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“Tu tens um medo de

Acabar.

N&o vés que acaba todo o dia.
Que morres no amor.

Na tristeza.

Na davida.

No desejo.

Que te renovas todo o dia.

No amor.

Na tristeza.

Na davida.

No desejo.

Que és sempre outro.

Que és sempre 0 mesmo.

Que morreras por idades imensas.
Até ndo teres medo de morrer.

)

E entdo seras eterno.’

MEIRELES, C. Antologia poética. Rio de
Janeiro: Record, 1963 (fragmento).
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RESUMO

ESTUDO DE SISTEMAS SUPRAMOLECULARES PARA A
NANOCOMPARTIMENTACAO DE AGENTES NEUROLEPTICOS

Aldo de Oliveira Silva

Orientador: Dr. Alvaro Antonio Alencar de Queiroz

O presente trabalho descreve a sintese, caracterizacdo fisico-quimica e estudo das
propriedades biocompativeis de membranas eletrofiadas do conjugado poli(glicerol)
arborescente de geragdo 4 com Haloperidol (PGAgs-c-HLP). As membranas eletrofiadas foram
fabricadas a partir do poliglicerol arborescente de geracdo 4 (PGAgs), por ser essa uma
macromolécula com propriedades promissoras para aplicacGes biomédicas devido a sua elevada
funcionalidade quimica, propriedades miméticas de proteinas globulares e propriedades de
biocompatibilidade. As principais vantagens das membranas de PGAg-c-HLP eletrofiadas
inclui a possibilidade de obtencao de fibras muito finas na ordem de grandeza de nanémetros,
grande area superficial, e a possibilidade de ser manipulado e processado para diversas
finalidades médicas. Neste sentido, sugere-se que o0s pacientes poderdo obter resultados
superiores com melhor aderéncia a medicacdo com o HLP utilizando 0 PGAg como
transportador do farmaco. Em contraste com as formulacdes farmacéuticas convencionais, as
nanofibras de PGAg-c-HLP podem durar varios dias, proporcionando uma melhoria
sintomatica por longos periodos de tempo. Além disso, em caso de efeitos colaterais
indesejaveis os implantes de PGAgs-c-HLP poderiam ser removidos, oferecendo um grau de
reversibilidade ndo disponivel com os veiculos farmacéuticos convencionais. Especificamente,
o dendrimero de poliglicerol geragéo quatro, tém vantagens para liberagdo do HLP tais como o
tamanho de 1 a 100 nm, camada exterior hidrofilica, propiciando as fibras eletrofiadas maior
tempo de meia-vida in vivo e uma natureza biomimética e biocompativel. Neste trabalho um
pré-farmaco PGAgs foi sintetizado com o medicamento antipsicotico HLP. O PGAgs-c-HLP foi
caracterizado por ressonancia magnética nuclear (*H, *C-RMN), espectroscopia de

infravermelho por transformadas de Fourier (FTIR), difracdo de Raios-X (DRX), microscopia
Xi



eletronica de varredura (MEV) e analise termogravimétrica (TGA, DTG). A membrana de
PGAgs-c-HLP eletrofiada foi caracterizada quanto ao seu comportamento de liberacéo in vitro
do farmaco HLP utilizando espectroscopia de UV-Vis. A analise fisico-quimica confirmou o
acoplamento covalente do HLP & estrutura PGAg em que o farmaco encontra-se disperso
molecularmente na matriz polimérica. Os resultados dos ensaios de biocompatibilidade indicam
que as nanofibras electrofiadas de PGAgs-c-HLP apresentam menor toxicidade contra as células
de mamifero e a atividade hemolitica adequada para utilizacdo como dispositivo implantavel.
A hidrolise do HLP in vitro foi promovida pela tripsina nas nanofibras de PGAg-c-HLP e indica
que a liberacdo do farmaco antispicotico segue uma cinética de transporte ndo-Fickiana ou do
Caso Il de transporte através da matriz polimérica. Assim, conclui-se que as nanofibras
eletrofiadas de PGAgs-c-HLP desenvolvidas neste estudo tém caracteristicas fisico-quimicas e
biocompativeis adequadas, que as tornam um sistema transportador de HLP com potencial para

aplicacdo na medicina.

Palavras-Chave: Farmacos antipsicoticos, poli(glicerol) arborescente, Sistema de liberacdo de

farmacos, microfibras eletrofiadas.
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ABSTRACT

SUPRAMOLECULAR SYSTEMS STUDY FOR NEUROLEPTIC AGENTS
NANO SUBDVISION

Aldo de Oliveira Silva

Orientador: Dr. Alvaro Antonio Alencar de Queiroz

The present work describes the synthesis, physico-chemical characterization and study
of the biocompatible properties of electrospun nanofibers of the conjugate poly(glycerol)
arborecent macromolecule of four generation —Haloperidol (PGAg-c-HLP). The electrospun
membranes were made from arborescent polyglycerol of four generation (PGAgs), because it is
one of the most promising macromolecule due to its chemical functionality, mimetic properties
of globular proteins and biocompatibility properties. The main advantages of electrospun
PGAgs-c-HLP membranes includes very thin fibers in order of magnitude of some nanometers
with a large superficial area, and the possibility to be manipulated and processed for many
different medical purposes. At this sense, it is suggested with the aim that patients will have
superior outcomes with improved HLP adherence from PGAg4 as drug reservoir. In contrast to
conventional pharmaceutical formulations the PGAgs-c-HLP nanofibers could last many days,
providing symptomatic improvement for long periods of time. Additionally, in the event of
undesirable side effects, the PGAg-c-HLP electrospun nanofibers could be removed, offering
a degree of reversibility not available with conventional pharmaceutical vehicles. Specifically,
polyglycerol dendrimer generation four, have advantages for HLP delivery such as size of 1 at
100 nm, hydrophilic outer shell that provides for increased in vivo half-life imparting a
biomimetic nature and biocompatibility to the electrospun nanofibers. In this work a PGAg
prodrug was synthesized with the antipsychotic drug HLP. The PGAgs-c-HLP was
characterized by nuclear magnetic resonance (*H, *C-NMR), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM) and
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thermogravimetric analysis (TGA, DTG). The electrospun PGAgs-c-HLP were characterized
for in vitro release behavior using UV-Vis spectroscopy. The physico-chemical analysis
confirmed the covalent coupling of HLP to PGAg4 structure in which the drug is molecularly
dispersed. The results of biocompatibility assays indicate that the PGAgs-c-HLP electrospun
nanofibers feature lower toxicity against mammalian cells and adequate hemolytic activity for
use as implantable device. The in vitro HLP hydrolysis promoted by trypsin of PGAgs-c-HLP
electrospun nanofibers indicates that the antispicotic drug release following a non-Fickian or
Case Il transport kinetics. Thus, it is concluded that PGAgs-c-HLP electrospun nanofibers
developed in this study have suitable physicochemical and biocompatible characteristics, which
make them a potential HLP delivery systems for medicine.

Keywords: Antipsychotic drugs, Poly(glycerol) arborescent, Drug delivery systems,

Electrospun microfibers.
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Capitulo 1

Introducéo e Referencial Tedrico

A esquizofrenia é uma doenca complexa e intrigante
que tem se constituido em um importante problema
de salde publica em todo o mundo, sendo mais
prevalente que a doenca de Alzheimer, o diabetes ou
a esclerose multipla. As causas da esquizofrenia ainda
ndo sdo completamente conhecidas. Entretanto,
varias abordagens para reduzir os sintomas da
esquizofrenia e melhorar a qualidade de vida do
paciente e de sua familia tem sido a tematica da
literatura mundial. Neste capitulo, sdo apresentados
0s aspectos epidemiolégicos da esquizofrenia no
mundo e suas principais abordagens terapéutico-

farmacoldgicas.

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos (SLF) tem se intensificado nos ultimos
anos. Os polimeros representam uma das classes de
materiais mais versateis disponiveis para aplicagdes
no projeto de SLF. Os polimeros com arquitetura
arborescente comecam a ser amplamente utilizados
na industria farmacéutica com o objetivo de se obter
SLF com elevado desempenho. Neste sentido, o
presente capitulo visa a revisar e apresentar
informacdes sobre o uso de polimeros em especial 0s
de estrutura arborescente, que poderdo ser Uteis no
planejamento de novos sistemas SLF para a liberacdo
de HLP.




1. Introducdo e Referencial Teorico

1.1. Electrospinning

A eletrofiacdo, do inglés electrospinning, € um processo mais barato e simples para
fabricar fibras poliméricas com didmetros na faixa dos poucos micrémetros até a décima parte
de nandmetro sdo de um interesse consideravel para varios tipos de aplicaces. O processo da
eletrofiacdo € utilizado para produzir fibras muito finas ao forcar um polimero viscoso através
de um campo elétrico para uma solucdo em goticula, em geral uma ponta metalica de uma
agulha, Figura 1. O campo elétrico transforma a goticula numa estrutura chamada cone de
Taylor. Se a tensdo de superficie e a viscosidade da solucdo forem apropriadas, o cone é
preservado e um jacto da microfibra permanece estavel. A origem do electrospinning esta na
pulverizacdo eletrostatica (do inglés electospraying). A técnica de eletrofiacdo hoje tem sido
muito atrativa no processamento de biomateriais poliméricos pois utilizando de equipamentos
relativamente simples é possivel controlar a morfologia, a porosidade e composicdo das
microfibras [1]. Neste trabalho a técnicas foi aplicada para obter as microfibras do conjugado
PGAgs-Cc-HLP.
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Figura 1 — Diagrama esquematico da configuracao tipica do electrospinning. Adaptado de [1].



Formhals [2], em 1934, patenteou um projeto intitulado “Aparelho e processo para
preparar filamentos artificiais” onde num equipamento experimental foi feita producdo de
filamentos poliméricos a partir de forcas eletrostaticas Figura 1. O processo é chamado de

electrospinning quando esta forca é usada para misturar as fibras.

1.2. Sistema de liberacéo prolongada de farmacos

Sistemas de liberacdo de farmacos (SLF) sdo dispositivos de administracdo
desenvolvidos para prolongar o tempo de liberacdo do farmaco no organismo, manter sua
concentracdo plasmatica e controlar a localizagdo temporal e espacial das moléculas in vivo,

através de principios quimicos, bioldgicos e fisicos [3].

Os sistemas de liberacao prolongada sao projetados para fazer a manutencao do farmaco
no organismo por um longo periodo de tempo. Nos sistemas de liberacdo controlada é feito o
controle da quantidade de farmaco a ser liberada, para isto sdo utilizados sistemas mais

elaborados tais como sistemas que utilizam dendrimeros para o transporte do farmaco.

Desde as Ultimas décadas pesquisadores vem trabalhado no desenvolvimento de novos
sistemas para o transporte de farmacos. Nestes sistemas, o fArmaco esta ligado a um carregador
que é o responsavel por contornar as propriedades fisico-quimicas limitantes dos farmacos
encapsulados, potencializando o efeito terapéutico (farmacodinamica), fazendo o controle da
absorcdo e distribuicdo tecidual (farmacocinética) e reduzindo os efeitos toxicoldgicos local e
sistémicos dos mesmos. Os dois objetivos principais dos sistemas de liberacao controlada séo:
(i) a manutencdo constante da concentracao sanguinea de um determinado farmaco, garantindo
uma maior biodisponibilidade, e (ii) a reducdo dos efeitos colaterais, contribuindo para uma
melhor adeséo do paciente ao tratamento com um menor nimero de dosagens requeridas. A
eliminacdo de flutuacdo na concentragdo plasmatica do farmaco é uma grande vantagem destes
sistemas de liberacdo controlada sobre os sistemas convencionais. Entres as desvantagens
destes sistemas de liberacdo controlada estéo: o alto custo dos polimeros biodegradaveis, e a
dificuldade de interromper a acdo farmacoldgica de um medicamento administrado pelos

sistemas de liberagdo controlada [4].

No projeto de dispositivos de liberacdo controlada sdo utilizados polimeros com

arquiteturas moleculares tais como linear, ramificada e dendritica, Figura 2 [5].
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Figura 2 — Arquiteturas moleculares dos polimeros: enxentro (a), forma de escova (b),

dendrimero (c), hiperramificado (d), arborescente (e) e arquitetura de estrela (f). Adaptado de

[5].

Helmut Ringsdorf [6] foi quem inicialmente sugeriu a ligag&o covalente de um farmaco

a um polimero soltvel em 4dgua Figura 3.

Figura 3 — Modelo de sistema de liberacdo de farmaco (SLF). Adaptado de [6].

Os conjugados poliméricos séo sistemas obtidos através da polimerizagdo direta do
polimero com o farmaco que é liberado apos a quebra enzimatica ou hidrolitica do agregado.
Se a formacéo do conjugado polimero-farmaco envolver a ligacdo covalente, o sistema pode
ser aplicado na administragdo subcutinea, se o conjugado for uma simples mistura, a
administracdo oral pode ser aplicada [3], pode ocorrer também a interagdo entre o farmaco e o
polimero ser uma ligagéo de hidrogénio, como acontece com os dendrimeros transportadores
de farmacos que sdo aplicados de diversas formas, desde administragdo oral, implante

subcutaneo, ou implante no local da enfermidade.



1.3. Aestrutura supramolecular dos dendrimeros

Dendrimeros sd@o uma classe de compostos poliméricos que podem ser distinguidos a
partir de polimeros lineares convencionais por sua arquitetura altamente simétrica e ramificada
[7], [8]. As suas caracteristicas estruturais (dimensbes de tamanho nanométrico, tamanho e
forma controlam, a multifuncionalidade, topologia globular e presenca de cavidades internas)
tornam os dendrimeros candidatos interessantes para aplicacfes tais como transportadores de

farmacos e liberagéo controlada [9], [10].

A ampla faixa de aplicacdes que esta sendo desenvolvida para dendrimeros em areas
como a microencapsulacgéo, liberacdo de medicamentos, propriedades luminescentes (como
marcadores de tecidos bioldgicos por exemplo), reconhecimento molecular e biocatélise € um

resultado destas caracteristicas marcantes [11].

Os dendrimeros estdo sendo frequentemente usados como transportadores de farmacos
na medicina, para melhorar o valor terapéutico de diferentes medicamentos soltveis/insolUveis
em agua e moléculas bioativas por melhorar a biodisponibilidade, a solubilidade e o tempo de
retencdo reduzindo os gastos do paciente, e os riscos de toxicidade [12], [13] e [14].

O encapsulamento de medicamentos em dendrimeros (hanomedicina) aumenta a
eficacia dos medicamentos, a especificidade, a tolerabilidade e o indice terapéutico das
respectivas drogas melhorando a protec¢éo, a degradacdo prematura e interagdo com o ambiente
biolégico, o aumento da distribuicdo correspondente para um tecido selecionado, a

biodisponibilidade, o tempo de retencdo e a melhora da penetracéo intracelular [15], [16].

Os dendrimeros sdo polimeros formados por cadeias com multiplas ramificacGes a partir
do seu ndcleo. A arquitetura globular desses polimeros é bem definida, eles possuem baixa
polidispersividade, multiplas valéncias, massa molar controlada e elevado grau de ramificacdo
e funcionalizacédo superficial. Entre os polimeros empregados na preparacao de dendrimeros
estdo, o poli(amidoamina) (PAMAM), poli(propilenoimina) (PPID), Poli(Propilenoimina)
(PPl) e o dendrimero de poliglicerol (PGA). Estes dendrimeros sdo aplicaveis no
encapsulamento de farmacos assim como o PAMAM [17]. O PPl e o PAMAM por exemplo,
apresentam as seguintes desvantagens para aplicagdo em sistemas de liberacdo de farmacos
controlados: relatos na literatura de toxicidade, auséncia de biocompatibilidade, elevado custo
e dificuldade em interromper a agdo farmacoldgica. Neste sentido o PGA apresenta-se como

uma alternativa viavel pois é farmacologicamente inativo, biocompativel e ndo toxico.



Os compostos macroleculares denominados dendrimeros ou macromoléculas
arborescentes tém sido intensivamente estudados nas trés ultimas décadas. O dendrimero é um
polimero com estrutura arborescente. Atualmente, mais de 50 familias de dendrimeros sao
conhecidas, cada uma com propriedades particulares de funcionalidade superficial e topologia
de cavidades que direcionam seu uso especifico na medicina [18], [19]. A Figura 4 mostra um
esboco idealizado de um dendrimero arborescente de poliglicerol (PGA) de quarta geracdo
(G4), que ilustra a nomenclatura utilizada nesse trabalho. O nucleo é a origem da
macromolécula. Um ponto de ramificacdo é onde os segmentos do dendrimero (ou meros) se
dividem para dobrar o nimero de segmentos. Os grupos terminais representam a periferia do

dendrimero ou, onde cessa o crescimento da cadeia.
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Figura 4 — llustracdo da estrutura idealizada de um dendrimero ou macromolécula

arborescente. G significa geragdo. Adaptado de [20].

A molécula de PGA apresenta as propriedades de um dendrimero tais como as que sdo
mostradas na Figura 5. Estas propriedades fazem do PGA uma molécula propicia para ser
utilizada em sistemas de liberacdo de farmacos (SLF), pois 0 PGA além de nédo ser toxico ao
organismo apresenta propriedades para aplicagdes biomédicas como: elevada funcionalidade

guimica, propriedades miméticas de proteinas globulares e biocompatibilidade Figura 6.



periferia hidrofilica

interior hidrofobico

nucleo

Cavidades Internas = Acomodagao do Farmaco

< Grupos periféricos

\
Nucleo

Figura 5 — llustracdo da estrutura idealizada de um dendrimero ou macromolécula

arborescente. G significa geracéo. Fonte: o autor.
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Figura 6 — llustracdo da estrutura supramolecular de globumina feita no programa Marvin, e

da macromolécula arborescente PGAgs feita no programa Hyperchem 8.0.



Os dendrimeros apresentam também mimetismo com a estrutura celular, com o carater

hidrofilico e lipofilico das células, Figura 7.
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Figura 7 — llustragdo de uma membrana celular. Adaptado de [21].

Os sistemas de liberacdo de farmacos controlados possui vantagens como: menor
variacdo do farmaco em niveis plasmaticos, administracdo menos frequente, reducéo dos efeitos
colaterais, maior conveniéncia e adesdo e reducdo do custo global do tratamento do paciente.
Dentre as desvantagens dos SLF controlados estdo: fatores fisioldgicos variaveis: pH,
velocidade de transito gastrico, alojamento em lugares inadequados: trato gastrointestinal,

farmacos com tempo de meia vida (t%2) curtos e superdosagem: farmacos muito potentes.

Um dos maiores problemas enfrentados no tratamento da esquizofrenia é a baixa adesdo
ao tratamento devido a necessidade da administracdo do medicamento em varias doses diarias
de forma a se manter a dose terapéutica [22]. Sistemas de nanoparticulas, nanoencapsulamento
e sistemas supramoleculares como dendrimeros, sdo estratégias que podem ser utilizadas para
melhorar a ades&@o do paciente ao tratamento da esquizofrenia. De particular importancia, e que
é a tematica deste trabalho, os dendrimeros de poliglicerol (PGA) constituem uma classe de
polimeros importante para a obtencdo de sistemas de liberacdo prolongada de haloperidol
(HLP).



A utilizacdo de sistemas macromoleculares, tais como dendrimeros de poliglicerol
(PGA), para a liberagdo de neurolépticos no tratamento da esquizofrenia permitiréd a eliminacdo
de flutuaces nas concentracGes plasmaticas e efeitos secundarios indesejaveis tais como a
sonoléncia ocasionada normalmente no pico da concentracdo plasmatica do farmaco,
recorréncia da ansiedade ou os sintomas de abstinéncia, associados com a baixa concentracdo

plasmatica do farmaco.

Dentre 0os mecanismos aplicados em sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos
(SLF) estdo: dissolucdo, particionamento, difusdo, osmose, erosdo e degradacdo, e sistemas

poliméricos que respondem a fatores como pH, campo magnético e temperatura [23].

Sistemas transdérmicos para liberacdo de farmacos, sdo dispositivos feitos com
dendrimeros carregadores dos farmacos preparados para a aplicacdo sobre a pele, que visa a
acao sistémica do farmaco. Tais dispositivos geralmente sdo projetados como adesivos. Estes
adesivos contém o farmaco disperso em um reservatério ou em uma matriz. Sdo duas as
camadas poliméricas do sistema: a externa evita a perda do farmaco e sua exposicdo ao
ambiente, e a camada interna que faz o controle da liberacdo do medicamento [24]. Neste
trabalho foi utilizado o estimulo térmico para a liberacdo do HLP a partir do conjugado PGAgs-
c-HLP.

1.4. A esquizofrenia como um problema de satde publica mundial

A esquizofrenia (EQZ), no inglés, schizophrenia (SCZD) [25], [26], [27], € uma doenca
psiquiatrica cronica (também chamada de psicose) com impacto social negativo que influi
significativamente na qualidade de vida de seus pacientes [28], além de estar associada a altos
custos [29] decorrentes de tratamentos de longa duragéo e demandas especiais aos servicos de
salde [30].

Embora existam relatos de que a EQZ esteja presente em toda a histdria da humanidade
foi somente no inicio do século 20 que o psiquiatra alemdo Eugen Bleuler [31] criou 0 nome
"esquizofrenia” a partir das palavras gregas "divisdo" e "mente" para descrever a doenga [32],
[33].



A esquizofrenia [34] é uma doenca de origem multifatorial e ainda ndo ha elementos
quantitativamente caracterizados para estabelecer o que causa a EQZ, o que significa que
diferentes fatores estdo envolvidos no seu desencadeamento destacando-se a vulnerabilidade
genética, atributos do ambiente e tragos individuais [35], [36].

Em 2011, a organizacdo mundial de saide (OMS) [37], fez dois levantamentos acerca
da saude mental no mundo. Um sobre a existéncia de politica de saude mental (Figura 8) e

outro do nimero de psiquiatras para cada 100.000 habitantes (Figura 9).

o
o
)

®

Existéncia de politica de saude mental
l:l Sim

|:| Nao -
l:l PR EDEEETD 0 850 1700 3400 quildmetros

Néo aplicavel

Figura 8 — Mapa geogréafico sobre a politica de saude mental. Adaptado de OMS-2011 [38].

Observa-se que um namero consideravel de paises ainda ndo possuiam uma politica de

salde publica em 2011.
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Figura 9 — Mapa geografico dos profissionais que trabalham na area de satde mental (por

100.000 habitantes). Adaptado de OMS-2011 [38].

No caso do Brasil, observa-se que ha somente cerca de quatro psiquiatras para cada 100

mil habitantes, um nimero considerado relativamente baixo.

Em 2012 a OMS, fez um levantamento do indice de suicidio por cem mil habitantes

devido a esquizofrenia no mundo.

Observa-se gque a taxa de suicidio entre os homens (Figura 10), mapa mais escuro; é
superior a taxa de suicidio entre as mulheres (Figura 11), mapa mais claro. No caso da india,

o indice de suicidio é elevado para os dois géneros.

Os indices apresentados nos mapas, mostram 0s casos mais graves da psicose, 0s quais
terminam com a fatalidade do suicidio. A Figura 12 mostra para cada pais a taxa média de
pessoas de ambos 0s sexos que se suicidam no mundo para cada cem mil habitantes por causa
da esquizofrenia, um nimero bastante elevado umas vez que s6 considera 0s casos mais criticos

da esquizofrenia.
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Figura 10 — Mapa mundial da taxa de suicidio do sexo masculino (por 100.000 habitantes).

Adaptado de OMS-2012 [38].
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Figura 11 — Mapa mundial da taxa de suicidio do sexo feminino (por 100.000 habitantes).

Adaptado de OMS-2012 [38].
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Figura 12 — Mapa mundial da taxa de suicidio de ambos os sexos (por 100.000 habitantes).
Adaptado de OMS-2012 [38].

Estes dados da OMS, somados a estudos de outros pesquisadores como Salize e col.
[39], e Basu [29], mostram que a esquizofrenia é uma questdo de satde publica grave, de custo
elevado, e afeta ndo s6 o paciente como também sua familia e a sociedade como um todo, pois
a psicose deixa o paciente impossibilitado de trabalhar e muitas vezes ele precisa de

acompanhamento continuo, devido a perda da capacidade de discernimento.

O levantamento da taxa de suicidio feito pela OMS, e os indices da esquizofrenia
levantados por outros pesquisadores, revelam a gravidade da epidemiologia da esquizofrenia
no mundo. Um dos motivos esta na baixa eficiéncia do tratamento que é prolongado, e varia de
paciente para paciente, e no fato de que muitos pacientes abandonam o tratamento. Essas
pessoas tem um perfil diferente uma vez que grande parte deles ndo sdo sequer capazes de tomar
0s medicamentos no tempo determinado e precisam de um acompanhante durante todo o tempo

do tratamento para receber a medicag&o.
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1.5. Haloperidol: um neuroléptico modelo

O haloperidol (HLP) é um derivado da butirofenona e pertence a classe dos
antipsicoticos de primeira geracdo. Seu nome IUPAC é (4-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-1-

piperidil]-1-(4-fluorofenil)-butan-1-ona) Figura 21.

a) b)
Figura 13 — Haloperidol na sua forma estrutural (a) e na estrutura tridimensional (b).

O haloperidol, neuroléptico que pertence a classe de antipsicéticos de primeira geracao
foi desenvolvido nos finais da década de 50 pela empresa belga Janssen. Trata-se de um farmaco
que é metabolizado no figado quase que completamente. Seu perfil clinico de atividade é
caracterizado por efeitos antipsicoticos, tais como reducdo de alucinacfes, disturbios de
personalidade e de raciocinio, inibicdo psicomotora, tensdo afetiva e estados de espirito
maniaco. O HLP tem um efeito sedativo que é terapeuticamente benéfico para o paciente. O
efeito antipsicotico maximo so é atingido de uma a trés semanas ap6s o inicio do tratamento,

enquanto que o efeito inibidor psicomotor é sentido imediatamente.

A absorc¢do do HLP acontece rapidamente, cerca de trés horas ap6s a administracao oral,
e sua biodisponibilidade absoluta é de 60 — 70 %. A concentracdo plasmatica maxima é
alcancada entre 3 a 6 horas ap0s a administracao oral do farmaco. A conjugacdo do HLP com
polimero arborescente de poliglicerol (PGA), tem a finalidade de tornar a concentracdo
plasmatica do medicamento, mais estavel, o que faz o tratamento ser mais eficaz; e de fazer
com que a concentracao plasmatica do farmaco no organismo tenha uma maior duracao e assim
possa haver um maior intervalo de tempo na administracdo do medicamento, o que facilita a
vida do paciente e de quem cuida do paciente, uma vez que paciente com problemas psicoticos
necessitam sempre de uma pessoa lhes acompanhando todo o tempo da administracdo do
antipsicotico, ja que na maioria dos casos eles s&o incapazes de fazer uma auto administragéo

do uso do medicamento.
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1.6. Objetivos do Trabalho

Um primeiro objetivo desse trabalho compreende a sintese do sistema polimérico
derivado do poliglicerol arborescente de geracdo 4 (PGAgs), de nucleo hidrofébico baseado no
decaglicerol (PGL1o) para a imobilizacdo do farmaco psicotropico haloperidol (HLP), se
constituindo em uma das contribui¢des originais desse trabalho. A caracterizagdo do conjugado
PGAg-c-HLP envolveu técnicas fisico-quimicas de analise como a espectroscopia no
infravermelho (FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN), analise termogravimétrica
(TGA), calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e difratometria de Raios-X com a finalidade
especifica de se confirmar a estrutura do conjugado pretendida.

O segundo objetivo do trabalho foi o processamento do conjugado PGAgs-c-HLP
através da técnica de eletrofiacdo a fim de se obter membranas eletrofiadas de elevada area
superficial e mimetismo do tecido biolégico. A caracterizacdo das membranas eletrofiadas
envolveu a determinacdo de sua microestrutura através da microscopia eletronica de varredura
(MEV) e a parametrizacdo dos descritores de eletrofiacdo. Estes dados também contribuiram
para a originalidade do presente trabalho, tendo sido submetido ao escritorio do Nucleo
Tecnoldgico de Inovagdo da UNIFEI a solicitacdo de depdsito de patentes.

O outro objetivo consistiu no estudo da biocompatibilidade e acompanhamento da
liberacdo do HLP das membranas de PGLgs-c-HLP em meio enzimético. O método empregado
para a dosagem do HLP foi a espectroscopia no ultravioleta (UV). Os dados obtidos também

originais constituiram a reinvindicacdo de patente depositada no NIT-UNIFEI.
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Capitulo 2

Metodologia Experimental

Este capitulo retne de forma detalhada as
metodologias empregadas para a preparacdo do
poliglicerol arborescente conjugado com haloperidol
(PGAgs-c-HLP) assim como sua caracterizagdo
fisico-quimica. Também sdo apresentados 0s
parametros fisico-quimicos utilizados para sua
eletrofiacdo e as condigdes nas quais foram
conduzidas as técnicas de caracterizacdo fisico-
quimica e biol6gicas das membranas de PGAgs-c-
HLP eletrofiadas.
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2. Metodologia Experimental

2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados para a conducdo dos procedimentos experimentais dessa Tese
foram: glicerol P.A. (CsHgO3, MM = 92,10 g.mol?, Sigma-Aldrich), Haloperidol P.A.
(C21H23CIFNO2, MM = 375.86 g.mol, Sigma-Aldrich), cloroférmio deuterado (CDCls, MM
= 120,38 g.mol?, D= 99,8%, Cambridge Isotope Laboratories); fenolftaleina P.A. (C20H1404,
Reagen, MM = 318,33 g.mol™?), carbonato de sodio (Na,COs, MM = 106,0 g.mol?, Synth),
tolueno (C7Hs, MM = 92,14 g.mol™), anidrido acético (CsHsOs, MM = 102,09 g.mol, Synth),
piridina (CsHsN, MM = 79,10 g.mol?, Sigma-Aldrich, brometo de tetra-n-butilamonio
(C16H36BrN, MM = 322,368 g.mol, Sigma-Aldrich), tetréxido de dsmio (0sOs, MM = 254,23
g.mol™, Sigma-Aldrich), N-metilmorfolina (CsH12NO, MM = 101,15 g.mol™, Sigma-Aldrich),
Anidrido succinico (C4H,03, MM = 100,07 g.mol?, Sigma-Aldrich) e hidroxido de potassio
(KOH, MM = 56,1 g.mol, Synth). Utilizou-se em todos os experimentos agua bi-destilada
para o preparo das solucdes.

2.2. Sintese do conjugado PGA-HLP

2.2.1. Sintese do nucleo oligomérico

O poliglicerol arborescente foi sintetizado a partir de um ndcleo oligomérico de
decaglicerol (PGL1o) (Figura 14).
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Figura 14 — llustracdo da reacdo de obtencdo do nucleo oligomérico de decaglicerol.

Consideram-se somente as rea¢des das hidroxilas primérias na formagao do éter oligomérico.

A reagédo de oligomerizagdo foi realizada em reator em vidro boro silicato do tipo
batelada com agitacdo, e volume util de 100 mL trabalhando a pressdo atmosférica normal e
temperaturas de até 200 °C. As reacOes foram realizadas com agitacdo de 200 rpm sob
atmosfera inerte por fluxo de nitrogénio de 0,5 mL/min a fim de se evitar a oxidacéo do glicerol
e a0 mesmo tempo, arrastar a &gua reacional com o auxilio de uma bomba de vacuo. A ilustracdo

do equipamento de sintese utilizado nesta Tese esta ilustrado na Figura 15.
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Figura 15 — llustracdo do reator utilizado no processo de sintese do nucleo oligomérico de
PGL1o, PGA e do conjugado PGA-HLP: (1) Baldo de trés bocas, (2) Manta aquecedora, (3)
Termopar, (4) Aquecedor, (5) Trap do condensador, (6) Condensador, (7) Trap fria, (8) Cilindro

de nitrogénio gasoso, (9) Bomba de vacuo.

Uma vez que o numero de hidroxilas aumenta proporcionalmente com a massa
molecular do oligbmero, a reacdo de oligomerizacdo foi acompanhada através de medidas do
indice de hidroxila. O indice de hidroxila (NoH) do PGL1o foi determinado ap0s acetilagdo do
polimero (0,5-0,6 g) com 10 mL de uma solucéo de anidrido acético/piridina (1:9). Apos refluxo
por 30 minutos a solucao resultante foi titulada com KOH 1,0 molar utilizando-se fenolftaleina
como indicador do pH. O Non foi calculado de acordo com a Equacdo (1); [40]

(V, — V;)x56,1 N 1)

N =
OH m A

sendo Now 0 indice de hidroxila (mg NaOH/g de polimero), V1 o volume de KOH utilizado na
titulagdo da prova “branca”, V2 0 volume de KOH utilizado na titulagdo da amostra, m a massa
de PGL-10 empregada e 56,1 representa o equivalente-grama do KOH. Na representa o nimero

(ou indice) de acidez da amostra.
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A determinacdo de Na foi efetuada apos a titulagdo de 0,2 g de PGL1o previamente
dissolvido em mistura de agua/etanol (2:1) com solucdo padronizada de KOH 0,1 M, utilizando-
se fenolftaleina como indicador até aparecimento de coloracdo rosa. Todas as medidas foram
determinadas em triplicata e o calculo de Na foi efetuado através da Equacéo (2).

Vikonx1,0x56,1 (2)
A p—

m

sendo Na [mg KOH/g PGL-10] o numero de acidez, Vkon [L] é 0 volume de solugdo de KOH

utilizada na titulacéo, 56,1 representa o equivalente-grama do KOH e m a massa da amostra.

2.2.2. Sintese do poliglicerol arborescente

O PGA de geracdo 4 (PGAgs) foi sintetizado no mesmo equipamento apontado na
Figura 15 utilizando o método divergente seguindo-se uma sequéncia catalitica repetitiva de
alilacdo e di-hidroxilacédo a partir do nucleo de PGL1o, seguindo metodologia da literatura [41],
[42] adaptada em nossos laboratorios. A Figura 16 ilustra parte das reacGes quimicas
envolvidas na obtencdo do PGA a partir do nucleo de PGL1o. A reagdo de obtencdo do PGAg
foi monitorada por ressonancia magnética nuclear de *H e *C. A pureza do PGAgy foi avaliada
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Figura 16 — llustracéo das reagdes quimicas envolvidas na sintese divergente do PGAg: (i)
Cloreto de alila, Hidréxido de sddio, Brometo de tetra-n-butilaménio; (ii) Tetréxido de ésmio,

N-metilmorfolina.

2.2.3. Incorporacéo do HLP no PGA

O dendrimero PGAgs (aproximadamente 10 g) foi succinilado com 3g de anidrido
succinico e 50 mL de piridina anidra sob refluxo por 5 horas. Foi mantido um excesso de 10%
de anidrido succinico relativamente ao PGAg4. A piridina foi removida por rotaevaporagédo e o
PGAg succinilado foi lavado com agua destilada e deionizada para remoc¢édo das impurezas.
Apos congelamento a -10 °C o PGAg foi liofilizado. A espectroscopia FTIR foi utilizada para
confirmar a reacdo de succinilacdo. A quantidade de HLP incorporada no PGAg foi analisada

através da espectroscopia UV-Vis.

Cerca de 10 g do PGAgs succinilado e Haloperidol foram dissolvidos em 50 mL de
diclorometano (DCM) anidro. A razédo molar entre 0 PGAg succinilado e Haloperidol foi

mantida em 1:1. O frasco reacional foi purgado com nitrogénio por 10 minutos. Em seguida

21



foram adicionados sob fluxo de nitrogénio solucGes de bromo(tri-1H-pirrol-1-I)fosfonio
(PyBroP) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) em DCM anidro na proporcdo de 35 mg.mL e 10
mg.mL™, respectivamente. Apds homogeneizagdo por 5 min adicionou-se 25 uL de trietilamina
(TEA) no frasco reacional sob fluxo de nitrogénio constante. A solugédo foi homogeneizada a
200 rpm por 24 h a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida 20 mL de DCM anidro foi
adicionado ao frasco reacional e o solvente foi removido por rotaevaporacdo. O conjugado
PGAgs-c-HLP foi lavado com excesso de etanol (300 mL) para remocéao do HLP livre. A reacéo
de conjugacgdo entre 0 PGAg e HLP foi confirmada por H, *C-NMR utilizando DMSO

deuterado. A Figura 17 ilustra o processo de conjugacgéo entre 0 HLP e 0 PGAg.

O
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o O .o
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a8 ’ 48 M
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Conjugado PGAg4-c-HLP

Figura 17 — llustracdo da reac@o de acoplamento entre 0 HLP e 0 PGAga.

O porcentual de HLP incorporado no PGAg4 foi avaliado analisando-se a concentragao
do farmaco livre em meio aquoso e do sobrenadante apds o processo de conjugagao utilizando-

se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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2.3. Eletrofiacado do conjugado PGA-HLP

O conjugado PGA-HLP foi eletrofiado a temperatura ambiente (27 °C) em equipamento
projetado pelo Laboratério de Alta Tensdo da UNIFEI (LAT-EFEI). Ver foto da Figura 18.
Uma fonte de alta tensdo de 0 a 30 kV foi utilizada para gerar o campo elétrico. A solucéo foi
bombeada através de uma seringa utilizando uma bomba de infusdo de 5 canais. O alvo
consistiu de uma placa metalica aterrada ao polo negativo e a fonte. A ponta da seringa foi
conectada ao pdlo positivo, formando uma diferenca de potencial entre a ponta da seringa e 0
alvo. Para a obtencdo de membranas eletrofiadas de PGA, preferiu-se 0 PGAgs uma vez que
PGA de geracdes inferiores ndo levaram a obtencdo de membranas estaveis, provavelmente
devido a sua massa molar mais baixa relativamente a do PGAgs de nimero de geragdo maior.
A literatura indica que uma das variaveis de processo da eletrofiacdo de polimeros consiste em
se garantir uma massa molecular suficientemente adequada para se atingir niveis de viscosidade
de solucdo que propiciem o entrelacamento entre as cadeias do polimero [43] . Assim, a massa
molecular elevada do PGAys parece levar a um aumento do nivel de entrelagamento entre as
cadeias do polimero, evitando assim a quebra do jato da solucdo polimérica que esta sendo

alongada durante o processo de eletrofiacdo [44].

Figura 18 — Foto do equipamento utilizado no processo de eletrofiagdo do conjugado PGAgs-
c-HLP

No processo de eletrofiagdo do PGAgs-c-HLP foi utilizada uma mistura de DMF/acetona
na proporgao 75/25 em volume. A adigdo da acetona como solvente foi realizada de modo a se
obter uma solucdo volatil o suficiente para facilitar a formacao das fibras no processamento de

eletrofiagdo. Uma concentracdo de 25% em massa de PGAgs-c-HLP foi dissolvida inicialmente
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em DMF a temperatura ambiente (25 °C) por 4 horas. Em seguida, adcionou-se acetona e
manteve-se sob agitacdo durante todo o tempo de preparagédo da solugéo.

O processo de eletrofiacdo foi realizado a temperatura ambiente (~25°C) e umidade de
aproximadamente 50% (desumidificador de ar GR2, Maxlabor). A montagem do equipamento
envolveu a utilizacdo de uma bomba infusora com cinco canais, seringa de vidro de 20 mL
conectada a uma agulha de aco para raquianestesia de 120 mm de comprimento e 0,53 mm de
diametro (Braun 25 G).

As condicbes operacionais de eletrofiacdo favoraveis para a formacdo de membranas
efetuaram-se com base em observagdes visuais e imagens das membranas obtidas com auxilio
da microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram efetuadas observacdes quanto a tensao
aplicada, distancia agulha-coletor e o fluxo da solucdo. As condicdes aperfeicoadas para a
obtencdo de membranas estaveis mecanicamente sdo apontadas a seguir.

A distancia entre a agulha e o coletor foi de 15 cm. Distancias inferiores a 15 cm levaram
a perda da solucédo polimérica por deposicéo fora do coletor.

O fluxo da solucdo durante o processo de eletrofiacdo foi de 0,5 mL/h pois fluxos
inferiores leva a formacdo de defeitos como estrutura de gotas devido a desestabilizacdo do
cone de Taylor.

Aplicou-se valores de tensdo de 20 kV para a formacdo de membranas. Valores
inferiores a 20 kV ndo contribuiram para a formacdo de membranas estaveis.

As solucgdes poliméricas foram transferidas para uma seringa de vidro de 20 mL, ligou-
se a fonte e aplicou-se a tensdo de 20 kV ap6s a formacdo da primeira gota na agulha. Quando
a tensdo foi aplicada entre o capilar e o coletor a gota adquiriu a forma do cone de Taylor
ocorrendo em seguida a formacdo de um jato aleatorio da solucdo polimérica que se dirigiu para
0 coletor revestido de papel aluminio. O solvente evaporou durante a trajetéria do jato
formando-se uma membrana mecanicamente estavel no coletor de aluminio. Em seguida, as
membranas foram submetidas a luz UV de 280 nm para cura por 30 min, lavadas com agua

bidestilada e liofilizadas.
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2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O estudo da incorporacdo de HLP no PGAg foi efetuado utilizando o cromatografo a
liquido Shimadzu série LC-10 com injetor automatico, equipado com coluna de fase reversa
C18 (15cm x 4,6 mm ID x 5 um de particula), pré coluna C18 (4 cm x 4,6 mm ID x 5 um de
particula) e detector de UV com leitura em 228 nm. A fase movel utilizada foi a solucgdo de
KH2PO4 (Vetec®) 0,01 mol L, pH 3,5: acetonitrila (EM Science®) (69:31, v/v). Foi empregado

uma vazéo de 1,5 mL min, temperatura do forno de 35 °C e volume de injecdo de 50 pL.

2.5. Estudo da liberacdo do HLP do PGA-HLP eletrofiado

Com o objetivo de se analisar quantitativamente a liberagdo do HLP das membranas
eletrofiadas de PGAgs-c-HLP em meio enzimatico, as determinagGes da concentracdo do agente
antipsicotico livre foram feitas através da espectroscopia do ultravioleta visivel (UV-Vis).
Inicialmente foi determinado o coeficiente de extin¢gdo molar do HLP, no comprimento de onda
de maxima absorcéo de 230 nm. Para isso foi obtido uma curva de calibragdo com a densidade
Otica em funcdo das varias concentracfes conhecidas de solucBes do farmaco em solucdo
tampéo fosfato 0,01 M PBS (KH2PO4/Na;HPO4), pH 7,4 no intervalo de concentracéo de 10™*-
106 M. A solucio 0,01 M de PBS, pH 7,4 foi adicionado tripsina de forma a se obter uma
solugéo de concentracdo de 0,25 % (m/v) da enzima. Considerando a lei de Lambert-Beer, a
absorvancia (A) da solucdo esta relacionada com o coeficiente de extincdo molar através da

Equacéo (3):

A= ¢€C.l 3)
sendo A = absorvancia, C a concentracao, € o coeficiente de extin¢cdo molar e | o caminho 6tico
(cm) da célula.

A inclinacdo do gréfico de A versus C fornece o coeficiente de extingdo molar. O
experimento da liberagdo hidrolitica do HLP do conjugado PGAg-c-HLP envolveu o contato
da membrana eletrofiada com 25 mL da solugdo PBS/Tripsina. Periodicamente foram retiradas

aliquotas diretamente dos frascos para as leituras de absorvéancia.
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2.6. Técnicas fisico-quimicas de analise

2.6.1. Analise do nucleo oligomérico por espectrometria de massas

O monitoramento da reacdo de oligomerizacdo do glicerol foi realizado utilizando um
espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos equipado com interface de ionizacdo por
electrospray (ESI), operando no modo positivo e localizado na central analitica do 1Q-USP/S&o
Carlos. O espectro de massas encontrava-se acoplado a um cromatografo liquido de ultra-
performance (UPLC) Accela High Speed LC (Thermo Scientifc) e a um sistema de nano-LC
EASY-nLc Il (Thermo Scientific). A voltagem do cone e do extrator foram, respectivamente,
80 e 25 V com varredura na faixa de 50-1000 m/z. As amostras (aliquotas reacionais) foram
inseridas na fonte de ionizacdo do instrumento por meio de uma seringa de 500 uL. (Hamilton,
Reno, NV) com fluxo de 10 pL/min. Essas aliquotas foram preparadas através da coleta de 10
pL da reagdo, nos intervalos de tempo estabelecidos, e diluidos dez vezes com uma mistura de

metanol: agua (50: 50 v/v).

2.6.2. Ressonancia magnética nuclear

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e 3C foram realizadas em
um equipamento Varian modelo Inova — 300 MHz. As amostras foram preparadas em CDCl3
utilizando o tetrametilsilano como referéncia. As analises foram realizadas em colaboragdo com
Dr. Julio San Roman do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros (ICTP) do Conselho

Superior de Investigagdes Cientificas (CSIC), localizado em Marid-Espanha.
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2.6.3. Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Para essa analise foi utilizado o equipamento FTIR da Perkin EImer modelo Spectrum
One com cristal de ZnSe com diamante e aplicagdo de torque para a anélise diretamente no
acessorio. A faixa de varredura usada foi de 400 a 4000 cm™, com resolucio espectral de 4,0
cm. A técnica foi utilizada para monitorar a transformagdo nos grupos funcionais durante o
processo de conjugacdo do HLP ao PGA. O equipamento encontra-se no Centro de Estudos e

Inovagdo em Materiais Biofuncionais e Biotecnologia da UNIFEI.

2.6.4. Difratometria de raios X

Com o intuito de observar a existéncia de fases cristalinas no PGA antes e ap0s sua
conjugacdo com o HLP foram realizadas medidas de difracdo de raios-X em difratbmetro
modelo X’Pert PRO da PANalytical, usando as seguintes condi¢des de varredura: faixa de 20
de 10290 °, com passo de 0,02 ° e aquisicdo de 12 segundo por passo, em temperatura ambiente
(27 °C) e incidéncia normal. A indexag&o dos planos cristalogréaficos foi feita usando-se o0 banco
de dados Joint Committee on Powder Diffracton Standards (JCPDS). As analises foram feitas

no Laboratorio de Difracdo de raios- X da Universidade Federal de Itajubd — UNIFELI.

2.6.5. Analise térmica

2.6.5.1.  Andlise termogravimétrica

A Analise Termogravimétrica (TGA), foi realizada a fim de se avaliar a estabilidade
térmica do PGA e seu conjugado PGA-HLP. Os experimentos foram realizados em uma termo-
balanca Metler modelo TC11, conectada a um computador IBM-PS1, que recebe os dados da

analise. As amostras com peso variando entre 2 e 5 miligramas (mg) foram aquecidas em
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cadinho aberto de alumina sob atmosfera inerte de N> (100 mL/min) desde a temperatura
ambiente (25 °C) até 800 °C. As curvas termogravimétricas derivadas (DTG) foram obtidas

utilizando-se o software do equipamento.

Para o estudo cinético, foram utilizadas as velocidades de aguecimento de 5, 10, 15 e 20
°C/min. A determinagdo da energia de ativacdo (Ea) foi determinado através dos métodos

numericos desenvolvidos por Kissinger [45] e Osawa [46].

2.6.5.2.  Calorimetria exploratéria diferencial

As anélises por DSC foram realizadas em um calorimetro exploratério diferencial da
Shimadzu, modelo DSC 60. Aproximadamente 5 mg de cada amostra foram colocados em
capsulas de aluminio selada. O material foi submetido ao aquecimento na faixa de temperatura
de -80 a 100 °C, com uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min, sob fluxo de nitrogénio de
20 mL/min. Posteriormente, a amostra foi resfriada a uma velocidade de 10 °C/min e novamente
aquecida, nas mesmas condi¢cdes empregadas na primeira etapa de aquecimento. O ciclo de
aquecimento/resfriamento foi repetido duas vezes, com a finalidade de eliminar a histéria
térmica do material polimérico. As andlises DSC foram realizadas no Centro de Estudos e

Inovagdo em Materiais Biofuncionais e Biotecnologia da UNIFEI.

2.6.6. Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das nanofibras eletrofiadas de PGA-HLP foram feitas através da
Microscopia Eletrénica de Verredura (MEV) com filamento de Tungsténio e com acoplamento
do detector para Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDX), modelo SS-550
da Shimadzu. As analises MEV foram realizadas no Centro de Estudos e Inovagdo em
Biomateriais da UNIFEI.
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2.7. Técnicas bioquimicas de andlise in vitro

2.7.1. Estudo da atividade hemolitica

O ensaio da atividade hemolitica do PGAg-c-HLP foi feito conforme descrito por
Henkelman com algumas adaptacgdes [47].
Para a realizacdo dos experimentos foi utilizado o sangue do proprio orientador do
trabalho, o qual foi coletado na divisdo de Biotecnologia do IPEN, em tubos Vacutainer® com
capacidade de 10 mL contendo heparina sodica.

A suspensdo de eritrocitos foi preparada, utilizando-se 10 mL de sangue. A amostra de
sangue foi centrifugada por 5 minutos a 1000xg utilizando uma centrifuga horizontal (Fanem,
modelo 206 BL). O plasma obtido, contendo plaquetas, células brancas e lipidios foi removido
por aspiracdo. As células vermelhas foram ressuspensas em tampédo fosfato (PBS) 5 mM, pH
7,4. Apos a repeticdo consecutiva do processo anterior por trés vezes, o concentrado de

hemaécias obtido foi mantido em refrigeracédo (4 °C) e utilizado no prazo de 24 horas.

A determinacdo da resisténcia a hemdlise foi acompanhada apds a incubacdo das
suspensdes de eritrocitos nas concentragdes de 5 mg.mL?, 2,5 mg.mL?, 1,25 mg.mL™?, 0,62
mg.mL*%, 0,31 mg.mL*, 0,15 mg.mL, 0,075 mg.mLe 0 mg.mL™* foram colocadas em contato
com 1 cm? de superficie de PGAg-c-HLP. Ap0s incubagdo por 60 minutos a 37°C, a
concentracdo de hemoglobina no sobrenadante foi determinada a 415 nm.

Foram realizadas medidas em triplicatas para cada concentracdo de suspensdo de
eritrocitos e para seus controles. Como controles foram utilizados superficies de PTFE (controle
positivo) e vidro (controle negativo). Adicionalmente foram utilizados eritrécitos em PBS como
controle de hemolise mecénica (chm) e eritrécitos em agua destilada como controle de hemdlise
total (cht). O percentual de hemolise foi calculado como:

Ay — Acphm 4)

%Hemblise = ———.100
Acht - Achm

sendo Aa, Achm, Acht as absrorvancias relativas aos controles de hemolise mecénica (chm) e

controle de hemolise total (cht), respectivamente.
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2.7.2. Andlise da Citotoxicidade

Os estudos sobre a citotoxicidade do material foram conduzidos segundo a norma ISO
10993 [48], [49] e a técnica aplicada nos experimentos foi a de coloragdo com o corante supra
vital MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2Htetrazolico) e
reagente acoplador de elétrons PMS (fenazina metasulfato) .

Foi preparado um extrato do polimero em meio RPMI contendo 10% de SFB (soro fetal
bovino), 1% de L-glutamina e 1% de antibidtico/antimicético, na propor¢do de 6 cm? da
amostra para cada mL de meio extrator. O meio extrator em contato com as amostras foi
incubado por 24 horas a 37°C e em seguida filtrado com filtros de seringa com poros de 0,22um.
A solucdo resultante foi submetida a diluicdo seriada 1:2 até a concentracao de 6,25%. Em uma
placa de 96 pocos, uma suspenséo celular em meio RPMI com soro de 100pL com 1x10* células
de linhagem permanente de células de ovéario de hamster chinés (CHO-K1) foi previamente
incubada por 24 horas, antes da exposi¢cdo com o extrato das amostras. Apds este periodo,
100puL de cada extrato foram pipetados em quadruplicata e 100uL de meio de cultura RPMI
com soro pipetado nos pogos controle e nos pogos do branco. As placas foram incubadas por
24 horas em estufa com 5% de COz a 37°C. Posteriormente, uma solucdo de 80ul de meio
RPMI com soro e 20uL da solucdo 20:1 MTS/PMS foi adicionada em cada poco e as placas
incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37°C por duas horas. Os resultados foram lidos em
espectrofotdmetro SpectraMax 190 (Molecular Device®) no comprimento de onda 490 nm.

2.8. Avaliagdo das propriedades fisico-quimicas in silico

Inicialmente foi feita a simulacdo computacional para o HLP, para o ndcleo do
dendrimero PGL e PGA, para em seguida calcular as propriedades in silico do conjugado
PGAgs-c-HLP, na tentativa de entender melhor a intera¢do do farmaco HLP como o dendrimero
PGA de geracOes 1, 2, 3 e 4. Acontece que como este € um trabalho muito extenso, optou-se
por fazer somente os célculos iniciais, para ajudar no entendimento da interacdo entre HLP e
PGA.
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2.8.1. Determinagao das propriedades eletronicas

As propriedades eletrénicas do PGL-HLP foram avaliados utilizando um método semi-
empirico PM3, com o algoritmo Polak-Ribiere (uma técnica de gradiente conjugado que utiliza
pesquisas unidimensionais) utilizado para as otimizagcbes no pacote de programas do
Hyperchem 8.0 [50], [51].

2.8.2. Simulacéo por dindmica molecular do nucleo oligomérico do PGA

As estruturas moleculares de PGA-HLP foram geradas no HyperChem e salvas no
formato pdb pelo OpenBabel. O arquivo pdb foi usado para fazer a simulacdo de dinamica
molecular no programa Gromacs para as trés geracGes de PGA e determinar o log P pelo
programa Marvin. Os Programas VMD e Pymol [52] foram usados para visualizar os resultados
da dindmica molecular realizada utilizando o Gromacs. O sistema do dendrimero estava
preparado para simulagfes de dindmica molecular usando Desmond com solvente explicito
[53]. O sistema PGA-HLP foi construido usando o modelo de solvatacdo SPC e o tamanho da
caixa foi determinado automaticamente, criando uma zona tampao ao redor do dendrimer de 10
A. As etapas de relaxagio e minimizagao das estruturas executadas na simulacéo por dindmica
molecular [54], [55] foram realizadas para 4.8 ns em 300 K e 1.03 bar. Estruturas instantaneas

foram registradas a cada 4,8 ps.

O sistema utilizado para gerar as Coordenadas Atémicas Tridimensionais foi o
Hyperchem 8.0. Este sistema cobre todo o processo de criagéo da estrutura 3D, desde o desenho
de sua estrutura quimica em forma bidimensional, suportado pelo JME Molecule Editor (Peter
Ertl), até a obtencdo de um modelo final, em trés dimensdes, fornecendo todas as informacgoes
necessarias em um arquivo.hin, o qual pode ser convertido para 0 um arquivo PDB (Protein
Data Bank), através do programa OpenBabel, que é um programa que faz a conversdo de um
formato de arquivo para outro. O formato de arquivo PDB é compativel com a maioria dos
programas de modelagem molecular, tais como o JME Molecule Editor que é um eficiente
aplicativo JAVA que permite desenhar e editar moléculas e reacBes quimicas, fornecendo

informacGes para o processamento por outros programas.
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Além de gerar o gréfico da estrutura quimica para o HLP, PGA e PGA-HLP, o programa
Hyperchem 8.0 também foi utilizado para fazer a otimizacéo das estruturas na obtencéo de uma
estrutura molecular de menor energia e calcular as cargas atdmicas das moleculas e do
conjugado PGA-HLP fazendo-se um ajuste (fitting) do potencial eletrostatico a partir de

calculos utilizando o método semi empirico PM3, por serem mais rapidos e praticos.

A estrutura tridimensional resultante da otimizacdo de geometria no programa
Hyperchem 8.0 foi convertida em arquivos pdb, por meio do programa OpenBabel, como jé foi
citado, para que assim o arquivo em formato pdb pudesse ser trabalhado no programa de
Dinamica Molecular, GROMACS, instalado no sistema operacional Linux Ubuntu 13.04. O
pacote GROMACS foi compilado (instalados) no Ubuntu através do Gerenciador de pacotes
Synaptic, programa com uma interface grafica amigavel, que faz o download e a instalacéo de

diversos softwares, sem a necessidade de conhecimentos avancados por parte do usuario.

A instalacdo do Pymol também foi feita pelo gerenciador de pacotes Synaptic e para a
instalacdo do VMD baixou-se o codigo fonte e compilou-se o programa. Algumas etapas da
simulacéo proporcionam arquivos para serem utilizados na anélise grafica dos vérios resultado
da simulacdo, como por exemplo, o raio de giracdo, 0 RMSD, ligacGes de hidrogénio, etc. A
interface utilizada para a visualizacdo desses graficos € o programa Grace, que foi instalado

através do Synaptic.

Os calculos de Dinadmica molecular das estruturas foram realizados no pacote
GROMACS, na versao 4.5.5. O GROMACS consiste em um conjunto de programas capazes
de executar todos 0s passos necessarios aos experimentos com dindmica molecular, desde a
preparacdo dos sistemas até a andalise dos resultados obtidos. Os arquivos das topologias das
moléculas foram gerados a partir do arquivo pdb no préprio GROMACS [56], utilizado o
programa Mktop, software gratuito capaz de construir topologias moleculares para o
GROMACS, utilizando o campo de forca OPLS-AA. Qutros programas como o0 PRODRG

também geram arquivos de topologia das moléculas para 0 GROMACS.

Durante o processo de criagdo dos arquivos de topologia, o Mktop avalia
automaticamente o estado de protonacgédo dos grupos atdmicos presentes na moléecula, classifica
e adiciona ou remove atomos de hidrogénio quando necessario e determina valores para as
cargas de todos os atomos com base em valores pré-definidos de carga para grupos atdmicos
conhecidos, garantindo a correta distribui¢do das cargas atdmicas individuais para que possa

ser executada a simulacdo utilizando o procedimento conhecido como Grupos de Cargas. Os
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arquivos de topologia resultantes desse processo, que contém os valores de carga definidos pelo

Mktop, foram utilizados na forma original como um dos modelos.

Para a realizacdo das simulagdes optou-se por utilizar o pacote GROMACS (na verséo
4.5.5), que consiste de um conjunto de programas capazes de executar todos 0S pPassos
necessarios aos experimentos com dinamica molecular, desde a preparacdo dos sistemas até a

analise dos resultados obtidos.

Foram testados diferentes modelos de agua (para gerar uma caixa de agua) com a
molécula em estudo, sendo eles o Single Point Charge (SPC) e os modelos TIP4P e TIP5P [57].
O modelo escolhido para ser utilizado nesse trabalho foi o TIP4P por apresentar bons resultados
comparados aos valores experimentais, com a vantagem de ndo impor ao sistema um custo

computacional muito alto.

O processo de montagem das caixas de simulacao teve inicio com a defini¢do do nimero
de moléculas de PGA que fariam a composicao do sistema. A escolha do nimero de moléculas
deve levar em conta o tamanho e a forma da caixa resultante, ja que a molécula de PGA se
encontra na forma estendida, o0 que pode resultar em caixas de formato retangular, o que néo é

desejavel.

Com o intuito de manter as caixas de simulagdo o mais proximo possivel da forma
cubica, optou-se por organizar as moléculas de PGA compondo “linhas e colunas” em matrizes

de 3 dimensdes conforme o nimero de moléculas a agrupar.

O preenchimento da caixa com moléculas de agua também foi pensado de forma a tentar
reduzir o tempo necessario para a estabilizacdo do sistema, evitando situagdes iniciais que
favorecam aglomeracgdo das moléculas de PGA. O processo de colocagdo dessas moléculas visa
criar uma camada de solvatacdo uniforme ao redor das moléculas de PGA, evitando o contato
direto das mesmas na conformacdo inicial. Logicamente que essa camada de solvatacao
depende da quantidade de agua presente no sistema, 0 que acima de determinada concentracdo
de PGA é dificil de obter. Foi utilizada uma caixa com 1.000 moléculas de agua para avaliar o
processo de solvatacdo do dendrimero PGA. Como estudo inicial foi colocado somente uma

molécula de PGA na caixa de agua.

Na simulacdo da dindmica molecular para avaliar a solvatagdo da moléculas, foi
utilizado o algoritmo steepest implementado no programa GROMACS. Esse algoritmo define
um vetor r como um vetor para todas as 3N coordenadas e utiliza um valor inicial ho para o
deslocamento maximo permitido para os &tomos (por exemplo hg = 0.01nm).
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Em todas as simulagdes os sistemas tiveram temperatura e pressao controladas por meio
de acoplamento a banhos térmicos e pressostatos, utilizando os algoritmos Berendsen
implementados no GROMACS. A dinamica molecular foi realizada para as estruturas de PGL
de geracdes 1, 2 e 3 nas temperaturas de 298, 310 e 315 K apenas para as estruturas de cadeia
linear, ja que para as estruturas ramificadas de PGA acabou ndo sendo feita a dindmica
molecular devido a problemas técnicos como dificuldade em rodar o programa com estruturas
maiores e também ao templo de célculo que é bem superior ao tempo de calculo das estruturas

lineares.

Né&o foi possivel simular a solvatacdo do HLP nem dos PGLs de geracGes 1, 2 e 3 de
estruturas ramificadas, por problemas com o programa Mktop que gera 0s arquivos de
topologia.top. Para o PGA ramificado de geracéo 4, o qual foi utilizado para a incorporacéo do
farmaco haloperidol ao dendrimero ndo foi obtida uma estrutura simétrica para se fazer os
calculos. Isso levaria bem mais tempo na otimizacdo da geometria da estrutura no programa
Hyperchem devido ao tamanho desse dendrimero. O PGAgs também ndo caberia na caixa de
agua do GROMACS, com 1000 moléculas apenas.

O passo de integracdo utilizado foi de 2 fs e o tempo real simulado foi de 5ns na maioria
dos casos, com excecdo no caso das simulacdes onde se utilizou temperatura variavel, onde os
tempos necessarios para que 0 sistema se adapte as variacbes de temperatura sdo

consideravelmente maiores.

O campo de forca escolhido foi o ffgmx, que é derivado do GROMOS-87. Foram
utilizadas condigdes periddicas de contorno na forma padrdo do GROMACS (xyz) de forma a
evitar a ocorréncia de efeitos de borda. Nesse procedimento sdo geradas réplicas da caixa de
simulacdo, essas réplicas sdo conectadas a volta da caixa simulada, nos trés eixos, em uma
estrutura de 3 x 3 x 3 perfazendo um total de 26 cdpias na primeira camada, com a caixa
principal ao centro. Esse procedimento de replicacdo se estende até onde for necessario e

permite que o sistema se comporte como se tivesse tamanho infinito.

O tratamento eletrostatico foi feito com raio de corte (Cut-off) tanto para as interagdes
de Coulomb quanto para as de Van der Waals, com valor para estes raios de corte de 0,9 nm, o
que € sempre menos que a metade do comprimento do menor lado da caixa de simulacao. Esse
cuidado com o valor do raio de corte garante que nenhum atomo ou molécula presente na caixa

de simulag&o seja considerado mais de uma vez nos célculos das interagdes eletrostaticas.
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Para complementar as andlises realizadas neste trabalho foi utilizado o Programa
MarvinSketch, desenvolvido pela ChemAxon, um editor molecular avangado disponivel para
todas as plataformas computacionais, 0 Unico requisito obrigatorio € a de que o computador
tenha o programa Java instalado. O MarvinSketch possui diversas ferramentas como desenho
da estrutura em 2D e 3D, calculo do Pka, Log P, Log D, polarizabilidade, refratividade, &rea da
superficie molecular, aceitadores e doadores de hidrogénio, etc. O programa MarvinSketch foi

instalado usando o shell script que esta disponivel para download no site da ChemAxon [58].

No programa MarvinSketch foi calculado o Log de P das estruturas HLP, PGA e PGA-

HLP, de menor energia obtidas através da otimizacdo de geometria no programa Hyperchem.
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Capitulo 3
Técnicas experimentais de

caracterizacao e simulacao in-silico

A relacdo entre a Quimica e a propriedade dos
biomateriais é direta e inequivoca. A integracdo entre
a perspectiva macroscopica que caracteriza 0s
biomateriais com o enfoque atémico/molecular
caracteristico da Quimica é imprescindivel para o
conhecimento e controle das conexdes existentes
entre estrutura, propriedades e fungbes dos
biomateriais. O controle do processo de sintese do
dendrimero PGAgs utilizando-se as técnicas fisicas e
quimicas de andlise permite sua obtencdo com
diferentes graus de pureza, cristalinidades, tamanhos
de particulas e reatividades superficiais adequadas
para sua conjugacdo e utilizagdo como sistema
transportador do HLP. Este capitulo lanca médo das
técnicas quimicas e fisicas de andlise para
compreensdo dos diferentes aspectos relacionados a
composicdo e estrutura do PGAgs e seu conjugado
PGAgs-c-HLP. Embora o desenvolvimento de novos
materiais esteja ainda fortemente associado a
tradicional e necessaria componente experimental, é
introduzido as ferramentas da quimica quantica
computacional na modelagem molecular propondo o
estudo da relacdo quantitativa entre a estrutura e
propriedade do conjugado PGAgs-c-HLP.
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3. Técnicas experimentais de caracterizacéo e simulacgéo in-silico

3.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é um método espectroscdpico com base nas
propriedades magnéticas dos nicleos atdmicos. E um fendmeno fisico que foi inicialmente

descrito por Isidor Rabi e Ihe valeu o Prémio Nobel de Fisica em 1944 [59].

A técnica de RMN pode ser utilizada somente para se estudar nucleos atbmicos com um
namero impar de protons ou néutrons (ou ambos). Nesse caso, essa situacdo se da para 0s
atomos de *H, 13C, °F e 3IP. Estes nlcleos s&o magneticamente ativos, ou seja, possuem spin
assim como os elétrons, uma vez que 0s nucleos possuem carga positiva e um movimento de
rotagdo sobre um eixo que faz com que se comportem como pequenos imés [60].

O spin é um momento angular, ou seja, o nucleo, que tem carga elétrica, comporta-se
como um pequeno loop de corrente, e assim gera um campo magnético. Na auséncia de campo
magnético, os spins nucleares se orientam ao acaso. Por outro lado, quando uma amostra é
colocada na presenca de um campo magnético, os nucleos com spin positivo se orientam na
mesma dire¢cdo do campo em um estado de minima energia, denominado de estado de spin a.
Por outro lado, os nacleos com spin negativo se orientam na direcdo oposta ao do campo

magnético em um estado de maior energia, denominado de spin 3, Figura 19.

spin o
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Figura 19 — llustracdo dos estados de energia de spin em funcdo do campo magnético externo
Bo.

A diferenca de energia entre os estados de spin depende da forga do campo magnético
aplicado B,. Quanto maior o campo magnético, maior a diferenca de energia entre 0s estados
de spin e é dada por:
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AE = hv=h(By—B.) "y ®)

sendo AE a diferenca de energia entre os estados de spin, h a constante de Planck, B, € 0 campo
magnético externo, B 0 campo magnético gerado pelos elétrons da molécula e y é o raio

giromagnético, uma constante que € propriedade de um nucleo em particular.

O alinhamento dos spins dos nucleos pode ser perturbado por um pulso curto de ondas
de radio (RF) que serve para tirar os spins do nucleo de sua orientacdo paralela ao campo
magnético e para fornecer a energia necessaria para movimentos do tipo giroscopio dos spins
dos ndcleos, denominados de precessao [61]. Quando o pulso RF é removido, o nlcleo tende a
voltar para sua situacdo original e, assim fazendo, libera energia em forma de ondas de

radiofrequéncia (Figura 20 — B).

CAMPO MAGNETICO FORTE

A r _J B Sinal de RF

T
w 11 L —
Alinhamento . —GA
dos spins | Nucleo do - N,
o hidrogénio <
[ ]
. . - )
F d L ———
Nicleo alinhado Nucleo perturbado

Figura 20 — Esquema da formacéo do sinal das ondas de radio na obtencdo das imagens por
RMN [62].

Quando uma amostra que contém um composto organico é irradiada brevemente por um
pulso intenso de radiagdo, dentro do intervalo da radiofrequéncia, os nucleos no estado de spin
alfa sdo promovidos ao estado de spin beta. Quando os nucleos voltam ao seu estado inicial
emitem sinais cuja frequéncia depende da diferenca de energia (AE) entre os estados de spin
alfa e beta. O espectrdmetro de RMN detecta estes sinais e 0s registra como um gréafico da
frequéncia vs intensidade, que é chamado de espectro de RMN [63]. Na realidade, os ndcleos,
tais como prétons ou carbonos que formam as moléculas organicas, ndo sdo isolados, sdo
rodeados de elétrons que os protegem parcialmente do campo magnético externo ao qual estéo

sujeitos, por isso, é dito que o nlcleo esta protegido.
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A frequéncia das ondas de radio sdo distintas para diferentes espécies de atomos, assim
como para um dado atomo em diferentes meios quimicos ou fisicos. Portanto, os nucleos
ressonantes tornam-se transmissores de ondas de radio com frequéncias caracteristicas e
revelam sua presenca no tecido pelos seus sinais de RF. Nucleos diferentes absorvem energia
de ondas de radio de frequéncia diferente. A habilidade do nucleo atbmico de absorver energia

de ondas de radio é denominada ressonancia magnética nuclear.

Nos equipamentos modernos de RMN o campo magnético se mantem constante
enquanto um pulso curto de RF excita todos os ndcleos simultaneamente. Uma vez que o pulso
curto de RF abrange um intervalo grande de frequéncias, os protons absorvem individualmente
a radiacdo de frequéncia necessaria para entrar em ressonancia (variar de estado de spin). A
medida que os nucleos retornam a seus estados iniciais emitem uma radiacdo de frequéncia
igual a diferenca de energia entre os estados de spin. A intensidade dessa frequéncia diminui
com o tempo. Um computador registra a intensidade do sinal em funcdo do tempo e utilizando
a técnica de transformada de Fourier (FT-RMN) converte os dados de intensidade do sinal em
funcdo da frequéncia. Nesse caso, a frequéncia (v) de transicdo do spin nuclear é diretamente

proporcional ao campo magnético e é dada por:

v=(By—B;)y (6)

Na prética é dificil se medir o campo magnético no qual um préton absorve com
suficiente precisdo para se distinguir prétons individuais uma vez que as absorc@es variam da
ordem de milésimos. A medida é feita utilizando-se um composto de referéncia e se mede 0s

deslocamentos quimicos (), dado por:

Vamostra — Vreferencia. 106 (7)

5=

Vreferencia
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3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), no inglés (HPLC), é uma técnica
de separacdo que, em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos [64], [65]. As raz0es para este crescimento estao
relacionadas a sua adaptabilidade para determinagfes quantitativas com boa sensibilidade, a
possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis, com destaque para a
industria farmacéutica, bem como as suas aplicacdes em determina¢Ges ambientais e em muitos
outros campos da ciéncia, como o da medicina. Estima-se que mais de 90% dos laboratérios de
andlise espalhados pelo mundo utilizam pelo menos um método que aplica a modalidade de
CLAE em fase reversa (FR) [66].

Sistemas de CLAE-FR consistem de uma fase estacionaria de menor polaridade e uma
fase mével de maior polaridade, enquanto a fase normal tem as polaridades invertidas. Estas
fases apresentam vérias vantagens, tais como: uso de fases moveis menos toxicas e de menor
custo, como metanol e agua; fases estacionarias estaveis de muitos tipos diferentes; rapido
equilibrio da coluna apés a mudanca da fase mdvel; facilidade de empregar eluicdo por
gradiente; maior rapidez em analises e boa reprodutibilidade dos tempos de retencdo [67]. A

Figura 21, apresenta um esquema do equipamento HPLC.
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Figura 21 — Esquema de ilustracdo do equipamento de HPLC [68].
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A técnica de CLAE ¢ bastante aplicada a separagdo de solutos de diferentes polaridades,

massas molares e funcionalidades quimicas.

3.3. Espectroscopia no infravermelho por transformadas de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho obtida por transformada
de Fourier (FTIR) é uma poderosa ferramenta analitica utilizada para identificar um
composto, e investigar a composicdo de uma amostra atraves da detec¢do de espectros
vibracionais e rotacionais de macromoléculas organicas uma vez que as bandas do espectro
FTIR correspondem as frequéncias de vibracdo especificas das ligacGes quimicas das
substancias, cujas frequéncias correspondem a niveis de energia da molécula [69]. Tais
frequéncias dependem da forma da superficie de energia potencial da molécula, da
geometria molecular e das massas dos atomos [70]. Se as moléculas presentes na amostra
interagirem com a radiacdo, esta radiacdo sera absorvida. Para que uma vibracdo apareca
no espectro FTIR, a molécula precisa sofrer uma variacdo no seu momento dipolar durante
essa vibracdo [71]. Essas vibracdes moleculares sdo aproximadas pelo modelo do oscilador
harmonico simples (OHS) e, a freqliéncia fundamental da ligacdo é dada pela Lei de Hooke
de acordo com a Equagéo (8):

1 |k (8)

vV=— |[—
2w | u

sendo v a freqiiéncia de vibracdo fundamental, K a constante de forca da ligacdo quimica
e p=(mimz)/(m1+m;) a massa reduzida do sistema (m e sdo as massas dos atomos
envolvidos na ligagdo quimica).

O sistema Optico, conhecido como espectrofotdometro FTIR, utilizado para
quantificar os espectros vibracionais de uma molécula baseia-se no interferdmetro de

Michelson, conforme ilustrado na Figura 22.
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Figura 22 — Esquema representativo do espectrofotémetro FTIR [72].

O interferdbmetro consiste em uma fonte de radiagdo na regido espectral do
infravermelho, um divisor de feixes, de espelhos e de um fotodetector. A luz proveniente
da fonte de radiacdo, depois de colimada por um espelho, incide no divisor de feixes e é
separada em dois feixes, que sdo novamente refletidos, um deles pelo espelho fixo e o outro
pelo espelho moével, em direcdo ao divisor de feixes. Quando estas duas partes se
recombinam, ocorre uma interferéncia. O resultado desta interferéncia dependerd da
diferenca entre os caminhos épticos percorridos por cada feixe, que é determinada pela
distancia dos espelhos mével e fixo ao divisor de feixes. A medida que o caminho 6ptico
varia, devido ao movimento do espelho, a intensidade da interferéncia também varia. Ap4s
a radiacdo passar pelo sistema éptico, ela é direcionada para a amostra e a luz transmitida
pelo material é focalizada sobre um detector, onde é convertida em um sinal analdgico.
Um diagrama da intensidade da radiacdo em funcdo da diferenca de caminho optico entre
os espelhos movel e fixo, € chamado de interferograma. O espectro infravermelho é obtido
a partir da transformada de Fourier do interferograma.

Neste trabalho foi utilizado o Espectrofotometro FTIR, PerkinElmer Spectrum 100,
(Figura 23) do Laboratorio do Centro de Estudos e Inovacdo em Materiais Biofuncionais e
Biotecnologia da UNIFEL.
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Figura 23 — Foto do espectrofotometro FTIR PerkinElmer Spectrum 100.

O resultado das vibragdes detectadas na espectroscopia € apresentado pelo
espectrofotometro na forma de um grafico de transmitancia versus o comprimento de onda,
sendo a origem de cada pico devido a vibracdo especifica de cada molécula. Um exemplo de
espectro FTIR se encontra na Figura 24 a seguir, a qual mostra os espectros vibracionais mais

comuns [73].
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Figura 24 — Exemplo de um espectro FTIR com os modos vibracionais mais comuns da

quimica organica.
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Considerando o numero de graus de liberdade, uma molécula diatbmica possui 2 graus
de liberdade rotacional (rotacdo em torno dos 2 eixos perpendiculares ao eixo da molécula); 2
graus de liberdade vibracional (1 associado a energia cinética de vibragdo, outro associado a
energia potencial elastica). Devido a este grau de liberdade, o qual as ligacdes dos &tomos nas
moléculas podem vibrar, nomearam-se 0s tipos de vibracGes de seis modos: estiramento

simétrico, estiramento assimétrico, tesoura, rotagdo, “wag” e “twist” [70].

A faixa de 0,7 ou 0,75 um até 2,5 ou 3 um é chamada de infravermelho préximo (NIR —
Near Infrared). A janela de 8 — 14 um, também costuma ser designada por infravermelho
termal, por compreender a regido onde se encontra o pico de emissao de qualquer corpo na faixa
de temperatura de —50°C & 50°C. E também comum na literatura a notacdo: SWIR — Short
Wavelength Infrared, MWIR — Middle Wavelength Infrared ¢ LWIR — Long Wavelength

Infrared para as faixas acima [71].

Quando a molécula sofre uma pequena deformagao, por qualquer destes modos, modo de
extensdo, que corresponde a variagdo da distancia entre os atomos; modo de flexao, que
corresponde a variacdo do angulo formado por duas ligagdes sobre o mesmo dtomo e modo de
tor¢ao, que corresponde ao giro relativo de dois grupos de atomos sobre uma ligag¢do; ocorre
um desequilibrio das forcas eletrostaticas entre as cargas de elétrons e nucleos que a compdem.
A forca resultante tende a restabelecer a configuragdo de equilibrio original sendo, portanto,
uma forga restauradora do tipo da Lei de Hooke, que ¢ uma boa aproximagdo para o
comportamento de todos os meios eldsticos no limite de pequenas deformacgdes, como no caso
da vibragdo molecular. O completo entendimento da espectroscopia vibracional s6 € possivel
no contexto da mecanica quantica e a complexidade do problema de se estudar o espectro
vibracional de moléculas poliatdmicas pode ser bastante reduzida quando se explora as
propriedades de simetria das moléculas, o que ¢ feito com o auxilio da teoria matematica dos

grupos de simetria [71].

Uma maneira de viabilizar a absor¢do das informag¢des contidas nos graficos de FTIR ¢
usando a transformada de Fourier. E através da transformada de Fourier que o programa de
FTIR do computador converte o resultado grafico, informagao que vem dada por intensidade
versus tempo, obtido pelo equipamento de FTIR, para outro grafico, intensidade versus

frequéncia.
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Com a transformacdo destes graficos pode-se entdo atribuir aos resultados discussoes

acerca das informacgdes obtidas. Esta transformagao esta ilustrada na Figura 25 a seguir.
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Figura 25 — Esquema da transposicéo grafica obtida através da transformada de Fourier.

A Transformada de Fourier ¢ uma técnica de muita importancia para estudos de sistemas
moleculares complexos. Empregando um interferometro tipo Michelson como espectrometro,
as vantagens derivam tanto de uma abertura larga na entrada do sinal como da presenca do

espectro inteiro na saida Figura 26.
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Figura 26 — llustracdo. Acima: interferdmetro de Michelson e abaixo: espectro resultante da

aplicagédo da transformada de Fourier [74].
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Os espectrofotdmetros FTIR sdo mais baratos do que os convencionais porque ¢ mais
simples construir um interferometro do que um monocromador. Em adi¢do, a medida de um
unico espectro € bem mais rapida nessa técnica porque as informacgdes de todas as frequéncias
sdao colhidas simultaneamente. Isso permite que se fagam multiplas leituras de uma mesma

amostra e se tire a média delas, aumentando assim a sensibilidade da analise.

3.4. [Espectroscopia eletronica UV-VIS

A espectroscopia de UV-Visivel baseia-se na absorcdo de energia, por atomos e
moléculas, na regidao de comprimento de onda (A) de 190 a 800 nm, gerando-se portanto,
transicdes eletrdnicas do estado fundamental a estados excitados. A absor¢do da radiacdo esta
diretamente ligada ao fato de as moléculas terem elétrons que pode ser promovidos a niveis de
energia mais elevados por decorréncia da absorcdo da radiacdo. Desta forma cada transicao

eletrdnica que ocorre resultard em uma absorcdo especifica e caracteristica [75].

A aparicdo de uma banda no espectro de UV-Vis estd diretamente vinculada a
presenca de um grupo cromoforo no composto em questdo. Um grupo cromaforo, por tanto,
é um grupo funcional que possui elétrons capazes de absorver energia UV-Vis e passar a
um estado energético excitado. Quando da perda deste excedente de energia, 0s elétrons
retornam ao seu estado fundamental, emitindo um foton de luz equivalente a banda no
respectivo espectro [76]. Devido a restricdes envolvendo simetria, as quais controlam a
intensidade das transicGes eletronicas, somente quatro transicbes permitidas sao
observadas, sendo elas: elétrons ndo ligantes para orbitais antiligantes de mesma simetria
(c — o* e 1 — 7*) e de elétrons ndo ligados, ou seja, elétrons de orbitais atdbmicos, para
orbitais moleculares antiligantes (n — o* e n — 7*) [77].

Os espectros sdo obtidos por meio de um Espectrofotdmetro UV-vis como o Varian
Cary 50 UV-Vis do Laboratério do Centro de Estudos e Inovagdo em Materiais Biofuncionais

e Biotecnologia da UNIFEI, apresentado na Figura 27.
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Figura 27 — Foto do espectrofotdmetro UV —Vis Varian, modelo Cary 50.

A espectroscopia na regido do UV-Vis permite avaliar a concentracdo de um farmaco
numa solucdo por meio de qualquer uma das bandas de absorcdo presentes no espectro,
considerando que a concentracdo da espécie estd diretamente relacionada com a absorbancia
através da lei de Lambert Beer [78]:

I
A=10g1—=€-c-l )
0

onde A é a absorvancia, lp é a intensidade do feixe incidente, | é a intensidade do feixe
transmitido, ¢ é a concentracdo da solugdo, | € o caminho Optico percorrido na cela e € é o
coeficiente de absortividade molar. O coeficiente de absortividade molar é definido como sendo

a absorbancia de uma solucdo 1 mol/dm?3 em uma cela de 1 cm de caminho 6ptico.
3.5.  Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O microscopio eletrdnico de varredura (MEV) [79] trouxe uma nova dimensdo ao
estudo da morfologia, por produzir imagens de alta resolucdo e dependendo da amostra pode-
se conseguir uma ampliacdo de até 300.000X. Em geral se consegue um aumento com boa
nitidez em torno de 50.000 a 100.000 X, acima disso exige um preparo mais minucioso da
amostra e também depende da composicao da mesma. Diferentemente das imagens geradas por
microscopia optica, aquelas formadas por MEV sdo de carater virtual. As amostras ndo séo
vistas diretamente e suas imagens sdo formadas em um monitor através da codificacdo dos
sinais gerados pela interacdo elétron-amostra [80]. Na Figura 28, é apresentado o MEV do

Laboratorio de Biomateriais.
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Figura 28 — Foto do equipamento MEV Shimadzu modelo SS-550.

O principio do funcionamento do MEV consiste na emissdo de um feixe de elétrons
gerado em filamento de tungsténio por efeito termo iénico. Os elétrons gerados sob alto vacuo
sdo acelerados por uma diferenca de potencial que varia entre 0,3 keV a 30 keV. Os elétrons
tém seu percurso e didmetro corrigido por um conjunto de lentes eletromagnéticas que agem
como condensadoras. Estas lentes alinham os feixes na dire¢do da abertura da objetiva, que
ajusta o foco do feixe antes deste atingir a amostra. Logo acima da objetiva, duas bobinas
eletromagnéticas sdo as responsaveis pela varredura das amostras. Da colisdo dos elétrons com
a amostra, sdo gerados uma série de sinais diferentes que sdo captados por detectores
especificos e transformados em sinais elétricos. Dos sinais gerados, os elétrons secundarios e

os retro espalhados sdo os utilizados para a formagéo das imagens [81].

Quando o feixe de elétrons incide sobre a amostra, um dos efeitos observados € a
geragdo de raios X. Esses raios X sdo formados quando um elétron de uma camada energética
mais interna do atomo é arrancado, gerando uma vacancia. Esta vacancia passa entdo a ser
ocupada por um elétron de uma camada mais externa, que libera energia sob a forma de raios
X. Um detector acoplado ao MEV [82], 0 EDS (Espectroscopia de Raios X por dispersdo de
Energia), mede o valor dessa energia, que é caracteristica para cada elemento. Desta forma,
esta técnica permite a identificacdo dos elementos quimicos constituintes da amostra [83].
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Um efeito indesejado da interacdo dos elétrons com a amostra € chamado de
carregamento. Este efeito ocorre em amostras ndo condutoras, onde os elétrons se acumulam
na superficie da amostra prejudicando a formacdo da imagem [84]. Para evitar esse efeito, as
amostras ndo metélicas sdo recobertas com uma fina camada de um material condutor

permitindo o fluxo dos elétrons.

3.6. Analise térmica

A andlise térmica [85] foi definida por Mackenzie em 1979, ap06s vérios estudos
realizados por um grupo de trabalho nomeado em 1965 pela Confederagéo Internacional de
Andlise Térmica e Calorimetria, (ICTAC), como: “Grupo de técnicas nas quais se acompanham
as variagdes em uma propriedade fisica de uma amostra e/ou de seus produtos de reacéo,
enquanto a mesma € submetida a uma programacdo de temperatura [86]. Analise
termogravimeétrica, calorimetria exploratorio diferencial e anlise termomecénica sdo exemplos

de técnicas de analise térmica [87].

3.6.1. Andlise termogravimétrica (ATG)

A anélise termogravimétrica (TGA) é uma técnica termoanalitica que acompanha a
variacdo da massa da amostra, em funcéo da programacéo de temperatura [88]. Por meio desta
técnica se acompanha a perda ou ganho de massa da amostra em funcdo do tempo ou
temperatura [89]. Ja a derivada da curva termogravimétrica (DTG) € uma arranjo matematico,
no qual a derivada da variagdo de massa em relacéo ao tempo (dm/dt) é registrada em funcéo
da temperatura ou tempo [90]. Assim a DTG € a derivada primeira da TGA. A Figura 29 mostra

0 equipamento de analise térmica do laboratério de biomateriais.
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Figura 29 — Foto do equipamento de analise termogravimétrica Metler modelo TC11.

Pode-se dizer que o equipamento de analise termogravimétrica é composto basicamente
pela termobalanga. O equipamento pode mudar de configuracdo de um fabricante para outro,
mas os fundamentos de todos eles sdo 0s mesmos. A termobalanca é um instrumento que
permite a pesagem continua de uma amostra em fun¢édo da temperatura, ou seja, a medida que
ela é aquecida ou resfriada. Os principais componentes de uma termobalanca sdo: balanca
registradora, forno, suporte de amostra e sensor de temperatura, programador de temperatura
do forno, sistema registrador e controle da atmosfera do forno. As taxas de aquecimento mais
utilizadas séo 5, 10, 15 e 20 °C/min. Nos fornos mais comuns a temperatura atinge até 1000 °C.
A sensibilidade é da ordem de 0,1 pg, geralmente com capacidade de até 1 g. Em geral coloca-
se no cadinho uma massa de cerca 2 mg a 5 mg, dependendo do tipo de amostra, conforme

mostra a literatura [91].
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3.6.2. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) [92] é definida como uma técnica
termoanalitica na qual as variacdes de entalpia da amostra séo monitoradas em relagdo a um
material de referéncia termicamente inerte enquanto ambas sdo submetidas a uma programacao
controlada de temperatura. Trata-se de um método calorimétrico no qual sdo medidas diferencgas
de energia [93].

Assim como na TGA a velocidade de aquecimento mais utilizada na DSC [94] é de 10
°C/min, e no cadinho a massa utilizada é de cerca de 2 mg a 5 mg Figura 30.

Figura 30 — Foto do equipamento de DSC Shimadzu modelo DSC 60.

Duas modalidades sdo empregadas para se obter os dados de calorimetria exploratéria
diferencial: calorimetria exploratéria diferencial por compensacéo de poténcia e calorimetria
exploratdria diferencial por fluxo de calor [95]. A primeira € um arranjo no qual a referéncia e
a amostra sdo mantidas na mesma temperatura, atravées de aquecedores elétricos individuais. A
poténcia dissipada pelos aquecedores é relacionada com a energia envolvida no processo
endotérmico ou exotérmico. Ja na DSC por fluxo de calor, o arranjo mais simples é aquele no
gual a amostra e a referéncia, contidas em seus respectivos suportes de amostra, sdo colocados
sobre um disco de metal. A troca de calor entre o forno e a amostra ocorre preferencialmente
pelo disco. Embora os dois sistemas fornecam informacdes diferentes, por meio de calibracfes

adequadas realizadas, ambos fornecem resultados semelhantes [96].
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3.7. Difratometria de raios-X

A difratometria de raios X [97] corresponde a uma das principais técnicas de
caracterizacdo microestrutural de materiais cristalinos, encontrando aplicacdes em diversos
campos do conhecimento, mais particularmente na engenharia e ciéncias de materiais,
engenharias metallrgica, quimica e de minas, além de geociéncias, dentre outros. A principal
aplicacdo da difracdo de raios X refere-se a identificacdo de compostos cristalinos, sejam eles

inorganicos ou organicos.

Os raios X ao atingirem um material podem ser espalhados elasticamente, sem perda de
energia pelos elétrons de um atomo (dispersdo ou espalhamento coerente). O foton de raios X
apos a colisdo com o elétron muda sua trajetdria, mantendo, porém, a mesma fase e energia do
foton incidente. Sob o ponto de vista da fisica ondulatéria, pode-se dizer que a onda
eletromagnética € instantaneamente absorvida pelo elétron e reemitida; cada elétron atua,

portanto, como centro de emissao de raios X [98].

Se 0s atomos que geram este espalhamento estiverem arranjados de maneira sistematica,
como em uma estrutura cristalina do NaCl, apresentando entre eles distancias préximas ao do
comprimento de onda da radiacdo incidente, pode-se verificar que as relacdes de fase entre os
espalhamentos tornam-se periddicas e que efeito os de difracdo dos raios X podem ser

observados em varios angulos [99].

Considerando-se dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as condi¢Ges para que
ocorra a difracdo de raios X (Figura 31) (interferéncia construtiva ou numa mesma fase) véo
depender da diferenca de caminho percorrida pelos raios X e o comprimento de onda da

radiacdo incidente. Esta condicdo é expressa pela lei de Bragg, ou seja [97]:

n-A=2-d-senb (10)
onde A corresponde ao comprimento de onda da radiagdo incidente, “n” a um nimero inteiro
(ordem de difracdo), “d” a distancia interplanar para o conjunto de planos hkl (indice de Miller)
da estrutura cristalina e 6 ao angulo de incidéncia dos raios X (medido entre o feixe incidente e

o0s planos cristalinos) [99].
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Figura 31 — Esquema da difracdo de Raios X.

A intensidade difratada, dentre outros fatores, & dependente do nimero de elétrons no
atomo; adicionalmente, os atomos sao distribuidos no espaco, de tal forma que os varios planos
de uma estrutura cristalina possuem diferentes densidades de atomos ou elétrons, fazendo com
que as intensidades difratadas sejam, por consequéncia, distintas para os diversos planos
cristalinos [100].

3.8. Eletrofiacéo

A técnica de eletrofiacdo é um processo atualmente muito utilizado para a producéo de
fibras com diametro manométrico ao forcar um polimero viscoso sob a acdo de um campo
elétrico através do orificio metalico como a ponta de uma agulha. O campo elétrico transforma
a goticula pendente na agulha da seringa submetida a um campo elétrico em uma estrutura
denominada cone de Taylor [101]. A estabilidade do cone de Taylor e consequentemente a
formacao do jato da solucdo polimérica é mantida pela viscosidade da solucéo. Se a viscosidade
da solucéo for apropriada, a quebra do cone de Taylor é evitada e um jato estavel da solugéo é
formado. A medida que o jato continua a alongar-se, a sua area superficial aumenta e por esse
motivo, a perda de solvente também aumenta. A um dado momento todo o solvente é perdido
e 0 jato deixa de ser um fluido e transforma-se em um material com modulo de elasticidade o
que leva & uma alteracdo no seu modo de elasticidade aproximando-se de um modo elastico o

gue reduz a velocidade de alongamento do jato [101].
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3.9. Aplicacdo da modelagem molecular

A modelagem molecular possui diversas aplicacfes. A seguir sao apresentadas algumas
dessas aplicacOes, as quais ajudam a entender e a complementar alguns dos resultados

experimentais.

3.9.1. Métodos ab initio

Entre os varios métodos computacionais que simulam ou modelam materiais, destacam-
se aqueles que ndo utilizam nenhuma informacao empirica, isto &, aquele que vem das medidas
experimentais, sobre o sistema estudado: a partir das posi¢es dos atomos e interacdes entre
eles, esses métodos sdo capazes de resolver o problema quéntico de atomos interagentes e
providenciar a descri¢do do sistema eletronico e nuclear do material. Por causa disso, eles séo
chamados métodos de primeiros principios, ou métodos ab-initio [102]. O primeiro método
deste tipo era o método de Hartree-Fock (HF), ainda usados hoje em dia para simulacdo de
moléculas, clusters de atomos e outros sistemas quanticos de menor porte [103]. Nos anos 70
do século passado foram criados os métodos baseados na Teoria de Funcional da Densidade
(DFT), com objetivo de calcular as propriedades microscopicas dos solidos: LAPW (Linearized
Augmented Plane Wave), LMTO (Linear Muffin Tin Orbital), métodos baseados nos
pseudopotenciais. Utilizados praticamente através dos codigos de computadores, suas
aplicacdes foram limitadas, no inicio, para o estudo dos sistemas simplificados e idealizados.
Devido ao rapido desenvolvimento dos computadores nas Gltimas décadas, esses métodos
atingiram tal ponto de eficiéncia de poder ser utilizados para simular sistemas reais, encontrados
na natureza ou produzidos nos laboratorios. Hoje, eles sdo capazes de tratar cristais com
defeitos, superficies, interfaces, moléculas bioldgicas, e investigar fendmenos como
semicondutividade, magnetismo, supercondutividade, interacdes hiperfinas, transicdes opticas

e correlacdes eletronicas.
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3.9.2. Métodos semi-empiricos

Devido as dificuldades encontradas no uso de métodos ab-initio para o tratamento de
sistemas moleculares contendo uma grande quantidade de atomos, ou ainda em calcular
propriedades que demandam grande esfor¢co computacional, foram desenvolvidos em paralelo
com o formalismo da mecénica quantica, os métodos que introduziam os parametros empiricos,

o0s chamados métodos semi-empiricos.

O principal objetivo destes métodos € desenvolver um tratamento quantitativo de
propriedades moleculares com boa exatiddo, confiabilidade e baixo custo computacional. A
grande maioria dos métodos semi-empiricos é baseada nas equacdes do método de Hartree-
Fock-Roothaan, sendo que algumas partes das suas equacfes sdo: completamente omitidas,
aproximadas e ainda substituidas por pardmetros derivados do experimento ou ajustados
segundo técnicas de otimizacdo de funcgdes [50].

Usualmente, os elétrons mais internos nao sao incluidos nas equacdes desses métodos e
somente um conjunto de base minima é utilizado. Além disso, todas as integrais de dois-elétrons
de trés e quatro centros e algumas de dois centros sdo omitidas. Assim, para corrigir 0s erros
introduzidos por omissdo de partes do calculo, 0 método é parametrizado.

Os parametros séo obtidos por ajuste de resultados de dados experimentais ou calculos
ab-initio ou ainda retirados diretamente de dados experimentais. Muitas vezes, esses parametros
substituem algumas das integrais ndo calculadas explicitamente.

Os métodos semi-empiricos sdo parametrizados para reproduzir diversas propriedades
moleculares. Geralmente, geometria, energia e calor de formacdo. Muitos pesquisadores
estendem isto colocando também momento dipolar, calor de reacdo e potencial de ionizacao no
conjunto da parametrizacgéo.

Muitos métodos semi-empiricos calculam a energia como calor de formacdo. Néo se
devem adicionar correcGes de ponto-zero a estas energias porque as corre¢des termodindmicas
estdo implicitas na parametrizacéo (pelo fato de se utilizar no conjunto de parametrizacéo dados
tomados a 25 °C e 1 bar) [50].

Os métodos semi-empiricos sdo usados essencialmente para o calculo de um namero
muito grande de moléculas pequenas, como por exemplo, no projeto de farmacos ou para o
projeto de moléculas para diversas outras finalidades. Também sdo usados para inimeros e

repetitivos calculos de um mesmo tipo de sistema (Dindmica Molecular ou Monte Carlo) e para
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0 célculo de uma molécula gigante. Estas situagcdes tornam-se praticamente impossiveis de
serem tratadas por métodos ab-initio [103]. Célculos semi-empiricos tém sido muito bem
sucedidos no estudo de compostos organicos, onde as moléculas sdo de tamanho moderado.
Alguns métodos semi-empiricos foram elaborados especificamente para a descri¢do da quimica
inorganica também.

A vantagem dos calculos semi-empiricos € que eles sdo muito mais rapidos do que 0s
calculos ab-initio. A desvantagem € que os resultados podem ndo ser tdo exatos e um menor
numero de propriedades pode ser preditas com confiabilidade. Outra desvantagem é que o
procedimento de parametrizacdo € dificil e por isso a grande maioria dos métodos ndo possuli
parametros para todos os a&tomos da tabela periddica.

Os métodos semi-empiricos mais comumente utilizados sdo: MNDO (Modified Neglect
of Diatomic Overlap), AM1 (Austin Model 1), PM3 (Parametric Method 3), Método RM1 e Modelo
Sparkle [104]. Neste Relatdrio serdo descritos somente 0 método PM3 e o modelo Sparkle que
foram utilizados neste trabalho.

3.9.2.1. PM3 (Parametric Method 3)

Este método utiliza as mesmas equacdes que o AML1, sendo que a diferenca esta no
conjunto de parametrizacdo. Neste método todos os parametros foram ajustados de forma a
reproduzir dados experimentais, enquanto no AM1 alguns parametros sdo derivados

diretamente de dados experimentais e outros foram baseados apenas na intuicdo quimica [50].

Este método também é extremamente popular para sistemas organicos. E mais exato
gue o AML1 para angulos de ligacdes de hidrogénio, porém menos exato do que o AM1 para
energias de ligacdo de hidrogénio. Os métodos PM3 e AML1 sdo mais populares que outros
métodos semi-empiricos devido a disponibilidade de algoritmos para inclusdao de efeitos de
solvatagdo nestes calculos e também a sua inclusdo em diversos programas de célculos de
guimica computacional. Moléculas hipervalentes sdo também preditas mais exatamente, pois
0s seus dados experimentais foram incluidos no conjunto de parametrizagcdo. Em média, o PM3
prediz energias e comprimentos de ligacdo mais exatos que AM1 ou MNDO. Podemos destacar
algumas limitacdes como: tendéncia a predizer estados eletronicos incorretos para compostos
de germanio; alguns minimos espurios sdo preditos; alguns anéis policiclicos ndo sdo planos
[50].
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3.9.3. Os métodos da dindmica molecular (Gromacs)

Métodos computacionais para a solucdo de muitos problemas qualitativos e
quantitativos estdo sendo empregados no campo da quimica desde a década de 70, os quais
tem tomado grande impulso com o surgimento dos campos de forca mecanico moleculares.
Estes representam uma interface entre os conhecimentos cientificos desenvolvidos pela
matematica, fisica e quimica, constituindo uma nova area de investigagdo da ciéncia
moderna. O estudo dos sistemas Moleculares, em termos de interagdes atomisticas, tem
por objetivo a previsdo e descri¢do da estrutura e estabilidade dos sistemas em referéncia,
seus diferentes estados energéticos e seus processos reativos internos. O primeiro ponto
envolve a previsao do estado do sistema em seu nivel de mais baixa energia; o segundo, a
previsdo da energia livre relativa de diferentes estados e o terceiro, a previsdo do processo

dinamico de diferentes estados [105].

A simulacdo através da dindmica molecular consiste em uma técnica para calcular
as propriedades fisico-quimicas de um sistema classico de muitos corpos. O fundamento
para a simulacdo de dindmica molecular é o conhecimento da equa¢do do movimento para
0 sistema considerado. O algoritmo de um programa de dinamica molecular consiste da
solucdo numérica destas equacbes de movimento fornecendo uma trajetéria (coordenadas
e momentos conjugados em func¢do do tempo) do sistema em estudo. Escolhendo-se o passo
de integracdo, a resolucdo temporal e a extensdo da trajetoria podem ser adaptadas aos
eixos de relaxacdo temporal para os processos dindmicos. A partir da trajetoria,
propriedades de equilibrio e grandezas dinamicas podem ser calculadas em um codigo para
dindmica molecular. Um programa muito eficiente nos calculos de dindmica molecular é o
software Gromacs [106] e com a vantagem deste ser gratuito e também por ser utilizado

por varios grupos de pesquisa.

A simulacao de um sistema molecular emprega um conjunto de fungdes empiricas, que
constituem um campo de forgas, e contém parametros ajustaveis que sdo otimizados para se
obter a melhor concordancia possivel com dados obtidos por técnicas experimentais.
Entretanto, do ponto de vista estritamente tedrico, pode-se dizer que o conjunto de funcdes
interativas a que se refere na constru¢ao de um campo de forgas € derivado para reproduzir a

superficie de potencial de um sistema molecular particular [107].
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Capitulo 4

Resultados Experimentais e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos
0s resultados obtidos. Primeiramente fez-se
necessario apresentar o processo de sintese e
caracterizag&o fisico-quimica do conjugado PGAgs-c-
HLP. Em seguida s&o apresentados os resultados
obtidos quanto ao processo de eletrofiacdo para a
obtencédo das nanofibras de PGAgs-c-HLP e o estudo
de suas propriedades biologicas. Por fim, séo
apresentados os resultados quanto ao processo de
liberacdo do HLP das membranas obtidas.
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4. Resultados Experimentais e Discussao

4.1. Sintese e caracterizacdo do nucleo oligomérico PGL1o

Neste trabalho, inicialmente foi sintetizado um nucleo oligomérico de decaglicerol
(PGL1o) hidrofébico a partir da eterificacdo do glicerol com a finalidade especifica de se obter
um dendrimero de poliglicerol (PGAg4) com propriedades anfifilicas, nicleo hidrofobico e
superficie hidrofilica. Ao mesmo tempo, o nucleo hidrofébico fornece a viscosidade necessaria

para o processo de eletrofiacéo.

A eterificacdo catalitica direta do glicerol pode ser promovida tanto por acidos como
por bases [108]. Neste caso, a eterificacdo envolve a desidratacdo do glicerol com a formacéo

de uma ligacao éter e agua.

No processo catalitico envolvendo catalisadores acidos, as hidroxilas do glicerol atuam
como aceptores de protons havendo a eliminacao de uma molécula de dgua. O carbocétion ataca
o grupo hidroxila de outra molécula de glicerol, que atua como nucleéfilo, resultando na
formacdo da ligacdo éter (Figura 32). A reacdo pode seguir, portanto, um mecanismo do tipo
SN1 (via um carbocation) ou SN2 (ataque nucleofilico) [109]. O grande incoveniente dessa rota
de sintese estda na formacdo de grande quantidade de acroleina, subproduto de elevada

toxicidade e de dificil remocéo do produto principal.
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Figura 32 — Mecanismo da eterificacdo do glicerol catalisado por acido. Adaptado [109].
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O grande problema dessas reacoes é a formacao de subprodutos indesejaveis a exemplo
de diglicerdis ramificados, diglicerdis ciclicos e acroleina (Figura 33). Entretanto, o
mecanismo exato da reacdo de oligomerizacdo do glicerol catalisada por bases ainda nao é
conhecido, supondo-se apenas que a reacdo ¢ favorecida pelas elevadas temperaturas reacionais
[110].
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Figura 33 — llustracdo do processo de formacdo do oligoéter e dos produtos indesejaveis

durante a reagéo de eterificacdo direta do glicerol.

Por outro lado, na catalise basica, o processo de formacdo de oligoéteres a partir do
glicerol parece envolver a desprotonagdo de um grupo hidroxila seguido do ataque do anion
alcoxi formando outra molécula de glicerol (Figura 34).
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Figura 34 — llustragdo do possivel mecanismo de oligomerizacdo do glicerol catalisado por
base. Adaptado [109].

Neste trabalho optou-se por utilizar a oligomerizacédo do glicerol utilizando-se a catalise
heterogénea utilizando-se uma mistura de K2COs e LiOH suportado em 6xido de aluminio. Na
incorporacdo de LiOH na propor¢éo de 0,5% a 2,0% (m/m) no Ka>COs, a mistura apresenta
elevada atividade catalitica na oligoeterificacdo do glicerol, atividade essa ainda nédo relatada

pela literatura.

A opcdo em se utilizar a catélise heterogénea se baseia no fato de que o processo
industrial de producéo de oligoéteres € significativamente simplificado uma vez que se elimina
a agua de lavagem e consequentemente a agua residual, visto que ndo ha a necessidade da
neutralizacdo do acido ou base utilizada. Por outro lado, uma desvantagem da utilizacdo do
sistema catalitico desenvolvido nesse trabalho seria os tempos reacionais mais longos dada a
baixa solubilidade do K>COz/LiOH no sistema reacional. Entretanto, considerando a crise
hidrica pela qual passa 0 mundo de forma generalizada, a desvantagem apontada converte-se
em vantagem. A Figura 35 mostra a microestrutura do catalisador KoCO3:LiOH empregado na
oligomerizacdo do glicerol para a producdo do decaglicerol (PGLio), nicleo oligomérico do
PGA.
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Figura 35 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) da microestrutura do catalisador

K2COs:LiOH utilizado nesse trabalho para a reagdo de oligomerizacéo do glicerol.

A Figura 36 ilustra a influéncia da temperatura e do tempo na conversao de glicerol em
decaglicerol. A reacdo de oligomerizacdo foi monitorada com base na medi¢do da massa de
agua reacional removida no Dean-Stark. Conforme pode ser observado (Figura 36), para
temperaturas inferiores a 200 °C, sdo atingidas baixas converses de glicerol a PGLio,
aproximadamente 10% e 15%, respectivamente. Este comportamento também foi observado
guando o tempo reacional foi inferior ou superior a 12 horas ou seja, o rendimento 6timo de
conversdo parece obedecer ao intervalo temporal 4h < 12h < 20h. Desta maneira, as condi¢fes
reacionais otimas para que seja atingida uma conversédo em torno de 80% parece se situar no
intervalo (fechado) 6timo de temperatura e tempo de reacéo igual a 200 °C e 12h. O decréscimo
no rendimento reacional na obtencdo do PGL1o a temperaturas superiores a 200 °C parece estar
associado a reducdo da seletividade do catalisador com o aumento da temperatura. Esse
resultado parece ser consistente com 0 mecanismo reacional proposto pela literatura para os

catalisadores basicos empregados na oligomerizacédo do glicerol.
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Figura 36 — Superficie 3-D sobre o efeito das variaveis temperatura e tempo no rendimento de

formacéo do PGL1o. O catalisador utilizado foi K2COs:LiOH.

4.2. Sintese e caracterizacdo fisico-quimica do PGAgs e seu conjugado

PGAg-C-HLP

O PGA foi sintetizado pelo método divergente seguindo-se uma sequéncia catalitica
repetitiva de alilacdo e di-hidroxilacdo a partir do nicleo de PGL1o, seguindo a metodologia
adaptada da literatura [111], [112], [113].

A estrutura de um dendrimero pode ser caracterizada pelo numero de geragdes (g), a
funcionalidade do nucleo (fc) e dos grupos terminais e 0 nimero de meros (No). O crescimento

da macromolécula dendritica obedece a uma lei exponencial Equagdo (11) [112]:

_ LG -1t (11)

N, 1
a f_z +
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Nesse caso, um dendrimero de geracdo O representa um caso limite de uma estrutura
molecular do tipo estrelada. O nimero de grupos terminais na periferia do dendrimero (Nend) é
dada por [112]:

12
Neng = fe(f — 19 4

Nota-se, na equagéo anterior, que a velocidade de crescimento do dendrimero PGAg é
muito mais rapido que o volume hidrodindmico da macromolécula PGAgs; nos quais a
ramificacdo cresce a partir do nucleo de PGL1o para a periferia, conforme ilustrado na Figura
37. Conforme pode ser observado, o nimero de reac6es por molécula cresce exponencialmente
0 que dificulta a obtencdo de macromoléculas exatamente monodispersas sem a presenca de
defeitos estatisticos, ou seja, a obtencdo de um dendrimero. Por isso a estrutura do poliéter
obtido nesse trabalho foi denominada de poliglicerol arborescente, PGA, admitindo assim a

existéncia de defeitos estatisticos na estrutura macromolecular do dendrimero.
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Figura 37 — llustracdo do processo de sintese divergente do PGAgs. Os circulos azuis

representam os grupos protetores que devem ser removidos antes da proxima etapa de sintese.

O PGAy foi sintetizado pelo método divergente seguindo-se uma sequéncia catalitica
repetitiva de alilacdo e di-hidroxilacdo a partir do nucleo oligomérico de PGL1o, conforme
apontado no capitulo referente as atividades experimentais. O rendimento do processo de
sintese foi em media de 75%. A massa molar do PGAys foi avaliada utilizando-se a
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) (Figura 38). A massa molar obtida foi de 3.458 Da
em concordancia com o valor calculado (3.637 Da). O indice de polidispersao préximo de 1

indica a formag&o da estrutura arborescente.
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Figura 38 — Cromatografia de permeagdo em gel (GPC) do PGAg e do nucleo de PGLio,

utilizando-se como padrdes poli(etilenoglicol) (PEG). O solvente utilizado foi
dimetilformamida (DMF).

O espectro 3C-RMN (Figura 39) apresentou os deslocamentos (Sppm) em 80.3 (CH2),-
CH.C(H)OR), 745  (CH,OCH,CH(OH)CH:;OH), 734  (C-(CH2s), 729
(ROCH,C(H)(OR)CH:0R), 72.6 (CHOCH,-CH(OH)CH0H), 71.7
(CHOCH2CH(OR)CH20R), 64.9 (CH20H).
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Figura 39 - Espectro *C-RMN do PGAg4 (Bruker ARX 300, 75 MHz, D20, 25 °C).

O porcentual de ramificagio pode ser calculado a partir da integracéo dos sinais de *C-
RMN conforme a Equacéo (13) [113]:
2D (13)

DB % = x 100
2D + (Lyp + Ly3)

sendo DB% o grau de ramificagdo; D, o sinal referente as unidades dendriticas e L, o sinal

referente as unidades lineares.

Considerando os sinais integrados, o DB calculado para 0 PGAg € igual a 0,87,
caracteristico da estrutura altamente ramificada de um dendrimero. Entretanto, um dendrimero
ideal deveria possuir um DB igual a 1,0 o que indica que a estrutura do PGAgs obtido nesse

trabalho possui alguns defeitos caracteristicos do processo de sintese utilizado [111].

A Figura 40 mostra a influéncia da massa molar do dendrimero nas variaveis
viscosidade intrinseca [n] e temperatura de transicdo vitrea (Tg), experimentalmente
mensuraveis. A viscosidade do PGAg foi medida em agua a 25°C utilizando um viscosimetro
capilar de Cannon-Manning (50 C286). A viscosidade especifica foi calculada através da

Equacéo (14):
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nsp

n-1, (14)

My

t—1t,
'rfJ
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sendo nsp @ Vviscosidade da solucdo, 1o a viscosidade da agua, nrer @ viscosidade relativa, t a

medida do tempo de escoamento da solucdo e t, a medida do tempo de escoamento da agua.

Tg (K)

A partir das medidas de nsp, a viscosidade intrinseca [n] pode ser calculada a partir de:
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Figura 40 — Superficie 3-D sobre a influéncia da massa molar nas variaveis Tg, e [n] do PGA.

Observa-se, na Figura 40, que a viscosidade intrinseca do PGAg ndo aumenta

proporcional a massa molar do dendrimero (ou nimero de geracdo-G). De acordo com a

equacdo de Mark-Houink-Sakurada ([n] = K.M%)], a massa molecular do PGAgs deveria

aumentar proporcional ao nimero de geragdes. Entretanto, a Figura 40 mostra que a massa

molar do dendrimero (ou seu equivalente, 0 nimero de geracdo) aumenta proporcionalmente

até aproximadamente a terceira geracdo, mantendo-se constante a partir da terceira geracao do

PGA. E fato bem conhecido que [n] é diretamente proporcional ao volume hidrodindmico da

molécula (V) e inversamente proporcional a massa molar viscosimétrica média, ou seja;
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M,

n] «

Para o poli(etilenoglicol) de massa molar 400 g/mol (PEG-400) a [n] medida foi igual a
4,36 mL/g. Verifica-se que 0 PGAgy4 parece se comportar como uma molécula de baixa massa
molar em meio aquoso, um efeito andmalo dos dendrimeros, bem conhecido na literatura
cientifica [114].

A Tabela 1 ilustra, de forma comparativa, algumas propriedades caracteristicas dos
polimeros lineares, dendrimeros e polimeros hiper ramificados (PHR). A diferenca entre esses
materiais se origina n a estrutura molecular, distribuicdo de sua massa molar e grau de
ramificacdo de suas cadeias poliméricas. Observa-se (Tabela 1) que os dendrimeros possuem
caracteristicas semelhantes aos PHR’s. Entretanto, os dendrimeros possuem viscosidade

intrinseca significativamente mais baixa que os PHR’s.

Tabela 1 — Algumas propriedades basicas de polimeros lineares, polimeros ramificados e
dendrimeros. Adaptado de [111].

Propriedades

Polimeros lineares

Polimeros

hiperamificados

Dendrimeros

Forma Espiral aleatéria Globular Esférica
Viscosidade Intrinseca Alta Moderada/Alta Baixa
Cristalinidade Variavel Amorfos Amorfos
Grau de ramificacdo 0 0,4-0,6 1,0

A influéncia do nimero de geragdes (G) do dendrimero PGA na temperatura de
transicdo vitrea também esté ilustrado na Figura 40. A Tq representa a temperatura na qual
ocorre uma pseudotransi¢do termodinamica nos materiais vitreos e corresponde ao valor medio
da faixa de temperatura que, durante o aquecimento de um polimero permite que as cadeias
moleculares da fase amorfa adquiram mobilidade (conformagéo). Assim, abaixo da Tg4 0
polimero ndo tem energia interna suficiente para permitir o deslocamento de uma cadeia com

relacdo a outra (estado vitreo).
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Verifica-se que a Ty dos dendrimeros é menor que a de seus polimeros lineares
equivalentes e que existe uma relagdo complexa entre a natureza dos grupos terminais € o grau
de ramificacdo como uma consequéncia de possiveis interagdes entre 0s grupos terminais e as
variacdes no volume livre do dendrimero [115]. A Figura 40 ilustra que 0 aumento do nimero
de geracgdes eleva consideravelmente a Tg do PGA parecendo haver uma relacéo linear entre

essas variaveis.

4.3. Sintese e caracterizacdo do conjugado PGAgs-c-HLP

A Figura 41 ilustra o rendimento do processo de incorporacdo do HLP na estrutura
dendritica do PGA. Comparando as variaveis, percebe-se que 0 aumento do nimero de geraces
do PGA favorece os rendimentos elevados no processo de conjugacdo do HLP com o
dendrimero, provavelmente devido ao aumento do numero de hidroxilas primarias mais reativas
na periferia da macromolécula arborescente. O efeito do tempo utilizado no processo de
conjugacao do HLP ao dendrimero indica que o melhor rendimento de conjugacéo do HLP com

0 PGA ocorre no intervalo de tempo de 8 a 10 hs de reagéo.

APLAII I
0,900 .00 o,
- 0»?:»’0’0’#‘2”0’0
KA o0

Figura 41 — llustragdo do rendimento da conjugacéo (RC) do HLP com PGA em funcéo das

variaveis tempo e nimero de geracao do dendrimero.
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O espectro FTIR do PGAg4 apos reacdo com anidrido succinico é mostrado na Figura
42. As bandas de absor¢do correspondentes a incorporacao do anidrido succinico na estrutura
dendritica aparce a 1741 cm™, caracteristica do grupo carboxilico terminal do acido succinico.
Esta banda de absorcéo ndo aparece no FTIR do PGAg.
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Figura 42 — Espectro FTIR-ATR do PGAys e do PGA3COOH.

Na Figura 43 sdo apresentados os espectros FTIR para o0 HLP, PGAg. e do conjugado

PGAg-c-HLP e na Tabela 2 sdo apresentadas as respectivas atribui¢des das bandas de absor¢éo
observadas.
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Figura 43 — Espectro FTIR do HLP (A) do PGAg (B) e do PGAg-c-HLP (C).

As atribuices das bandas referentes ao HLP, PGAgs e seu conjugado PGAgs-c-HLP
foram feitas seguindo os estudos da literatura [116]. A banda de absor¢do do HLP aparece em
1681 referente ao estiramento v(C=0) da carbonila. Em 1140 cm™ aparece a vibragdo do CH
do anel aromatico substituido de flGor, F e em 988 cm™ a vibragdo do CH do anel aromatico
substituido de Cloro, CI [117]. O espectro do FTIR puro, como ja citado anteriormente esta
disponivel no site [118], e também no trabalho do Rahman e col. [116] e Yazir e col. [117]. As
bandas que aparecem em 1221 e 1031 cm™ correspondem as vibragdes v(C-F) e v(C-Cl),

respectivamente.

Abeer e col. fizeram um estudo ainda mais detalhado do espectro FTIR do HLP [119].
Os autores identificaram para o HLP, as bandas que equivalem aquelas da Figura 43. As bandas
de absorc&o no IR sdo: carbonila v(C=0) em 1681 e v(C=C) 1599 cm*, § (CH) em 1502 cm™,
v (C-C) em 1378 cm™, v (C-N) em 1358 cm?, v(C-0) em 1322 cm™,  (C-H) em 1257 e 1140
cm?, e em especial na banda em 1113 cm™ pode se observar os modos vibracionais de v(C-F)

e v(C-Cl) combinados.
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Tabela 2 — Dados do espectro FTIR do HLP, PGAg4 e do conjugado PGAgs-c-HLP.

HLP PGAg4 PGAgs-c-HLP Atribuicao
cm't cm’t cm't
3300 3304 3327 v (OH), v (=CH)
2896 2932/ 2876 2932 /2876 v (CH: alifatico), vas (CH2) e v (CH)
-- -- 1717 Grupo carboxilico, v (-C=0) estiramento
1681 v (C=0) carbonila
1599 1592 v (C=0 da carbonila), Dubleto vss (NH, C=0), v(C=C)
1400 1412 1401 ® =C-H, 6 (COH), o (=C-OH) Grupo carboxilico
1378 -- ® C-H(CHg3), v (C-C)
1358 1329 1327 o (O-H), v (C-N), v(C-0), »(CHy)
1221 1232 1209 o C-H(CHz2), v(C-F), o(CH>)
1140 -- a, d, p, v (CH do anel aromatico substituido de — F)
1115 1109 1110 v (CO, CC, COH), v(C-0), v(C-F), v(C-Cl), v(C-0-C)
1031 1032 1034 v (C-0, C-C, C-0-C), v (C-0)
988 -- a, 8, p, v (CH do anel aromatico substituido de — CI)
923 924 v(C-OH)
851 852 o =CH:
756 - v(C-Cl)

As bandas de absor¢édo no IR identificadas para 0 PGAgs envolvem a banda em 3304
cm? corresponde a vibragdo de v (OH), os picos em 2932 e 2876 cm™ correspondem a v (CH),
em 1646 e 1592 cm™, em 1454 cm™1 a o(CH2), em 1406 cm™ a flexdo do plano w(C-OH), em
1322 e 1219 cm™? (CHz), em 1108 a v(C-O-C e C-0), em 1032 a v(C-0O), e em 921 a v(C-
OH). Estas bandas encontradas estdo em concordancia com os trabalhos de Boudou [120] e de
Salehpour [121].

No espectro do conjugado de PGAg-c-HLP as bandas em 1717 cm™ e 1209 cm™ ficaram
evidenciadas e comprovam a incorporacdo do HLP a estrutura dendritica. A banda em 1717
cm? s6 aparece no PGAg-c-HLP e, embora com significativo deslocamento esta muito

préxima da banda de absorcdo a 1681 cm™ referente a vibragdo v(C=0) presente no espectro
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FTIR do HLP, sendo uma caracteristica fundamental do mesmo [119]. A presenca desta banda
em 1717 cm indica que houve uma forte interagdo dos grupos terminais das hidroxilas do
PGAg com o farmaco HLP. O mesmo comportamento é observado na banda de absorgéo a
1221 cm™ correspondente a vibragdo v(C-F) do HLP que foi deslocada para 1209 cm™. Os
deslocamentos das bandas de absorcdo podem estar associadas a ligagdes de hidrogénio
intramoleculares estabelecidas entre a estrutura macromolecular do PGAg e do HLP

incorporado na estrutura dendritica.

O espectro *C-RMN para 0 PGAgs, PGAg-OCOCH,CH3COOH e PGAg-c-HLP é
mostrado na Figura 44. O carbono hidroxilico caracteristico aparece com sinal de
deslocamento a 57 ppm. Apds a esterificagdo do HLP com PGLg4 observa-se o deslocamento

do carbono hidroxilico do HLP para 57 ppm.
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Figura 44 — Espectro *C-RMN a temperatura ambiente (25 °C) do PGAg (A), HLP (B) e
PGAg-c-HLP (C). Solvente: DMSO-ds.

74



A imobilizagdo do HLP no PGAgs, bem como a presenga de fases cristalinas ou amorfas
presente no material desempenha uma fungéo importante no processo de liberacdo controlada
do farmaco [122]. Dessa maneira, farmacos cristalinos a exemplo do HLP possuem baixa
solubilidade no meio aquoso em comparacao com sua fase amorfa e, por conseguinte baixa

biodisponibilidade em meio fisioldgico [123]

A difracdo de Raios-X (DRX) € uma técnica apropriada para o estudo da cristalinidade
do conjugado PGAg-c-HLP uma vez que o padrdo difratométrico de um composto cristalino
constitui sua impresséo digital. A Figura 45 mostra o espectro DRX do HLP e do PGAg. No
caso do HLP, Figura 45(A), sdo observados picos de alta intensidade nos angulos de difracdo
em 20: 6°, 15°,20°,25° 30°, 32,5° 37,5°, 40° e 45°, caracteristicos dos planos cristalinos do farmaco
HLP [124].

A Figura 45(B) mostra o0 DRX do PGAgs. Observa-se um padrdo de difragdo
essencialmente amorfo, caracteristico dos dendrimeros. A auséncia de picos de alta intensidade
no intervalo no DRX do PGAg-c-HLP, Figura 45(C) caracteriza o conjugado como amorfo
sugerindo que o farmaco estd molecularmente disperso na arquitetura molecular do dendrimero,

assim estrutura cristalina do HLP incorporado no PGAgs deixa de ser evidenciada no DRX.
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Figura 45 — Difratometria de Raios-X de: HLP(A), PGAg (B) e PGAgs-c-HLP (C).
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As curvas termogravimétricas (TGA) para o0 HLP, PGAg e o conjugado PGAgs-c-HLP
sdo mostradas na Figura 46. Também sdo apresentadas as derivadas das curvas obtidas para
um estudo comparativo complementar em termos de nimero de etapas de perdas de massa em

atmosfera inerte No.

O HLP (Figura 46 (A)) revela trés eventos pronunciados de perda massica. O primeiro
evento ocorre no intervalo de 100 °C -192 °C indicando a perda de moléculas de agua e inicio
da decomposicdo térmica do farmaco. A segunda etapa de degradacdo do HLP ocorre no
intervalo de temperatura de 192 °C - 230 °C com perda de massa de aproximadamente 24,0 %
e temperatura de pico de 212 °C (DTG). O terceiro evento da degradacéo térmica do HLP ocorre
no intervalo de temperaturas de 230 °C-370 °C havendo uma massa residual de
aproximadamente 20%, provavelmente associado a material carbonoso de elevada estabilidade

térmica.

O PGAg apresenta trés etapas de degradacao térmica (Figura 46(B)). O primeiro evento
ocorre no intervalo de temperaturas de 100 °C a 215 °C com perda de massa de
aproximadamente 46%. Esta etapa de degradacao parece estar associada principalmente a perda
de &gua estrutural processo que continua no segundo estagio, com perda de massa de 24%
atribuidos a condensacdo das hidroxilas primarias do dendrimero. O terceiro estagio de
decomposicdo térmica no intervalo de temperatura de 270°C a 345 °C com perda de massa de
aproximadamente 24% parece estar associado a pirdlise do dendrimero com formacdo de
moléculas de baixa massa molecular a exemplo de CHsCHO,HCOOCH3s e HCOOC:Hs [125].
Finalmente, observa-se uma massa residual de cerca de 6%, provavelmente resultante da
condensacéo intramolecular de grupos OH secundarios durante o aguecimento e formacéo de
composto mais estavel termicamente, algum possivel residuo das ligaces da cadeia central do
PGAg4 que podem aparecer durante a termodecomposigéo.

A andlise TGA do conjugado PGAgs-c-HLP revela um comportamento térmico
intermediario entre 0 PGAgs € 0 HLP, Figura 46 (C). Nesse caso, observam-se basicamente
duas etapas de perda massica, mostrando-se resistente a degradacdo térmica. No intervalo de
100°C — 150 °C ocorre uma perda de massa de cerca de 10% associada a eliminacdo de
moléculas de agua, visto que o dendrimero apresenta higroscopicidade devido a alta densidade
de hidroxilas em sua estrutura. No intervalo de temperatura de 200°C-400°C o conjugado perde
aproximadamente 70% de sua massa em um processo de pirélise suave e continuo, sendo
reforcada a ideia de que o HLP estd ligado ao PGAg, 0 que confere ao conjugado maior
resisténcia térmica.
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A Tabela 3, apresenta os dados obtidos a partir das curvas termogravimétricas. Nela

estdo os valores das faixas de temperatura em que ocorrem as etapas de decomposicéo para

cada evento e a temperatura maxima de pico na curva DTG para cada composto, na taxa de

aquecimento ¢ de 10°C/min.

Tabela 3 — Dados das curvas TGA do HLP, PGAg e do conjugado PGAgs-c-HLP, na
velocidade de aquecimento de 10 °C/min.

Etapas | Composto Intervalo de Temperaturado | Perdade
temperatura pico-DTG (°C) | Massa (%)
°C)
[ HLP 100 - 192 126 9
T 192 - 230 212 24
" 230370 350 40
" Residuo | Acima de 370 27
[ PGAwu 100 — 215 188 46
T 215270 261 24
| 270 — 345 328 24
" Residuo | Acima de 345 6
[ PGAgu-c-HLP 100 — 221 210 44
T 221 - 248 241 3
I 248 — 380 317 37
- Sobra | Acima de 380 16
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Figura 46 — Curva Termogravimeétrica e DTG para 0 HLP (A), PGAg (B) e PGAg-c-HLP (C)

na velocidade de aquecimento de 10 °C/min e atmosfera inerte de No.
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O estudo da cinética de degradacdo térmica do conjugado PGAg-c-HLP permitira a
proposicdo de modelos cinéticos que melhor descrevam a reacdo de degradacdo gerando
varidveis fisico-quimicas que poderdo auxiliar no estabelecimento do tempo de vida do
composto bioativo.

A degradacdo do PGAg-c-HLP decorre de reagdes quimicas ou fisicas sofridas pelo
material e que podem ser relacionadas ao tipo de aplicagdo ou processamento a que sera
submetido. Nesse trabalho, o conjugado PGAys foi submetido ao processo de eletrofiagéo.
Portanto, esse processo pode afetar a estrutura do conjugado PGAg4-c-HLP, resultando na
alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas. Logo, o conhecimento do estudo cinético a
partir da degradacdo térmica do conjugado PGAg-c-HLP também consiste em um importante
parametro a ser determinado de forma a garantir a estabilidade do composto durante seu
processamento [126].

A andlise TGA dindmica permite a determinacdo da cinética de decomposicdo do
conjugado PGAg-c-HLP a partir do tratamento dos dados obtidos a partir de 5 a 10 curvas
isotérmicas. Nesse caso, 0 estudo cinético pode ser descrito pela equacédo basica que relaciona
a taxa de reagéo do/dt, também chamada de taxa de conversdo, em funcdo da concentracdo de
um dos reagentes g(a) por meio da constante de velocidade k, a temperatura constante como
descrito pela Equacdo (17) e [127].

da (7

=k o@

O grau de conversdo (o) (também chamado de fator de conversdo) do processo de

decomposicdo ao longo do tempo é dado pela expressao:

mmm (18)
m; — mf

a =

onde m;i e ms representam a massa inicial e final da amostra, e m corresponde a massa em funcgéo
do tempo.
A temperatura ¢ a “for¢a motriz” da reacdo de decomposi¢do do composto e seu efeito

é introduzido por meio da equacdo de Arrhenius na determinacdo da constante de velocidade de

perda de massa, k, Equacdo (19)

k=4l (19)

sendo A € o fator pré-exponencial de Arrhenius (também chamado de fator de freqiiéncia por

representar a freqiéncia de colisGes inter-atdbmicas durante a reacdo de decomposicdo da
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amostra; Ea é a energia de ativacdo em J, R a constante dos gases (8,3145 J- molt-k'), e T a
temperatura absoluta em K.

Substituindo k na Equacgdo (19), de acordo com a equacgdo de Arrhenius obtém-se a
Equacao (20):

—Ea

A taxa de conversdo é fungdo do consumo do reagente, decomposi¢cdo do composto,
para sistemas termorrigidos, ndo fusiveis, que obedecem a cinética de reacdo de cura de ordem
n, assumindo-se que g(a)=(1-a)", onde o grau de conversdo « & a concentracao fracionaria dos

reagentes consumidos no tempo t, tem-se []:

—Ea

W @) (1 - oy

i

(21)

Considerando-se o grau de converséo a, proporcional ao calor envolvido, e assumindo
a dependéncia da temperatura com a equacéo de Arrhenius, a Equacao (20) torna-se a base para
0s métodos cinéticos dinamicos que utilizam maltiplas varreduras como o método de Kissinger
[79] e Osawa [81], os quais relacionam a temperatura méxima do pico da reacdo de
decomposigdo do composto, Tmax com a velocidade de aquecimento.

O método de Kissinger [127] € um método isoconversional diferencial, que utiliza dados
termodinamicos obtidos da analise termogravimétrica em diferentes taxas de aquecimento (5
°C, 10 °C, 15 °C e 20 °C/min), na determinacdo dos parametros cinéticos de Arrhenius: fator
pré-exponencial “A” (frequéncia de coligdes) e energia de ativagdo Ea. O método de Kissinger
€ um dos mais populares dos métodos de calculo dos pardmetros cinéticos de reacdes de

decomposicdo térmica, o qual na sua forma mais simples esta representado pela Equacao (22):

® AR Ea (22)
P i
2 T RT,

A associagédo da equacao de Kissinger [127] com a equacdo da reta: y = bx + a permite
obter os valores de In (¢/Tp?) e, representa-los em funcdo de (1/Tp x 10%), onde Tp € a
temperatura absoluta de pico da curva DTG e ¢ é a taxa de aquecimento da amostra. A
temperatura de pico, Tp, de cada etapa de decomposicao, representa o ponto onde a velocidade
da reacdo de decomposi¢do é maxima. Para cada etapa de decomposi¢do um grafico foi tragado
a partir das quatro taxas de aquecimento: 5 °C, 10 °C, 15 °C e 20 °C; de forma a se aplicar o

método de Kissinger para o calculo de Ea.
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A Figura 47 exibe as curvas TGA e suas derivadas de primeira ordem para as amostras
do HLP, PGAys e PGAgs-c-HLP em algumas velocidades de aguecimento. Observa-se, a partir
do platd de temperatura inicial, que o HLP, PGAg4 € 0 conjugado PGAg4-c-HLP comegam a
se decompor por volta de 200 °C a 5 °C/ min Figura 47. As temperaturas encontradas tendem
a se deslocar para a direita com maiores taxas de aquecimento, conforme apresentado na Figura
47. Isto ocorre porque 0 material precisa absorver energia antes da decomposicdo e se a
velocidade de aquecimento € mais elevada, atinge uma maior temperatura para sua

decomposicéo.

O gréafico de Kissinger para a decomposicao téermica do HLP, PGAg4 e PGAg4-c-HLP,
obtidos a partir dos dados da Figura 47 séo apresentados na Figura 48. Os quatro pontos das
retas sdo as taxas de aquecimento (¢) de cada amostra nas temperaturas de 5 °C, 10 °C, 15°C e 20
°C/min, respectivamente. Foi utilizado o método dos quadrados minimos, aplicando-se uma
regressao linear a fim de se obter os coeficientes referentes a inclinagdo das mesmas, os quais
permitem calcular a energia de ativagdo Ea e o fator de frequéncia A, respectivamente. A
conversdo ¢é utilizada de forma independente e ndo se torna necessario conhecer a ordem n de
reacao para a obtencdo da energia de ativacdo, conforme mostra a Equacéo (22). Uma vez que
a ordem de reacdo é conhecida, pode-se utilizar a Equacdo (21) para estimar a energia de

ativacdo para o processo degradativo das amostras.
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Figura 47 — Curvas termogravimétricas (TGA) e suas respectivas derivadas (DTG) obtidas em
atmosfera de N2 nas velocidades de aquecimento de 5 °C/min, 10 °C/min, 15 °C/min e 20
°C/min para: HLP (A), PGAg (B) e o conjugado PGAgs-c-HLP. As anélises foram efetuadas
da temperatura ambiente (25 °C) a até 800 °C.
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Figura 48 — Grafico de Kissinger para a decomposigédo térmica do HLP (A), PGAg (B) e
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Tabela 4 — Valores determinados pelo método de Kissinger para o fator pré-exponencial
aparente, InAapp € energia de ativacdo, Ea, para 0 HLP, PGAgs e PGAg-c-HLP.

) o Fator de Energia de
Picos Coeficiente de ) )
Composto ] Frequéncia A Ativacdo Ea
DTG Correlacéo Linear R
(s1) (kJ/mol)
I 0,9412 6,7 x 10?2 193,4
I HLP 0,98886 1,2 x 10* 1385
i 0,99019 3,1 x 10" 186,1
I 0,9866 3,8x10° 56,1
I PGAg4 0,96789 4,1 x 10* 76,6
i 0,94397 4,7 x 10° 111,3
I 0,80769 5,0 x 10* 69,7
I PGAgs-c-HLP 0,99961 3,9 x 10% 142,9
i 0,98008 3,9 x 10’ 132,0

Os parametros de Arrhenius foram obtidos a partir dos coeficientes das retas resultantes
da regressao linear dos pontos das etapas de decomposicao para as quatro taxas de aquecimento.
A energia de ativagdo foi calculada a partir da relacéo: (-Ea/R) = coeficiente angular b e, o fator
de freqtiéncia A foi determinado pela igualdade: In(AR/T) = coeficiente linear a.

Os valores encontrados pelo método de Kissinger para a energia de ativagdo “Ea” e para
o fator pré-exponencial “A” para os compostos HLP, PGAg4 e PGAg4-c-HLP séo apresentados
na Figura 49. O ajuste matematico dos pontos as equacfes de retas indicou que 0 método de
Kissinger se ajusta adequadamente ao estudo da cinética de degradacdo dos compostos HLP,
PGAg4 e PGAg4-c-HLP em atmosfera de nitrogénio.

Assim, os valores da energia de ativacdo obtidos para as diferentes taxas de conversao
sdo apresentados na Figura 49, a qual mostra 0 comportamento das energias de ativagédo
referentes as etapas de decomposicao das amostras de HLP, PGAgs e PGAg-HLP. Em geral o
HLP apresentou maior energia de ativacdo para as trés etapas, e seu conjugado PGAgs-HLP
apresentou energia de ativacao intermediaria, o que corrobora a ligagcdo covalente do farmaco

(HLP) ao dendrimero (PGAg) Tabela 4.
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Figura 49 — Grafico de Kissinger para a decomposicéao.

A cinética de estado so6lido desenvolveu-se a partir da cinética de reagcdes em sistemas
homogéneos (ex. gases e liquidos). A relacdo entre a constante de velocidade de uma reacao de
Unica etapa com a temperatura é feita por meio da equacédo de Arrhenius através da “Ea’ e do
fator pré-exponencial “A”. Assume-Se que a energia de ativacdo e o fator pré-exponencial
permanecam constantes, todavia, na cinética de reacfes de estado sélido, observa-se que estes
parametros variam com o progresso da reacdo. Os métodos isoconversionais, tais como
Friedman [83], Flyn-Wall-Ozawa [84, 85], Malek [86], Kissinger [79], entre outros, sdo capazes
de detectar esta variacdo. Este comportamento parece mostrar que a cinética do estado sélido
ao ser comparado com reacdes em fase homogénea, € muito mais complexa, dividindo-se em

varias etapas.

Segundo Lesnikovich e Vyazovkin [87], a variacdo de Ea serve para identificar a
complexidade dos processos, e 0 seu esquema cinético. Uma reagdo elementar (que acontece
em uma sé etapa) pode mostrar variagdo Ea durante seu progresso devido a natureza
heterogénea da amostra solida, a qual pode causar uma mudanca sistematica na cinética da
reacdo devido a formacédo de produtos, formacao de defeitos na rede cristalina, tenséo intra-
cristalina ou outros efeitos semelhantes. A reatividade também pode ser afetada por variaveis
experimentais que podem mudar a cinética da reagdo afetando o calor ou a transferéncia de

massa na interface da reagdo [82].
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Quando duas ou mais etapas elementares, cada uma tendo um Unico valor de Ea,
controlam a velocidade de formagdo dos produtos, a reacdo é chamada de reacdo complexa
[82]. Em tais reacdes, pode se observar uma mudanca na Ea com o progresso da reacdo. Esta
mudanca depende da contribuicdo de cada etapa elementar. A complexidade cinética ndo esta
limitada as multiplas etapas das reacdes quimicas, podendo incluir os processos fisicos (ex.
sublimacédo, fuséo localizada, adsorcdo-desorgédo, difusdo de produtos gasosos, efeitos de
tamanho de particulas e de morfologia) que apresentam diferentes valores de Ea durante o curso

da reacéo.

4.4. Eletrofiacdo do conjugado PGAg-c-HLP e caracterizacdo fisico-

guimica

Neste trabalho, a fim de se obter solugbes poliméricas com elevada viscosidades,
efetuou-se a sintese do PGAgs a partir do PGA1o, um nucleo oligomérico de decaglicerol.
A massa molecular do nucleo oligomérico PGA 1o favorece o processo de eletrofiagdo uma
vez que pequenas concentracdes do PGAgs proporciona a obtencdo de solucdes de elevada
viscosidade. Solugdes com viscosidades mais elevadas significam maior interacdo entre as
moléculas de solvente e, assim, quando a solucdo polimérica for aplicada sob a influéncia
das cargas originadas pela acdo do campo elétrico, as moléculas do solvente tendem a se
espalhar sobre as moléculas do polimero o que permite a estabilizacdo do cone de Taylor

e do jato polimérico, respectivamente.

A Figura 50 ilustra o procedimento para a obtengdo de uma membrana eletrofiada do
conjugado PGAg-c-HLP, o aspecto fisico da membrana obtida e sua microestrutura observada
no microscopio eletrénico de varredura (MEV). As condi¢Ges operacionais do processo de
eletrofiacdo favoraveis para a formacdo de fibras foram efetuadas utilizando-se a
microscopia eletronica de varredura (MEV) como técnica analitica de controle de processo.
Foram efetuadas observacgdes quanto a tensdo aplicada, distancia agulha-coletor e o fluxo
da solucdo. As condicBGes aperfeicoadas para a obtencdo de membranas estaveis
mecanicamente e com estrutura fibrosa com o minimo de defeitos sdo apresentadas na

Figura 51.

87



7

Figura 50 — Foto do processo de eletrofiacdo do conjugado PGAgs-c-HLP: Fonte de alta tenséo
(20 kV), agulha metélica da seringa (2), regido de formacdo do cone de Taylor (3), jato
polimérico elongado e estabilizado pela evaporacdo do solvente (4), placa coletora das
nanofibras formadas (5), aspecto fisico macroscopico da membrana de PGAgs-c-HLP obtida

(6) e micrografia do microscopio eletrénico de varredura (MEV) da membrana obtida (7).

Observa-se na Figura 51 que as condi¢es 6timas para a formacao de microfibras
estaveis na placa coletora foram: distancia de 15 cm, fluxo de 0,5 mL/h e tensédo aplicada
de 20 kV. Distancias inferiores a 15 cm levaram a perda da solugdo polimérica por
deposicao fora do coletor. O fluxo da solugdo durante o processo de eletrofiacdo foi de 0,5
mL/h uma vez que fluxos inferiores levam a formacdo de defeitos como estrutura de gotas
devido a desestabilizacdo do cone de Taylor. Aplicou-se valores de tensdo de 20 kV para
a formacdo de membranas eletrofiadas estaveis. Valores inferiores a 20 kV néo

contribuiram para a formacdo de membranas estaveis.
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Voltagem apicada (kV)

Figura 51 — Condi¢0es para a formagéo de fibras do conjugado PGAgs-c-HLP na placa coletora.
PC: placa coletora. As micrografias MEV indicam a morfologia da microestrutura da membrana
em cada ponto da superficie 3-D: regido onde se inicia a formacgdo das microfibras (1), regido
de boa formacéo de microfibras (2), regido de formacéo de fitas (3) e regido de méa formacao

de fibras (4).

Considerando as condigfes experimentais utilizadas no processo de eletrofiacao, o
diametro médio das fibras de PGAg4-c-HLP obtidas através da técnica de eletrofiacdo

utilizando uma tensédo de 20 kV foi de 290 nm + 58 nm (Figura 52).
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Figura 52 — Grafico da distribuicdo do didmetro das fibras eletrofiadas de PGAg-c-HLP em

funcgéo da tensdo aplicada.

4.5. Caracterizacao Bioldgica

45.1. Citotoxicidade

Pelo fato de ter sido utilizado o OsO4 na sintese do PGAg4 e outros catalisadores no
processo de sintese do PGAg-c-HLP, o conjugado pode exibir alguma toxicidade contra as
células de mamiferos, mesmo apds o exaustivo processo de purificacdo. Nesse sentido a
avaliagdo da toxicidade do composto contra as células de mamiferos é de grande importancia
para assegurar a qualidade do material quando aplicado na medicina.

O teste de citotoxicidade in vitro €é classificado pela ISO 10993-5 como o primeiro
ensaio a ser utilizado para avaliar a biocompatibilidade de um material candidato a uso na

biomedicina. Esse ensaio fornece resultados relacionado a interacéo entre o material e o tecido
bioldgico de forma rapida e eficiente, minimizando o uso de animais em experimentagéo [128].
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O ensaio de citotoxicidade consistiu em colocar o material direta ou indiretamente em
contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares por
diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporacao de corantes vitais. O composto, para ser
viavel no ensaio de citotoxicidade in vitro, ndo deve ocasionar a morte das células, nem afetar
suas funcdes bioldgicas. As alteracdes nas funcbes bioldgicas ou mesmo a morte celular podem
ser verificadas por meio de processos de coloracdo, que séo aplicados a cultura celular apds sua
exposic¢éo ao composto a ser testado.

O método colorimétrico utilizado nesse trabalho foi o MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio), um sal soltvel de tetraz6lio metabolizado por células
vivas, produzindo um produto colorido soltvel. Nesse caso, o sal é reduzido pelas células vivas,
produzindo um produto colorido insoltvel, o azul de formazan a partir das enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. A quantificacdo da
inibicdo enzimatica pode ser realizada espectrofotometricamente, obtendo-se assim os valores

de IC50 ou seja; a concentracdo do composto que inibe 50% da atividade enzimatica [129].

A Figura 53 mostra o ensaio de citotoxicidade das membranas de PGAgs-c-HLP
eletrofiadas contra as células CHO. De acordo com os dados obtidos neste ensaio, a membrana
eletrofiada de PGAg-c-HLP n&o apresentou citotoxicidade, pois a viabilidade celular manteve-
se acima de 50% para todas as concentracfesdo extrato, tendo-se o0 PEAD como controle
negativo e o fenol a 0,3% como controle positivo (Figura 53). O resultado de citotoxicidade
obtido parece favorecer a utilizacdo das membranas eletrofiadas de PGAgs-c-HLP como
sistemas para a liberacdo controlada de HLP. A Figura 54 mostra o ensaio de citotoxicidade

em gréafico 3-D considerando-se a viabilidade celular acima do intervalo de 50%.

91



120

e *{it:?;b; ¥ .

B0 o

60 o

L -

Viabilidade Celular (%)

20

g L T T T T T T T " *

[ 0 40 2] 1] 102
Concentragad do Extrato (%)

Figura 53 — Ensaios de viabilidade celular para as membranas eletrofiadas de PGAg-c-HLP
(o). Os controles positivo e negativo sdo o fenol a 0,3% (U)) e o polietileno de alta densidade
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Figura 54 — Gréafico 3-D dos ensaios de viabilidade celular para as membranas eletrofiadas de
PGAg-c-HLP, Extrato (A). O controle negativo € fenol a 0,3% (m/m). Em (1) sdo mostradas a
micrografia da microscopia de fluorescéncia de células CHO vivas e mortas (2). As células

foram coradas com DAPI (4’6’-diamidino-2-fenilindol).
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4.5.2. Hemocompatibilidade

O ensaio de hemolise é importante para a analise das interacGes entre o sangue € 0
PGAg4-c-HLP uma vez que um elevado nivel de hemoglobina plasmatica indica hemdlise e
indica a fragilidade da membrana dos eritrdcitos em contato com o composto sintético [130],
[131].

Os eritrocitos, hemécias ou globulos vermelhos sdo células Unicas que executam
funcBes importantes no organismo humano. A funcdo primaria desta célula é o transporte de
hemoglobina (Hb), visto que esta proteina esta associada a outras fun¢ées como o transporte de
oxigénio (O-) e transporte de dioxido de carbono (COz) [132]. Para realizar suas fungdes, um
eritrécito tem de manter a flexibilidade da membrana, um processo que requer energia sob a
forma de ATP (adenina trifosfato). Os eritrocitos com baixa concentracdo de ATP perdem sua
forma discoide e tornam-se equindcitos, perdendo céations e acumulando calcio e
posteriormente sdo destruidos na microcirculacdo. Por outro lado, se os eritrocitos possuem
ATP, a perda de deformabilidade € reversivel desde que o acimulo de célcio seja minimo.
Nesse caso, a deformabilidade torna-se irreversivel quando a concentracdo de calcio atinge 1
mM [133]. A hemolise compreende, portanto; varios processos que resultam na destruicdo dos
eritrécitos e libertacdo de hemoglobina no sangue circulante (hemdlise intravascular) ou num
tecido (hemdlise extravascular), sendo um forte indicativo da viabilidade da utilizacdo de um
material sintético na medicina.

A Figura 55 reporta os resultados obtidos pelo ensaio de hemdlise para 0 composto
PGAgs-c-HLP. Uma vez que os resultados de hemdlise mostraram-se inferior a 2%, conclui-se
que o conjugado eletrofiado apresenta boas caracteristicas de hemocompatibilidade para
aplicacdes biomedicas [134], [135]. Embora o indice hemolitico seja uma escala arbitraria e
ndo validada pela literatura, sua utilizacdo € importante uma vez que € um numero relativo a
diferenga entre a média do indice hemolitico do controle negativo e o indice hemolitico das
amostras. Nesse caso, o indice hemolitico das amostras foi classificado como ndo hemolitico e

0 conjugado PGAgs-c-HLP revela um 6timo potencial para aplicagdo na medicina invasiva.
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Figura 55 — Resultados obtidos para o ensaio de hemdlise do conjugado PGAgs-c-HLP.

4.6. Perfil de Liberacdo do HLP em meio enzimatico

A terapia convencional com HLP envolve a administracdo de doses periddicas do
medicamento de forma a se manter a concentracdo do principio ativo em um nivel plasmatico
clinicamente desejado. Nesse caso, a concentracdo do farmaco deve oscilar ao redor de um
nivel de concentracdo estacionario que oscila entre a concentracdo efetiva e a concentracdo

terapéutica minima na “janela” terapéutica ideal (Figura 56).
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Figura 56 — Exemplo de um sistema de entrega de farmaco convencional onde sdo observadas
as oscilacdes até se atingir a janela terapéutica e o efeito do descumprimento no intervalo entre
6 e 8 (XXX) da medicacao.

O haloperidol é um antipsicotico classicamente utilizado para tratar a esquizofrenia. O
farmaco € administrado em doses de 1 a 2 mg de 3 a 4 vezes por dia [136]. Um sistema de
entrega do farmaco a longo prazo, que permitisse manter um nivel estavel no plasma, elimina
a possibilidade de esquecimento da ingestdo, e, portanto, flutuagdes severas fora da janela
terapéutica (Figura 56). A meia-vida de um farmaco representa o tempo no qual metade do
farmaco é eliminada do corpo. Observa-se na Figura 56 que, ap0s trés doses a concentracao do
farmaco oscila em torno do estado estacionario. Quando o paciente se esquece de ingerir o
medicamento o nivel plasmatico do farmaco cai abruptamente. Além disso, a amplitude das
oscilacBes é dependente da frequéncia da dosagem, de tal modo que uma administracdo mais
frequente de doses menores vai resultar em menores oscilacdes de concentracdo do farmaco em

torno da média.

Um dos objetivos do sistema de liberacdo controlada de farmacos é a melhor
aproximacdo possivel da janela terapéutica eliminando as desvantagens como efeitos
secundarios adversos tais como flutuagdes na concentracdo plasmatica, baixa
biodisponibilidade, manutengdo da dose terapéutica de forma a se eliminar os efeitos colaterais

do farmaco e aumentar a adesdo do paciente pelo tratamento.

Uma vez que o objetivo do sistema PGAgs-c-HLP € sua utilizagdo como sistema de
liberacdo controlada implantavel sob a pele, efetuou-se o estudo da hidrolise do HLP da matriz
eletrofiada utilizando-se a catalise enzimatica. Nesse caso, como o0 HLP incorporado na cadeia
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do dendrimero arborescente, ou ligado a cadeia do dendrimero através de uma ligagéo éster,
considerou-se 0 mecanismo da reacdo hidrolitica do grupamento éster catalisado por uma

enzima proteolitica, a tripsina.

Deve ser enfatizado que a hidrolise de ésteres € muito importante no processo de
liberacdo prolongada de macromoléculas dado seu mimetismo de processos biologicos
importantes a exemplo da hidrolise de ésteres no meio bioldgico catalisado por enzimas como

a quimiotripsina, a tripsina e varias enzimas relacionadas ao processo de coagulacao sanguinea.

A tripsina é uma enzima particularmente atraente para esse estudo uma vez que segue 0
mecanismo das serinas-proteases similarmente ao que acontece no organismo humano. Sabe-
Sse que 0 grupo ativo da tripsina é uma hidroxila da serina responsavel pelo atague ao grupo
éster [137], [138].

Inicialmente foi obtido o coeficiente de extingdo molar do HLP a fim de se preparar uma
curva de calibracéo no intervalo de concentragdes compreendidas entre 1,0 uM e 100 uM no
intervalo de temperatura de 21 °C, 35 °C e 40 °C. Uma vez medidas as absorvancias
correspondentes, obteve-se a curva de calibracdo para a analise do processo de liberagdo do
HLP da matriz eletrofiada. As curvas de calibracdo sdo apresentadas na Figura 57. Observa-se
boas correlacdes entre a absorvancia e a concentracdo das solugdes de HLP indicando a validade

da lei de Lambert-Beer no intervalo de concentragdes e temperaturas estudadas.
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Figura 57 — Curvas de calibracdo preparadas para o estudo da liberacdo do HLP das matrizes
eletrofiadas de PGAg-c-HLP nas temperaturas de 21 °C, 35 °C e 40 °C. HLP foi dissolvido em
tampéo PBS (KH2PO4/Na2HPO4) pH 7,4 contendo tripsina a 0,25 % (v/v).
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O estudo da liberagédo de HLP do PGAgs-c-HLP foi efetuado nas temperaturas de 21 °C,
35 °C e 40 °C, respectivamente (Figura 57) com o objetivo especifico de se determinar o tipo
de transporte (n), o coeficiente de difusédo (D) e a energia de ativacdo relacionada ao processo.

O estudo do transporte de HLP durante o processo de hidrolise pode ser tratado
quantitativamente utilizando-se a 22 lei de Fick, uma equacéo diferencial parcial de ordem 2,
representada na Equacdo (23).

dC(x,t) _p 0%C(x,t) (23)
ot T 0x?

A difusdo é um processo de transporte no qual uma forca motriz originada pelo gradiente
de concentracdo produz o transporte do HLP da membrana eletrofiada, uma regido de alta
concentracdo para uma regido de baixa concentracdo, o fluido bioldgico. Nesse caso, 0
mecanismo de transporte de HLP das membranas eletrofiadas pode ser descrito pela Equacéo
(24).

Mo e
sendo n o tipo de transporte na membrana, M; e M., representam as massas de HLP liberadas

no tempo t e no equilibrio, respectivamente.

€69

A linearizacdo da (24) extraindo seu logaritmo, permite o calculo de “n”, ou seja; 0 tipo
de transporte de HLP atraves da membrana eletrofiada. Para o caso | (transporte fickiano), n =
0,5 com velocidade de difusdo muito menor que a relaxacdo; no caso de transporte 1l, n = 1,0.
Neste caso, a velocidade de difusdo do HLP é muito maior comparativamente ao processo de
relaxacgdo do sistema polimérico. Para sistemas ndo-fickianos o valor de n estd compreendido
entre 0,5 e 1,0. Quando a concentracdo inicial do agente permeante (HLP) é constante na
superficie e atinge valores maximos, no equilibrio de intumescimento (M) a solucdo para a

Equacdo (24) assume a forma da Equacéo (25):

Mo, EZ L i(-pensnr)
M, T2 . (2n+1)2
n=

sendo h a espessura inicial da membrana.

(25)

Integrando a Equacdo (25) obtem-se o coeficiente de difusdo de HLP através da matriz

eletrofiada em fungéo do tempo expressa na Equagéo (26) [139]:
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il M, 1 (8) Dt (26)
n[ M_oo]_nﬁ 21?2

sendo D o coeficiente de difusdo do HLP da membrana eletrofiada, h sua espessura e t o tempo.

De acordo com a Equacdo (26), o grafico de In[1-Mt/Mx] versus t pode ser obtido
aplicando-se o método dos quadrados minimos, sendo sua inclinagdo proporcional ao
coeficiente de difusdo (o = D?/2h?).

Na Figura 58 esta apresentado o perfil de liberacdo do HLP da membrana eletrofiada
nas temperaturas de 21, 35 e 40 °C, em miligrama e em percentual.

A Figura 58 também mostra o grafico de log(M¢/Mwx) em funcgéo de log(t). A Tabela
5 mostra os valores obtidos para os coeficientes de Fick, “n”, “D” e os coeficientes de
correlacdo das retas. Observa-se (Figura 58, Tabela 5) que o tipo de transporte “n” do
HLP através da membrana eletrofiada tende a ser ndo-Fickiano, e parece estar associado a
uma combinacdo de dois processos aparentemente independentes. Um dos processos é
devido ao transporte do farmaco que obedece as leis de Fick ou transporte Fickiano através
da membrana eletrofiada. O outro processo parece ser consequéncia dos fenbmenos de
inchamento/relaxamento da membrana eletrofiada envolvendo uma transi¢cdo de um estado

semirrigido a outro mais flexivel, chamado transporte Caso-II.
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Figura 58 — Determinacdo da massa de HLP liberada e avaliagdo do tipo de transporte “n” do

HLP através da membrana eletrofiada.
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Figura 59 (A-C) ilustra o célculo do coeficiente de difusdo (D) a partir da Equacao
(26) e da energia de ativagdo Figura 59(D) para o processo. A Figura 60, ilustra, no grafico 3-

D, a relagdo entre “D”, “n” e a temperatura. Observa-se que enquanto “n” aumenta com a

temperatura, aproximando-se do transporte ndo-Fickiano (Caso II), o coeficiente “D” diminui.

As medidas realizadas indicam que os coeficientes de difusdo (D) seguem uma
representacdo linear de Arrhenius. Entretanto, a dependéncia exata de “D” com a temperatura
é de dificil solucdo, pois se d& através da frequéncia de colisbes moleculares sendo necessario
para sua solucdo conhecimentos fundamentais sobre as for¢as intramoleculares entre 0 HLP e
a arquitetura arborescente. Ao mesmo tempo, sdo necessarios conhecimentos das forcas
inetrmoleculares entre a enzima e o conjugado e as reacdes cinéticas envolvidas. Esse ndo é o
tema desse trabalho, mas ha a necessidade de que um planejamento experimental seja efetuado

para a analise dessa tematica em perspectivas futuras.
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Figura 59 — llustracdo do céalculo do coeficiente de difusdo (A-C) de Fick e da energia de

ativacdo (D) para o processo de liberagdo do HLP da matriz eletrofiada.
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Na Figura 60 esta apresentado o perfil de liberacdo do HLP em meio enzimético
(Tripsina), onde mostra a relacdo entre o coeficiente de Fick (n), a temperatura e o coeficiente
de difusdo D.
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Figura 60 — Grafico 3-D ilustracéo da relagdo entre “n”, “D” e a temperatura.

Na Tabela 5, estdo os dados principais a partir dos quais pdde ser determinada a energia
de ativacdo no processo de difusdo do HLP da membrana eletrofiada com o conjugado PGAgs-
c-HLP.

Tabela 5 — Dados obtidos a partir do estudo do processo de liberagdo do HLP nas temperaturas
de 21 °C, 35°C e 40 °C.

Temperatura | Ordemn Coeficiente | Constante Ea
de Liberagdo | dareacdo | de Difusdo D | cinética .
(°C) (ko) (kcal.mol™)
(cm2.st)
21 0,7 2,8x10° 0,0050 -166,68
35 0,6 2,7x10° 0,0033
40 1,0 25x10° 0,0032
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Capitulo 5

Resultados e Discussdao da Modelagem

In Silico

Neste capitulo é aplicado métodos computacionais
no estudo e no planejamento de arcaboucos
moleculares baseados no poliglicerol arborescente

que utilizam a rota de sintese a partir do glicerol.
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5. Resultados e Discusséo da Modelagem In Silico:

5.1. Propriedades eletrénicas determinadas por métodos semi-empiricos

Apesar dos registros sobre a preparacédo de dendrimeros como transportadores de drogas
ndo existe nenhum estudo sobre PGAgs-c-HLP em seus resultados tedricos e de seguranca
bioldgica para uso como sistemas de distribuigdo de drogas. Entretanto, nenhum dos PGL-HLPs
preparados podem circular por um longo periodo de tempo no sangue. Para esta finalidade, no
presente trabalho, além do estudo experimental de preparo e avaliagdo do PGAg-c-HLP quanto
a sua seguranca bioldgica foi feito também um estudo de modelagem In Silico do PGL-HLP
[140].

o

Figura 61 — O orbital HOMO a partir da por¢do do grupamento terminal hidroxila (a direita)
para o dendrimero PGLD e o orbital LUMO da moléculas de Haloperidol (a esquerda), a) Mapa
de potencial eletrostatico, b) HOMO, c) LUMO.
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A Teoria do Orbital Molecular de Fronteria (FMOT) postula que a interagdo entre o
HOMO e LUMO de moléculas submetidas a uma reacdo pode fornecer uma boa aproximacao
da reatividade [140]. A reacdo ira ocorrer com o aumento da frequéncia maxima e sobreposicéo
dos orbitais HOMO e LUMO. Estas propriedades eletrénicas foram calculadas usando o
método PM3 implementado em Hyperchem. Para este estudo, o LUMO da molécula
haloperidol e 0 HOMO do dendrimero foi determinada. A diferenca de energia entre o
dendrimero HOMO e LUMO haloperidol também foi determinada e analisada como se pode

ver na Tabela 6.

O HOMO do PGL foi localizado num dos grupos de hidroxila terminais. Isto iria
permitir a uma interaccdo com o LUMO no HLP, o que verificou-se estar localizado no grupo
Fluor (Figura 61).

+0.343

Figura 62 — No topo, aumento das ramificacbes do dendrimer PGLD, modificado com um
Haloperidol, submetido ao célculo no programa Hyperchem através do método semi-empirico
PM3, para determinara o valor da energia do HOMO e sua localiza¢do. O gap HOMO-LUMO
foi determinado tal como o valor da energia do HOMO foi determinada para cada estrutura do
dendrimero, e 0 LUMO de uma molécula de HLP (-4,61 eV); a) Mapa de potencial eletrostético,
b) HOMO, c) LUMO.

Estes calculos das propriedades eletronicas foram aplicados para verificar o aumento de
tamanho das geragdes de PGL com e sem HLP (Figura 62). Esta abordagem permitiu fazer a
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ilustracdo da localizacdo do HOMO nos grupos de hidroxilas terminais, onde a intera¢cdo com
0 LUMO de HLP ¢ esperada para acontecer. Uma nova observacdo importante foi a de que o
HOMO do farmaco permanceu na mesma regido apos sua ligacdo como o PGL. Assim pode-se
inferir que a interacdo entreo farmaco e o PGL ndo interferiu nas propriedades quimicas do

farmaco.

A diferenca entre 0 HOMO do PGL e o LUMO do haloperidol diminuiu & medida que
o tamanho da molécula de dendrimero aumentada (Figura 62 e Tabela 6). De acordo com o
FMOT, o menor gap entre 0 HOMO e LUMO aumenta a probabilidade da reacéo acontecer.
Por analogia, era esperado que esta diferenca seria ainda menor se todo o PGL fosse

considerada.

+0.623

Figura 63 — Dependéncia do HOMO-LUMO com o numero de geragdes do PGL. PGLg (a
direita) e PGLgs (a esquerda); a) Mapa de potencial eletrostatico, b) HOMO, c¢) LUMO.
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Uma analise detalhada dos segmentos de dendriticos mostraram que as energias de
ambos HOMO e LUMO, com trés moléculas de haloperidol anexados foi quase o dobro do
valor de energia LUMO da molécula haloperidol. Isto fez com que a adicdo de um quarto
farmaco para a seccdo de dendrimero em estudo fosse muito improvavel. Por conseguinte, a
carga maxima tedrica de um PGL geracdo 3 com haloperidol encontrado foi de 12. No entanto,
os efeitos eletronicos apenas por si mesmo, sdo insuficientes para compreender totalmente a
carga e a distribuicdo das moléculas de haloperidol na superficie de PGL. A observacédo da
posicdo do HOMO, e definicdo tanto da localizacédo e da disponibilidade do grupo terminal, era

necessario para compreender melhor as cargas e a distribuicdo das moléculas de haloperidol.

Tabela 6 — Valores médios da energia HOMO determinada para o PGL estudado, e diferencas
entre 0 HOMO do dendrimero de geracdo 3 e 0 LUMO do HLP (-9,67 eV).

HOMO-LUMO
Energia HOMO (eV) Energia LUMO (eV) (GAP) (eV)
Poliglicerol g1 -10,45 2,16 -12,61
Poliglicerol g2 -10,42 2,10 -12,52
Poliglicerol g3 -10,33 2,05 -12,38
Haloperidol -9,20 -0,67 -8,53
HLP_PGLgl -9,03 -0,46 -8,56

A adicédo do primeiro haloperidol é favoravel porque os HOMOs dos grupos hidroxila
estdo disponiveis. Depois que um haloperidol foi covalentemente ligado a um dos grupos
terminais, 0 HOMO estd novamente localizado em um grupo hidroxila periférico tornando a
adicdo de uma segunda molécula de haloperidol favoravel. Quando duas moléculas de farmaco
estdo ligados ao dendrimero, torna-se muito menos provavel que a adi¢cdo do terceiro
haloperidol ocorra porque existe somente uma possibilidade de 50:50 que HOMO estara

disponivel para interacdo com um grupo terminal hidroxila.

A adicdo de uma quarta molécula haloperidol € muito pouco provavel de ocorrer dentro

de um mesmo PGL. Assim, a conjugacdo de moléculas de haloperidol adicionais requer a
superacdo de barreiras de energia cada vez mais elevadas, com posi¢Oes disponiveis para
conjugacdo estando disponivel para apenas metade do tempo. Reacbes de conjugacdo
adicionais de haloperidol em todo o dendrimeros s&o muito improvaveis porque o0 gap € as
sobreposices de energia entre o LUMO de haloperidol e 0o HOMO do conjugado recém-
formado sdo grandes, e o grupo terminal de acido carboxilico ndo esta disponivel. Estas
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observagdes baseadas em modelagem molecular s&o importantes para ajudar no entendimento
dos dados experimentais. Em em média de seis moléculas de haloperidol foram conjugadas com
a superficie de um dendrimero PGA geracdo 3,0. Como a estrutura do PGA possui maior
numero de hidroxilas disponiveis para a conjugacéo, é possivel conjugar mais moléculas de
HLP ao PGA do que no PGL.

5.2. Dinamica Molecular do PGL

Um estudo inicial foi feito para avaliar a solvatacéo dos dendrimeros de geragdes: 1, 2
e 3, mas de cadeia lateral. A ideia inicial era a de simular via modelagem por dindmica
molecular no Gromacs a solvatacdo em meio aquoso destes dendrimeros, do HLP e do HLP
conjugado com os dendrimeros de geracfes 1, 2 e 3 de cadeia lateral. Na sequéncia seria
estudado a solvatacdo do HLP conjugado com os dendrimeros hiper ramificados de geracdes:
1, 2, 3 e até mesmo 4 se o sistema computacional suportasse, uma vez que a estrutura do PGAg
hiper ramificado é muito grande para uma simulacdo computacional, além de ser dificil de obter

uma estrutura simétrica de minima energia para grandes estruturas moleculares.

Portanto s6 foi possivel fazer a solvatacdo para os dendrimeros de cadeia lateral. Nao
foi possivel estudar a solvatacdo do HLP através do Gromacs, uma vez que o programa Mktop
que gera o arquivo de topologia das estruturas criadas no Hyperchem e convertidas para o
formato pdb, a partir do programa OpenBabel, para simulacdo no Gromacas, ndo conseguiu
gerar tal arquivo de topologia devido a algum problema com o anel benzénico do HLP. Depois
com a atualizacdo automaética da versdo do Ubuntu, ou devido a outro problema desconhecido,
0 arquivo Mktop que roda junto com o Gromacs, forneceram incompatibilidade com o0 mesmo,
ndo sendo mais possivel possivel fazer toda a simulagdo por dindmica molecular como era
esperado inicialmente. Assim foram realizados apenas célculos de otimizagdo de geometria no

Hyperchem, e Log de P no MarvinSketch, para as demais estruturas.

Entretanto, a simulagdo por dindmica molecular no Gromacs dos dendrimeros de
poliglicerol de cadeia lateral, para as geragbes 1, 2 e 3, forneceram alguns resultados

interessantes como descritos a seguir.
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Para melhor entendimento do comportamento dindmico desses dendrimeros, simula¢es
de dinamica molecular foram realizados para 4,8 ns. Propriedades moleculares incluindo o raio
de giracdo e RMSD foram estimados e representados graficamente como uma func¢éo do tempo
utilizando a ferramenta de analise de trajetoria VegaZZ (Figura 64). As propriedades
moleculares das geracdes de dendrimeros PGLs g1, g2 e g3 seguindo uma trajetéria de 4,8 nm

foram determinados em agua a temperaturas de 298, 310 e 315 K.

A simulacéo por dindmica molecular forneceu: o grafico da funcao de distribuicdo radial
entre 0s oxigénios dos grupos hidroxila das moléculas de PGL e os oxigénios das moléculas de
agua; e mostrou a evolucéo dos valores da superficie acessivel ao solvente (SAS) por molécula
de PGL durante o processo de simulacdo, a fim de obter sistemas com valores de SAS
praticamente estaveis com tempos de simulacdo préximos de 1000 ps, conforme apresentado

na (Figura 64).

A analise RMSD, como uma medida da flexibilidade e dobradura do dendrimero [141]
e [142], foi realizada para todas as estruturas PGL. Um platé foi observado apds os primeiros
200 ps (Figura 64). Isto significa que a molécula explorou o espago conformacional com
diferencas semelhantes quando comparados com a estrutura inicial tomado como referéncia
para os calculos RMSD. No entanto, outras alteracdes no espaco conformacional explorado
foram observados, como indicado pelo aumento dos valores RMSD no final da simulagéo.
Apesar de que, o grafico RMSD atingiu um patamar ap6s 200 ps, valores RMSD de
aproximadamente 13 A indicaram uma estrutura flexivel. Este patamar foi consistente com o
perfil que foi obtido para o raio de giracdo, onde, apenas apds cerca de 900 ps, flutuacbes
limitadas ocorreram. Estas flutuagdes indicaram que a forma geral da estrutura ndo passou por

grandes alterac6es durante o periodo de simulacéo.
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Figura 64 — Propriedades moleculares determinadas para as gerac6es de dendrimeros PGL, g1,

g2 e g3 ao longo de uma trajetoria de 4,8 ns. Raiz quadrada média (RMSD) em Angstroms.
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As figuras a seguir mostras a solvatacdo das moléculas de PGL até a estrutura de
decaglicerou que foi o nucleo utilizado para a sintese do PGA. Como a cadeia do PGLg é
grande ndo foi possivel realizar a simulacdo para o PGLg, todavia espera-se resultados

semelhantes aos dos PGLs do g2 e do g3.

Glicercol

Glicerol apds minimizar a energia no Gromacs Glicerol apds a dindmica molecular do Gromacs

Figura 65 — Dindmica molecular do glicerol
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Diglicerol ap6s minimizar a energia no Gromacs Diglicerol ap6s a dindmica molecular do Gromacs

Figura 66 - Dinamica molecular do diglicerol
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Triglicerol

Triglicerol ap6s minimizar a energia no Gromacs Triglicerol ap6s a dindmica molecular do Gromacs

Figura 67 - Dinamica molecular do triglicerol
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PGLgl de Cadeia Lateral

PGLg1 ap6s minimizar a energia no Gromacs PGLg1 apos a dindmica molecular do Gromacs

Figura 68 — Dindmica molecular do PGLg; de cadeia lateral.
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PGLg2 ap6s minimizar a energia no Gromacs PGLg2 ap6s a dindmica molecular do Gromacs

Figura 69 — Dindmica molecular do PGLg de cadeia lateral.
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PGLg3 inserido na caixa de agua pelo Gromacs
PGLg3 de Cadeia Lateral

PGLg3 ap6s minimizar a energia no Gromacs PGLg3 ap6s a dinamica molecular do Gromacs

Figura 70 — Dindmica molecular do PGLg3 de cadeia lateral.

Como se pode observar nas figuras de solvatacdo das moléculas de PGL, apenas a
estrutura do decaglicerol ndo teve uma boa solvatagdo eu meio aquoso, como se pode observar
na Figura 71, o decaglicerol acabou expulso da caixa de agua. Isso pode ter ocorrido por dois
fatores: (i) porque as moléculas de &gua ndo foram suficientes para a solvatacéo do decaglicerol
ou (ii) porque como o decaglicerol possui menos hidroxilas disponivel, sua solvatagdo é pouco

provavel de ocorrer.
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Decaglicerol Decaglicerol inserido na caixa de agua pelo Gromacs

Decaglicerol apds a dinamica molecular do Gromacs

Decaglicerol ap6s minimizar a energia no Gromacs

Figura 71 — Dinamica molecular do decaglicerol

5.3. Estudo da interacdo entre o HLP e 0 PGA

Ap0s esta simula¢do computacional inicial, com o HLP e com o PGA de cadeia lateral,
também foi feito um estudo com o HLP e o PGA de cadeia lateral de segunda geracédo, para
verificar qual grupamento do HLP teria maior interagdo com o PGA, e avaliar qual relacdo desta
interacdo com o grupo farmacoforico do medicamento HLP. O FTIR mostrou que ha uma
predominancia da interacao por ligacdo de hidrogénio, entre 0 HLP e 0 PGA. No entanto, uma
ligagdo covalente entre PGA e o HLP, poderia mudar a dindmica de liberacdo do farmaco, e
isso ajudaria na regulacdo do processo de liberagdo do farmaco pelo PGA. Uma vez constatado

este efeito, uma nova rota de incorporacao do farmaco pelo PGA poderia ser elaborada.
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Os resultados da simulagdo computacional estdo apresentados na Tabela 7. O mapa de
potencial eletrostatico e os orbitais de fronteira foram determinados para as trés estruturas em
estudo como mostra a Figura 72. A localizacdo dos orbitais Homo e Lumo para as moléculas

de Haloperidol, ndo mudou nos trés tipos de ligacdo que foram feitos.

Tabela 7 — Valores médios das energias HOMO e LUMO determinadas para o PGA, e GAP
HOMO-LUMO determinadas para o Haloperidol, PGAg2, e PGAg-Hal.

Homo | Lumo GAP | Energia Calor de | Momento Area da
(&V) (&V) Homo- | Livre Formagéo de Dipolo | LogdeP | Superficie de
Lumo | (kcal/mol) | (kcal/mol) (Debyes) Van der Walls
Haloperidol -9,06 -0,84 -8,22 -111075 -37,75 5,828 2,63 591,21
PGA-G2 -10,61 | 1,81 -12,42 -331586 -1212,67 9,216 -10,87 1588,43
PGA-G2-Hal-OH -9,46 -0,91 -8,55 -424383 -1243,49 9,145 -6,04 2050,7
PGA-G2-Hal-F -9,09 -0,42 -8,67 -421362 -1245,40 10,67 -6,99 2087,0
PGA-G2-Hal-Cl -9,09 -0,42 -8,67 -424209 -1281,66 8,76 -7,45 2012,0

Os orbitais Homo e Lumo indicam as regiGes onde as interacfes entre o farmaco e o
dendrimero devem acontecer, bem como a regido que sera solvatada pelo fluido fisioldgico para
fazer a liberacdo do farmaco. Os orbitais Lumo mostram a regido da molécula que é mais
reativa. Os orbitais Homo e Lumo no ligante PGAg2-Hal, ficaram localizados somente na regido
do farmaco. O grupo amina é o grupo farmacoforico de muitos farmacos, todavia nessa primeira
analise, o anel benzénico que contém o fluor é a parte da molécula que é mais reativa, e

provavelmente deve ser o grupo farmacoférico do haloperidol.

O ligante que teve menor gap de energia foi 0 PGAg-Hal-OH, e a0 mesmo tempo o
maior log P. Somente o Log de P do Haloperidol € positivo. O log de P parece indicar que é
possivel modelar o mecanismo de liberagcdo do farmaco mudando o elemento do Haloperidol

que seré ligado ao PGA.
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+0.475

Figura 72 — Mapa de Potencial Eletrostatico e localizacdo dos orbitais Homo e Lumo para 0s
diferentes tipos de ligacdo do PGAg»-Hal a) Haloperidol, b) PGAg, ¢) PGAg-Hal-OH, d)
PGAg-Hal-F, e) PGAg>-Hal-C.
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A ideia inicial era seguir com este célculos no Gromacs para ver na simulagdo por
dindmica molecular como seria o processo de liberacao do farmaco pelo PGAg.. Todavia devido
a problemas técnicos com o Gromacs optou-se por deixar esta parte da simulacdo para um
trabalho futuro. Néo fosse tais problemas técnicos o estudo teria prosseguido com o0 PGAgs de

terceira geragéo.
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Capitulo 6

Conclusdes e Perspectivas Futuras

Este capitulo apresenta os resultados
promissores para se implantar o sistema de
liberagdo controlada no tratamento de transtornos
psiquiatricos com base conjugado PGAgs-c-HLP e
aponta o direcionamento para realizacao de trabalhos

futuros.
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6. Conclusdes e Perspectivas Futuras

O conjugado PGAgs-c-HLP apresentou resultados promissores, que, embora necessitem
de aperfeicoamento como uma posterior validagéo in vivo, se apresentam como uma alternativa
viavel como sistema de liberacdo controlada implantavel para o tratamento de transtornos
psiquiatricos.

Em relagcdo ao conjugado PGAgs-c-HLP, primeiramente, 0 objetivo da conjugagéo do
farmaco HLP ao dendrimero através da reacdo de esterificacdo foi corroborado pela analise
fisico-quimica realizada no produto obtido (FTIR, H:-RMN, C®3-RMN e anélise térmica
(TGA).

A difracdo de Raios-X evidenciou um padrédo de difragdo para o PGAgs-c-HLP
essencialmente amorfo, caracteristico dos dendrimeros. A auséncia de picos do HLP caracteriza
o0 conjugado como amorfo sugerindo que o farmaco estd molecularmente disperso na arquitetura
molecular do dendrimero indicando a0 mesmo tempo em que 0 PGAg mudou a estrutura do
HLP para sua forma amorfa.

A andlise térmica (TGA/DTG) indicou que o conjugado PGAgs-c-HLP possui
estabilidade térmica adequada para o processo da eletrofiacdo. O estudo cinético da degradacédo
térmica indicou que a degradacao térmica do conjugado segue bem o modelo de Kissinger, com
energia de ativacao (Ea) entre 70 kJ/mol e 140 kJ/mol. De modo geral o conjugado, PGAgs-
HLP apresentou Ea de valor intermediario entre 0 HLP e 0 PGAgs, sendo obedecida a relagéo:
HLP > PGAg-c-HLP > PGAgy4, 0 que corrobora a ligacdo covalente do farmaco (HLP) ao
dendrimero (PGAg).

Os parametros ajustados para a obtencao das nanofibras eletrofiadas de PGAgs-c-HLP
com didmetro médio de 290 nm + 58 nm foram: distancia de 15 cm da placa coletora, fluxo de
0,5 mL/h e tensdo aplicada de 20 kV.

Quanto a biocompatibilidade, pode ser inferido a partir dos ensaios de
hemocompatibilidade e citotoxicidade que o conjugado PGAgs-c-HLP possui as propriedades
de biocompatibilidade adequadas para sua aplicacdo como sistema de liberacdo prolongada
implantavel uma vez que ndo ativa a hemolise nem possui propriedades citotoxicas.

O estudo da difusdo do farmaco hidrolisado do conjugado PGAgs-c-HLP eletrofiado
revelou que o transporte do HLP proximo da temperatura fisioldgica (35 °C) € do tipo ndo-
Fickiano (n=0,7) com coeficiente de difusdo (D) igual a 2,8-10° cm?/s e Ea de 166,7 kJ/mol.

Os parametros n e D apresentaram dependéncia da temperatura. Observou-se que enquanto “n”
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aumenta com a temperatura, aproximando-se do transporte ndo-Fickiano (Caso II), o
coeficiente “D” diminui. As medidas realizadas indicam que os coeficientes de difusdo (D)
seguem uma representacao linear de Arrhenius. Entretanto, a dependéncia exata de “D” com a
temperatura é de dificil solucéo, pois se da através da frequéncia de colisdes moleculares sendo
necessario para sua solugdo conhecimentos fundamentais sobre as forgas intramoleculares entre
0 HLP e a arquitetura arborescente.

Com base nos resultados obtidos pode ser afirmado que as membranas eletrofiadas do
conjugado PGAg-c-HLP s&o potenciais candidatas ao desenvolvimento de sistemas
implantaveis para a liberacéo de antipsicoticos para periodos longos de tratamento.

Apesar dos resultados dessa Tese demonstrarem a viabilidade do desenvolvimento de
membranas eletrofiadas do conjugado PGAgs-c-HLP para a liberacéo de psicoterapicos, o seu
emprego requer investigacdes mais aprofundadas. Por exemplo, no estudo da difusdo do HLP
do conjugado PGAgs-c-HLP, se observou que a difusdo parece ser significativamente afetada
pelo aumento da temperatura. Em particular, para um aumento de cerca de 20 °C na temperatura
a difusdo do HLP hidrolisado da matriz eletrofiada diminuiu quase duas ordens de grandeza

(aproximadamente 1,6 vezes). Essa observacdo parece contrariar a lei de Van't Hoff.

Talvez a discrepancia observada possa ser atribuida a estrutura micrométrica da
membrana eletrofiada. Entretanto, a dependéncia exata de “D” do HLP com a temperatura é de
dificil solug&o, pois se da através da frequéncia de colisdes moleculares sendo necessario para
sua solucdo, de conhecimentos fundamentais sobre as forcas intramoleculares entre 0 HLP e a
arquitetura arborescente. Ao mesmo tempo, sd0 necessarios conhecimentos das forcas
intermoleculares entre a enzima e o conjugado e as reacfes cinéticas envolvidas. Ao mesmo
tempo, é necessario também se conhecer a influéncia da arquitetura do conjugado na
bioatividade das enzimas existentes no fluido biol6gico, a exemplo da tripsina. Nesse caso, ha
a necessidade de que um planejamento experimental seja efetuado para a analise dessa tematica

em perspectivas futuras.
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