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RESUMO

Martins, D. J. Sintese e Caracterizacdo de Complexos de Cobre e Zinco com Anti-
inflamatdrios Nao-esteroides e Estudo da Interacdo com o Biopolimero Quitosana. 2013
(183p). Tese (Doutorado) - Programa de Pos-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

O presente trabalho teve como principal objetivo o estudo da interacdo de complexos
de cobre e de zinco contendo farmacos anti-inflamatérios ndo-esteréides (FAINES) com o
biopolimero quitosana. Foram preparados alguns complexos ja reportados na literatura como
0s complexos de cobre com indometacina, ibuprofeno e naproxeno e os complexos de zinco
com indometacina, para os quais foram incluidos estudos adicionais de caracterizagdo.
Também foram sintetizados complexos inéditos de cobre com cetoprofeno e de zinco com

ibuprofeno e meloxicam.

Estudou-se a interacdo de alguns dos metalofarmacos com microesferas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido, preparadas pelo método de coacervacao. Investigou-se também
materiais obtidos por spray-drying, resultantes da interacdo dos metalofarmacos de Cu-
ibuprofeno e Cu-indometacina, e do farmaco indometacina, com quitosana. Esses materiais
foram submetidos a ensaios preliminares de avaliagdo macroscopica da lesdo intestinal in
vivo. Os compostos e materiais obtidos foram caracterizados por analise elementar,
espectroscopia eletronica, espectroscopia vibracional FTIR, difratometria de raios X de pé

(DRX), e anélise térmica (TG/DTG/DSC).

Palavras-chave: cobre, zinco, quitosana, metalofarmacos, coacervacao, spray-drying.



ABSTRACT

Martins, D. J. Synthesis and Characterization of Copper and Zinc Complexes with Anti-
inflammatory Drugs and Studies on their Interaction with the Chitosan Biopolymer. 2013
(183p). PhD Thesis - Post-Graduation Program in Chemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

The present work aimed the study of interactions between copper and zinc complexes
containing non-steroidal anti-inflammatory drugs with the chitosan biopolymer. Complexes
already reported in the literature such as copper with indomethacin, ibuprofen and naproxen
and zinc with indomethacin were prepared and additional characterization studies were
performed. New complexes of copper and zinc with ketoprofen, ibuprofen and meloxicam

were also synthesized.

The interactions of some metallodrugs with microspheres of chitosan cross-linked with
glutaraldeyde, prepared by the coacervation method were studied. Materials prepared by
spray-drying method, resulting from the interactions of copper-ibuprofen and copper-
indomethacin metallodrugs, and from the Indomethacin drug, with chitosan were also
investigated. These materials were submitted to preliminary assays to evaluate the
macroscopic intestinal damage in vivo. The compounds and materials were basically
characterized by elemental analysis, electronic spectroscopy, FTIR vibrational spectroscopy,

powder X-rays diffractometry, and thermal analysis (TG/DTG/DSC).

Keywords: copper, zinc, chitosan, metallodrugs, coacervation, spray-drying.
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1. INTRODUCAO

Os farmacos anti-inflamatérios ndo-esterdides (FAINES) pertencem a uma classe de
drogas que exercem atividade anti-inflamatoria, analgésica, antipirética e possuem
propriedades inibidoras de plaquetas. A maior classe dos FAINES é a dos acidos
arilalcandicos, de formula geral ArCRHCOOH (Ar = arila ou heteroarila; R = H, CHs,
alquila), e inclui salicilatos, indoles, 4cidos propionicos e fenamatos. As estruturas de alguns

desses farmacos sdo apresentadas na Figura 1 a seguir.

HCeto Hibp
CH3 CH3
‘ R T CO,H CHj COCH
s = HsC

Z—0

B P e
AN e
H
/N\S CH;0 CH,COOH

/AN
O/ \O

H,Melox
Hindo

Figura 1 - Estruturas dos farmacos cetoprofeno (HCeto), ibuprofeno (Hlbp),

indometacina (HIndo) e meloxicam (H,melox).

Os farmacos anti-inflamatdrios ndo-esteroides estdo entre os mais utilizados de todos
0s agentes terapéuticos. Atualmente, ha mais de cinquenta diferentes FAINES no mercado e

h4, ainda, um fluxo continuo de novas preparaces. O grande nimero de novas substancias
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significa que nenhuma dessas, até 0 momento, tem sido ideal no controle ou modificacdo dos
sinais da inflamacdo, sem que haja efeitos toxicos para o individuo. A eficacia dos FAINES
esta correlacionada a inibicdo da atividade das enzimas ciclooxigenases; fato este que resulta
no bloqueio da sintese de prostaglandinas e tromboxanos. Os medidores pré-inflamatorios
resultantes da acdo da ciclooxigenase-1 (COX-1), que é a enzima constitutiva, estdo
representados pelas prostaglandinas relacionadas com os efeitos fisiolégicos nos sistemas
renal, gastrointestinal e cardiovascular. Por outro lado, a ciclooxigenase-2 (COX-2), enzima
induzida, leva a formacdo de prostaglandinas presentes no processo inflamatorio. Dessa
forma, os FAINEs que bloqueiam inespecificamente as ciclooxigenases predispdem o
surgimento de sérios efeitos colaterais, especialmente relacionados com o trato

gastrointestinal®.

Muitos estudos tém demonstrado que a utilizacédo frequente e prolongada dos FAINES
pode ser benéfica a salde, reduzindo o risco de artrites, alguns tipos de cancer, mal de
Alzheimer e até mesmo doencas cardiacas. Mas como ja foram citadas anteriormente, as
terapias com base no uso prolongado de FAINEs recebem sérias restricdes por causa dos
efeitos colaterais das drogas, principalmente sobre o trato gastrointestinal. Os tratamentos
necessarios para reduzir os problemas causados por tais efeitos, em geral, tém custo bastante

elevado®.

O desenvolvimento de metalofarmacos contendo FAINEs coordenados a ions
metalicos tais como cobre e zinco, € uma alternativa interessante de reduzir os efeitos
colaterais causados pelos FAINEs orgéanicos convencionais. Os beneficios verificados nos
casos dos farmacos metalados, sobretudo a diminuicdo de toxicidade gastrointestinal,
estimulou diversos estudos sobre as propriedades farmacologicas metalo-FAINES, os quais

estiveram entre 0s compostos que mais receberam atencdo e crescente interesse dentro da area
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de quimica inorganica medicinal nos Gltimos 15 anos, As areas de pesquisa mais atuantes
foram as relacionadas as descobertas de farmacos ativos contra canceres, doencas do sistema

imunolégico e inflamagdes®.

Intrigantemente, o uso de metais pesados com o0 objetivo de tornar a vida dos homens
mais saudavel &€ muito antigo. Ha 5.000 anos a civilizacdo egipcia usava cobre para esterilizar
a agua, e alguns séculos depois, 1.500 anos a.C, esta mesma civilizacdo também descobriu

que remédios a base de zinco eram bons para curar ferimentos™®.

Sabe-se que durante processos inflamatérios agudos, é possivel encontrar altas
concentracdes de fons Zn?* nos tecidos atingidos pela inflamacdo. Isto ndo é surpresa do
ponto de vista das propriedades anti-inflamatérias do zinco. A atividade semelhante foi
reportada para os fons Cu®*, e tais observacées originaram um grande interesse pelo estudo
tanto da participacdo de ions desses metais pesados na acdo anti-inflamatéria quanto da agédo
sinergistica quando eles estdo ligados especialmente aos FAINEs®. Alguns complexos
metalicos se mostraram mais efetivos e/ou menos tdxicos que os correspondentes farmacos
organicos’ e originaram uma nova classe de metalodrogas com propriedades inflamatérias.
Complexos metalicos de Fe(l11), Co(ll), Ni(Il), Cu(ll) e Mn(Il) com FAINEs sdo exemplos
que mostram que a coordenacdo pode potencializar a eficacia de uma droga organica através
da minimizacdo dos efeitos colaterais sobre o trato gastrointestinal e/ou do aumento da agédo

anti-inflamatéria, quando comparada com a droga livre, ou seja, ndo complexada®®?®.

Estudos de nosso grupo mostraram que um complexo de cobre com ibuprofeno
apresenta atividade anti-inflamatoria semelhante a do farmaco ibuprofeno, mas com a
vantagem de provocar menor lesdo gastrica do que aquela causada pela administracdo do

composto organico livre®.
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Apesar de serem conhecidas as vantagens dos complexos metalicos contendo FAINES
como ligantes, o uso clinico desses compostos até o momento é muito limitado’. Um Gnico
complexo de cobre com indometacina tem sido empregado em veterinaria na Australia, na
Nova Zelandia e na Africa do Sul, desde 1992, para tratamento de inflamacGes musculo-

esqueletal/locomotora em cées e cavalos™.

A complexacdo de ions metalicos a farmacos de uso clinico pode apresentar algumas
vantagens, em relacdo as drogas organicas livres, tais como: efeitos sinergisticos dos ligantes
no restante da estrutura de coordenacdo, protecdo da droga contra degradacdo enzimatica,
melhoria no processo de transporte da droga através das membranas das células e aumento de
estabilidade térmica. No entanto, aspectos como melhoria de biodisponibilidade,

permeabilidade celular e aumento no tempo de residéncia* **

podem ser atingidos pelo uso de
agentes encapsulantes/carregadores, tais como: lipossomas, polimeros sollveis, quitosanas,

ciclodextrinas, surfactantes nio iénicos ou idnicos bioativos®?.

A tecnologia de liberagdo controlada de drogas representa uma das areas de fronteira
da ciéncia. Os sistemas de liberacdo oferecem inUmeras vantagens, comparados as formas
convencionais de dosagens, tais como: melhor eficacia e menor toxicidade. Desta forma,
muitos tratamentos que ndo seriam possiveis, tornaram-se viaveis com o uso de sistemas de
liberacdo controlada. Frequentemente, macromoléculas sdo usadas como carregadores das
drogas nestes sistemas®®. Dentre os polimeros organicos, podem ser citados 0s neutros, tais
como: ciclodextrinas e acetato de celulose. As ciclodextrinas j& sdo utilizadas para liberagédo
de algumas drogas comerciais que sdo administradas por via oral e tém sido investigadas para
aplicagdo de muitas outras, inclusive de alguns FAINEs™. O acetato de celulose mostrou-se

eficaz para liberagdo controlada de FAINES, especialmente para tratamento de periodontia®.
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Polimeros carregados como polissacarideos catibnicos, como a quitosana, e aniébnicos, como o

alginato, pectina ou carragenina'® também podem ser usados.

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa uma colega propiciou através da técnica
de spray-drying a preparacdo de novos materiais hibridos contendo metalofarmacos de cobre
com os anti-inflamatérios naproxeno e sulindaco incorporados em acetato de celulose,
objetivando o aumento da eficacia terapéutica e a minimizacdo dos problemas de toxicidade

gerados por esses farmacos™’.

A quitosana (Figura 2), polissacarideo obtido pela hidrélise alcalina da quitina, em
particular, ¢ um polimero muito interessante devido a sua biocompatibilidade, baixa
toxicidade e biodegradabilidade, caracteristicas responsaveis por suas aplicacbes médicas e

farmacéuticas, além da importancia no campo de desenvolvimento de biomateriais*®*°.

Dentre as inimeras aplicacBes do biopolimero quitosana, encontra-se também a sua
acao como agente floculante em tratamentos de efluentes liquidos e como resina quelante na
remoc¢do de metais pesados. Esse polissacarideo vem sendo usado como sistema polimérico
na liberacdo de farmacos, tais como prednilisolona, albumina e melatonina. A quitosana é
metabolizada por certas enzimas humanas, especialmente a lisozima e, portanto € considerada

biodegradavel®

. A biocompatibilidade da quitosana ja foi comprovada em implantes como
biomaterial nos tecidos vivos e a sua baixa toxicidade foi verificada em animais (DLso: dose
letal em ratos 16 g/kg). Estas propriedades permitiram 0 emprego da quitosana em
formulacGes medicas. Comprimidos encapsulados por quitosana se comportam como geis em
solugdes de baixo pH e sdo adequados para a liberacdo de farmacos sollveis em agua. Isto

porgue a quitosana mantém forma de gel em pH baixos sendo a liberacdo do agente bioativo

retardada nesta condicdo, podendo haver uma liberagdo constante?’. Outros trabalhos
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descrevem que as formulacdes orais revestidas do biopolimero quitosana flutuam e

intumescem gradualmente em solucdo de pH 1,2.

Salienta-se, ainda, que a quitosana e seus derivados apresentam algumas vantagens
importantes com relacdo as atividades farmacoldgicas, atuando como antidcido, antitlcera,
protegendo a mucosa gastrica e inibindo a adesdo de bactérias nas células epiteliais bucais e
vaginais®.

CH;0H

CH,OH
Q \ o .
FAVAVAN 0] \/\/\/\
\[\OH \
4 WOH
NH, NH,

Figura 2 - Estrutura da quitosana.

Dentre as principais propriedades bioldgicas da quitosana destacam-se a atividade
antimicrobiana, o efeito coagulante, o efeito analgésico, a aceleracdo da cicatrizagdo, sua
utilizacdo no tratamento de osteoartrite, seu efeito hipocolesterolémico e hipolipidémico e a
sua utilizacdo de tratamentos para reducdo de peso. Atualmente, ha uma infinidade de
trabalhos, livros e revisdes que abordam as diferentes aplicagdes para esse biopolimero, sendo
que aplicacOes na area farmacéutica, médica e quimica tém tido um destaque muito maior.
Alguns trabalhos disponiveis na literatura relacionam a quitosana com a preparagdo de
membranas cirdrgicas, outros 0 seu uso como agente hipocolesterolémico, a regeneracéo
tecidual, a latenciacdo e desenvolvimento de pro-farmacos, a liberacdo transdérmica de
farmacos, o uso de complexos de quitosana no transporte de DNA no desenvolvimento de
vacinas e ainda o uso como transportador de farmacos. O uso da quitosana como

transportador de farmacos tem permitido solucionar problemas como insolubilidade e
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hidrofobicidade de diversos agentes terapéuticos. No entanto, o carater semicristalino destas
preparacdes dificulta a compressao direta, se tornando necessaria a adi¢do de agregantes para
facilitar essa operacdo. O desenvolvimento de esferas pode diminuir este inconveniente, uma
vez que estas sdo dotadas de carater amorfo. Sua preparacdo pode ser feita de diversas
maneiras, em que sdo considerados aspectos como hidrofilicidade, lipofilicidade e

estabilidade térmica do farmaco®.

Infelizmente, algumas aplicacBes farmacéuticas da quitosana sdo limitadas por
problemas de hidrossolubilidade, uma vez que esta € insolivel em dgua em meio neutro,
condicdo em que enzimas fisioldgicas exercem sua atividade. Partindo do principio que
derivados de quitosana podem ser preparados a fim de se melhorar sua solubilidade em agua,
a aplicacbes deste polimero podem aumentar significativamente. Desde a descoberta da
molécula de quitosana, ha cerca de 150 anos, sempre se acreditou que este polimero fosse
insolivel em meio alcalino. Porém, descobriu-se posteriormente que € possivel desenvolver
um sistema no qual a QT se torna soltvel, mesmo em pH 10. Esta solubilidade ¢é alcancada

devido a formacdao do ion carbamato apds adicdo de NH4HCO3 de acordo com a Equacéo 1:

CHIT-NH, + NH4HCO3 — CHIT-NHCO, NH," + H,0 1)

A forma soltvel do carbamato de aménio tem sido utilizada satisfatoriamente na
obtencdo de microesferas de quitosana por spray-drying, visando sua utilizacdo como

transportadores de farmaco?”.
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O processo de spray-drying vem sendo usado hd décadas em diversos processos
industriais para a obtencdo de materiais desidratados na forma de pés finos. O processo € de
relativo baixo custo, quando comparado a liofilizacdo, e apresenta diversas vantagens como
alta produtividade e rapidez (para instalacGes industriais), aplicabilidade para produtos
termicamente sensiveis, dentre outras. A secagem por spray-drying é definida pela
transformacdo de um material fluido (solucéo, dispersdo ou pasta) para forma de particulas
secas (pod) pela aspersdo desse fluido em um meio de secagem aquecido (normalmente o ar).
Os pés finos produzidos por spray-dryer reinem padrdes elevados de qualidade com respeito
a granulometria do produto, umidade final, homogeneidade, densidade e forma, sendo que
estas podem ser modificadas por modificacdes nos parametros do processo. O p6 obtido por
esta tecnologia é particularmente apreciado devido a sua alta fluidez, sendo que esta
propriedade pode ser atribuida a forma esférica das particulas obtidas. Este processo é uma
operacdo continua que envolve a atomizacdo do fluido e sua mistura com o ar aquecido,

evaporacao do solvente e separacéo do produto seco® %.

Nesses ultimos anos, tem-se constatado um notavel crescimento em torno da criacdo
de novos sistemas de liberacdo de farmacos. Durante esse periodo, a industria farmoquimica
se destacou no uso e no aproveitamento de matérias-primas de baixo custo e facil acesso para
o0 desenvolvimento de novos materiais poliméricos, 0 que permitiu 0 uso de varias técnicas
para encapsulamento de muitos compostos em sistemas de multiparticulas, como microesferas
e microcapsulas, no intuito de proteger, estabilizar, mascarar os sabores indesejaveis ou
modificar as propriedades de liberacdo. Os sistemas de multiparticulas tém suscitado um
grande interesse nas formulagGes orais por apresentarem muitas vantagens, tais como dose
Unica, variabilidade do tempo de transito no trato gastrointestinal e a possibilidade de mistura

de farmacos de diferentes propriedades de liberacao®.
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De acordo com o que ja foi colocado anteriormente, a técnica de spray-drying tem sido
utilizada em varios segmentos industriais devido a rapida e eficiente secagem de alimentos,
produtos farmacéuticos, entre outras substancias. Além do processo de desidratacdo é
amplamente usada para microencapsulacdo de produtos farmacéuticos aplicados em sistemas
de liberacdo controlada de drogas®®. A técnica oferece diversas vantagens, tais como baixo
custo de operacdo, alta qualidade das microparticulas produzidas, capacidade de processar
diversas matérias-prima, producdo de microparticulas com elevada area superficial, processo
de etapa Unica e apresenta flexibilidade na formulacdo do material empregado. Entre as
principais desvantagens pode ser citada a limitacdo na escolha do encapsulante que,
preferencialmente, deve apresentar baixa viscosidade em altas concentracdes. Os fatores de
formulacdo e os parametros selecionados no equipamento determinam as propriedades das
microparticulas produzidas. A QT esta entre os polimeros mais usados (quitina, dextrana,
albumina, colageno, celulose e derivados, amido e derivados, pectina, alginato, cloreto de

polivinila e polimetacrilato) na producdo de microparticulas por spray-drying®’.

Microesferas de quitosana apresentam grande area superficial e, dependendo do
processo de reticulacdo do polimero, podem apresentar maior porosidade, aumentando a
capacidade para imobilizacdo de espécies de interesse. O biopolimero quitosana possui um
grupo amino primario e dois grupos hidroxila livres em cada unidade glicosamina, que podem
ser modificados por agentes reticulantes. Ligacdes do tipo base de Schiff sdo formadas entre
0S grupos amino da quitosana e 0s grupos aldeidos de agentes reticulantes, tais como
glutaraldeido, glioxal, formaldeido, entre outros. Outro processo de ativacdo da quitosana é
realizado em meio &cido, sendo 0s grupos amino da quitosana protonados e essas cargas
positivas formadas podem interagir com diversos anions como, por exemplo, tripolifosfato de

sédio, sulfato de sédio, citrato de sodio, alginato de sédio, entre outros?®.
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O principal problema enfrentado durante o preparo de formulacdes utilizando-se
quitosana é a falta de caracterizacdes confiaveis desse biopolimero. Muitas sdo as origens das
quitosanas comerciais e também sdo muitas as insuficiéncias encontradas nas caracterizagdes
das diferentes amostras de quitosana. As propriedades fisico-quimicas da quitosana sdo
funcdo do grau médio de acetilacdo e da massa molar média. Na presenca de soluc6es diluidas
de acidos, a quitosana comporta-se como um polieletrolito catidnico, constituido de um
copolimero de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose de
composicdo varidvel em funcdo do grau médio de acetilagdo, que representa a fracdo de
unidades 2-acetamido-2-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e é um dos
principais parametros para sua caracterizacdo®. A proporcdo relativa dessas unidades nas

cadeias macromoleculares de quitosana tem efeito marcante na solubilidade®.

A quitosana € insoltvel em agua, mas dissolve-se em solugdes aquosas de acidos
organicos, como acético, formico, citrico, além de acidos inorganicos, diluido resultando em
solucdes viscosas. A solubilidade da quitosana esta relacionada com a quantidade de grupos

amino protonados (-NHz") na cadeia polimérica.

Quanto maior a quantidade destes grupos, maior a repulsdo eletrostatica entre as
cadeias e também maior a solvatacdo em agua. O grau de protonacdo pode ser determinado
pela variacdo da concentracdo da quitosana. Para uma dada concentracdo de acido, o grau de
protonacdo depende do pK do acido usado para solubilizar a quitosana. A QT é susceptivel a
mudangas estruturais, devido a grande quantidade de grupos reativos como as hidroxilas e
principalmente os grupos amino, especialmente em reac6es de N-acetilacdo, N-alquilacdo, N-

carboxilacdo, N-sulfonago e formacao de bases de Schiff com aldeidos e cetonas®.

Um dos principais matérias obtidos atraves da QT sdo esferas por técnicas de

coacervacao, liofilizacdo, spray-drying, dentre outras. Para muitos casos as esferas de QT
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podem ser submetidas a um processo de reticulacdo com GA com a finalidade de aumentar a
resisténcia mecanica. Os grupos aldeidos do GA reagem com 0s grupos amino da QT
formando iminas devido a ressonancia estabelecida com ligacGes etilénicas adjacentes via

reacéo de base de Schiff existentes na literatura (Figura 3)*.

0 —
B OH 0
Y 0 )
CH,0H NH,
0 —o V4
OH OH
0— o —o

. NH, CHOH

Figura 3 - A: estrutura molecular da quitosana; B: possivel estrutura formada a partir

da reticulacdo da quitosana com o agente reticulante glutaraldeido (GA).

Sabe-se que a quitosana apresenta importantes propriedades bioldgicas tais como
baixa toxicidade, ndo causa alergia, pode ser empregada como coagulante, é biodegradavel,
biocompativel e possui propriedades antibacterianas®®. Além dessas propriedades a QT
também se apresenta como Otimo adsorvente de metais pesados possui capacidade para
formar complexos com ions de metais de transi¢cdo devido a presenca de grupos —-NH, e —OH
em sua estrutura, sendo seu poder quelante para diversos cations metélicos da ordem de 5 a 6
vezes acima da quitina. Apresenta alta capacidade de adsor¢do, maior que 1 mmol do cation

metalico/g de quitosana para a maioria dos ions metalicos. A capacidade de adsorcdo da



26

quitosana varia de acordo com a cristalinidade, afinidade por &agua, porcentagem de
desacetilacdo e quantidade de amino-grupos®. A quitosana ao atuar como quelante de fons
metalicos, libera fons H* de acordo com a Figura 4. Isto sugere que a interagio de fons
metalicos com a quitosana é fortemente dependente do pH em solug¢bes aquosas devido a
competicdo entre protons e ions metalicos. No entanto, ndo ha informac6es suficientes sobre a

relacdo entre pH e adsorcdo de fons metélicos pela quitosana®*.

Figura 4 - Esquema para a quelagdo do fon Cu(Il) com a quitosana®’.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como principal objetivo o estudo da interacdo entre complexos de

cobre e de zinco contendo FAINES com o biopolimero quitosana.

Foram sintetizados e caracterizados complexos ja reportados na literatura como 0s
complexos de cobre com indometacina (Cu-Indo), ibuprofeno (Cu-lbp) e naproxeno (Cu-
Napx) e os complexos de zinco (Zn-lbp) com indometacina (Zn-Indo). Também foram
sintetizados complexos inéditos de cobre com cetoprofeno (Cu-Ceto) e de zinco com

ibuprofeno (Zn-1bp) e meloxicam (Zn-Hmelox).

Para o estudo da interacdo dos complexos com a quitosana, foram utilizadas duas
técnicas distintas: coacervacéo e spray-drying.

Além disso, realizou-se um estudo preliminar da avaliagdo macroscopica da lesdo
intestinal do complexo metalico de cobre-indometacina (Cu-Indo) e de materiais contendo
cobre-indometacina em quitosana e indometacina em quitosana, comparando-se os resultados

com os obtidos para o farmaco orgénico de uso clinico, indometacina (HIndo).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes e solventes

- Acetato de zinco (Synth).

- Acetato de cobre monohidratado (Mallinckrot).

- Acetato de sodio anidro (Mallinckrot).

- Acetona (Merck).

- Acido acético glacial (Merck).

- Acido boérico (Reagen).

- Acido cloridrico (Merck).

- Acido fosforico (Merck).

- Cetoprofeno (Sigma-Aldrich).

- Cloreto de Calcio (Synth).

- Cloreto de potéassio (Synth).

- Cloroformio (Merck).

- Corante de Evans (Vetec).
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- Diclorometano (Merck).

- Dihidrogenofosfato de sddio (Synth).

- Dimetilacetamida (Vetec).

- Dimetilformamida (Merck).

- Dimetilsulféxido (Merck).

- Etanol (Merck).

- Glutaraldeido (Sigma-Aldrich).

- Glicerina (Synth).

- Hexano (Merck).

- Hidroxido de Sodio (Synth).

- Hidrogenofosfato dissddico (Synth).

- Ibuprofeno (Farmécia de Manipulagdo Rhamus).

- Indometacina (Farmécia de Manipulacdo Rhamus).

- Isopropanol (Merck).

- Meloxicam (Farmécia de Manipulacdo Rhamus).

- Metanol (Merck).

- Naproxeno (Farmécia de Manipulagdo Rhamus).
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- Pentdxido de Fosforo (Synth).

- Quitosanas de alta, média e baixa massa molar (Sigma-Aldrich).

3.2. Métodos

3.2.1. Sinteses dos complexos metélicos de cobre e de zinco

3.2.1.1. Sintese do complexo Cu-Ceto: [Cuy(Ceto)4(H20),]

A uma solucdo de cetoprofeno (HCeto) (1,526 g, 6,0 mmol) em etanol (15 mL), foi
adicionada lentamente sob agitacdo magnética uma solucdo de acetato de cobre Il portador de
uma estrutura do tipo gaiola {[Cuz(CH3CO;)4(H20),]} (0,599 g, 3,0 mmol) dissolvido em
agua deionizada (12 mL).. Houve formacdo de um precipitado verde-escuro e, apés o término
da adicédo, a mistura reacional foi deixada sob agitacdo magnética por 5 min, e, em seguida,
deixada em repouso por 24 h. Na sequéncia, separou-se o sobrenadante e o sélido foi
dissolvido em 10 mL de metanol. Esta solucdo foi deixada por ~ 30 dias em dessecador
contendo cloreto de célcio e pentdxido de fosforo, para evaporacdo do solvente e cristalizagédo
do complexo. Apds essa periodo constatou a formacdo de um solido verde escuro de facil
maceragdo. Na sequéncia este solido foi macerado e entéo lavado com trés porgdes de 30 mL
agua deionizada. O sdlido obtido apos a lavagem foi mantido por 7 dias num dessecador

contendo cloreto de calcio e pentdxido de fosforo, sob vacuo. Rendimento: 29%.
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3.2.1.2. Sintese do complexo Cu-Indo®®: [Cu(Indo), (DMF),]-DMF-2H,0

A uma solucdo de indometacina (HIndo) (3,612 g, 10,7 mmol) em N,N-
dimetilformamida (DMF) (10 mL), sob agitacdo magnética e sob aquecimento (50 °C),
adicionou-se lentamente uma solugdo de acetato de cobre, [Cuz(CH3CO,)4(H20),] (1,002 g,
5,0 mmol) dissolvido em DMF (10 mL). A mistura foi aquecida 80 °C por 1 h adicionou-se 65
mL de etanol e em seguida, manteve-se em repouso na capela por 5 dias. Os cristais verdes
formados foram separados por filtracdo a vacuo em filtro de placa porosa, lavados
inicialmente com 30 mL de &gua deionizada e entdo com 3 porcdes de 5 mL de etanol. O
solido foi mantido por 5 dias num dessecador contendo cloreto de calcio e pentoxido de

fésforo, sob vacuo. Rendimento: 78%.

3.2.1.3. Sintese do complexo Cu-1bp*: [Cu,(1bp)]

A uma solucéo de ibuprofeno (Hlbp) (8,202 g, 40,0 mmol) em metanol (100 mL), sob
agitacdo magnética, adicionou-se lentamente uma solucdo de acetato de cobre,
[Cuz(CH3C0O,)4(H20)2] (4,007 g, 20,0 mmol) dissolvido em agua deionizada (80 mL).
Formou-se um precipitado azul claro e, ap6s o término da adicdo da solucdo de acetato de
cobre, a mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética por 1 h. O sélido formado foi
separado por filtracdo a vacuo em filtro de placa porosa e lavado com 30 mL de agua
deionizada e entdo com 3 porgdes de 5 mL de metanol. O composto foi deixado por 5 dias no

dessecador contendo cloreto de calcio e pentdxido de fésforo, sob vacuo. Rendimento: 94%.
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3.2.1.4. Sintese do complexo Cu-Napx*®: [Cu,(Napx)s(DMSO),]

A uma solucéo de naproxeno (HNapx) (4,450 g, 20,0 mmol) em 75 mL de metanol,
sob agitacdo magnética, adicionou-se, lentamente uma solucdo de acetato de cobre,
[Cuz(CH3C0O,)4(H20)2] (2,000 g, 10,0 mmol) em 100 mL de DMSO. A mistura foi mantida
sob refluxo durante 1h em banho-maria (60 °C). Em seguida, aguardou-se até a solucéo
atingir a temperatura ambiente e adicionou-se 100 mL de diclorometano. Um sélido branco
depositado no fundo do baldo foi removido por filtracdo e a solucdo foi mantida na capela por
~ 5 dias. Os cristais verdes formados foram coletados por filtracdo a vacuo em filtro de vidro
de placa porosa, lavados rapidamente com etanol e mantidos por 3 dias em dessecador

contendo cloreto de calcio e pentdxido de fosforo, sob vacuo. Rendimento: 79%.

3.2.1.5. Sintese do complexo Zn-Hmelox: [Zn(Hmelox),(H,0),]-1,5H,0

A uma suspensdo do farmaco meloxicam (H,Melox) (0,560 g, 1,6 mmol) em agua
deionizada (200 mL) adicionou-se lentamente, sob agitacdo, uma solucdo de NaOH 1,0 mol
L até que ocorresse total dissolucéo do farmaco; obteve-se uma solugdo amarela (pH final da
solucdo = 7 - 8). Uma solucdo de acetato de zinco, 0,160 g (0,8 mmol) em 10 mL de agua
deionizada foi adicionada lentamente a solu¢do do farmaco, sob agitacdo, ocorrendo
imediatamente a formacdo de um sélido amarelo muito fino. A suspensdo foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente por 90 min. O sélido amarelo foi isolado por centrifugacéo,
lavado com &gua deionizada e mantido por 3 dias em dessecador contendo cloreto de célcio e

pentoxido de fésforo, sob vacuo. Rendimento: 76%.
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3.2.1.6. Sintese do complexo Zn-Indo_1*": [Zn(Indo),(MeOH)-]

A uma solucdo de indometacina (HIndo) (3,611 g, 10,09 mmol) em N,N-
Dimetilformamida (DMF) (10 mL), foi adicionada lentamente sob agitacdo magnética uma
solucéo de acetato de zinco (1,240 g, 5,65 mmol) dissolvido em DMF (10 mL). A mistura foi
agitada sob aquecimento em banho-maria (50°C) por 6 h. Depois de resfriada a temperatura
ambiente, adicionou-se 50 mL de metanol, ocorrendo a formagdo de um solido amarelo. A
mistura foi deixada em repouso por 3 dias. O solido foi separado por filtracdo a vacuo em
filtro de placa porosa, lavado inicialmente com 30 mL de agua deionizada e entdo com 3
porcdes de 5 mL de metanol gelado. O composto foi deixado por 5 dias no dessecador

contendo cloreto de calcio e pentdxido de fosforo, sob vacuo. Rendimento: 54%.

3.2.1.7. Sintese do complex Zn-Indo_2%": [Zn,(Indo)s(DMA),]-1/2DMA-1/2H,0

A uma solucdo de indometacina (HIndo) (3,660 g, 10,23 mmol) em N,N-
dimetilacetamida (DMA) (10 mL), foi adicionada lentamente sob agitacdo magnética uma
solucdo de acetato de zinco (1,240 g, 5,65 mmol) dissolvido em DMA (10 mL). A mistura foi
agitada sob aquecimento em banho de glicerina (60 °C) por 24 h e resfriada a temperatura
ambiente. Em seguida, a mistura foi deixada em repouso por 3 semanas. Os cristais foram
separados por filtracdo a vacuo em filtro de placa porosa, lavados inicialmente com 30 mL de
agua deionizada e entdo com 3 porcdes de 5 mL de metanol. O composto foi deixado por 5
dias no dessecador contendo cloreto de célcio e pentdxido de fosforo, sob vacuo. Rendimento:

44%.
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3.2.1.8. Sintese do complexo Zn-1bp: [Zn,(1bp)4]-2MeOH-H,0

A uma solucdo de ibuprofeno (Hlbp) (4,103 g, 20,0 mmol) em metanol (MeOH) (50
mL), foi adicionada lentamente sob agitacdo magnética uma solucdo de acetato de zinco
(2,002 g, 10,00 mmol) dissolvido em agua deionizada (40 mL). A mistura foi deixada sob
agitacdo magnética por 1 h e o sélido branco formado foi separado por filtracdo a vacuo em
filtro de placa porosa, lavado inicialmente com 30 mL de agua deionizada e em seguida com 2
porcdes de 10 mL de hexano gelado. O composto foi deixado por 5 dias no dessecador

contendo cloreto de calcio e pentdxido de fosforo, sob vacuo. Rendimento: 70%.

3.2.2. Determinacdo da massa molar viscosimétrica média (M,) das quitosanas de
alta massa molar (QTAPM), média massa molar (QTMPM) e baixa massa molar

(QTBPM)

As medidas viscosimétricas das quitosanas de alta massa molar (QTAPM), de média
massa molar (QTMPM) e de baixa massa molar (QTBPM) foram feitas num viscosimetro
capilar Ubbelhode Schot 531-10, a 25 + 0,1 °C. Inicialmente, preparou-se uma solucédo
tampéo contendo 0,3 mol L™ de 4cido acético e 0,2 mol L™ de acetato de sédio: volumes de
250 mL de &cido acético 0,6 mol L™ e de acetato de sédio 0,4 mol L™ foram misturados em
um baldo volumétrico de 500 mL. Em seguida, preparou-se 5 solugdes de concentracbes
diferentes para cada tipo de QT em analise. Para o preparo dessas solugdes as referidas
massas de QT (Tabela 1) foram transferidas para bales volumétricos de 50 mL, aos quais se
adicionou ~ 35 mL de solugédo tamp&o. Os bal6es foram fechados e agitados magneticamente
por cerca de 30 min até a rapida e parcial dissolucdo da QT. Em seguida, o volume de cada

baldo foi completado com solugdo tampdo e adicionou-se uma pequena barra magnética para
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agitar o sistema por 5 dias. Apos este periodo, as solugdes poliméricas foram filtradas através
de membranas de acetato de celulose com tamanho de poro de 0,45 mm. Registrou-se, entéo,
os tempos de escoamento das solugbes poliméricas usando-se 0 viscosimetro imerso em

banho termostatizado a 25 °C*.

Tabela 1 - Valores de massa de QT utilizados para determinacéo da M,.

QTBPM QTMPM QTAPM
Concentracéao Massa de Concentracdo | Massa de QT Concentracéao Massa de
da Solugéo de QT (9) da Solugéo de (9) da Solugéo de QT (9)
QT (gL QT (gL QT (gL
0,50 0,0252 0,90 0,0453 0,90 0,0453
1,00 0,0504 1,20 0,0601 1,20 0,0604
1,50 0,0758 1,50 0,0754 1,50 0,0752
2,00 0,1003 1,80 0,0901 1,80 0,0902
2,50 0,1254 2,10 0,1053 2,10 0,1051

3.2.3. Determinacdo do grau médio de desacetilacdo (GMD) das quitosanas de

alta e baixa massa molar (QTAPM e QTBPM)

Adicionou-se uma quantidade conhecida (25 mL) de solucdo de &cido cloridrico 0,02
mol L, previamente padronizada a uma determinada massa seca (100 °C, por 24 h) de QT, e
manteve-se sob agitacdo magnética moderada por 24 h. O ensaio foi realizado em triplicata,
em que as massas de QT seca utilizadas foram: a) 0,2030 g; b) 0,2022 g e c) 0,2004 g. As
solucBes &cidas foram tituladas com solucdo de hidroxido de sédio 0,0835 mol L*
padronizada com o auxilio de um pHmetro operando na funcdo mV para construcdo das

curvas potenciométricas™.
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A derivada primeira dessa curva de pH em funcdo do volume de base fornece dois
pontos de inflexdo que permitem determinar o nimero de mols de hidroxido de sodio
necessarios para desprotonacdo dos grupos amino da QT. A Equacéo 2 a seguir foi utilizada

para determinar o grau de desacetilacéo:

%NH; = MNaOH x (V2 — V1) x 161 x 100 2

mp

Em que: Myaon é a concentracdo molar da solugdo de NaOH (mol L™?), V1 e V, sdo
respectivamente os volumes de NaOH empregados para neutralizar o excesso de HCl e a
amostra de QT protonada, obtidos a partir das inflexGes da curva de titulacdo potenciométrica,
161 u é a massa molar da unidade monomérica de QT e m, a massa da amostra seca utilizada

para a titulacdo.

3.2.4. Preparacdo dos materiais contendo Hlbp, HCeto, Cu-lbp, Cu-Ceto e Zn-
Ibp em microesferas de QTAPM obtidas pela técnica de coacervacao e reticuladas com

glutaraldeido (QTAPM/GA)

3.2.4.1. Procedimento 1 de preparacdo das microesferas de QTAPM/GA

Microesferas de QTAPM: Em um béquer de 200 mL, foram colocados 98 mL de
agua deionizada e em seguida 2,0 mL de &acido acético glacial. Esta solucao foi deixada sob

agitacdo magnética branda por 2 min, em seguida adicionou-se lentamente e sob agitacdo
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mecanica branda (cerca de 100 rpm) 3,0 g de QTAPM. A mistura foi deixada sob agitacéo
mecanica a 300 rpm por 15 h, adquirindo no final um aspecto de um gel de cor bege clara, e
depois foi gotejada lentamente em uma solucdo de NaOH 2,0 mol L™ com o auxilio de uma
bomba peristaltica (Ismatec) com uma velocidade de fluxo de ~ 5 mL h™. As esferas de
quitosana permaneceram na solucdo de NaOH 2,0 mol L™ sob agitagdo branda por 24 h,
foram lavadas com varias porcbes de agua deionizada até resultar em pH 5 e, em seguida
mantidas em repouso por 24 h em &gua deionizada em recipiente fechado. As esferas foram
entdo separadas da solucdo, com o auxilio de uma peneira (tamanho aproximado da cavidade
=1 mm), e secadas cuidadosamente sobre papel de filtro. A massa obtida de microesferas de

QTAPM hidratadas foi 66,30 g.

Reticulacdo das microesferas de QTAMP: Em trés erlenmeyers separados foram
colocadas massas de 22,10 g de microesferas de QTAPM hidratadas. A cada um deles
adicionou-se 50 mL de agua deionizada e em seguida, com o auxilio de uma micropipeta, 0s
seguintes volumes de solucdo de GA (25% em agua): erlenmeyer 1 (grau de reticulacdo das
esferas — 0,1%): 4 uL; erlenmeyer 2 (grau de reticulacdo das esferas - 0,5%): 20 uL;
erlenmeyer 3 (grau de reticulagéo das esferas - 1,0%): 40 uL. Os erlenmeyers foram fechados,
as microesferas permaneceram sob agitacdo magnética branda por 24 h, e, em seguida, foram
mantidas em repouso na mesma solugédo de GA por mais 4 dias. No final do quarto dia as
microesferas foram lavadas com muitas por¢des de agua deionizada para retirar o excesso do
agente reticulante GA. As microesferas de QTAPM reticuladas com 0,1% GA

(QTAPM/0,1%GA) foram utilizadas nos experimentos a seguir.
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Ensaio de adsorcdo 1 - Materiais contendo os farmacos Hlbp e HCeto e 0s

complexos Zn-1bp e Cu-Ceto em microesferas QTAPM/0,1%GA

As massas dos compostos relacionadas na Tabela 2 foram pesadas em frascos de 20
mL. A cada um deles adicionou-se 12 mL de etanol e as misturas foram deixadas sob agitacéo
magnética branda por cerca de 10 min. Adicionou-se lentamente 4,0 g das esferas
QTAPM/0,1%GA a cada um dos frascos e as esferas permaneceram em contato com as
solugdes dos compostos por 5 dias, sendo agitadas periodicamente. Apds esse periodo, as
esferas foram peneiradas e lavadas rapidamente com uma Unica porcao de etanol. Em seguida,
foram colocadas em vidros de reldgio e levadas para secagem em estufa a 40 °C por 6 h. Os

materiais obtidos foram pesados e guardados em frascos fechados.

Tabela 2 - Massas dos compostos Hlbp, Zn-1bp, HCeto e Cu-Ceto utilizadas no ensaio
de adsorcéo 1.

Composto Massa (g)
Hlbp 0,0874
Zn-lbp 0,1037
HCeto 0,0453
Cu-Ceto 0,0302

3.2.4.2. Procedimento 2 de preparacgéo das microesferas de QTAPM/GA

Microesferas de QTAPM: o procedimento experimental aqui seguido foi similar ao

descrito anteriormente (3.2.4.1). No presente procedimento, a massa da QTAPM, os volumes
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de &cido acético glacial e de agua deionizada tiveram suas quantidades triplicadas, passando a

ser 9,0 g, 6,0 mL e 294 mL, respectivamente. Massa obtida de esferas hidratadas: 205,5 g.

Reticulacdo das microesferas de QTAMP: Em trés erlenmeyers separados foram
colocadas massas de 68,5 g de microesferas de QTAPM hidratadas. A cada um deles
adicionou-se 150 mL de agua deionizada e em seguida, com o auxilio de uma micropipeta, 0s
seguintes volumes de solucdo de GA (25% em &gua): erlenmeyer 1 (grau de reticulacdo das
esferas - 0,1%): 12 pL; erlenmeyer 2 (grau de reticulacdo das esferas - 0,5%): 60 uL;
erlenmeyer 3 (grau de reticulagdo das esferas - 1,0%): 120 uL. Os erlenmeyers foram
fechados, as microesferas permaneceram sob agitacdo magnética branda por 24 h, e, em
seguida, foram mantidas em repouso na mesma solucdo de GA por mais 4 dias. No final do
quarto dia as microesferas foram lavadas com muitas por¢des de dgua deionizada para retirar
0 excesso do agente reticulante GA. As microesferas de QTAPM reticuladas com GA

(QTAPM/GA) foram utilizadas nos experimentos a segulir.

Ensaio de adsor¢do 2 - Materiais contendo os farmacos Hlbp e HCeto e os

complexos Zn-1bp Cu-lbp e Cu-Ceto em microesferas QTAPM/GA

Este ensaio foi realizado com esferas de QTAPM/GA com os trés graus de
reticulagdes (QTAPM /0,1%GA, QTAPM /0,5%GA e QTAPM /1,0%GA). As massas dos
compostos relacionadas na Tabela 3 foram pesadas em frascos de 20 mL. A cada um deles
adicionou-se 12 mL de etanol e as misturas foram deixadas sob agitacdo magnética branda
por cerca de 10 min. Adicionou-se lentamente 6,5 g das esferas QTAPM/GA a cada um dos
frascos e as esferas permaneceram em contato com as solugdes dos compostos por 3 dias,

sendo agitadas periodicamente. Uma mesma quantidade de microesferas de QTAPM/GA
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hidratadas (6,5 g) dos 3 graus de reticulacdes foi adicionada a 3 frascos separados contendo
apenas etanol. Em seguida as esferas foram peneiradas e lavadas rapidamente com uma
porcdo de etanol. Na sequencia, as esferas foram levadas para secagem em estufa a 40 °C por

7 h. Os materiais sintetizados foram pesados e guardados em fracos fechados.

Tabela 3 - Massas dos compostos Hlbp, Zn-Ibp, Cu-lbp, HCeto e Cu-Ceto utilizadas

no ensaio de adsorcao.

Grau de reticulacao das esferas de QTAPM/GA

Composto 0,1% GA 0,5% GA 1,0% GA
Massas (g)

Hibp 0,0417 0,0426 0,0410
Zn-Ibp 0,0536 0,0520 0,0528
Cu-lbp 0,0178 0,0179 0,0178
HCeto 0,0514 0,0508 0,0509

Cu-Ceto 0,0590 0,0588 0,0592

3.2.5. Preparacdo dos materiais contendo Cu-Npx em microesferas de
QTAPM/GA obtidas pela técnica de coacervacdo (QTAPM/GA_CuNapx) e ensaios de

liberacao

3.2.5.1. Preparacao das microesferas de QTAPM/GA

Microesferas de QTAPM: Colocou-se em um béquer de 1000 mL, 700 mL de agua

deionizada e em 14 mL de &cido acético glacial e esta solucdo foi deixada sob agitacdo
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magnética branda por 2 min. Em seguida, adicionou-se lentamente, sob agitagdo mecanica
branda (~ 100 rpm), 20,0 g de QTAPM e a mistura foi mantida sob agitacdo mecanica a 300
rpm por 15 h resultando em um gel de cor bege clara. Essa solucdo de QT foi gotejada
lentamente em uma solugdo de NaOH 2,0 mol L™ com auxilio de uma bomba peristéltica
(Ismatec) com uma velocidade de fluxo de ~ 5 mL h™. As microesferas de QTAPM foram
mantidas na solucdo de NaOH sob agitacdo branda por 24 h e depois lavadas com varias
porcdes de agua deionizada até dar pH 5. Em seguida, permaneceram em repouso por 24 h em
agua deionizada num recipiente fechado. Apos esse periodo as esferas foram peneiradas e
secadas cuidadosamente sobre papel de filtro. A massa obtida de microesferas de QTAPM

hidratadas foi 400 g.

Reticulacdo das microesferas de QTAMP: Em dois erlenmeyers separados foram
colocadas massas de 200 g de microesferas de QT hidratadas. A cada um deles adicionou-se
100 mL de agua deionizada e em seguida, com o auxilio de uma micropipeta, 0s seguintes
volumes de solucdo de GA (25% em agua): erlenmeyer 1 (grau de reticulacdo das esferas -
0,1%): 36 uL; erlenmeyer 2 (grau de reticulagao das esferas - 1,0%): 363 pL. Os erlenmeyers
foram fechados, as microesferas permaneceram sob agitacdo magnética branda por 24 h, e,
em seguida, foram mantidas em repouso na mesma solucdo de GA por mais 4 dias. No final
do quarto dia as microesferas foram lavadas com muitas por¢des de &gua deionizada para
retirar o excesso do agente reticulante GA. As microesferas de QTAPM reticuladas com GA

(QTAPM/GA) foram utilizadas nos experimentos a seguir.
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3.2.5.2. Preparacao e curvas de adsorcédo dos materiais QTAPM/GA_CuNapx

Este ensaio foi realizado com esferas de QTAPM/GA com os trés graus de reticulacdo
(QTAPM/0,1%GA, QTAPM/0,5%GA e QTAPM/1,0%GA). As massas de Cu-Napx listadas
nas Tabelas 4 e 5 foram pesadas em frascos de 20 mL a temperatura ambiente. A cada um
deles adicionou-se 1,0 mL DMF. Em seguida, cada sistema foi agitado magneticamente por
cerca de 2 min até que todo o complexo se dissolvesse formando uma solucdo verde
esmeralda. Acrescentou-se 9,0 mL de etanol, manteve-se sob agitacdo magnética branda por ~
1 min e, depois adicionou-se lentamente cerca de 4,7 g das esferas de QTAPM/GA hidratadas.
Para comparacédo, em 2 frascos separados, preparou-se misturas de 1,0 mL de DMF e 9,0 mL
de etanol e em seguida adicionou-se 4,7 g de esferas QTAPM/GA de graus de reticulacédo
0,1% GA e 1,0% GA. As esferas foram mantidas em contato com as solugdes do Cu-Napx
por 10 dias, sendo agitadas periodicamente. Ap6s os 10 dias, as esferas foram peneiradas,
lavadas rapidamente com 5 mL de etanol e, em seguida levadas para secagem em estufa a 40
°C por 18 h. Ao final desse periodo, o material foi retirado da estufa e deixado para esfriar a
temperatura ambiente. Na sequéncia, os materiais obtidos foram pesados e guardados em
fracos fechados. Os materiais obtidos foram pesados e devidamente guardados em fracos

fechados.
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Tabela 4 - Massas utilizadas na preparacéo dos materiais QTAPM/0,1%GA_CuNapx.

Concentracéo de Cu-Napx

Solucéo Massa de Cu-Napx () (mol LY
1 0,0047 3,92 x 10™
2 0,0070 5,83 x 10
3 0,0100 8,33 x10™
4 0,0123 1,03 x 107
5 0,0227 1,89 x 107
6 0,0264 2,20 x 107
7 0,0304 2,53 x 107
8 0,0377 3,14 x 107
9 0,0428 3,57 x10°
10 0,0493 4,11 x 107
11 0,0537 4,48 x 107
12 0,0608 5,07 x 107
13 0,0661 5,51 x 107
14 0,0736 6,13 x 107
15 0,0858 7,15 x 10
16 0,0965 8,04 x 107
17 0,0974 8,12 x 107
18 0,1141 9,51 x 10°
19 0,1327 1,11 x 10
20 0,1458 1,22 x 10
21 0,1562 1,30 x 10
22 0,1684 1,40 x 10
23 0,1808 1,51 x 10%
24 0,2026 1,69 x 10
25 0,2213 1,84 x 102
26 0,2414 2,01 x 10
27 0,2611 2,18 x 10
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Tabela 5 - Massas utilizadas na preparacdo dos materiais QTAPM/1,0%GA_CuNapx.

Concentracéo de Cu-Napx

Solucéo Massa de Cu-Napx () (mol LY
1 0,0032 2,67 x10™
2 0,0073 6,08 x 10™
3 0,0108 9,00 x 10™
4 0,0160 1,33x 10°
5 0,0231 1,92 x 10°
6 0,0240 2,00 x 10
7 0,0304 2,53x 107
8 0,0362 3,02 x 107
9 0,0424 3,53x10°
10 0,0482 4,02 x 10°
11 0,0547 4,56 x 10
12 0,0601 5,01 x 107
13 0,0665 5,54 x 107
14 0,0709 5,91 x 107
15 0,0758 6,32 x 107
16 0,0984 8,20 x 107
17 0,1060 8,83 x 107
18 0,1157 9,64 x 10
19 0,1344 1,11 x 10
20 0,1457 1,21 x 10
21 0,1806 1,51 x 10”
22 0,2616 1,68 x 10
23 0,2228 1,86 x 102
24 02408 2,01 x 10
25 0,2620 2,18 x 10
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3.2.5.3. Ensaios de liberacao do farmaco naproxeno (HNapx) a partir do material

QTAPM/0,1%GA_CuNapx

3.2.5.3.1. Preparo das solug¢des-tampéao

Tampéo pH 1,2: Uma solucdo contendo 0,5234 g de &cido fosférico e 0,108 g de
dihidrogenofosfato de sodio em 1,0 L de agua deionizada foi deixada sob agitacdo magnética
moderada por 20 min e o pH final foi medido com o auxilio de um pHmetro devidamente
calibrado®.

Tampao pH 6,8: Uma solucdo contendo 0,4259 g de dihidrogenofosfato de sddio e
0,2280 g de hidrogenofosfato dissddico em 0,5 L de dgua deionizada foi deixada sob agitacdo
magnética moderada por 20 min e o pH final foi medido com o auxilio de um pHmetro
devidamente calibrado®.

Tampao pH 9,8: Preparou-se inicialmente 50 mL de uma solugdo 2,0 mol L™ de
acido borico e cloreto de potassio, misturando-se 0,7450 g de cloreto de potassio e 0,6200 g
de acido borico em 50 mL de dgua deionizada. Apos agitacdo por cerca de 20 min, adicionou-
se a esta solucdo 40,6 mL de solucdo de hidroxido de sédio 2,0 mol L™ e o pH final foi

medido com o auxilio de um pHmetro devidamente calibrado®.
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3.2.5.3.2. Estudos de liberacéo

Inicialmente, amostras de ~ 25,0 mg (Tabela 6) de QTAPM/0,1%GA_CuNapx foram
separadamente suspensas dentro de membranas de dialise (Sigma-Aldrich) em 10,0 mL de
solucgdes tampéo de pH 1,2, pH 6,8 e pH 9,8. As membranas foram introduzidas em béqueres
contendo 30 mL das correspondentes solucdes tampdo. Tais sistemas foram mantidos sob
agitacdo (100 rpm) em banho termostatizado de 37 °C com o auxilio de uma incubadora,
simulando as condicdes do trato gastrointestinal*. Procedimento semelhante foi realizado

para 0s materiais sem o complexo (QTAPM/0,1%GA).

Ao longo de 12 h, aliquotas de 1,0 mL foram retiradas dos sistemas a cada 30 min para
analise por HPLC para a determinagdo da quantidade de farmaco liberado. Aos sistemas dos
quais foram retiradas as referidas aliquotas, adicionou-se na sequéncia 1,0 mL da

correspondente solugéo tampao*".

Tabela 6 - Massas dos materiais QTAPM/0,1%GA_CuNapx e QTAPM/0,1%GA

utilizadas no ensaio de liberacéo.

) Massa do material Massa do material
Sistemas
QTAPM/0,1%GA _CuNapx (g) QTAPM/0,1%GA (g)
pH 1,2 0,0254 0,0286
pH 6,8 0,0273 0,0264

pH 9,8 0,0259 0,0262
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3.2.6. Preparacao via spray-dryer dos materiais contendo os compostos Cu-lbp,

Cu-Indo e HIndo em microesferas/microcapsulas de QTBPM

As preparacdes foram realizadas em duas condicdes: usando excesso de acido acético,
simbolizadas por sd1, e sem excesso de acido acético (com otimizacdo do tempo reacional),

simbolizadas por sd2.

3.2.6.1. Preparacdo de microesferas/microcipsulas de QTBPM vazias

(QTBPM _vazia_sdl)

Em um béquer de 250 mL foram colocados 100,0 mL de agua deionizada e 10,0 mL
de acido acético glacial. Esta solucdo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em
sequida adicionou-se lentamente 1,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a
500 rpm por 15 h. A mistura de pH ~ 2,0 - 2,5, adicionou-se 10,0 mL de etanol e o sistema foi
agitado mecanicamente a 500 rpm por 8 h, resultando em uma solucéao viscosa de cor areia de
pH ~ 2,0 - 2,5. Esta foi submetida ao processo de spray-drying (temperatura inlet e outlet,
poténcia do aspirador e da bomba e pressao do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%, 20% e
4,2 x 10* kPa, respectivamente). A massa obtida do material branco foi de 0,8808 g.

Rendimento: 81%.

3.2.6.2. Preparagdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM reticuladas com

GA (QTBPM/GA sd1)

Em um béquer de 250 mL, foram colocados 100,0 mL de &gua deionizada e 10,0 mL
de &cido acético glacial. Esta solucdo foi deixada sob agitagdo magneética por 2 min e em

seguida adicionou-se lentamente 1,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a
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500 rpm por 15 h e o pH final foi de ~ 2,0 - 2,5. Acrescentou-se, sob agitacdo mecéanica (150
rpm), 0,6 mL de solucdo de GA (solucdo 25% em agua) e a mistura foi entdo agitada
mecanicamente a 500 rpm por 20 h, resultando uma solucdo de pH 2,0 - 2,5. Em seguida
adicionou-se 10,0 mL de etanol e o sistema foi novamente agitado mecanicamente a 500 rpm
por 8 h, obtendo-se uma solucéo viscosa de cor caramelo e pH na faixa de 2,5 - 3,0. Esta foi
submetida ao processo de spray-drying (temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da
bomba e pressdo do ar sintético foram 140 °C, 60 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10° kPa,

respectivamente). Obteve-se 0,9792 g de um s6lido marrom. Rendimento: 85%.

3.2.6.3. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM contendo Cu-lbp

(QTBPM_Cu-lbp_sd1)

Em um béquer de 250 mL, foram colocados 100,0 mL de &gua deionizada e 10,0 mL
de acido acético glacial. Esta solucdo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em
seguida adicionou-se lentamente 1,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a
500 rpm por 15 h (pH ~ 2,0 - 2,5). Em paralelo preparou-se uma suspenséo contendo 0,0650 g
de Cu-lbp em 10,0 mL de etanol que foi mantida sob agitacdo branda 15 h. Sob agitagédo
mecanica branda, essa suspensao de Cu-lbp foi adicionada gota a gota a solucdo de QTBPM e
o0 sistema foi agitado a 500 rpm por 6 h, obtendo-se uma suspensao viscosa com particulas
azuis muito pequenas e pH ~ 2,0 - 3,0. Esta foi submetida ao processo de spray-drying
(temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da bomba e presséo do ar sintético foram
140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10% kPa, respectivamente). A massa obtida do material

azul-esverdeado foi de 0,9315 g. Rendimento: 88%.
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3.2.6.4. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM reticuladas com

GA contendo Cu-lbp (QTBPM/GA_Cu-lbp_sd1)

Em um béquer de 250 mL, foram colocados 100,0 mL de &gua deionizada e 10,0 mL
de acido acético glacial. Esta solucdo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em
seguida adicionou-se lentamente 1,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a
500 rpm por 15 h (pH ~ 2,0 - 2,5. Acrescentou-se sob agitacdo mecanica (150 rpm) 0,6 mL de
solucdo de GA (solucdo 25% em agua) e a mistura foi entdo agitada mecanicamente (500
rpm) por 20 h, obtendo-se uma solucdo de cor caramelo de pH 2,0 - 2,5. Em paralelo
preparou-se uma suspensao contendo 0,0650 g de Cu-lbp em 10,0 mL de etanol que foi
mantida sob agitacdo branda 15 h. Sob agitacdo mecanica branda, a suspensdo de Cu-lbp foi
adicionada gota a gota a solucdo de QTBPM e o sistema foi agitado a 500 rpm por 8 h,
obtendo-se uma suspensdo viscosa de cor amarelo-esverdeado com particulas azuis muito
pequenas e pH ~ 2,0 - 3,0. Esta foi submetida ao processo de spray-drying (temperatura inlet e
outlet, poténcia do aspirador e da bomba e pressdo do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%,
20% e 4,2 x 107 kPa, respectivamente). A massa obtida do material azul-esverdeado foi de

0,9315 g. Rendimento: 89%.

3.2.6.5. Preparacao de microesferas/microcapsulas de QTBPM contendo Zn-lbp
(QTBPM_Zn-1bp_sd1): Em um béquer de 250 mL colocou-se 100 mL de &gua deionizada e
10,0 mL de acido acetico glacial. Esta solucéo foi deixada sob agitagdo magnética por 2 min e
em seguida adicionou-se lentamente 1,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a
500 rpm por 15 h, e o valor de pH medido foi entre 2,0 - 2,5. Em paralelo preparou-se uma
suspensdo contendo 0,0650 g de Zn-lbp em 10,0 mL de etanol. A mistura foi agitada

brandamente por 15 h, e em seguida, sob agitacdo mecéanica branda, foi adicionada gota a gota
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a solucao de QTBPM. O sistema foi agitado a 500 rpm por 6 h, obtendo-se uma suspenséo
viscosa de cor amarelada com particulas brancas muito pequenas (pH 2,0 - 2,5). Esta foi
passada em spray-dryer (temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da bomba e
pressdo do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10? kPa, respectivamente). A

massa obtida do material branco-amarelado foi de 0,8196 g. Rendimento: 77%.

3.2.6.6. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM reticuladas com
GA contendo Zn-lbp (QTBPM/GA_Zn-1bp_sd1): Em um béquer de 250 mL, colocou-se
100 mL de agua deionizada e 10,0 mL de acido acético glacial. Esta solugédo foi deixada sob
agitacdo magnética por 2 min e em seguida adicionou-se lentamente 1,0 g de QTBPM. A
mistura foi agitada mecanicamente a 500 rpm por 15 h (pH 2,0 - 2,5) e em seguida
acrescentou-se 0,6 mL de solucdo de GA (solucdo 25% em agua) sob agitacdo mecanica (150
rpm). A mistura foi entdo agitada mecanicamente a 500 rpm por 20 h, obtendo-se uma
solucdo de cor caramelo de pH 2,0 - 2,5. Em paralelo preparou-se uma suspensao contendo
0,0650 g de Zn-Ibp em 10,0 mL de etanol. A mistura foi agitada brandamente por 15 h. Em
seguida, sob agitacdo mecanica branda, a suspensdo de Zn-lbp foi adicionada gota a gota a
solucdo de QTBPM e o sistema foi agitado a 500 rpm por 8 h. Ao término desse periodo,
obteve-se uma suspensao viscosa de cor amarelada com particulas brancas muito pequenas
(pH 2,0 - 2,5). Esta foi passada em spray-dryer (temperatura inlet e outlet, poténcia do
aspirador e da bomba e pressdo do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10°

kPa, respectivamente). Obteve-se 0,9315 g de um s6lido marrom. Rendimento: 88%.
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3.2.6.7. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM vazias

(QTBPM _vazia_sd2)

Em um béquer de 500 mL foram colocados 198,0 mL de agua deionizada e 2,0 mL de
acido acético glacial. Esta solucéo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em seguida
adicionou-se lentamente 4,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a 500 rpm
por 3 h. Em seguida adicionou-se 40,0 mL de etanol e o sistema foi agitado mecanicamente a
500 rpm por 30 min, obtendo-se uma solucdo viscosa de cor areia. Esta foi submetida ao
processo de spray-drying (temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da bomba e
pressdo do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10? kPa, respectivamente). A

massa obtida do material branco foi de 3,0912 g. Rendimento: 77%.

3.2.6.8. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM reticuladas

(QTBPM/GA_sd?2)

Em um béquer de 500 mL foram colocados 198,0 mL de agua deionizada e 2,0 mL de
acido acético glacial. Esta solucéo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em seguida
adicionou-se lentamente 4,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a 500 rpm
por 3 h. Acrescentou-se sob agitacdo mecénica de 150 rpm 0,1 mL de solucdo de GA (solucéo
25% em &gua). A mistura foi entdo agitada mecanicamente a 500 rpm por 1 h, obtendo-se
uma solucgéo de cor caramelo clara. Em seguida adicionou-se 40,0 mL de etanol e o sistema
foi novamente agitado mecanicamente (500 rpm) por 30 min, obtendo-se uma solugéo viscosa
de cor caramelo clara. Esta foi submetida ao processo de spray-drying (temperatura inlet e

outlet, poténcia do aspirador e da bomba e pressdo do ar sintético foram 140 °C, 55 °C, 100%,
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20% e 4,2 x 10° kPa, respectivamente). A massa obtida do material branco-amarelado foi de

1,8497 g. Rendimento: 47%.

3.2.6.9. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM contendo Cu-lbp

(QTBPM_Cu-lbp_sd2)

Em um béquer de 500 mL foram colocados 198,0 mL de agua deionizada e 2,0 mL de
acido acético glacial. Esta solucédo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em seguida
adicionou-se lentamente 4,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a 500 rpm
por 3 h. Em paralelo preparou-se uma suspensao contendo 0,2880 g de Cu-lbp em 40,0 mL de
etanol. A mistura foi agitada brandamente por 3 h. Em seguida, sob agitacdo mecéanica
branda, a suspensdo de Cu-Ibp foi adicionada gota a gota a solucdo de QTBPM e o sistema foi
agitado a 500 rpm por 30 min, obtendo-se uma suspensdo viscosa de cor azul clara com
particulas azuis muito pequenas. Esta foi submetida ao processo de spray-drying (temperatura
inlet e outlet, poténcia do aspirador e da bomba e pressao do ar sintético foram 140 °C, 45 °C,
100%, 20% e 4,2 x 10° kPa, respectivamente). A massa obtida do material azul-esverdeado

foi de 2,9972 g. Rendimento: 75%.

3.2.6.10. Preparacédo de microesferas/microcapsulas de QTBPM reticuladas com

GA contendo Cu-lbp (QTBPM/GA_Cu-lbp_sd?2)

Em um béquer de 500 mL foram colocados 198,0 mL de agua deionizada e 2,0 mL de
acido acético glacial. Esta solucéo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em seguida

adicionou-se lentamente 4,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a 500 rpm
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por 3 h. Acrescentou-se sob agitacdo mecanica de 150 rpm 0,1 mL de solugdo de GA (solucéo
25% em agua). A mistura foi entdo agitada mecanicamente a 500 rpm por 1 h, obtendo-se
uma solucdo de cor caramelo clara. Em paralelo preparou-se uma suspensao contendo 0,2880
g de Cu-lbp em 10,0 mL de etanol. A mistura foi agitada brandamente por 40 min. Em
seguida, sob agitacdo mecanica branda, a suspensdo de Cu-Ibp foi adicionada gota a gota a
solucédo de QTBPM e o sistema foi agitado a 500 rpm por 40 min, obtendo-se uma suspenséo
viscosa de cor azul-esverdeado com particulas azuis muito pequenas. Esta foi submetida ao
processo de spray-drying (temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da bomba e
pressdo do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10? kPa, respectivamente). A

massa obtida do material azul claro foi de 2,5556 g. Rendimento: 64%.

3.2.6.11. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM contendo Cu-

Indo (QTBPM_Cu-Indo_sd2)

Em um béquer de 500 mL foram colocados 198,0 mL de &gua deionizada e 2,0 mL de
acido acético glacial. Esta solucdo foi deixada sob agitacdo magnética por 2 min e em seguida
adicionou-se lentamente 4,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a 500 rpm
por 3 h. Em paralelo preparou-se uma suspenséo contendo 0,5420 g de Cu-Indo em 40,0 mL
de etanol. A mistura foi agitada brandamente por 40 min. Em seguida, sob agitacdo mecénica
branda, a suspensdo de Cu-Indo foi adicionada gota a gota a solugcdo de QTBPM e o sistema
foi agitado a 500 rpm por 40 min, obtendo-se uma suspensdo viscosa de cor esverdeada clara
com particulas verdes muito pequenas. Esta foi submetida ao processo de spray-drying
(temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da bomba e presséo do ar sintético foram
140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10% kPa, respectivamente). A massa obtida do material

verde claro foi de 2,5801 g. Rendimento: 65%.
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3.2.6.12. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM reticuladas com

GA contendo Cu-Indo (QTBPM/GA_Cu-Indo_sd2)

Em um béquer de 500 mL foram colocados 198,0 mL de agua deionizada e em
seguida 2,0 mL de &cido acético glacial. Esta solucdo foi deixada sob agitacdo magnética por
2 min e em seguida adicionou-se lentamente 4,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada
mecanicamente a 500 rpm por 3 h. Acrescentou-se sob agitacdo mecéanica de 150 rpm 0,1 mL
de solucéo de GA (solucdo 25% em agua) e a mistura foi entdo agitada mecanicamente a 500
rpm por 4 h, obtendo-se uma solucdo de cor caramelo clara. Em paralelo preparou-se uma
suspensdo contendo 0,5420 g de Cu-Indo em 40,0 mL de DMF. A mistura foi agitada
brandamente por 40 min. Em seguida, sob agitacdo mecanica branda, a suspensao de Cu-Indo
foi adicionada gota a gota a solucdo de QTBPM e o sistema foi agitado a 500 rpm por 40 min,
obtendo-se uma suspensao viscosa de cor esverdeada com particulas verdes muito. Esta foi
submetida ao processo de spray-drying (temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da
bomba e pressdo do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10° kPa,
respectivamente). A massa obtida do material azul-esverdeado foi de 2,5337 g. Rendimento:

64%.

3.2.6.13. Preparacdo de microesferas/microcapsulas de QTBPM contendo o

farmaco Hindo (QTBPM_HIndo_sd2)

Em um béquer de 500 mL adicionou-se 198,0 mL de &gua deionizada e 2,0 mL de
acido acético glacial. Esta solucgdo foi deixada sob agitagdo magnética por 2 min e em seguida
colocou-se lentamente 4,0 g de QTBPM. A mistura foi agitada mecanicamente a 500 rpm por

3 h. Em paralelo preparou-se uma suspensao contendo 0,4534 g de Hindo em 40,0 mL de
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DMF. A mistura foi agitada brandamente por 40 min. Em seguida, sob agitacdo mecanica
branda, a solucéo de Hindo foi adicionada gota a gota a solucéo de QT e o sistema foi agitado
a 500 rpm por 40 min, obtendo-se uma suspensdo viscosa amarelada clara com particulas
amarelas. Esta foi seca no spray-dryer (temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador e da
bomba e pressdo do ar sintético foram 140 °C, 45 °C, 100%, 20% e 4,2 x 10° kPa,

respectivamente). A massa obtida do material verde claro foi de 2,3358 g. Rendimento: 59%.

3.2.7. Ensaios biologicos

Avaliagdo macroscopica da lesdo intestinal

O protocolo para esta pesquisa (n° 096/11 LIM 07) foi aprovado pela Comissdo de
Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) e seguiu as normas de protecdo e cuidados com

animais de experimentac&o™.

Os estudos foram realizados em colaboracdo com o Prof. André Zonetti de Arruda
Leite, do Laboratério de Gastroenterologia Clinica e Experimental (LIM 7) do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Os ensaios de avaliagdo macroscopica da lesdo intestinal foram realizados para 0s
compostos HiIndo, Cu-Indo, QTBPM vazia sd2, QTBPM_HIndo_sd2, QTBPM_Cu-

Indo_sd2 e também para as misturas fisicas MF1 (QTBPM_vazia sd2 + Hindo) e MF2
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(QTBPM vazia sd2 + Cu-Indo) que simularam respectivamente as composicGes dos

materiais QTBPM_HIndo_sd2 e QTBPM_Cu-Indo_sd2.

Os experimentos foram realizados utilizando grupos de ratos machos Wistar com peso
médio entre 210 - 320 g. Durante todo o tempo que antecedeu os testes os animais foram
alimentados normalmente com racdo e agua. Os animais de cada grupo foram submetidos a 3
periodos diferentes de interacdo com as drogas: 24 h, 48 h e 72 h. Os animais receberam por
gavagem as solucdes ou suspensdes dos referidos compostos em estudo e também das
referidas misturas fisicas, sendo os volumes administrados proporcionais a massa corpérea de
cada animal. As soluc@es e suspensdes dos compostos em estudo e das misturas fisicas foram
preparadas com o auxilio de solugdes 1% w/w de carboximetilcelulose (CMC) preparadas

previamente.

Apos sacrificio por asfixia em camara de gas carbdnico, os animais foram submetidos
a laparotomia mediana com extirpacdo de todo o intestino delgado. Este foi aberto em sua
borda contramesentérica, corado com azul de Evans e observado ao microscépico
estereotdxico com aumento de 25 a 50 vezes. Todas as lesdes ulceradas encontradas foram
contadas e divididas conforme a medida do seu maior eixo em quatro grupos assim
denominados: a) lesdes ulceradas menores que 1 mm; b) lesdes ulceradas maiores ou iguais a
1 e menores que 3 mm; c) lesdes ulceradas maiores ou iguais a 3 e menores que 5 mm; d)
lesGes ulceradas maiores ou iguais a 5 e menores que 10 mm; e) lesdes ulceradas maiores ou
iguais a 10 mm. Para comparacdo estatistica entre os grupos foi utilizado um sistema de
escore para representacao quantitativa de todas as lesfes intestinais presentes em cada grupo.
Este sistema de escore consistiu na somatoria do nimero de Ulceras de cada grupo,
multiplicada pelo limite maximo aproximado do tamanho da Ulcera em cada grupo (Tabela

"%,
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Tabela 7 - Escore macroscopico para as lesdes intestinais analisadas.

Aspecto da mucosa Escore
N° total de Glceras <1 mm x1
N° total de Glceras >1e<3 mm X3
N° total de Ulceras >3 e<5mm X5
N° total de Ulceras >5e <10 mm x 10
N° total de Glceras >20 mm x 20

3.3. Técnicas e instrumentacao

3.3.1. Anélise elementar

Os experimentos de analise elementar (CHN) e de espectroscopia de emissdo atbmica
de plasma (ICP-AES) (Cu e Zn) para amostras sélidas dos materiais foram realizados pela
Central Analitica do 1Q-USP. Para as analises de CHN e ICP-AES foram utilizados

respectivamente os aparelho Perkin EImer CHN 2400 e Spectro Analytical Instruments.

3.3.2. Espectroscopia de absorcao eletrénica (UV-vis)

Os espectros eletronicos de absorcdo das amostras foram registrados em um
espectrofotdmetro Shimadzu UV-VISIVEL, modelo UV-1650 PC, utilizando-se cubetas de
guartzo de caminho optico igual a 1,0 cm. Os espectros eletrébnicos das amostras solidas

foram registrados no espectrofotdmetro de fibra Gtica (Field Spec) da Analytical Spectral
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Devices (ASD) na regi&o do visivel e infravermelho préximo, de 30000 a 4000 cm™, com a

colaboracéo do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Henrique Eise Toma do 1Q-USP.

3.3.3. Espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais empregando-se dispersdo dos compostos em KBr foram
registrados por refletancia difusa na regido do infravermelho, de 4000 a 400 cm™, utilizando-
se um espectrofotdmetro FTIR ABB Bomen, mod. 120, com resolucdo de 4 cm™ (média de 64

varreduras por espectro).

3.3.4. Difratometria de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X das amostras na forma de p6é foram obtidos em um
difratdbmetro Rigaku Miniflex, com radiagdo Cu Ka (1,541 A, 30 kV, 15 mA, passo de 0,02°,

no intervalo de valores de 26 de 1,5 a 70°).

3.3.5. Secagem por spray-dryer

As secagens foram realizadas empregando-se um Mini Spray-Dryer Buchi B-290. As
condicBes de temperatura inlet e outlet, poténcia do aspirador, poténcia da bomba e pressao

do ar sintético sdo descritas juntamente com os devidos procedimentos de secagens.
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3.3.6. Analise térmica (TG/DTG/DSC)

As medidas de TG-DSC-MS foram realizadas utilizando-se uma termobalanca STA
409 PC Luxx NETZSCH paraa analise simultanea de TG-DSC, sendo este equipamento
acoplado ao QMS 403C Aéolos (espectrometro de massa) NETZSCH para deteccéo dos gases
liberados da amostra. As analises das amostras sélidas foram realizadas usando-se cadinho de
alumina, sob atmosferas de ar sintético e de nitrogénio (fluxo de 50 mL min™), entre 25 -

1000 °C e 25 - 850 °C (10 °C min™), respectivamente.

3.3.7. Espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

Os espectros de EPR das amostras solidas foram obtidos com a colaboragédo do Prof.
Dr. Wendel A. Alves do Centro de Ciéncias Naturais e Humanas da UFABC e de sua aluna
Rondes F. Silva. Utilizou-se um espectrofotdmetro Bruker modelo BioSpin, operando na
banda X (frequéncia igual 9,86 GHz, poténcia de 6,33 mW, frequéncia de modulac¢do igual a

100 KHz e amplitude de modulacédo de 1G) e a temperatura ambiente.

3.3.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As medidas foram obtidas a partir de um Cromatografo Shimadzu HPLC Prominence,
contendo degaseificador DGU-20, 2 bombas LC-20AT, auto injetor SIL 20A, detector SPD
M20A, forno CTO-20A, coluna Lichrospher 100 RP-18 (5 u, 250 x 4 mm), software LC
solution 1.21 SP1. A analise foi isocratica, com fase movel metanol: tampéao acetato pH 4
(70:30, v/v), volume da injecéo 25 pL, fluxo de 1 mL min™, forno com temperatura de 35 °C

e detector ajustado para 254 nm.
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3.3.9. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens de MEV das microesferas/microcapsulas de quitosana obtidas via spray-
dryer foram obtidas no equipamento JSM-7401F Scanning Electron Microscope, da Central
analitica do 1Q-USP. O recobrimento das amostras para analise em MEV foi realizado no
equipamento Edwards S 150 Sputter Coater, com a colaboragdo do Prof. Pedro K. Kiyohara,
do IF-USP. O recobrimento foi realizado em atmosfera de argdnio, a uma voltagem de 5 mA,

durante o tempo de 120 s.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Sintese e caracterizacdo dos complexos metalicos de Cu e Zn

4.1.1. Sinteses

Ao observar a tabela abaixo, nota-se que todos os resultados de analise elementar (C,

H e N) sdo coerentes com as formulas propostas para os complexos metalicos sintetizados.
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Tabela 8 - Resultados de analise elementar para os complexos Cu-Ceto, Cu-Indo, Cu-
Ibp, Cu-Napx, Zn-Hmelox, Zn-Indo_1, Zn-Indo_2 e Zn-Ibp.

Composto 9%0Caic | Y0Cexp | YoHcarc| Y0Hexp | Y0Ncaic | Y0Nexp
Cuy(Cet0)4(H,0
[ 2( )4( 2 )2] 65,4 65,5 4.8 /s T (NSRS
[CUZ(C15H13O3)4(HZO)2]
Cu,(Indo),(DMF),]-DMF-2H,0
[ 2( )4( )2] 2 56,7 55,5 4’9 4'6 4,8 4'7
[Cu,(C1gH15CINO,)4(C3H150,),] - CsH150,-2H,0
Cuy(lb
[Cuz(1bp).] 659 | 658 | 7.2 | 68 | ceeeen | seeeeee
[Cuy(C13H170,)4]
Cu,(Napx),(DMSO
[Cua(Napx)a( )l 60,0 | 59,4 55 SIS
[Cuz(C14H1305)4(C2H60S),]
Zn(Hmelox),(H,0),]-2H,0
[2n( )2(H20)e]-2H; 201 | 399 | 38 | 36 [100 | 97
[Zn(C14H12N304S,),(H20),]- 2H,0
Zn(Indo),(MeOH
[Zn( )2( )2] 57.0 56,4 45 4,0 3,3 3,5
[Zn(C1H15CINO,),2(CH40),]
[Zn,(Indo)s(DMA),]-1/2DMA.-1/2H,0
[ZN5(C1H15CINO)4(CsHoNO),]- 1/2C,HsNO- 579 | 57,7 | 47 | 50 | 51 | 57
-1/2H,0
Zn,(1bp)4]-2MeOH-H,0O
[2n(1bp).] 2 627 | 638 | 75 | 70 | e | oo
[Z2n;(C13H1702)4]-2CH40-H,0

Os esquemas a seguir representam as reagdes de formacdo dos complexos de Cu(ll) e

Zn(I1) com FAINEs sintetizados no presente trabalho (Cu-Indo, Cu-lbp, Cu-Ceto, Cu-Napx,

Zn-Indo_1, Zn-Indo_2 e Zn-1bp).
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[CU,(CH5CO,)4(H,0),] + 4 Hindo + 2 DMF — [Cu,(Indo)s(DMF),] + 4 CH;CO,H + 2H,0

[CUz(CH3COZ)4(H20)z] +4 Hlbp — [CUz(Ibp)4] + 4 CH;CO,H + 2 H,O

[CUQ(CH3C02)4(H20)2] + 4 Hceto — [CUz(CetO)4(H20)2] + 4 CH;CO,H

[Cuy(CH3CO,)4(H,0),] + 4 HNapx + 2 DMSO — [Cuy(Napx)s(DMSO),] + 4 CHsCO,H + 2 H,0

[Zn(CH3CO,),(H,0),] + 2 HIindo + 2 MeOH — [Zn(Indo),(MeOH),] + 2 CH;CO,H + 2 H,0O

2 [Zn(CH3CO,)5(H;0),] + 4 Hindo + 2 DMA — [Zn,(Indo),(DMA),] + 4 CH;CO,H + 2H,0

2 [Zn(CH;gCOz)z(HzO)z] +4 HIbp — [an(lbp)4] +4 CH;CO,H + 2 H,0O

Ao comparar as sinteses dos complexos metalicos descritas anteriormente, nota-se que
0s maiores rendimentos séo para complexos de Cu(ll), em que as sinteses dos complexos Cu-
Indo, Cu-lbp e Cu-Napx apresentaram rendimentos de 78%, 94% e 79%, respectivamente. A
sintese do complexo Cu-Ceto € a unica dentre as descritas para 0os complexos de cobre em
questdo que apresentou um rendimento abaixo da media. Provavelmente, o principal fator

responsavel por esse menor rendimento tenha sido a dificuldade de isolar o complexo, uma



63

vez que 0 mesmo apresentou-se numa forma muito viscosa e com alta aderéncia as paredes

dos recipientes durante o processo sintético.

Sabe-se que geralmente as sinteses de complexos metalicos de Zn(Il) apresentam
rendimentos menores quando comparadas as sinteses de complexos de Cu(ll)’. Dentre as
sinteses de complexos de Zn(ll), a que apresentou melhor rendimento (70%) foi a do
complexo Zn-lbp. Talvez, a sintese do complexo Zn-Indo_2 seja a que requer maiores rigores
sintéticos, visto que demanda agitacdo e aquecimento muito bem controlados por 24 h. Esses
rigores refletiram de forma negativa no rendimento da sintese de obtencdo do Zn-Indo_2,

levando ao menor rendimento dentre as sinteses envolvendo o zinco (43,5%).

As sinteses dos complexos Zn-Indo_1 e Zn-Indo_2 foram realizadas de acordo com 0s
intuitos j& ambicionados em alguns trabalhos reportados na literatura, nos quais tais intentos
se amparam na necessidade de sondar as caracteristicas e propriedades dos referidos
complexos (mononucleares e dinucleares). Alguns complexos de Zn-Indo ja possuem
atividades anti-inflamatérias comprovadas e também patentes para utilizacdo farmacoldgica
na area veterinaria, mas 0os mecanismos de acdes bioldgicas ainda ndo foram desvendados.
Para isto, € necessario estabelecer suas estruturas e investigar a estabilidade das mesmas

(mononucleares e dinucleares)®’.

Foi possivel constatar que o complexo Zn-Indo_1 apresenta-se na forma dinuclear e o
Zn-Indo_2 na forma mononuclear. Tais complexos foram obtidos por rotas sintéticas com
muitas semalhancas e a0 mesmo tempo com expressivas diferengas que sdo as chaves para o
entendimento das estruturas desses complexos. Anteriormente, foi mencionado que a sintese
do Zn-Indo_2 € mais sensivel que a do Zn-Indo_1. Tal caracteristica se deve a exigéncia do
maior tempo reacional, a manutencdo da temperatura de aquecimento e ao uso dos diferentes

solventes (DMA e DMF).
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A estrutura do acetato de cobre, [Cu,(CH3COO)4(H20),], o tetracarboxilato de
cobre(l1) de estrutura mais simples (R = CHj3), € mostrada na Figura 5. Nesta, cada ion Cu(ll)
encontra-se em um ambiente octaédrico distorcido e quatro moléculas do ligante carboxilico
atuam como ligante de ponte unindo dois ions cobre(ll) pela coordenacao atraves do grupo
carboxilato (COQ’). Os atomos de oxigénio ocupam quatro posi¢fes de coordenacdo do
Cu(Il) num arranjo quadrado planar, a quinta posicao é ocupada pelo oxigénio da molécula de
agua e a sexta posicdo de coordenacdo é ocupada pelo outro ion Cu(ll). A distancia Cu — Cu é
da ordem de 2,64 A, consideravelmente mais longa do que no caso do cobre metalico, que é

da ordem de 2,55 A%,
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Figura 5 - Estrutura genérica de um tetracarboxilato de Cu(ll) do tipo
[Cuz(RCOO)4(L)2], em que R = acido aril/fenil alcanodico e L = ligante axial O’ou N’ %,
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Os complexos de Zn(I1)-FAINEs de formula [Zn,(RCOQ)4(L),] apresentam-se como
estruturas dinucleares semelhantes as do acetato de cobre, enquanto que os complexos
[Zn(RCOO),(L),] apresentam-se como estruturas monucleares do tipo quelato, onde dois
ligantes carboxilatos se coordenam de maneira bidentada ao ion Zn(ll) (R = FAINE) do tipo
acido carboxilico como aspirina, indometacina, diclofenaco, ibuprofeno, etc, e L = ligante

axial, geralmente moléculas do solvente utilizado na sintese, como DMSO, DMF, H,0, etc)®.

A estrutura do complexo formado, dinuclear ou mononuclear vai depender das
propriedades eletronicas e estéricas dos ligantes carboxilatos e da basicidade dos ligantes
axiais. O tipo da estrutura do Zn(Il)-FAINE exerce um papel importante nas propriedades
eletrbnicas e magnéticas dos complexos, bem como em sua atividade bioldgica. No caso dos
complexos Cu(lIl)-Asp sdo observadas diferencas nas atividades dos complexos, sendo a a¢édo
antitumoral mais pronunciada para a espécie mononuclear. No caso da atividade anti-

inflamatdria ocorre o contrario, a espécie dimérica mostra-se mais efetiva®.

A sintese do complexo Zn-Hmelox foi a de maior rendimento (76%). Ao contrario do
trabalho reportado na literatura, em que a sintese de complexos de Co(ll), Ni(ll), Zn(ll) e
Cd(11) com H,melox™ ¢é realizada em solvente organico (MeOH), neste trabalho o complexo
de Zn(Il) foi obtido em meio aquoso, 0 que é bastante interessante considerando que o

complexo obtido apresenta potencial aplicacdo farmacoldgica.

O esquema proposto para a formacdo do complexo Zn-Hmelox de acordo com o
procedimento sintético descrito € sumarizado no Esquema 1. O farmaco meloxicam
(Homelox) (1) é um solido amarelo, praticamente insolivel em agua; em meio alcalino o
H.omelox se dissolve devido a desprotonacdo do hidrogénio acido do grupo fenol, levando a
formacéo da espécie aniénica Hmelox™ (2). Sabe-se que os ions Hmelox™ atuam como quelato

de ions metalicos através dos atomos O (a) do grupo amidico e do N (b) do anel tiazolico. De
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acordo com a literatura®, nos complexos de Co(ll), Ni(ll), Zn(11) e Cd(l1) dois fons Hmelox™
coordenam-se ao centro metalico nas posi¢Ges equatoriais, em um arranjo trans pelos atomos
indicados por (a) e (b) no Esquema 1 (2), sendo as posi¢des axiais ocupadas por ligantes
neutros, como DMSO. Com base nesses dados da literatura, e considerando que na sintese foi
utilizado somente agua como solvente propde-se que o complexo Zn-Hmelox apresenta uma
estrutura contendo dois anions Hmelox™ ocupando as posi¢des equatoriais do Zn(ll) pelos
sitios (a) e (b) e duas moléculas de agua nas posi¢Oes axiais, coordenadas ao centro metalico

pelos atomos de oxigénio, como mostrado no Esquema 1 (3)*°.

@) ()

CHs
CHs
H X
do” o®@ S
()
~ (©)
N —_—
s{ “cH OH
N 3
o’ Yo
H,melox Hmelox"

zn(ll)
)

[Zn(Hmelox) ,(H,0),].1,5H,0

Esquema 1 - Etapas propostas para a sintese do complexo Zn-Hmelox®.
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4.1.1. Espectroscopia de absorcao eletrénica (UV-vis)

Na Figura 6 sdo apresentados os espectros do farmaco Hindo e dos complexos

metalicos Zn-Indo_1, Zn-Indo_2 e Cu-Indo em solucdo. O espectro eletronico do sélido Cu-

Indo é mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - Espectros eletrénicos do farmaco Hindo (em DMF) e dos complexos
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Figura 7 - Espectro eletrénico do sélido Cu-Indo.

Na Figura 6, observa-se que o espectro eletronico da Hindo em DMF exibe uma banda
de absorcdo na regido do UV, em 320 nm. O espectro do Zn-Indo_1 em DMF apresenta
banda do ligante no mesmo comprimento de onda (320 nm). J& o espectro do Zn-Indo_2 em
etanol mostra além desta, mais outras duas bandas em aproximadamente 267 e 232 nm. O Cu-

Indo também exibe as bandas do ligante Indo.

Os complexos de Cu(ll) apresentam transi¢des d-d na regido do visivel, sendo que
intensidades das bandas d-d dos complexos mononucleares de Cu(ll) sdo usualmente menores
que as bandas correspondentes nos complexos dinucleares de Cu(ll) e as cores séo
normalmente azul escuro e azul-esverdeado quando se compara a cor dos complexos
dinucleares que sdo geralmente verde claro; é valido lembrar que isso ndo é uma regra®. A
banda caracteristica da transi¢cdo dyyy, — dxoy» dos ifons Cu(ll) do complexo Cu-Indo é
observada em Amax 710 nm, tanto para o complexo em solucdo (Figura 6) quanto para o
complexo no estado sélido (Figura 7). No solido, no entanto, a banda ¢ alargada e aparecem

dois ombros, sendo um por volta de 750 nm e outro por volta de 1010 nm.
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O Zn(11) por se tratar de um fon d'°, ou seja, por ser um fon que apresenta a camada
totalmente preenchida, ndo apresenta transicdes d-d como ocorre em ions Cu, na regido
visivel do espectro, o que leva os complexos de zinco a serem geralmente brancos, ou
apresentarem as cores caracteristicas dos ligantes a eles coordenados®. Para os complexos de

Zn(11) com a Hindo, estes apresentaram a coloracdo amarela que é caracteristica da Hindo.

Na Figura 8 sédo apresentados os espectros do farmaco Hlbp e dos complexos Zn-lbp e
Cu-lbp. O espectro eletronico do s6lido Cu-Ibp é mostrado na Figura 9. O espectro eletrdnico
do farmaco Hlbp exibe bandas na regido UV em 252, 258, 264 e 273 nm, sendo que as duas
primeiras aparecem como ombros. O complexo Zn-lbp (Figura 8) apresenta bandas de

absorcéo na regido UV em 252, 258, 264 e 273 nm, caracteristicas do ligante lbp.

124 Hibp 12 Zn-lbp
264
264
09 09
3 3 259 273
§ 258 273 §
§ 064 252 § 064 252
< <
03 03
0 0 T T T 0 0 a T T T
260 280 300 250 275 300
A (nm) A (nm)
12- 250 Cu-lbp 124 700 Cu-lbp
0,9+ 0.9
«0 c
2 3
9 o06- 5 05
2
< 310 <
0,31 03
010 T T T T 010 T T T T T
250 300 350 400 600 700 800 900 1000 1100
A (nm) 2 (nm)

Figura 8 - Espectros eletronicos do farmaco Hlbp (em EtOH) e dos complexos

metalicos Zn-1bp (em EtOH) e Cu-lbp (em EtOH e DMF).
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O espectro eletronico do Cu-lbp (Figura 8) em solucdo de etanol apresenta bandas do
ligante em 250 nm e uma banda em 310 nm. Em solucdo mais concentrada, em DMF, ¢
possivel observar a transi¢cdo d-d dos ions Cu em 700 nm. No espectro eletronico do sélido
Cu-lbp (Figura 9) ¢ verificada a banda larga com Amax €m 660 nm e dois ombros, sendo um

por volta de 750 nm e outro por volta de 1010 nm.
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Figura 9 - Espectro eletrénico do sélido Cu-lbp.

Na Figura 10 sdo apresentados os espectros do farmaco HCeto e na Figura 11 sdo
apresentados os espectros eletrénicos do complexo Cu-Ceto. O espectro eletrénico do sélido

Cu-Ceto é mostrado na Figura 12.
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Figura 10 - Espectros eletrdnicos do farmaco HCeto (em etanol).

O espectro eletronico do farmaco HCeto exibe uma banda de absor¢do em 254 nm, em
solucdo diluida de etanol, e uma série bandas entre 320 e 390 nm, em solucdo concentrada de
etanol. No espectro eletrdnico do Cu-Ceto a banda do ligante aparece em 254 nm. Em solucgéo
mais concentrada, também em etanol, € possivel observar e uma série absor¢ées na regido UV
entre 320 e 390 nm e banda referente a transicdo d-d dos ions Cu em 703 nm. No espectro
eletronico do sélido Cu-Ceto (Figura 12) a banda d-d ¢ observada em Amax €m 678 nm, com

dois ombros, sendo um por volta de 830 nm e outro por volta de 1000 nm.
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Figura 11 - Espectros eletronicos do Cu-Ceto (em etanol).
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Figura 12 — Espectro eletrénico do sélido Cu-Ceto.
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Na Figura 13 séo apresentados os espectros do farmaco H,Melox e do complexo Zn-

Hmelox.
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Figura 13 - Espectros eletrénicos do farmaco Homelox e do complexo Zn-Hmelox

(em DMF).

O espectro eletrénico do farmaco meloxicam (H.melox) apresenta uma banda em ~
376 nm. No espectro eletrénico do complexo Zn-Hmelox, a banda é deslocada para ~ 367 nm.

O deslocamento observado pode ser atribuido a mudancas eletrdnicas ocorridas devido a

complexacdo do metal.
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4.1.2. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho (FTIR)

Para o estudo de complexos de metais de transicdo com ligantes carboxilicos, a
espectroscopia na regido do infravermelho é uma ferramenta poderosa na identificacdo dos
modos vibracionais de estiramento simétricos (vs) e assimétricos (v,) dos ligantes
carboxilatos, além das vibracdes caracteristicas dos grupos organicos. Os fons carboxilato
podem se coordenar a um ion metalico de modo monodentado ou bidentado. Neste Gltimo
caso o ligante pode atuar como quelato, ou como ponte entre unidades dimetéalicas. De um
modo geral, a estrutura do complexo vai depender das propriedades eletronicas e estéricas do
ligante carboxilico. O modo de coordenacdo do carboxilato ao metal pode ser identificado
pelos valores das diferencas entre as frequéncias dos modos vibracionais dos estiramentos

assimétricos (va) e simétricos (vs) dos grupos (-COO") dos ligantes, Avcoo) = [Vacoo) - Vs(coo)

]44,45

Para os complexos de Cu(ll) e Zn(Il) com os farmacos anti-inflamatorios sdo possiveis
dois modos de coordenacdo: tipo quelato bidentado ou tipo ponte, que € caracteristico da
estrutura gaiola. Estudos de complexos de Cu(ll) e Zn(ll) com estruturas cristalinas
conhecidas mostram que as estruturas em gaiola apresentam valores de Avcoo) que se
encontram na faixa de 170 a 220 cm™, enquanto que complexos com —COO" do tipo quelato
apresentam valores de Av(coo)< 130 em A Figura 13 traz a estrutura dos complexos Zn-
Indo_2 (Figura 14 - A) e Zn-Indo_1 (Figura 14 - B), em que 0 composto Zn-Indo_2 é um
tipico exemplo de estrutura gaiola (complexo dinuclear) e 0 composto Zn-Indo_1 € um tipico

exemplo de quelato bidentado (complexo mononuclear).
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Figura 14 - Estrutura dos complexos Zn-Indo_2 (Figura 13 - A) e Zn-Indo_1 (Figura
13- B). Em que L = DMA e L; = MeOH™,

No presente trabalho sdo discutidas as principais bandas que caracterizam os farmacos

e suas coordenacdes aos ions metalicos nos complexos de interesse.

Os espectros vibracionais do farmaco Hindo e dos complexos metalicos Zn-Indo_1,
Zn-Indo_2 e Cu-Indo sdo mostrados na Figura 15, em que estdo assinaladas as principais

bandas de interesse.
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Figura 15 - Espectros vibracionais FTIR da HIndo e dos complexos Zn-Indo_1, Zn-
Indo_2 e Cu-Indo.

No espectro FTIR da HIndo (Figura 15) observa-se uma banda larga e intensa em
aproximadamente 3000 cm™ referente ao modo v(O-H) do grupo COOH. Ainda nessa mesma
regido (3000 a 2500 cm™) encontram-se as bandas dos estiramentos v(C-H). Outras duas
bandas que tém grande relevancia aparecem em 1718 e 1693 cm™, sendo referentes

respectivamente ao estiramento v(C=0) da carbonila e ao v(C=0) do grupo amida.
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Os complexos Zn-Indo_1 e Zn-Indo_2 (Figura 15) apresentam bandas intensas na
regido de 1680 - 1700 cm™, que correspondem ao modo de estiramento v(C=0) do grupo

amida do ligante Indo.

No espectro do complexo Zn-Indo_1, a inexisténcia da banda em 1718 cm™ (v(C=0)
da carbonila) indica auséncia do acido Hindo, enquanto que o surgimento de duas novas
bandas intensas, que podem ser atribuidas aos modos vibracionais de estiramento assimétrico
(va) (1437 cm™) e simétrico (vs) (1402 cm™) do grupo COO", mostram que ocorreu a
coordenacdo dos ligantes ao metal por meio dos grupos carboxilato. O Av, que € igual a 35

cm™ sugere coordenacdo do ligante como quelato®*®

. A presenca de uma banda em
aproximadamente 3380 cm™, que pode ser atribuida a0 modo v(O-H) evidencia a presenca do

metanol na estrutura do complexo®.

No espectro do complexo FTIR dos complexos Zn-Indo_2 e Cu-Indo (Figura 15), a
auséncia de bandas em 3000 cm™ (v(O-H)) e 1716 cm™ (v(C=0)) do &cido carboxilico e o
surgimento de duas novas bandas intensas que podem ser atribuidas aos modos vibracionais
de estiramento assimétrico (v,) € simétrico (vs) do grupo COO™ mostram que ocorreu a
coordenacao dos ligantes ao metal por meio dos grupos carboxilato. Para o complexo Zn-
Indo_2, os modos de v, e vs do grupo COO™ foram atribuidos as bandas em 1595 e 1403 cm™,
respectivamente, sendo o valor de Av igual a 192 cm™. J4 para o complexo Cu-Indo, os
modos de v, e vs do grupo COO" foram atribuidos as bandas em 1620 e 1404 cm?,
respectivamente, sendo o valor de Av igual a 216 cm™. Estes valores sugerem a formacéo de

complexos com estrutura do tipo gaiola®*®.

Os espectros FTIR do Hlbp e dos complexos Zn-1bp e Cu-lbp sdo mostrados na Figura

16. Sendo o ibuprofeno um 4&cido carboxilico, as suas principais bandas sdo as
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correspondentes ao modo de estiramento da carbonila (v(C=0)) em 1720 cm™, as dos modos
vibracionais v(C-H) e v(O-H), ambos na regido de 3000 cm™; ¢ a dos modos &(C-H) que
aparecem abaixo de 1000 cm™. Ao comparar o espectro FTIR do ligante livre, HIbp, com o0s
dos respectivos complexos metalicos, Zn-lbp e Cu-lbp, é possivel observar algumas

importantes alteracdes.

Nos espectros dos complexos Zn-Ibp e Cu-Ibp, também se notam a auséncia da banda
em 1720 cm™ e o surgimento de duas novas bandas intensas que podem ser atribuidas, aos
modos vibracionais de estiramentos assimétricos (v,) e simétricos (vs) do grupo COO™ do
ligante ibuprofenato. Para o Zn-lbp, estas bandas aparecem em 1549 (v,) e 1416 cm™ (vy), e
para 0 Cu-lbp em 1587 (v,) e 1408 cm™ (vs). O valor de Av para os complexos Zn-1bp e Cu-
Ibp séo respectivamente 133 e 179 cm™, indicando a formacéo de complexos com estrutura
gaiola. Para o complexo Zn-lIbp, a presenca de uma banda larga que se estende de 3000 a
3500 cm™, confirma a presenca de moléculas de agua e metanol (v(O-H)), o que esta de

acordo com a composi¢do ou férmula proposta [Zn,(1bp)s]-2MeOH-H,0.
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Figura 16 - Espectros vibracionais FTIR do farmaco Hlbp e dos complexos Zn-lbp e
Cu-lbp.

O espectro vibracional do farmaco HCeto € mostrado na Figura 17 e o do complexo

Cu-Ceto na Figura 18.
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Figura 17 - Espectro vibracional FTIR do farmaco cetoprofeno (HCeto).

No espectro FTIR do farmaco HCeto observa-se uma banda larga e intensa em ~ 3000
cm’ referente ao modo v(O-H) do grupo COOH. Na regido de 3000 a 2500 cm™ encontram-
se as bandas dos estiramentos v(C-H). As bandas em 1697 e 1655 cm™ pode ser atribuidas

aos modos de estiramento v(C=0) da carbonila e v(C=0) do grupo cetona, respectivamente.

No espectro do complexo Cu-Ceto, observa-se a auséncia da banda em 1697 cm™ e o
surgimento de duas novas bandas intensas que podem ser atribuidas aos modos vibracionais
de estiramento assimétrico (va) (1607 cm™) e simétrico (vs) (1408 cm™) do grupo COO™ do
ligante cetoprofenato. O valor de Av para o complexo Cu-Ceto é 199 cm™, indicando a
formagéo de complexo com estrutura gaiola. A presenca de uma banda larga e intensa que se

estende de aproximadamente 3270 a 3700 cm™, confirma a presenca de moléculas de agua
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(v(O-H)), o que estd de acordo com a composicdo e formula proposta para o complexo:

[Cuz(Cet0)4(H20),].
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Figura 18 - Espectro vibracional FTIR do complexo Cu-Ceto.

O espectro do HNapx (Figura 19) apresenta uma banda intensa em 1728 cm™ referente
ao modo de estiramento v(C=0) da carbonila, e em 1265 e 1030 cm™ é observado o par de
bandas caracteristico do modo v(C-O) do grupo éster presente na farmaco em questdo. Ao
redor de 3000 cm™ sdo observadas as bandas referentes aos modos de estiramentos v(C-H) e
v(O-H), e as bandas relativas aos modos de deformagdes 6(C-H) sdo observadas abaixo de
1000 cm™. Com a formagdo do complexo Cu-Napx é verificada a auséncia da banda de
estiramento da carbonila do HNapx, em 1728 cm™, e o surgimento de duas novas bandas, em

1620 e 1408 cm™, que podem ser atribuidas aos estiramentos assimétricos (vs) e simétricos
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(vs) do grupo COQO" dos ligantes naproxenato, respectivamente. O valor de Av destas bandas é
igual a 208 cm™ sugerindo que ocorreu a formacio do complexo do tipo gaiola. Uma nova
banda observada em 960 cm™ pode ser atribuida a0 modo de estiramento v(S=0) do ligante
DMSO coordenado aos ions Cu(ll) via atomo de oxigénio, indicando que ocorreu a
coordenacdo de moléculas de DMSO nas posi¢cdes axiais do complexo. As frequéncias
observadas no espectro FTIR do Cu-Napx estdo de acordo com os resultados previamente

reportados na literatura, e sdo coerentes com a formula proposta [Cuz(Napx)s(DMSO),],

indicando que foi obtido o complexo de interesse™®.
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Figura 19 - Espectros vibracionais FTIR do HNapx e do Cu-Napx.

Os espectros vibracionais do farmaco meloxicam (H.melox) e do complexo Zn-

Hmelox sdo mostrados na Figura 20, onde estdo assinaladas as principais bandas de interesse.

Quando se compara o espectro do ligante livre (Homelox) com o espectro do
respectivo complexo metélico é possivel verificar algumas mudangas nos valores de

frequéncias. Primeiramente, no espectro do complexo Zn-Hmelox, a auséncia da banda
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intensa em 3292 cm™, que é atribuida ao estiramento da ligagdo Ne-H do farmaco
meloxicam, comprova a formacdo da ligacdo de hidrogénio intramolecular O H-N na
estrutura do complexo (Esquema 1). A banda em 1616 cm™ no espectro do complexo de zinco
pode ser atribuida ao modo de estiramento vC=0, do grupo amida. O deslocamento da banda
da carbonila para uma frequéncia mais baixa em relacdo & do farmaco H,melox (1620 cm™)
fornece evidéncia de que a coordenagdo do Hmelox™ ocorre através do O. O deslocamento
de frequéncia pode ser atribuido a delocalizacdo eletronica apos a complexacdo do farmaco

(Hzmelox) ao ion metalico (Zn(11)).
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Figura 20 - Espectros vibracionais FTIR do farmaco meloxicam (H,melox) e do
complexo metélico Zn-Hmelox.
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4.1.3. Analise Térmica (TG/DTG/DSC)

Nas ultimas décadas, as técnicas termoanaliticas adquiriram importancia crescente em
todas as areas de conhecimento na quimica basica e aplicada. Em diferentes areas da ciéncia
aplicada, pesquisadores e técnicos especializados, de diferentes segmentos do setor produtivo,
tém recorrido aos métodos termoanaliticos para desenvolver estudos relacionados a: (i)
estabilidade térmica de materiais, (ii) caracterizacdo de materiais, (iii) mecanismos e cinética
de decomposicdo térmica, visando a definir a vida atil de produtos, (iv) otimizacdo das
condicdes de sintese de novos materiais, (v) determinacdo do grau de pureza ou composicao

de algumas misturas, (vi) desenvolvimento de métodos termoanaliticos de analise etc*.

Na area de farmacos e medicamentos sdo técnicas muito adequadas para a
caracterizacdo de farmacos sélidos e excipientes; determinacdo da pureza de uma dada
espécie por DSC a partir da avaliacdo da endotermia de fusdo; caracterizacdo de polimorfos
em farmacos empregando a associacdo das técnicas de TG/DTG e DSC; estudos da
estabilidade térmica de produtos farmacéuticos por TG/DTG aplicando métodos cinéticos
isotérmicos e/ou ndo isotérmicos (dinamicos); estudos de pré-formulacdo visando a obtencdo
de informacdo acerca das caracteristicas fisicas ou interagdes quimicas entre o ingrediente

ativo e os excipientes; determinacéo de umidade etc*’.

As curvas TG, DTG e DSC para os farmacos Hindo, Hlbp, HCeto, Hnapx, H,melox, e
para os complexos Zn-Indo_1, Zn-Indo_2, Cu-Indo, Zn-1bp, Cu-Ibp, Cu-Ceto, Cu-Napx e Zn-
Hmelox foram obtidas com o objetivo de se conhecer a estabilidade térmica e o processo de
termodecomposicao destes compostos, verificar as formulas moleculares propostas através de
calculos em relacdo as perdas de massa experimentais e ainda observar as transi¢des fisicas

e/ou quimicas ocorridas no processo de decomposicao termica.
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As analises foram feitas em atmosfera de ar sintético, com uma razéo de aquecimento

de 10 °C min™ de 25 a 1000 °C, ou de 25 a 850 °C. Utilizou-se cadinho de alumina.

4.1.4.1. Farmaco Hindo e os Complexos Zn-Indo_1, Zn-Indo_2 e Cu-Indo

As curvas TG e DTG para a HIndo (Figura 21) mostram que o composto perde
aproximadamente 100% de massa em duas principais etapas. A principal perda de massa
ocorre na primeira etapa (57%) entre 180 e 360 °C, com pico na curva DTG em 292 °C. A

massa restante decompde-se entre 360 e 670 °C, com um pico na curva DTG em 463 °C.

A curva DSC em atmosfera de ar sintético mostra um processo endotérmico no
intervalo de temperatura de 148 - 172 °C com pico em 160 °C e entalpia igual a 69,85 J g™.
Este processo ocorre sem perda de massa, podendo-se assim associa-lo ao processo de fusao
do farmaco. O processo seguinte, de termodecomposi¢cdo do Hindo ocorre na faixa de 172 -

725 °C, e é exotérmico, com a maior liberagdo de energia ocorrendo entre 400 e 600 °C.
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Figura 21 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
farmaco Hindo (atmosfera de ar sintético).
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As curvas TG e DTG para o complexo Zn-Indo_1 (Figura 22) monstram que 0
composto perde aproximadamente 93% de massa em quatro principais etapas. A principal
perda de massa (36%) ocorre entre 189 e 378 °C, com pico DTG em 319 °C. A massa
restante sofre decomposicdo em duas etapas posteriores, entre 378 e 668 °C. A perda de massa
total (experimental 93%), é coerente (calculado 91%) com a total decomposicao dos ligantes
organicos (2 ligantes Indo e 2 moléculas de metanol) e com a formacéo de 1 mol de éxido de
zinco (ZnO) como residuo. O resultado de perda de massa experimental para 0 Zn-Indo_1

estd coerente com a formula proposta, [Zn(Indo),(MeOH)].

A curva DSC do complexo Zn-Indo_1 mostra um processo endotérmico no intervalo
de temperatura de 73 - 189 °C, com pico em 139 °C e entalpia de 102,7 J g*. Este processo
ocorre com perda de massa de 4,8 %, podendo ser atribuido a perda dos ligantes metanol. O
processo de termodecomposicdo do complexo Zn-Indo_1 no intervalo de temperatura de 252 -

668 °C é exotérmico.
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Figura 22 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
complexo Zn-Indo_1 (atmosfera de ar sintético).
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As curvas TG e DTG para o complexo Zn-Indo_2 (Figura 23) mostram que, no
intervalo de temperaturas investigado (até 850 °C) o composto perde aproximadamente 71%
de massa em trés principais etapas, com picos na curva DTG entre 25 e 236 ( ~ 13%) e entre
236 e 773 °C (58%). A primeira etapa de perda de massa, 3,36%, com pico DTG em 95 °C
pode ser associada a perda das moléculas de agua e de DMA néo coordenadas (calculado =
3,2%). A curva DSC mostra um evento endotérmico com pico em ~ 99 °C e entalpia de 46,53
J g™ para esta etapa. No intervalo de temperaturas de ~ 120 a 240 °C, ocorre uma perda de
massa de 9,3%. Este valor é muito proximo do calculado (9,7%) para a perda dois 2 ligantes

DMA.

A perda de massa total calculada (91%) considerando-se a formacao de 2 mol de éxido
de zinco (ZnO) seria maior, mas ndo foi possivel confirmar a formacdo desse residuo pelos
calculos uma vez que a massa ainda ndo havia se estabilizado na temperatura em que a analise

foi interrompida.

DTG /(%min)
TG % DSC Armima)
=3.36 % L exo i

- e /\—\/\/—/—”’—’% ta [0
0
a0
+ [ [

30

T

1 465319

50

40

335.6 °C

30 o

100 200 300 400 500 500 700 500
Temperature /°C

Figura 23 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

complexo Zn-Indo_2 (atmosfera de ar sintético).
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As curvas TG e DTG para o complexo Cu-Indo (Figura 24) mostram pelo menos 5
etapas distintas A primeira etapa que ocorre com pico DTG em 126 °C corresponde a 13,7%
de perda de massa, valor proximo do calculado (14%) para a perda das moléculas de DMF e
de agua ndo-coodernadas e também dos dois ligantes DMF coordenados ao cobre(ll). Em
seqguida, ocorrem 4 etapas principais, resultando num total de perda de massa de
aproximadamente 91% para o complexo, que é coerente com a total decomposicdo dos
ligantes organicos e formacdo de 2 mol de 6xido de cobre (CuO) de acordo com a férmula

proposta, [Cuz(Indo)s(DMF);]-DMF-2H,0.

A curva DSC no intervalo de temperatura de 108 - 144 °C mostra que a perda das
moléculas de DMF e agua constituintes do complexo Cu-Indo é um processo endotérmico,

que ocorre com pico em 127 °C e entalpia de 39,6 J g ™.
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Figura 24 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

complexo Cu-Indo (atmosfera de ar sintético).
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4.1.4.2. Farmaco Hlbp e os Complexos Zn-1bp e Cu-lbp

As curvas TG e DTG (Figura 25) para o ibuprofeno demonstram que o farmaco perde
aproximadamente 100% de massa em uma Unica etapa, entre 113 e 315 °C, com pico DTG em

223 °C.

Pela andlise do perfil calorimétrico do farmaco Hlbp em atmosfera de ar sintético,
verifica-se inicialmente uma transi¢éo endotérmica que ocorre no intervalo de temperatura de
64 - 90 °C, com pico DSC em 74 °C e entalpia de 74,8 J g™*. Este processo ocorre sem perda
de massa, podendo-se assim associa-lo a fusdo do farmaco. A etapa Unica de
termodecomposicdo do HIlbp € associada a um processo endotérmico no intervalo de

temperatura de 160 - 236 °C e pico DTG em 222,2 °C, com entalpia de 321,2 J g™.
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Figura 25 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
farmaco ibuprofeno (Hlbp) (atmosfera de ar sintético)..

A Figura 26 traz as curvas TG e DTG para o complexo Zn-lbp. E possivel observar

que ha pelo menos trés etapas de perda de massa distintas.
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A primeira etapa de perda de massa (7,3%) que ocorre com pico DTG em 79 °C, pode
ser atribuida a perda das moléculas de MeOH e agua ndo-coordenadas (calculado = 7,9%). A
decomposicdo dos ligantes Ibp ocorre entre 347 e 551 °C em duas etapas principais, com
picos na curva DTG em 324 e 432 °C. A perda de massa total (86%) é coerente com o valor
calculado (84%) para a decomposicdo dos ligantes organicos e formacao de 2 mols de 6xido

de zinco (ZnO) e esta de acordo com a férmula proposta, [Zn,(lbp)s]-2MeOH-H,0.

O perfil calorimétrico do Zn-Ibp no intervalo de temperatura de 50 - 105 °C mostra
que o processo de saida das moléculas de metanol e agua é endotérmico, com pico em 84 °C e
entalpia de 145,8 J g*. O processo de termodecomposicdo dos ligantes é um evento altamente

exotérmico.
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Figura 26 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

complexo Zn-1bp (atmosfera de ar sintético).
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As curvas TG e DTG do complexo Cu-lbp (Figura 27) evidencia pelo menos 2 etapas
de perda de massa distintas. A perda de massa total (83%) é coerente com a total
decomposicéo dos ligantes organicos e com a formacéo de 2 mols de 6xido de cobre (CuO)
(calculado 84%) O resultado de perda de massa experimental para o complexo Cu-lbp esta
coerente com a formula proposta, [Cuz(lbp)s]. Ao analisar o perfil calorimétrico do complexo
Cu-lbp, verifica-se que a primeira e principal etapa de perda de massa é acompanhada por um
evento endotérmico que ocorre entre 240 e 295 °C. Ja a segunda etapa de perda de massa

acontece junto a um processo altamente exotérmico que ocorre entre 295 e 350 °C.
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Figura 27- Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

complexo Cu-lbp (atmosfera de ar sintético).
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4.1.4.3. Farmaco HCeto e 0 Complexo Cu-Ceto

As curvas TG e DTG (Figura 28) para o cetoprofeno demonstram que o farmaco perde
aproximadamente 99% de sua massa em uma Unica etapa, entre 165 e 590 °C, com pico na

curva DTG em 284 °C.
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Figura 28 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
farmaco Hceto (atmosfera de ar sintético).

A analise do perfil calorimétrico do farmaco HCeto (Figura 28) mostra que ocorre
inicialmente uma transi¢cdo endotermica no intervalo de temperatura de 80 - 110 °C, com pico
em 95 °C e entalpia de 75,33 J g*. Este processo ocorre sem perda de massa, podendo-se
assim associa-lo ao processo de fusdo do farmaco. A etapa unica de termodecomposi¢édo do
farmaco HCeto € caracterizada por um processo constituido por dois principais eventos
exotérmicos no intervalo de temperatura de 250 - 595 °C com picos em 288 °C e 492 °C e

entalpias de - 181,5J g™ e - 1.963,0 J g* respectivamente.
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As curvas TG e DTG do complexo Cu-Ceto (Figura 29) mostra 2 etapas principais de
perda de massa. A perda de massa total (77%) € proxima do valor calculado (87%)
considerando-se total decomposicdo dos ligantes organicos e com a formacao de 2 mols de
oxido de cobre (CuO). A diferenca observada pode ser em razdo de a massa ainda nao ter se
estabilizado até a temperatura registrada. O resultado de perda de massa experimental para o

complexo Cu-Ceto esta coerente com a formula proposta, [Cu,(Ceto)4(H20)2].
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Figura 29 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

complexo Cu-Ceto (atmosfera de ar sintético).

A curva DSC do complexo Cu-Ceto mostra verifica-se inicialmente um evento
endotérmico que ocorre no intervalo de temperatura de 35 - 110 °C e com pico em 71 °C com
entalpia de 12,94 J g™*. Este processo ocorre com perda de massa, sendo assim associado ao

processo endotérmico de perda das moléculas de dgua constituintes do complexo Cu-Ceto.
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4.1.4.4. Farmaco Homelox e o Complexo Zn-Hmelox

As curvas TG e DTG para o Homelox (Figura 30) mostram que o farmaco perde
aproximadamente 75% de sua massa em uma Unica etapa, entre 225 e 442 °C, com pico na

curva DTG em 266 °C.
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Figura 30 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

farmaco Homelox (atmosfera de ar sintético).

N&o ha& nenhuma transi¢cdo endotérmica sem perda de massa que possa ser associada a
fusdo. A principal etapa de termodecomposicdo do H,melox envolve dois processos
endotérmicos no intervalo de temperatura de 240 - 300 °C com picos em 259 °C e 273 °C e

uma entalpia total de 160 J g™.

Ao examinar as curvas TG e DTG para o complexo Zn-Hmelox (Figura 31) observa-
se que ha pelo menos trés etapas de perda de massa. A primeira perda (8,75%) € coerente

com a perda de 2 moléculas de H,O (calculado = 8,58%). A perda de massa total (73%) é
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mais baixa do que o valor calculado (90%) para a total decomposicdo dos ligantes organicos e
formacéo de 1 mol de 6xido de zinco (ZnO), o que pode ser atribuido ao fato de a massa néo

ter se estabilizado ate a temperatura investigada (850 °C).

A curva DSC do complexo Zn-Hmelox (Figura 31) mostra um evento endotérmico
no intervalo de temperatura de 55 - 155 °C com pico em 134 °C e entalpia de 174,1 J g, que
pode ser associado a perda das moléculas de agua. Ainda pela curva de DSC, pode-se notar
um evento exotérmico que acompanha a segunda etapa de perda de massa, ocorre no intervalo

de temperatura de 250 - 290 °C com pico em 266 °C com entalpia de 60,66 J ™.
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Figura 31 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
complexo Zn-Hmelox.
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4.2. Determinacdo da massa molar viscosimétrica média (M,) das quitosanas de
alta massa molar (QTAPM), de média massa molar (QTMPM) e baixa massa molar

(QTBPM)

A viscosidade é uma medida de resisténcia de um liquido a deformacédo sob tensdo de
cisalhamento. Descreve a resisténcia interna de um liquido ao fluxo e € uma medida de
friccdo fluida. Os polimeros aumentam a viscosidade de um liquido em que estdo dissolvidos,
porque possuem cadeias muito longas. Este aumento é devido ao fluxo das macromoléculas
junto com o solvente. O valor do aumento na viscosidade depende do tamanho e da forma do
polimero. Na solucdo, os polimeros ou biomoléculas existem como particulas pseudo-
ordenadas, permitindo que se movam através da solucdo e permanecendo ainda
aproximadamente esféricas. A esfericidade de uma molécula depende da estrutura da prépria

molécula bem como do solvente em que é dissolvida®.

A viscosimetria, embora seja um método ndo absoluto, € um dos processos mais
utilizados para a determinacéo da massa molar de polimeros em solugfes diluidas. Nao exige
uma aparelhagem muito complexa e de custo elevado. As medidas séo feitas com base nos
tempos de escoamento do solvente e das solucbes diluidas do polimero, utilizando-se um
viscosimetro®’. A viscosidade de uma solucdo de polieletrélito pode ser descrita como funcéo
de sua viscosidade intrinseca e de sua concentracdo se ndo ocorrerem interacdes entre as

macromoléculas (sistema diluido). Neste caso, a equacdo de Huggins (2) pode ser usada™.
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nsp=[M] + Kn [n]° C )
C

Sendo: 75 é a viscosidade especifica; #5,/C é a viscosidade reduzida (mL g™); /4] € a
viscosidade intrinseca (mL g?); Ky é a constante de Huggins e C é a concentracdo® da
solugdo (g mL™). Dessa forma, o termo que é linear com a concentracdo é a viscosidade

intrinseca /5/; o termo quadrético inclui o coeficiente de Huggins Ky 32,

A massa molar viscosimétrica média, M,, foi determinada através da Equacdo de

Mark-Houwink-Sakurada (3).

[n]= KM/ (3)

Em que, "K” e “a” sdo as constantes para um dado sistema soluto-solvente a uma
determinada temperatura. Para o sistema utilizado aqui, os valores considerados foram: K =
0,076 e a = 0,76. Para quitosana, esses coeficientes sdo influenciados pelo grau de

desacetilacdo, o pH e a forca iénica do solvente™.

Nesse ensaio, foram determinadas as massas molares viscosimetricas médias (M,) das
trés quitosanas de massas molares diferentes (QTAPM, QTMPM e QTBPM). Os dados e 0s

calculos da M, para cada quitosana sdo apresentados a seguir.
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4.2.1. Quitosana de baixa massa molar (QTBPM)

Os tempos de escoamento do solvente e das solucBes diluidas de QTBPM bem como
os valores de viscosidade intrinseca (nsp) e de viscosidade reduzida (ns,/C) para cada solugéo
de QTBPM sdo mostrados na Tabela 9. Os valores de viscosidade intrinseca (nsp) foram
calculados pela formula ns, = (t-to)/to, em que t € o tempo de escoamento da solugdo de
QTBPM e ty € 0 tempo de escoamento da solucdo tampéo utilizada no preparo da solugédo de

quitosana em questao.

Tabela 9 - Valores dos tempos de escoamento para as solugdes diluidas de QTBPM e

valores de ngp, Nsp/C das solugdes poliméricas.

Solugdo/ C (g mL™) Tempo de Nsp Nsp/C
Escoamento (s)

Solucdo de QT/ 5,0 x 10 * g/mL* 287 0,1526 305,2
Solugéo de QT/ 1,0 x 107 * * 345 0,3424 3424
Solucdo de QT/ 1,5 x 107 * g/mL* 396 0,5904 393,6
Solugéo de QT/ 2,0 x 107 * g/mL* 470 0,8876 443,8
Solucéo de QT/ 2,5 x 107 * g/mL* 546 1,1928 4771
Solucéo de QT/ 3,0 x 103 * g/mL* 625 1,5100 503,3
Solugéo Tampéo 1 249 _ _
Solucéo Tampéo 2 257 _ _

* solugdo de QTBPM no Tampao 1.
** solugdo de QTBPM no Tampéo 2.
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A Figura 32 mostra a curva de viscosidade reduzida (ns/C) em fungdo da
concentracdo da solucdo de QTBPM. A viscosidade intrinseca, [n], foi determinada pela
extrapolacéo dos dados de viscosidade a diluicdo infinita, de acordo com a Equacédo 2. A reta
obtida apresenta excelente coeficiente de correlacao entre os pontos experimentais (r > 0,9). A
partir do grafico da Figura 32 obteve-se o valor da [n], uma vez que o coeficiente linear do
grafico é a prépria viscosidade intrinseca cujo valor é 266 mL g™. A partir deste valor de [n],
calculou-se a massa molar viscosimétrica média (M,) da QTBPM, através da Equacdo de
Mark-Houwink-Sakurada (3). O valor da massa molar viscosimétrica media (M,) da QTBPM

obtido foi 4,6 x 10* g mol™.
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Figura 32 - Curva de viscosidade reduzida (ns,/C) em funcdo da concentracdo (C) das

amostras de quitosana de baixa massa molar (QTBPM).
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4.2.2. Quitosana de média massa molar (QTMPM)

Os tempos de escoamento do solvente e das solucdes diluidas de QTBPM bem como
os valores de viscosidade intrinseca (nsp) e de viscosidade reduzida (ns,/C) para cada solugéo
de QTMPM sdo mostrados na Tabela 10. Os valores de viscosidade intrinseca (nsp) foram

calculados pela formula ns, = (t-t)/to.

Tabela 10 - Valores dos tempos de escoamento para as solucGes diluidas de QTMPM

e valores de ngp, Nsp/C das solugdes poliméricas.

Solugdo/ C (g mL™) Tempo de Nsp Nsp/C
Escoamento (s)

Solugdo de QT/9,0 x 10™ 649 0,9489 1054,3

Solucéo de QT/ 1,2 x 107 782 1,3483 1123,6

Solucéo de QT/ 1,5 x 107 978 1,9369 1291,3

Solucéo de QT/ 1,8 x 107 1190 2,5736 1429,8

Solucéo de QT/ 2,1 x 107 1430 3,2943 1568,7

Solucdo Tampéo 333
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A Figura 33 mostra a curva de viscosidade reduzida (ns/C) em fungdo da

concentracdo da solucdo de QTMPM. A viscosidade intrinseca, [n], foi determinada pela

extrapolacéo dos dados de viscosidade a diluicdo infinita, de acordo com a Equacéo 2. A reta

obtida apresenta excelente coeficiente de correlacao entre os pontos experimentais (r > 0,9). A

partir do grafico da Figura 33 obteve-se o valor de [n] = 626 mL g*. A massa molar

viscosimétrica média (M,) calculada para a QTMPM foi 14,2 x 10* g mol™.
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Figura 33 - Curva de viscosidade reduzida (ns,/C) em funcdo da concentracdo (C) das

amostras de quitosana de média massa molar (QTMPM).
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4.2.3. Quitosana de alta massa molar (QTAPM)

Os tempos de escoamento do solvente e das solucdes diluidas de QTBPM bem como
os valores de viscosidade intrinseca (nsp) e de viscosidade reduzida (ns,/C) para cada solugéo

de QTMPM sdo mostrados na Tabela 11. Os valores de viscosidade intrinseca (nsp) foram

determinados pela seguinte formula ns, = (t-to)/to.

Tabela 11 - Valores dos tempos de escoamento para as solucfes diluidas de QTMPM

e valores de ngp, Nsp/C das solugdes poliméricas.

Solugdo/ C (g mL™) Tempo de Nsp Nsp/C
Escoamento (s)

Solucéo de QT/ 9,0 x 10 * g/mL* 723 1,3248 1471,9
Solucéo de QT/ 2 x 103 * 898 1,8875 1572,9
Solucéo de QT/ 5 x 1073 * * g/mL** 1197 2,5946 1729,7
Solugédo de QT/ 1,8 x 1073 * g/mL* 1413 3,5434 1968,6
Solugédo de QT/ 2,1 x 107 * g/mL* 1647 4,2958 2045,6
Solugdo Tampéo 1 311 _ _
Solucdo Tampéo 2 333

* solugdo de QTAPM no Tampéo 1.
** solugdo de QTAPM no Tampéo 2.
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A Figura 34 mostra a curva de viscosidade reduzida (ns,/C) em funcdo da
concentracdo da solucdo de QTAPM. A viscosidade intrinseca, [n], foi determinada pela
extrapolacéo dos dados de viscosidade a diluicdo infinita, de acordo com a Equacdo 2. A reta
obtida apresenta excelente coeficiente de correlacao entre os pontos experimentais (r > 0,9). A
partir do grafico da Figura 34 obteve-se o valor de [n] = 986 mL g'. A massa molar

viscosimétrica média (M,) calculada para a QTMPM foi 25,8 x 10* g mol™.
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Figura 34 - Curva de viscosidade reduzida (ns/C) em fungéo da concentragéo (C) das

amostras de quitosana de alta massa molar (QTAPM).
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4.3. Determinacdo do grau médio de desacetilacdo (GMD) das quitosanas de alta

e baixa massa molecular (QTAPM e QTBPM)

O grau médio de desacetilacdo (GMD) mede o percentual de grupos amino disponiveis
nas cadeias da quitosana e € um dos principais parametros que afetam as propriedades de
adsorcdo. Grandes diferencas sdo observadas nas propriedades de interacdo metalquitosana,
para 0 mesmo metal, utilizando-se quitosanas com diferentes GMD. Esta propriedade afeta
também o grau de cristalinidade e de hidrofobicidade, devido as mudancgas nas interacGes
hidrofobicas. Diferentes técnicas tém sido utilizadas para medir o GMD, tais como
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) ou de carbono
(RMN *3C), espectroscopia UV-Visivel ou Infravermelho, titulagdo potenciométrica, analise
elementar, dicroismo circular etc. Entretanto, a escolha do método parece ser dependente da
conveniéncia da analise e frequentemente as diferentes técnicas apresentam resultados
distintos. Varios estudos mostram que ndo é o nimero total de grupos amino o responsavel
pelas propriedades de adsorcdo, mas sim o percentual de grupos amino disponiveis. Esta
acessibilidade é controlada principalmente pelo grau de cristalinidade e pelas propriedades de

difusdo™.

As Figuras 35 e 36 mostram as curvas de titulacdo potenciométrica e sua derivada
primeira para a quitosana de baixa massa molecular (QTBPM) em duplicata. E possivel,
através das inflexGes destas curvas, determinar Vi e V; (volumes de NaOH empregados para
neutralizar o excesso de HCI e a amostra de quitosana protonada, respectivamente) e,
utilizando a Equacdo 1, determinar a percentagem dos grupos amino presentes na quitosana.
Pode-se observar que a QTBPM apresentou um grau de desacetilacdo médio de 79%, estando
dentro da faixa fornecida pela Sigma-Aldrich de 75 - 85%. J& pelas curvas de titulagdo

potenciometrica apresentadas nas Figuras 37 e 38 calculou-se da mesma forma que para a
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QTBPM (Figura 35 e 36) o grau de desacetilacdo médio para a QTAPM, que foi de 73%,

também estando muito proximo ao valor fornecido pela Sigma-Aldrich (75%).
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Figura 35 - Curvas de titulacdo potenciométrica e sua derivada primeira para a

quitosana de baixa massa molecular (QTBPM) - amostra 1.
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Figura 36 - Curvas de titulacdo potenciométrica e sua derivada primeira para a

quitosana de baixa massa molecular (QTBPM) - amostra 2.
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Figura 37 - Curvas de titulacdo potenciométrica e sua derivada primeira para a
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108

50
300 4 QTAPM - amostra 2 ~
_
T €
200 -0 >
E
~ %NH, =724 | c
£ 100 - ]
— --50 2
8 O
2 o o
) ()
2 --100 £
-100 5
(]
©
-200 L 150 5
----- v g
-300 o ----- mvmL™ o
T T T T T T T T T T -200 a

0 10 20 30 40 50

Volume NaOH 0,1 mol L™ (mL)
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quitosana de alta massa molecular (QTAPM) - amostra 1.
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4.4. Estudo das interacdes dos farmacos Hlbp e HCeto e dos complexos Cu-Ceto e
Zn-lbp com esferas de QTAPM obtidas pela técnica de coacervacdo - Ensaios de

Adsorcao 1

As esferas de quitosana de alta massa molar (QTAPM) foram preparadas de acordo

com procedimentos descritos na literatura®2627:28.2951,52

, pelo método de separacdo de fases,
via coacervacdo simples. Segundo este método a formacdo das esferas resulta de um
fendmeno de superficie e ocorre devido a interacdo entre a solucdo polimérica (solucéo de

quitosana) e um meio coagulante (solucdo de NaOH 2 mol L™) o qual induz a separacdo de

fases, precipitando a membrana polimérica.

As esferas de quitosana apresentaram-se com estrutura quase esférica, com superficie
aparentemente uniforme a olho nu, tamanho aproximado de 3 mm e coloragédo branco-
amarelada. Ap6s o processo de reticulagdo as esferas foram armazenadas em erlenmeyers

fechados e com &gua deionizada.

Essas esferas foram entdo usadas para estudo da interagdo com os farmacos e 0s
complexos. Ao final do experimento em que as esferas de QTAPM/0,1%GA foram mantidas
em contato com as soluces dos compostos, verificou-se que as esferas apresentaram cores
diferentes para cada caso. As que estavam em contato com as solucdes de Hlbp e HCeto
apresentaram-se com cor bege muito clara. J& as que estiveram em contato com as solucdes
dos complexos Zn-Ibp e Cu-Ceto apresentaram cores branca e azul, respectivamente. Outro
fato relevante é que as esferas que estiveram em contato com as solugbes dos complexos
metalicos ficaram visivelmente menores, o que pdde ser examinado pela diminuicdo da altura
inicial demarcada no frasco de vidro transparente que as esferas ocupavam durante 0 ensaio

de adsorcao.
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Apols a secagem em estufa, as esferas apresentaram ganho de dureza, reducdo de
tamanho (< 1 mm) e coloragdes diferentes. As cores e as massas das esferas de quitosana

obtidas apds a secagem na estufa estao relacionadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Massas e cores das esferas apos ensaio de adsorcéo seguido de secagem

em estufa a 40 °C por 7 h.

Material Massa () Cor
QTAPM/0,1%GA _vazia 0,0684 Bege
QTAPM/0,1%GA_Hlbp 0,2615 Caramelo claro
QTAPM/0,1%GA_HCeto 0,1920 Caramelo claro

QTAPM/0,1%GA_Zn-lbp 0,2728 Bege claro
QTAPM/0,1%GA_Cu-Ceto 0,1724 Azul

Os cinco materiais obtidos foram investigados por meio de analise elementar (ICP-
AES), DRX, FTIR e analise térmica (TG. DTG e DSC). A anélise de ICP-AES indicou 1,3%
de Cu no material QTAPM/0,1%GA Cu-Ceto e 18% de Zn para o material

QTAPM/0,1%GA_Zn-Ibp.

A Figura 39 traz os difratogramas para 0s materiais obtidos neste ensaio de adsorgé&o.
O difratograma do material QTAPM/0,1%GA vazia (Figura 39 (A)) apresenta um pico
intenso em 26 ~ 20° outro picos pouco intenso em ~ 10° Este difratograma é muito
semelhante ao apresentado pela QTAPM®™. Os difratogramas dos materiais (Figuras 39 e 40)
apresentam semelhancgas com o difratograma do material QT _vazia (Figura 39 (A)). Para os

difratogramas destes materiais observa-se que ocorre uma perda de cristalinidade, sendo que o
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pico principal encontrado no difratograma do material QT _vazia sofre um alargamento. O
pico novo em 20 ~ 4° que aparece no difratograma do QTAPM/0,1%GA_Zn-lbp pode ser
associado ao pico intenso observado no difratograma do complexo Zn-Ibp (Figura 39), que o
solido cristalino ou parte dele em sua forma cristalina esta interagindo com a quitosana. No
caso do material QTAPM/0,1%GA HIbp aparece um pico novo em 20 ~ 3° que ndo estava
presente no difratograma do Hlbp, mas este pico ndo pode ser explicado com base apenas nos

dados aqui obtidos.

Diferentemente para os materiais QTAPM/0,1%GA _ Hceto e QTAPM/0,1%GA_Cu-
Ceto, ndo se observaram novos picos adicionais o que indica que 0s compostos ndo estao

interagindo com a quitosana em sua forma cristalina.

E preciso lembrar, no entanto, que em raz&o da menor solubilidade, as quantidades de
Hlbp e Zn-lbp usadas no experimento foram maiores do que as quantidades de HCeto e Cu-
Ceto, 0 que pode ter contribuido para favorecer a presenca do material cristalino nos

primeiros casos.
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Figura 39 - Difratogramas dos materiais QTAPM/0,1%GA vazia (A), Hlbp (B),
QTAPM/0,1%GA_Hlbp (C), Zn-1bp (D) e QTAPM/0,1%GA_Zn-Ibp (E).
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Figura 40 - Difratogramas dos materiais QTAPM/0,1%GA vazia (A), HCeto (B),
QTAPM/0,1%GA_HCeto (C), Cu-Ceto (D) e QTAPM/0,1%GA_Cu-Ceto (E).

Os espectros FTIR para 0os materiais sdo mostrados na Figura 41.
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O espectro FTIR do material QTAPM/0,1%GA vazia (Figura 41 (B)), € muito
semelhante ao espectro da QTAPM (Figura 41 (A)) e também de outros espectros de
quitosanas reportados na literatura®. Na regido de 2310 a 3840 cm™ sdo encontradas as
bandas referentes aos modos de estiramentos v(OH), v(NH) e v(CH). Observam-se ainda a
banda v(C=0) de amida em 1663 cm™; deformacdo angular de N-H em 1600 cm™;
estiramento v(CN) de amida em ~ 1429 cm™; deformacéo angular simétrica de CH; em 1381
cm™ e bandas de estruturas polissacaridicas na regiéo entre 920 a 1230 cm™. O deslocamento
observado na frequéncia da banda de v(OH) sobreposta & banda de v(N-H), em 3508 cm™,
pode ser atribuido a interacdo com o crosslinker glutaraldeido (GA), na qual os grupos —NHs,

-OH e -NHCOCHj; da QT interagem com os grupos aldeidos do GA®">",

Os espectros dos materiais com os farmacos Hlbp e HCeto (Figuras 41 (C) e (E))
apresentam perfis muito semelhantes entre si e com o das microesferas reticuladas
(QTAPM/0,1%GA vazia). Nota-se o deslocamentos de algumas bandas nos dois espectros
(QTAPM/0,1%GA _HIlbp e QTAPM/0,1%GA HCeto), 0 que sugere possiveis interacdes
desses farmacos com a QT. Tais farmacos sendo acidos carboxilicos possuem uma banda
caracteristica muito intensa referente ao estiramento v(C=0) da carbonila em torno de 1700
cm™. Esta banda ndo é observada nos espectros das Figuras 41 (C) e (E), dando indicios de
que os farmacos podem estar interagindo em sua forma desprotonada com as microesferas de

quitosana.

Para entender o tipo de interagdo que se estabeleceu entre os complexos metélicos
(Zn-Ibp e Cu-Ceto) e as microesferas de QT reticuladas é preciso fazer uma analise minuciosa
dos espectros dos materiais QTAPM/0,1%GA Zn-lbop e QTAPM/0,1%GA_Cu-Ceto. E
importante lembrar que diferentemente dos materiais QTAPM/0,1%GA HIlbp e

QTAPM/0,1%GA_HCeto os materiais QTAPM/0,1%GA_Zn-lbp e QTAPM/0,1%GA_Cu-
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Ceto apresentam em sua estrutura metais e estes podem estabelecer interagcdes especiais com a
quitosana. Observa-se que as bandas relativas aos modos v(C=0) (amida) e v(N-H) sofrem
deslocamentos consideraveis nos espectros dos materiais QTAPM/0,1%GA_Zn-lbp (1622
cm™e 1597 cm™) e QTAPM/0,1%GA_Cu-Ceto (1655 cm™ e 1578 cm™) em comparagdo com
o espectro da QTAPM/0,1%GA _vazia (1663 cm™ e 1600 cm™. Estes deslocamentos e o fato
dos espectros desses apresentarem bandas mais finas sdo coerentes com estudos relatados na
literatura que explicam a interacdo entre a quitosana e fons de Cu(l1)*®. Outra evidéncia que
indica a interagdo dos complexos com as microesferas de QT sdo os deslocamentos das
bandas de estiramento do CH3 do grupo acetil (-NHCOCHS;3). No espectro da Figura 41 (B)
(QT _vazia), observa-se que tal banda se encontra em 1381 cm™ sendo que nos espectros das

Figuras 41 (D) e (F) se localiza respectivamente em 1385 e 1387 cm™ ®.

As curvas TG, DTG e DSC dos materiais, mostradas na Figura 42, tem perfis
semelhantes, mas algumas diferencas nos valores de temperaturas e porcentagens de perdas de
massa indicam que diferentes materiais foram formados. A primeira etapa de perda de massa
refere-se & perda de moléculas de solvente, sendo que os materiais contendo os farmacos e 0s
complexos apresentam perda de solvente em temperaturas mais baixas do que as microesferas

vazias.
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Figura 42 - Curvas TG (linha verde), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul):
QTAPM/0,1%GA vazia (A), QTAPM/0,1%GA_Hibp (B), QTAPM/0,1%GA HCeto (C),
QTAPM/0,1%GA_Zn-lbp (D) e QTAPM/0,1%GA_Cu-Ceto (E).

A principal etapa de perda de massa ocorre no intervalo de temperatura de 160-550 °C
e pode ser atribuida & decomposicdo das ligagdes cruzadas do polimero e das unidades de

glucosamina®. Os materiais perdem aproximadamente 67% de massa.
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O espectro do solido QT_Cu-Ceto (Figura 43) mostra a presenca de uma banda larga,
com méaximo em 700 nm, que pode ser atribuida a transicdo d-d do cobre(ll). Evidenciando

desta forma a presenca do referido metal no material QT_Cu-CetO.
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Figura 43 - Espectro eletronico do solido QTAPM/0,1%GA_Cu-Ceto.

4.5. Estudo das interagdes dos farmacos Hlbp e HCeto e dos complexos Zn-lbp,
Cu-lbp e Cu-Ceto com esferas de QTAPM obtidas pela técnica de coacervacgdo - Ensaio

de adsorcao 2

Neste ensaio as microesferas de QT foram reticuladas com 0,1%, 0,5% e 1,0% GA.
Repetiram-se alguns procedimentos com a reticulacdo 0,1% GA porque as microesferas
obtidas no ensaio 1 haviam se degradado antes se finalizar todos os estudos. As esferas
obtidas no final do ensaio de adsorcdo apresentaram cores diferentes para cada caso: bege
claro para Hlbp e Hceto, azul para Cu-lbp e Cu-Ceto e branca para Zn-lbp. As microesferas

que estiveram em contato com as solucdes dos complexos metalicos ficaram visivelmente
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menores, 0 que pode ser examinado pela diminuicdo da altura inicial demarcada no frasco de

vidro transparente que as esferas ocupavam durante 0 ensaio de adsorcdo. As cores e as

massas das microesferas obtidas apds a secagem na estufa estao relacionadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Massas e cores das microesferas no ensaio de adsorcao 2.

Material

QTAPM/0,1 %GA vazia
QTAPM/0,5 %GA vazia
QTAPM/1,0%GA _vazia
QTAPM/0,1 %GA_Hlbp
QTAPM/0,5 %GA_Hlbp
QTAPM/1,0%GA_Hlbp
QTAPM/0,1 %GA_Cu-Ibp
QTAPM/0,5 %GA_Cu-Ibp
QTAPM/1,0%GA_Cu-lbp
QTAPM/0,1 %GA _Zn-lbp
QTAPM/0,5 %GA _Zn-lbp
QTAPM/1,0%GA_Zn-lbp
QTAPM/0,1 %GA_HCeto
QTAPM/0,5 %GA_HCeto
QTAPM/1,0%GA_HCeto
QTAPM/0,1 %GA_Cu-Ceto
QTAPM/0,5 %GA_Cu-Ceto

QTAPM/1,0%GA_Cu-Ceto

Massa (g)

0,2918
0,2936
0,3065
0,3289
0,3290
0,2918
0,2912
0,3057
0,3313
0,3531
0,3304
0,3103
0,3183
0,3477
0,3804
0,3434
0,3347

0,3642

Cor

Bege
Bege-esverdeado
Bege-esverdeado escuro
Caramelo claro
Caramelo

Caramelo escuro
Azul
Azul-esverdeado
Verde-musgo escuro
Bege claro

Bege

Bege escuro
Caramelo claro
Caramelo

Caramelo escuro
Azul
Azul-esverdeado

Verde escuro
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Os resultados obtidos por ICP-AES (Tabela 14) mostram que as quantidades de metal
incorporadas nos materiais para cada complexo ndo apresentam dependéncia significativa

com o grau de reticulacéo da quitosana com o crosslinker glutaraldeido.

Tabela 14 - Resultados de ICP-AES (Zn e Cu) para os materiais QTAPM/0,1 %GA
_Zn-lbp, QTAPM/0,5 %GA _Zn-lbp, QTAPM/1,0%GA _Zn-lbp, QTAPM/0,1 %GA _Cu-
Ibp, QTAPM/0,5 %GA _Cu-lbp, QTAPM/1,0%GA _Cu-lbp, QTAPM/0,1 %GA _Cu-Ceto,
QTAPM/0,5 %GA Cu-Ceto e QTAPM/1,0%GA _Cu-Ceto.

Material %
QTAPM/0,1 %GA _Zn-lbp 1,81
QTAPM/0,5 %GA _Zn-lbp 1,77
QTAPM/1,0%GA _Zn-lbp 1,93
QTAPM/0,1 %GA _Cu-lbp 0,76
QTAPM/0,5 %GA _Cu-Ilbp 0,75
QTAPM/1,0%GA _Cu-lbp 0,66

QTAPM/0,1 %GA _Cu-Ceto 1,71
QTAPM/0,5 %GA _Cu-Ceto 1,51
QTAPM/1,0%GA _Cu-Ceto 1,78

Os espectros dos materiais contendo os complexos de cobre (Figura 44) mostram a
presenca de uma banda larga, com maximo em torno de 700 nm, que pode ser atribuida a
transicdo d-d do cobre(ll). Esta banda apresenta dois componentes e no caso do material com

Cu-lbp observa-se mais claramente uma intensificagdo do primeiro componente em relagdo
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aos segundo para as microesferas com graus de reticulacdes 0,5% e 1,0% GA, o que indica

que a reticulacdo deve estar afetando o0 ambiente de coordenacgdo do Cu(ll).

Absorbancia

— QTAPM/ 0,1 % GA_Cu-lbp —— QTAPM/ 0,1 % GA_Cu-Ceto
— QTAPM/ 0,5 % GA_Cu-lbp 27 —— QTAPM/ 0,5 % GA_Cu-Ceto
——QTAPM/ 1,0 A_Cu-lbp —— QTAPM/ 1,0 % GA_Cu-Ceto

2,7

24
24

Absorbancia

2,1
21

T T T T T T r T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 400 600 800 1000 1200 1400
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 44 - Espectros eletrdnicos dos materiais QTAPM/0,1%GA Cu-lbp,
QTAPM/0,5%GA_Cu-lbp, QTAPM/1,0%GA_Cu-lbp, QTAPM/0,1%GA_Cu-Ceto,
QTAPM/0,5%GA_Cu-Ceto e QTAPM/1,0%GA_Cu-Ceto.

Os difratogramas das quitosanas reticuladas (Figura 45) mostram um alargamento do
pico em 20 = 20 com o aumento do grau de reticulacéo, sendo o material com reticulacéo
1,0% GA o de menor cristalinidade. Durante 0 maceramento para o preparo das amostras foi
verificada uma maior dureza para as microesferas de maior grau de reticulacdo, o que esta de
acordo com o esperado devido & aproximagcao e interligacdo das cadeias poliméricas com uma

maior concentracéo de glutaraldeido®®.
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Figura 45 - Difratogramas dos materiais QTAPM (A), QTAPM/0,1%GA vazia (B),
QTAPM/0,5%GA vazia (C), QTAPM/1,0%GA _vazia (D).

Os difratogramas dos materiais contendo Hlbp e HCeto (Figura 46) tem perfis muito
semelhantes entre si e sdo também muito parecidos com os difratogramas das correspondentes
microesferas vazias. N&do s@o observados picos que poderiam ser dos compostos cristalinos

Hlbp e Hceto indicando que nédo se tratam de misturas fisicas.
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Figura 46 - Difratogramas dos materiais QTAPM/0,1%GA HIlbp (A),

QTAPM/0,5%GA_HIbp (B), QTAPM/1,0%GA_HIbp (C), QTAPM/0,1%GA HCeto (D),
QTAPM/0,5%GA_HCeto (E) e QTAPM/1,0%GA_HCeto (F).

Os difratogramas dos materiais contendo os complexos Zn-lbp, Cu-lbp e Cu-Ceto
(Figura 47) também sdo muito semelhantes aos difratogramas das correspondentes
microesferas vazias. Também ndo aparecem picos que poderiam ser dos complexos cristalinos

Zn-lbp, Cu-lbp e Cu-Ceto indicando que nédo se tratam de misturas fisicas.
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Figura 47 - Difratogramas dos materiais QTAPM/0,1%GA Zn-lbp (A),
QTAPM/0,5%GA_Zn-lbp (B), QTAPM/1,0%GA_Zn-lbp (C), QTAPM/0,1%GA_Cu-lbp
(D), QTAPM/0,5%GA_Cu-Ilbp (E) e QTAPM/1,0%GA _Cu-lbp (F), QTAPM/0,1%GA_Cu-
Ceto (G), QTAPM/0,5%GA_Cu-Ceto (H) e QTAPM/1,0%GA_Cu-Ceto (1).

A Figura 48 mostra o espectro FTIR do material QTAPM/0,1%GA_Cu-lbp, que pode
ser comparado aos espectros apresentados na Figura 41 para as microesferas vazias e 0s
correspondentes materiais contendo Hlbp e Zn-lbp e Cu-lbp. A banda relativa ao modo
v(C=0) (amida) sofreu deslocamento para menor nimero de onda (1647 cm™) quando

comparada com o espectro da QTAPM/0,1%GA_vazia (1663 cm™).
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Figura 48 - Espectro vibracional FTIR do material QTAPM/0,1%GA_Cu-lbp.

4.6. Determinacéo das curvas de adsorcdo do complexo Cu-Napx em esferas de

QTAPM obtidas pela técnica de coacervacao

As curvas de adsorcdo do complexo Cu-Napx foram investigadas para o0s
experimentos realizados com esferas de QTAPM de graus de reticulacdo 0,1% e 1,0% GA. As
trés fotos apresentadas na Figura 47 ilustram o ensaio realizado, onde nota-se que em solucdes
menos concentradas de Cu-Napx (ordem crescente de concentracdo das solucdes da esquerda
para a direita na Figura 49 - A, B e C) a adsorcéo do complexo se deu mais rapidamente. J& na
Figura 48 - B capturada no quinto dia do ensaio, pode-se observar que o fim da turvacdo das
solucBes se d& a medida que o complexo foi sendo adsorvido pelas esferas de QT. A Figura
49 - C é uma foto obtida no décimo e Gltimo dia do ensaio, em que se verifica que todas as

solugdes ficaram incolores e as esferas de QT azuis.
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Figura 47 - Fotos registradas durante o ensaio de obtencdo das curvas de adsorcédo
para o complexo Cu-Napx com esferas de QTAPM: segundo dia (A); quinto dia (B) e décimo
dia (C).

Os resultados de ICP-AES apresentados na Tabela 15 mostram que a QT adsorveu
quase todo o cobre presente no sistema no inicio do ensaio. Ainda é possivel verificar que 0s
valores encontrados (% Cu) para 0s cinco Gltimos materiais de cada grupo de esferas
reticuladas (0,1 e 1,0% GA) indicaram valores de % de Cu muito préximos do que indica a
saturacdo da matriz polimérica, ou seja, trata-se da quantidade maxima de Cu que ela

consegue adsorver nas condi¢des experimentais utilizadas.
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Tabela 15 - Resultados de ICP-AES para os materiais obtidos no ensaio de obtengéo
das curvas de adsor¢do para o complexo metélico Cu-Napx.

Material Material
% Cu % Cu
QTAPM/0,1%GA_CuNapx QTAPM/1,0%GA_CuNapx
1 0,22 1 0,26
2 0,29 2 0,30
3 0,44 3 0,49
4 5,27 4 0,73
5 9,29 5 0,73
6 1,07 6 0,91
7 1,30 7 1,30
8 1,66 8 1,26
9 1,71 9 1,68
10 1,94 10 1,53
11 2,20 11 1,59
12 2,42 12 1,99
13 2,48 13 2,59
14 1,80 14 2,56
15 3,15 15 2,72
16 3,25 16 3,16
17 3,38 17 3,00
18 3,65 18 3,22
19 4,29 19 3,99
20 4,77 20 4,17
21 4,53 21 3,99
22 4,54 22 5,34
23 5,27 23 4,79
24 5,45 24 4,54
25 5,01 25 4,81
26 5,10 26 5,18

N
~

5,57

N
~
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O difratograma do material QTAPM/1,0%GA vazia (Figura 49) apresenta um Gnico
pico intenso ao redor de 20 = 20° e é muito semelhante ao reportado na literatura®*:">*
conforme ja discutido. Os difratogramas dos materiais isolados das amostras 21
(QTAPM/0,1%GA_CuNapx_21 e QTAPM/1,0%GA CuNapx_21) sdo semelhantes ao do
material QTAPM/1,0%GA vazia, mas observa-se que ocorre perda de cristalinidade, sendo
que o pico principal sofre um alargamento. Também nota-se o aparecimento de dois picos
novos em 20 = 6,7° e 26 = 10,8°. O pico novo em 26 = 10,8° pode ser atribuido & quitosana.
O pico em 26 = 6,7° é um pico que é proximo dos picos que aparecem também nos
difratogramas do farmaco HNapx (6,7°) e do Cu-Napx (5,7°) (Figura 48), mas é dificil afirmar

se este pico poderia indicar a presenca de um destes compostos no estado cristalino, ou se €

um pico do novo material, 0 que é mais provavel.

6000 20=6,7 HNapx Cu-Napx
6000 |

& 4500 — 20=57
=3 & 4500
5 g
2 2
S 3000 S
D B 3000
3 8
€ IS

] J U . W\W

0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
20 (graus) 20 (graus)

Figura 48 - Difratogramas do farmaco naproxeno (HNapx) e do complexo Cu-Napx.
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Figura 49 - Difratogramas dos materiais QTAPM/1,0%GA vazia,

QTAPM/0,1%GA_CuNapx_21 e QTAPM/1,0%GA_CuNapx_21.

Existem quatro principais possibilidades para a interagdo do complexo com a QT: a) o
Cu-Napx foi adsorvido na QT sem perder sua estrutura original (gaiola); b) o Cu-Napx perdeu
apenas seus ligantes axiais (DMSO) mantendo sua estrutura central com quatro Napxs; ¢) 0
Cu-Napx quebrou e o Cu se ligou aos grupos —NH, da QT e o Napx interagiu separadamente
com a QT; d) apenas uma parte do Cu-Napx teve sua estrutura original quebrada, desta forma
a QT estabeleceu interacdes com a parte do complexo que nédo perdeu sua estrutura gaiola e

também com atomos livres de Cu(ll) e com o HNapx.



130

Para tentar elucidar essa interacdo, foram registrados os espectros de EPR do
complexo Cu-Napx e dos materiais QTAPM/0,1%GA_CuNapx 21 e QTAPM/1,0%
GA_CuNapx_21. O espectro EPR do complexo Cu-Napx (Figura 50) apresenta um sinal
largo na regido 4500 — 5000 G, em virtude do estado de spin tripleto do complexo dinuclear,
um pequeno sinal por volta de 3300 G atribuido a impurezas do complexo monuclear e ainda
um sinal pouco intenso em 500 G também caracteristico de complexos dinucleares®. Os
materiais com QT ndo apresentam o0s sinais caracteristicos de complexos dinucleares, mas
apenas o sinal intenso por volta de 3300 G tipico de monucleares®. Este resultado prope que
o complexo Cu-Napx ndo interagiu com toda a sua inteireza estrutural com a matriz
polimérica tendo se quebrado para dar origem a varias novas espécies gque interagiram com a

QT. Dentre essas novas espécies, pode estar o Cu, 0 HNapx e talvez fragmentos do Cu-Napx.

Cu-Napx J’/ mQT_0,1% GA_21
2 2
[+ 4 [+4
o o
i} w
(] (]
; > Sinal do
£ Sinal do E mondémero
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Figura 50 - Espectros EPR obtidos a temperatura ambiente para Cu-Napx e para 0s materiais
QTAPM/0,1%GA_21 e QTAPM/1,0%GA _21.
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As imagens de MEV (Figuras 51 e 52) mostram que a forma das particulas do material
obtido nédo é perfeitamente esférica, apresentando formatos ovais e/ou bastante irregulares.

100pm WD 8.1mm LEI 50kV X15,000 1pm WD 7.3mm

50KV  X40,000 100nm WD 7.4mm

Figura 51 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) para o
material QTAPM/0,1%GA _21.
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th,.yT WD 8.1mm

5.0kV X50,000 100nm WD 7.6mm

Figura 52 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) para o
material QTAPM/1,0%GA _21.

Os graficos de mol Cu / 100g QT em funcdo da concentracdo de Cu- Napx,
construidos com base na analise de cobre (resultados de ICP-AES — Tabela 15) e, mostrados
na Figura 53, indicam que ambos o0s materiais apresentam capacidades similares para

adsorcéo de cobre.
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Figura 53 - Curvas de adsorgéo para as esferas de quitosana de alta massa molecular

reticuladas com glutaraldeido em dois graus diferentes de reticulacéo: 0,1% GA e 1,0% GA.

Analisou-se por HPLC (deteccdo em A = 254 nm) algumas das solugdes sobrenadantes

dos ensaios de adsor¢do com a finalidade de quantificar o naproxeno. Os resultados
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apresentados na Tabela 16 indicam a presenca de naproxeno nestas solucgdes. Verifica-se que
a porcentagem de farmaco detectada no sobrenadante diminui com o aumento da
concentracdo inicial do complexo Cu-Napx usada nos experimentos. Os valores de %
naproxeno sao maiores para as amostras menos concentradas (1 e 4, no caso da reticulacéo
0,1% GA; e 1,4 e 7, no caso da reticulacdo 1,0% GA) e depois de certa concentragdo variam
muito pouco, ficando abaixo de 10%. Este resultado indica que o naproxeno que ficou na
solucdo sobrenadante e ndo interagiu com a quitosana pode ser proveniente de um equilibrio
de dissociacdo do complexo, uma vez que a dissociacdo do ligante seria favorecida em

solucdes mais diluidas.

Estes resultados ddo evidéncias de que tanto o cobre quando o naproxeno foram
incorporados a matriz. A perda da estrutura gaiola do Cu-Napx foi comprovada anteriormente
pela analise dos espectros EPR das microesferas de QT_CuNapx secas. Entdo, existem as
possibilidades de a incorporacéo ter ocorrido na forma de espécies monomeéricas de Cu-Napx
ou individualmente, ou seja, o cobre interagiu diretamente se ligando a quitosana e o

naproxeno foi incorporado separadamente.
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Tabela 16 - Concentracbes do farmaco naproxeno (HNapx) detectadas por HPLC em
algumas das solugdes sobrenadantes do ensaio de curvas de adsor¢do e porcentagens

calculadas em relacéo as solugdes iniciais.

Reticulag&o / % HNapx Reticulac&o / % Hnapx
[HNapx] ‘que nao [HNapx] gue nao
(mg mL™) interagiu (mg mL™) interagiu com
com QT QT
Amostra 0,1% GA 1,0% GA
1 0,09958 27,0 0,07816 31,8
4 0,18769 19,0 0,23509 19,0
7 0,30536 10,6 0,33616 14,8
11 0,46177 9,9 0,41847 9,9
15 0,53116 8,0 0,50544 8,7
18 0,77325 8,8 0,72985 8,3

4.7. Ensaio de liberagéo a partir do material QTAPM/0,1%GA_Cu-Napx_27

Ensaios foram realizados para monitorar a liberacdo do farmaco HNapx a partir do
material QTAPM/0,1%GA_Cu-Napx_27 e as curvas de concentragdo de naproxeno
(determinada por HPLC) em funcdo do tempo para trés pHs diferentes (1,2; 6,8 e 9,8) sdo
mostradas na Figura 54. Em pH 1,2, que simula o transito estomacal, ocorre importante
liberacdo de HNapx nas primeiras 7h, com um maximo liberado de ~ 0,03 mg mL™ de Hnapx,

durante o periodo investigado de 12h.
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Em pH 6,8, que simula o trénsito intestinal, o estudo se estendeu também por 12 horas
e nesse intervalo foi observado que se deu uma liberagdo maxima de aproximadamente de
0,025 mg mL™ de HNapx. Finalmente a pH 9,8 (simulando o transito cecal) e também num
intervalo de 12 h, a liberacdo do farmaco HNapx alcangcou uma liberacdo maxima de

aproximadamente 0,075 mg mL™ de Hnapx*..

Os dados de liberacdo do HNapx impregnado nas microesferas durante as 12 h no pH
1,2, confirmam que apesar da pequena permeabilidade das microesferas de quitosana neste
meio, € possivel a liberacdo do farmaco nessas condigdes. O biopolimero é esperado
intumescer em pH acima de 6,3, que é o pKa da quitosana. No pH 6,8 praticamente a metade
dos grupos amino da quitosana estariam protonados, mas apesar disso a concentracdo de
HNapx liberada nédo alcanca niveis mais elevados que os alcangados em pH 1,2. No entanto, a
pH 9,8 todos os grupos carboxilicos apresentam-se ionizados e 0S grupos amino
completamente desprotonados. A grande liberacdo do HNapx neste meio, depende
principalmente da sensibilidade da QT ao pH e também das caracteristicas de intumescimento

deste biopolimero reticulado pelo GA**®,
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Figura 54 - Curvas de liberacdo do HNapx em funcéo do tempo.

4.8. Estudo dos materiais QTBPM_Cu-lbp_sdl, QTBPM/GA_Cu-lbp sdi,

QTBPM/GA_Zn-lbp_sd1 e QTBPM/GA_Zn-Ibp_sd1

Os resultados de ICP-AES indicaram a presenca de 0,60% de metal nos materiais
preparados com os complexos metalicos, QTBPM_Cu-lbp_sd1, QTBPM/GA Cu-Ilbp_sd1,

QTBPM/GA _Zn-lbp_sdl e QTBPM/GA_Zn-lbp_sd1.
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A Figura 55 mostra os difratogra-mas dos materiais QTBPM_vazia sdl,
QTBPM/GA vazia_sdl, QTBPM_Cu-lbp sdl, QTBPM/GA Cu-lbp _sd1, QTBPM_zn-
Ibp sd1 e QTBPM/GA Zn-lbp_sdl. Todos possuem perfis muito semelhantes ao da
quitosana. N&o aparecem picos novos que poderiam ser associados aos dos complexos

cristalinos Cu-Ibp e Zn-1bp.
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Figura 55 - Difratogramas dos materiais QTBPM_Cu-Ilbp_sd1 (A), QTBPM/GA_Cu-
Ibp_sd1 (B), QTBPM_Zn-lbp_sdl (C) e QTBPM/GA_Zn-lbp_sdl (D), QTBPM _vazia_sdl
(E) e QTBPM/GA vazia_sd1 (F).
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O espectro eletronico do solido QTBPM_Cu-lbp_sd1 (Figura 56), mostra uma banda
larga com Anmax €m torno de 700 nm, que pode ser atribuida a transicdo d-d do Cu(ll), dando
evidéncia da presenca do Cu no material obtido. No caso do material QTBPM/GA_Cu-
Ibp_sd1, as bandas do GA podem estar encobrindo a banda d-d do Cu(ll). De fato, observa-se
que a banda em ~ 658 nm referente ao GA esta mais intensa do que no espectro do material

QTBPM/GA vazia_sdl, o que indica haver contribui¢éo da transi¢éo d-d do metal.
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Figura 56 - Espectros eletronicos dos materiais QTBPM vazia sdl,

QTBPM/GA vazia_sdl, QTBPM_Cu-lbp_sd1 e QTBPM/GA_Cu-lbp_sd1l.
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Ao analisar o espectro FTIR do material QTBPM _vazia_sdl (Figura 57), nota-se um
perfil muito parecido aos da QT reportados na literatura®>°. Este apresenta as bandas
caracteristicas da biopolimero QT: v(OH) sobreposto & banda v(N-H) em 3490 cm™;
estiramento v(C=0) de amida em ~ 1651 cm™; deformacéo angular de N-H em ~ 1575 cm™;
estiramento v(CN) de amida por volta de 1414 cm™; deformacéo angular simétrica de CHs em

1383 cm™ e bandas de estruturas polissacaridicas na regi&o de 890 a 1156 cm™.

No espectro do material QTBPM/GA _vazia_sdl observa-se deslocamento da banda
do modo v(OH) sobreposto & banda v(N-H) para 3445 cm™; o estiramento v(C=0) de amida
aparece por volta de 1653 cm™; a banda de deformacdo angular de N-H também se desloca
para ~ 1564 cm™. As outras bandas ndo se deslocam (v(CN), ~ 1409 cm™; deformacéo
angular simétrica de CH3, 1383 cm™ e bandas de estruturas polissacaridicas na regi&o de 920
a 1230 cm™). Os deslocamentos podem ser atribuidos ao processo de reticulacdo com GA que
envolve os grupos —NH;, -OH e -NHCOCH3;. Um forte indicio da interacdo entre a QT e 0
GA é o fato da banda de deformacéo angular de N-H em aproximadamente 1564 cm™ ter se
tornado mais intensa do que no espectro da QT néo reticulada, o que indica a formacgédo do
grupo imina (C=0)*. Ainda como indicio de que a reticulacio ocorreu tem-se o surgimento

do ombro em torno de 1705 cm™ referente ao estiramento do grupo imina.

Os espectros dos materiais QTBPM_Cu-lbp _sdl, QTBPM/GA Cu-lbp_sdl,
QTBPM_Zn-lbp_sd1 e QTBPM/GA_Zn-lbp_sdl (Figura 57) apresentam perfis semelhantes
entre si e também aos dos espectros dos materiais QTBPM vazia sdl e
QTBPM/GA _vazia_sdl. As principais alteragdes sao os deslocamentos das bandas v(C=0) e
N-H em relacdo aos espectros das quitosanas, 0 que sugere possiveis interacGes desses

complexos metalicos com a quitosana.
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Figura 57 - Espectros vibracionais FTIR dos compostos QTBPM vazia sdl,

QTBPM/GA vazia sdl,
Ibp_sd1 e QTBPM/GA_Zn-lbp_sdl.

QTBPM_Cu-lbp_sdl, QTBPM/GA_Cu-lbp_sd1,

QTBPM_Zn-
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Para os materiais QTBPM _vazia_sd1, QTBPM/GA _vazia sd1l, QTBPM_Cu-Ilbp_sd1,
QTBPM/GA _Cu-lbp_sd1, QTBPM_Zn-lbp_sd1 e QTBPM/GA_Zn-lbp_sdl também foram
obtidas imagens (Figura 58) através de microscopia eletrénica de varredura com a finalidade

de analisar as suas morfologias especificas.

Os materiais contendo quitosana ndo reticulada sdo constituidos por particulas
esféricas, com superficies rugosas e acentuadas depressdes. Ja para 0s materiais contendo QT
reticulada as superficies sdo menos rugosas e com menos depressdes. A presenca do agente
reticulante favoreceu, neste caso, a formacdo de microesferas mais lisas e homogéneas o que
nem sempre ocorre, uma vez que 0 excesso de agente reticulante pode propiciar a reducédo

esfericidade das particulas de interesse®’.

A Figura 59 traz algumas microcépsulas parcialmente rompidas (ropturas indicadas
por setas amarelas) que permitem ver nlcleos internos vazios. Tal propriedade morfoldgica
revela que os materiais podem ser entendidos como sistemas de microencapsulamento do tipo
reservatorio®®. Tais microcapsulas parcialmente rompidas comportam outras particulas dentro

de si, como é mostrado de forma elucidativa na Figura 59 (F).
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A # - S -
LEI 5.0kY  X10,000 1um WD 7.3mm 50kY  X10,000 Tum WD 8.0mm

LEI 50KV X10,000 1um WD 7. 9mm LEI 50Kk X10,000 Tum WD 8.0mm

A
e
LEI 50KV X10,000 1um WD 7.4mm 50kv  X10,000 1zm WD 7.1mm

Figura 58 - Imagens obtidas por MEV para os materiais QTBPM _vazia sd1 (A),
QTBPM/GA sd1 (B), QTBPM_Cu-lbp sd1 (C), QTBPM/GA Cu-lbp_sd1 (D),
QTBPM_Zn-1bp_sdl1 (E) e QTBPM/GA_Zn-lbp_sd1 (F).
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LEI 50kvV  X20,000 1um 3 LEI 40KV X20,000 pm WD 59mm

s & -
. - il .
LEI 50kY  X15,000 Tum WD 7.9mm LEI 50KV X14,000 1pm WD 8.0mm

LEI 50kY  X10,000 Tum WD 7.5mm LEI 50KV X15,000 1pm WD 8.0mm

Figura 59 - Imagens obtidas por MEV para os materiais QTBPM_vazia_sd1 (A),
QTBPM/GA _sd1 (B), QTBPM_Cu-lbp_sd1 (C), QTBPM/GA_Cu-lbp_sd1 (D),
QTBPM_Zn-lbp_sdl (E) e QTBPM/GA_Zn-lbp_sdl (F).
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As imagens de MEV dos complexos Cu-lbp e Zn-lbp sdo mostradas respectivamente
nas Figuras 60 e 61. O sélido do complexo Cu-Ibp é constituido por particulas em forma de
bastonetes, 0 que pode estar associado a sua estrutura polimérica, em que as posi¢cdes axiais
de uma gaiola sdo ocupadas pelos atomos de oxigénio de uma gaiola vizinha, formando ponte
do tipo Cu ---- O*. Por outro lado, o sélido de Zn-lbp é constituido por particulas em forma
de placas. Estas morfologias sdo muito diferentes daquelas observadas para os
correspondentes materiais, indicando que estes ultimos ndo sdo misturas fisicas dos

complexos e o biopolimero quitosana.

mode | det 10 um

% SE |TLD| LSI-EPUSP by Adir J. Moreira S D LSI-EPUS

Figura 60 - Imagens obtidas por MEV para o complexo Cu-Ibp.
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/

50k X1500  10um WD 7.5mm SEl 5.0kY  X5,000 I,mn_ WD 2.5mm

Figura 61 - Imagens obtidas por MEV para o complexo Zn-Ibp.

Realizou-se também uma analise da distribuicdo de tamanho destes materiais com 0
auxilio do software Image J® e das imagens de MEV anteriormente mostradas (Figuras 58 e
59) e de outras imagens que ndo estdo expostas no presente trabalho. Levou-se em
consideracdo todas as particulas que compunham as imagens de MEV analisadas. Os

histogramas das distribui¢des de tamanho sdo representados nas Figuras 62, 63 e 64.

Todos os materiais apresentaram uma distribuicdo de tamanho de particulas na faixa
de 0,2 - 0,8 um, o que permite classifica-los como nanomateriais (tamanho de particula < 1
pm). Também € possivel dizer que em todas as secagens ocorreu a geracdo de
microesferas/microparticulas com semelhantes perfis de distribuicdo de tamanho. Essa
semelhanca pode estar associada ao fato de se ter utilizado os mesmos pardmetros durante os

processos de secagens como, por exemplo, temperatura, didmetro do bico de atomizacéo,
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viscosidade da suspensdo de QT, velocidade de aspersdo da suspensédo a ser seca, velocidade

do fluxo de gas de arraste, dentre outros®**.

250 250
QTBPM_vazia_sd1 QTAPM/GA _vazia_sd1

200

Quantidade (unidades)
Quantidade (unidades)

1 2 3 4 5 6 7 8
Tamanho Particula (um) Tamanho da Particula (pm)

Figura 62 - Histogramas da distribuicdo de tamanho dos materiais QTBPM_vazia_sdl
e QTBPM/GA vazia_sdl.
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Tamanho da Particula (um) Tamanho da Particula (um)
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Figura 63 - Histogramas da distribuicdo de tamanho dos materiais QTBPM_Cu-
Ibp_sd1 e QTBPM/GA_Cu-lbp_sd1.
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Figura 64 - Histogramas da distribuicdo de tamanho dos materiais QTBPM_Zn-
Ibp_sd1 e QTBPM/GA _Zn-lbp_sd1.

As Figuras de 65 a 76 mostram as curvas TG/DTG/DSC e os espectros de massa dos
principais fragmentos formados nos processos de degradacdo térmica. O material
QTBPM _vazia_sdl (Figura 65) apresenta uma pequena perda de massa (~ 3,8%) abaixo de
100 °C, que corresponde a saida de parte das moléculas de agua de hidratacdo. A partir desta
temperatura e até 530 °C ocorre perda de massa em 3 etapas principais com picos DTG em
130 °C (18,6% perda de massa), 267 °C (51,0%) e 501 °C (58,0%). Acima desta temperatura,
ocorre mais 27% de perda de massa totalizando uma perda de 99%. Os processos sdo
exotérmicos. A primeira etapa envolve principalmente a saida de fragmentos contendo grupos

-COOH,; a segunda envolve liberagdo de H,O e fragmentos OH", e a terceira CO, (Figura 66).
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DSC (mW/mg)
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Perda de massa (%)

Figura 65 - Curvas TG (linha preta), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

material QTBPM_vazia_sd1.
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Figura 66 - Espectros de massa obtidos dos principais produtos gasosos da

decomposicéo térmica do material QTBPM_vazia_sd1.
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As curvas TG/DTG/DSC do material QTBPM/GA _vazia_sd1 (Figura 67) apresentam
diferencas em relacdo as do material ndo-reticulado. Ocorre uma perda de massa (~ 2,4%) um
pouco menor abaixo de 100 °C, que corresponde a saida de parte das moléculas de agua de
hidratacdo. A partir desta temperatura e até 500 °C ocorre perda de massa em 3 etapas
principais com picos DTG em 135 °C (3,4% perda de massa), 275 °C (14,6%) e 501 °C
(33,2%). Acima desta temperatura, ocorre mais 34,7% de perda de massa totalizando uma
perda de 99,3%. Os dois picos DTG mais intensos, que correspondem a processos
exotérmicos, ocorrem em temperaturas diferentes em comparacdo com o material
QTBPM vazia_sdl. O pico DTG da segunda etapa, que envolve saida de H,O e fragmentos
OH’, ndo é tdo largo e tem maximo em temperatura um pouco maior (275 °C). A terceira
etapa, em que predomina a liberacdo de CO,, ocorre em temperatura um pouco menor. A
presenca do GA, portanto, afeta o processo de degradacdo do material principalmente no que

diz respeito a saida de fragmentos H,O, OH e CO..
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Figura 67 - Curvas TG (linha preta), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
material QTBPM/GA _vazia_sdl.
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Figura 68 — Espectros de massa obtidos dos principais produtos gasosos da

decomposicgdo térmica do material QTBPM/GA _vazia_sdl.
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As curvas TG/DTG/DSC e o0s espectros de massas dos principais produtos gasosos
para QTBPM_Cu-lbp_sd1 e QTBPM/GA_Cu-lbp_sd1 estdo nas Figuras de 69 a 72. Para o
material QTBPM_Cu-Ibp_sd1, ocorre uma perda de massa (~ 3,6%) abaixo de 100 °C (saida
de parte das moléculas de agua de hidratacdo). Entre 100 °C e 500 °C ocorre perda de massa
em 3 etapas principais com picos DTG em 135 °C (18,0%), 275 °C (51,6%) e 450 °C (26,9%).
Acima desta temperatura, ocorre mais ~ 3,0% de perda de massa totalizando uma perda de ~
99%. Vé-se uma alteracdo importante na terceira etapa (saida principal de CO,) que é o pico
DTG em temperatura ~ 50 °C mais baixa do que a observada para 0 QTBPM _vazia_sd1. Ja
para 0 QTBPM/GA_Cu-Ilbp_sd1, ocorre perda de parte das moléculas de agua de hidratacdo
(~ 2,5%) abaixo de 100 °C, seguida de 3 etapas principais com picos DTG em 135 °C

(12,5%), 235 °C (49,0%) e 485 °C (31,9%), totalizando ~ 96% de perda de massa.
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Figura 69 - Curvas TG (linha preta), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
material QTBPM_Cu-lbp_sd1.

450 co 6,00E-010
2,40E-009 2
4,00E-010-
1,60E-009
8.00E-010 288 2,00E-010-
135
0,00E+000 ; , ; ; 0,00E+000 . . , ,
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
9,00E-011
2,00E-009- 140 -COOH
T <
< < 6,00E-011
= 105009 a
= =
g 1,00E-009 C  300E-0114 295 450
5,00E-010-
: : : : 0,00E+000 . . - ;
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)
135 H,CCOOH
2,70E-011 -
1,80E-011
9,00E-012
0,00E+000 . ; : ;
0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)
Figura 70 - Espectros de massa obtidos dos principais produtos gasosos da

decomposicgéo térmica do material QTBPM_Cu-lbp_sd1.
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Figura 71 - Curvas TG (linha preta), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o

material QTBPM/GA_Cu-Ilbp_sd1.
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Figura 72 - Espectros de massa obtidos dos principais produtos gasosos da

decomposicgdo térmica do material QTBPM/GA_Cu-lbp_sd1.
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As curvas TG/ DTG/DSC e os espectros de massas dos principais produtos gasosos
para os materiais QTBPM_Zn-1bp_sd1 e QTBPM/GA_Zn-lbp_sd1 sdo mostrados nas Figuras
de 73 a 76. Para o material QTBPM_Zn-lbp_sd1, ocorre uma perda de massa (~ 3,0%) abaixo
de 100 °C, que corresponde a saida de parte das moléculas de agua de hidratacdo. A partir
desta temperatura e até 500 °C ocorre perda de massa em 3 etapas principais com picos DTG
em 135 °C (17,0%), 245 °C (49,0%) e 485 °C (22,8%). Acima desta temperatura, ocorre mais
~ 2,2% de perda de massa totalizando uma perda de ~ 95%. Ja para QTBPM/GA_Zn-lbp_sd1,
ocorre perda de parte das moléculas de agua de hidratacédo (~ 4,3%) abaixo de 100 °C, seguida
de 3 etapas principais com picos DTG em 137 °C (12,9%), ~ 267 °C (49,0%) e 507 °C

(30,2%), totalizando uma perda de massa de ~ 98%.
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Figura 73 - Curvas TG (linha preta), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
material QTBPM_Zn-lbp_sd1.
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Figura 74 - Espectros de massa obtidos dos principais produtos gasosos da

decomposicdo térmica do material QTBPM_Zn-lbp_sd1.

DSC (mW/mg)

fexo
QTBPM/GA_Zn-lbp_sd1
100 1 510°C it L6
o -0
L4
60
lr7° 2
404 -98,3% -2
137°C ) o
”0. 607°C
507°C
04 -2
267°C ,
200 400 600 800 1000
TG Temperatura DTG

Perda de massa (%)

Figura 75 - Curvas TG (linha preta), DTG (linha vermelha) e DSC (linha azul) para o
material QTBPM/GA_Zn-1bp_sd1.
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Figura 76 - Espectros de massa obtidos dos principais produtos gasosos da

decomposicdo térmica do material QTBPM/GA_Zn-lbp_sd1.

4.9. Estudo dos materiais QT/BPM_Cu-lbp_sd2, QTBPM/GA_Cu-lbp_sd2,

QTBPM_Cu-Indo_sd2 e QTBPM/GA_Cu-Indo_sd?2

Nesses experimentos, buscou-se reduzir tanto a quantidade de acido como o tempo
reacional, em comparacdo aos experimentos anteriores, na tentativa de promover de tentar
encapsular particulas dos metalofarmacos na QT. Os complexos escolhidos foram aqueles
para 0s quais ja existem resultados de atividade biologica (Cu-lbp e Cu-Indo) e tambem se
utilizou o farmaco HIndo, o qual foi requerido para testes bioldgicos efetuados no presente

trabalho.
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A andlise de ICP-AES indicou cerca de 0,5% de metal para todos os materiais. Tais
resultados estdo de acordo com os apresentados no ensaio anterior e também com o esperado,
visto que as proporcles entre quitosana e metalofarmacos foram mantidas praticamente as

mesmas.

A Figura 77, traz os difratogramas dos materiais QTBPM vazia sd2,
QTBPM/GA vazia_sd2, QTBPM_Cu-Ilbp_sd2, QTBPM/GA Cu-lbp sd2 e do
metalofarmaco Cu-lbp. Os difratogramas dos materiais QTBPM vazia sd2 (B) e
QTBPM/GA vazia_sd2 (C) apresentam um unico pico intenso ao redor de 20 = 20°
conforme os ja apresentados anteriormente. Comparando-se os difratogramas dos materiais
QTBPM_Cu-lbp_sd2 (D) e QTBPM/GA_Cu-lbp_sd2 (E) com o do Cu-lbp, verifica-se picos
caracteristicos do Cu-lbp em 26 = 6,5° ¢ 206 = 5,7°, 0 que evidencia o encapsulamento de

particulas do Cu-lbp na QT.

Intensidade (cps)
??

L

2 0 graus,

o

Figura 77 - Difratogramas do Cu-lbp (A), QTBPM vazia sd2 (B),
QTBPM/GA vazia sd2 (C), QTBPM_Cu-lbp_sd2 (D) e QTBPM/GA_Cu-lbp_sd2 (E).
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A Figura 78 apresenta os difratogramas dos novos materiais QTBPM_vazia sd2 (B),
QTBPM/GA vazia_sd2 (C), QTBPM_Cu-Indo_sd2 (D), QTBPM/GA_Cu-Indo_sd2 (E) e do
complexo Cu-Indo. Comparando-se os difratogramas dos materiais QTBPM_Cu-Indo_sd2
(D) e QTBPM/GA_Cu-Indo_sd2 (E) com o do complexo Cu-Indo, verifica-se para o primeiro
a presenca de um pico em 20 = 5,9° que ¢ caracteristicos do Cu-Indo, o que da evidéncias de
encapsulamento de particulas do complexo na QT neste material. No caso do material

reticulado ndo se obeservou este pico.
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Figura 78 - Difratogramas de Cu-Indo (A), QTBPM_vazia sd2 (B),

QTBPM/GA vazia sd2 (C), QTBPM_Cu-Indo_sd2 (D) e QTBPM/GA_Cu-Indo_sd2 (E).
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O difratograma do material QTBPM_HIndo_sd2 ndo apresenta picos do farmaco

Hindo (Figura 79).
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Figura 79 - Difratograma do material QTBPM_HIndo_sd2.

Os espectros eletronicos dos solidos Cu-lbp (A), QTBPM_Cu-lbp _sd2 (B),
QTBPM/GA_Cu-lbp_sd2 (C), Cu-Indo (D), QTBPM_Cu-Indo_sd2 (E) e QTBPM/GA_Cu-
Indo_sd2 (F) (Figura 80), mostram a presenca de uma banda com méximo em torno de 660 -
700 nm que pode ser atribuida a transicdo d-d do Cu(ll), evidenciando a presenca do metal Cu

Nnos materiais.
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Figura 80 - Espectros eletrénicos dos soélidos Cu-lbp (A), QTBPM_Cu-Ibp_2_sd (B),
QTBPM/GA_Cu-Ilbp_sd2 (C), Cu-Indo (D), QTBPM_Cu-Indo_sd (E) e QTBPM/GA_Cu-
Indo_sd2 (F).

As Figuras 81 e 82 trazem as imagens obtidas por MEV para 0s materiais em questao.
Esses sdo constituidos por particulas esféricas, com paredes rugosas e com acentuadas
depressdes. No presente ensaio, a presenca do GA ndo atuou de forma tdo influencidvel na
morfologia dos materiais como nos ensaios anteriores. Isto pode ser devido a menor
proporcdo de GA em relagdo & matriz polimérica a qual ele foi adicionado. Observa-se, no
entanto que os materiais que apresentam em sua constituicdo o Cu-lbp apresentam esferas
menos rugosas do que os materiais sem o complexo. Ja no caso do Cu-Indo e do material
contendo o Hindo, se da uma perda de esfericidade, em que as esferas parecem ter colapsado,

consequentemente ficando com superficies altamente rugosas.
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Figura 81 -
QTBPM_GA _2 sd (B),

QTBPM_Cu-Indo_sd (E) e QTBPM_Cu-Indo_GA sd (F).
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Figura 82 - Imagens MEV do material QTBPM_HIndo_sd2.

A andlise das Figuras 83 e 84 permite verificar perfis de curvas TG, DTG e DSC
muito semelhantes para todos os materiais em questdo e ao mesmo tempo € possivel notar
detalhes impares em cada uma das analises. As curvas TG e DTG demonstram que 0S
materiais perdem aproximadamente 80% de massa em quatro principais etapas. A primeira
etapa de perda de massa refere-se a perda de moléculas de solvente adsorvidas nas
microesferas de QT. A principal etapa de perda de massa ocorre no intervalo de temperatura
entre 160 e 550 °C e refere-se a decomposicdo das ligacbes cruzadas do polimero e das

unidades de glucosamina®>®,
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4.10. Ensaios bioldgicos preliminares de avaliagdo macroscopica da lesdo

intestinal

Sabe-se que o farmaco HIndo pode gerar sérios problemas de efeitos colaterais,
particularmente lesGes ulcerativas sobre o trato gastrointestinal. Estas lesdes geradas durante
um tratamento especifico pode levar em alguns casos a sérios problemas de salde e até
mesmo & morte®. Imagens do intestino dos animais obtidas neste trabalho (Figura 86)

mostram exemplos destas lesGes.

Figura 86 - Lesdes intestinais causadas pelo farmaco Hindo.

O principal objetivo desse ensaio foi fazer um estudo preliminar comparativo da
avaliacdo macroscopica da lesdo intestinal que poderia ser causada pela administracdo oral

dos compostos HIndo, Cu-Indo, e dos materiais QTBPM_vazia_sd2, QTBPM_HIndo_sd2,
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QTBPM_Cu-Indo_sd2 e também das suas respectivas misturas fisicas MF1
(QTBPM vazia sd2 + Hindo) e MF2 (QTBPM vazia sd2 + Cu-Indo), estas Ultimas

simulando as suas respectivas composicoes.

Para tanto, o ensaio foi realizado com animais sujeitos a trés situacdes especificas, em
que grupos diferentes receberam uma Gnica dose num periodo de 24 h, uma Unica dose num
periodo de 48 h e por fim duas doses dos compostos em analise num periodo de 72 h. As
doses administradas dos compostos foram calculadas com base na dose terapéutica
estabelecida para a indometacina livre, ou seja, 7,5 mg Hindo/kg animal®. Sendo a média do
peso dos animais utilizados igual a 250 g, cada animal recebeu aproximadamente 3,4 mg de
indometacina suspensos em solucdo aquosa de carboximetilcelulose 1% (w/w). Os valores sdo

apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Doses dos compostos administradas nos testes in vivo de avaliacdo

macroscopica da lesdo intestinal.

Composto Dose terapéutica | Dose administrac-ia

(mg de composto/kg de animal) = (mg de composto/animal)
Hindo 7,50 1,90
Cu-Indo 8,90 2,25
QTBPM vazia sd2 59,2 14,8
QTBPM_HIndo_sd2 66,1 16,5
QTBPM_Cu-Indo_sd2 82,0 20,5
MF1 66,1 16,5

MF2 82,0 20,5
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Os resultados apresentados na Figura 87 para 0s ensaios de 24 h mostram que o
numero de lesbes causadas pelo complexo Cu-Indo é menor do que o numero de lesdes
geradas pelo farmaco Hindo, o que esta de acordo com dados da literatura™. Os resultados
inéditos obtidos para os materiais QT_HIndo sd2 e QT_Cu-Indo_sd2, mostram que a
administracdo oral destes praticamente ndo provocou o aparecimento de lesdes intestinais nas

condicdes experimentais do atual ensaio.

600+
7]
1]
10
o
s 400
@
L
E » . »
) $ ]
E
> 200+
[ ]
. [ ]
—
uly
0 , » *&' =
& &
B o & o
Nl & o H
o &7
& q
¢ &
Grupos

Figura 87 - Valores individuais do escore macroscopico dos testes in vivo de
avaliacdo macroscopica da lesdo intestinal. Dados obtidos apds 24 h seguidas da

administragcdo dos compostos.
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Foram também realizados ensaios em que 0s animais foram expostos a um tempo
maior de contato, ou seja, 48 h, com os compostos e materiais (Figura 88). Os resultados
mostraram que o numero de lesbes aumentou para todos os compostos estudados exceto para
o farmaco indometacina (HIndo), para o qual o nimero de lesdes se manteve praticamente
igual ao numero apresentado pelos os animais expostos ao tempo de 24 h. Dados de 48 h
ainda ndo haviam sido reportados na literatura para o complexo Cu-Indo e e os resultados se
mostraram surpreendentes uma vez que depois de 48 h o complexo Cu-Indo causa maior

numero de lesdes do que o farmaco Hindo.

Uma possivel explicacdo é que no caso do Cu-Indo e dos materiais
QTBPM_Hindo_sd2 e QTBPM_Cu-Indo_sd2, o farmaco possa estar sendo liberados da
matriz polimérica ficando disponivel no meio fisioldgico a ponto de gerar as lesdes estudadas.
Mas, mesmo assim, € interessante observar que nessas condi¢des (48 h) os materiais contendo
Hindo e Cu-Indo na matriz de quitosana apresentaram uma menor capacidade de gerar lesdes

intestinais.

Ensaios também foram realizados para o material QTBPM_sd2 e constatou-se que 0

mesmo nao gerou lesBes em animais expostos a este material num periodo de 24 e 48 h.

Os ensaios realizados em 72 h (duas doses dos compostos nesse periodo) apresentaram

resultados muito parecidos com os que foram obtidos para o periodo de 48 h.

As misturas fisicas de QT + HIndo e QT + Cu-Indo geraram numeros de lesdes
intestinais iguais aquelas observadas para os animais submetidos a quantidades iguais de
Hindo e Cu-Indo respectivamente. Tal resultado é muito interessante e d4 mais um indicio de
gue os materiais QTBPM_HIndo sd2 e QTBPM_Cu-Indo_sd2 sdo impares, dotados de

caracteristicas proprias e capazes de minimizar os efeitos colaterais do FAINE Hindo.
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Estudos posteriores serdo requeridos para sondar se esses novos materiais
QTBPM_Hindo_sd2 e QTBPM_Cu-Indo_sd2 além de apresentarem reducdo nos efeitos

colaterais também sdo capazes de manter o potencial farmacoldgico, ou seja, a atividade anti-

inflamatoria.
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Figura 88 - Valores individuais do escore macroscopico dos testes in vivo de
avaliacdo macroscopica da lesdo intestinal. Dados obtidos ap6s 48 h seguidas da

administragcdo dos compostos.
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5. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o que foi apresentado, o presente trabalho teve como principal
objetivo o estudo da interacdo de complexos de cobre e de zinco contendo farmacos anti-
inflamatdrios ndo-esterdides (FAINES) (metalofarmacos) com o biopolimero quitosana. Os
estudos foram realizados empregando-se as técnicas de coacervacdo e de secagem via spray-

dryer.

Foram sintetizados cinco complexos metalicos com FAINES ja existentes na literatura
(Zn-Indo_1, Zn-Indo_2, Cu-Indo, Cu-Napx e Cu-lbp) e também desenvolveu-se metodologias
sintéticas para a obtencdo complexos metalicos inéditos: Zn-lbp, Zn-Hmelox e Cu-Ceto. Os
métodos de sintese utilizados levaram a obtencdo de complexos metalicos dinuclares do tipo
gaiola para os seguintes complexos: Cu-Ceto, Cu-Napx, Zn-Indo_2, Cu-Indo, Zn-lbp e Cu-
Ibp. Estes complexos metélicos apresentaram estruturas em que quatro ions carboxilatos
derivados dos farmacos atuam como ligantes de ponte unindo dois ions Zn(ll) ou dois ions
Cu(Il). Os complexos Zn-Indo_1 e Zn-Hmelox formaram estruturas mononucleares, com 0s

carboxilatos coordenados em modo quelato.

Estudou-se a interacdo dos compostos Hlbp, HCeto, Zn-lbp, Cu-lbp, Cu-Ceto e Cu-
Napx com microesferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido, elaboradas pela técnica
de coacervacdo. De acordo com o que era esperado, a coacervagdo mostrou-se simples,
rapida, eficiente e também com baixo custo. Os materiais inéditos obtidos por tal técnica
foram parcialmente caracterizados, sendo que o0s resultados provenientes destas
caracterizagbes ja foram suficientes para evidenciarem o existéncia de interagbes com a

quitosana sob as condigOes experimentais utilizadas.
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Para o complexo metélico Cu-Napx foram realizados estudos mais detalhados, com o
intuito de averiguar possiveis interacdes estabelecidas entre 0 metalofarmaco em questéo e a
quitosana reticulada com glutaraldeido. Com base nas curvas de adsor¢cdo, um dos materiais
foi selecionado para realizar estudos de liberacdo. Nestes estudos verificou-se que a interacdo
com o biopolimero ndo se dd com o complexo em sua forma dinuclear. Mas é importante
ressaltar que tanto o cobre quanto o farmaco naproxeno sao incorporados a matriz polimérica

e o material resultante é capaz de liberar o naproxeno de forma gradual em diferentes pHs.

Também foi possivel o desenvolvimento de uma metodologia para o encapsulamento
via spray-drying dos metalofarmacos Cu-lbp e Cu-Indo e também do farmaco Hindo
utilizando como matriz polimérica a quitosana. Os materiais gerados a partir dessa nova
metodologia foram devidamente caracterizados e também testados em ensaios de avaliacdo
macroscopica da lesdo intestinal. Os materiais obtidos pela técnica de spray-drying
apresentaram melhoras no ambito da reducdo das lesGes intestinais. Estudos futuros serdo
necessarios para a averiguacdo da manutencdo da atividade farmacoldgica dos compostos

encapsulados (HIndo, Cu-Indo e Cu-lbp) na matriz polimérixa (QT).



174

5. BIBLIOGRAFIA

1 J. E. Weder, C. T. Dillon, T. W. Hambley, B. J. Kennedy, P. A. Lay, J. R. Biffin, H. L.
Regtop, N. M. Davies, Copper Complexes of Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs: an

Opportunity yet to be Realized, Coord. Chem. Rev., 2002, 232, 95-126.

2 M. Lazzaroni, G. B. Porro, Gastrointestinal Side-effects of Traditional Non-steroidal Anti-
inflammatory Drugs and New Formulations, Aliment. Pharmacol. Ther., 2004, 20 (Suppl. 2)

48-58.

3 M. R. Griffin, J. M. Sheiman, Am. J. Med., 2001, 110(1A), 33S.

* G. Tamasi, F. Serinelli, M. Consumi, A. Magnani, M. Casolaro, R. Cini, Release Studies
from Smart Hydrogels as Carriers for Piroxicam and Copper(I1)-Oxicam Complexes as Anti-
Inflammatory and Anti-Cancer Drugs. X-Ray Structures of New Copper(ll)-Piroxicam and —

Isoxicam Complex Molecules, J. Inorg. Biochem., 2008, 102, 1862-1873.

> G. Ribeiro, Sintese e Caracterizacdo de Complexos Contendo Nucleos Dimetélicos de
Ruténio e Ligantes Dicarboxilatos, Dissertacdo de Mestrado, Instituto de Quimica da

Universidade de Sdo Paulo, 2001.

® 7. Guo and P. J. Sadler, Metals in Medicine, Angew. Chem. Int. Ed., 1999, 38, 1512 — 1531.

® A. Fini, G. Feroci, G. Fazio, Interaction Between Indomethacin and Heavy Metal lons in

Agueous Solution, European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2001, 13, 213-217.



175

" C. T. Dillon, T. W. Hambley, B. J. Kennedy, P. A. Lay, J. E. Weder, Q. D. Zhou, Copper
and Zinc Complexes as Antiinflammatory Drugs, Metal lons in Biological Systems, 2004, 41,

253-277.

® N. E. A. El-Gamel, Uranyl Binary and Ternary Chelates of Tenoxicam Synthesis,
Spectroscopic and Thermal Characterization of Ternary Chelates of Tenoxicam and Alanine

with Transition Metals, Spectrochimica Acta Part A, 2007, 68, 860—866.

% S. Defazio, R. Cini, Synthesis, X-ray and Molecular Modeling Analysis of Cobalt(ll),
Nickel(Il), Zinc(ll) and Cadmium(Il) Complexes of the Widely Used Anti-inflammatory Drug

Meloxicam, J. Chem. Soc., Dalton Trans., 2002, 1888—1897.

19 A, Andrade, S.F. Namora, R.G. Woisky, G. Wiezel, R. Najjar, J.A.A. Sertié, D. de Oliveira

Silva. J. Inorg. Biochem., 2000, 81, 23.

12 D. Kovala-Demertzi, Transition metal complexes of diclofenac with potentially interesting

anti-inflammatory activity, J. Inorg. Biochem., 2000, 79, 153 -157.

1 R. J. Christie, D. W. Grainger, Adv. Drug Delivery Rev., 2003, 55, 421.

2 R. G. Strickley, Pharm. Res., 2004, 21, 201.

3 V. V. Ranade, M. A. Hollinger, Drug Delivery Systems. 2004. CRC Press, 2nd. Ed., New
York; A. M. Hillery; A. W. Lloyd; J. Swarbrick Drug Delivery and Targeting, 2001, Taylor

& Francis, New York.

Y T. Loftsson, M. E. Brewster, M. Masson, Am. J. Drug Deliv., 2004, 2, 1.



176

5 E. O. Cetin, N. Buduneli, E. Athhan, L. Kirilmaz, J. Clinical Periodontology, 2004, 31,

1117.

1° R. Hejazi, M. Amiji, J. Control. Rel., 2003, 89, 151.

7 A. C. Pio Santos, Preparacdo e caracterizacdo de materiais hibridos bioinorganico-
orgénicos contendo metalofarmacos de cobre-naproxeno e de cobre-sulindaco em acetato de

celulose, Dissertacdo de Mestrado, Instituto de Quimica da Universidade de Séo Paulo, 2011.

185, Senel, S. J. McClure, Adv. Drug Del. Rev., 2004, 56, 1467.

V. R. Sinha, A. K. Singla, S. Wadhawan, R. Kaushik, R. Kumria, K. Bansal, S. Dhawan,
Chitosan Microspheres as a Potencial Carrier for Drugs, Int. J. Pharmaceutics, 2004, 274, 1-

33.

2 K. S. V. K. Rao, B. V. K. Naidu, M. C. S. Subha, M. Sairam, T. M. Aminabhavi, Novel
Chitosan-based pH-Sensitive Interpenetrating Network Microgels for the Controlled Release

of Cefadroxil, Carbohydr. Polym., 2006, 66, 333-344.

2l C. L. Ronqui, M. C. Pinto Cruz, L. H. Innocentini-Mei, Liberacdo Controlada da
Oxitetraciclina no Sistema Quitosana/Alginato/PEG, VI Congresso Brasileiro de Engenharia

Quimica em Iniciacao Cientifica, 2005, 1-6.

22 A. Josué, M. C. M. Laranjeira, V. T. Favere, I. Y. Kimura, R. C. Pedrosa, Liberacdo
Controlada da Eosina Impregnada em Microesferas de Copolimero de Quitosana e

Poli(Acido Acrilico), Polimeros: Ciénc. Tecnol., 2000, 10(3), 116-121.

22 M. N. V. Ravi Kumar, R. A. A. Muzzarelli, C. Muzzarelli, H. Sashiwa, A. J. Domb,

Chitosan Chemistry and Pharmaceutical Perspectives, Chem. Rev., 2004, 104, 6017-6084.



177

4 M. I. Ré, Formulating Drug Delivery Systems by Spray Drying, Dry. Technol., 2006, 24,

433-446.

2> M. I. Ré, Microencapsulation by Spray Drying, Dry. Technol., 1998, 16, 1195-1236.

%6 G. K. Braga, W. P. Oliveira, Manufacturing Drug Loaded Chitosan Microspheres by Spray
Drying: Development, Characterization, and Potential Use in Dentistry, Dry. Technol., 2007,

25, 303-310.

"I R. W. Z. de Oliveira, O. Fatibello-Filho, S. C. Fernandes, I. C. Vieira, Imobilizacdo da
Lacase em Microparticulas de Quitosana Obtidas por Spray Drying e Usadas na Construcéo

de Biossensores, Quim. Nova, 2009, 32(5), 1195-1201.

6 |. Wang, Y. Gu, Q. Zhu, G. Ma, Y. Wan, Z. Su, Preparation and Characterization of
Uniform-Sized Chitosan Microspheres Containing Insulin by Membrane Emulsification and a

Two-Step Solidification Process, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2006, 50, 126-135.

). E. Santos, J. P. Soares, E R. Dockal, S. P. Campana Filho, E. T. G. Cavalheiro,
Caracterizacdo de Quitosanas Comerciais de Diferentes Origens, Polimeros: Ciénc. Tecnol.,

2003, 13(4), 242-249.

%0 3. Z. Knaul, M. R. Kasaai, V. T. Bui, K. A. M. Creber, Characterization of Deacetylated

Chitosan and Chitosan Molecular Weight Review, Can. J. Chem., 1998, 76, 1699-1706.

3! K. G. Desai, H. J. Park, Effect of Manufacturing Parameters on the Characteristics of
Vitamin C Encapsulated Tripolyphosphate-Chitosan Microespheres Prepared by Spray-

Drying, J. Microencapsul., 2006, 23(1), 91-103.



178

%2 M. C. M. Laranjeira, V. T. Favere, Quitosana: Biopolimero Funcional com Potencial

Industrial Biomédico, Quim. Nova, 2009, 32(3), 672-678.

%3 B. C. Janegitz, B. C. Lourencdo, K. O. Lupetti, O. Fatibello-Filho, Desenvolvimento de um
Método Empregando Quitosana para a Remocdo de fons Metalicos de Aguas Residuarias,

Quim. Nova, 2007, 30(4), 879-884.

3. Verbych, M. Bryk, G. Chornokur, B. Fuhr, Removal of Copper (I1) from Aqueous

Solutions by Chitosan Adsorption, Separation Science and Technology, 2005, 40, 1749-1759.

3. E. weder, T. W. Hambley, B. J. Kennedy, P. A. Lay, D. MacLachlan, R. Bramley, C. D.
Delfs, K. S. Murray, B. Moubaraki, B. Warwick, J. R. Biffin, H. L. Regtop, Anti-
inflammatory Dinuclear Copper(Il1) Complexes with Indomethacin. Synthesis, Magnetism and
EPR Spectroscopy. Crystal Structure of the N,N-Dimethylformamide Adduct, Inorg. Chem.,

1999, 38, 1736-1744.

% C. R. Gordijo, Estudo de metalofarmacos Antiinflamatorios de Cobre e dos Materiais
Hibridos Resultantes de suas Imobilizacbes no Hidréxido Duplo Lamelar Hidrotalcita:
Sintese, Caracterizacdo e Avaliacdo da Atividade Farmacoldgica, Tese de Doutorado,

Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo, 2007.

37Q. Zhou, T. W. Hambley, B. J. Kennedy, P. A. Lay, P. Turner, B. Warwick, J. R. Biffin, H.
L. Regtop, Syntheses and Characterization of Anti-inflammatory Dinuclear and Mononuclear
Zinc Indomethacin Complexes, Crystal Structures of [Zn,(Indomethacin)4(L)2] (L= N,N-
Dimethylacetamida, Pyridine, 1-Methyl-2-Pyrrolidinone) and [Zn(Indomethacin),(L1)2] (L1 =

Ethanol, Methanol), Inorg. Chem., 2000, 39, 3742-3748.



179

%% R. S. Vieira, Adsorcdo Competitiva dos fons Cobre e Mercirio em Membranas de
Quitosana Natural e Reticulada, Tese de Doutorado, Faculdade de Engenharia Quimica da

Universidade Estadual de Campinas, 2008.

%9 USP, United States Pharmacopeial Conv., Buffers Solutions/Solutions, 2011, 34, 964-965.

0 <http://www.liv.ac.uk/buffers/buffercalc.html>. Acesso em: 11 de abril de 2012.

*L A. Josué, M. C. M. Laranjeira, V. T. Favere, I. Y. Kimura, R. C. Pedrosa, Liberacéo
Controlada da Eosina Impregnada em Microesferas de Copolimero de Quitosana e

Poli(acido acrilico), Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, 2000, vol. 10, n° 03, 116-121.

*2 Institute of Laboratory Animal Resources. Commission on Life Sciences.  National
Research Council.  National Academy Press.  Washington, D.C. Copyright © by the

National Academy of Sciences, 1996.

B A. Z. A. Leite, Acdo do Metronidazol Sobre a Fisioterapia da Lesdo Intestinal Induzida
por Antiinflamatério N&o Esterdide, Tese de Doutorado, Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo, 1999.

* G. Ribeiro, Sintese e Caracterizacdo de Complexos Contendo Nucleos Dimetalicos de
Ruténio e Ligantes Dicarboxilatos, Dissertacdo de Mestrado, Instituto de Quimica da

Universidade de Sdo Paulo, 2001.

% A. Trinchero, S. Barbosa, A. Tinti, G. Fini, Spectroscopic Behavior of Copper Complexes

of Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs, Biopolymers, 2004, 74, 120-124.

% 3. Storpirtis, J. E. Goncalves, C. Chian, M. N. Gai, Ciéncias Farmacéuticas —

Biofarmacotécnica, Guanabara Koogan, 2009, 12 ed., cap. 4.


http://www.liv.ac.uk/buffers/buffercalc.html
http://www.nas.edu/

180

" A. C. V. Negrén, Sintese, Caracterizacdo e Investigacdo da Potencialidade Bioldgica de
Carboxilatos Dinucleares de Ru, Rh e Cu com Nitroimidazois, Tese de Doutorado, Instituto

de Quimica da Universidade de S&o Paulo, 2005.

*8 A. J. C. Brant, Preparacdo e Caracterizacéo de Hidrogéis a partir de Misturas de Solucdes
de Quitosana e Poli(N-Vinil-2-Pirrolidona), Tese de Doutorado, Instituto de Quimica da

Universidade de Sdo Paulo, 2008.

* M. L. Tsaih, R. H. Chen, Molecular Weight Determination of 83% Degree of Decetylation
Chitosan with Non-Gaussian and Wide Range Distribution by High Performace Size
Exclusion Chromatography and Capillary Viscometry, J. Appl. Polym. Sci., 1999, 71, 1905-

1913.

® M. L. Tsaih, R. H. Chen, Molecular Weight Determination of 8° R. S. Vieira, Adsor¢&o
Competitiva dos Tons Cobre e Merctrio em Membranas de Quitosana Natural e Reticulada,
Tese de Doutorado, Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de

Campinas, 2008.

L V. L. Gongalves, M. C. M. Laranjeira, V. Favere, V. Drago, Liberacdo de Ferro (l11) de

Microesferas Reticuladas de Quitosana, Visdo Académica, Curitiba, 2005, 6(1), 15-24.

°2 K. G. Desai, H. J. Park, Effect of Manufacturing Parameters on the Characteristics of
Vitamin C Encapsulated Tripolyphosphate-Chitosan Microespheres Prepared by Spray-

Drying, J. Microencapsul., 2006, 23(1), 91-103.

¥ F. C. F. Barros, R. M. Cavalcante, T. V. Carvalho, F. S. Dias, D. C. Queiroz, L. C. G.
Vasconcellos, R. F. Nascimento, Producdo e Caracterizagdo de Esfera de Quitosana

Modificada Quimicamente, Rev. Iberoamer. Polim., 2006, 7(4), 232-246.



181

* R. M. Silverstein, Identificacdo Espectroscopica de Compostos Organicos, Guanabara

Koogan, 1994, 5% ed., cap. 3.

L. Qi, Z. Xu, X. Jiang, C. Hu, X. Zou, Preparation and Antibacterial Activity of Chitosan

Nanoparticles, Carbohydr. Res., 2004, 339, 2693-2700.

*® G. A. F. Roberts, Chitin Chemistry, The Macmillan Press Ltda, 1992, 12 ed., cap. 3 e 5.
>’ G. A. F. Roberts, Chitin Chemistry, The Macmillan Press Ltda, 1992, 12 ed., cap. 3 e 5.
%8 G. A. F. Roberts, Chitin Chemistry, The Macmillan Press Ltda, 1992, 12 ed., cap. 3 e 5.

* K. M. N. C. Canella, R, B, Garcia, Caracterizacdo de Quitosanas por Cromatografia de
Permeacdo em Gel - Influéncia do Método de Permeacdo e do Solvente, Quim. Nova, 2001,

1, 13-17.

% p. V. Kulkarni, J. Keshavayya, V. H. Kulkarni, Effect of Method of Preparation and
Process Variables on Controlled Release of Insoluble Drug from Chitosan Microspheres,

Polym. Adv. Technol., 2007, 18, 814-821.

®1 K. G. H. Desai, H. J. Park, Encapsulation of Vitamin C in Tripoliphosphate Cross-Linked

Chitosan Microspheres by Spray Drying, J. Microencapsul., 2005, 22 (2), 179-192.

%2 M. F. S. Ramos, Desenvolvimento de Microparticulas Contendo a Fracdo Volatil de
Copaiba por Spray-Drying: Estudo de Estabilidade e Avaliagdo Farmacologica, Tese de
Doutorado, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o

Paulo - USP, 2006.



