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Resumo

Os biomateriais sdo materiais capazes de interagir com os sistemas bioldgicos e
aplicados em dispositivos médicos, podendo liberar farmacos controladamente, com intuito de
melhorar acdo terapéutica deste por meio de alteracdo nas propriedades fisicas e quimicas.
Administrar agentes antimicrobianos por meio desses dispositivos pode auxiliar no tratamento
de infeccdes, melhorar a solubilidade, estabilidade e especificidade dos mesmos, além de
serem promissores sistemas para superar a resisténcia de micro-organismos. O presente
trabalho visa o estudo in vitro da acdo antimicrobiana da sulfadiazina de sédio quando
incluida em diferentes ciclodextrinas comparando-as com a acdo do farmaco isolado. A
sulfadiazina de sodio, um quimioterapico de amplo espectro, foi complexada as
ciclodextrinas, que podem fornecer o aumento da solubilidade e estabilidade, alterando
propriedades fisico-quimicas e biologicas da molécula hospede. Para o estudo foram
utilizadas a B-ciclodextrina e dois de seus derivados: metil-B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina. As técnicas para caracterizacéao fisico-quimica, espectroscopia de absorc¢éo na
regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e analises térmicas (DSC e
TGA) sugeriram a interacdo hdspede/hospedeiro. Os espectros dos compostos apresentaram
as bandas referentes ao farmaco e ciclodextrinas e as analises térmicas a diferenca do perfil
térmico dos compostos de inclusdo comparado aos perfis das substancias quando isoladas. A
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) forneceu informacgdes termodindmicas que
confirmaram uma interagdo ndo covalente entre sulfadiazina de sodio e B-ciclodextrina e
sulfadiazina de sddio e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, sendo a primeira a mais favoravel.
Além disso, ambos 0s processos demostraram espontaneidade (AG < 0) e baixa constante de
afinidade (K), os valores de AG sdo -15,87 e -15,44 kJ/mol e constantes iguais a 604 e 507
para sulfadiazina de sddio/B-ciclodextrina para sulfadiazina de sédio/2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina, respectivamente. Dentre as técnicas de caracterizacdo, a principal capaz de
confirmar a interacdo € a ressonancia magnética nuclear (RMN) por meio de variacdo nos
deslocamentos quimicos e ainda através da utilizacdo de técnicas bidimensionais de
correlagdo *H/*H ROESY. As amostras (sulfadiazina de sédio, ciclodextrinas e compostos)
foram diluidas na concentracdo de 300ug/mL, quantidade determinada pela ANVISA com
base nos testes de sensibilidade antimicrobiana do Instituto de Padrdo Clinico e Laboratorial
(do inglés: Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI) e submetidas ao estudo
antimicrobiano com o teste de disco difusdo com as bactérias Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella



pneumoniae. De acordo com o tamanho dos halos todos os compostos farmaco/ciclodextrinas
apresentaram maior inibi¢do do crescimento bacteriano quando comparado a agdo do farmaco
isolado, exceto S. epidermidis que foi resistente a todos os discos. Para analise estatistica da
atividade antimicrobiana, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey
com nivel de significancia p < 0,05. Estatisticamente, comparando sulfadiazina de sodio
isolada e compostos de inclusdo, 0os compostos tiveram maior agdo antimicrobiana para S.
aureus e P. aeruginosa, enquanto que, para E. coli o composto sulfadiazina de sédio/metil-f3-
ciclodextrina apresentou maior atividade e os demais ndo tiveram diferenca significativa na
atividade em relag&o a sulfadiazina de sodio isolada. Para K. pneumoniae ndo houve diferenga
significativa entre as amostras. O aumento da atividade do farmaco incluido propfe a
elaboracdo de dispositivos de liberacdo do mesmo, através da associacdo com matrizes
poliméricas, que contribuem, também, para a sustentacdo tecidual. Foram produzidas fibras
por técnica de eletrofiacdo. As fibras foram formadas a partir da incorporacdo de sulfadiazina
de sodio, B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e seus compostos ao polimero poli-
g-caprolactona (PCL), solubilizadas em dimetilformamida (DMF) e tetrahidrofurano (THF)
na proporcdo 60:40 (v/v) e variando os parametros, tais como taxa do fluxo (mL/h), distancia
da ponta da agulha até a placa coletora (cm) e voltagem (kV). Posteriormente, foram
visualizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e quantificadas por
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis), fornecendo assim, a

quantidade de sulfadiazina de sédio presente nas fibras.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana; Sulfadiazina de sodio; Ciclodextrina; Composto

de incluséo.



Abstract

Biomaterials are materials capable of interacting with biological systems, being applied in
medical devices and can release drugs molecules, aiming to improve therapeutic action of this
through changes in physical and chemical properties. Administering antimicrobial agents by
these devices may aid in the treatment of infections, improving solubility, stability and
specificity thereof, and are promising systems to overcome the resistance of microorganisms.
This work aims to study the in vitro antimicrobial activity of sodium sulfadiazine, included in
different cyclodextrins comparing their activity with pure drug. Sulfadiazine sodium, a
chemotherapeutic broad spectrum was included into cyclodextrins providing increased
solubility and stability, changing the physical-chemical and biological properties of the guest
molecule. For the study, p-cyclodextrin and its derivatives (methyl-p-cyclodextrin and 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin) was used. The techniques for physicochemical
characterization as absorption spectroscopy in the infrared Fourier transform spectroscopy
(FTIR) and thermal analysis (DSC and TGA) suggested the interaction guest/host. The
spectrum of the compounds showed the bands related to the drug and cyclodextrin and
thermal analysis showed difference in thermal profile of inclusion compounds compared to
the profiles of the of isolated substances.The isothermal titration calorimetry (ITC) provided
thermodynamic information confirmed that a non-covalent interaction between sodium
sulfadiazine with B-cyclodextrin and and 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin, being the most
favorable for B-cyclodextrin. Moreover, both processes have demonstrated spontaneous (AG
<0) and low affinity constant (K), AG values are -15.87 and -15.44 kJ/mol and constant 604
and 507 to sodium sulfadiazine/B-cyclodextrin to sodium sulfadiazine/2-hydroxypropyl-p-
cyclodextrin, respectively. Among the characterization techniques, capable of confirming the
main interaction is the nuclear magnetic ressonance (NMR) by variation in chemical shifts
and through the use of two-dimensional correlation techniques 1H/1H ROESY. Samples
(sodium sulfadiazine, cyclodextrins and compoundes) were diluted at a concentration of 300
pg/mL, determined by ANVISA amount based on the antimicrobial susceptibility testing of
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI and subjected to antimicrobial study with
the disk diffusion test with different bacteria, they are Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae.
According to the size of the halos all compound drug/cyclodextrin showed greater inhibition
of bacteria when compared to the pure drug action, except that Staphylococcus epidermidis

was resistant to all discs. Statistical analysis of antimicrobial activity, we used the Analysis of



Variance (ANOVA) and Tukey's test with significance level set at p <0.05. Statistically
comparing pure sodium sulfadiazine and inclusion compounds, the compounds had higher
antimicrobial activity for S. aureus and P. aeruginosa, whereas E. coli sodium sulfadiazine
compound/methyl-B-cyclodextrin showed greater activity and others had no significant
difference in activity compared to pure sodium sulfadiazine and K. pneumoniae was no
significant difference between samples. The increase in drug activity included proposes that
release devices of the same, through association with polymer matrices, which also contribute
to tissue support. Fibers were produced by electrospinning technique. Fibers were formed
from the incorporation of sodium sulfadiazine, pB-cyclodextrin, 2-hydroxypropyl-p-
cyclodextrin and its compounds to the poly-g-caprolactone polymer (PCL), solubilized in
dimethylformamide (DMF) and tetrahydrofuran (THF) in the 60:40 (v/v) and varying
parameters such as flow rate (mL/h), the needle tip distance to the collector plate (cm) and
voltage (kV). Later, they were viewed by scanning electron microscopy (SEM) and quantified
by absorption spectroscopy in the region of the ultraviolet-visible (UV-vis), providing thus

the amount of sodium sulfadiazine present in the fibers.

Keywords: Antibacterial activity; Sodium Sulfadiazine; Cyclodextrin; Compound

inclusion.
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1 INTRODUCAO

Os materiais usados em dispositivos médicos, comumente conhecidos como
biomateriais, tém se tornados sofisticados, pois apresentam informacGes, tais como
reconhecimento molecular, e podem liberar compostos biologicamente ativos. Os biomateriais
tendem a assumir um papel cada vez mais importante, avancando para além da aplicacdo
médica, como produzir e transformar matérias-primas para a inddstria quimica (HUEBSCH,
2009). A administracdo de agentes antimicrobianos através desses dispositivos pode auxiliar
no tratamento de infec¢bes, melhorando a solubilidade, estabilidade, prolongando o tempo de
meia-vida do farmaco e aumentando a especificidade, pois ao direcionar o farmaco ao seu
sitio de acdo os efeitos colaterais podem ser minimizados (ZHU, 2014). Na classe dos
biomateriais, nanocarreadores tém se tornado promissores para superar a resisténcia de
agentes patogénicos (HUH, 2011). Neste sentido, as ciclodextrinas (CDs) sdo importantes

candidatos para exercer a funcéo de carreadores e compor biomateriais (SOUSA, 2008b).

As CDs sdo oligossacarideos ciclicos que apresentam cavidade hidrofébica e interagem
com diferentes moléculas formando compostos de inclusdo e vém sendo muito utilizadas nas
diversas areas da ciéncia. Estas sdo capazes de modificar propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas de moléculas hospedes, proporcionando caracteristicas como 0 aumento da
solubilidade e estabilidade, quimica e bioldgica. Dentre as principais ciclodextrinas naturais
(o-, B- e y-ciclodextrina), a B-ciclodextrina é a mais utilizada principalmente pelo seu menor
custo e maior volume de produgdo. As hidroxilas primarias e secundarias da B-ciclodextrina
podem ser modificadas por meio do acréscimo de grupamentos metil (metil-p-ciclodextrina)
ou hidroxipropil (2-hidroxipropil-B-ciclodextrina), alterando propriedades como, solubilidade,
biodisponibilidade e toxicidade (DAVIS, 2004; SZEJTLI, 1998, UEKAMA, 1998,
VENTURINI, 2008).

Estudos que avaliam a atividade antimicrobiana de compostos de incluséo formados
entre ciclodextrinas e agentes antimicrobianos mostram o aumento da atividade, como € o
caso do triclosan/ciclodextrinas que tem uma melhor atividade antimicrobiana comparada
com o triclosan isolado (CELEBIOGLU, 2014) e o hidrocloridrato de ciprofloxacina
associado a P-ciclodextrina ligada a fibras de celulose, cuja atividade é proporcional a
guantidade de ciclodextrina (DONG, 2014).

Nesse projeto, a sulfadiazina de sddio (SDS) foi o agente antimicrobiano complexado a

B-ciclodextrina e seus derivados (2-hidroxipropil- B-ciclodextrina e metil- B-ciclodextrina). A
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SDS pertence ao grupo das sulfonamidas, que sdo farmacos sintéticos com acéao
antimicrobiana, de uso humano e veterinario e cuja estrutura se assemelha ao &cido para-
aminobenzoico (PABA). Este se incorpora a enzima diidropterato sintetase na formacao do
acido diidrofélico (acido folico) — crucial na sintese do DNA bacteriano, ou seja, as
sulfonamidas exibem um efeito bacteriostatico, pois inibem a sintetase provocando a
supressdo proteica, sendo assim, o micro-organismo ndo se multiplica (HARDMAN, 2003;
SKOLD, 2000). Antimicrobianos desse grupo sdo de amplo espectro, inibem tanto bactérias
gram positivas como gram negativas, além de alguns protozoarios (Toxoplasma sp, por
exemplo) (VICENTE, 2010).

As inclusdes de sulfadiazina de sodio utilizando as diferentes ciclodextrinas foram
feitas, de acordo com outras metodologias, pelo método de liofilizacdo (SOUSA, 2008b). Para
confirmar essas interacdes, foi necessaria a caracterizacao fisico-quimica por meio de técnicas
como a espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TGA), calorimetria
de titulacdo isotérmica (ITC) e ressondncia magnética nuclear (RMN). A técnica de FTIR
proporciona informagdes para a ocorréncia de complexacao pela variagdo do espectro, seja no
deslocamento, formato ou mudanca na intensidade das bandas de absor¢do (HEDGES, 1998).
As analises térmicas, DSC e TGA, estdo relacionadas a caracterizacdo, avaliacdo de pureza e
estabilidade do material (HEDGES, 1998; OLIVEIRA, 2011). O ITC é um equipamento
usado para determinar 0s parametros termodinamicos, permitindo saber se a interagdo ocorre
espontaneamente, suas constantes de formacdo e estequiometria (VELAZQUEZ-CAMPOQY,
2006; WSZELAKA-RYLIK, 2013). E a técnica de RMN ¢ fundamental na identificacdo de
compostos organicos, assim como para 0S compostos de inclusdo (HEDGES, 1998;
SCHNEIDER, 1998). Os compostos caracterizados foram submetidos ao estudo
antimicrobiano com o teste de disco difusdo (ou antibiograma), neste, o halo de inibicédo é a
regido sem crescimento, macroscopicamente detectavel (ANVISA, 2003). As amostras
utilizadas para a comparagéo da atividade antimicrobiana foram: o disco para antibiograma de
sulfonamida (comercialmente ndo ha disco de sulfadiazina), usado como controle; e discos
com solucbes de sulfadiazina de sodio e de sulfadiazina de sodio/ciclodextrinas na
concentracdo de 300pug/mL de farmaco (ANVISA, 2005).

O presente trabalho visa o estudo in vitro da acdo antimicrobiana da sulfadiazina de
sodio quando incluida as diferentes ciclodextrinas comparando-as com a agdo do farmaco

isolado. Até o presente momento, foram realizados diversos estudos envolvendo



19

antimicrobianos do grupo das sulfonamidas, inclusive a sulfadiazina e ciclodextrinas, que
mostraram, por meio de diferentes técnicas, que a formacdo de um composto de inclusdo é
viavel (ARAUJO, 2008; DELRIVO, 2012; PREMAKUMARI, 2011; RAJENDIRAN, 2014a;
RAJENDIRAN, 2014b; VENKATESH, 2013; ZOPPI, 2010). Entretanto, ndo foram
encontrados relatos na literatura de pesquisa com a sulfadiazina de sodio e ciclodextrinas,

correlacionado a avaliagdo antimicrobiana desse composto.

1.1 Objetivos gerais

Avaliar a atividade antimicrobiana de compostos de inclusdo formados entre o
farmaco, sulfadiazina de sodio, juntamente com a B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-p-

ciclodextrina e metil-p-ciclodextrina, previamente caracterizados.

1.2 Objetivos especificos

Preparar compostos de inclusdo farmaco/ciclodextrinas,

Caracterizacdo fisico-quimica dos compostos de inclusao, pelos métodos de espectroscopia no
infravermelho, anélises térmicas (TGA e DSC), calorimetria de titulacdo isotérmica e
ressonancia magnética nuclear,

Propor uma estrutura formada pela interacdo das moléculas hdspede e hospedeira,

Avaliacdo antimicrobiana por disco difusdo com diferentes espécies de bactérias:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae,

Comparacdo entre os resultados obtidos,

Propor sistemas poliméricos através da producdo fibras, incorporando poli-e-caprolactona e
compostos de incluséo,

Caracterizacdo das fibras por microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de

absorcéo na regido do ultravioleta-visivel.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Biomateriais e os sistemas de liberacao

Os biomateriais sdo combinagdes de materiais organicos ou inorgéanicos capazes de
interagir com os sistemas bioldgicos a fim de tratar, reconstituir ou substituir tecidos, 6rgaos
ou mesmo exercer alguma funcéo vital (BURG, 2000; WILLIAMS, 2014). Embora sejam
usados desde a antiguidade, foi o conhecimento interdisciplinar da biologia molecular a
compreensdo da importancia das ciéncias fisicas, que contribuiu para criacdo de biomateriais
avancados e com funcdo bioldgica especifica (DAW, 2009; HUEBSCH, 2009). Entre suas
aplicacdes esta a elaboracédo de dispositivos biomédicos (BURG, 2000), que tem sua atividade
bioldgica aceita pela norma ISO 10993 a partir de um processo de gerenciamento de risco
para salude (JOSEPH, 2009). Sdo desenvolvidos biomateriais com alto desempenho, com a
finalidade de alterar as propriedades indesejaveis, além de proporcionar a quantidade precisa e
eficaz do farmaco no sitio de agdo, por meio de sistemas de liberacdo de farmacos
(UEKAMA, 1998). Administrar farmacos de maneira controlada por meio de sistemas
nanométricos pode auxiliar na sua especificidade. Além das vantagens bioldgicas, o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo, em escala nanométrica, oferece vantagens
econémicas. O projeto de um novo medicamento envolve, em média, 500 milhGes de dolares
e um longo tempo de desenvolvimento, em torno de dez anos, além do maior risco de falha
nos ensaios clinicos; enquanto que, um nanocarreador tem um custo e tempo de
desenvolvimento reduzido para 20-50 milhdes e 3-4 anos, respectivamente; além do menor
risco de falha clinica. Em 2009 o mercado desses dispositivos movimentou 53 bilhdes e tem
previsdo de 136 bilhdes para 2021 (FELICE, 2014).

A nanotecnologia se revelou uma importante alternativa para novas descobertas no
combate aos micro-organismos que estdo desenvolvendo resisténcia, alternativa por meio da
elaboracdo de biomateriais que possuam propriedades antimicrobianas e no desenvolvimento
de dispositivos de liberacdo de antibidticos. A resisténcia dos micro-organismos origina cepas
mais virulentas e coloca em risco a eficacia do tratamento, o que reflete em impactos para a
saude e em nivel socioecondmico, pois exige avangos que combatam as infecches
microbianas e resistam ao tempo. A administracdo de agentes antimicrobianos através de
dispositivos também pode superar problemas inerentes ao tratamento das infecgdes, como
efeitos colaterais, por direcionar o farmaco ao seu sitio de acao; prolongar seu tempo de meia-

vida, consequentemente, seu tempo de liberacdo e inibir a formacdo de biofilmes em
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infeccbes cronicas (matriz que envolve a célula bacteriana e a protege contra a difusdo do
farmaco) (ZHU, 2014). Os nanocarreadores sd80 materiais promissores para superar a
resisténcia de agentes patogénicos e podem ser ativados mediante estimulos (pH, temperatura,
radiacdo eletromagnética ou ainda a agentes externos) (HUH, 2011), além de apresentarem
potencialidades terapéuticas e estabilidade em fluidos bioldgicos, por essas caracteristicas se
tornam interessantes para muitos pesquisadores (VENTURINI, 2008). A interagédo
farmaco/material é extremamente importante para desenvolver um dispositivo de liberacdo e
caracteristicas como estrutura quimica, peso molecular hidrofobicidade e hidrofilicidade sdo
fundamentais para determinar esta interacdo (FELICE, 2014). Sistemas supramoleculares séo
muito usados na construgdo desses nanomateriais (NARDELLO-RATAJ, 2014).

2.2 Quimica supramolecular

Em 1987, Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn e Charles J. Pedersen ganharam o Prémio
Nobel de Quimica devido aos estudos sobre interacbes moleculares altamente seletivas, que
Lehn propés chamar de quimica supramolecular (ARIGA, 2006; LEHN, 2007). A quimica
supramolecular é responsavel pelo estudo das caracteristicas basicas de uma interacao, do tipo
enzima-substrato, farmacos e sitio de ligagdo, propagacdo dos sinais entre células e todos
outros processos controlados por interacfes altamente seletivas. Caracteristicas como o
reconhecimento, reatividade e transporte sdo basicas das espécies supramoleculares (LEHN,
1993). Os sistemas supramoleculares sdo essenciais em diversas funcdes bioldgicas, como na
formagdo da membrana celular, sintese dos ribossomos, transcricdo do DNA, entre outras.
Para funcGes bioldgicas mais complexas 0s processos séo cineticamente controlados ou longe
do equilibrio, por exemplo, a manutencdo de gradientes de concentracdo. Estudos com esses
sistemas ndo s6 ajudam entender agregacdo e reconhecimento molecular como também
servem de precursores para nanomateriais eletronicos, biomédicos e na aplicacdo
farmacéutica (LI, 2008).

Para exercer a funcdo de carreador de farmacos sdo necessarias moléculas capazes de
formar sistemas supramoleculares e as ciclodextrinas (CDs) sdo candidatas em potencial, pois
interagem com moléculas organicas e inorganicas formando compostos de inclusdo (SOUSA,
2008b), usadas no reconhecimento molecular, tanto para catalise quanto para inibicdo de
reacOes (VENTURINI, 2008).



23

2.2.1 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, sintetizados a partir da
degradagcdo do amido pela glicosiltransferase. As CDs naturais sdo a, B e y-CD, que
apresentam 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, unidas por ligacdes glicosidicas do
tipo a-1,4, responsaveis pela assimetria e rigidez relativas das CDs (DAVIS, 2004; SZEJTLI,
1998), o monémero das CDs naturais estd representado na Figura 2.1b. Essa classe de
moléculas foi descoberta por Villiers no fim do século XIX (1891) e, doze anos mais tarde,
estudadas por Schardinger, que observou a mesma formacdo de produtos cristalinos;
identificando-os como ciclodextrinas. Os estudos baseados nas CDs tiveram continuagdo por
Freudenberg e colaboradores, por volta de 1930 e intensificados a partir de entdo. O
conhecimento sobre as propriedades fisico-quimicas, estrutura e capacidade de formar
compostos aliados ao dominio da preparacdo das CDs em escala laboratorial foram suficientes
para aumentar o interesse nas ciclodextrinas, avaliando suas possiveis aplicacdes. A partir dos
anos 70 as ciclodextrinas comegaram a ser produzidas em escala industrial (SZEJTLI, 1998;
VENTURINI, 2008).

As interacOes ndo covalentes ou intermoleculares, tais como forgas de van der Waals,
ligagBes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, interacdes dipolo-dipolo, efeito hidrofébico,
efeitos estéreos e transferéncia de cargas sdo responsaveis pelo reconhecimento molecular. O
que facilita a interacdo ¢ a estrutura quimica das CDs, o formato de cone truncado, cavidade
hidrofébica e parte externa hidrofilica, com presenca de hidroxilas primarias na regido de
maior diametro e secundarias na de menor (Figura 2.1a) (SZEJTLI, 1998). A cooperacdo de
diversas interacdes fracas leva a uma forte interacdo, o que ndo ocorre com interacdes fracas
individualmente (VENTURINI, 2008). Fatores como concentracao e tipo de ciclodextrina, pH
e 0 modo de preparo da solucdo sdo determinantes para que as CDs naturais possam formar
agregados moleculares nanométricos de 150-300nm (SOUSA, 2010). O tamanho e aspecto
estrutural sdo caracteristicas importantes para os diversos substratos que interagem formando
compostos de inclusdo com as CDs, para que consigam se adaptar a cavidade das mesmas,
ainda que parcialmente. Este fato influencia diretamente na estequiometria do composto; que
podem apresentar diferentes razdes estequiométricas entre as moléculas hospede e hospedeira:
1:1, 1:2, 221 e 2:2. Além de também influenciar na forca de interacdo, levando em
consideracdo o tipo de ciclodextrinas escolhido, seu diametro e a distancia entre as moléculas
(VENTURINI, 2008).
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Figura 2. 1- a) Estrutura tridimensional da ciclodextrina e b) monémero das ciclodextrinas naturais (o, € y),

com os carbonos enumerados.

Dentre as CDs naturais, a y apresenta maior solubilidade em agua (23,2 g/100mL H,0),
a a solubilidade intermediaria (14,5 g/100mL H,0) ¢ a f a menor (1,85 g/100mL H,0). A
solubilidade de cada uma esta intimamente relacionada com o tamanho do didmetro e as
interacdes intramoleculares. Numa mesma molécula de CD, a hidroxila ligada ao carbono 2
pode formar ligacdo de hidrogénio com o hidrogénio do carbono 3, impossibilitando que
estejam livres para interagir em meio aquoso, isso justifica a baixa solubilidade da BCD. A a e
y com menor € maior cavidade, respectivamente, apresentam distor¢cdo, o que impede a
formacdo da ligagdo intramolecular (SZEJTLI, 1998). As extremidades da cavidade das
ciclodextrinas isoladas sdo abertas e, quando em solucdo aquosa, essa cavidade (levemente
apolar) € ocupada por moléculas de agua (polar), enquanto que, na presenca de substratos cuja
polaridade seja menor do que a agua, estes a substituem facilmente, formando um composto
energicamente favoravel com a ciclodextrina (VENTURINI, 2008). Conhecer a
termodinamica do composto de inclusdo é essencial para entender o reconhecimento
molecular de sistemas supramoleculares (BOUCHEMAL, 2012). As moléculas de agua
liberadas do interior da cavidade da ciclodextrina e a formacdo do composto de incluséo
contribuem com a variagdo entélpica. Enquanto que, a variacdo de entropia se da pela
dessolvatacdo da molécula hospede, que resulta na maior liberdade de movimentagdo

translacional e rotacional das moléculas de agua e, também, pela formacdo de uma estrutura
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rigida na complexacéo, cujos movimentos da molécula hospede e ciclodextrina diminuem
(SOUSA, 2008b).

As CDs apresentam caracteristicas vantajosas para atuarem como carreadores de
farmaco: uma estrutura quimica bem definida, variedade de CDs com diferentes tamanhos,
baixa toxicidade dependendo da CD, diferentes solubilidades em meio aquoso que pode, em
alguns casos, levar a protecdo das moléculas incluidas (UEKAMA, 1998). Algumas
propriedades sdo alteradas quando uma molécula hdspede se complexa a ciclodextrinas. A
solubilidade pode ser aumentada ou diminuida, isso ocorre porque a molécula se encaixa na
cavidade da ciclodextrina e sua regido hidrofébica ndo mantém contato com o solvente e sim
a parte hidrofilica da CD (HEDGES, 1998). O aumento da solubilidade é avaliado em funcéo
das concentragfes do farmaco e da ciclodextrina e depende do tipo de composto formado e
estequiometria da reacdo, que € governada por uma constante de equilibrio K¢, variando de
uma solubilidade limitada até a solubilidade completa (Figura 2.2). A solubilidade aliada a
permeabilidade sdo caracteristicas essenciais no desenvolvimento de farmacos e responsaveis
por mais de 40% de falhas no mesmo. Diante disso, 6rgdos responséveis por regulamentar
medicamentos, incluindo o Food and Drug Administration (FDA), definiram um Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutico que divide os farmacos em quatro grupos diferentes de acordo
com sua solubilidade e permeabilidade (Figura 2.3) (DAVIS, 2004).

a) b)
Farmaco Ciclodextrina 8 4
S
Complexo de E
melusdo 8
$
3
_[F+CD) z
“7IRLIED)
W)
CD:iF=1:1

Concentragio de ciclodextrina [M]

Figura 2. 2 — a) Esquema da formacdo do composto de inclusdo (razdo molar 1:1), b) Representacdo grafica da
solubilidade, em agua, em funcéo da concentracdo molar de farmaco e ciclodextrina. As linhas em vermelho e
verde representam a formacéo de um composto cuja solubilidade é limitada e a linha laranja representa um

composto totalmente solGvel em 4gua.
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(N Tipo 1 ‘ Tipo 1
= 1 Solubilidade, J permeabilidade P Sotubilidade, T permeabilidade
= Tipo TV T “Tipo Tl
§ s Solubilidade, ¥ permeabilidade ‘ J Solubilidade, T permeabilidade

Permeabilidade

Figura 2. 3 — Tabela de classificacdo para os farmacos de acordo com a solubilidade e permeabilidade segundo o

Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

Grupos adicionados a ciclodextrinas determinam as possiveis mudancas na solubilidade,
grupos neutros (hidroxipropril) ou grupos ibnicos (carboxilato de metila e amina e
quaternaria) aumentam a solubilidade para 60% ou mais em agua, enquanto que grupos
alifaticos, como hexil, ou pequenas cadeias, como acetil, diminuem a solubilidade em &gua e
aumentam em solventes organicos (HEDGES, 1998). As ciclodextrinas podem auxiliar em
processos industriais, por exemplo, na remocdo de gordura dos produtos de origem animal
devido sua alta afinidade com o colesterol, assim como para evitar o escurecimento de frutas e
vegetais causado por compostos fendlicos e na bioconversdo de compostos organicos.
Compostos podem ser estabilizados por meio de complexacdo, tanto pela interacdo com a
cavidade, quanto com as hidroxilas que a cercam, tornando as moléculas hdspedes menos
reativas. Ciclodextrinas atuam como protetores contra degradagéo de substancias por micro-
organismos, protecdo de substancias sensiveis a luz, calor e oxida¢do. Quando um hdspede é
incluido na ciclodextrina, ele ndo entra em contato direto com as superficies do organismo,
sendo assim, evita irritacdo ou sabor desagradavel; além de ser lentamente liberado. A
volatilidade é uma propriedade que pode ser diminuida através da complexacdo com CDs
(HEDGES, 1998; VENTURINI, 2008).

Essas macromoléculas vém sendo utilizadas durante muitos anos em produtos
alimentares, com a finalidade de disfarcar sabores e odores, em produtos cosméticos para
aumentar a estabilidade, solubilidade, odores, prolongar a liberacdo de perfumes e na industria
farmacéutica para aumentar solubilidade e estabilidade de farmacos, inibir irritacbes e
tambem disfargar odores e sabores. Embora as CDs tenham o uso mais limitado nos Estados
Unidos do que no Japdo e na Europa (STELLA, 2008), paises como Hungria, Bélgica,
Inglaterra, Alemanha e Itdlia (HEDGES, 1998). Em geral, as CDs sdo promissoras no
reconhecimento de moléculas quirais - fator importante no desenvolvimento de farmacos,

usadas como seletores quirais, sendo que, seus derivados mais polares, como a 2-
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hidroxipropil-B-ciclodextrina, oferecem uma melhor seletividade. Existem outras aplicagdes,
tais como em quimica ambiental, pois as CDs sdo eficientes moléculas receptoras e auxiliam
na captacdo de poluentes do solo, complexando a poluentes hidrofébicos e os tornando mais
sollveis, o que facilita a degradacdo por micro-organismos, além de reduzir a toxicidade de
compostos. Em quimica analitica, na identificacdo seletiva de diferentes substancias quimicas
(VENTURINI, 2008).

Em 2012, a area de aplicacdo lider foi a farmacéutica, seguido de produtos quimicos e
biotecnoldgicos (CYCLOLAB, 2013). Sdo bastante aplicadas no uso farmacéutico pela
biocompatibilidade e por proporcionarem vantagens que aumentam a biodisponibilidade de
formulacGes farmacéuticas (SOUSA, 2008b). A biodisponibilidade do farmaco esta
intimamente relacionada com sua estabilidade (DAVIS, 2004), esta, por sua vez, €
extremamente importante para 0 armazenamento e para evitar possiveis reacdes que o tornam

inativo ou menos ativo, o que reflete na eficacia terapéutica (UEKAMA, 1998).

A toxicidade das ciclodextrinas estd relacionada com a via de administragdo. A [-
ciclodextrina é a ciclodextrina natural mais comum, possui 21 hidroxilas, sendo 7 primarias e
14 secundarias (UEKAMA, 1998), porém sua menor solubilidade em comparacdo com as
outras CDs principais e a alta afinidade com o colesterol impossibilita a administracdo
parentérica por precipitar nos rins, ocasionando danos aos tubulos renais. Sendo lipofilicas as
nossas células, a BCD administrada, em grande quantidade, por via intravenosa pode romper
células provocando hemolise. A modificacdo na molécula, como o acréscimo de grupos
funcionais, da CD pode reduzir esses problemas (DAVIS, 2004). Esta modificacdo ocorre por
meio da substituicdo das hidroxilas primarias ou secundérias, levando em consideracdo a
nucleofilicidade das hidroxilas e possibilidade das CDs formarem compostos com reagentes.
Dependendo do reagente podem atacar a hidroxila na posigéo 6, 2 ou 3, mostradas na Figura
2.1b, que sdo as menos acida, mais acida e mais dificil de reagir, respectivamente (SOUSA,
2010).

2.3 Sulfonamidas/Sulfadiazina

As sulfonamidas representam o0 grupo precursor de quimioterapicos utilizados no
tratamento de infecc¢Oes bacterianas. S&o antimicrobianos de amplo espectro, de uso humano
(SKOLD, 2000) e veterinario (GRAVE, 2010). Sua estrutura (SO,NH) é muito usada no
desenvolvimento de novos medicamentos (PERLOVICH, 2014). Também denominada de
sulfa, tiveram atividade antimicrobiana descoberta na década de 1930 a partir de estudos com
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o prontosil (Figura 2.4a), um corante azo sintético, cujo metabdlito ativo (sulfanilamida,
Figura 2.4c) o tornava eficiente contra estreptococos. Sua atividade contra outras bactérias foi
comprovada ap0s 0 sucesso do tratamento de septicemia estafilococica e infeccdes
meningocdcicas com o prontosil. Em 1939, Domagk ganhou o prémio Nobel de Medicina
pela descoberta do valor quimioterapico do prontosil, porém foi preso por soldados nazistas e
ndo pode receber o prémio. S6 em 1947, quando foi libertado, veio a receber a medalha e o
diploma (HARDMAN, 2003; SKOLD, 2010). As sulfas ja foram muito usadas contra
infeccOes estreptocdcicas, estafilocdcicas, gonococicas, meningococicas e pneumococicas
(FOCKS, 2010; SKOLD, 2010). Atualmente, quimioterapicos da classe das sulfonamidas sdo
associados a trimetoprim e pirimetamina e tém acdo contra Nocardia spp. e Toxoplasma
gondii, respectivamente, inclusive em individuos com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (VICENTE, 2010).

Em geral, as sulfonamidas sofrem absor¢do rapida no trato gastrointestinal,
principalmente no intestino delgado. O percentual de farmaco absorvido chega a 70-100 %,
tem nivel plasméatico maximo no intervalo de 2-6 horas e sdo detectadas na urina cerca de 30
minutos ap6s a administracdo por via oral. Penetram facilmente nos liquidos corporais
(pleural, peritoneal, sinovial, ocular, entre outros), onde se encontram na forma ativa. Podem
ser excretadas pelas fezes, bile, secrec@es e, principalmente, pela urina (HARDMAN, 2003).
Atuam como inibidores competitivos do acido p-aminobenzéico (PABA) (LIANG, 2013),
Figura 2.4d, pela similaridade entre suas estruturas. A diidropteroato sintetase (DIPS) é
responsavel por catalisar o PABA e acido 7,8-di-hidro-6-hidroximetilpterina-pirofosfato para
a biossintese do folato. Os derivados do folato sdo extremamente importantes na formacao
dos é&cidos nucleicos e, consequentemente, na sintese do DNA. Quando essa via é
interrompida pelas sulfonamidas, ocorre supressdo na sintese proteica e inibicdo do
crescimento microbiano, caracterizando um efeito bacteriostatico (FOCKS, 2010; VICENTE,
2010; VINNICOMBE, 1999). Os humanos ndo tem sua sintese de DNA afetada, pois nao
sintetizam o folato e sim o adquire por ingestdo de alimentos que contém o &cido fdlico
(SKOLD, 2000). As sulfonamidas tem maior efetividade na fase aguda das infecgGes, quando
as bactérias se multiplicam rapidamente. Além disso, o efeito bacteriostatico cessa em altas
concentragcfes de PABA ou concentragdo de sulfonamidas abaixo da dose inibitdria
(FRASER, 1996). O sistema imunolégico € responsavel por erradicar a infeccéo
(HARDMAN, 2003).
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Figura 2. 4 — Estrutura quimica a) prontosil, b) sulfadiazina, c) sulfanilamida e
d) &cido para-aminobenzéico (PABA)

As sulfonamidas e seus derivados podem ser classificados de acordo com a sua duragédo
no organismo e indicac@es, tais como, as de uso padrao, para infecc@es sistémicas provocadas
por bactérias suscetiveis; as altamente solUveis no caso de infecgBes do trato urinério e
fracamente sollUveis em infeccBes intestinais; sulfonamidas potencializadas, ou seja, 0
sinergismo entre classes diferentes de farmacos, como € o caso de diaminopirimidinas
(trimetoprim, por exemplo) e sulfonamidas, esta associacdo bloqueia os sistemas enzimaticos

microbianos provocando um efeito bactericida; e as de uso tépico (FRASER, 1996).

No inicio dos anos 40 ja se falava em cepas de bactérias sulfonamidas-resistente
levando em consideracdo as infeccGes mais susceptiveis, como queimaduras em vitimas de
guerra. Além de ressaltar a importancia de ndo utilizar sulfonamidas em casos nao
justificaveis de gravidade, quando necessaria usa-la na dosagem adequada e por pouco tempo
(MORGAN, 1943). A resisténcia bacteriana pode ocorrer devido a mutagdo ou por
transferéncia de plasmidios, e resulta em uma (1) menor afinidade com a diidropteroato
sintetase, (2) diminuicdo da permeabilidade ou efluxo do farmaco, (3) via metabdlica
alternativa para sintese do folato ou (4) aumento na producédo do folato ou de antagonista do
farmaco (HARDMAN, 2003). Embora as sulfonamidas ndo sejam muito utilizadas
atualmente, principalmente pela existéncia de antibioticos mais eficazes, com menos efeitos
colaterais e pela resisténcia de micro-organismos perante as sulfas, estudos recentes com esse

grupo podem ser interessantes pelo seu baixo custo e auséncia do uso por muitos anos, o que
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coloca em questéo a reversibilidade da resisténcia; considerando a resisténcia aos antibidticos
em geral (SKOLD, 2000).

A sulfadiazina (Figura 2.4b) é uma sulfonamida rapidamente absorvida e excretada,
com meia-vida de 10h. Atinge nivel plasmatico maximo de 3-6 horas e ap6s administrada em
doses adequadas chega ao liquido cefalorraquidiano em concentracbes eficazes contra
meningites; além de facilmente excretada pelos rins (HARDMAN, 2003). Sais s6dicos, como
a sulfadiazina de sodio (SDS), sdo mais soltveis em meio aquoso (FRASER, 1996). Enquanto
a sulfadiazina possui baixa solubilidade (0,074 mg/mL &gua), a sulfadiazina de sddio possui
uma solubilidade bem mais elevada (50 mg/mL agua) (DELRIVO, 2012).

2.3.1 Sulfadiazina de sédio

A sulfadiazina de s6dio (Figura 2.5) € uma sulfonamida de a¢do rapida, usada para tratar
infeccbes ocorridas em queimaduras (MUZZALUPO, 2014) e, juntamente, com a
pirimetamina é usada no tratamento da toxoplasmose em pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida e infeccbes congénitas em recém-nascidos (GENG, 2012).
Pesquisas recentes utilizaram a sulfadiazina de sédio associada a niossomas para distribuicdo
transdérmica controlada (MUZZALUPO, 2014; TAVANO, 2013). Além disso, Geng e
colaboradores (2012) propde a interacdo da sulfadiazina de sdédio com albumina humana e
DNA por meio de métodos espectroscopicos, a fim de obter informagbes sobre o efeito

terapéutico e a farmacologia da SDS a nivel molecular.
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Figura 2. 5 — Estrutura quimica da sulfadiazina de sodio

2.4 As bactérias

No altimo século, as doencas infecciosas deixaram de ser a principal causa de morte e
isso se deve a descoberta dos antibidticos. Entretanto, atualmente, a resisténcia a agentes
antimicrobianos tem sido cada vez mais preocupante, pois as cepas se tornam resistentes

rapidamente (HUH, 2011). Pode-se considerar que a resisténcia das bactérias ocorre em
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consequéncia ao amplo uso de antibioticos, que também esta presente no meio ambiente. As
bactérias trocam material genético entre si, mesmo entre espécies diferentes e por isso sdo
consideradas facilmente adaptaveis a agentes quimicos e outros fatores. Antigamente a
resisténcia era predominante em ambientes hospitalares, entretanto, atualmente pode atingir
individuos sem qualquer doenga e ocorre por alguns fatores basicos, como modificagdo do
alvo (antibidtico ndo reconhece), inativacdo do antibidtico, variacdo na permeabilidade e
inativacdo de enzima (GUIMARAES, 2010). Alguns cuidados devem ser adotados para evitar
a resisténcia bacteriana: prevenir contra infeccGes, controle e prevencdo da disseminacao de
bactérias resistentes, uso consciente de antibidticos e o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos sejam estes novos ou modificagdes quimicas em medicamentos ja existentes.
Porém, o grande desafio é elaborar um agente antimicrobiano capaz de agir por um longo
prazo sem que a bactéria se torne facilmente resistente (GUIMARAES, 2010; HUH, 2011).

Dentre a variedade de bactérias, essa pesquisa se propde avaliar a atividade sobre
bactérias que comumente provocam infecgBes, sdo elas: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae. A principal causa de infecgdes nosocomiais € causada por bactérias do género
Staphylococcus, principalmente, S. aureus ou S. epidermidis, ambos sdo cocos gram positivos
e capazes de formar biofilmes tanto no organismo como na superficie de materiais, como
implantes médicos. O biofilme formado mantém as bactérias em fase estacionéria, ou seja,
ndo crescem e se mantém com metabolismo reduzido; sdo dificilmente combatidas por
antibidticos e pelas células do sistema imune e por isso se tornam resistentes com mais
facilidade. A formacdo de biofilmes e contaminacdo em dispositivos médicos podem
ocasionar infeccBes cronicas, que dificultam o tratamento e o prolonga; isto reflete em um
maior custo (LIU, 2015). Fatores como perda da barreira epitelial, baixa imunidade e presenca
de doencas como diabetes e AIDS facilitam a infeccdo por essas bactérias (CHAMBERS,
2009). O S. epidermidis representa 90% da microbiota normal da pele e o Staphylococcus
aureus reside na pele e nas passagens nasais e causa diversas infec¢des, de espinhas e
furdnculos a pneumonias, infeccbes em feridas cirurgicas e intoxicagdes alimentares
(TORTORA, 2012).

As bactérias gram negativas sdo mais resistentes devido a parede celular mais
complexa, o que dificulta a passagem de antibioticos através da barreira lipidica e as tornam
as principais bactérias causadoras de mortalidade, morbidade e exige maior custo no
tratamento (AZZOPARDI, 2013; GUIMARAES, 2010). A Escherichia coli é um bacilo
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gram-negativo, que naturalmente se encontra no trato gastrointestinal, porém é capaz de
provocar diarreias e doengas extra-intestinais. Existem as variantes patogénicas da E. coli, s&o
elas: enterohemorragica, enteroinvasiva, enteroagregativa, enterotoxigénica, enteropatogénica
e a difuso aderente. Apesar de haver semelhancas entre essas variantes para colonizar a
mucosa intestinal e causar doencgas, as complicacdes variam significativamente. Por ser causa
de morbidade e mortalidade por todo o mundo, afetando paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, a E. coli patogénica é de grande preocupacéo para a saude publica, por isso
muito estudada em humano, animais, ambiente e comida (CROXEN, 2013). Pseudomonas
aeruginosa é um bastonete gram negativo que faz parte da microbiota humana, também séo
comuns no solo e em ambientes naturais. Porém é uma bactéria oportunista e pode causar
doencas e formar biofilmes que atacam o sistema imune, pois colonizam os pulmdes de
pacientes com fibrose cistica podendo leva-lo a morte, além de provocar infeccdo urinaria, em
feridas e queimaduras, septicemia, abscessos e meningite (RASAMIRAVAKA, 2015;
TORTORA, 2012). A Klebsiella pneumoniae é comumente encontrada na agua e no solo,
porém pode provocar pneumonia grave em humanos. Possui uma camada de polissacarideo
que a reveste e impede a fagocitose por células do sistema imune, isso permite sua adesdo no
trato respiratorio (TORTORA, 2012). Avaliar a atividade de antimicrobianos sobre essas
bactérias é de extrema importancia, pois propde solucbes para o tratamento que é dificil, na
maioria das vezes, pelo potencial patogénico de todas elas.
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3 METODOS E DESCRICAO DA PESQUISA

3.1 Materiais

. B-ciclodextrina: Cyclolab

—

2. 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina: Cyclolab

3. Metil-p-ciclodextrina: Cyclolab

4. Sulfadiazina de sodio: Sigma-Aldrich

5. Discos brancos estéreis (6mm): Laborclin

6. Discos padréo de sulfonamidas: Laborclin

7. Meios de cultura (Agar Miiller Hinton, Biolacin e Tioglicolato): BioMérieux

8. Discos de bactérias (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae): NewProv
9. Poli-g-caprolactona: PolySciences
10. Dimetilformamida: Sigma-Aldrich

11. Tetrahidrofurano: Nuclear
3.2 Preparo das amostras

3.2.1 Compostos de incluséo

Foram preparados trés compostos de incluséo diferentes, entre o farmaco (sulfadiazina
de sodio) e as ciclodextrinas (B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina e metil-p-
ciclodextrina) pelo método de liofilizacdo (SOUSA, 2008b; PASSOS, 2012), na razdo molar
1:1. As amostras foram solubilizadas em agua e mantidas sob agitacdo por quatro horas,
tempo necessario para que ocorra o equilibrio e forme o composto de incluséo.
Posteriormente, foram rapidamente congeladas a —20°C, aproximadamente, e quando
totalmente congeladas foram colocadas no liofilizador (Liofilizador LJJ04, JJ Cientifica) até

toda que agua fosse retirada e obtivesse uma amostra solida seca.
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3.2.2 Discos para o antibiograma

Como padrdo para o teste de disco difusdo usou sulfonamida, disponivel
comercialmente, e ndo sulfadiazina. O conteudo de sulfonamida presente nos discos deve ser
de 300pg/mL, quantidade determinada pela ANVISA com base nos testes de sensibilidade
antimicrobiana do Instituto de Padrdo Clinico e Laboratorial (do inglés: Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI). Diante disso, os discos preparados com 0s compostos
de inclusdo apresentaram essa mesma quantidade de farmaco; determinados na proporcao 1
mol de composto para 1 mol de sulfadiazina de sodio. Pesou-se 0,3 mg, 1,54 mg, 1,83 mg e
1,73 mg para cada disco de sulfadiazina de sodio, sulfadiazina de sodio/B-ciclodextrina,
sulfadiazina de sodio/2-hidroxipropil-p-ciclodextrina e sulfadiazina de sodio/metil- f-
ciclodextrina, respectivamente. A técnica de preparo € uma adaptacdo do que se encontra na
literatura (OSTROSKY, 2008; SCHUCK, 2001). As amostras devidamente pesadas foram
diluidas em 10pL de agua destilada e ficaram sob agitacdo no vértex (MS 3 digital, IKA®) por
5 minutos a 2000 rpm. As solugdes foram transferidas para discos brancos estéreis de 6mm.
Cada disco foi armazenado em um Eppendorf® previamente exposto a luz UV por 20

minutos. O teste so foi realizado depois de 24 horas.
3.3 Métodos

3.3.1 Andlises térmicas

3.3.1.1 Calorimetria exploratéria diferencial

As curvas da calorimetria diferencial exploratéria foram obtidas por equipamento DSC-
60, Shimadzu, utilizando cadinho de alumina. As amostras foram de aproximadamente 5 mg.
A técnica foi realizada em temperatura de 25 a 550 °C, com taxa de aquecimento de 10
°C/min e em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. Os parametros foram 0s

mesmos para todas as amostras.

3.3.1.2 Andlise termogravimétrica
A termogravimetria foi obtida por equipamento METTLER TG50, utilizando cadinho
de porcelana. A temperatura de trabalho foi de 25 a 550 °C, com taxa de aquecimento de 10

°C/min, gas nitrogénio como atmosfera a 30 mL/min.
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3.3.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho por

transformada de Fourier

Os espectros foram obtidos pelo equipamento do modelo Spectrum 100, Perkin Elmer,
por reflectancia atenuada, com cristal de seleneto de zinco. Foram realizadas 32 varreduras
com resolucdo de 4 cm™ a temperatura ambiente. O intervalo de absorco foi de 4000 a 650
cm™. Todas as amostras foram analisadas em p6 e dispersas sobre o cristal, posterior a leitura

do branco com mesma varredura e resolugéo.

3.3.3 Calorimetria de titulacdo isotérmica

O calorimetro isotérmico de titulacao utilizado foi o0 microcalorimetro VP-ITC da marca
MicroCal acoplado ao monitor planar (PL 1711M). O experimento foi realizado a 25° C e as
curvas foram obtidas por injecbes com 300s de intervalo, totalizando 50 pontos com volume
de 5 puL da solugdo aquosa de sulfadiazina de sédio (60 mM) em solucao aquosa de [-
ciclodextrina (4 mM) e em 2-hidroxipropil- B-ciclodextrina (4 mM), separadamente. O
primeiro ponto teve volume de 1 pL da solugéo titulante. O branco foi feito sob mesmos
parametros, porém sem a presenca dos titulados. O fluxo de calor que ocorre durante a
interacdo farmaco/ciclodextrinas resulta em picos que, apos tratados, fornecem os parametros
termodinamicos desta interacdo (BOUCHEMAL, 2012).

3.3.4 Ressonancia magnética nuclear

Os compostos de inclusdo foram dissolvidos em D,O e utilizados para verificar o
processo de inclusdo usando os deslocamentos quimicos de hidrogénio (*H). Os espectros de
RMN foram obtidos a 27 °C em equipamento Bruker DRX 400 — AVANCE operando a 400
MHz, em tubos de quartzo de 5 mm. Os experimentos de *H foram adquiridos com a técnica
de supressdo de é&gua residual (WATERGATE) e os dados de ROESY através de
experimentos padrdes da biblioteca do espectrometro com um tempo de mistura de 500 ms.
Em todos os experimentos de RMN, o deslocamento quimico da agua foi utilizado como

referéncia, com um valor de 6 = 4,80 ppm.

3.3.5 Teste antimicrobiano: Disco difuséo

Primeiramente, os discos de bactérias foram dispersos em tioglicolato e apds 24 h foram
cultivadas em biolacin também por 24 h a 37 °C, s6 entdo foram suspensas em solucdo salina
0,5 McF para a confeccdo do antibiograma. A partir desta solucdo, as bacterias foram

semeadas em agar Miller Hinton, sobre o qual os discos preparados com as amostras foram
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dispostos. Optou-se por duas cepas representantes das bactérias gram positivas,
Staphylococcus aureus (ATCC 0023) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 0128), e trés
gram negativas, Escherichia coli (ATCC 0022), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 0053) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC 0083). Os testes foram realizados em triplicata. Cada placa de
Petri apresentou um disco padréo de sulfonamida para controle, um de sulfadiazina de sédio,
um disco de cada ciclodextrina (BCD, HPBCD e MBCD) e um de cada composto de incluséo.
Foram condicionadas na estufa a 37 °C e apds 24 h foi realizada a leitura. De acordo com o
didmetro do halo formado em volta dos discos € possivel determinar a inibicdo do
crescimento bacteriano. Realizado de acordo com a “Padronizacdo dos Testes de
Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-difusdo: Norma Aprovada — Oitava Edicdo”,
(ANVISA, 2003; OSTROSKY, 2008). Os resultados foram submetidos a teste estatistico de
andlise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferencas significativas entre a
atividade antimicrobiana de SDS e compostos de inclusdo. No caso de significancia foi
realizado o pds-teste de Tukey. Os valores foram expressos pela média e erro padrdo da

média com n = 3 e nivel de significancia ajustado para p < 0,05.

3.3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As fibras obtidas utilizando o polimero poli-e-caprolactona foram aderidas a um suporte
metalico (stub) com auxilio de fita dupla face e recobertas com ouro em um Quorum Q150R
ES por dois minutos e corrente elétrica de 6 mA. As micrografias das fibras foram obtidas em
um microscopio eletrénico de varredura da marca Zeiss, modelo EVO MAL15, com aumento
de 4000x.

3.3.7 Espectroscopia de Absorcédo na Regido do Ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros de absorcdo na regido do UV-vis para a quantificacdo das fibras de
sulfadiazina de sddio/PCL 30%, sulfadiazina de sédio/B-ciclodextrina/PCL 30% e
sulfadiazina de sodio/2-hidroxipropil-p-ciclodextrina/PCL 30% foram obtidos em um
espectrofotdbmetro de ultravioleta-visivel Varian Cary 50 utilizando cubetas de quartzo. A
curva de calibragéo foi realizada com solucéo de sulfadiazina de sddio nas concentracdes de
0,0036, 0,0054, 0,0072, 0,009, 0,0108, 0,0126, 0,0144, 0,0162, 0,018, 0,0216 e 0,0252 g/L,
somando onze pontos totais e com tendéncia linear. As fibras foram pesadas e colocadas em 2
mL de diclorometano e 2 mL de &4gua destilada para extragdo da fase aquosa. Como branco foi
utilizada agua destilada. As leituras foram realizadas em 240 nm, referente a banda de

absorcéo da sulfadiazina de sodio.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Analises térmicas

A caracterizacdo térmica permite a determinacdo da pureza e umidade, a avalia¢do da
estabilidade, transicdo de fase, calores especificos, cinética da reacdo, estudos de
compatibilidade entre formulagdes farmacéuticas pela determinagéo das entalpias das formas
cristalinas, entre outras (IONASHIRO, 2005; OLIVEIRA, 2011). As técnicas termoanaliticas
utilizadas no presente trabalho foram a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e analise
termogravimétrica (TGA), frequentes em estudos de formacdo de compostos de incluséo por
fornecer informag0es sobre propriedades desses materiais (DELRIVO, 2012). Ambas foram
realizadas em atmosfera inerte de gas nitrogénio para que ndo houvesse reacdo com a amostra
e também para remover gases liberados na decomposicdo da mesma, que, por sua vez,

influenciam na velocidade da decomposicédo (IONASHIRO, 2005).

4.1.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria diferencial exploratéria mede a diferenca do fluxo de calor entre a
amostra e um material referéncia, submetidos a uma temperatura controlada e esta associado a
alteracOes quimicas e fisicas, como transicdo de fase e reacfes de decomposicao, desidratacao
ou dissociacdo (MOTHE, 2009). A anélise de calorimetria exploratéria diferencial é uma
ferramenta analitica importante para caracterizar interacdes, no estado solido, entre

ciclodextrinas e farmacos e tém sido amplamente utilizada (MURA, 2003).
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Figura 4. 1 — Curvas do DSC da (a) B-ciclodextrina, (b) 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina e (c) metil-f3-
ciclodextrina
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A curva DSC para as ciclodextrinas (B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina e
metil-p-ciclodextrina) apresentam um pico inicial que corresponde a perda de agua e um
posterior referente a decomposicdo (DELRIVO, 2012). Na curva da BCD (Figura 4.1a) ha um
pico inicial endotérmico em aproximadamente 116 °C referente a perda de agua e outro em
310 °C indicando a decomposicgéo da p-ciclodextrina. A HPBCD (Figura 4.1b) apresenta um
decaimento em 50 °C, por causa da perda de agua, e outro a partir de 200 °C caracterizando
sua decomposicdo. A MBCD (Figura 4.1c) apresenta um pico endotérmico em 69 °C
correspondente a perda de agua e inicia sua decomposicdo em 341 °C com pico endotérmico

e, posterior, pico exotérmico (390 °C).
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Figura 4. 2 — Curva do DSC da sulfadiazina de sodio

Os farmacos, assim como as substancias cristalinas anidras, apresentam em sua curva
calorimétrica um pico endotérmico acentuado, tipico de ponto de fuséo, que, logo em seguida,
se decompbe. Essa decomposicdo € indicada por comportamentos endo ou exotérmicos
(MURA, 2003). Confirmando este perfil, a curva calorimétrica da sulfadiazina de sddio
(Figura 4.2) apresenta um pico endotérmico referente a fusdo em 375 °C seguido por sua

decomposicéo.
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Figura 4. 3 — Curva do DSC do composto de inclusdo (a) sulfadiazina de sodio/p-ciclodextrina (SDS/BCD), (b)
sulfadiazina de sddio/2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (SDS/HPBCD) e (c) sulfadiazina de sodio/metil-f-
ciclodextrina (SDS/MBCD)

O perfil térmico dos compostos de inclusdo se diferencia dos perfis das substancias
guando isoladas, sendo que, a auséncia do pico caracteristico do fArmaco sugere sua interacao
(MURA, 2003; RAJENDIRAN, 2014b). Nota-se que, nas curvas dos compostos, mostradas
pela Figura 4.3, SDS/BCD apresentou uma menor temperatura de desidratacao, 58 °C, quando
comparada a pB-ciclodextrina; enquanto o composto SDS/HPBCD e SDS/MBCD apresentaram
temperatura de 65 e 70 °C, respectivamente, maiores que a temperatura para as ciclodextrinas
isoladas. O segundo pico ou decaimento referente a decomposicéo ocorre em 275 e 271 °C
para SDS/BCD e SDS/HPBCD, respectivamente, e um pico endotérmico em 277 °C e
exotérmico em 355 °C para SDS/MBCD, assim como a MBCD isolada, 0 composto apresenta
dois picos referentes a decomposicdo, porém em temperaturas diferentes. Comparando as
curvas dos compostos com as curvas da sulfadiazina de sédio e ciclodextrinas, 0s compostos
apresentaram comportamento térmico diferente e o pico tipico da sulfadiazina de sodio,
referente a fusdo em 375 °C, ndo apareceu em nenhuma delas, sugerindo que houve interacdo

hospede/hospedeiro.

4.1.2 Anélise termogravimétrica (TGA)
A curva termogravimétrica fornece informagfes quanto a variacdo de massa em

funcio temperatura (MOTHE, 2009). As moléculas de ciclodextrinas apresentam curva
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termogravimétrica com decomposicdo em apenas um estagio (ARAUJO, 2008; DELRIVO,
2012).
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Figura 4. 4 — Curva termogravimétrica da (a) B-ciclodextrina, (b) 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina e (c)

metil-B-ciclodextrina

A primeira curva termogravimétrica (Figura 4.4a) apresenta uma queda entre as
temperaturas 25 e 55 °C, que corresponde a desidratacdo (perda de agua), cerca de 7% da
massa total. A BCD se apresenta estavel até 281 °C, temperatura na qual se inicia a
decomposicdo. A temperatura méaxima é melhor observada pela derivada da curva (dTG), essa
temperatura promove a velocidade méxima de perda de massa (IONASHIRO, 2005), neste
caso, 315 °C. A perda de massa pode ser calculada pela area do pico da dTG, que corresponde
a 70% de perda para a BCD, salientado que essa perda continua, gradativamente, até a
temperatura final da analise (550 °C) com 5% da massa inicial. A HPBCD (Figura 4.4b)
também tem perda de agua, porém, comparando com a BCD, perde menos massa, 4 %, em um
intervalo maior de temperatura de 25 °C até aproximadamente 87 °C. A perda € menos
acentuada e assim se mantém até a temperatura na qual a HPBCD é estavel, em 260 °C,
perdendo 76% da sua massa inicial. Até a temperatura de 550 °C a HPBCD perdeu 93% da
massa total. A perda de agua também ¢ menos acentuada para a MBCD (Figura 4.4c), pois
possui 0 menor nimero de hidroxilas em sua composicdo, por isso a perda de &gua nédo €
aparente na curva termogravimétrica (VALENTE, 2015). A MBCD ¢ estavel até 270 °C,
aproximadamente, com perda de 82% de massa. Ao final da analise restam apenas 7% da

massa inicial.
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Figura 4. 5 — Curva termogravimétrica da sulfadiazina de sodio até 1000 °C

Ressaltando que em transicdo de fase ndo ocorre perda de massa, a curva
termogravimeétrica da sulfadiazina de sodio confirma sua curva de DSC, pois apresenta perda
de massa a partir de 380 °C correspondente a decomposicéo, enquanto que, a temperatura de
fusdo em 375 °C referente a transicdo de fase ndo apresenta perda de massa. Diferente das
ciclodextrinas, a SDS (Figura 4.5) apresenta fase intermediaria de decomposicao e, enquanto
as CDs praticamente se decompuseram até 550 °C, para a SDS foi necessario uma

temperatura até 1000 °C.
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Figura 4. 6 — Curva termogravimétrica do composto (a) sulfadiazina de sodio/B-ciclodextrina, (b) sulfadiazina de

sodio/2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e (c) sulfadiazina de sédio/metil-B-ciclodextrina
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Ocorreu variagdo no comportamento térmico dos compostos (Figura 4.6) em relacéo a
sulfadiazina de sodio e ciclodextrinas analisadas anteriormente. Os compostos possuem um
decaimento inicial correspondente a desidratacdo, que se inicia com a temperatura ambiente e
permanece até 65 °C para SDS/BCD, 98 °C para SDS/HPBCD e 95 °C para SDS/MBCD (mais
aparente que a desidratagdo da MBCD), todas as temperaturas finais de desidratagdo foram
maiores comparando-as com as CDs isoladas. As temperaturas iniciais da decomposicdo dos
compostos SDS/BCD, SDS/HPBCD e SDS/MBCD foram 227, 236 e 249 °C, respectivamente,
restando a esses compostos 40, 58 e 33 % das massas totais. Todos 0s compostos nédo
obtiveram decomposi¢do total até 550 °C por influéncia da sulfadiazina de sédio. A
estabilidade térmica dos compostos ocorreu em uma temperatura inferior & apresentada pelas
moléculas de CDs e SDS isoladas, porém ndo influencia na aplicabilidade do mesmo,
considerando que a estabilidade de formulagdes farmacéuticas é avaliada a 25-30 °C em testes
de longa duracédo e 40 °C para estudo acelerado (ANVISA, 2011). Diante de perfis térmicos
diferentes, pode-se sugerir que ocorreu a interagdo farmaco/ciclodextrinas (DELRIVO, 2012).

4.2 Espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho por

transformada de Fourier

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho fornece informagdes sobre a
estrutura e interacdo das moléculas, por isso é utilizada para analisar compostos de incluséo
com ciclodextrinas (HEDGES, 1998). Quando se deseja saber a ocorréncia da inclusdo é
necessario saber a estrutura de cada molécula em estudo, neste caso, a estrutura das

ciclodextrinas (Figura 4.7) e sulfadiazina de sédio (Figura 4.11).
R = H para B-ciclodextrina (BCD).

R =* — CHj;para Metil-B-ciclodextrina (MBCD), com

modificagdo de % da estrutura.

= * — C3HsOH para 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina
(HPBCD).

Figura 4. 7 — Estrutura quimica das ciclodextrinas: BCD, MBCD e HPBCD
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Os espectros das ciclodextrinas sdo identificados pelas suas hidroxilas, ligagOes
carbono-hidrogénio e carbono-oxigénio (PASSOS, 2012). De acordo com as figuras 4.8, 49 e
4.10, a absorcao relativa a ligacdo O-H tem sua banda de estiramento (deformacéo axial) em
3289, 3340 e 3403 cm™ para BCD, HPBCD e MPBCD, respectivamente. As bandas se
apresentam largas, pois as moléculas estdo envolvidas em interacdes intra e intermoleculares
por ligacdo de hidrogénio. O deslocamento das bandas de OH entre as ciclodextrinas ocorre
devido as diferentes quantidades de hidroxilas presentes em cada uma delas. Como as
ciclodextrinas apresentam alcoois primarios e secundarios; € correto descrever o estiramento
C-0O, sendo estiramento da ligagdo C-C-O, pois essa regido de absorcdo acopla a vibragéo da
ligagdo C-C (BARBOSA, 2008). Os alcoois priméarios absorvem em regido de menor energia
gue os secundarios, portanto a absorcao relativa ao estiramento C-O de alcool primario ocorre
em 1080 cm™ para PCD e HPBCD e 1077 cm™ para MBCD, enquanto que o estiramento C-O
de alcool secundario ocorre em 1154, 1148 e 1151 cm™ para BCD, HPBCD ¢ MPBCD,
respectivamente. Além da ligacdo C-O dos alcoois, se encontra presente nas ciclodextrinas a
ligacdo C-O do éter e resultante das ligacdes glicosidicas (C-O-C) que apresentam absor¢do
relativa ao estiramento em 1022 cm™ para BCD e MPCD e 1023 cm™ para HPBCD.
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Figura 4. 8 — Espectro do infravermelho da B-ciclodextrina
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Figura 4. 9 — Espectro do infravermelho da 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina
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Figura 4. 10 — Espectro do infravermelho da metil-p-ciclodextrina

A diferenca entre as CDs estd no grupo funcional acrescido a molécula de pB-
ciclodextrina. A BCD (Figura 4.8) apresenta uma banda em 2922 cm™, cuja absorgdo é
relativa ao estiramento assimétrico (vass) da ligacdo C-H, referente ao Csp® de CH,. A HPBCD
(Figura 4.9) apresenta bandas em 2967 e 2922 cm™ correspondentes & absorcéo relativa ao
estiramento assimétrico de Csp® da ligacdo C-H de CH3; e CH,, respectivamente. As bandas
referentes ao estiramento simétrico (vs) das mesmas, possivelmente, se sobrepuseram aos

assimétricos. Observa-se, pelo espectro da MBCD (Figura 4.10), bandas de absor¢do em 2927
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e 2829 cm™ correspondentes ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo C-H de CHj,

estes sobrepde as bandas referentes a ligagdo C-H de CHs.
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Figura 4. 11 — Estrutura quimica da SDS
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Figura 4. 12 — Espectro do infravermelho da sulfadiazina de sodio

O espectro de absorcdo da sulfadiazina de sédio (Figura 4.12) apresenta duas bandas

devido ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo N-H da amina primaria na regido de

3413 e 3290 cm™, estas sdo bandas mais fracas e agudas devido & auséncia de ligacBes

intermoleculares. A sulfadiazina de sddio também apresenta anéis aromaticos em sua

molécula. Para interpretar compostos aromaticos consideram-se 0os modos vibracionais da

ligagdo C=C. As vibragdes de estiramento da ligagdo C=C ocorrem na regido de 1625-1430

cm™ e sobrepde o estiramento da ligacdo C=N do anel heterociclico nitrogenado, pois

absorvem na mesma regido (BARBOSA, 2008), no espectro estd representada pela regido

1605-1504 cm™. Sulfonamidas absorvem fortemente na regido de 1370-1335 cm™ e de 1170-

1155 cm™ correspondentes aos estiramentos assimétrico e simétrico de SO, (SILVERSTEIN,
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2012). Normalmente os pares de elétrons ndo compartilhados do nitrogénio se comprometem
por ressonancia com a sulfonamida e isso provoca um deslocamento para regido de menor
frequéncia (efeito batocrémico), porém, neste caso, parte da ressonancia esta comprometida
com o anel pirimidina o que resulta no deslocamento da absorcdo para regido de maior
frequéncia (efeito hipsocrémico), sendo assim, os estiramentos assimétrico e simétrico da

ligacdo S=0 correspondem a 1413 e 1233 cm™, respectivamente.

Na complexacdo podem ocorrer mudangas no espectro (HEDGES, 1998), como o
deslocamento (> +4 cm™) de bandas (PREMAKUMARI, 2011). E importante observar se as
ligacGes presentes nas ciclodextrinas e sulfadiazina de s6dio aparecem nos espectros dos seus
respectivos compostos, mesmo que sejam sobrepostas (indicado pela assimetria da banda em
relacdo a mesma regido na amostra isolada), pois a presenca dessas ligacdes sugere a
interacdo; 0 que nao ocorre é 0 aparecimento de um novo pico, pois na associacdo do sistema

supramolecular ndo ocorre quebra ou formacdo de ligacdo quimica (PASSOS, 2012).

As Figuras 4.13, 4.14 e 4.15 correspondem ao composto de inclusdo sulfadiazina de
s0dio/BCD; sulfadiazina de so6dio/HPBCD e sulfadiazina de s6dio/MBCD, respectivamente. A
radiacdo infravermelha provoca alteragdo nos movimentos vibracionais e rotacionais, 0s
Gltimos presentes em menor nimero de onda (100 cm™)(BARBOSA, 2008). Nota-se no
espectro dos compostos de inclusdo que a regido referente a vibracdo do anel aromatico
(1625-1475 cm™) tem menor intensidade comparada ao pico de absorcdo de S=O em 1413,
1416 e 1419 cm™ para SDSBCD, SDSHPBCD e SDSMBCD, respectivamente, do mesmo
espectro. Diferente do que acontece com essa mesma regido no espectro da sulfadiazina de
sodio, os quais apresentam menor diferenca de intensidade. Possivelmente, isso ocorre por
causa da diminuicdo dos movimentos vibracionais quando a molécula de SDS esta incluida as

de ciclodextrinas.
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Figura 4. 13 — Espectro do infravermelho do composto sulfadiazina de sodio/p-ciclodextrina

O composto sulfadiazina de s6dio/BCD (Figura 4.13) apresenta apenas uma banda, 3327
cm™, que corresponde & sobreposicdo das bandas de absorcdo de O-H e N-H. Entre BCD e
composto ocorreu um deslocamento de 2922 para 2927 cm™ da banda de absorcdo de Csp® de
CH, e também para absorcdo referente ao estiramento de C-O da hidroxila priméria que
deslocou de 1080 para 1075 cm™. N&o foi observada a intensa banda de absorcdo relativa ao
estiramento simétrico de S=0 em 1233 cm™, sugerindo que os movimentos vibracionais da

molécula de sulfadiazina de sodio diminuiram devido a interagdo com a B-ciclodextrina.
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Figura 4. 14 — Espectro do infravermelho do composto sulfadiazina de sédio/2-hidroxipropil-p-ciclodextrina
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Pelo espectro do composto sulfadiazina de sodio/HPBCD (Figura 4.14) observa-se
também a sobreposicdo das absorcOes relativas ao estiramento de O-H e N-H, apresentando
apenas uma banda em 3342 cm™. O perfil da regido correspondente & absorcéo do estiramento
de Csp® da ligagdo C-H de CH, e CHs; permanece o mesmo. Nesse espectro houve
deslocamento da banda de absorcdo relativa ao estiramento de C-O da hidroxila secundéria de
1148 para 1155 cm™. Assim como a complexagdo com p-ciclodextrina, no composto
sulfadiazina de s6dio/HPBCD a banda de absorcéo referente ao estiramento simétrico de S=0

nao foi observada.
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Figura 4. 15 — Espectro do infravermelho do composto sulfadiazina de sdio/metil-p-ciclodextrina

O composto de inclusdo sulfadiazina de sddio/MBCD (Figura 4.15) apresenta uma
banda em 3357 cm™ referente & sobreposicdo das absorcdes relativas ao estiramento de O-H e
N-H. A banda de absor¢édo do estiramento simétrico da ligagdo C-H de CH; deslocou de 2829
para 2835 cm™. A banda de absorcdo relativa ao estiramento simétrico de S=O também n3o
foi observada, porém o composto sulfadiazina de s6dio/MBCD apresentou deslocamento da

banda referente ao estiramento assimétrico de 1413 para 1419 cm™.

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho ndo é um teste conclusivo
(PASSOS, 2012), sendo assim, ndo confirma a interacdo da sulfadiazina de sddio com as
ciclodextrinas. Porém, é um teste complementar as demais técnicas e auxilia na caracterizagdo

do composto de inclusao.
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4.3 Misturas fisicas

Existem varios métodos de preparo para compostos de inclusdo, dentre eles: a mistura
fisica (mf), na qual as amostras sdo combinadas e cuidadosamente homogeneizadas por
maceracao, por exemplo, e a liofilizacdo, a qual é realizada em solucdo e agitada até que o
equilibrio seja atingido, posteriormente congelada e liofilizada. Embora a melhor técnica
esteja relacionada com rendimento e baixo custo, dentre outros, o método convencional
combina hdspede e hospedeiro em solucbes aquosas; sendo a liofilizagdo um método
amplamente usado devido suas vantagens, como estabilidade quimica e biologica (MAYUR,
2012; PASSOS, 2013). A Figura 4.16 apresenta as curvas calorimétrica e termogravimétrica e
espectro de absor¢do na regido do infravermelho, todos correspondentes ao composto
sulfadiazina de sdédio/B-ciclodextrina por mistura fisica. O perfil térmico (DSC e TGA) das
misturas fisicas se diferencia do perfil das amostras liofilizadas. Nas curvas de DSC e TGA da
mistura fisica ocorreu apenas sobreposicdo dos perfis das amostras isoladas, indicando a nao-
interacdo entre moléculas hospede e hospedeira (DELRIVO, 2012). Sugere-se que a
semelhanca dos espectros se deve a possivel e fraca interacdo que ocorre ao manter a amostra
pressionada durante a analise. Por isso as técnicas realizadas em solugdo sdo extremamente
importantes para confirmar a interacdo. O mesmo foi observado para as misturas fisicas de

SDS/HPBCD e SDS/MBCD comparando com o composto de inclusdo de cada uma.
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4.4 Calorimetria de titulacéo isotérmica (ITC)

O ITC é um método quantitativo que permite a investigacdo da estabilidade
termodinamica de compostos de inclusdo em solucéo, pois determina a afinidade e entalpia de
ligacdo, proporcionando uma caracterizacdo termodindmica completa (estequiometria (N),
constante de ligagdo (K), entalpia (AH) e entropia (AS) de inclusao). Essa técnica ¢é realizada
sob mesmas condigdes experimentais durante todo o procedimento (BERTAUT, 2014,
VELAZQUEZ-CAMPOY, 2006). Os parametros termodindmicos da interacédo
farmaco/ciclodextrinas sdo fundamentais na compreensdo do reconhecimento molecular
(BOUCHEMAL, 2012).
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Figura 4. 17 — Curva calorimétrica a) SDS 60mM em 4gua e em BCD 4 mM e b) ap0ds a subtragdo do branco e

ajuste nao-linear

A formacdo de compostos de inclusdo resulta na liberagdo de calor, ou seja,
comportamento exotérmico. Apé6s cada injecdo de sulfadiazina de sodio (titulante), a
guantidade de moléculas de ciclodextrina (titulado) diminui, consequentemente, ao longo da
titulacdo, menos compostos sdo formados e menos calor liberado (BERTAUT, 2014). A
concentracdo das solucGes envolvidas na titulacdo é ajustada de acordo com diferentes fatores,
como afinidade e solubilidade das moléculas (BOUCHEMAL, 2012). Diante disso, as
concentragdes foram 60 mM de SDS em 4 mM de BCD (Figura 4.17), 0 mesmo para HPBCD

(Figura 4.18). Optou-se pela ciclodextrina como titulado (em menor concentragdo), pois
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ciclodextrinas em altas concentragdes podem induzir auto-agregacéo e elevado calor de
diluicdo (BERTAUT, 2014). As curvas de titulagcdo foram obtidas por ajuste ndo-linear com

isoterma de Wiseman como modelo matematico (SOUSA, 2008a).
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Figura 4. 18 — Curva calorimétrica a) SDS 60mM em agua e em HPBCD 4 mM e b) apés a subtragido do branco e

ajuste nao-linear

A subtracdo do branco ou diluicdo da sulfadiazina de sddio em agua é importante para
eliminar sua possivel auto-agregacdo. O perfil sigmoidal € apresentado em casos de alta
constante de afinidade (k > 7000, por exemplo) e constante de equilibrio bem definidos.
Ambas interacdes estudadas ndo mostraram esse perfil, indicando uma fraca interacdo
hospede/hospedeiro (LULA, 2007; SOUSA, 2010). A inflexdo da curva de titulacdo de SDS
60 mM em BCD 4 mM (Figura 4.17) representa a estequiometria de 1:1 para o composto de
incusdo, enquanto que para titulacdo em solugdo de HPBCD (Figura 4.18) a estequiometria ¢
2:1, embora a inflexdo ndo seja tdo aparente como a em PCD, pois a curva de SDS em
HPBCD aparenta um comportamento ascendente mesmo depois de terminada a titulagdo, ou

seja, pode-se sugerir que a interacdo continua por mais tempo.
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Tabela 4. 1 - Pardmetros termodinadmicos de SDS/BCD e SDS/HPBCD, obtidos por calorimetria de titulagdo

isotérmica
Titulagéo N K AH (k)/mol)  TAS (ki/mol)  AG (kJ/mol)
SDSemBCD  1,21+0,0693 604 + 111 -2.061 13,84 -15,87
SDSemHPBCD  2,11+0,0189 507 +38,6 -0,353 15,09 - 15,44

Sistemas com maior valor para constante de afinidade (K) refletem em interacGes mais
fortes e, geralmente, possuem maior valor para energia livre de Gibbs (AG), ou seja, sdo
processos mais espontaneos (BOUCHEMAL, 2012). Diante dos valores apresentados na
Tabela 4.1, observa-se que h& afinidade entre sulfadiazina de sodio/B-ciclodextrina e
sulfadiazina de sodio/2-hidroxipropil-pB-ciclodextrina, que, embora sejam fracas, sdo
interacOes espontaneas de acordo com os valores negativos de AG. A formagdo do composto é
resultante do rearranjo e remocao das moléculas de agua, inicialmente solvatadas na cavidade
da ciclodextrina. Sugere-se que a sulfadiazina de sddio, mais hidrofébica, substitui a agua
presente na cavidade, resultando em um estado de menor energia, portanto mais estavel. Além
disso, a dessolvatacdo das moléculas de agua proporciona a elas maior liberdade de
movimentacdo (rotacional e translacional), enquanto que, a complexacdo resulta em menor
liberdade de movimento para molécula hdspede e hospedeira. Tais mudancas variam a energia
(AH) e desordem do sistema (AS) (BOUCHEMAL, 2012; SOUSA, 2008a; SOUSA, 2008b).
Nota-se pela variacdo de calor que 0s processos sao exotérmicos, 0 que caracteriza uma
interacdo ndo covalente, sendo esta mais favoravel para SDS/BCD (AH -2.061) do que para
SDS/HPBCD (AH -0,353), conforme Tabela 4.1. Estudo teérico realizado com a
sulfadiazina/B-ciclodextrina mostrou que, além do AG negativo e variacdo da entalpia
indicando um processo espontaneo para a complexacdo, os orbitais HOMO e LUMO
confirmam o aumento da estabilidade depois da formacdo do composto (VENKATESH,
2013).
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4.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A ressondncia magnética nuclear € utilizada na investigacdo de sistemas
supramoleculares, pois permite o entendimento de interagcdes ndo covalentes e a disposi¢éo
espacial das moléculas nos compostos de inclusdo. Embora muitas técnicas sejam utilizadas
para caracterizar a formagdo do composto, somente a técnica de RMN € capaz de comprovar a
inclusdo da molécula hdspede, por meio de variagdo nos deslocamentos quimicos e ainda
através da utilizagdo de técnicas bidimensionais de correlacdo *H/"H ROESY ou NOESY, que
envolvem o efeito nuclear Ouverhauser (HACKET, 1998; HEDGES, 1998; SOUSA, 2007).

Os espectros de hidrogénio da sulfadiazina de sodio, B-ciclodextrina e composto,
ambos a 400 MHz e utilizando D,O como solvente, estdo apresentados nas Figuras 4.19, 4.20
e 4.21, assim como a representacdo dos hidrogénios em suas estruturas. Salientando que,
hidrogénios ligados as hidroxilas ndo aparecem no espectro devido sua labilidade, logo esses
sdo substituidos por atomos de deutério. Foram realizadas anlises uni e bidimensional. A
analise bidimensional por ROESY (Figura 4.22) correlaciona hidrogénios proximos entre si, a
distancias < 4,5 A no espaco (SILVERSTEIN, 2012). Essa técnica permite que sejam
observadas as correlagcbes entre os hidrogénios da ciclodextrina, no caso a BCD, e da
molécula hdspede, permitindo inferir sobre a possivel estrutura que forma o composto de
inclusdo. Mais ainda, permite inferir sobre a regido da molécula hospede que estara incluida

ou ndo na cavidade da ciclodextrina.
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Figura 4. 19 — Espectros de RMN de *H a 400 MHz em D20 para sulfadiazina de sédio
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Figura 4. 20 - Espectros de RMN de *H a 600 MHz em D20 para p-ciclodextrina
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Figura 4. 21 — Espectros de RMN de *H a 400 MHz em D,0 para composto sulfadiazina de sodio/p-ciclodextrina
narazdo 1:1

As variacOes de deslocamento quimico s@o mais significativas quando os nucleos estéo
sob maior influéncia de densidade eletrbnica, ou seja, estdo interagindo efetivamente,
resultando na complexacdo das espécies (SOUSA, 2007). Uma vez que as ciclodextrinas

apresentam grande quantidade de densidade eletronica voltada para seu interior, devido aos
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oxigénios referentes as ligagBes glicosidicas, a regido da molécula hdspede que estiver

interagindo com essa cavidade hidrofobica apresentara maior variacdo nos deslocamentos

quimicos referentes a seus hidrogénios.

Tabela 4. 2 — Valores de deslocamentos quimicos para SDS e SDS/BCD na razéo 1:1, obtidos por *H RMN a
400MHz em D,0

Hidrogénios Multiciplicidade  dsps  dspspcp  Ad
Ha dupleto 6,815 6,767 0,048
Hb dupleto 7689 7,720 -0,031
Hc dupleto 8,252 8,334 -0,082
Hd tripleto 6,712 6,810 -0,098

De acordo com a Tabela 4.2 verificou-se que a maior variacdo nos deslocamentos

quimicos sdo apresentados para os hidrogénios Hc e Hd, o que sugere que essa regido da

molécula esteja incluida na cavidade da ciclodextrina. Entretanto, comparado com outros

sistemas supramoleculares na literatura, percebe-se que a variacdo de deslocamento quimico

para 0s outros hidrogénios, aqueles no anel aromatico, também é significativa (ARAUJO,
2008; DELRIVO, 2012; ZOPPI, 2010). Esse resultado indica que essa regido da molécula

também sofre influéncia da ciclodextrina, o que esta de acordo com a literatura que evidencia

a grande afinidade da cavidade de ciclodextrinas por anéis aromaticos (DAVIS, 2004,

SOUSA, 2008b), o que pode ser confirmado pela inversdo na posi¢do dos sinais de hidrogénio

quando comparado o espectro da SDS isolada com o composto de incluséo.
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2) b)

Figura 4. 22 - a) mapa de contorno 2D ROESY 1H/1H a 400 MHz em D,O para o sistema 1:1 SDS/BCD e b)

aumento das regides correlacionadas no 2D ROESY.

Com o intuito de confirmar a formacao dos composto de inclusdo, o experimento de 2D
ROESY foi realizado (Figura 4.22). Com base nos sinais de correlagdo dipolar (proximidade
espacial menor do que 5 A) entre os hidrogénios da molécula hdspede e hospedeira (farmaco
e ciclodextrina) a interacdo entre ambas pode ser confirmada. Entretanto, uma fraca
correlagé@o pode ser observada, confirmado os resultados obtidos por ITC, no qual uma baixa
constante de formacdo foi determinada. Isso porque, com base na integral dos sinais de
correlacdo essas sdo proximas aos ruidos observados no espectro 2D ROESY. Porém, uma
maior intensidade de correlacdo que confirma a inclusdo, com base na area, é observada entre
os hidrogénios da B-ciclodextrina e os hidrogénios b e b' da SDS, indicando que o anel
aromatico esta incluido na cavidade da macromolécula. Mas, sinais de correla¢do também sdo
observadas para os outros hidrogénios, indicando que um equilibrio entre diferentes espécies
quimicas pode ser observado, com tém sido relatado na literatura (SOUSA, 2008a; SOUSA,
2008b; PASSOS, 2011).

4.6 Disco difusao

Testes de suscetibilidade aos micro-organismos sdo extremamente importantes para
microbiologia clinica, de tal maneira, que influenciam na escolha do melhor antibiotico. O
método de disco difusdo é qualitativo e baseia-se na difusdo de um agente antimicrobiano
presente no disco para 0 meio de crescimento (agar) do micro-organismo, ocasionando a
formagéo de um halo de inibicdo (SEJAS, 2003). Este trabalho avaliou a agéo da sulfadiazina

de sodio complexada a trés diferentes ciclodextrinas comparando-a com a acdo da



60

sulfadiazina de sodio. Como disco padrdo para o experimento utilizou-se o disco de

sulfonamidas, comercialmente disponivel.

Os resultados do disco difusdo (Figura 4.23) classificam bactérias como suscetivel (S),
intermediaria (I) ou resistente (R) a determinado antimicrobiano (SEJAS, 2003). De acordo
com as normas de desempenho para testes de sensibilidade antimicrobiana da ANVISA,
quimioterapicos da classe das sulfonamidas apresentam halo igual ou superior a 17 mm para
sensibilidade, se for inferior ou igual a 12 mm a bactéria é resistente e intermediario se o halo

estiver de 13 a 16 mm.

Figura 4. 23 — Disco difusdo: 1) Staphylococcus aureus, 2) Escherichia coli, 3) Pseudomonas aeruginosa, 4)

Klebsiella pneumoniae e 5) Staphylococcus epidermidis
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O disco padrdo de sulfonamida apresentou o halo maior e todas as bactérias em estudo
foram suscetiveis a ele, exceto Staphylococcus epidermidis. Porém, vale ressaltar que a
comparacdo relevante para este trabalho deve ser feita entre a sulfadiazina de sodio e
compostos. Dentre as bactérias gram positivas, Staphylococcus aureus se apresentou
suscetivel, enquanto Staphylococcus epidermidis foi resistente a todos os discos
antimicrobianos, o que ndo era esperado considerando que bactérias gram positivas sdo mais
suscetiveis que as gram negativas (AZZOPARDI, 2013; GUIMARAES, 2010). Entretanto, as
bactérias gram negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli foram suscetiveis e
Klebsiella pneumoniae intermediaria a acdo da sulfadiazina de s6dio e compostos. Como
esperado as ciclodextrinas (BCD, HPBCD e MPBCD) isoladas ndo tiveram efeito
antimicrobiano. Os didmetros dos halos referentes a cada amostra se encontram nos Quadros
4.1 e 4.2 (diametro do halo igual a zero refere-se a nao inibicdo do crescimento bacteriano,

desconsiderando o didmetro do disco).

Quadro 4. 1 - Diametros dos halos de inibigdo para bactérias gram negativas

Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
Amostra Diametro do ) Didmetro do ) Diametro do .
Média Média Média
halo (mm) halo (mm) halo (mm)
Sulfonamida | 27 | 27 | 27 27 18 | 20 | 20 193 | 26 | 26 | 26 26
SDS 21 | 22 | 22 21,7 15 | 16 | 15 153 | 21 | 19 | 20 20

SDS/BCD 24 | 23 | 24 23,7 15 | 16 | 16 15,7 24 | 21 | 23 22,7

SDS/HPBCD | 23 | 23 | 23 23 16 | 16 | 16 16 24 | 23 | 22 23

SDS/MBCD | 23 | 23 | 23 23 16 | 17 | 16 16,3 25 | 23 | 23 23,7

BCD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

HPBCD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MBCD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Quadro 4. 2 - Diametros dos halos de inibicdo para bactérias gram positivas
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Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Amostra
Diametro do halo (mm) Meédia Diametro do halo (mm)
Sulfonamida 28 28 28 28 0 0 0
SDS 21 21 21 21 0 0 0
SDS/BCD 25 24 25 24,7 0 0 0
SDS/HPBCD 24 25 25 24,7 0 0 0
SDS/MBCD 25 26 26 25,7 0 0 0
BCD 0 0 0 0 0 0 0
HPBCD 0 0 0 0 0 0 0
MBCD 0 0 0 0 0 0 0

Para comparar a a¢do antimicrobiana das amostras é necessaria uma analise estatistica,

nesse caso, a andlise de variancia (ANOVA), uma ferramenta importante para estudos de

grupos experimentais e controle. Porém, para compreender as diferencas entre os subgrupos

em estudos sdo necessarios testes de acompanhamento ao ANOVA, como o Tukey. O teste

Tukey avalia todas as diferengas emparelhadas e reduz a probabilidade de erro tipo I, que é

extremamente importante em estudos com antibi6ticos, pois este erro leva a conclusdes de

gue antibidticos sdo mais eficazes do que realmente sdo, ocasionando resultados falso-

positivos e, consequentemente, problemas terapéuticos (MCHUGH, 2011). As amostras

foram comparadas aos pares para cada bactéria com intervalo de confianca de 95 %.
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Figura 4. 24 — Comparacéo das médias dos halos da sulfadiazina de sédio e compostos de incluséo para cada
bactéria. Dados tratados, estatisticamente, por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste Tukey, com
significancia p < 0,05. * Diferenca significativa da sulfadiazina de sodio em relagéo aos compostos. ** Diferenca

significativa da metil-B-ciclodextrinas em relagdo aos demais.

Ao considerar um nivel de significancia de 5 %, rejeita-se a hipotese de igualdade
entre as médias, ou seja, valores de Pr > Fc menores que 0,05 indicam diferenca significativa.
A comparacao estatistica se apresenta na Figura 4.24. Para S. aureus, com Pr > Fc 0,0000, 0s
halos de todos os compostos foram significativamente maiores do que o halo da sulfadiazina
de sodio, 0 mesmo ocorreu para P. aeruginosa com Pr > Fc 0,0021, ambos sugerindo que a
interacdo farmaco/ciclodextrina auxiliou na difusdo do agente antimicrobiano para o meio,
inibindo o crescimento bacteriano. Para o teste com E. coli (Pr > Fc 0,0241), o composto
SDS/MBCD obteve um halo maior comparando-0 com a sulfadiazina de sodio, porém o0s

demais compostos ndo tiveram diferenca significativa, ou seja, o composto formado com
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metil-p-ciclodextrinas apresentou uma melhor atividade contra a E.coli comparado com o0s
demais compostos. Com Pr > Fc 0,1631, os halos das amostras para K. pneumoniae néo
tiveram diferenca significativa entre si. Entretanto, nota-se que, para todas as bactérias
suscetiveis, a média do didmetro do halo para os compostos foram maiores, ou seja, inibiram

mais do que a sulfadiazina de sodio.

4.7 Fibras poliméricas e perspectivas

Por meio da técnica de eletrofiacdo, fibras de escala nanométrica podem ser
produzidas, tais fibras podem ser utilizadas em aplicacBes biomédicas para sustentacdo
tecidual e na liberacdo de farmacos. O farmaco pode estar revestindo ou embutido na fibra
polimérica ou ser encapsulado pela mesma. A liberacdo ocorre por difusdo do medicamento
posterior, ou ndo, a degradacao da fibra. A escala nanométrica é extremamente relevante para
sistemas bioldgicos por causa da dimensdo das proteinas e bactérias. A eletrofiacdo, conforme
apresentada na Figura 4.25, consiste no processo de formacdo de fibras a partir de uma
solucdo polimérica, a qual ¢é direcionada a uma placa coletora em funcdo de uma diferenca de
potencial elétrico. Existem diversos fatores que influenciam na producdo de fibras, os
parametros moleculares, como peso molecular, solubilidade, densidade, ponto de fuséo,
transicdo vitrea, velocidade de cristalizacdo, pH e volatilidade; além dos pardmetros do
processo, tais como concentracdo, condutividade elétrica, tensdo de superficie, taxa do fluxo,
distdncia da agulha e placa coletora, distancia entre os eletrodos, temperatura e umidade
(DEITZEL, 2001; GREINER, 2007; LUU, 2003; SILL, 2008).

Solucdo
polimérica

Placa
L]
| coletora
|

Figura 4. 25 — Esquema da eletrofiacdo

-

O polimero escolhido para producdo das fibras foi o poli-e-caprolactona (PCL), um

poliéster alifatico, cuja biocompatibilidade, biodegradabilidade (baixo ponto de fusdo),
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ductilidade e alta plasticidade permitem seu uso como ‘arcaboucgos’ na engenharia tecidual
(FERREIRA, 2014; PORTER, 2009). Associar o0 composto de inclusdo
farmaco/ciclodextrinas juntamente com um polimero em uma solucao e eletrofia-la, permite a
formacéo de arcaboucgos que podem auxiliar na liberacdo do farmaco. O PCL auxilia também
na reconstituicdo tecidual (TENG, 2014).

Nas Ultimas décadas, aumentou o interesse por sistemas de liberacdo de farmacos
associados a novas técnicas de processamento. Por meio de sistemas a base de polimeros
vinculados a fibras é possivel obter uma maior area de superficie que promove liberacdo
sistémica ou local com maior eficacia e reducdo de efeitos colaterais (OLIVEIRA, 2015).
Diante da formacdo de compostos de inclusdo entre sulfadiazina de sédio e ciclodextrinas, o
presente trabalho contribui para pesquisas na area de liberacdo de farmacos com producdo de
fibras contendo compostos. A Figura 4.26 apresenta micrografias adquiridas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV), confirmando a possibilidade de formacdo de fibras com
solucdo polimérica de PCL 30 % (m/v) e compostos, solubilizados em dimetilformamida
(DMF) e tetrahidrofurano (THF) na proporcdo 60:40 (v/v) e variacdo dos parametros, tais
como taxa do fluxo (mL/h), distancia da ponta da agulha até a placa coletora (cm) e voltagem
(kV). A possibilidade de obtencdo desses sistemas poliméricos associados com 0Ss compostos
de inclusdo de SDS com ciclodextrinas podem ser utilizados como sistemas de liberacdo de
moléculas bioativas. Mais ainda, a distribuicdo homogénea confirmada pela quantificacdo do
SDS na matriz polimérica, indica a viabilidade da técnica para a obtencdo desses sistemas.
Entretanto, para que trabalhos futuros na area de materiais poliméricos sejam aplicados
utilizando tais tipos de sistemas, a busca por sistemas onde uma maior compatibilidade do
farmaco de escolha e a matriz polimérica deve ser foco principal do estudo. Uma vez que a
presenca das moléculas bioativas de interesse podem e tém sido ponto determinante na forma
de obtencdo das nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiacdo. Dessa forma, a utilizacdo de
sistemas coaxiais tém modulado de forma mais adequada a liberacdo da molécula hospede de
interesse (OLIVEIRA, 2015).
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Figura 4. 26 — Micrografia das fibras de PCL 30% (m/m) associadas a ciclodextrinas, sulfadiazina de sddio e

compostos de inclusdo. Magnificagdo 4000x
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Figura 4. 27 — Curva de calibracdo para quantificagdo de fibras com sulfadiazina de sédio

A curva de calibracdo (Figura 4.27) realizada a partir de concentragdes conhecidas de

sulfadiazina de sddio, que variam de 0,0036 g/L a 0,0252 g/L e com coeficiente de correlacéo
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linear igual a 0,9983, permite a quantificacdo do farmaco presente nas fibras, cujos dados séo
apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3 - Média dos dados da quantificacdo (em triplicata) de fibras contendo sulfadiazina de sédio,

considerando o desvio padrdo

Fibra com poli-¢- ) o ) Quantidade de
Massa de fibra Absorbancia Quantidade de
caprolactone mg) v.a) $DS (mg) SDS (mg)/ 1 mg
m u.a m
30% J J de fibra
SDS 0,768 = 0,56 0,716 = 0,59 0,010 + 0,008 0,0091
SDS/BCD 1,421 +£0,31 0,710 £ 0,20 0,010 + 0,003 0,0058

SDS/HPBCD 2,967 + 0,93 1,364 + 0,39 0,019 £ 0,005 0,0064
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5 CONCLUSAO

Os compostos preparados por liofilizacdo foram caracterizados. A caracterizacdo por
analises térmicas e espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho indicou uma
interacdo entre o farmaco e as diferentes ciclodextrinas. A calorimetria de titulacdo isotérmica
confirmou essa interacdo, que, embora fraca, ¢ resultado de um processo espontaneo (AG < 0)
e favoravel (AH < 0). A técnica de ressonancia magnética nuclear foi fundamental para propor
a estrutura supramolecular formada pela interacdo entre as moléculas hospede e hospedeira
confirmando a inclusdo. A avaliacdo antimicrobiana por teste disco difusdo realizada com as
diferentes espécies de bactérias mostrou que os compostos de inclusdo sulfadiazina de
sodio/ciclodextrinas apresentaram uma maior media do halo de inibi¢do comparada com a
acdo da sulfadiazina de sodio isolada; entretanto, estatisticamente, houve diferenca
significativa para S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, para K. pneumoniae ndo ocorreu
diferenca significativa entre composto e farmaco isolado e S. epidermidis foi resistente a
todos os discos, inclusive ao disco padrdo de sulfonamida. Foram produzidas fibras
associando sulfadiazina de sodio, B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina e seus
compostos ao polimero poli-g-caprolactona, a fim de propor a elaboracdo de dispositivos de
liberacdo. As amostras quantificadas mostraram a presenca de sulfadiazina de sédio nas
fibras.
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