenciaram um processo espontaneo e dependente da temperatura. Os
coeficientes estequiométricos aumentam com a elevacdo da temperatura obtendo-se
nanoagregados 4:1 (cloridrato de propranolol: B-ciclodextrina) a temperatura de 318,15 K.

O segundo sistema de liberacdo controlada obtido utilizando cloridrato de
propranolol foram as nanofibras poliméricas uniaxias e coaxiais com base no polimero de B-
ciclodextrina (poliBCD) e PMAA. Foram avaliadas suas propriedades estruturais, térmicas e
morfoldgicas buscando-se estabelecer correlagdes de estrutura-propriedade fisico-quimicas e
bioldgicas. Os dois arranjos de fibras influenciaram de forma direta a liberagdo in vitro do
farmaco. O efeito de explosdo do farmaco foi drasticamente modulado nas fibras coaxiais,
sendo 44 % menor em 8 h quando comparado as fibras uniaxiais. Assim, o arranjo coaxial é
uma estratégia alternativa para a libera¢do do cloridrato de propranolol.

O terceiro sistema de liberagdo controlada desenvolvido foram as nanofibras
poliméricas uniaxiais de PLGA contendo o cloridrato de daunorubicina, quimioterapico de uso
em clinica. Foi observado efeito de explosdo de cerca de 65 % da quantidade de farmaco em 8
h seguido por uma progressiva e lenta liberacdo do farmaco. Resultados in vitro demonstraram
que as nanofibras contendo cloridrato de daunorubicina apresentaram maior efeito citotdxico
frente a células tumorais A431 quando comparadas ao farmaco livre. Experimentos in vivo
revelaram que as nanofibras apresentaram maior efeito anti-angiogénico, com diminuicdo da
vascularizagdo ndo demonstrando potencial inflamatdrio, sugerindo um sistema alternativo

para liberagao de daunorubicina.

Palavras chave: Ciclodextrinas, fibras poliméricas, sistemas de liberagdo de farmacos,

cloridrato de propranolol, cloridrato de daunorubicina.
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ABSTRACT

Title: Study of the supramolecular systems based on cyclodextrins and biodegradable
polymer nanofibers for drugs controlled release

In this work supramolecular system involving B-cyclodextrin and drug delivery
systems of hydrophilic drugs based on polymer nanofibers containaing poly-B-cyclodextrin
combined with other biocompatible polymers were obtained.

Initially, the formation of inclusion compound between propranolol hydrochloride,
an antihypertensive drug, and B-cyclodextrin was studied in solution, as well as its self-
assembly process. These nanoaggregates possess sizes ranging from 220 to 300 nm. The
thermodynamic parameters of nanoaggregates formation showed a spontaneous and
temperature dependent process. The stoichiometric coefficients increase with temperature
rise reaching structural arrangements consisting of 4:1 (propranolol hydrochloride:p-
cyclodextrin) at 318.15 K.

The second delivery system obtained using propranolol hydrochloride were uniaxial
and coaxial polymeric nanofibers based on B-cyclodextrin polymer (poliBCD) and PMAA. Their
structural, thermal and morfological properties were evaluated seeking to establish
correlations of physical-chemical and biological structure-property. These two fiber
arrangements have a direct influence in drug release. The burst effect was dramatically
modulated into the coaxial fibers, 44 % lower than uniaxial fibers in 8 h. Thus, the coaxial
arrangement is an alternative strategy for the release of propranolol hydrochloride.

The third delivery system developed were the uniaxial polymeric nanofibers based on
PLGA containing the daunorubicin hydrochloride, chemotherapy for clinical use. The burst
effect of about 65 % of the amount of drug present in the fiber at 8 h was observed followed
by a slow and gradual release of the drug. The in vitro results have shown that the nanofibers
containing daunorubicin hydrochloride showed higher cytotoxic effect against A431 tumor
cells when compared to the free drug. In vivo experiments revealed that the nanofibers
containing the drug showed greater anti-angiogenic effect, with reduced vasculature and not

showing inflammatory potential, suggesting an alternative system for release of daunorubicin.

Keywords: Cyclodextrin, polymer fibers, drug delivery systems, propranolol hydrochloride,

daunorubicin hydrochloride.

Xiii



CAPITULO 1
Introducdo




Capitulo 1: Introdugdo

1. INTRODUCAO

As doencgas crOnicas degenerativas sdao hoje a principal causa de morte e
incapacidade em todo o mundo. Estimativas recentes apontam que doencas cardiovasculares,
cancer, diabetes e doengas respiratdrias obstrutivas serdo responsaveis por mais de trés
quartos das mortes no ano de 2030 [1]. Apesar de existirem terapias de combate, a
prevaléncia de tais doencas é crescente e as projecdes sdo uma indicacdo clara de que maiores
avancos sdo necessarios para o desenvolvimento de novas formas de tratamento [2-4].

Uma das estratégias para estabelecer alternativas terapéuticas que possibilitem
administrar farmacos ja utilizados na clinica médica com maior seguranca e eficdcia sdo os
sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Tais sistemas tém por objetivo controlar a
velocidade de liberacdo do fdrmaco por um periodo maior de tempo, utilizando-se uma
administracdo para manter a faixa de acao terapéutica [5].

Em sistemas de administracdo de farmacos convencionais a concentracao do ativo
pode exceder niveis tdxicos além da janela terapéutica seguida por uma diminuicdo ao longo
do tempo a um nivel sub-terapéutico. Sendo assim, os niveis plasmaticos sdo dependentes da
frequéncia das dosagens administradas. A diferenca da variacdo de concentra¢do plasmatica
efetiva em funcdo do tempo entre sistemas convencionais e de liberacdo controlada pode ser
visualizada na Figura 1 [6, 7]. Estudos tém demonstrado que sistemas de liberagdo controlada
sdo capazes de manter o nivel terapéutico com a liberacdo progressiva do farmaco, reduzir
efeitos adversos e tdxicos com consequente diminuicdo do nimero de administracGes e, dessa
forma, contribuir para maior adesao ao tratamento e melhor qualidade de vida do paciente [8,

9].
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Figura 1.1 - Niveis de farmaco no plasma sanguineo: (a) sistemas convencionais e (b)

liberagao controlada.
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Um sistema de liberacdo de farmacos ideal deve possuir o maior nimero possivel das
caracteristicas citadas abaixo [10]:

» O farmaco encapsulado deve permanecer quimicamente estavel na matriz de
liberacdo, caracteristica essencial para maximizar a eficdcia terapéutica e diminuir os
efeitos adversos;

» Responder a estimulos: a estabilidade do farmaco é necesséaria, mas uma vez no sitio
de acdo, este deve ser liberado;

> Direcionamento passivo: aspecto chave para tratamento de muitas doengas, como o
cancer. De acordo com as dimensdes do sistema ele pode permear de forma passiva
pelos tecidos e acumular-se no sitio de acao;

> Direcionamento ativo: o sistema pode possuir ligantes superficiais que o direcionam
para o sitio de a¢do. O sucesso para essa estratégia estd na selecdo dos ligantes que
devem ter alta especificidade e afinidade com as células doentes para que apenas
essas possam capta-lo;

» Toxicidade: o sistema ndo deve ser toxico e deve gerar produtos de degradacdo que
possam ser metabolizados pelo organismo;

» Facilidade para obtengdo: importante aspecto para investigagdo laboratorial e crucial

para produ¢do em escala industrial.

O controle da liberagdo de farmacos hidrofilicos em sistemas formados por diversas
matrizes ainda é um grande desafio, pois geralmente obtem-se baixas taxas de incorporagao e
a distribuicdo superficial ocasiona rapida difusdo no meio, levando a liberagdo de grande
porcentagem de ativo. Dessa forma, a obtencdo de sistemas que aperfeicoem a liberagdo
destes farmacos é de grande relevancia [11]. O cloridrato de propranolol (PROP) e o cloridrato
de daunorubicina (DNR) sdo farmacos ja utilizados na clinica médica para o tratamento de
doencas cardiovasculares e cancer, respectivamente. Sdo farmacos altamente soliveis em
agua, um dos fatos que fazem destes excelentes modelos para serem investigados na
preparacao de sistemas de liberag¢do de farmacos.

O cloridrato de propranolol (PROP), Figura 1.2, é um beta bloqueador ndo seletivo
utilizado no tratamento da hipertensdo, angina pectoris e arritmias cardiacas. O PROP é bem
absorvido no trato gastrointestinal, mas possui baixa biodisponibilidade oral (15 - 23 %) devido
ao extenso metabolismo de primeira passagem. Além disso, o PROP possui propriedades fisico-
quimicas como alta solubilidade em &gua (50 mg mL™), curto tempo de meia vida (3 - 5 horas)
e baixo peso molecular (295,81 g mol™) que fazem deste farmaco um candidato a incorporagdo

em sistemas de liberacdao que usem outras rotas de administracao diferentes da oral [12].
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Figura 1.2 - Férmula estrutural do cloridrato de propranolol.

O cloridrato de daunorubicina (DNR), Figura 1.3, é um farmaco antitumoral da classe
das antracilinas, classe esta que é uma das mais comuns utilizadas como arsenal
guimioterapéutico. A DNR possui como propriedades fisico-quimicas a alta solubilidade em
agua (39 mg mL"), tempo de meia-vida de 18,5 horas e peso molecular de 527,52 g mol™. Sua
acdo sobre as células depende da interacdo com a DNA polimerase, inibindo o crescimento de
células normais e cancerigenas ao mesmo tempo [13]. Devido a esta falta de seletividade, a
sua incorporagao em sistemas de liberagao de farmacos que possam ser utilizados em regides
localizadas do organismo que apresentem tumores pode maximizar sua agao e reduzir efeitos

adversos.

HCI
OCH;, O OH 0., 0 CH,
-
OH
NH,

Figura 1.3 - Férmula estrutural do cloridrato de daunorubicina.
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Os sistemas de liberacdo de farmacos mudaram a economia associada ao
desenvolvimento de novos produtos. Atualmente, os custos requeridos para o
desenvolvimento de um novo farmaco sao estimados em 500 milhdes de ddlares em um
tempo aproximado de 10 anos, existindo ainda, uma grande possibilidade de falhas nas
ultimas etapas dos testes clinicos. Ao passo que, um farmaco ja empregado na clinica médica
utilizado em wuma nova formulacdo de liberacdo controlada apresenta custos
significativamente menores, da ordem de 20 - 50 milhGes de délares em cerca de 3 - 4 anos.
Assim, estes sistemas nao so aperfeicoam a eficacia terapéutica do farmaco beneficiando
milhGes de pacientes, como também sdo importantes estratégias econOmicas para as
companhias farmacéuticas no desenvolvimento de novos produtos [14]. Por estas razles, o
mercado mundial de sistemas de liberacdo de farmacos estd em franco crescimento, sendo
estimado em 53 bilhGes de ddlares em 2009, podendo chegar a 136 bilhGes de ddlares em
2021 [15].

A nanotecnologia tem desempenhado um importante papel em aplicacGes
biomédicas para o aprimoramento de sistemas de liberacdo de farmacos, pois devido as
pequenas dimensdes observa-se uma melhor permeabilidade dos farmacos nos sitios de acao
e o aperfeicoamento do processo de liberagdo. Além disso, esses dispositivos em dimensoes
nanométricas podem contribuir de forma eficaz para: a liberagdo de macromoléculas em sitios
intracelulares, direcionamento de moléculas a regides especificas do organismo e sistemas
multifuncionais de diagndstico e tratamento [16].

O desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas que tem por objetivo a
obtencdo de sistemas de liberacdo de farmacos tem impulsionado o estudo de diversos
materiais de grande interesse tecnoldgico, dentre eles podem ser citados: compostos de
inclusdo com ciclodextrinas (sistemas supramoleculares do tipo hdspede-hospedeiro),

lipossomas, micelas, e ainda, sistemas poliméricos [17, 18].

1.1 Ciclodextrinas: estrutura, propriedades e aplicacoes

As ciclodextrinas (CDs) constituem uma familia de oligossacarideos ciclicos
compostos por unidades de D-glicose que sdo unidas por ligagGes glicosidicas a(1-4) e sdo
obtidas atualmente a partir da degradacdo do amido pela a¢do da enzima glicosiltransferase.
As CDs de ocorréncia natural mais comuns possuem 6, 7 ou 8 unidades de glicose e sdo
denominadas a, B e y-ciclodextrina, respectivamente, conforme apresentado na Figura 1.4. A
diferenga estrutural dessas ciclodextrinas, embora seja de apenas uma unidade de glicose,

confere a essas macroestruturas propriedades particulares conforme listado na Tabela 1.1[19].
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Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas da a, B e y-ciclodextrina.

aCD BCD yCD
Numero de monémeros de glicose 6 7 8
Massa molecular (g mol™) 972 1135 1297
Solubilidade em 4gua a 25°C (g L") 145,0 18,5 232,0
Diametro da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Altura (A) 7,9 7,9 7,9
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,L OH i i i £ ™ HO E‘H o ,L OH HO }‘\_\ o
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Figura 1.4 - Férmula estrutural das ciclodextrinas naturais.

As caracteristicas estruturais das ciclodextrinas foram definidas apds estudos de

cristalografia de raios-X e de ressonancia magnética nuclear, demonstrando que sua estrutura

é equivalente a um cone truncado, fato ocasionado pela auséncia de livre rotacdo das ligacGes

glicosidicas e conformacdo em forma de cadeira das unidades de glicose. Na conformacdo de

cone truncado os grupos hidroxila permanecem orientados para o exterior do cone estando os

grupos OH primarios localizados na extremidade mais estreita, ligados aos carbonos C6. Os

grupos OH secunddrios estdo localizados na extremidade mais larga do cone, ligados aos

atomos de carbonos C2 e C3, Figura 1.5. A disposi¢do dos grupos hidroxila confere um carater

hidrofilico a regido externa das moléculas de ciclodextrina devido a possibilidade de formacado

de ligacGes de hidrogénio com o solvente [20].
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(a) (b)

Figura 1.5 - Formula estrutural da ciclodextrina: (a) unidade glicosidica em conformagdo de

cadeira e (b) representacdo da conformagdo de cone truncado.

A ocorréncia de ligacdes intramoleculares estabelecidas entre as hidroxilas
secundarias é responsavel pela variacdo de solubilidade em dgua observada para as CDs
conforme apresentado na Tabela 1.1. Na BCD todas as possiveis ligacdes de hidrogénio
ocorrem e a rigidez do anel macrociclico reduz a solubilidade da mesma. Para a aCD somente
guatro das seis possiveis ligacdes de hidrogénio ocorrem, uma vez que uma unidade de glicose
encontra-se em posicdo distorcida. Sendo assim, é observada maior solubilidade em 3agua
quando comparada a BCD. Finalmente, a YCD apresenta a maior solubilidade entre as trés
ciclodextrinas, pois possui a estrutura mais flexivel [21].

O interior da cavidade das ciclodextrinas é delimitado pelo alinhamento dos atomos
de hidrogénio (H3 e H5) e dtomos de oxigénios provenientes das ligacdes glicosidicas (C;-O4-
C,), o que propicia caracteristicas mais hidrofébicas a essa regido da molécula quando
comparada a regido externa. Assim, as ciclodextrinas sdao capazes de solubilizar-se em meio
aquoso e ao mesmo tempo de encapsular total ou parcialmente moléculas convidadas no
interior de sua cavidade formando sistemas supramoleculares [21].

A Quimica Supramolecular tem sido descrita como “a Quimica além da molécula”,
[22] na qual os componentes sdao mantidos unidos em arranjos organizados através de
interacBes ndo covalentes do tipo van der Waals, ligagbes de hidrogénio, interagdes
eletrostaticas ou hidrofdbicas para formar compostos supramoleculares e, ainda em alguns
casos, agregados moleculares [23, 24]. A obtencdo de supermoléculas com propriedades e
funcionalidades desejadas tem sido alvo de intensos estudos com abordagem centrada na
Quimica Supramolecular [25] e as ciclodextrinas constituem blocos de construgdo muito
versateis que tém desempenhado importante papel no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de farmacos através da formacdo de sistemas do tipo hdspede-hospedeiro,

denominados compostos de inclusao, bem como de agregados moleculares [26].
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As ciclodextrinas sdo extensamente utilizadas na industria farmacéutica devido a sua
biocompatibilidade e habilidade de modificar propriedades dos farmacos através da formacao
dos compostos de inclusdo. O processo de encapsulamento ou associacdo de farmacos com
essas macromoléculas tem como propédsito modificar o mecanismo de liberacdo da molécula
hdspede, prolongando seu periodo de acdo e ainda favorecendo seu direcionamento até o
alvo de interesse. Assim, a inclusdo pode levar ao aumento da estabilidade, solubilidade e
biodisponibilidade dos farmacos incluidos. Além disso, a possibilidade do farmaco atingir
especificamente o ponto de interesse do organismo pode aperfeicoar sua eficiéncia,
culminando, por exemplo, em uma reducdo dos efeitos colaterais pré-existentes [27-29]. A
toxicidade das CDs depende da via de administracdo utilizada e os efeitos téxicos podem ser
eliminados ou reduzidos pela sele¢do da ciclodextrina apropriada ao uso pretendido [30].

Para que o composto de inclusdo seja formado dois importantes fatores devem ser
levados em consideragdo: o primeiro estd associado a existéncia de compatibilidade
dimensional entre a molécula héspede e a cavidade da ciclodextrina, ou seja, o tamanho e a
geometria da molécula a ser incluida na cavidade da CD devem ser adequados para que haja
efetiva acomodacdo da espécie. O segundo fator estd relacionado com as interacoes
termodinamicas existentes entre os componentes do sistema que devem ser energeticamente
favoraveis para que a encapsulagdo ocorra [19].

A formagdao dos compostos de inclusdo em solugdao aquosa ocorre através de um
processo em que as moléculas de dgua localizadas no interior da cavidade do macrociclo sdo
substituidas pela molécula hdspede, que interagem frequentemente com a cavidade da CD,
através sua regido hidrofébica [31]. Assim, a forca motriz para o processo de encapsulagdo é a
saida das moléculas de dgua da cavidade, uma vez que essas estdo em um microambiente
energeticamente desfavordvel, podendo ser substituidas por moléculas hdspedes menos
polares [21]. O processo de formagdo dos compostos de inclusdo pode ser descrito pela
Equacdo 1.1 e 1.2, sendo S a molécula héspede; CD a ciclodextrina; CD,S,, o composto de
inclusdo. Os indices estequiométricos da reagdo sdo representados por n, m, q. A constante de

equilibrio, denominada constante de associagao, é dada por K, [32].

Kass

nS + mCD.qH,0 CD,S,., + gH,0

Eq. 1.1

Ou de forma resumida:
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Kass Eq. 1.2
—————— (DS

nTm

nS + mCD

A constante de associacdo pode ser representada pela Equacdo 1.3 abaixo:

[CDpSm]

- —-— Eq. 1.3
ass™ |gJn[cp|m a

Conforme descrito nas Equacgdes acima, se pode observar o estabelecimento de um
equilibrio dindmico entre a forma livre do farmaco e da ciclodextrina com o composto de
inclusdo. Apds a administracdo do composto de inclusdo no organismo, sua dissociacao conduz
a liberacao do farmaco. Tal fato é mediado por efeitos de diluicdo, substituicdo competitiva de
outras substancias hidrofdbicas presentes no corpo e ainda pela degradacdo da ciclodextrina
no célon quando esta é administrada por via oral [33].

A extensdo da complexagdo é mensurada pela constante de formac¢do do composto
K.ss, a qual estabelece o grau de afinidade entre o fdrmaco e a cavidade da CD [29]. Nesse
contexto, é de extrema relevancia a determinacdo da constante de associacdo do sistema em
estudo, bem como dos parametros termodindmicos envolvidos no processo para que se
compreendam os mecanismos de associagdo entre farmacos e ciclodextrinas e, assim avaliar
sua real aplicabilidade farmacéutica.

Outra importante estratégia utilizada no desenvolvimento de sistemas sofisticados
de liberagdao de farmacos estad relacionada a capacidade das ciclodextrinas e compostos de
inclusdo se auto-associarem em solu¢cdo sob diferentes condi¢cdes para formar agregados
moleculares, como demonstrado na Figura 1.6 [33-36]. A concep¢do e preparagdo de
dispositivos nanométricos com tamanho e forma controlada é um desafio para a ciéncia
supramolecular que utiliza a auto-associacdo como uma ferramenta poderosa para construcado
de estruturas complexas, as quais ndo poderiam ser sintetizadas por métodos convencionais.
Assim, a associacdo espontanea de moléculas como as ciclodextrinas, € uma técnica

promissora para a construcdo de estruturas com propriedades desejadas [26, 37, 38].
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Figura 1.6 - Representagdo esquematica do processo de auto-associacdo dos compostos

supramoleculares.

Embora as CDs tenham sido descobertas a mais de 100 anos, a primeira evidéncia
experimental que sugeriu a tendéncia de auto-associacdo foi descrita por Miyajima et al. (1983
e 1986). Nos ultimos anos as investigacGes sobre a formacdo de agregados de ciclodextrinas
naturais e modificadas se intensificaram com os recentes avancos nas metodologias analiticas
de deteccdo, tais como as microscopias eletronicas e técnicas de espalhamento de luz [36, 39-
41).

Estudos tém mostrado que os agregados de farmaco/ciclodextrinas sio efetivos para
solubilizar moléculas hidrofébicas. O tamanho dos agregados formados varia em fungao das
condi¢des do meio e pode resultar em opalescéncia da solugao, ou em muitos casos, como o
didmetro é muito menor que o comprimento de onda da luz visivel, solugBes transparentes
sdo observadas [42-44]. Os mecanismos de agregacdo a nivel molecular ainda ndo estdo
completamente elucidados, contudo, sabe-se que as for¢as que governam sua formacdo sdo o
resultado de um delicado balanco entre forgas atrativas e repulsivas que sdo fortemente
influenciadas pela concentracdo de farmaco e ciclodextrinas, eficiéncia de encapsulagdo,
habilidade da molécula hdspede de interagir com complexos vizinhos, além da temperatura,
composicdo e agitacdo do meio [45].

Considerando a aplicabilidade farmacoldgica de agregados moleculares de
compostos de inclusdo em sistemas de liberacdo de farmacos, pode-se dizer que essa
associacao é responsavel por uma modulagdo adicional que explicaria o perfil sustentado de
liberacdo das moléculas da cavidade dos macrociclos. Tal fato pode ser explicado pela
necessidade do rompimento de forgas atrativas que mantém o agregado coeso, e em seguida
pela dissociagdo do sistema hdspede-hospedeiro com a consequente liberagcdo do farmaco que
estaria biodisponivel para exercer sua a¢do terapéutica [46]. Dessa forma, o estudo das

condicbes e mecanismos envolvidos na formacdao dos agregados moleculares de
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farmaco/ciclodextrinas deve ser bem compreendido para o desenvolvimento de novos
sistemas e compdem objeto de estudo do presente trabalho.

Adicionalmente as propriedades apresentadas, uma tecnologia emergente de
aplicacao das ciclodextrinas é a sua incorporacao estrutural a outros materiais com o objetivo
de promover alteracdes nas propriedades destes e conferir-lhes caracteristicas
supramoleculares [47]. Nesse sentido, as ciclodextrinas vém sendo utilizadas no
desenvolvimento de uma grande variedade de polimeros [48, 49]. Dois tipos distintos de
estrutura macromolecular para os polimeros que contém ciclodextrinas tém sido reportados.
No primeiro caso a CD modifica a cadeia lateral de outros polimeros atuando como um grupo
pendente. No segundo tipo os monémeros de CD comp&em a estrutura principal da cadeia
polimérica, os quais sdo conectados por agentes de acoplamento bifuncionais, tais como
epicloridrina, diepdxidos, diisocianatos e anidridos [50]. Nesse ultimo caso o polimero é
denominado poli-ciclodextrina (poliCD), o qual pode exibir estrutura globular ou linear
dependendo das condi¢ées empregadas no método de sintese, Figura 1.7 [51, 52]. O agente de
acoplamento mais empregado é a epicloridrina. Esse reagente contém dois grupos funcionais
ativos: um grupo epdéxido e um grupo cloroalquilico que reagem com as hidroxilas das
ciclodextrinas. O polimero resultante é constituido por segmentos de tamanhos variados de 2-

hidroxipropil éter ligados as moléculas de CD [53].

Figura 1.7 - Representagdo esquematica: (a) poli-ciclodextrina linear e (b) poli-ciclodextrina

globular.

A juncdo de propriedades poliméricas e supramoleculares exibidas pelas poli-

ciclodextrinas torna esse material extremamente versatil, com caracteristicas desejadas para
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serem empregados em sistemas de liberacao de farmacos. Por essa razao as poliCDs tem sido

alvo de intensa pesquisa em aplicacdes farmacéuticas e biomédicas [28, 54-58].

1.2 Materiais poliméricos e sistemas de liberagdo de farmacos

As tecnologias associadas ao desenvolvimento de matrizes utilizadas em sistemas de
liberacdo de farmacos cresceram significativamente nas ultimas décadas impulsionadas pelo
uso de materiais poliméricos biocompativeis [59, 60]. A fusdo da ciéncia de polimeros com as
ciéncias farmacéuticas conduziu a um avan¢o espetacular em termos de inovagdao nos
processos de obtencdo, culminado em novas arquiteturas e produtos [61-65].

Uma grande variedade de polimeros naturais e sintéticos é extensamente utilizada
como materiais capazes de controlar a liberacdo do farmaco, sustentando a acdo terapéutica
ao longo do tempo. Dentre os naturais podem-se citar os polimeros a base de proteinas e os
polissacarideos tais como: coldgeno, albumina, agarose, alginato, dcido hialurénico, quitosana
e dextran. Diversas classes de polimeros sintéticos também tém sido estudadas, conforme

apresentado na Tabela 1.2 [64].
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Tabela 1.2 - Polimeros sintéticos utilizados em sistemas de liberagdo de farmacos.

BIODEGRADAVEIS

Poliestéres Poli(acido  latico), poli(acido glicdlico),
poli(hidroxibutirato), poli(e-caprolactona),
poli(dcido B-malico), poli(dioxanonas) e

copolimeros

Polianidridos Poli(acido sebacico), poli(acido adipico),

poli(acido terftalico) e copolimeros

Poliamidas Poli(iminocarbonatos) e poli(aminoacidos)
Polimeros fosforosos Polifosfatos; polifosfonatos e polifosfazenos
Outros Poli(cianoacrilatos); poliuretanas;

poliortoestéres; polidihidropiranos

NAO BIODEGRADAVEIS

Derivados de celulose Carboximetil celulose; hidroximetil celulose;

etilcelulose; acetato de celulose

Silicones Poli(dimetilsiloxano)

Polimeros acrilicos Poli(metacrilatos); poli(metilmetacrilato);

polihidroxo(etilmetacrilato)

Outros Polivinilpirrolidona; etilvinilacetato

Polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles que se degradam para
gerar produtos nao toxicos através de mecanismos que envolvem meios enzimaticos, quimicos
ou microbianos. As vias de degradacgdo descritas podem ocorrer separadamente ou de forma
simultanea. Os principais fatores que influenciam a razdo de degradacdo desses materiais sao:
estrutura quimica e composicdo do polimero; distribuicdo da massa molecular; perfil
cristalografico (amorfo, semicristalino, cristalino); tamanho e forma do dispositivo; local de
implanta¢do e mecanismo de hidrélise [64].

Biopolimeros naturais s3o usualmente biodegradaveis e oferecem excelente
biocompatibilidade, porém os lotes produzidos podem sofrer variagées devido as dificuldades
de purificagdo. Por outro lado, polimeros sintéticos estdo disponiveis em uma extensa
variedade de composi¢des com facil ajuste das propriedades [61]. Os poliésteres sdo polimeros
sintéticos biodegradaveis aprovados para uso em humanos pela Agéncia de Regulacdo Norte
Americana (Food and Drug Administration - FDA) que tém sido extremamente investigados

para aplicacdo em dispositivos de liberacdo de farmacos demonstrando desempenho e
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performance satisfatdria [18, 66-69]. Estes polimeros podem ser sintetizados utilizando uma
grande variedade de monémeros por reacdes de abertura de anel de lactonas e anidridos
ciclicos, seguidos de reacGes de policodensacdo [70]. Dentre eles destacam-se o poli(acido
latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA) e seus copolimeros denominados poli(latico-co-
glicdlico), Figura 1.8. Estes polimeros apresentam boas propriedades mecanicas, baixa
capacidade alergénica e uma cinética previsivel de degradacdo, a qual ocorre por erosao

através da clivagem da cadeia polimérica liberando o acido latico e glicélico [71].

CH3 o o o o
CH—C— H—c— CH—c— H—C—O

Figura 1.8 - Unidades monoméricas: (a) PLA, (b) PGA e (c) PLGA.

Além dos polimeros biodegradaveis, uma variedade de polimeros ndo biodegradaveis
também é utilizada pela industria farmacéutica na preparacdao de sistemas de liberacdo de
farmacos e dentre os quais os polimeros derivados de celulose e os acrilicos, tais como o
poli(acido metacrilico) (PMAA) sdo extensamente aplicados como revestimentos de formas

farmacéuticas, filmes transdérmicos, adesivos bucais e outros dispositivos, Figura 1.9 [72].

CH CH; |,
Figura 1.9 - Unidade monomérica do PMAA.

O PMAA é um polimero hidrofilico que possui como importante caracteristica a
capacidade de resposta a variacGes de pH do meio. A formacgao de ligagOes cruzadas confere
ao PMAA a propriedade de absorver agua e inchar. Este comportamento é fortemente
influenciado pelo pH devido a ionizagdo dos grupos carboxilicos. Em valores de pH acima de
5,5 os grupos carboxilicos estdo ionizados e a repulsdo entre as cargas faz com que o PMAA

absorva agua [73].
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A selecdo do polimero apropriado para a confeccdo do dispositivo perpassa pelo
conhecimento de suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas e fung¢des bioldgicas
necessarias ao uso pretendido. A preparacao de blendas poliméricas é uma opg¢ao alternativa
para a preparacao de novos materiais, uma vez que o sistema obtido pode combinar
propriedades associadas aos materiais de partida, resultando em maior modulacdo de
liberacdo do farmaco [74][75].

O uso da nanotecnologia em aplicagbes médicas tem revolucionado o
desenvolvimento de varios tipos de carreadores de fadrmacos a base de polimeros, tais como

nanoparticulas, hidrogéis, micelas, lipossomas e nanofibras [10, 18, 76-80].

1.3 Eletrofiagdo

Fibras poliméricas sdo convencionalmente preparadas empregando-se processos
mecanicos tais como a extrusao, através dos quais sdo obtidos diametros da ordem de dezenas
de micrometros, similares as fibras naturais. Nas ultimas décadas, avancos em novas
tecnologias de obtencdo de fibras poliméricas tem impulsionado um maior controle da
morfologia, bem como a reducgéo significativa de seu diametro [81].

A técnica denominada eletrofiacdo (do inglés electrospinning) tem recebido grande
destaque na preparacdo de fibras poliméricas continuas utilizando solu¢des poliméricas ou
polimeros fundidos através da aplicagdo de um campo elétrico. Tal processo é eficiente e
versatil na obtencdo de diferentes fibras poliméricas multifuncionais com morfologias e
arquiteturas em duas (2D) e trés dimensdes (3D), cujos diametros variam da ordem de 10 a
10.000 nan6metros [82].

A primeira descricdao de obten¢do de fibras poliméricas empregando-se um campo
elétrico foi realizada por Anton Formhals na forma de uma patente em 1934, contudo, tal
procedimento permaneceu sem utilizagdo comercial durante este periodo. A técnica de
eletrofiagdo recebeu esta denominagdo e substancial atengdo a partir de 1990 com os
trabalhos de Reneker e colaboradores, os quais estudaram a formacdo de fibras finas
utilizando diversos polimeros [83]. Desde entdo, o numero de publicagdes cientificas e
patentes depositadas cresceram exponencialmente em decorréncia da simplicidade e
potencialidade da técnica.

A Figura 1.10 apresenta um equipamento em escala laboratorial de eletrofiacdo, o
qual é composto pelos seguintes componentes basicos: gerador de voltagem, bomba de
infusdo, bico injetor e substrato coletor [82]. Uma seringa que armazena o polimero fundido
ou sua solucdo é conectada ao bico injetor e com o auxilio da bomba de infusdo este liquido é

bombeado a uma razdo de fluxo controlada. Quando a alta voltagem é aplicada ao sistema, a

15



Capitulo 1: Introdugdo

gota pendente de liquido se distorce devido as repulsdes eletrostaticas entre as cargas de
superficie formando o denominado cone de Taylor. No momento em que a forga repulsiva
supera a tensdo superficial do liquido, um jato de fibras é ejetado e depositado no substrato

coletor [84].

Solug@o polimérica

B ) e
| rm— i Fibras poliméricas
| [ iy ) C 0 n e d e 'ra y ‘ 0 v

Bomba de infusdo :
Bico injetor l ' \
D

p. N
:A Jato de fibra
&a
;

Substrato coletor

Gerador de voltagem
|

4

Figura 1.10 - Representagdo esquematica do equipamento de eletrofiagdo, cone de

Taylor e fibras de PMAA obtidas por eletrofiagdo.

Com o objetivo de obter diferentes morfologias e arquiteturas, o equipamento basico
de eletrofiacdo pode ser alterado, principalmente no que se refere ao bico injetor e ao
substrato coletor [85]. Os bicos injetores sdao geralmente constituidos por materiais metalicos
e podem ser formados por saidas Unicas ou multiplas. Os bicos de saidas Unicas d3o origem as
fibras denominadas uniaxiais, cuja estrutura é formada por uma estrutura macica de polimero.
Os bicos de saidas multiplas sdo alinhados concentricamente e ddo origem as fibras coaxiais,
cuja estrutura consiste de uma fibra interna recoberta por outra externa, Figura 1.11. Além
disso, estes bicos injetores multiplos podem formar também fibras ocas [85]. O uso de varios
bicos injetores alinhados em paralelo além de permitir o aumento da eficiéncia de producao,

possibilita a obtencao de sistemas compdsitos formados por diferentes fibras poliméricas [82].
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Figura 1.11 - Representag¢ao esquematica da preparagao de fibras uniaxiais utilizando bico

injetor de saida unica e fibras coaxiais utilizando bicos injetores de saidas multiplas.

Fibras sdo geralmente coletadas na forma de membranas em duas dimensdes (2D),
utilizando substratos coletores estaticos e planares. Para aumentar de forma significativa as
potencialidades e o desempenho das fibras poliméricas estas podem ser produzidas em
arranjos tridimensionais utilizando substratos coletores em 3D para a deposi¢do. Os substratos
coletores podem ser tubos multiplos interconectados com diferentes tamanhos, formas e
padrdes [86].

Parametros instrumentais e associados a solugdo polimérica devem ser controlados
para otimizar e viabilizar a obtencao reprodutivel das fibras, uma vez que influenciam no
didametro, morfologia e caracteristicas superficiais. Dentre eles destacam-se os parametros da
solucdo polimérica: concentragdo, viscosidade, massa molecular do polimero, condutividade e
volatilidade do solvente; bem como os parametros instrumentais: razdo de fluxo, for¢a do
campo elétrico, distancia do bico injetor ao substrato coletor. Além desses, a temperatura e
umidade do ambiente desempenham um importante papel nas caracteristicas das fibras [87].

Geralmente, baixas concentragGes de polimero levam a interrupc¢do do jato de fibras

ocasionando a formacao de gotas por toda sua extensao. Por outro lado, altas concentracdes
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de polimero podem aumentar o didmetro da fibra ou prevenir o jato de ejecdo devido ao
aumento da tensdo superficial. O efeito da viscosidade ocorre da mesma forma que o da
concentragdo, ou seja, baixas viscosidades estdo associadas a interrupgcdo da formacdo de
fibras, ao passo que, altas viscosidades ndo sdo recomendadas para a obtencdo destes
sistemas. A massa molecular do polimero afeta a viscosidade, tensdo superficial e
condutividade da solucdo. Estudos mostram que a formacdo de fibras estd associada a
polimeros que possuam altos pesos moleculares. Incrementos na condutividade da solugdo
polimérica levam a formacao de fibras mais homogéneas, mesmo a baixas concentra¢des de
polimero. O aumento da condutividade pode ser obtido por incorporagdo de sais inorganicos
como NacCl, CaCl,, FeCl; [82, 87].

Com relagdo aos parametros instrumentais, o aumento do fluxo de injecdo da
solucdo polimérica ocasiona o aumento do diametro da fibra e a baixa razao de fluxo impede a
formacdo do jato. O efeito do campo elétrico é oposto ao do fluxo de injecdo, altos campos
elétricos geram mais cargas superficiais na solugdao polimérica diminuindo seu diametro. Por
essa razdo deve haver um controle simultaneo destes dois parametros para obteng¢do de fibras
com caracteristicas desejadas. Além disso, é necessaria uma distancia minima do bico injetor
ao coletor para que haja tempo suficiente para a fibra secar antes de se depositar. Tal
distancia ird depender da concentragao da solugdo e da voltagem aplicada, mas em geral, estd
entre 10 a 25 cm [82, 87]. A Figura 1.12 ilustra como a concentragdo da solugdo polimérica,

razao de fluxo e campo elétrico influenciam a formacgao de fibras.

Particulas colapsadas Esferas Fibras com gotas Fibras
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Razao de fluxo
Aumento de diametro

Concentragdo da solucdo

Aumento

Figura 1.12 - llustragdo esquematica do efeito da concentragao solugao polimérica, razdo de

fluxo e campo elétrico na obtengdo de fibras poliméricas por eletrofiagdo [88].

18



Capitulo 1: Introdugdo

Fibras poliméricas tém atraido grande interesse em varias dreas do conhecimento
incluindo a téxtil, ambiental, catalise, membranas e filtros [89], sensores, energia, engenharia
de tecidos e liberacdo de farmacos devido a suas caracteristicas multifuncionais tais como
grande razdo area/volume, possibilidade de modificacdo de superficie/funcionalizacdo e
incorporacdo de diversos materiais [90]. Como sistemas de liberacdo de fadrmacos, as fibras
poliméricas podem oferecer terapias de administracdo sistémica e local quando comparadas a
outros dispositivos como as nanoparticulas, nanocapsulas e micelas que devido a sua fluidez
intrinseca possuem maior dificuldade de se fixar em areas do corpo. Além disso, as fibras sdo
capazes de melhorar significativamente as taxas de encapsulamento de farmacos e podem ser
cortadas em qualquer tamanho e forma, tornando-as atrativas para aplicacées clinicas [88,

91].

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Diante do exposto o presente trabalho tem por objetivo central o desenvolvimento
destes sistemas supramoleculares baseados em ciclodextrinas e nanofibras de polimeros
biodegradaveis para a liberagdao controlada de farmacos utilizando como modelo um farmaco
anti-hipertensivo (cloridrato de propranolol) e um quimioterdpico (cloridrato de

daunorubicina).

1.4.2 Objetivos especificos

> Preparar compostos de inclusdo formados por PB-ciclodextrina e cloridrato de
propranolol. Estudar os sistemas supramoleculares formados utilizando diferentes
técnicas de caracterizagdo em solugao;

» Investigar o processo de auto-associa¢do dos compostos de inclusdo, determinando os
parametros termodinamicos de interagdao, bem como o tamanho e massa molecular
dos agregados formados;

> Sintetizar e caracterizar polimeros supramoleculares a base de p-ciclodextrina
(poliBCD);

> Realizar ensaios de citotoxicidade em fibroblastos para os polimeros sintetizados;

> Preparar fibras poliméricas a base dos polimeros supramoleculares sintetizados e
polimeros comerciais biocompativeis em associacdo com cloridrato de propranolol e

cloridrato de daunorubicina;
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> Investigar o perfil cinético de liberagdo dos farmacos in vitro a partir das fibras

sintetizadas.

> Avaliar in vitro e in vivo a citotoxicidade, efeitos inflamatérios e anti-angiogénicos para

as fibras contendo cloridrato de daunorubicina.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento do presente trabalho possuem
grau analitico. Abaixo estao descritas algumas propriedades fisico-quimicas e a procedéncia da
B-ciclodextrina, dos farmacos cloridrato de propranolol e cloridrato de daunorubicina,

polimeros comerciais poli(acido metacrilico) e poli(latico-co-glicélico) (50:50).

B-ciclodextrina

Cddigo: BCD

Nomenclatura IUPAC: ciclo-hepta-glucoamilose
Formula molecular: C4,H70035.11H,0

Massa molar: 1135 g mol™

pKa: 12,1 [92]

Ponto de fusdo: 311,31 °C [93]

Fabricante: Xiamem Mchem Pharma LTD.

Lote: 20031210

Cloridrato de propranolol

Nomenclatura IUPAC: cloridrato de 1-[(1-metiletil)Jamino]-3-(1-naftaleniloxi)-2-propanol
Férmula molecular: CigH,1:NO,.HCI

Massa molar: 295,80 g mol™

Solubilidade: soluvel em agua e etanol, pouco solivel em cloroférmio e éter etilico

pKa: 9,5 [94]

Pureza: 99,2%

Ponto de fusdo: 163 °Ca 166 °C

Fabricante: Changzhou Yabang Pharmaceutical Co., Ltd

Lote: M090810

Cloridrato de daunorubicina

Nomenclatura IUPAC: cloridrato de (8S,10S)-8-acetil-10-[(2S,4S,5S,6S)-4-amino-5-hidroxi-6-
metil-oxan-2-il]oxi-6,8,11-trihidroxi-1-metoxi-9,10-dihidro-7H-tetraceno-5,12-diona

Férmula molecular: C,;H55NO4.HCI

Massa molar: 527,52 g mol™

Solubilidade: soluvel em agua, dimetilformamida
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pKa: 10,3
Ponto de fusao: 208 °C a 209 °C
Fabricante: Tecoland Corporation

Lote: 20130708

Poli(dcido metacrilico)

Massa molar: 100.000 g mol™

Solubilidade: soluvel em agua, metanol, soluc¢des alcalinas
Fabricante: Polyscience, Inc.

Lote: 623077

Poli(latico-co-glicdlico) (50:50)

Massa molar: 60.000 g mol™

Solubilidade:diclorometano, dimetilformamida, dimetilsulféxido, acetona
Fabricante: Polyscience, Inc.

Lote: DO11093

Demais reagentes utilizados

. Agua tipo 1: Milli-Q® - Millipore

. Oxido de deutério (D20): Cambridge Isotope Laboratories, Inc. 99,9 % de pureza
. Epicloridrina: Sigma-Aldrich

. Hidréxido de sddio: Vetec

. Acido cloridrico: Vetec

. N,N-dimetilformamida: Sigma-Aldrich

. Tetrahidrofurano: Vetec

. Dodecilsulfato de sédio: LGC Biotecnologia

. Acetona: Vetec

O 00 N o uu »n b W N B

. Acido férmico grau HPLC: Merck

10. Hidrogeno fosfato dissodico: Vetec

11. Dihidrogeno fosfato de potassio: Vetec

12. Brometo de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-(difeniltetrazol): Sigma-Aldrich
13. Meio de cultura DMEM high glucose: Invitrogen

14. Meio de cultura DMEM low glucose: Invitrogen
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2.2 Descrigdo dos experimentos
2.2.1 Preparo do composto de inclusédo

O composto de inclusdo de cloridrato de propranolol e B-ciclodextrina (PROP:3CD)
foi preparado em propor¢des equimolares empregando-se o método de liofilizagdo ja relatado
na literatura [47, 95, 96]. Dessa forma, foram dissolvidos 192 mg (0,17mmol) de fCD em 50 mL
de agua. Em seguida, foram adicionados 50 mg (0,17 mmol) de cloridrato de propranolol a
solugdo de BCD. A mistura permaneceu sob agitacdo por 4 horas, a temperatura ambiente, e
foi submetida ao processo de congelamento, empregando-se nitrogénio liquido para posterior

secagem a pressao reduzida (liofilizacdo).

2.2.2 Determinagdo dos pardmetros fisico-quimicos de interacdo do sistema
PROP:3CD

Com o intuito de obter os pardmetros fisico-quimicos de interacdo molecular para o
sistema formado por cloridrato de propranolol e BCD foram obtidas as curvas de calorimetria
de titulacdo isotérmica (titulacGes realizadas em triplicata), nas quais foram adicionados 49
incrementos sucessivos de 5 L de uma solugdo aquosa do farmaco (80 mmol L™) em 1,0 mL
de solugdo aquosa de BCD (1 mmol L) presente na cela calorimétrica de reagdo. A razio molar
de PROP/BCD variou de 0,09 a 22,62. Intervalos de 600 segundos foram utilizados entre cada
inje¢do para que o sinal analitico retornasse a linha de base. A solugdo presente na cela
calorimétrica permaneceu sob agitagdo de 250 rpm durante todos os experimentos. Para
avaliar a influéncia da temperatura nos parametros termodinamicos, as titulacdes foram
realizadas em cinco temperaturas: 278,15; 288,15; 298,15; 308,15 e 318,15 K. Foram obtidas
também as curvas de titulacdo da solucdo de cloridrato de propranolol em dgua, bem como as
curvas de titulagdo da solugdo de BCD em agua e ambas foram subtraidas das curvas de

titulacdo de farmaco em BCD para eliminar efeitos de diluigdo dos dois compostos em agua.

2.2.3 Avadliagdo do tamanho dos agregados moleculares do sistema PROP:3CD

Com o objetivo de obter informagdes associadas ao tamanho dos agregados
moleculares que poderiam se formar mediante a interagdo de cloridrato de propranolol e BCD
em 3agua, foram realizadas titulagbes monitoradas por espalhamento de luz dinamico
(triplicata) a 25 °C, nas quais 49 incrementos sucessivos de 10 uL de solugdo aquosa do
farmaco (80 mmol L") foram adicionados em 2,0 mL de solugdo aquosa de BCD (1 mmol LY, e
apo6s cada adicao, foi obtida a média da intensidade da luz espalhada na solugdo final (média

de 10 medidas). A variagdo da razdo molar de PROP/BCD foi a mesma utilizada nos
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experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica, ou seja, variou de 0,09 a 22,62. Assim,
para cada ponto da titulacdo obteve-se a medida da distribuicdo do tamanho dos agregados
formados. Para efeito comparativo também foram realizadas titulacdes em branco do
cloridrato de propranolol em dgua, bem como BCD em agua. Tais titulagdes foram realizadas

em triplicata e nas mesmas condi¢gdes mencionadas anteriormente.

2.2.4 Avaliagdo da massa molecular dos agregados moleculares do sistema

PROP:BCD

Com o objetivo de verificar a formacao e a massa de possiveis agregados moleculares
do sistema formado por cloridrato de propranolol e B-ciclodextrina na proporgdo 1:1, bem
como para os compostos livres foram realizadas medidas por espectrometria de massas. As
amostras foram solubilizadas em solucdo aquosa de acido férmico 0,1 % (v/v) e injetadas
diretamente na fonte do espectrometro de massas nas seguintes concentragdes: 1000 pg mL™
para o composto de inclusdo e BCD; e 50 ug mL" para o cloridrato de propranolol. A voltagem
do capilar e do cone foram respectivamente 3200 e 30 V, com temperatura de dessolvatacao

de 120°C e varredura de 100 a 2000 m/z.

2.2.5 Sintese de polimeros a base de B-ciclodextrina

Polimeros sintetizados a base de B-ciclodextrina (poliBCD) foram obtidos através de
pequenas modificagdes em métodos previamente descritos na literatura [50, 51]. Foram
empregadas reagdes de policondensagao utilizando B-ciclodextrina e epicloridrina, a qual atua
como agente de acoplamento bifuncional e promove a interconec¢ao dos monémeros de BCD.
A sintese se processa em meio fortemente alcalino, uma vez que o valor de pK, da BCD é de
12,1 [92]. Tal reagdo resulta na formacdo de polimeros nos quais a ciclodextrina compde a

estrutura principal da cadeia polimérica, conforme apresentado na Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Reacao entre ciclodextrina e epicloridrina para formagdo de estrutura
macromolecular, na qual a ciclodextrina compdem a estrutura principal da cadeia

polimérica.

Para tanto 10 g (8,8 mmol) de BCD foram solubilizadas em 15 mL de solugdo de
hidréxido de sédio 15 % (p/V), e mantida sob agitagdo mecanica por duas horas. A solugdo foi
aquecida a 35 °C e foram adicionados 7 mL (88 mmol) de epicloridrina (EP), mantendo-se a
razdo molar EP/BCD igual a 10. A temperatura e agitacdo mecéanica foram mantidas constantes
durante toda a reacdo que se processou por quatro horas e foi interrompida pela adi¢do de 50
mL de acetona. Apds decantagdo, a acetona foi removida e o pH da fase aquosa foi
neutralizado utilizando-se solugdo de &cido cloridrico 6 mol L™. Visando purificar o polimero
sintetizado, a solu¢do resultante foi dialisada em agua durante sete dias utilizando membrana
MWCO 7 KDa. Posteriormente, a solugao polimérica foi submetida a aquecimento em estufa a
vacuo a uma temperatura de 60 °C até a obtengao do polimero seco. O polimero foi submetido

a caracterizagado fisico-quimica e foi avaliado quanto ao seu potencial citotoxico.

2.2.6 Determinag¢do da massa molar ponderal média, raio de giro e segundo
coeficiente do virial para poliBCD sintetizada

A técnica de espalhamento de luz estatico foi utilizada como um método direto para
determinacdo da massa molar ponderal média (M,,) da poliBCD sintetizada, bem como do raio
de giro (R,) e do segundo coeficiente do virial (A;). As medidas foram realizadas em um
equipamento de espalhamento de luz a 4ngulos multiplos em colaboragdo com o prof. Alvaro
Vianna Novaes de Carvalho Teixeira da Universidade Federal de Vigosa - UFV. Foi utilizado o
método de Zimm para a obtenc¢do dos parametros citados, no qual é medida a intensidade da

luz espalhada por diferentes concentragdes da solugdo polimérica a diferentes angulos. Para
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tanto, foram preparadas solu¢des de poliBCD com concentracgdes variando de 0,4 a5 g mL™, as
quais foram filtradas em membranas de 0,45 um para posterior realizagdo das medidas. A
leitura da intensidade da luz espalhada foi determinada em uma faixa angular de 30 - 110°
utilizando um passo de 10°. A dgua Milli-Q® foi utilizada como padrdo para a determinagdo da
razdo de Rayleigh e para o calculo da constante éptica K. O incremento do indice de refracdo
em fungdo da concentragdo, necessario para determinacdo de M,, foi obtido em refratometro
diferencial, o qual é capaz de medir a diferenga de indice de refracdo entre uma solu¢dao como
uma funcdo da concentracdo de soluto. Para este experimento as concentracdes de solugcao

polimérica variaram de 1 a 10 mg mL™.

2.2.7 Determinagdo da citotoxicidade da poliBCD sintetizada

Com o intuito de avaliar in vitro o potencial citotdxico dos polimeros sintetizados,
foram realizados ensaios de viabilidade celular pelo método de metabolizacdo do MTT -
brometo de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-(difeniltetrazol) em colaboracdo com a Prof® Maria
Esperanza Cortés da Faculdade de Odontologia da UFMG.

Para o cultivo de fibroblastos gengivais humanos foi utilizado o meio de cultura
DMEM high glucose suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino. As células foram
cultivadas em garrafas de cultura celular Zellkultur flaschen de 75 mL em estufa com atmosfera
enriquecida de CO, (12 %) a 37 °C até o ponto de confluéncia. Posteriormente, as células foram
tratadas com solugdo de tripsina/EDTA e semeadas em placas de cultura celular de 96 pocos
com densidade inicial de 9 x 10° células/poco. As placas foram incubadas por 72 horas para
permitir adesdo das células nos pocos.

Apds esse periodo, solucbes dos polimeros recentemente preparadas em meio
DMEM high glucose foram adicionadas nas concentra¢des de 10000 a 1,56 pug mL*
(sextuplicata) e incubadas por 48 horas. Em seguida, cada poco foi lavado com meio DMEM
low glucose e aplicados 10 pl/pogo da solugdo de 0,5 mg mL™ de MTT diluido em solugdo
aquosa de HCl 0,01 mol L™ e as culturas celulares foram incubadas por mais 4 horas nas
mesmas condi¢des. Ao término do periodo de exposicdo ao MTT, os meios foram aspirados e
as monocamadas celulares dissolvidas com 100uL/poco de dodecilsulfato de sddio (solugdo 10
% p/V em HCl 0,01 mol LY. A solucdo azul de formazan obtida foi submetida a leitura em
espectrofotometro a 570 nm. Assim, a intensidade da coloragdo azul, é diretamente
proporcional ao nimero de células viaveis. A absorvancia foi entdo utilizada para o calculo das
porcentagens de viabilidade celular. A andlise estatistica dos resultados foi realizada por

ANOVA utilizando um valor de significancia P < 0,05.
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2.2.8 Preparagdo de fibras poliméricas uniaxiais e coaxiais de cloridrato de

propranolol em matriz de PMAA e poliBCD

Fibras poliméricas uniaxiais e coaxiais a base de poliBCD e poli(acido metacrilico)
(PMAA) na presenca e auséncia de cloridrato de propranolol foram preparadas pelo método
de eletrofiacdo utilizando gerador de voltagem Gamma High Voltage Research ES40 e bomba
de injecdo Harvard Apparatus PHD 2000. A distancia entre o bico injetor e a placa coletora foi
de aproximadamente 25 cm.

Para obter as fibras uniaxiais foram preparadas blendas poliméricas utilizando N,N-
dimetilformamida como solvente, a concentragdo total de polimeros foi de 250 mg mL™ e as
proporcdes foram de 100:0; 80:20 e 60:40 % (p/p) de PMAA:poliBCD. Os mesmos sistemas
também foram preparados com adicdo de cloridrato de propranolol na concentracdo de 5 mg
mL™. As solucdes poliméricas permaneceram sob agitagdo por 24 horas para que os polimeros
fossem solubilizados e para que o farmaco interagisse com as cavidades das BCD. Para obter
esta configuracdo de fibra foi utilizado um bico injetor de saida Unica e as condicGes
experimentais empregadas foram de fluxo de 3,0 - 2,5 mL h™ e voltagem de 15 kV.
Posteriormente, as fibras foram submetidas a um tratamento térmico e, assim, foram
aquecidas a 170° C por 48 horas com o objetivo de promover o processo de liga¢do cruzada
entre as cadeias poliméricas.

Fibras coaxiais também foram preparadas utilizando os polimeros ja descritos nas
mesmas concentragdes. Nessa configuracdo as solugdes poliméricas individualizadas foram
bombeadas até um bico injetor de saida multipla, no qual um capilar menor passa por dentro
de um capilar maior e as duas solugdes se combinam somente na saida do bico injetor,
conforme ja relatado por Yu e colaboradores (2010) [97]. A solugdo que compde o interior da
fibra é a de poliBCD e cloridrato de propranolol na qual foi utilizado um fluxo de 1,0 mLh™ e a
solucdo de revestimento externo é a de PMAA na qual foi utilizado um fluxo d 2,0 mL h™. A
voltagem aplicada em todo o sistema foi de 15 kV. Estas fibras também foram submetidas ao
mesmo tratamento térmico descrito anteriormente. Todo o conteddo de cloridrato de
propranolol foi considerado incorporado as fibras, uma vez que o farmaco foi totalmente

solubilizado na solugdo polimérica resultante e todo o volume desta foi convertido em fibras.
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2.2.9 Estudo da cinética de liberagdo in vitro para as fibras poliméricas uniaxiais e
coaxiais de cloridrato de propranolol em matriz de PMAA e poliCD

Os estudos de cinética de liberagao in vitro de cloridrato de propranolol a partir de
fibras poliméricas uniaxiais e coaxiais a base de PMAA e poliBCD obtidas apds tratamento
térmico foram efetuados em uma incubadora de bancada Contemp modelo Q120A3,a 37 °Ce
100 rpm. As amostras foram pesadas em triplicata (cerca de 100 mg) e acondicionadas em
tubos Falcon contendo 3 mL de tampao fosfato pH = 7,4. Aliquotas de 3,0 mL foram coletadas
a cada 15 minutos na primeira hora; a cada hora nas primeiras 8 horas e em seguida a cada 24
horas até o final do experimento. Apds cada coleta foi realizada a reposicdo do meio com
adicao de mais 3,0 mL de tampao fosfato. O farmaco cloridrato de propranolol foi quantificado
em cada aliquota por Espectroscopia de Absorcdo na Regido de Ultravioleta-Visivel a 290 nm.
As solucGes-padrao utilizadas para construir a curva de calibragdo foram preparadas através da
diluicdo sucessiva de uma solugdo estoque de cloridrato de propranolol em tampao fosfato pH
7,4 abrangendo uma faixa de trabalho de 5,0 a 66,0 pg mL™, cujo coeficiente de correlacdo (R?)

foi maior que 0,99.

2.2.10 Preparagdo de fibras poliméricas uniaxiais de cloridrato de daunorubicina em
matriz de PLGA

Fibras poliméricas uniaxiais a base de PLGA na presenca e auséncia de cloridrato de
daunorubicina foram preparadas pelo método de eletrofiagdo utilizando gerador de voltagem
Gamma High Voltage Research ES40 e bomba de inje¢do Harvard Apparatus PHD 2000. A
distancia entre o bico injetor e a placa coletora foi de aproximadamente 25 cm.

Para obter as fibras preparou-se uma solugdo de PLGA (50:50) na concentragdo de
25 % m/v utilizando-se a mistura de solventes formada por N,N-dimetilformamida e
tetrahidrofurano na proporcdo de 70:30 v/v. Os mesmos sistemas também foram preparados
com adi¢do de daunorubicina na concentragdo de 7 mg mL™. Para obter esta configuracdo de
fibra foi utilizado um bico injetor de saida Unica e as condi¢cdes experimentais empregadas
foram de fluxo de 1,0 mL h™* e voltagem de 18 - 20 kV. Apés o processo de eletrofiacdo, as
fibras foram coletadas, armazenadas em dessecador ao abrigo da luz e, posteriormente, foram

aquecidas a 35 °C sob vacuo por 48 horas para a eliminagdo de residuos de solvente.
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2.2.11 Estudo da cinética de liberagdo in vitro para fibras poliméricas uniaxiais de
cloridrato de daunorubicina em matriz de PLGA

Os estudos de cinética de liberagdo in vitro de cloridrato de daunorubicina a partir de
fibras poliméricas uniaxiais a base de PLGA foram efetuados em uma incubadora de bancada
Contemp modelo Q120A3, a 37 °C e 50 rpm. As amostras foram pesadas em triplicata (cerca
de 20 mg) e acondicionadas em tubos Falcon contendo 1 mL de tampdo fosfato pH = 7,4.
Aliquotas de 1,0 mL foram coletadas a cada 15 minutos na primeira hora; a cada hora nas
primeiras 8 horas e em seguida a cada 24 horas até o final do experimento. Apds cada coleta
foi realizada a reposicdao do meio com adicdo de mais 1,0 mL de tampao fosfato. O farmaco
cloridrato de daunorubicina foi quantificado em cada aliquota por Espectroscopia de Absorcao
na Regido de Ultravioleta-Visivel a 475 nm. As solu¢Ges-padrao utilizadas para construir a
curva de calibragdo foram preparadas através da diluicdo sucessiva de uma solugdo estoque de
cloridrato de daunorubicina em tampao fosfato pH 7,4 abrangendo uma faixa de trabalho de

7,3 a 54,6 ug mL™?, cujo coeficiente de correlacdo (R?) foi maior que 0,99.

2.2.12 Determinagdo da viabilidade celular das fibras poliméricas uniaxiais de
cloridrato de daunorubicina em matriz de PLGA

Com o intuito de avaliar in vitro o potencial citotéxico das fibras de PLGA contendo
daunorubicina incorporada, foram realizados ensaios de viabilidade celular pelo método de
metabolizacgdo do MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-(difeniltetrazol) em
colaboragdo com a Prof® Maria Esperanza Cortés da Faculdade de Odontologia da UFMG.

Para o cultivo das células tumorais A431 foi utilizado o meio de cultura DMEM
suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino, L-glutamina (2 mmol L), penicilina e
streptomicina (100 Ul mL™) e N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-acido etanosulfonico) (25 mmol
L™). As células foram cultivadas em garrafas de cultura celular Zellkultur flaschen de 75 mL em
estufa com atmosfera enriquecida de CO, (5 %) a 37 °C. O meio foi trocado de 2 a 3 vezes por
semana e as células foram tratadas com solucdo de tripsina/EDTA. Os fibroblastos gengivais
humanos foram cultivados em meio de cultura DMEM suplementado com 10 % (v/v) de soro
fetal bovino, penicilina e streptomicina (100 Ul mL") e mantidas em estufa com atmosfera
enriquecida de CO, (5 %) a 37 °C. Ambas as células foram semeadas em placas de 96 pogos
com densidade inicial de 4 x 10* células/pogo e incubadas por 24 horas para permitir sua
adesdo nos poc¢os.

Posteriormente, as células foram incubadas com a daunorubicina livre (DNR), fibras

de PLGA e fibras de PLGA contendo daunoribicina (PLGA-DNR) por 48 horas. As concentragoes
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de DNR nas formulag¢des foram de 0,1; 0,05; 0,025 e 0,0125 p mol L. Cada concentracado de
DNR foi testada em sexplicata. Apds as 48 horas de incubacado a viabilidade celular foi avaliada
conforme descrito no item 2.2.7. A analise estatistica dos resultados foi realizada por ANOVA

utilizando um valor de significancia P < 0,05.

2.2.13 Avaliagdo dos efeitos inflamatdrios e anti-angiogénicos de fibras poliméricas
de cloridraro de daunorubicina em matriz de PLGA

Estudos in vivo para avaliar os efeitos inflamatdrios e anti-angiogénicos das fibras
poliméricas de cloridrato de daunorubicina em matriz de PLGA foram realizados em
colaboracdo com a prof® Silvia P. Andrade do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
Instituto de Ciéncias Bioldgias da UFMG. Tais ensaios estdo de acordo com os principios éticos
da experimentacdo animal adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG)
tendo como nimero de protocolo 267/2014.

Foram utilizados camundongos Swiss machos com 7 a 8 semanas de idade e peso
corporal entre 25 a 30 gramas fornecidos pelo Biotério Central do Instituo de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG. Discos de esponja esterilizados de poliéster-poliuretano proveniente da
Vitafoam Ltd. com dimensdes de 4 mm de espessura e 12 mm de diametro foram utilizados
para suportar os implantes de fibras de PLGA, PLGA contendo daunorubicina (PLGA-DNR) e
daunorubicina livre. A concentracdo de farmaco foi de 1,1 mg kg™ para todos os grupos
avaliados e o disco de esponja foi utilizado com grupo controle.

Os animais foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (1 mg kg'l). As fibras
foram inseridas de forma adjacente as esponjas em uma bolsa subcutdnea obtida por
disseccdo na regidao dorsal. Os animais foram monitorados no pds-operatério para detectar
quaisquer sinais de infeccdo, desconforto ou sofrimento. Apds 7 dias, os animais foram
eutanasiados e as esponjas retiradas para analise para avaliar os niveis de hemoglobina (Hb),
mieloperoxidade (MPO), N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) e do factor de crescimento
endotelial vascular (VEGF). O experimento foi realizado com 8 animais por grupo.

A extensdo da vascularizacdo foi determinada pela concentra¢do de hemoglobina
através de método de Drabkin. Neste método o Fe (ll) presente na molécula de Hb é oxidado a
Fe(lll) pelo ferricianeto de potdssio, dando origem a hemiglobina, a qual reage com o cianeto
de potdssio formando cianeto de hemiglobina, cuja detecgdo é realizada por espectroscopia na
regido do visivel. Para tanto, os implantes foram pesados e homogeneizados em 2 mL de

reagente de Drabkin (Kit de dosagem hemoglobina-Labtest). As amostras foram centrifugadas
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por 40 minutos a 13000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em membrana 0,22 um. A
concentracdo de hemoglobina das amostras foi determinada através de leitura a 540 nm.

O sedimento obtido na determinacdo da concentracdo de hemoglobina foi pesado e
parte foi utilizado na determinacao dos niveis de MPO. Para tanto, foi adicionado a este
sedimento 2 mL de tampao salino EDTA-fosfato de sédio pH 4,7, seguido de homogeinizacdo e
centrifugacdo a 12000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado ao sedimento 2 mL de tampao fosfato de sédio pH 5,4 contendo 0,5 % (m/V) de
brometo de hexa-1,6-bisdeciltrimetilamoénio, surfactante importante na extracdo da MPO. Em
seguida, a suspensdo foi centrifugada e foi adicionado ao sobrenadante 100 uL de solucdo de
tetrametilbenzina 1,6 mmol L™ e 100 uL de H,0, 0,3 mmol L Apds 1 minuto, a reagdo é
interrompida com a adiggo de solucdo de acido sulfurico 4 mol L™, com posterior leitura a 450
nm, a qual é proporcional a concentracdo de MPO na amostra. De um modo geral, a MPO liga-
se ao perdxido de hidrogénio e o complexo resultante é capaz de oxidar o substrato de
tetrametilbenzina.

A atividade da NAG foi determinada pela reacao de hidrélise que esta enzima é capaz
de realizar no composto p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina (substrato) liberando p-
nitrofenol. Este ensaio foi realizado em parte do sedimento obtido na analise de hemoglobina.
Os sedimentos foram pesados e a estes foi adicionada solugdo de NaCl 0,9 % (m/v) contendo
0,1 % (v/v) de Triton X-100. Apés homogeinizagdo e centrifugacdo a 3000 rpm, o sobrenadante
foi utilizado para realizagao do ensaio. Para tanto, foram adicionados 100 pL de solu¢do de p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina em tampdo citrato/fosfato de sédio pH 4,5 na
concentragdo de 2,24 mmol L. Apds incubacdo a 37 °C por 10 minutos, foi adicionado ao
sistema 100 pL de tamp3o glicina 0,2 mol L™ pH 10,6 para interromper a reagdo. A quantidade
produzida de p-nitrofenol é determinada por leitura a 405 nm e é proporcional a atividade
enzimatica da NAG na amostra.

O sedimento obtido na determinacdo da concentracdo de hemoglobina foi pesado e
parte foi utilizada na determinagdo dos niveis de VEGF. Para tanto, foi adicionado a este 1 mL
de tampdo fosfato pH 7,4 contendo 0,05 % m/V de Tween, seguido de homogeinizacdo e
centrifugacdo a 10000 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, 50 uL de sobrenadante foram

utilizados em kits de imunoensaio (R&D Systems, EUA).
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2.3 Descrigdo das técnicas de caracterizagéo
2.3.1 Ressondncia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos utilizando-se o
espectrometro Bruker DPX-400 Avance (400 MHz) pertencente ao DQ-UFMG. O solvente
utilizado foi D,O com pureza isotépica de 99,9 %. As amostras foram preparadas em tubos de
RMN de 8,00 polegadas de comprimento e 5 mm de diametro externo.

Com o intuito de obter a caracterizacao estrutural do cloridrato de propranolol foram
realizados experimentos uni- e bidimensionais. Os experimentos unidimensionais de
hidrogénio (*H) com supress3o do sinal de agua, carbono (**C) e de Distortionless Enhancement
by Polarization Transfer, (DEPT) foram realizados em sonda dual 'H/"*C de deteccdo direta.
Para a determinacdo inequivoca dos sinais, também foram realizados experimentos
bidimensionais de 'H/*H Homonuclear Correlation Spectroscopy (COSY), 'H/*C Heteronuclear
Single Quantum Coherence (HSQC) e *H/**C Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC).

Para caracterizar o composto de inclusdo formado por cloridrato de propranolol e B-
ciclodextrina (PROP:BCD) foram realizados experimentos uni- e bidimensionais. Assim, foram
obtidos os espectros de 'H para a ciclodextrina e para o cloridrato de propranolol em presenca
de BCD. Com o intuito de demonstrar a possivel interagdo héspede-hospedeiro, foi realizado o
experimento bidimensional de *H/'H Rotating frame Overhause Effect Spectroscopy (ROESY)
em sonda de 5 mm multinuclear de deteccdo inversa. Essa andlise foi conduzida a 27 °Ce o
tempo de mistura foi equivalente a 600 milisegundos.

Experimentos de RMN também foram utilizados para caracterizar os polimeros
sintetizados a base de B-ciclodextrina (poliBCD), utilizando experimentos de *H. A propor¢do
de BCD incorporada na cadeia polimérica foi determinada através da intensidade relativa dos
sinais dos atomos de hidrogénios presentes no polimero quando comparados aos monémeros

de BCD.

2.3.2 Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

As curvas de Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC) utilizadas para obtencdo dos
parametros de interagdo termodinamica do sistema PROP:BCD foram obtidas utilizando-se o
microcalorimetro NanolTC 2G TA Instruments, pertencente ao DQ-UFMG. Os dados foram
processados através de ajuste ndo linear obtido no software NanoAnalyzer fornecido pelo

fabricante do equipamento.
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2.3.3 Espalhamento de Luz Dindmico

As medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS) utilizadas para caracterizar o
sistema PROP:BCD foram realizadas em equipamento Zetasizer ZS NanoSeries da Malvern
Instruments pertencente ao DQ-UFMG. As amostras foram submetidas a um feixe de laser He-
Ne de comprimento de onda de 632,4 nm. Em todos os experimentos foi utilizada dgua Milli-
Q°® filtrada em membrana de 0,1 um no preparo das solugdes. Os dados obtidos foram

analisados no software Zetasizer 6.20.

2.3.4 Espalhamento de Luz Estdtico

As medidas de espalhamento de luz estdtico (SLS) utilizadas para caracterizar a
poliBCD sintetizada foram realizadas em um equipamento de espalhamento de luz a angulos
multiplos modelo comercial da Brookhaven Co., em colaboracdo com o Prof. Alvaro Vianna
Novaes de Carvalho Teixeira da Universidade Federal de Vigosa - UFV. Foi utilizado o método
de Zimm para a obtencdo dos parametros citados, no qual é medida a intensidade da luz
espalhada por diferentes concentra¢des da solucdo polimérica a diferentes angulos. Para
tanto, foram preparadas solugdes de poliBCD com concentracdes variando de 0,4 a 5,0 g mL™,
as quais foram filtradas em membranas de 0,45 um para posterior realizagdo das medidas. A
leitura da intensidade da luz espalhada foi determinada em uma faixa angular de 30 - 110°
utilizando um passo de 10°. A agua foi utilizada como padrdo para a determinag¢do da razdo de
Rayleigh e para o cdculo da constante 6ptica K. O incremento do indice de refragdo em fungao
da concentragdo, necessdrio para determinagdo de M,,, foi obtido em refratometro diferencial,
o qual é capaz de medir a diferenca de indice de refra¢do entre uma solugdao como uma fung¢do
da concentragdo de soluto. Para este experimento as concentragdes de solugao polimérica

variaram de 1 a 10 mg mL™.

2.3.5 Espectrometria de Massas

A técnica de espectrometria de massas foi utilizada para caracterizar o sistema
PROP:BCD. Foi utilizado o espectrometro Waters ACQUITY UPLC System acoplado com
analisador do tipo triplo quadrupolo Xevo TQD e fonte de ionizagdo por Eletrospray (ESI-MS)
operando no modo positivo, pertencente ao DQ-UFMG. A voltagem do capilar e do cone foram
respectivamente 3200 e 30 V, com temperatura de dessolvatacdo de 120°C e varredura de 100

a 2000 m/z. Todos os dados foram coletados e processados no software MassLynx 4.1.
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2.3.6 Andlise Térmica
Os experimentos de Analise Termogravimétrica (TG/DTG) e Anélise Térmica Diferencial
(DTA) foram obtidos simultaneamente em termobalanca SDT Q600 TA Intruments,
pertencente ao DQ-UFMG. Foi utilizada atmosfera dindmica de N, com vazdo aproximada de
50 mL min™. As amostras foram pesadas em cadinho de alumina e aquecidas de 25 a 700 °C
empregando-se uma razdo de aquecimento de 10 °C min™. As curvas de Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) foram obtidas em termobalanca DSC-50 Shimadzu pertencente
ao DQ-UFMG. As amostras foram aquecidas em cadinhos de aluminio de -50 a 250 °C
utilizando razdo de aquecimento de 10 °C min™ sob atmosfera de N, com vazdo aproximada de
50 mL min™.
Os dados obtidos foram analisados no software TA Instruments Universal Analysis
2000 e posteriormente plotados utilizando o programa OriginPro 7.0, OriginLab Corporation.
Foram obtidas curvas TG/DTG, DTA e DSC empregando-se as referidas técnicas de Andlise
Térmica descritas para os polimeros sintetizados a base de BCD, as fibras preparadas a base de
polimeros sintetizados e comerciais, bem como para a BCD e os farmacos cloridrato de

propranolol e cloridrato de daunorubicina.

2.3.7 Difragdo de Raios-X

O perfil cristalografico da poliBCD e das fibras poliméricas foram avaliados por
difragdo de raios-X de pd (DRX) registrados no equipamento Rigaku Geiger-flex 2037
pertencente ao DQ-UFMG, utilizando-se tubo de cobre e radiagdo CuKa = 1,54051, em angulos

de 20 variando de 4 a 60 graus e velocidade de varredura de 406 min™.

2.3.8 Espectroscopia de Absor¢do na Regiéio do Infravermelho

Os espectros de absorc¢do na regido do infravermelho foram obtidos pela técnica de
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) em espectrofotdmetro Perkin Elmer Spectrum 100
Universal ATR Sampling Accessory do Centro de Estudos e Inovacdo em Materiais
Biofuncionais Avancados da Universidade Federal de Itajuba - UNIFEI. As amostras foram
posicionadas em uma placa superior com pequena janela de diamante e os espectros foram
obtidos na regido de 4000 - 650 cm™ resultantes das médias de 128 varreduras por amostra
com resolugdo de 4 cm™. Os dados foram analisados no software Spectrum 6.1.0 fornecido
pelo fabricante do equipamento e posteriormente plotados utilizando o programa OriginPro

7.0, OriginLab Corporation.
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2.3.9 Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia das fibras poliméricas foi investigada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) utilizando o microscdpio eletronico FEG-QUANTA 200 FEl a 10 kV do Centro
de Microscopia da UFMG. As amostras foram recobertas com uma camada de ouro de 5
nanémetros de espessura para permitir a andlise superficial. O diametro das fibras foi
determinado pela analise de 10 medidas de 3 diferentes micrografias e andlise no software de

visualizacdo de imagens Image-J.

2.3.10 Microscopia Eletrénica de Transmissdo

A obtencdo das fibras coaxiais foi investigada por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) utilizando o microscépio eletrénico Tecnai G2-20 - SuperTwin FEI - 200 kV
do Centro de Microscopia da UFMG. Para tanto uma fina camada de fibras foi depositada
diretamente sobre as grades de cobre. As estimativas dos didmetros interno e externo foram

obtidas pelo software de visualizagdo de imagens Image-J.

2.3.11 Angulo de Contato

As fibras poliméricas contendo cloridrato de propranolol foram caracterizadas
quanto ao grau de afinidade pelas moléculas de agua realizando-se medidas de angulo de
contato em equipamento KRUSS GmbH Germany, modelo FM40MK2 EasyDrop da Central
Analitica do Instituto de Fisica e Quimica - UNIFEI. Para tanto foram realizadas 10 medidas do
angulo de contato em 5 gotas depositadas nas superficies das fibras (10 pL de volume de gota).
Assim, foram investigados possiveis efeitos nas caracteristicas de hidrofilia/hidrofobia
causados pela obtengdo de fibras uniaxiais e coaxiais na auséncia ou presenca de cloridrato de
propranolol. Também foram avaliados os efeitos causados pelo processo térmico utilizado

para promover ligagGes cruzadas entre as cadeias poliméricas.

2.3.12 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Ultravioleta-Visivel

A determinacdo da citotoxicidade in vitro da poliBCD sintetizada e das fibras de PLGA
foi realizada pelo método do MTT apds a leitura da solucdo de azul de formazan por
Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-Visivel em espectrofotémetro Thermo
Scientific Multiskan Spectrum MCC/340 a 570 nm, pertencente ao DQ-UFMG.

A quantificacdo das amostras obtidas no estudo da cinética de liberagao in vitro de
cloridrato de propranolol presente nas fibras poliméricas a base de PMAA e poliBCD foi

realizada por Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Ultravioleta-Visivel em
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espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan Spectrum MCC/340 a 290 nm, pertencente ao
DQ-UFMG.

A quantificagdo das amostras obtidas no estudo da cinética de liberagao in vitro de
daunorubicina presente nas fibras poliméricas a base de PLGA foi realizada por Espectroscopia
de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-Visivel em espectrofotbmetro Thermo Scientific

Multiskan Spectrum MCC/340 a 475 nm, pertencente ao DQ-UFMG.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdao apresentados os resultados da preparacdo e caracterizacao do
sistema supramolecular do tipo hdspede-hospedeiro formado pela interacao entre cloridrato
de propranolol e PB-ciclodextrina, bem como do processo de auto-associacdo desses
compostos. Para a caracteriza¢cdo desses sistemas foram utilizadas técnicas fisico-quimicas de
analise em solugdo como ressonancia magnética nuclear, calorimetria de titulagdo isotérmica,

espectrometria de massa e espalhamento de luz dinamico.

3.1 Ressondncia Magnética Nuclear

Experimentos uni- e bidimensionais de RMN foram utilizados para a caracterizacao
dos materiais de partida, BCD e PROP. O emprego destas técnicas teve como objetivo a
caracterizagdo estrutural das moléculas héspede e hospedeira.

O espectro de hidrogénio em D,0 a 400 MHz para a B-ciclodextrina é apresentado na
Figura 3.1. Os sinais dos hidrogénios observados para a BCD, bem como os respectivos
deslocamentos quimicos na regido de 3,91 a 5,13 ppm estdo de acordo com aqueles relatados
na literatura, confirmando assim a estrutura da amostra [98]. Os sinais de ressonancia dos
hidrogénios das hidroxilas ndo sdao observados devido a troca espontanea destes com atomos
de deutério do solvente. As atribui¢Ges e valores de deslocamento quimico estdo relacionados

na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Valores de deslocamento quimico (6/ppm) para os hidrogénios da BCD (D,0, 400

MHz).
HIDROGENIOS H1 H2 H3 H4 H5 H6
&/ppm 5,13 3,72 4,02 3,64 3,94 3,91
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Figura 3.1 - Espectros de RMN de 'H para a BCD com as respectivas atribuicdes dos sinais de

hidrogénio (D,0, 400 MHz).

Para a elucidac¢do estrutural do farmaco cloridrato de propranolol foram utilizadas as

técnicas de 'H, *C, DEPT, 'H/™H COSY, "H/™C HSQC e 'H/™*C HMBC. Em todos os experimentos

foi utilizado D,0 como solvente e conforme mencionado anteriormente os hidrogénios

referentes as hidroxilas e aos grupos amino ndo sdo visualizados devido a troca espontanea

por atomos de deutério do solvente. A Figura 3.2 apresenta o espectro de hidrogénio a 400

MHz para o cloridrato de propranolol. Com base na andlise conjunta dos espectros de RMN,

obtidos pelas técnicas descritas acima, foram realizadas as atribuicdes dos sinais de hidrogénio

da molécula, os quais constam na Tabela 3.2 com os respectivos valores de deslocamento

qguimico. Os demais espectros utilizados para realizar as atribui¢cées encontram-se no ANEXO 1.

Os dados obtidos estdo de acordo com aqueles relatados na literatura, confirmando assim a

estrutura da amostra [99].
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Figura 3.2 - Espectros de RMN de 'H para o cloridrato de propranolol (D,0,400 MHz).

Tabela 3.2 - Valores de deslocamento quimico (8/ppm) para os hidrogénios do cloridrato de

propranolol (D,0, 400 MHz).

HIDROGENIOS &/ppm

Ha 8,27

Hb, Hc, He 7,60
Hd 7,93

Hf 7,48

Hg 6,96

Hh 4,23

Hi 4,44

Hj 3,31

HI 3,49

Hn, Hm 1,39
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Com o objetivo de verificar a existéncia de interacao intermolecular entre a B-
ciclodextrina e o cloridrato de propranolol e ainda propor a orientacdao molecular do farmaco
dentro da cavidade da CD, foram realizados experimentos unidimensionais de 'H e
bidimensionais *H/*H ROESY. As Figuras 3.3 e 3.4 apresentam os espectros de hidrogénio para
o sistema PROP:BCD em D,0 a 400 MHz e a Tabela 3.3 mostra os valores de deslocamentos

guimicos para os sinais dos hidrogénios do PROP puro e na presenca de BCD.

3,5,6
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/ \l / \ /CH\CH
i " 24
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b 9 m,n
c f
d e
b,c,e,f t Lj
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Figura 3.3 - Espectro de RMN de 'H para o sistema PROP:BCD (D,0, 400 MHz).
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Figura 3.4 - Se¢do expandida do espectro de RMN H para o sistema PROP:BCD (D0, 400

MHz).
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Tabela 3.3 - Valores de deslocamento quimico (8/ppm) para os hidrogénios do cloridrato de

propranolol puro e na presenga de BCD (D,0, 400 MHz).

DESLOCAMENTO QUIMICO &/ppm

Hidrogénios PROP PROP:BCD Ad/ppm

Ha 8,27 8,36 0,09
Hb, Hc, He 7,60 7,60 (coalesceram com Hf) 0,00
Hd 7,93 7,86 -0,07

Hf 7,48 7,60 (coalesceu com Hb, Hc, He) 0,12

Hg 6,96 7,15 0,19

Hh 4,23 4,41 (coalesceu com Hi) 0,18

Hi 4,44 4,41 (coalesceu com Hh) 0,04

Hj 3,31 3,35 0,04

HI 3,49 3,45 0,04
Hn,m 1,39 1,39 0,00

Comparando-se os valores de deslocamento quimico para o PROP puro e em
presenca de PCD, pode-se observar que as maiores variagdes sdo para os hidrogénios
aromaticos Ha; Hb, Hc, He; Hd; Hf e Hg, bem como o hidrogénio Hh. Foram observadas
também mudancas no perfil do espectro devido a coalescéncia dos sinais de Hb, Hc, He, Hf e
Hh, Hi. O fendbmeno de complexagdo promove perturbagdes no microambiente quimico e
magnético dos hidrogénios das moléculas envolvidas, alterando a distribuigdo eletrénica sobre
esses nucleos que se expressa no espectro como uma varia¢do de deslocamento quimico e na
alteracdo do perfil do sinal [100-102]. Sendo assim, essas modificacdes no espectro sdo os
primeiros indicios da ocorréncia do processo de complexac¢do. As variagdes no deslocamento
quimico podem ser limitadas a décimos de ppm, ja que sistemas hdspede-hospedeiro sao
constituidos por interagdes ndo-covalentes [98]. De acordo com os dados apresentados pode-
se dizer que o anel aromatico da molécula de PROP pode estar incluido na cavidade da BCD.

Experimentos bidimensionais, como 'H/'H ROESY, se baseiam no efeito nuclear
Overhauser e permitem determinar atomos de hidrogénios que estdo espacialmente
proximos. Assim, interacSes dipolares a curtas distancias (inferiores a 5A) entre os hidrogénios

do farmaco e das ciclodextrinas podem ser determinadas, sugerindo a geometria do composto
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de inclusdao formado em solucdo [23, 103]. As Figuras 3.5 e 3.6 apresentam o mapa de

contorno 2D ROESY para o sistema PROP:CD em D,0 a 400 MHz.

Hidrogénios BCD
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Figura 3.5 - Mapa de contorno 2D ROESY para o sistema PROP:CD (D,0, 400 MHz).
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Figura 3.6 - Seg¢do expandida do mapa de contorno 2D ROESY para o sistema PROP:3CD (D0,
400 MHz).

Analisando os mapas de contorno podem-se observar correlagdes a curtas distancias
entre os hidrogénios aromaticos Ha; Hb, Hc, He, Hf e Hd do cloridrato de propranolol (regido
entre 8,36 a 7,60 ppm) e os hidrogénios H3, H5 e H6 da (regido entre 4,02 a 3,91 ppm),
confirmando a formacdo do sistema hdspede-hospedeiro PROP:BCD, no qual a regido
aromatica da molécula de PROP encontra-se incluida na cavidade da [B-ciclodextrina. Os
hidrogénios aromaticos do cloridrato de propranolol também exibem correlagdes espaciais

com e os hidrogénios H2 e H4 da BCD, indicando que o fdrmaco também interage com a parte
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externa do macroclico. Estes resultados sugerem a formacado de diferentes sistemas hdspede-
hospedeiro de PROP:BCD com propor¢cdes maiores que 1:1, ja que moléculas de PROP
interagem tanto com a parte interna como externa da BCD. Resultados semelhantes ja foram
reportados pelo presente grupo de pesquisa para sistemas formados por B-ciclodextrina e
farmacos como diacetato de clorexidina e ampicilina sédica, nos quais a técnica de RMN
também sugeriu a formacdo de agregados moleculares, que foram posteriormente
confirmados através do uso de outras técnicas analiticas, tais como a calorimetria de titulacdo

isotérmica, espectrometria de massas e espalhamento de luz dinamico [23, 26].

3.2 Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

Apds a realizacdo de analises por RMN, nas quais foi investigada e confirmada a
formacdo do sistema hdspede-hospedeiro PROP:BCD, torna-se de suma relevancia avaliar os
parametros termodindamicos que regem tal interacdo, bem como a possivel existéncia de
superestruturas em solucdo. A calorimetria de titulacdo isotérmica é uma ferramenta
poderosa utilizada no estudo dos processos de interacdo intermolecular entre moléculas
convidadas e ciclodextrinas, na qual se pode obter em um Unico experimento os valores de
variacdo de entalpia (AH), variacdo da energia livre de Gibbs (AG), variacdo da entropia (AS),
bem como a constante de associacdo (K,) e a estequiometria do sistema (n) [104, 105].

Esta técnica possui como fundamento a medida direta do fluxo de calor gerado em
qualquer processo reacional apds a ocorréncia de quebra e formacao de ligacGes ou interacGes
intermoleculares entre as espécies. Em um tipico experimento de ITC, aliquotas de titulante
sdo adicionadas em uma cela isotérmica que contém um volume conhecido de titulado. Caso
as espécies presentes possam interagir, havera fluxo de calor apds a adi¢ao de aliquotas de
titulante, o qual é monitorado ao longo do tempo [106]. Como todo o processo é realizado a
pressao constante, pode-se dizer que o fluxo de calor mensurado durante as inje¢es é igual
ao valor de AH parcial de inje¢do. Através do ajuste ndo-linear das curvas de titulacdo, o qual é
realizado pelo software do equipamento e é conhecido como isoterma de Wiseman, podem
ser obtidos os valores AH do processo, K, e a estequiometria do sistema n. Utilizando as
equacdes classicas da Termodinamica 3.1 e 3.2, é possivel determinar também os valores de

AG e o termo TAS [107].

AG = —RTInK Eqg. 3.1

AG = AH —TAS Eq. 3.2
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Com o intuito de avaliar a influéncia da temperatura no processo de inclusdo, os
experimentos de calorimetria foram realizados variando-se esta condi¢dao. De acordo com
estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa, o sistema formado por hidroxipropril-p-
ciclodextrina e o farmaco anti-hipertensivo losartan potassico, o qual demonstrou ser mais
eficiente no controle da pressdo arterial quando comparado ao farmaco livre, apresentou
mudancas nos parametros de interacdo termodindamica em funcdo da temperatura,
principalmente relacionadas a constante de associacdo e aos fatores entalpicos e entrdpicos.
Mais ainda, recentemente, foi investigado pelo grupo o sistema formado pelo farmaco
antidepressivo cloridrato de sertralina e B-ciclodextrina, no qual os compostos de inclusdo
foram preparados por diversos métodos e o processo de inclusdo foi monitorado por
experimentos de RMN e calorimetria ambos em fun¢do da temperatura [108].

As respectivas curvas de titulacdo de PROP em agua e de BCD em dagua (brancos)
foram obtidas e subtraidas das curvas do sistema PROP:BCD. Tal procedimento tem por
objetivo minimizar os efeitos de diluicdo do titulante no solvente, explicitando apenas as
interacdes entre o titulante e o titulado [109]. As curvas de titulacdo calorimétrica para o PROP
(80 mmol L") em BCD (1 mmol L™) apds subtracdo dos brancos, bem como para PROP em
agua e BCD em agua foram obtidas a diferentes temperaturas: 278,15; 288,15; 298,15; 308,15
e 318,15 K. O calor liberado ou absorvido apds cada injegao de titulante é determinado pela
integracdo dos picos gerados em relagdo ao tempo e é utilizado para tragar os graficos em
funcdo da razdo molar de PROP/BCD, conforme apresentado na Figura 3.7.

Analisando o perfil de diluicdo da BCD em agua, pode-se observar que as curvas
apresentam uma variacdo de entalpia proxima de zero em todas as temperaturas avaliadas.
Considerando que, do ponto de vista entalpico, a formagdo de interagGes ndo covalentes é um
processo exotérmico (AH < 0), sendo que a quebra dessas interagdes é um processo
endotérmico (AH > 0), pode-se inferir que a BCD ndo tende a se agregar na concentracdo em
estudo, ou o calorimetro ndo foi capaz de mensurar o fluxo de calor envolvido no processo.
Com relacdo ao perfil de diluicio do PROP em agua pode-se observar que o mesmo sofre
variag0es a medida que a temperatura aumenta. Inicialmente a 278,15 K verifica-se um leve
perfil exotérmico nas primeiras inje¢oes e posteriormente uma variacdo de entalpia préxima
de zero, semelhante a curva obtida a 288,15 K, indicando que a baixas temperaturas o farmaco
nado tende a se agregar em solucdo. Com o aumento gradativo da temperatura, verifica-se o
aumento da predominancia do perfil endotérmico para os demais sistemas a 298,15; 308,15 e
318,15 K, respectivamente. Tal fato sugere que esse comportamento pode estar associado a

presenca de agregados moleculares de PROP em solugdo, os quais sdo dissociados a medida
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qgue a diluicdo se processa na cela reacional. Sendo assim, o aumento de temperatura é um

parametro que influencia diretamente a agregacao do farmaco em solucao.
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Figura 3.7 - Curvas de titulag3o calorimétrica para PROP (80 mmol L") em BCD (1 mmol L?)

apos subtracdo dos brancos, bem como para PROP em agua e BCD em agua: (a) 278,15;

(b) 288,15; (c) 298,15; (d) 308,15;

(e) 318,15 K.
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Através do ajuste ndo linear das curvas de titulacdo de PROP em BCD, foi possivel
obter os parametros fisico-quimicos de interacdao, bem como a constante de associa¢do e a
estequiometria do sistema, os quais sdo apresentados na Figura 3.8. O processo de inclusao é
espontaneo em todas as titulagdes realizadas, conforme demonstrado pela variacdao do valor
de energia livre de Gibbs, o qual apresenta valores negativos, Figura 3.8(a). Ndo sdo verificadas
grandes varia¢des no valor de AG em fungdo da temperatura, sendo que o valor minimo foi de

-13,64 k) mol™ a 278,15 K e o maximo de -16,08 kJ mol™ a 318,15 K.
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Figura 3.8 - Parametros termodinamicos de interagdo para o sistema cloridrato de

propranolol em B-ciclodextrina: (a) AG; (b) AH; (c) TAS; (d) K..; (e) estequiometria.
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As titulagbes exibiram perfil exotérmico e foram acompanhadas pelo aumento de
entropia do sistema, como apresentado na Figura 3.8(b)(c). A forma¢do do composto de
inclusdo estd geralmente associada a valores negativos de entalpia e estes resultados podem
ser atribuidos a interacdes do tipo hdspede-hospedeiro que sao estabelecidas entre o farmaco
e a macromolécula, conforme ja descrito na literatura para sistemas similares [19, 110-112].
Assim, a saida de moléculas de agua do interior da cavidade e ainda a formacao de interacdes
cooperativas, tais como ligacbes de hidrogénio, bem como interacGes eletrostaticas sdo
responsaveis pelo perfil exotérmico observado [19].

A contribuicdo entrdpica pode estar associada a dessolvatacdo das moléculas
hdspedes durante a complexacdo, formacdo de interagdes hidrofébicas e ainda a possivel
existéncia de mais de um tipo de complexo de inclusdo em equilibrio, aumentando o nimero
de espécies existentes em solugcdo [101]. Com relacdo a influéncia da temperatura no processo
de complexag3o, foi observado o aumento do termo TAS de 9,36 kJ mol™ a 278,15 K para
13,78 kJ mol™ a 318,15 K. Verifica-se, entdo uma compensac3o entre os valores entalpicos e
entrépicos, sendo essa responsavel pela manutencdo dos valores de AG nos niveis
anteriormente citados.

Tradicionalmente, intera¢des hidrofébicas s3o governadas por entropia e tal
processo ocorre quando as contribui¢des entalpicas sdo menores que as entrdpicas, ou seja,
|AH| < |TAS|. Por outro lado, interagdes de van der Waals sdo usualmente dirigidas por
entalpia e podem ser ou ndo auxiliadas por entropia, |AH| > |TAS| [102, 104]. Assim, pode-se
dizer que o processo de complexagao de PROP em BCD é dirigido por entropia, mediado por
interacGes hidrofébicas e sofre acréscimo com o aumento da temperatura, pois a contribuicdo
do termo TAS é superior a pequena contribuicdo de AH em todas as temperaturas estudadas.

Os valores da constante de associagdo para os sistemas estudados ndo sofreram
grandes variacGes com o aumento da temperatura e estes sdo da ordem de K= (367,7 £ 61,9)
a 278,15 K; e K,= (438,6 + 48,8) a 318,15 K conforme mostrado na Figura 3,8(d). Os dados
demonstram uma fraca intera¢do do farmaco com a cavidade da BCD, contudo estdo de
acordo com os reportados na literatura para compostos de inclusdo, os quais podem variar de
0, na auséncia de interagdo, a aproximadamente 100.000 para substdncias que exibem
interacGes extremamente fortes com as ciclodextrinas [27, 113].

Analisando a Figura 3.8(e), verifica-se que os coeficientes estequiométricos que
correspondem a proporcdo de PROP:BCD em solugdo aumentam com a elevacdo da
temperatura. Os valores variam de n= 1,79 a 278, 15 K, que sugere a formag¢ao de compostos
do tipo 2:1, até n= 4,70 a 318, 15 K, que sugere a formacdo de compostos do tipo 4:1. Os

dados obtidos para as proporg¢des entre farmaco e BCD nos agregados ndo correspondem a
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numeros inteiros, sugerindo a existéncia de mais de um tipo de composto de inclusdao em
equilibrio em solucdo aquosa. Tal fato vem de encontro com os baixos valores de K, obtidos
para os sistemas, que resultam na presenca de muitas espécies em solucdo. Dessa forma, os
dados apresentados demonstram a auto-associacao dos compostos de inclusdo em solucdo. A
formacao de superestruturas esta associada ao aumento de forgas atrativas entre as moléculas
hdspedes e as hospedeiras com o aumento da temperatura.

E importante mencionar que as interagdes hidrofébicas mencionadas, as quais sdo
responsaveis pelo aumento de entropia do sistema, também estdo associadas ao processo de
agregacao, uma vez que a formacdo de agregados ocasiona a liberacdo de moléculas de agua
gue estavam anteriormente solvatando as cadeias carbonicas e, por isso estavam imobilizadas

ao redor da superficie molecular.

3.3 Espectrometria de Massas

Para confirmar o fendbmeno de auto-associacdo exibido pelo sistema PROP:BCD
observado nos experimentos de calorimetria e indicado pelo espectro de RMN 2D ROESY,
foram realizadas analises por espectrometria de massas, ja que esta técnica tem sido Util para
avaliar qualitativamente as espécies presentes em solugdo, incluindo os compostos de inclusdo
e outras superestruturas [23, 110, 114]. A Figura 3.9 apresenta os espectros de massa para o
cloridrato de propranolol, B-ciclodextrina e composto de inclusdo PROP:BCD. Analisando o
espectro de massas para o PROP, pode ser observado o sinal referente ao ion quasi-molecular
[M+H]" com m/z = 260,1 conforme relatado anteriormente na literatura [115]. Além disso,
verifica-se a presenca do dimero [2PROP+H]" com m/z= 521,4 e de uma série homdloga de
agregados de Cl,.,PROP,, sendo que [2PROP+CI]* possui m/z= 555,4; [3PROP+2CI]" com m/z=
850,4 e [4PROP+3Cl] com m/z= 1145,5. Estes dados corroboram os resultados obtidos por
titulagdo calorimétrica, nos quais o calor de diluigdo endotérmico sugere que o farmaco esteja
agregado em solugdo, possivelmente através de ligacGes de hidrogénio, e se dissocie durante a
diluicdo. O espectro para a BCD apresenta o sinal para o ion quasi-molecular [M+H]" em m/z =
1135,4 conforme relatado em trabalhos anteriores [93].

Para o sistema formado por farmaco e B-ciclodextrina sdo observados os sinais
referentes ao ion quasi-molecular para o PROP, BCD e para compostos supramoleculares
PROP:BCD 1:1 com m/z= 1394,8 e PROP:BCD+Cl 2:1 com m/z= 1690,8. Embora outros sistemas
supramoleculares de maior ordem ndo tenham sido observados, estes resultados também
estdo de acordo com os obtidos por titulacdo calorimétrica, nos quais foram identificados ndo
s6 complexos 1:1, mas também outras superestruturas. Considerando que a técnica de

espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray utiliza altas temperaturas e voltagens
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para a determinacdo da razdo m/z das substancias analisadas, pode-se dizer que os compostos
supramoleculares de maior ordem podem ser mais sensiveis a tais condicdes e, dessa forma,
nao foram observados.

Estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa demostraram a capacidade de
identificacdo de compostos supramoleculares formados por B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-
ciclodextrina e farmacos de diversas classes tais como anti-hipertensivos (losartan potassico)
antimicrobianos (diacetato de clorexidina) e agentes contra leishmaniose (isetionato de
pentamidina) [23, 100, 110]. Para o sistema formado por losartan potdassico e hidroxipropil-B-
ciclodextrina foi identificado apenas o composto de inclusdo sem a presenca de sistemas de
maior ordem. Contudo, para os sistemas formados por diacetato de clorexidina e isotionato de
pentamidina com B-ciclodextrina foram obtidas superestruturas em solugdo nas proporg¢ées de

1 molécula de farmaco para até 4 moléculas de BCD.

53



Capitulo 3: Resultados e Discussdo

100 -
(a)

80

60

260,1 [PROP+H]*

%

40

204

521,4 [2PROP+H]"
50,4 [3PROP+2CI)*

—F 555,4 [2PROP+CI)

1 1145,5 [4pROPH3CI]*

0 . .l.l‘ll ) Ilw — L |‘II‘|I“L|I|‘..I,|“‘,.\‘I
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

100

3249

80 - (b)

259,8
486,6

60 —

%

40 -

648,8
[BCD+H]*

20

1354

1

v ’ UL
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

0

10

(€)

260,1 [PROP+H]"
1135,4 [BCD+H]*

%

1394,8 PROPBCD1:1

1690,8 PROP:BCD2:1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Figura 3.9 - Espectros de massa obtidos em fonte de ionizagdo por eletrospray operando em
modo positivo para: (a) o cloridrato de propranolol, (b) B-ciclodextrina e (c) composto de

inclusdao PROP:BCD.

54



Capitulo 3: Resultados e Discussdo

3.4 Espalhamento de luz dindmico

Para determinar o raio hidrodinamico dos agregados formados no processo de auto-
associacdo dos compostos de inclusdo de PROP:BCD em solugdo aquosa, foram realizadas
titulagdes empregando a mesma faixa de razdao molar dos experimentos de calorimetria, que
foram monitoradas a 298,15 K por espalhamento de luz dindmico. Assim, para cada ponto das
titulagdes foram obtidas as distribuicdes da populacdo de agregados em fung¢do do raio
hidrodindmico dos mesmos. A Figura 3.10 apresenta os histogramas para as titulagcdes de
PROP em BCD, bem como para o cloridrato de propranolol em agua e B-ciclodextrina em agua,
em trés faixas pré-determinadas de razdo molar de PROP/BCD, sendo que a primeira faixa
compreende o inicio da titulacdo de 0,09 a 1,76; a segunda compreende a faixa intermedidria
da titulacdo de 8,80 a 13,03; e a ultima faixa se refere ao final da titulacdo de 20,52 a 22,62.

Pode-se perceber que apds a adicdo dos primeiros incrementos da solu¢cdo de PROP
em solucdo de BCD, verifica-se a presenca de agregados da ordem de 0,6 a 1,8 nm (valor
maximo da distribuicdo: 1,3 nm), semelhantes a solu¢do de BCD pura, a qual possui agregados
com tamanhos da ordem de 0,5 a 3,5 nm (valor maximo da distribuicdo: 1,5 nm) nas trés faixas
de razdao molar estudadas. O valor do diametro médio encontrado para a solugdo de BCD livre
esta de acordo com os descritos na literatura e sao referentes a molécula de BCD livre, bem
como pode estar associado a interagdo de duas ou trés moléculas, formando dimeros ou
trimeros em solugao [26, 116].

Na faixa intermediaria da titulagdo de PROP em BCD, verifica-se que a distribui¢dao de
tamanho é bastante larga, variando de 50 a 300 nm, com aspecto bimodal e pontos maximos
em 122 e 165 nm. Esta variagdo sugere a existéncia de mais de um tipo de complexo de
inclusdo em equilibrio, aumentando o nimero de espécies existentes em solugdo que se
manifestam mais intensamente nesta regido. Diferentes valores de tamanhos de agregados
sdo observados para a diluicio de PROP em agua nesta mesma faixa de razdao molar, na qual a
maior distribuicdo de agregados corresponde a 300 até 350 nm (valor maximo da distribuicao:
300 nm). Tal fato demonstra a existéncia de espécies distintas nas duas titulaces avaliadas.

Ao final da adicdo de PROP em BCD pode-se observar que a maior distribuicdo de
agregados corresponde a 220 até 300 nm (valor maximo da distribuicdo: 250 nm). Valores
distintos sdo observados para a diluicdo de PROP em agua, na qual a maior distribui¢do de
agregados ainda corresponde a 300 até 350 nm (valor maximo da distribuicdo: 300 nm). Tal
fato sugere que os agregados de PROP ja presentes em solu¢dao podem ser rompidos quando
sdo adicionados a solugdo de BCD, resultando na formagdao de outras espécies de

nanoagregados oriundos da inclusdo de moléculas de PROP nas cavidades das ciclodextrinas.
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Assim, para o sistema formado por B-ciclodextrina e cloridrato de propranolol pode-
se confirmar a formacdo do composto de inclusdo em solucdo, além de nanoagregados
moleculares com proporc¢des de até 4:1 PROP:BCD. Os parametros de interacdao moleculares
demonstraram a espontaneidade do processo de inclusdo, a formacao das superestruturas e
como a temperatura influencia este processo. Os nanoagregados detectados apresentaram
dimensdes da ordem de 220 a 300 nm e massas moleculares compativeis com sistemas
agregados. De acordo com os resultados relatados este sistema mostra-se promissor para ser

utilizado na liberagao de cloridrato de propranolol.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para a sintese e
caracterizagao fisico-quimica de polimeros sintetizados a base de B-ciclodextrina (poliBCD).
Para tanto foram utilizadas técnicas de ressonancia magnética nuclear, espalhamento de luz
estatico, difracdo de raios-X, andlise térmica, bem como determinacdo da viabilidade celular
pelo método de metabolizacdo do MTT. A poliBCD foi utilizada juntamente com o poli(acido
metacrilico) na preparacado de fibras poliméricas uniaxiais e coaxiais contendo cloridrato de
propranolol, as quais foram obtidas por eletrofiacdo. A obtengao destes dois arranjos de fibras
tem por objetivo avaliar qual sistema possui maior capacidade de controlar a liberacdo do
farmaco, diminuindo o efeito de explosdo, uma vez que o controle da pressao arterial crénica
requer estas condicoes.

Todas as fibras foram caracterizadas por espectroscopia na regido do infravermelho
por reflectancia total atenuada, andlise térmica, microscopia eletronica de varredura,
microscopia eletrénica de transmissdo e angulo de contato da agua. Posteriormente, foi
investigada a cinética de liberacdo in vitro de cloridrato de propranolol a partir das fibras

poliméricas obtidas.

4.1 Sintese de polimeros a base de B-ciclodextrina

A estratégia de sintese empregada para a obtencdo de poliBCD através da reagao de
policondensacdo em meio fortemente alcalino utilizando epicloridrina (EP) como agente de
acoplamento foi eficiente e apresentou um rendimento aproximado de 41 %, semelhante a
resultados previamente descritos [50]. O procedimento de sintese foi realizado por cinco vezes
e foi constatada sua reprodutibilidade, a qual estad intimamente relacionada ao controle das
condic¢Oes experimentais. Estudos anteriores mostram que o tempo de reacdo, a concentragao
da solucdo de NaOH, a razdo molar de EP/BCD, a temperatura e agitacdio do meio sdo
importantes fatores que modificam as caracteristicas do polimero obtido. Assim, a
manutencdo das condi¢des descritas no Capitulo 2 item 2.2.5 resultou na reprodutibilidade do
processo [50, 51, 117]. A Figura 4.1 apresenta a representagao esquematica da formacdo da

poliBCD e a Figura 4.2 o mecanismo proposto para a reagao [118].
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Figura 4.1 - Representagao esquematica de formagdo da poliBCD por policondesacao utilizando epicloridrina como agente de acoplamento [119].
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Figura 4.2 - Mecanismo geral proposto para a obtencdo de poliBCD a partir de BCD e

epicloridrina em meio fortemente alcalino [50].
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4.1.1 Ressondncia Magnética Nuclear

A Figura 4.3 apresenta o espectro de RMN de 'H para a poliBCD (D,0, 400 MHz) e
para efeitos de comparagdo também é apresentado o espectro de RMN de 'H para a BCD na
forma monomérica. Conforme mencionado anteriormente, os hidrogénios referentes as
hidroxilas ndo sdo visualizados devido a troca espontanea por atomos de deutério do solvente.

Pode-se observar que o espectro de hidrogénio para a poliBCD apresenta
alargamento dos picos quando comparado ao da BCD. Tal comportamento é caracteristico de
macromoléculas e se deve a grande sobreposicdo de sinais oriundos dos monémeros. Dessa
forma, a ressonancia magnética foi utilizada como uma ferramenta para confirmar a
polimerizacdo. A porcentagem de BCD presente no polimero pode ser determinada
considerando-se que no espectro estdo presentes dois tipos de sinais: o H1 em
aproximadamente 5,2 ppm e dois outros picos entre 3 e 4 ppm referentes aos prétons
H2,H3,H4,H5 e H6 da ciclodextrina sobrepostos aos proténs Ha,Hb e Hc da epicloridrina (do
grupo 2-hidroxipropil éter, que é o fragmento resultante da reacdo de policondensacdo).
Consequentemente, o aumento de cinco dtomos de hidrogénio oriundos de uma molécula de
epicloridrina pode ser observado no valor da integral desses picos. A razdo das integrais dos
picos entre 3 e 4 ppm antes da polimerizacdo (valor das integrais = 6,00) e apds a
polimerizacdo (valor das integrais = 12,45) permite determinar o grau de substituicdo [50, 51].
Assim, o polimero sintetizado possui 50 % em peso de BCD, valor que é semelhante aos

descritos na literatura [51].
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Figura 4.3 - Espectros de RMN de *H (D,0, 400 MHz) para: (a) poliBCD e (b) BCD.
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4.1.2 Espalhamento de Luz Estdtico

A técnica de espalhamento de luz estatico foi utilizada como um método direto para
determinagdo da massa molar ponderal média da poliBCD sintetizada, bem como do raio de
giro e do segundo coeficiente do virial. Estes parametros foram obtidos medindo-se a
intensidade da luz espalhada por diferentes concentra¢des da solucdo polimérica a diferentes
angulos. A Equacdo 4.1 apresenta a equacgao de Debye que relaciona a massa molar ponderal

média (M,,) com o segundo coeficiente do virial (A,) [118].
Py + 24,C Eq.4.1

na qual C é a concentragdo, K é a constante Optica e Rg a razdo de Rayleigh, onde essas duas

ultimas sdo definidas pelas Equacgdes 4.2 e 4.3, respectivamente:

2m? dn\ 2

K =—2—(no %) Eq. 4.2
in, M0 gc q

na qual N, é o nimero de Avogadro, Ao 0 comprimento de onda do laser, n, o indice de

refracdo do solvente e dn/dC é o incremento do indice de refragdo em fung¢do da concentragdo

do soluto.

r2ig

0= Io(1+cos20) Eq.4.3

na qual r é a distancia do detector até amostra; iy é a intensidade espalhada em diferentes

angulos; Iy é a intensidade incidente e 8 é o angulo de espalhamento.

Considerando a insercdo do fator de forma das particulas P(6), a Equacdo 4.1 pode

ser reescrita, gerando a Equacao 4.4

KC 1
Ry ~ MP(6)

+24,C Eq. 4.4

na qual P(B) pode ser definido em termos do raio de giro (R,), conforme apresentado na

Equagdo 4.5.
1 161 o o (6
O 1+ e Rgsen (2) Eq. 4.5
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Substituindo-se a Equacao 4.5 na Equacao 4.4, obtem-se a Equagao de Zimm definida

na Equacao 4.6
[Z]

K [1 + %}enz@] % +24,C Eq. 4.6
Dessa forma, pode-se construir o grafico de KC/Rg em fungdo de sen’(8/2) + kC, onde
k é uma constante para garantir a separacdo grafica das curvas de espalhamento obtidas a
diferentes concentragGes. Extrapolando-se os dados para C =0 e 6 = 0, o inverso da massa
molar média é obtido pela interseccdo com o eixo das ordenadas. Das inclinagbes das retas
obtidas para C=0 e 6 = 0 sdo obtidos, respectivamente, o raio de giro e o segundo coeficiente
virial [117, 118].

Sendo assim, para a determinacdo dos parametros acima citados, torna-se necessaria
a obtencdo do valor numérico de dn/dC que corresponde ao incremento do indice de refracdo
em fun¢do da concentragao de poliBCD. Para tanto foi utilizado um refratdmetro diferencial
capaz de medir a diferenca de indice de refragdo entre uma solugdo e o solvente como uma
funcdo da concentragdo de soluto, sendo que o valor obtido dn/dC corresponde a inclinacdo
da curva obtida, Figura 4.4(a). Para a poliBCD sintetizada o valor de dn/dC obtido foi de 1,2392
x10™ (mL mg™). Utilizando este valor de dn/dC, pdde-se construir o grafico de Zimm que é

apresentado na Figura 4.4(b).

1,2x10° 201 (b)
s 1,94
8,0x10™ £
o
= 2 s
4,010 <
€ 171
0,0
1 1 1 L 1 1 1‘6 g g r g r
0 ? 4 6 8 10 0.0 0.2 04 06 08

-
Concentragao / mg mL sin?0/2 + 12C mg mL"

Figura 4.4 - (a) Diferenca de indice de refragdo em fun¢ao da concentragdo de poliBCD e (b)

grafico de Zimm para poliBCD com concentragdes variando entre 0,4 a 5 g mL™ e faixa

angular de 30 a 110°.
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A Tabela 4.1 apresenta os valores de massa molar ponderal média (M,,), segundo

coeficiente do viral (A,) e raio de giro (Rg) para a poliBCD.

Tabela 4.1 - Valores de massa molar ponderal média (M,,), segundo coeficiente do viral (A,) e

raio de giro (R,) para a poliBCD obtidos por espalhamento de luz estatico.

. M A, R

POLIMER w i .
0 0 (g mol) (cm’mol g*) (nm)
poliBCD (6,0 £0,1) x 10* (1,5+0,3) x 10* 20+3

Como mencionado anteriormente, estudos relatam que a massa molar média de
poli-ciclodextrinas depende das condi¢Ges experimentais empregadas. Dessa forma, a
literatura apresenta uma grande variedade de valores de massas moleculares [50, 51, 120].
Uma vez que a massa molar do polimero estd intimamente relacionada com suas
propriedades, ¢ de suma importancia o controle das condicbes experimentais para
desenvolver uma rota sintética reprodutivel.

O coeficiente do virial é um parametro que avalia as forcas atrativas e repulsivas
existentes entre moléculas do soluto e do solvente, ou seja, A, estd relacionado com as
interagdes polimero-polimero, bem como polimero-solvente. Valores positivos para A, indicam
interagGes favoraveis entre o polimero e o solvente, no caso em andlise a dgua. Este resultado
estd de acordo com a solubilidade bem superior da poliBCD em agua (cerca de 40 g/100 mL)
guando comparada com a CD monomérica (1,85 g/100 mL) [57].

O raio de giro descreve a distribuicdo estatistica das distancias entre os extremos de
uma particula e o centro de massa [118]. Ou seja, para um polimero este parametro denota a
média das distancias de cada um dos segmentos da cadeia ao seu centro de massa. Sendo

assim, o valor de 20 nm é um indicativo da dimensdo da cadeia polimérica.

4.1.3 Difragdo de raios-X

O perfil cristalografico dos materiais utilizados como matriz em sistemas de liberagdo
de farmacos é um dos fatores que tem grande influéncia na modulagdo de liberacdo das
moléculas, pois estdo relacionados com a solubilidade do material. Assim, materiais amorfos
sdo considerados, geralmente, mais hidrofilicos quando comparados aos sélidos cristalinos e
por essa razdo sua analise é de grande importancia [69]. A Figura 4.5 apresenta os

difratogramas de raios-X de pé para a poliBCD e para a BCD.
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Figura 4.5 - Difratogramas de raios-X de pé para poliBCD e BCD obtidos em tubo de cobre
utilizando radia¢ao CuKa = 1,54051.

Analisando os perfis de difracdo de raios-X, verifica-se que a poliBCD exibe um
padrdo cristalografico amorfo, com halo de amorficidade entre 15 a 40 20, enquanto que a
BCD mostra-se policristalina, com as linhas caracteristicas mais intensas entre 10 a 30 26. Tal
fato esta de acordo com a maior solubilidade relatada para a poliBCD em comparagao com a

BCD [28].

4.1.4 Andlise Térmica

A Figura 4.6 apresenta as curvas TG e DTG para a poliBCD e BCD. Pode-se observar
que as mesmas apresentam perfil de decomposi¢cdo térmica semelhante, embora a BCD
apresente eventos de perdas de massa mais bem definidos quando comparados a polifCD.
Para a BCD verifica-se um primeiro evento de perda de massa de 15 % que se finaliza em
aproximadamente 100 °C e é referente a perda de 10 moléculas de agua presentes na
estrutura da macromolécula (interior e exterior). O mesmo evento é observado para a
poliBCD, porém a perda de dgua de hidrata¢do é de apenas 10 %. O segundo evento térmico
estd associado a decomposi¢cdo de ambas as moléculas. Analisando-se a curva DTG para a BCD
observa-se que a decomposi¢do se estende de 300 a 400 °C e se refere a um Unico evento
térmico. Ja para a poliBCD a curva DTG indica que a decomposicdo ocorre em mais de um

evento e se estende de 250 a 400 °C, assim o polimero possui menor estabilidade térmica
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guando comparado ao monémero que lhe deu origem. Tal fato pode estar associado a perda
da estrutura cristalina exibida pela poliBCD, a qual possui perfil cristalografico amorfo,
conforme apresentado e discutido no item 4.1.3. Além disso, pode-se dizer que o porcentual
de residuo final € o mesmo para BCD e poliBCD, o qual corresponde a cerca de 10 % e pode ser

atribuido a formacao de carbono amorfo, conforme reportado para a BCD na literatura [121].
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Figura 4.6 - (a) Curvas TG para a poliBCD e para a BCD em atmosfera dindmica de N, e (b)

curvas DTG para a poliCD e para a BCD.

A Figura 4.7 apresenta as curvas DTA para a poliBCD e BCD e a curva DSC para a
poliBCD. Os dois eventos endotérmicos observados em ambas as curvas DTA estdo associados
a perda de massa, uma vez que ocorrem nas mesmas temperaturas de termodecomposicdo
das referidas substancias, conforme demonstrado pelas curvas TG/DTG. Com o intuito de
avaliar a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) da poliBCD, a qual ndo foi observada na curva
DTA, também foi obtida a curva DSC. E observado um evento de mudanca na linha de base em

torno de 125 °C que pode ser atribuido a Tg do polimero.
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Figura 4.7 - (a) Curvas DTA para a poliBCD e BCD e (b) curva DSC para a polipCD em

atmosfera dinamica de N,.
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4.1.5 Determinagdo da Viabilidade Celular

O potencial citotdoxico da poliBCD sintetizada foi avaliado por ensaios de viabilidade
celular utilizando o método de metabolizacdo do brometo de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-
(difeniltetrazol), MTT, o qual é um modelo simples e eficaz para detectar células vivas e em
crescimento. O principio do método se baseia na capacidade das enzimas desidrogenases
localizadas nas mitocéndrias de células vidveis converterem o reagente MTT de coloragdo
amarela e soluvel em dgua em um produto de coloragdo azul escuro e insoluvel denominado
formazan. Sendo assim, a quantidade de formazan produzido é diretamente proporcional ao
numero de células viaveis [122].

A Figura 4.8 apresenta as porcentagens de viabilidade celular de fibroblastos
gengivais humanos incubados por 48 horas, os quais foram expostos a diferentes

concentragdes de polimero que variavam de 10000 a 1,56 ug mL™.

(@) (b)

120+ 120+
100 1004
Y Y
= 804 g 801
o =i
i= 60 = 604
8 3
S 40 - S 404
O (<]
O = 20
04 b ~ 0
I S & P 2P PP
,\Q§9 ‘PQQ ’fﬁ P @ ‘b\q' & C)0“\\ N Vo o N 00&
Concentragdo pg mL? Concentragdo pg mL?

Figura 4.8 - Porcentagem de viabilidade de fibroblastos tratados com solugdes de poliBCD

com concentrag¢des de 10.000 a 1,56 pg mL" por 48 horas.

Analisando os resultados obtidos, pode-se dizer que ndao foram observados efeitos
citotéxicos para o polimero nas concentragbes estudadas, uma vez que a viabilidade celular
estd préxima de 100 % para todos os sistemas. Sendo assim, foi constatado que o tempo de
exposicdo de 48 horas ndo ocasiona diferengas estatisticas significativas entre o controle
positivo e os valores de viabilidade celular. Segundo Sjégren e colaboradores (2000), a
citotoxicidade dos compostos pode ser classificada da seguinte forma em fun¢do da viabilidade

celular:
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Tabela 4.2 - Citotoxicidade de compostos em fun¢ao da porcentagem de viabilidade celular.

CITOTOXICIDADE VIABILIDADE CELULAR
Nao citotéxico Maior que 90 %
Ligeiramente citotodxico Entre 60-90 %
Moderadamente citotdxico Entre 30-59 %
Severamente citotdxico Menor ou igual a 30 %

Tendo em vista os resultados apresentados, a poliBCD é um polimero biocompativel,
sendo uma matriz promissora para ser utilizada na preparacao de fibras poliméricas destinadas

a liberacdo de farmacos, neste caso especifico o cloridrato de propranolol.

4.2 Preparagdo de fibras poliméricas contendo cloridrato de propranolol por
eletrofiagcdo

A poliBCD sintetizada foi utilizada juntamente com o polimero comercial poli(acido
metacrilico), (PMAA) para produzir fibras poliméricas na auséncia e presenca do cloridrato de
propranolol. Duas estratégias foram empregadas para producdo das referidas fibras, a
primeira envolveu o preparo de blendas poliméricas e posterior produgdo de fibras uniaxiais,
as quais foram obtidas através da aplicagdo de um campo elétrico entre o bico injetor de saida
Unica e um substrato coletor, conforme apresenta a Figura 1.10. Na segunda foram utilizadas
solugdes poliméricas individualizadas que foram bombeadas até um bico injetor de saida
multipla, no qual um capilar menor passa por dentro de um capilar maior e as duas solugdes se
combinam somente na saida do bico injetor. Através da aplicagdo do campo elétrico sdo
produzidas fibras coaxiais, nas quais a regiao interna é formada por poliBCD e esta é revestida

externamente por PMAA, conforme ilustra a Figura 1.11.

4.2.1 Preparagdo e caracterizagdo de fibras poliméricas uniaxiais contendo cloridrato
de propranolol

Foram preparadas blendas poliméricas nas quais a concentragao total de polimeros
foi de 250 mg mL" e as propor¢des foram de 100:0; 80:20 e 60:40 %(p/p) de PMAA:poliBCD.
Os mesmos sistemas também foram preparados com adi¢dao de cloridrato de propranolol na
concentragdo de 5 mg mL™. A Figura 4.9 apresenta as micrografias para as fibras obtidas.
Analisando-se as micrografias verifica-se que todas as fibras possuem orientagdo randémica,

morfologia uniforme, ndo apresentando gotas e nem poros em sua estrutura. Assim, pode-se
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dizer que o aumento da porcentagem de poliBCD na blenda e a adicdo de cloridrato de
propranolol ndo ocasionaram mudancas morfoldgicas nas fibras. O diametro médio das fibras
e o respectivo desvio padrao sdo apresentados na Tabela 4.3, na qual pode ser observado que
todas as fibras produzidas possuem diametro nanométrico que nao se altera de forma

significativa com o aumento da porcentagem de poliBCD na blenda e com a adi¢ao de farmaco.
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Figura 4.9 - Micrografias de fibras uniaxiais obtidas por eletrofiagdo com magnificagao de
10000x: (a) PMAA; (b) PMAA + PROP; (c) blenda PMAA:poliBCD (80:20); (d) blenda
PMAA:poliBCD (80:20) + PROP; (e) blenda PMAA:poliBCD (60:40) e (f) blenda PMAA:poliBCD
(60:40) + PROP.
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Tabela 4.3 - Diametro das fibras uniaxiais de PMAA e poliBCD preparadas por eletrofiagao.

FIBRA DIAMETRO (nm)
PMAA (290 + 35)
PMAA + PROP (310 +38)
PMAA:poliBCD (80:20) (254 + 45)
PMAA:poliBCD (80:20)+ PROP (252 £37)
PMAA:poliBCD (60:40) (305 + 45)
PMAA:poliBCD (60:40)+ PROP (250 + 34)

Considerando que os polimeros utilizados no preparo das fibras possuem carater
hidrofilico, estes se dissolveriam prontamente em agua e as fibras ndo atuariam como matrizes
de liberacdo de farmacos, os quais seriam liberados de forma imediata no meio. Dessa forma,
para que esses sistemas pudessem ser empregados para a destinagdo proposta, 0s mesmos
foram submetidos a tratamento térmico com aquecimento de 170°C por 48 horas que teve
como objetivo induzir a formacdo de ligacGes cruzadas entre as moléculas do PMAA e de
poliBCD, diminuindo a solubilidade das fibras em agua. Tal tratamento ja havia sido descrito
para o poli(acido acrilico) utilizando BCD como agente reticulante. O mecanismo de reacdo
consiste na obtencdo de um anidrido ciclico que se forma mediante a desidratacdo de dois
grupos dacidos carboxilicos vizinhos, conforme ilustra a Figura 4.10. Posteriormente, o anidrido
formado reage com os grupos hidroxilas da BCD dando origem a ligagGes éster entre as cadeias

dos polimeros [81].
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Figura 4.10 - Esquema para formagao de ligag6es cruzadas induzidas entre o PMAA a poliCD

por aquecimento [81].
A Figura 4.11 apresenta as micrografias obtidas para as fibras poliméricas apds o

tratamento térmico, nas quais ndo sao visualizadas mudangas morfoldgicas e de diametro que

sejam significativas decorrentes do aquecimento.
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Figura 4.11 - Micrografias de fibras uniaxiais obtidas por eletrofiacdo com magnificagdo de
10000x apos tratamento térmico: (a) PMAA; (b) PMAA + PROP; (c) blenda PMAA:poliBCD
(80:20); (d) blenda PMAA:poliBCD (80:20)+ PROP; (e) blenda PMAA:poliBCD (60:40)

(f) blenda PMAA:poliBCD (60:40) + PROP.
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A Figura 4.12 apresenta os espectros na regido do infravermelho para o PMAA,
poliBCD e cloridrato de propranolol. Analisando o espectro de infravermelho para o PMAA
pode-se observar a presenca dos seguintes modos vibracionais: em 1697 cm™ tem-se o
estiramento C=0 dos grupos acidos; entre 2990-2890 cm™ tém-se os estiramentos simétrico e
assimétrico C-H; e uma banda larga na regido de 3400 cm™ referente ao estiramento O-H.
Devido a formagdo de ligagbes de hidrogénio intra e intermoleculares, acidos carboxilicos
tendem a se organizar como dimeros, fato que ocasiona o aumento da intensidade da banda
de O-H. Os modos vibracionais presentes em 1393, 1266, 960 e 930 cm™ estdo associados aos
dimeros formados [123].

O espectro de infravermelho para a poliBCD exibe os modos vibracionais
caracteristicos da BCD, sendo estes: 3360 cm™ banda larga de estiramento O-H, em 2921 cm?
estiramento C-H e 1025 cm™ o estiramento C-O-C referente a ligacdo glicosidica. Outras
bandas menos intensas situadas entre 1500 a 1200 cm™ s3o associadas as deformacdes C-H
[124]. S3o observadas bandas largas, fato que esta de acordo com o perfil amorfo que este
polimero exibe e com a possibilidade de extensao das ligacGes de hidrogénio.

Para a molécula de cloridrato de propranolol os principais modos vibracionais estdo

relacionados na Tabela 4.4, os quais estdo de acordo com a literatura [125].

Tabela 4.4 - Relagdao dos principais modos vibracionais da molécula de cloridrato de

propranolol.

REGIAO (cm™) ATRIBUICAO TENTATIVA
3320 v O-H
3275 v N-H
2965 v C-H
1578 6 N-H
1452 6 O-H

1266 e 1240 vC-N

1105 v C-OH
796 6 C-H no anel benzénico
770 6 C-H no anel benzénico
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Figura 4.12 - Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho para PMAA, poliBCD e PROP.
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A Figura 4.13 apresenta os espectros na regido do infravermelho para as fibras de
PMAA antes e apds o tratamento térmico. Estes dois espectros sao similares na sua maior
parte, mas apresentam diferencas importantes, com dois modos vibracionais novos em 1803 e
1021 cm™ na fibra que foi submetida ao aquecimento. Este fato pode estar associado a
formacado do anidrido ciclico que ocorre durante a desidratacdo dos grupos acidos carboxilicos
gerando as referidas bandas que correspondem ao estiramento C-O-C, conforme comprovado
por estudos anteriores [81].

A Figura 4.13 também apresenta os espectros na regido do infravermelho para as
fiboras de PMAA contendo PROP antes e apds o tratamento térmico, nas quais ndo sado
observados os modos vibracionais do PROP provavelmente devido a menor concentracdo do
mesmo e a consequente sobreposicdo de bandas mais intensas do PMAA. Comparando-se os
espectros das fibras de PMAA contendo PROP ao das fibras sem adicdo do farmaco, ambas
sem tratamento térmico, pode-se dizer que estes sdo semelhantes, exceto pelo pequeno
desdobramento na banda de estiramento C=0 observado apds a adicao do fdrmaco, sugerindo
gue o PROP pode estar interagindo neste sitio da molécula de PMAA. Apds o aquecimento, a
fibra de PMAA contendo PROP apresentou mudangas nos modos vibracionais quando esta é
comparada a fibra que ndo foi aquecida. Primeiramente, a banda de estiramento O-H sofreu
reducdo em sua intensidade, fato que indica que a preseng¢a do farmaco interfere na
desidratacao dos grupos acidos do PMAA. Outro aspecto que corrobora a informagao anterior
é a supressdo da banda em 1266 cm™, uma vez que esta esta associada a modos vibracionais
do dimero acido. Verificou-se também o surgimento dos modos vibracionais em 1803 e 1021
cm™ associados a formacdo do anidrido ciclico. InteracBes entre farmacos e polimeros acrilicos
tém sido descritas na literatura e a natureza destas pode variar de acordo com as
caracteristicas do polimero e do farmaco [126, 127]. De acordo com Perez-Marcos e
colaboradores (1996) e Blanco-Fuente e colaboradores (2002), o cloridrato de propranolol
interage eletrostaticamente com o Carbopol® (polimero que contém subunidades de
poli(acido acrilico), promovendo a ionizagdo parcial dos grupos acidos do polimero [128, 129].
Uma interacdo semelhante pode estar ocorrendo no sistema em estudo e justifica as

mudancas observadas nos modos vibracionais dos espectros de infravermelho.
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PMAA sem aquecimento

PMAA ap6s aquecimento
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Figura 4.13 - Espectros de absor¢do na regiao do infravermelho para fibras PMAA antes e

apos tratamento térmico, fibras PMAA + PROP antes e apds tratamento térmico.
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A Figura 4.14 apresenta os espectros na regido do infravermelho para as fibras da
blenda PMAA:poliBCD (80:20) antes e apds o tratamento térmico. Observa-se que ambos os
espectros representam a soma dos modos vibracionais dos polimeros que constituem a
blenda. Assim, a adicdo de poliBCD promove o aumento de intensidade da banda de
estiramento O-H (na regido de 3300 cm™), uma vez que para este polimero o modo vibracional
em questdo é bem mais intenso quando comparado ao PMAA. Verifica-se ainda a presenca do
modo vibracional em 1070 cm™ referente ao estiramento C-O-C da poliBCD. Além disso, é
importante mencionar que o aquecimento das fibras ndo ocasionou mudangas que pudessem
ser detectadas pela técnica utilizada. A Figura 4.14 também apresenta os espectros de
infravermelho para as fibras contendo PROP antes e apds o tratamento térmico, nas quais
também ndo sdo observados os modos vibracionais do PROP. As mudanc¢as nos modos
vibracionais sdo as mesmas ja descritas para as fibras de PMAA contendo PROP, indicando que
para esta composicdo de blenda o farmaco também pode estar interagindo com os grupos

acidos do PMAA.
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PMAA:poliBCD (80:20) sem aquecimento
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Figura 4.14 - Espectros de absor¢ao na regidao do infravermelho para fibras da blenda
PMAA:poliBCD (80:20) antes e apds tratamento térmico; fibras da blenda PMAA:poliBCD

(80:20) + PROP antes e apds tratamento térmico.
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A Figura 4.15 apresenta os espectros na regidao do infravermelho para as fibras
blenda PMAA:poliBCD (60:40) antes e apds o tratamento térmico. Observa-se que os espectros
também representam a soma dos modos vibracionais dos polimeros que constituem a blenda.
Ambos apresentam o aumento de intensidade da banda de estiramento O-H, e para estas
fibras em particular verifica-se o aumento da intensidade do modo vibracional em 1070 cm™
referente ao estiramento C-O-C da poliBCD quando comparadas as fibras da blenda
PMAA:poliBCD (80:20). A Figura 4.15 também apresenta os espectros de infravermelho para as
fibras contendo PROP antes e apds o tratamento térmico, nas quais ndo sdo observados os
modos vibracionais do PROP. As mudangas nos modos vibracionais sdo semelhantes as
descritas para as fibras de PMAA contendo PROP, exceto pela presenca da banda em 1266
cm™, que havia sido suprimida nas fibras de PMAA e da blenda PMAA:poliBCD (80:20), ambas
contendo PROP e apds o tratamento térmico. Este resultado indica que para esta composicao
de blenda o farmaco pode estar interagindo também com a poliBCD que estd presente em
maior concentracdo. A fibra submetida ao tratamento térmico apresenta reducdo na
intensidade do modo vibracional de estiramento O-H. Segundo Blanco-Fuente e colaboradores
(2002), a adicdo de BCD a formulagdo contendo Carbopol® e cloridrato de propranolol
ocasiona a diminuicdo das interacdes polimero/farmaco, que se explica pela formacdo de
interacdo hdspede-hospedeiro entre o PROP e a BCD, fato que justifica o resultado

apresentado [128].
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PMAA:poliBCD (60:40) sem aquecimento

PMAA:poliBCD (60:40) apds aquecimento

PMAA:polipCD (60:40) + PROP sem aquecimento
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Figura 4.15 - Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho para fibras da blenda

PMAA:poliBCD (60:40) antes e apds tratamento térmico; fibras da blenda PMAA:poliBCD

(60:40) + PROP antes e apds tratamento térmico.
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A Figura 4.16 apresenta as curvas TG e DTG para os materiais de partida e para fibras

uniaxiais obtidas antes do aquecimento.
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Figura 4.16 - Curvas TG e DTG em atmosfera dindamica de N,: (a) e (b) PROP, PMAA e poliCD;

(c) e (d) fibras uniaxiais sem adi¢do de PROP; (e) e (f) fibras uniaxiais com adi¢ao de PROP.

A curva TG para o PROP apresenta um perfil de estabilidade até 250 °C e é seguida
por uma Unica perda de massa de 95 %. Considerando que o PROP é uma molécula organica, a
estabilidade térmica exibida por este farmaco pode sugerir a formacdo de interacGes

moleculares no estado sdlido mediante a formacdo de ligacbes de hidrogénio
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intermoleculares, que necessitam de maior energia para serem rompidas. O PMAA possui trés
eventos de perda de massa sendo que o primeiro ocorre até 100 °C e corresponde a saida de
agua de hidratacdo. O segundo ocorre de 170 a 250 °C e estd associado a desidratacao que
ocorre entre grupos carboxilicos vizinhos e o terceiro evento ocorre em 450 °C e corresponde a
total decomposicao do polimero [123]. A curva TG para a poliBCD é apresentada novamente
para fins de comparacao e sua andlise foi apresentada no item 4.1.4.

Analisando as curvas TG e DTG para as fibras que ndo contém PROP, Figuras 4.16(c) e
(d), pode-se observar que as mesmas apresentam um perfil de decomposicdo térmica
semelhante ao PMAA e que a maior presenca de residuo final estd associada ao aumento de
poliBCD na composicdo das mesmas. Com relagdo as curvas TG e DTG para as fibras que
contém PROP, Figuras 4.16(e) e (f), observa-se que a adicdo do farmaco promove uma
mudanca no perfil de decomposicdo, que pode ser principalmente visualizado para as fibras
PMAA + PROP e blenda PMAA:poliBCD (80:20) + PROP. Nestas curvas, verifica-se que o
segundo evento térmico que ocorre de 170 a 250 °C e corresponde a desidratacdo de grupos
acidos vizinhos do PMAA diminuiu, sugerindo que o PROP interage com esse polimero e auxilia
o0 aumento da estabilidade térmica, corroborando os dados obtidos por infravermelho. Para as
fibras da blenda PMAA:poliBCD (60:40) + PROP verifica-se que ndo ha supressdo do evento que
ocorre de 170 a 250 °C, fato que sugere que o farmaco pode interagir também com a polifCD,
presente em maior concentragdo nesta blenda, uma vez que a BCD da cadeia polimérica pode
interagir com o farmaco, conforme demonstrado pelos experimentos de ressonancia
magnética nuclear apresentados no Capitulo 3, item 3.1. Assim, devido a esta interacdo, o
PROP ndo interfere de forma considerdvel na desidratacdo do PMAA. Estes resultados também
estdo de acordo com os dados obtidos por infravermelho.

A Figura 4.17 apresenta as curvas DTA para os materiais de partida e para fibras

uniaxiais obtidas.
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Figura 4.17 - Curvas DTA em atmosfera dinamica de N,: (a) PROP, PMAA e poliBCD; (b) fibras

uniaxiais sem adi¢ao de PROP; (c) fibras uniaxiais com adicao de PROP.

A curva DTA obtida para o cloridrato de propranolol mostra que essa substancia
possui perfil cristalino e puro, uma vez que um pico fino endotérmico é observado em 166 °C
que corresponde ao ponto de fusdo do farmaco, conforme relatado em estudos anteriores
[94]. Outro evento endotérmico mais largo é observado em 300 °C e estd associado a
termodecomposicdo do PROP. Para o PMAA também s3o observados dois eventos
endotérmicos em aproximadamente 200 e 400 °C, o primeiro estd associado a desidratagdo
que ocorre entre grupos carboxilicos vizinhos e o segundo corresponde a total decomposicao
do polimero [123]. A curva DTA para a poliBCD é apresentada novamente para fins de
comparacdo e sua analise foi apresentada no item 4.1.4.

Observa-se nas curvas DTA para todas as fibras uma atenuacdo dos sinais
endotérmicos do PMAA a medida que a proporc¢do de poliBCD aumenta. Esse resultado pode
ser explicado pelo aumento de dominios amorfos da poliBCD e diminuicdo do dominio

cristalino do PMMA livre. Por outro lado, a ndo observancia do pico de fusdo do PROP nas
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fibras contendo o mesmo pode ser explicado pela completa dispersao nas matrizes poliméricas
como observado ja na literatura para outros sistemas [130, 131].

Para avaliar as caracteristicas de hidrofilia e hidrofobia da superficie das fibras
obtidas apds a realizacdo do tratamento térmico, foram realizadas medidas utilizando a
técnica de angulo de contato da d4gua na forma dinamica. Conforme mencionado
anteriormente, os polimeros que constituem as fibras sdo hidrossollveis e, dessa maneira, os
sistemas constituidos por PMAA, blenda PMAA:poliBCD (80:20) e blenda PMAA:polifCD
(60:40) na presenca e auséncia de cloridrato de propranolol se dissolvem prontamente em
contato com agua inviabilizando as medidas.

Foram realizadas medidas do dngulo de contato da dgua em funcdo do tempo para as
superficies das fibras de PMAA, blenda PMAA:poliBCD (80:20) e blenda PMAA:poliBCD (60:40)
apods serem submetidas ao tratamento térmico. Pode-se observar que em todos os sistemas a
agua é absorvida no momento em que entra em contato com as fibras, demonstrando sua
grande afinidade por essas superficies. Ou seja, as diferentes composi¢des das fibras exibem o
mesmo padrdo de comportamento frente a interacdo com a agua evidenciando que a adicao
de poliBCD ndo acarreta mudancas nas caracteristicas de hidrofilia e hidrofobia. Por essa
razdo, ndo foi possivel determinar o angulo de contato da agua para essas amostras. Contudo,
verificou-se que apds o contato com a agua, as fibras ndo se dissolviam prontamente como
antes fora observado para os sistemas que ndo passaram pelo aquecimento. Estes resultados
apontam para a eficiéncia do tratamento térmico, o qual conferiu maior resisténcia as fibras
mediante a formacdo de ligacGes cruzadas entre os polimeros.

Na Figura 4.18 sdo apresentadas as imagens do experimento de angulo de contato da
dgua em funcdo do tempo para as superficies das fibras de PMAA + PROP, blenda
PMAA:poliBCD (80:20) + PROP e blenda PMAA:poliBCD (60:40) + PROP apds serem submetidas
ao tratamento térmico. Analisando as imagens fica evidente que a adicdo de farmaco interfere
nas propriedades de superficie diminuindo inicialmente a interacdo com a agua, contudo a
medida que o tempo transcorre as fibras absorvem a agua. Pode-se observar que a fibra
formada pela blenda PMAA:poliBCD (60:40) + PROP apresenta maior resisténcia a absorg¢ao de
agua no tempo avaliado, sendo que a gota foi absorvida com um tempo estimado em 300
segundos. Este resultado indica que o cloridrato de propranolol pode estar interagindo com a
poliBCD presente em maior concentragdo na referida blenda para produzir um composto que

possua menor afinidade com a 4gua.
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Figura 4.18 - Angulo de contato das gotas de d4gua em fungdo do tempo nas superficies das
fibras apds realizagao de tratamento térmico: (a) PMAA + PROP, (b) blenda PMAA:poliBCD
(80:20) + PROP e (c) blenda PMAA:poliBCD (60:40) + PROP.

4.2.2 Preparagdo e caracteriza¢do de fibras poliméricas coaxiais contendo cloridrato

de propranolol

Foram preparadas solucbes poliméricas de poliBCD na concentracdo de 250 mg mL™
para constituir a fibra interna e de PMAA na concentracdo 250 mg mL™ para revesti-la
externamente, a fibra foi denominada PMAA(poliBCD). Os mesmos sistemas também foram
preparados com adiggo de cloridrato de propranolol na concentragdo de 5 mg mL™, o qual foi

adicionado a solucdo de poliBCD, e esta fibra foi denominada PMAA(poliBCD + PROP). A Figura

4.19 apresenta as micrografias para as fibras obtidas.
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Figura 4.19 - Micrografias de fibras coaxiais obtidas por eletrofiagdo com magnificagdo de

10000x: (a) PMAA(poliBCD); (b) PMAA(poliBCD + PROP).

Analisando-se as micrografias verifica-se que todas as fibras coaxiais também
possuem orientacdo randémica, morfologia uniforme, ndo apresentando gotas e nem poros
em sua estrutura. O didmetro médio das fibras e o respectivo desvio padrdo sdo apresentados
na Tabela 4.5, na qual podem ser observadas que as fibras produzidas possuem didametro
nanomeétrico que nao se alteram de forma significativa com a adi¢cdo do farmaco. Além disso,
verifica-se um aumento de cerca de 30 % no diametro das fibras coaxiais quando comparadas

as fibras uniaxiais, que pode ser atribuido ao uso de diferentes configuracdes de bico injetor.

Tabela 4.5 - Diametro das fibras coaxiais de PMAA e poliBCD preparadas por eletrofiagao.

FIBRA DIAMETRO (nm)
PMAA(poliBCD) (418 + 54)
PMAA(poliBCD+PROP) (404 + 72)

Imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo confirmaram a estrutura
concéntrica das fibras, nas quais pode ser visualizada uma fronteira nitida clara/escura entre o
polimero que compde o nucleo (poliBCD) e o polimero que reveste externamente esta
estrutura (PMAA), conforme visualizado na Figura 4.20. De acordo com a imagem apresentada,
o diametro externo é da ordem de 420 nm, dado que é compativel com os valores

encontrados por MEV e o didmetro do nucleo é da ordem de 260 nm.
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Figura 4.20 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao para as fibras

coaxiais: (a) magnificacdo de 10000x e (b) magnificagao de 230000x.

As fibras coaxiais foram submetidas ao mesmo tratamento térmico ja descrito no

item 4.2.1 para as fibras uniaxiais. A Figura 4.21 apresenta as micrografias obtidas para as
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fibras poliméricas apds o tratamento térmico, nas quais também ndo sdo visualizadas

mudancas morfoldgicas decorrentes do aquecimento.

Figura 4.21 - Micrografias de fibras coaxiais obtidas por eletrofiagcdo apds aquecimento com

maghnificacdo de 10000x: (a) PMAA(poliBCD); (b) PMAA(poliBCD + PROP).

A Figura 4.22 apresenta os espectros de absor¢do no infravermelho para as fibras
coaxiais. Embora a técnica de reflectancia total atenuada seja eficiente para fornecer
informacdes sobre a superficie das amostras, o grau de penetracdo do feixe de radiacdo é de
cerca de 1,66 um [132], o qual é maior que o diametro das fibras. Sendo assim, os dados
obtidos por esta técnica de analise se referem a fibra como um todo e ndo somente a regido
externa das mesmas. Analisando-se os espectros das fibras observa-se que ambas possuem o
mesmo perfil, o qual é muito semelhante ao do PMAA, confirmando assim, a presenga deste
polimero na fibra. Além disso, pode-se observar um ligeiro aumento de intensidade dos modos
vibracionais em 3300 cm™ e em 1025 cm™ quando estes s3o comparados ao espectro do
PMAA. Os modos vibracionais citados sdo caracteristicos da poliBCD e estdo associados aos
estiramentos O-H e C-O-C respectivamente. E importante mencionar também que as fibras
ndo apresentam os modos vibracionais do PROP possivelmente devido a sobreposicdo de
bandas dos polimeros na mesma regido e que o tratamento térmico resulou no aparecimento

. . -1 . N ~ .. s .
do modo vibracional em 1805 cm™, associado a formagdo do anidrido ciclico.
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Figura 4.22 - Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho para fibras coaxiais.

A Figura 4.23 apresenta as curvas TG a DTG para as fibras coaxiais e para os materiais
de partida para fins de comparacdo. Pode-se observar nas curvas para as fibras que ambas

apresentam um perfil de termodecomposicdo semelhante ao do PMAA e que a adicdo de
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PROP causa pequenas alteracdes em seu perfil e resulta em maior porcentagem de residuo
(cerca de 10 %) quando esta é comparada a fibra sem presenca de farmaco. Este resultado
sugere novamente uma interacao entre a poliBCD e o PROP, conforme demonstrado pelos

experimentos de ressonancia magnética nuclear apresentados no Capitulo 3 item 3.1.

100+ 2,54

@) (b)

80+ 2,0
—— PROP
——PMAA
— polipCD

60 1,54

—— PROP
—— PMAA
— polipCD

dm/dT / u.a.

404 1,04

Perda de massa/%

20 0,54

0,04

T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 8O 0 100 200 300 400 500 600 700 80
Temperatura/°C Temperatura/°C

100 - 1,2
C

( ) 1,04 ——PMAA(poliCD) (d)

80+ —— PMAA(poligCD+PROP)

0,8

60+
0,6

dm/dT / u.a.

40 04

Perda de massa/%

—— PMAA(polipCD)

20 - 0.2+
—— PMAA(polisCD+PROP)

0,04

T T T T T T T T T T T T T
(I} 1 (IJO 260 360 460 560 660 760 0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura/°C Temperatura/°C

Figura 4.23 - Curvas TG e DTG em atmosfera dinamica de N,: (a) e (b) PROP, PMAA e poliBCD;

(c) e (d) fibras coaxiais sem e com adi¢do de PROP.

A Figura 4.24 apresenta as curvas DTA para as fibras coaxiais e para os materiais de
partida. Nas curvas para as fibras observa-se a atenua¢do dos sinais endotérmicos do PMAA
como consequéncia do aumento da quantidade de poliBCD na matriz polimérica como
discutido acima para as fibras uniaxiais. Nas fibras contendo PROP ndo se observa a presenca
do pico de fusdo do farmaco, fato que pode sugerir uma dispersdao completa do farmaco na

matriz [130, 131].
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Figura 4.24 - Curvas DTA em atmosfera dindmica de N,: (a) PROP, PMAA e poliBCD; (b) fibras

coaxiais sem e com adi¢ao de PROP.

Foram realizadas medidas do angulo de contato da dgua em funcdo do tempo para as
superficies das fibras coaxiais de PMAA(poliBCD+PROP) apds serem submetidas ao tratamento
térmico. A gota de dgua é absorvida no momento em que entra em contato com a superficie,
semelhante as fibras de PMAA e blendas sem adicdo de farmaco, demonstrando sua grande
afinidade pela agua. Este resultado sugere ainda que a maior concentracdo de poliBCD e de
PROP se localizam na parte interna da fibra, caso contrdrio estes compostos seriam
responsaveis por uma menor interacao da dgua com a superficie, conforme demonstrado para
as fibras formadas por blendas e PROP. Além disso, verificou-se também que apds o contato
com a agua, as fibras ndo se dissolviam prontamente. Estes resultados apontam para a
eficiéncia do tratamento térmico para a configuragdo concéntrica das fibras, que conferiu

maior resisténcia as fibras.

4.3 Estudo da cinética de liberagdo in vitro de cloridrato de propranolol em matrizes
de fibras poliméricas de PMAA e poliBCD

A Figura 4.25 apresenta as curvas de porcentagem de liberacdo cumulativa de
cloridrato de propranolol disperso em fibras poliméricas uniaxiais formadas pelas blendas
PMAA:poliBCD (80:20) + PROP e PMAA:poliBCD (60:40 ) + PROP, bem como para as fibras
coaxiais. Nao foi possivel obter o perfil de liberagdo para as fibras de PMAA contendo PROP,
pois as mesmas se dissolvem apds 15 minutos de imersdo em tampao fosfato, liberando
aproximadamente 100 % de farmaco, assim, estas fibras ndo exibem controle sobre a liberagao

do propranolol.
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Figura 4.25 - Curvas de porcentagem de liberagdo cumulativa de cloridrato de propranolol

disperso em fibras uniaxiais e coaxiais de PMAA e poliCD.

Analisando-se os perfis de liberacdo para as fibras uniaxiais, verifica-se que ambas
apresentam efeito de explosdo nas primeiras 8 horas do experimento, nas quais a liberagdo
cumulativa do farmaco foi de 30 e 35 % para as fibras PMAA:poliBCD (80:20) + PROP e
PMAA:poliBCD (60:40) + PROP, respectivamente. Assim, a matriz que possui a maior
porcentagem de poliBCD em sua constitui¢cdao apresentou 5 % a mais de liberagao de efeito de
explosdo. Esta ligeira diferenca estd em constraste com o esperado para a matriz mais
hidrofébica de PMAA:poliBCD (60:40) que por apresentar maior porcentagem de poliBCD, ou
seja, maior presenga de cavidades para interagdo, poderia modular de forma mais eficaz a
liberagcdo do farmaco. Tal fato pode estar associado ao maior grau de reticulacdo da referida
matriz, que pode ocasionar em impedimento estérico e dificultar a complexacdo do PROP.

Foi constatado que em 168 horas os dois sistemas liberaram percentuais
semelhantes de farmaco, cerca de 40 %. Este resultado demonstra que o aumento da
porcentagem de poliBCD na matriz polimérica ndo interferiu na cinética de liberacdo do
farmaco. Uma possivel explicagdo para os dados obtidos estda baseada na estrutura e
composicdo das fibras, as quais sdo constituidas por blendas, e dessa forma, os polimeros e o
farmaco encontram-se dispersos por toda extensdo do material. Devido ao cardter
hidrossoltvel da poliBCD, parte das fibras pode ter sido desfeita, mesmo apds o tratamento

térmico, causando a rdpida liberacado do farmaco.
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O perfil de liberacdo para as fibras coaxiais mostra que a liberacdo cumulativa de
cloridrato de propranolol nas primeiras 8 horas foi de 14 %, ou seja, 44 % menor que as fibras
uniaxiais. Verificou-se ainda que em 168 horas foram liberados 23 % de fdrmaco, o que
corresponde a cerca de 58 % menos que as fibras uniaxiais. Este resultado indica que a
estrutura concéntrica da fibra é um importante fator para modular a liberacdo do cloridrato de
propranolol. Essa observacao pode ser explicada pela alta porcentagem de poliBCD presente
no nucleo da fibra, que quando comparada a quantidade dispersa nas fibras uniaxais, pode
ocosionar a interagdo do farmaco com outras cavidades disponiveis. Dessa forma, ocorre uma
diminuicdo da quantidade de farmaco liberada e sua difusdo através da matriz e diminui o
efeito de explosdo. Portanto, as fibras coaxiais podem modular a liberacdo de PROP de forma
mais eficiente demonstrando ser uma estratégia Util para a liberacdo de farmacos hidrofilicos.

O resultado apresentado esta de acordo com estudos recentes que demonstram que
fibras poliméricas com estrutura coaxial tém sido utilizadas como uma estratégia eficiente para
modular a cinética de liberacdo de diversos farmacos que sao incorporados ao polimero do
nucleo [133-135]. Sohrabi e colaboradores (2013) desenvolveram um sistema de liberacdo
baseado em nanofibras coaxiais de poli(metilmetacrilato)(PMMA)-nylon-6 contendo ampicilina
como farmaco hidrofilico modelo. Os autores observaram que o sistema era capaz de liberar o
farmaco de maneira controlada [136]. Tiwari e colaboradores (2010) reportaram que existe
uma clara diferenga nos perfis de libera¢do de cloridrato de metoclopramida incorporado em
fibras uniaxiais de poli(e-caprolactona), poli(acido latico), poli(latico-co-glicélico) e dlcool
polivinilico comparadas com fibras coaxiais nas quais o alcool polivinilico é o nucleo e os
demais polimeros sdo a regidao externa da fibra [134].

A Figura 4.26 apresenta as micrografias para as fibras uniaxiais constituidas pelas
blendas de PMAA:poliBCD (80:20) + PROP e blenda PMAA:poliBCD (60:40) + PROP, apds 168
horas de liberagdo in vitro de cloridrato de propranolol. Pode-se observar que apds esse

periodo ocorreu o total colapso da estrutura das fibras e a formagdo de um filme rugoso.
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Figura 4.26 - Micrografias de fibras uniaxiais antes e apds 168 horas de liberagao in vitro de
cloridrato de propranolol com magnificagao de 5000x: (a) e (c) blenda PMAA:poliBCD (80:20)
+ PROP; (b) e (d) blenda PMAA:poliBCD (60:40) + PROP.

Figura 4.27 apresenta as micrografias para as fibras coaxiais apds 168 horas de
liberagdo in vitro de cloridrato de propranolol. Pode-se observar que apds esse periodo a
estrutura das fibras foi mantida parcialmente, fato que corrobora com a maior modulacdo de

liberagdo do farmaco.
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Figura 4.27 - Micrografias de fibras coaxiais antes e apds 168 horas de liberagdo in vitro de
cloridrato de propranolol com magnificagao de 5000x: (a) antes da liberacao (b) apés 168

horas de liberagao.

Deve-se ressaltar que as matrizes poliméricas que compdem as fibras uniaxiais e
coaxiais demonstraram grande afinidade pelo cloridrato de propranolol, uma vez que em 168
horas de ensaio as mesmas liberaram em média 40 e 23 % do fdrmaco incorporado,
respectivamente. Assim, o restante do farmaco permanece incorporado nas matrizes. Este
comportamento pode ser compreendido pelas intera¢des existentes entre farmaco/poliBCD e
farmaco/PMAA. As interacdes do tipo hospede-hospedeiro estabelecidas entre as cavidades da
BCD e o PROP ja foram comprovadas neste estudo por experimentos de RMN. As interacGes
entre os grupos acidos do PMAA e o PROP foram sugeridas pelos resultados de infravermelho
e analise térmica das fibras. Estudos anteriores também demonstraram a afinidade de outros
farmacos por polimeros acrilicos e sua consequente retengdo na matriz apds a conducgdo de
experimentos de liberagdo in vitro. Segundo Silva (2006), hidrogéis sintetizados a base de
PMAA e poli(N-isopropilacrilamida) - P(N-iPAAm) apresentaram a maior incorporagdo do
farmaco anti-hipertensivo atenolol a medida que a proporcao de PMAA crescia na matriz e
também a maior reten¢do do mesmo em experimentos de liberagdo in vitro [137]. Sousa e
colaboradores (2005) observaram comportamento semelhante para hidrogéis formados pelos
mesmos polimeros e o farmaco anti-hipertensivo cloridrato de diltiazem [126]. Ainda de
acordo com Ende e Peppas (1997) a incorporacdo e liberagdo do anti-hipertensivo oxoprenolol

em matrizes de poli(acido acrilico) foi afetada por interacdes farmaco/polimero [127].
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Diferentes modelos matematicos tém sido apresentados na literatura com o objetivo
de avaliar a cinética de liberacdao de farmacos, bem como sugerir a natureza de seu mecanismo
de liberacdao da matriz polimérica. Os principais mecanismos para matrizes poliméricas sdo: a
difusdo, erosdo e o intumescimento, podendo haver também a combinacdo de mais de um
tipo de mecanismo para o mesmo dispositivo. Nesse sentido, modelos empiricos e semi-
empiricos sdo modelos simples que apresentam como maior vantagem o fornecimento de
informacg®es prelimirares sobre o transporte de massa do farmaco para o meio externo. A
identificacdo e compreensdo destes mecanismos é o primeiro passo para o desenvolvimento e
otimizagdo de novos dispositivos [138].

Dentre os modelos empiricos e semi-empiricos podem ser citados o de ordem zero,
primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell [139]. No modelo de ordem zero a dissolucdo do
farmaco acontece de forma lenta, com a fracdo dissolvida (Q) variando linearmente com o
tempo (t), independente da concentracdo, conforme mostra a Equacdo 4.7, na qual a
constante ko representa a constante de dissolucdo aparente de ordem zero obtida através da

inclinagdo da curva Q x t.

Q(t) = kot Eq. 4.7

No modelo de primeira ordem a fragdo do farmaco dissolvido varia de forma
logaritmica com o tempo, de acordo com a Equacdo 4.8, na qual k representa a constante de

dissolucdo de primeira ordem, determinada pela inclinacdo da curva Log (Q) x t.

LogQ(t) = kt Eqg. 4.8

De acordo com o modelo descrito por Higuchi a fragdo do farmaco dissolvido varia
com a raiz quadrada do tempo, conforme apresentado pela Equacdo 4.9, na qual que ky

representa a constante de dissolucdo de Higuchi, determinada pela inclinagdo da curva Q(t) x
t1/2

QD) = kyt/? Eq. 4.9

J4 no modelo descrito por Hixson-Crowell a fracdo do farmaco dissolvido varia em
funcdo do tempo ao cubo, conforme a Equagdo 4.10, no qual k, é a constante de dissolucdo de

Hixson-Crowell, determinada pela inclinagdo da curva Q x t°.
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Q(t) = k,t3 Eq. 4.10

Baseado nos modelos citados acima foi possivel determinar matematicamente os
perfis das cinéticas de liberacdo de cloridrato de propranolol nas fibras uniaxiais e coaxiais. A
Tabela 4.6 apresenta os respectivos valores para os coeficientes de correlagdo (R%, Pyaior) para

cada modelo.

Tabela 4.6 - Parametros obtidos na modelagem da cinética de liberagdo de cloridrato de

propranolol a partir das fibras uniaxiais e coaxiais de PMAA e poliCD.

FIBRA UNIAXIAL FIBRA UNIAXIAL
FIBRA COAXIAL
MODELOS PMAA:poliCD (80:20) | PMAA:poliBCD (60:40)
R? Pt R? " R? Pt
Ordem zero 0,7784 0,0010 0,5288 0,0519 0,8132 0,0004
Primeira 0,6447 0,0128 0,3965 0,1604 0,7211 0,0036
ordem
Higuchi 0,8697 <0,0001 0,6553 0,0109 0,9109 | <0,0001
Hixson- 0,6360 0,0145 0,3904 0,1675 0,6431 0,0131
Crowell

Os sistemas estudados apresentam uma cinética de liberagdao que se aproxima mais
do modelo de Higuchi, uma vez que os coeficientes de correlagdao sao maiores quando este
modelo é aplicado. De acordo com Costa e Lobo (2001), o modelo de Higuchi aplica-se a
liberacdo de farmacos a partir de matrizes sdlidas e semi-sélidas. A entrada de liquido na
matriz promove dissolu¢do do farmaco e sua consequente difusdo até a superficie do polimero
[140]. E importante mencionar ainda que estudos tém demonstrado que o mecanismo de
difusdo tem sido predominantemente associado a cinética de liberacdo de farmacos em
matrizes que contém polimeros ndo biodegradaveis, como o PMAA, bem como polimeros que
passaram por processos para formacao de ligagGes cruzadas, como o sistema PMAA e polipCD.
Nestes casos, a difusdo ocorre devido a maior concentracdo das moléculas na matriz
polimérica e a forca motriz para a liberagdo é a existéncia do gradiente de concentragdo entre

a fibra e o meio [65].
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Pode ser observado que o sistema que mais se aproxima do referido modelo
corresponde as fibras coaxiais. O aumento da porcentagem de poliBCD nas fibras uniaxiais
acarreta em diminuicdo do coeficiente de correlacdo e consequente afastamento do modelo.
Tal fato pode estar associado com o colapso da estrutura dessas fibras, o qual foi observado
por MEV apds a realizacdao do experimento de liberacdo in vitro. Outra explicacdo para esses
valores dos coeficientes de correlagdo serem relativamente baixos é que a liberacdo do
farmaco a partir dessas matrizes pode acontecer através de uma mistura de mecanismos como

relatado na literatura para outros sistemas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para as fibras poliméricas
uniaxiais de cloridrato de daunorubicina em matriz de poli(latico-co-glicélico) (PLGA), as quais
foram obtidas por eletrofiacdo. A obtencdo deste Unico arranjo de fibra tem por objetivo
avaliar a existéncia de efeitos de explosdo e posterior liberagdo mais lenta do farmaco, uma
vez que para o tratamento do cancer estas condi¢Ges sdo desejaveis.

As fibras foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura e de
fluorescéncia confocal, espectroscopia na regido do infravermelho por reflectancia total
atenuada, andlise térmica, difracdo de raios-X, bem como foi avaliada a cinética de liberacdo in
vitro de daunorubicina. Posteriormente, foram realizados estudos in vitro e in vivo para avaliar

o efeito citotdxico, inflamatdrio e anti-angiogénico das fibras preparadas.

5.1 Preparagdo e caracterizagdo de fibras poliméricas de cloridrato de daunorubina

em matriz de PLGA

A Figura 5.1(a) e (b) apresentam as micrografias para as fibras de PLGA e de PLGA
contendo daunorubicina (PLGA-DNR), nas quais se pode verificar que o processo de
eletrofiacdo foi eficiente para obter as fibras descritas. Analisando as imagens obtidas por MEV
verifica-se que as fibras de PLGA possuem orienta¢do randdémica, morfologia uniforme, ndo
apresentando gotas e nem poros em sua estrutura com didmetro nanométrico de (270 + 60)
nm. A adi¢do de DNR ao polimero ndo afetou a morfologia da fibra, as quais apresentaram um
didmetro médio de (262 + 33) nm.

A distribuicdo do farmaco pode ser analisada em maior detalhe utilizando as imagens
de microscopia de fluorescéncia confocal, uma vez que a daunorubicina é fluorescente no
comprimento de onda e excitacdo de 488 nm e de emissdo de 575 nm. Para efeito de
comparac¢do foram obtidas também imagens para as fibras de PLGA isentas de farmaco.
Analisando a imagem de microscopia de fluorescéncia confocal obtida para as fibras de PLGA,
Figura 5.1(c) observa-se que o polimero ndo é fluorescente no comprimento de onda avaliado.
Ja a fibra de PLGA-DNR, Figura 5.1(d), mostrou grande intensidade de fluorescéncia, assim,
pode-se perceber que o farmaco foi uniformemente incorporado ao longo da superficie das

fibras.
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Figura 5.1 - Imagens de microscopia: (a) MEV para as fibras de PLGA com magnificagdo de
10.000x, (b) MEV para as fibras de PLGA-DNR com magnificacao de 10.000x, microscopia de
fluorescéncia confocal para as fibras de PLGA com magnificacdo de 63x e (d) microscopia de

fluorescéncia confocal para as fibras de PLGA-DNR com magnificacdo de 63x.

Andlises de espectroscopia na regido de infravermelho foram realizadas para verificar
se o0 processo de eletrofiagdo afetou a estrutura quimica do polimero e para confirmar a
incorporagdo da DNR nas fibras. A Figura 5.2 apresenta os espectros na regido do

infravermelho obtidos para as fibras de PLGA, PLGA-DNR, bem como para a DNR e PLGA puros.
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Figura 5.2 - Espectros de absorgao na regiao do infravermelho para fibras de PLGA, fibras de

PLGA-DNR, DNR e PLGA puros.
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O espectro para o PLGA puro e para suas fibras exibem os mesmos modos
vibracionais caracteristicos: em 1750 cm™ tem-se ao estiramento C=0 da ligacdo éster; em
1456 cm™ sdo observados os estiramentos simétricos e assimétricos da ligagdo C-H; outros
modos s3o observados em 1260 e 1045 cm™ referentes aos estiramentos do grupo éter C-O-C
e C-O respectivamente. E importante salientar que a similaridade entre os espectros é um
indicativo de que os solventes utilizados na preparacdo das fibras de PLGA (DMF/THF)
evaporaram durante o processo de eletrofiacao [141, 142]. Para a molécula de daunorubicina
os principais modos vibracionais estdo relacionados na Tabela 5.1, os quais estdo de acordo
com a literatura [143, 144]. O espectro de infravermelho para a fibra de PLGA-DNR exibe
modos vibracionais caracteristicos da daunorubicina observados em 1619-1583 e abaixo de
750 cm™ indicando que o farmaco foi incorporado com sucesso na matriz polimérica. Os

demais modos vibracionais estdo sobrepostos com os modos do PLGA.

Tabela 5.1 - Relagdo dos principais modos vibracionais da molécula de cloridrato de

daunorubicina.

REGIAO (cm™) ATRIBUICAO TENTATIVA
3440-3190 v O-H
1711 v C=0 de cetona
1619-1583 v de ligagdo de hidrogénio intramolecular de
quinona
1285 v C-0-C
1116 Alcool terciario
1087 Alcool secundario

A Figura 5.3 apresenta os difratogramas de raios-X para as fibras de PLGA, PLGA-DNR,
bem como para a DNR e PLGA puros. Nao sao observados picos de difragdo para o PLGA puro,
verifica-se apenas um halo de amorficidade entre 10 e 30° 26 indicando que esta substancia
encontra-se na forma amorfa e, assim, exibe organizacdo a curtas distancias entre os planos
cristalinos. O perfil de difragcdo exibido pela DNR mostrou numerosos picos distintos entre 5 e
30° 26, sendo que mais intensos sao observados nos seguintes valores de 26: 5,1090 - 7,2694 -
11,4970 - 15,0541 e 23,0209. Este resultado indica que este farmaco, na forma como foi

adquirido, apresenta-se como um material cristalino.
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Os difratogramas de raios-X para as fibras de PLGA e PLGA-DNR apresentaram perfis
de difracdo compativeis com substancias amorfas. As fibras de PLGA-DNR ndo apresentaram
picos de difragao referentes a presenca da DNR na forma cristalina. Dessa forma, os dados
mostram que a DNR foi aleatoriamente distribuida nas fibras na forma amorfa durante sua
preparacao. Estes resultados podem ser explicados porque os polimeros e outros compostos
ndo tém tempo habil para cristalizar e formar estruturas organizadas durante o processo de
eletrofiacdo, que é um método muito rapido para a preparacdo de fibras poliméricas [145].
Outros estudos jad haviam demonstrado resultados semelhantes utilizando concentragdes
similares de farmacos em matrizes poliméricas. Demirci e colaboradores (2014), observaram
que ciprofloxacino na concentragdo de 5 % m/m em matriz de poli(acido 4- vinilbenzdico-co-
cloreto de vinilbenzil trimetilaménio) ndo mostraram o comportamento cristalino exibido pelo
farmaco em sua forma pura [146]. Em outro estudo desenvolvido por Xie e colaboradores
(2010), foi relatado que fibras de poli(latico-co-glicélico)-poli(etilenoglicol) contendo
hidroxipropil-B-ciclodextrina e o fdrmaco antitumoral hidroxicamptotecina nas concentragdes
de 1,0; 2,0 e 5,0 % m/m exibiram perfis amorfos em difratogramas de raios-X e curvas DSC

[130].
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Figura 5.3 - Difratogramas de raios-X para as fibras de PLGA, fibras de PLGA-DNR, DNR e
PLGA puros obtidos em tubo de cobre utilizando radiagdao CuKa = 1,54051.
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Assim, para corroborar os resultados obtidos por difracdo de raios-X, foram avaliadas
as propriedades térmicas das fibras de PLGA, PLGA-DNR, DNR e PLGA puros. A Figura 5.4
apresenta as curvas TG/DTG para as amostras citadas. Analisando-se a curva TG para a
daunorubicina observa-se que a mesma possui estabilidade térmica até aproximadamente 200
°C, seguida por trés eventos de perda massa que podem ser melhor visualiados na curva DTG e
gue totalizam 53,5 % de perda até 700 °C com consequente formacdo de grande quantidade
de residuo sélido. A alta estabilidade térmica para esta substancia pode ser atribuida a
formacdo de ligacBes de hidrogénio intermoleculares requerendo maiores temperaturas para
decomposi¢cdo. As curvas TG para o PLGA puro e para a fibra de PLGA apresentam
comportamento térmico semelhante com completa perda de massa em 250 °C, indicando
completa decomposicdo desses materiais conforme reportado na literatura [147]. As fibras de
PLGA-DNR exibem maior estabilidade térmica ligeiramente maior que as fibras de PLGA com
perda de massa em 275 °C e um residuo sdélido de 10,2 % foi gerado, fato que pode ser
atribuido a incorporacdo da DNR na matriz polimérica e a interacées do tipo ndo covalentes
entre este farmaco e o polimero. E importante mencionar que n3o foram observados eventos
de perda de massa que pudessem ser atribuidos a saida de solventes (DMF/THF) utilizados

para preparar as fibras, indicando que as mesmas estavam isentas dos mesmos.
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Figura 5.4 - Curvas TG e DTG para as fibras de PLGA, fibras de PLGA-DNR, DNR e PLGA puros

obtidas em atmosfera dindmica de N,.

A Figura 5.5 apresenta as curvas DTA e DSC para as fibras de PLGA, PLGA-DNR, DNR e
PLGA puros. A curva DTA para a daunorubicina exibe um evento endotérmico a 207,8 °C que
corresponde ao ponto de fusdo seguido de decomposicao térmica [13]. As curvas para o PLGA

puro e para as fibras de PLGA mostram dois eventos térmicos, sendo o primeiro a 50,5 °C e o
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segundo na faixa de 300 a 400 °C, os quais correspondem a transicao vitrea do polimero e a
sua termodecomposicao respectivamente [147, 148].

As curvas DTA para as fibras de PLGA-DNR exibiram o mesmo intervalo de
decomposicao térmica observada para as fibras de PLGA. Contudo, a temperatura de transicao
vitrea sofreu um ligeiro aumento, sendo observada a 53,9 °C, a qual pode ser melhor
visualizada na curva DSC também apresentada na Figura 5.4. A temperatura de transicdo vitrea
pode ser entendida como a temperatura abaixo da qual um polimero amorfo se torna duro e
fragil (estado vitreo), e acima da qual o mesmo polimero encontra-se macio (estado
viscoelastico). Assim, pode-se inferir que este resultado reforca a hipdtese de que interacGes
entre a daunorubicina e o PLGA produzem uma matriz mais rigida, a qual precisa de maiores
temperaturas para atingir o estado viscoelatico. Analisando ainda a curvas DTA para as fibras
de PLGA-DNR, pode-se observar a auséncia do pico de fusdo da daunorubicina, indicando que
o farmaco esta distribuido em sua forma amorfa. Estes resultados estdo em conformidade com
os perfis obtidos por difracdo de raios-X de pd para as referidas amostras e com o estudo
realizados por Ranganath e Wang (2008), no qual o farmaco anti-tumoral paclitaxel foi
incorporado em fibras de PLGA e as mesmas ndo exibiram o pico de fusdo associado ao

farmaco em curvas DSC [131].
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Figura 5.5 - (a) Curvas DTA para as fibras de PLGA, fibras de PLGA-DNR, DNR e PLGA puros e
(b) Curvas DSC para fibras de PLGA e de PLGA-DNR obtidas em atmosfera de N,.

5.2 Estudo da cinética de liberagdo in vitro de cloridrato de daunorubicina em matriz
de fibra polimérica de PLGA

A Figura 5.6 apresenta as curvas de porcentagem de liberacdo cumulativa de

daunorubicina dispersa em fibras poliméricas uniaxiais de PLGA.
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Figura 5.6 - Curvas de porcentagem de liberagao cumulativa de cloridrato de daunorubicina
dispersa em fibras de PLGA (a) porcentagem de liberagdo cumulativa até 1224 horas, (b)
porcentagem de liberagdo cumulativa até 8 horas, (c) porcentagem de liberagdo cumulativa

entre 8 a 624 horas e (d) porcentagem de liberagao cumulativa entre 624 a 1224 horas.

Analisando a Figura 5.6 pode-se constatar que em 1224 horas as fibras liberaram 90
% de daunorubicina para o meio externo. Trés dominios distintos podem ser distinguidos na
curva de liberagdo apresentada. O primeiro dominio pode ser observado nas primeiras oito
horas de liberagdo e corresponde ao efeito de explosdo do sistema, o qual representa cerca de
70 % de farmaco liberado para o meio. Este alto efeito de explosdo estd associado a alta
solubilidade da daunorubicina (39,2 mg mL™) e sua a acumulacdo nas superficies das fibras
durante o processo de eletrofiagdo, o qual pode resultar difusdo rdpida do farmaco para a
solucdo, conforme relatado previamente na literatura.

O segundo dominio corresponde ao periodo de 8 a 624 horas e o terceiro de 624 a
1224 horas. Em cada um destes dominios observa-se uma lenta liberagdo de fdrmaco de cerca
de 10 % em cada periodo, totalizando 90 % de farmaco liberado ao final de 1224 horas. Este

comportamento pode ser uma consequéncia de interagdes ndo covalentes do fadrmaco com a
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matriz de PLGA, conforme observado e discutido nas analises de Termogravimetria,
Calorimetria Exploratdria Diferencial e Difracdo de raios-X. Assim, a daunorubicina pode estar
aprisionada na matriz do polimero. Do ponto de vista farmacéutico, uma alta liberacdo inicial
pode promover um grande efeito antitumoral local atuando, assim, como uma dose de ataque
as células cancerigenas e eliminando grande parte das mesmas. Posteriormente, uma lenta e
controlada liberacdo de farmaco evitaria o crescimento e proliferacdo de células que por
ventura nao teriam sido eliminadas na fase inicial da liberagdo. Portanto, este novo sistema
parece ser uma estratégia clinica promissora, na qual as fibras de PLGA-DNR atuariam como
dispositivo local para tratamento de tumores sdlidos.

Os mecanismos de liberacdo de daunorubicina em matriz de fibras de PLGA foram
analisados utilizando-se os modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell
[139], os quais foram apresentados e descritos no Capitulo 4 item 4.3 durante a avaliacdo da
liberacdo de cloridrato de propranolol em matrizes de PMAA e polifCD. A Tabela 5.2 apresenta

os coeficientes de regressao obtidos na andlise dos modelos citados

Tabela 5.2 - Coeficientes de regressdo (R?) obtidos na modelagem da cinética de liberagdo de

daunorubicina em matrizes de fibras de PLGA.

MODELOS (R?) 8 horas iniciais | (R’) 8624 horas | (R%) 624 a 1224 horas
Ordem zero 0,8717 0,6869 0,9967
Primeira ordem 0,7789 0,7625 0,8052
Higuchi 0,9457 0,8354 0,9089
Hixon-Crowell 0,7017 0,5507 0,8233

E bem conhecido na literatura que a difusdo e o processo de degradacdo de fibras
poliméricas tém um papel importante na cinética de liberacdo de farmacos. Além disso, alguns
trabalhos descreveram a liberagdo de farmacos a partir de fibras biodegradaveis em etapas
distintas, e cada uma pode ser associada a diferentes modelos cinéticos [136, 149, 150].

De fato, pode-se confirmar que a liberagao da daunorubicina pode ser modelada por
diferentes dominios. O modelo de Higuchi mostrou ser o que melhor se ajusta as primeiras 8
horas de liberagdao, bem como no periodo de 8 a 624 horas, uma vez que apresenta os maiores
coeficientes de correlagdo. O modelo de Higuchi assume a difusdo baseda nas leis Fick, assim,
a porcentagem de farmaco dissolvido varia com a raiz quadrada do tempo, conforme

apresentado pela Equac¢do 4.9, na qual que ky representa a constante de dissolucdo de
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Y20 perfil de liberagio de

Higuchi, determinada pela inclinagdo da curva Q(t) x t
daunorubicina no periodo de 624 a 1224 horas se ajusta de maneira mais aproximada ao
modelo de ordem zero, no qual a percentagem cumulativa de farmaco liberado é linear com o
tempo, isto é, Q = ko x t, onde ky é a constante de liberacdo de ordem zero. Este
comportamento estd relacionado com a degradacdo das nanofibras de PLGA através da

clivagem de ligacdes éster por hidrdlise [131].

5.3 Avdliagdo dos efeitos citotoxicos, inflamatdrios e anti-angiogénicos de fibras
poliméricas de cloridrato de daunorubina em matriz de PLGA

O potencial citotéxico das fibras PLGA-DNR foi avaliado in vitro por ensaios de
viabilidade celular utilizando o método de metabolizacdo do brometo de 3-(4,5-dimetiazol-2-
il)-2,5(difeniltetrazol), MTT. A Figura 5.7 apresenta as porcentagens de viabilidade celular para
a DNR livre e incorporada na matriz de PLGA em células tumorais A431 e em células normais
de fibroblastos humanos. Uma vez que, o perfil de liberagdo in vitro para as fibras PLGA-DNR
demonstrou que 70 % do fdrmaco é liberado em 48 horas, optou-se por avaliar a
citotoxicidade do sistema neste mesmo periodo. Assim, ambas as células foram incubadas por
48 horas e expostas a diferentes concentragdes de farmaco livre e de fibras contendo

quantidade equivalente de farmaco.
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Figura 5.7 - Porcentagem de viabilidade celular para as fibras de PLGA, PLGA-DNR, DNR livre

PLGA puro: (a) células tumarais A431 e (b) células normais de fibroblastos humanos.
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Analisando os resultados obtidos para as células tumorais A431, pode-se dizer que a
citotoxidade da DNR livre e das fibras PLGA-DNR aumenta de uma maneira dose-dependente,
demonstrando que a matriz polimérica ndo impede a liberacdo do farmaco. Comparando
guantidades equivalentes de farmaco livre e incorporado nas fibras, tem-se que o sistema
PLGA-DNR apresenta maior citotoxicidade em todas as concentracdes avalidadas (diferenca
estatisticamente significativa). Este aumento de citotoxicidade da DNR incorporada em fibras
de PLGA pode estar associado ao ambiente acido gerado pela degradagdo do PLGA, com
respectiva producdo de acido latico e glicdlico.

J4 é reportado na literatura que fdrmacos antitumorais fracamente basicos, tais
como a DNR, tendem a concentrar-se em regides mais acidas, gerando um aumento da
citotoxicidade dos mesmos [151]. Resultados semelhantes foram reportados por Jingyuan e
colaboradores, (2011) nos quais foram demonstrados que nanofibras de PLA contendo
particulas de ouro e DNR (PLA/Au + DNR) sdo capazes de facilitar a capta¢do do farmaco por
células tumorais, aumentando, assim, sua citotoxicidade [152]. Dessa forma, pode-se dizer que
as fibras de PLGA-DNR produzidas demostram ser um sistema que atua de forma mais
eficiente contra células A431 do que a DNR livre. Os resultados obtidos para os fibroblastos
demonstram uma citotoxicidade similar para a DNR livre e para as fibras PLGA-DNR em todas
as concentragdes avaliadas.

Os possiveis efeitos inflamatdrios dos tecidos fibrovasculares, bem como os efeitos
anti-angiogénicos causados pelas fibras de PLGA-DNR foram avaliados in vivo apds insercao
das fibras em discos de poliéter-poliuretano e sequencial implantagdo em camundongos.
Considerando, inicialmente os efeitos inflamatdrios, foram monitorados dois marcadores de
inflamacdo. O primeiro foi a N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), a qual é utilizada para
detectar o acumulo e/ou ativacdo de macréfagos nos tecidos. O segundo marcador foi a
mieloperoxidase (MPO) que é considerado um indicador do acumulo e/ou ativacdo de
neutréfilos. Tumores sélidos causam alteragGes nos tecido adjacentes, e alguns marcadores
podem medir a resposta do organismo ao cancer. E importante mencionar que, diversas
evidéncias conectam o processo inflamatdério ao surgimento de doencgas neopldsicas [153].
Assim, a determina¢do dos marcadores de inflamagdao constitui uma importante estratégia
para a avaliacdo do desenvolvimento do processo canceroso.

A Figura 5.8 apresenta as atividades de MPO e de NAG para as fibras de PLGA, PLGA-
DNR, bem como para a DNR livre e para o grupo controle (discos de poliéter-poliuretano).
Pode-se perceber que apds 7 dias de implantagdo a atividade de MPO para as fibras de PLGA-

DNR, bem como para a DNR livre ndao foram estatisticamente diferentes quando comparadas
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com o grupo controle. Estes resultados indicam que ndo houve recrutamento/ativacdo de
neutrdfilos e consequentemente resposta inflamatéria aguda. As fibras de PLGA apresentaram
a menor atividade de MPO entre todos os grupos avaliados, o que pode ser atribuido a sua alta
biocompatibilidade.

Com relacdo a atividade de NAG para os mesmos grupos mencionados, pode-se dizer
gue ndo ocorreram mudancas significativas para as fibras de PLGA-DNR, PLGA e DNR livre
guando comparadas ao grupo controle. Tal fato indica que todos os materiais ndo induziram o
recrutamento/ativacdo de macréfagos e consequentemente resposta inflamatéria cronica. Os
resultados obtidos para as atividades de MOP e NAG indicam que os materiais avaliados sdo

promissores para utilizacdo como sistemas implantaveis para tratamento do cancer.
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Figura 5.8 - Niveis de acumulagao de neutrofilos e macrofagos para as fibras de PLGA-DNR,

PLGA e DNR livre mensurados através de atividade de: (a) MPO e (b) NAG

Para avaliar os efeitos de neovascularizagdo dos materiais implantados foi utilizado o
método de quantificacdo de hemoglobina (Hb), bem como a avaliagdo dos niveis do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF). A angiogénese é um processo fundamental e
complexo no qual ocorre a formag¢do de novos vasos sanguineos a partir de outros ja
existentes. E reconhecida como elemento chave em diversos eventos fisioldgicos e patoldgicos
que envolvem neovascularizacdo, como por exemplo, a embriogénese, cicatrizacdo e
crescimento tumoral. Assim, quanto maior for a vascularizacdo, maior a quantidadede sangue
no local e, por conseguinte maior a concentracdo de hemoglobina. O VEGF é um potente
estimulador do crescimento de vasos, responsavel pela indugdo da angiogénese em doencgas
como o cancer [154]. Assim, o monitoramento deste indicador é de fundamental importancia e
o desenvolvimento de inibidores especificos de VEGF tem proporcionado beneficios

substanciais aos pacientes com cancer.
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A Figura 5.9 apresenta os niveis de Hb e VEGF para as fibras de PLGA, PLGA-DNR, bem
como para a DNR livre e para o grupo controle (discos de poliéter-poliuretano). Pode-se
perceber que houve diminuicdo dos niveis de Hb e VEGF para todos os grupos quando
comparados ao controle. Os niveis de Hb sao uma medida indireta da formagdo de novos
vasos. Como os mesmos foram reduzidos em relagdo ao grupo controle, pode-se dizer que
houve reducdo na formacdo de vasos. Os niveis baixos de VEGF corroboram os resultados para
os niveis de Hb, demonstrando que os materais ndo induzem a angiogénese.

Estes resultados podem estar associados as dimensdes nanométricas das fibras, as
quais resultam no aumento da éarea superficial e da razdo de degradagdo/hidrélise do
polimero. Assim, tem-se consequentemente o aumento da liberacdo de DNR devido a maior
exposicdo ao meio. Dessa forma, pode-se demonstrar a propriedade anti-angiogénica das
fibras de PLGA-DNR. Os resultados apresentados estdo de acordo com estudos prévios
reportados por lwase e colaboradores e Lee e colaboradores, nos quais sdo relatados que a

daunorubicina é capaz de suprimir a expressdao de multiplos fatores angiogénicos [155, 156].
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Face aos resultados obtidos no presente trabalho é possivel concluir que:

Sistema supramolecular formado por cloridrato de propranolol e B-ciclodextrina

1. Foi possivel confirmar a formacdao do composto de inclusdo entre o cloridrato de
propranolol e a B-ciclodextrina em solucao, bem como o processo de auto-associacao
para formacdo de nanoagregados por técnicas analiticas como ressonancia magnética
nuclear, calorimetria de titulagdo isotérmica, espectrometria de massas com ionizagao
por eletrospray e espalhamento de luz dindmico.

2. Foi possivel determinar que o processo de associacdo é um processo espontaneo com
participacdo entalpica e entrdpica e dependente da temperatura.

3. Os coeficientes estequiométricos dos nanoagregados de cloridrato de propranolol:f-
ciclodextrina aumentam com a elevagcdo da temperatura obtendo-se um sistema de

4:1 (PROP: BCD) a temperatura de 318,15 K.

Sistemas de liberacdo de cloridrato de propranolol em matrizes poliméricas

4. O polimero de B-ciclodextrina (poliBCD) foi sintetizado e caracterizado, mostrando-se
biocompativel in vitro.

5. Foram obtidas de forma inédita nanofibras poliméricas, do tipo uniaxial e coaxial, com
matrizes de poliBCD e PMAA para a liberagao controlada de cloridrato de propranolol.
Os arranjos uniaxial e coaxial das nanofibras influenciaram de forma direta a liberagdo
in vitro do farmaco. O efeito de explosdo foi drasticamente modulado nas fibras
coaxiais. Assim, o arranjo coaxial é uma importante estratégia para a libera¢do de o
cloridrato de propranolol, na qual a diminuicdo do efeito de explosdo é necessaria

para o controle da pressao arterial cronica.

Sistemas de liberagdo de cloridrato de daunorubicina em matrizes poliméricas
6. Foram obtidas e caracterizadas nanofibras poliméricas inéditas em arranjo uniaxial em
matrizes de PLGA contendo cloridrato de daunorubicina.
7. Foi observado um significativo efeito de explosdo do farmaco presente nas nanofibras,
sendo seguido por uma progressiva e lenta liberagao.
8. Os testes in vitro demonstraram que as nanofibras contendo daunorubicina
encapsulada apresentaram maior efeito citotdxico para células tumorais A431 quando

comparadas ao farmaco livre.
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9. Experimentos in vivo revelaram que as nanofibras contendo daunorubicina
encapsulada ndo apresentaram potencial inflamatério mostrando uma diminuigdo da
vascularizacdo da regido ao redor do implante.

10. Foi verificado maior efeito anti-angiogénico das nanofibras contendo daunorubicina
encapsulada, sendo entdo, demonstrado seu uso potencial como sistema de liberacao

para o tratamento in situ do cancer e terapia anti-angiogénica.

Como perspectivas futuras para etapas de continuacdo do presente trabalho serdo
conduzidos estudos complementares para a caracterizacdo morfoldgica por criomicroscopia
eletronica dos agregados de cloridrato de propranolol e BCD e estudos tedricos para a
determinacdo de suas estruturas espaciais juntamente com a avaliacdo dos parametros
termodinamicos. Além disso, serdo realizados testes bioldgicos in vivo utilizando os referidos
agregados e as nanofibras de PMAA e poliBCD com o objetivo de monitorar a pressao arterial
de camundongos hipertensos. Para as nanofibras contendo cloridrato de daunorubicina,
pretende-se realizar novos experimentos in vivo para confirmar sua maior citotoxicidade, bem
como a reducgdo do volume de tumores sélidos.

Pretende-se ainda obter novos sistemas de liberagcdo de farmacos a base de fibras
poliméricas incorporando a estes outros materiais como ceramicas e materiais magnéticos
visando sua aplicacdo em diagndsticos e tratamento de doencas cronicas, bem como
potencializar seu uso clinico incorporando mais de um principio ativo com o intuito de oferecer

terapias de combate complementares.
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Anexo 1: Espectros de RMN utilizados na caracteriza¢do do cloridrato de propranolol

1. Espectro de RMN “*C para o cloridrato de propranolol (D,0, 400 MHz).

2. Espectro de RMN DEPT para o cloridrato de propranolol (D,0, 400 MHz).

ppm
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Anexo 1: Espectros de RMN utilizados na caracteriza¢do do cloridrato de propranolol

3. Espectro de RMN COSY 'H/*H para o cloridrato de propranolol (D,0, 400 MHz).
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4. Espectros de RMN HSQC 'H/™C para o cloridrato de propranolol (D,0, 400 MHz).
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5.

Espectros de RMN HMBC "H/*3C para o cloridrato de propranolol (D,0, 400 MHz).
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