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RESUMO

Os fosfatos ou ortofosfatos sdo ions que apresentam a capacidade de formar um
polimero inorganico comumente chamado de polifosfato. Dentre eles destaca-se o
polifosfato de sodio por ter simplicidade quimica, alta solubilidade em agua, com
relativa estabilidade e degradacdo minima, resultando em uma solugédo de cadeias
inorganicas de polifosfato. Com essa solucédo € possivel formar os coacervatos de
polifosfato (CPPs), uma substancia amorfa insolivel em 4gua que pode ser obtida
pela adicdo cations metalicos, como Ca2+, que permitem interacbes
supramoleculares entre cadeias polifosfaticas adjacentes em solugéo. Nesse trabalho,
€ relatado a sintese e caracterizacdo de coacervatos de polifosfato de calcio com trés
diferentes razdes [P]:;[Ca] como novas matrizes para liberacdo de farmacos. Foram
utilizados os farmacos clorexidina, que possui acdo antibactericida, e a cafeina, que
além de ser estimulante e analgésica é muito utilizada em formulacdes cosméticas. O
estudo de incorporacéao e liberacdo do farmaco foi feito empregando a espectroscopia
na regiao do Ultra-Violeta-Visivel (UV-Vis). O aumento a concentracao de Ca2+ nos
coacervatos aumentou a eficiéncia de incorporacao sendo de 95,4% para cafeina e
70,4% para clorexidina. Durante a liberacdo os farmacos apresentaram resultados
diferentes. A cafeina seguiu um modelo de liberagcéo similar ao de Weibull, enquanto
a clorexidina associou-se melhor ao modelo de Korsmeyer-Peppas. A partir dos
espectros na regido do infravermelho (IV) e Raman foi possivel observar ligacdes de
hidrogénio do coacervato com clorexidina e interagcdes de Van der Walls com a
cafeina. Além disso, a diferenca de tamanho entre as moléculas e as estruturas
semelhantes a gaiolas formadas durante o processo de coacervagcao também foram
responsaveis pelas diferencas. Por fim, e considerando o desempenho desses
materiais, junto a suas propriedades biocompativeis, bioabsoviveis, de sintese facil,
baixo custo a temperatura ambiente, entende-se que estes Ca-CPPs sao promissores
para serem utilizados como sistemas de liberacdo de farmacos.

Palavras-chave: coacervato de polifosfato de célcio, liberacédo de farmacos, cafeina,
clorexidina, plataforma semelhante a gel



ABSTRACT

Phosphates or orthophosphates are ions that have the ability to form an inorganic
polymer commonly called polyphosphate. Among them, sodium polyphosphate stands
out for its chemical simplicity, high water solubility, relative stability and minimal
degradation, resulting in a solution of inorganic polyphosphate chains. With this
solution, it is possible to form polyphosphate coacervates (PPCs), an amorphous
substance insoluble in water that can be obtained by adding metal cations, such as
Ca2+, which allow supramolecular interactions between adjacent polyphosphate
chains in solution. In this work, the synthesis and characterization of calcium
polyphosphate coacervates with three different [P]:[Ca] ratios as novel matrices for
drug delivery is reported. The drugs chlorhexidine, which has antibacterial action, and
caffeine, which besides being a stimulant and analgesic, are widely used in cosmetic
formulations were used. The study of drug incorporation and release was carried out
using spectroscopy in the Ultra-Violet-Visible (UV-Vis) region. Increasing the
concentration of Ca2+ in coacervates increased the efficiency of incorporation being
95.4% for caffeine and 70.4% for chlorhexidine. During release, the drugs showed
different results. Caffeine followed a release model similar to that of Weibull, while
chlorhexidine was better associated with the Korsmeyer-Peppas model. From the
infrared (IR) and Raman spectra, it was possible to observe hydrogen bonds between
coacervate and chlorhexidine and Van der Walls interactions with caffeine.
Furthermore, the size difference between the molecules and the cage-like structures
formed during the coacervation process were also responsible for the differences.
Finally, and considering the performance of these materials, together with their
biocompatible, bioabsorbable, easily synthesized, low cost at room temperature
properties, it is understood that these Ca-CPPs are promising to be used as drug
delivery systems.

Keywords: calcium coacervate polyphosphate, drug delivery, caffeine, chlorhexidine,
gel-like platform
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1. INTRODUCAO

1.1.Polifosfato

fons fosfatos ou ortofosfatos, cuja férmula molecular é PO43%, sdo compostos
inorganicos que apresentam atomos de fosforo ligados a quatro atomos de oxigénio
em uma conformacdo espacial tetraédrica. As ligacdes entre os atomos dessa
molécula sdo covalentes, sendo trés simples e uma dupla com tamanhos de 155 pm
e 150 pm, respectivamente. A unido de dois ou mais ortofosfatos, da origem a um
polimero inorganico comumente chamado de polifosfato (THILO, 1962a; WAZER,
1950).

A sintese desse polimero inorganico ocorre por meio de reacdes de condensacao
e, consequentemente, o compartilhamento de atomos de oxigénio de um ou dos dois

lados do tetraedro fosfato (Figura 1).

Figura 1: Representacdo esquematica da reacdo de condensacdo (polimerizacao)

entre as espécies de fosfato.

o
-:]—l—il + H I'}—|—}' 0 —H

0 =—H

Fonte: Adaptado de Franco e colaboradores 2020 (FRANCO, Douglas F. et al.,
2020a).
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Por meio dessa sintese e considerando os diferentes tamanhos de cadeia que
podem ser formadas, bem como suas respectivas conformacdes, os polifosfatos séo
classificados por trés formas distintas. A primeira é chamada de metafosfatos, cujos
polimeros estdo organizados de forma ciclica. A segunda denominacéo € conhecida
por ultrafosfatos, ou seja, as estruturas estdo dispostas de uma maneira em que
formam arranjos tridimensionais, placas ou gaiolas. Por fim a terceira denominacéao,
intitulada por cadeias lineares, visto que os polimeros de polifosfato também podem
se ligar dessa maneira. Vale ressaltar que esta ultima denominacao ainda pode ser
classificada frente ao tamanho de cadeia. Neste sentido, polifosfatos com n
mondmeros, sendo n < 10, chama-se de polifosfato de cadeia curta. Com n entre 10
e 50, a denominacdo do polifosfato passa a ser oligofosfato. Ja polifosfato com n
mondmeros superiores a 50, denomina-se polifosfatos de cadeia longa. (FRANCO,
Douglas F. et al., 2020a) (HAROLD, 1966). A Figura 2, ilustra as diferentes

conformacdes poliméricas formadas por meio das reacfes de condensacao.

Figura 2: Classificacao dos fosfatos

fosfatos

ondensados

ortofosfatos

lineares metafosfatos

|
ultrafosfatos

|
| |
oligofosfatos

Fonte: autor

cadeia longa
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Dadas essas diferentes possibilidades de conformacé&o, uma simples analogia dos
silicatos (SiO4) pode ser feita com os polifosfatos. O silicio pode ligar covalentemente
a outros quatro atomos de oxigénio de maneira simples, ou seja, Si-O, ja os fosfatos
podem fazer somente trés ligacbes com os oxigénios dos vértices do tetraedro
(MIHAILOVA; MARINOV; KONSTANTINOV, 1994) (CASAS et al.,, 2010). Essa
diferenca ocorre devido a uma ligacéao covalente dupla (P=0) que propicia a geometria
tetraédrica e impede a quarta ligacao simples entre o P-O. Considerando essas trés
possibilidades de ligagcbes, uma classificagéo foi proposta para auxiliar o entendimento
da conectividade dos tetraedros. Assim, emprega-se a terminologia Qi, onde i
representa o nimero de oxigénios em ponte com o tetraedro (CASAS et al., 2010). Q°
é atribuido ao ortofosfato ou fosfato monomérico. Q! é a nomenclatura da molécula
que apresenta um Unico oxigénio ligado. Q2 por sua vez, representa as moléculas de
fosfato que apresentam dois oxigénios ligados. Por fim, Q3 sdo moléculas de fosfato
gue possuem trés atomos de oxigénio ligados (DE OLIVEIRA LIMA et al., 2010).
Ressalta-se que o0s oxigénios também apresentam uma nomenclatura, porém
relativamente mais simples, sendo 0s oxigénios terminais, Ot, e oxigénios ligantes em
ponte, Ob, quando faz a ligagdo P-O-P conectando os tetraedros POa. A Figura 3

ilustra uma representacao esquematica das terminologias dos diferentes fosfatos.

Figura 3: Classificacdo das possibilidades de ligacdes do fosfato: Q2 ultrafosfato, Q2

metafosfato, Q! pirofosfato e Q° ortofosfato.

o 1 | o -1 {'TT -2 o }-3
| | i i
P ‘ . P P b | P
o | 0 | O 0 o | 0 |0 | O
o | | o | o | | o
Q® Q? Q' Q°

Fonte: Adaptado de Brow, 2000 (RICHARD K. BROW, 2000).

Dada a forma de sintese desse polimero bem como sua classificacdo frente as
ligacbes P-O, €& extremamente importante ressaltar que essas moléculas,

independentemente de sua conformacéo, apresentam uma estabilidade relativamente
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boa em solucbes aquosas neutras até mesmo em altas temperaturas. Contudo, em
solucdes fortemente acidas ou basicas, na presenca ou ndo de altas temperaturas (>
100 C°), propiciam a sua degradacao em fosfato de cadeias menores podendo chegar
até ao monémero ortofosfato (DE JAGER; HEYNS, 1998; THILO, 1962a)

Em vista da formacdo dos fosfatos condensados bem com sua degradacao,
inUmeras pesquisas foram feitas com estes compostos. Tem-se que 0s estudos com
essa molécula foram iniciados no inicio do século XIX com Thomas Clark. Este
pesquisador sintetizou o pirofosfato de s6dio por meio do aguecimento do fosfato de
sodio hidratado (NazHPO4.12H20) a temperatura superior a 600 °C (THILO, 1962b).

Abaixo estdo apresentadas as equacdes quimicas que governam essa sintese.

40°C a 100 °¢C
Na,HPO,.12H,0 ————— Na,HPO, + 12H,0 (1)

3109C a 350 9C
2Na2HPO4_ _— Na4P207 (2)

Mesmo com a sua sintese e seu devido reconhecimento, 0 maior impulsionamento
cientifico desses fosfatos ocorreu com Thomas Graham, apenas em 1834. Por meio
de seus estudos, Graham observou diferentes formacdes de fosfatos, devido ao
comportamento do sal de partida (Na2HPO4.12H20) em temperatura suficiente para a
remocao da molécula de dgua. Apdés a mencionada etapa de aquecimento, a sintese
de Graham confirmou a proposta de Thomas Clark e obteve mais trés formas de
metafosfato de sédio. A primeira forma foi um material cristalizado extremamente fino
e altamente soltvel em agua, que atualmente é conhecido como trimetafosfato. A
segunda forma apresentou-se insollivel em agua e que posteriormente obteve o nome
de sal de Maddrell (CALLIS; VAN WAZER; ARVAN, 1954). Por fim, a terceira forma
compreendeu em um composto vitreo obtido pelo resfriamento rapido NaH2POa4
fundido. Este composto também apresentou solubilidade em agua e atualmente é
conhecido como sal de Graham (THILO, 1962b) (CALLIS; VAN WAZER; ARVAN,
1954).

Ainda no ponto de vista historico desses metafosfatos propostos por Graham,
inimeros outros estudos foram feitos até que em meados da década de 50, sua

natureza polieletrolitica foi reconhecida por meio de um estudo publicado por Davies
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e Monk. Neste trabalho, os pesquisadores mediram a condutividade elétrica do sal de
Graham, independentemente da sua conformacao. Feito isso, concluiram que o anion
presente nas cadeias poliméricas influencia diretamente na condutividade do sal
(CALLIS; VAN WAZER; ARVAN, 1954). Este fato ampliou ainda mais o interesse
cientifico que, consequentemente, corroborou para uma maior aplicacdo desses
condensados (CINI; BALL, 2014).

A natureza polieletrolitica dos metafosfatos é observada devido a presenca de uma
carga constante que ocasiona uma relativa estabilidade coloidal. Por sua vez, esta
carga em presenca de outras com natureza oposta € neutralizada e promove 0s
processos de associacao (CALLIS; VAN WAZER; ARVAN, 1954; DIAS, R.; LINDMAN,
2008). Assim, é possivel afirmar que caso obtenha-se polieletrdlitos fracos, a
densidade de carga do polimero pode ser facilmente ajustada por meio de variacdes
de pH e temperatura (LIMA, E. C DE O; ALCANTARA, G. C.; DAMASCENGO, F. C;
MOITA NETO, J. M.; GALEMBECK, 2010). Em outras palavras, os citados
polieletrélitos em condi¢cdes experimentais determinadas, apresentam a capacidade
de ligar-se a metais de transicdo ou alcalinos terrosos, promovendo um processo
comumente chamado de coacervacao. Dada essa versatilidade, ressalta-se que estes
materiais veem sendo amplamente utilizado e estudado na ciéncia dos alimentos e
principalmente na ciéncia dos materiais. Visto que, possibilita o desenvolvimento de
materiais responsivos a estimulo, fato este de extrema relevancia para sistemas de

liberacdo de drogas.

1.2.Coacervato

Segundo a Uniédo Internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), coacervacéo
€ um processo, no qual a solucao coloidal é separada em duas fases, sendo uma rica
em coloide (coacervato) e a outra livre ou com baixa concentracdo de coloide
(MCNAUGHT, A. D.; WILKINSON, 1997). A etimologia desse termo € dada pelo

prefixo “co”, que significa unido e sufixo “acerv” que se refere as moléculas coloidais.

O fendmeno foi observado pela primeira vez em 1911 por Tiebackx durante seus
estudos entre misturas de goma arabica e gelatina, que resultaram em complexos

insoltveis de gelatina-goma arabica (TIEBACKX, 1911). Contudo somente em 1929,
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a literatura relata o primeiro emprego desse termo com o pesquisador holandés de
Jong ao descrever fenbmenos que ocorrem em coloides hidrofilos em solucdo aguosa
(DE JONG, H.G.B.; KRUYT, 1930). Dentro da comunidade cientifica o termo alcancou
popularidade em 1953 com o livro “The Origin of Life”, escrito pelo bioquimico russo
Oparin. Nele é sugerido que a vida surgiu primeiramente em gotas de coacervatos
contendo uma miriade de moléculas organicas diferentes, uma vez que pequenas
goticulas de altas concentracdes dessas moléculas, muitas vezes se formam de forma

autdbnoma, mesmo em solugdes diluidas (OPARIN et al., 1977).

Além de serem encontrados em varios processos biolégicos importantes, incluindo
adesdo a superficie, compartimentacdo celular, automontagem, formacdo de
vesiculas e replicacdo celular (ELBAUM-GARFINKLE; BRANGWYNNE,
2015)(GOMES; SHORTER, 2019)(BRANGWYNNE; TOMPA; PAPPU, 2015), os
coacervatos ocupam uma posi¢ao importante na ciéncia moderna, desempenhando
um papel importante em campos tdo diversos quanto a biologia celular, biofisica,
biomateriais, industria de alimentos, agro-quimica, alimenticia, cosmética e
principalmente farmacéutica (BLOCHER; PERRY, 2017)(THOMASIN et al.,
1998)(MIYAZAWA et al., 2000)(TAY et al., 1993). Isso se deve principalmente por
poderem ser sintetizados de forma rapida e simples, em solucbes aquosas a
temperatura ambiente, possibilitando a incorporacdo de materiais passiveis de

decomposicao térmica.

De acordo com o tipo de espécies envolvidas no processo de formacdo dos
coacervatos, a reacdo de coacervacao pode ser dividida em duas classes distintas:
complexa e simples. (SINGH, R.B.; WATANABE, S.; ISAZA, 2022)(KAYITMAZER,
2017).

A “coacervagao complexa” que consiste na mistura de duas solugbes de
polieletrolitos diferentes de cargas opostas, que interagem entre si ocorrendo
separacédo de fases devido a precipitacdo de polimeros complexos (ASTORICCHIO
et al., 2020). O estudo de Jong em 1949 é um exemplo desse tipo de coacervagao. A
gelatina, positivamente carregada (pH < 8,0), forma um coacervato complexo com a
adicdo da goma arabica, carregada negativamente (DE JONG, H.G.B.; KRUYT,
1930).

Ja na coacervacéao simples a separacao de fases € proveniente da interacéo entre

solugbes de polieletrolito com solventes organicos ou sais multivalentes
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(ASTORICCHIO et al., 2020). Este trabalho € um exemplo deste tipo de coacervacao
em que 0s coacervatos obtidos sdo formados pela interacdo entre solucdes
concentradas de polifosfato de sédio (NaPO3s)n, com a solugdo do sal metalico de

cloreto de célcio (CaCly).

1.2.1. Coacervatos de polifosfato

O polifosfato de sddio (Na(PO3)n) € definido como um polimero de fosfato linear
constituido de cadeias longas. Suas principais caracteristicas séo a alta solubilidade
em agua e a formacédo de coacervatos de polifosfato (CPPs), uma substancia amorfa
insolivel em agua obtida através da desestabilizacdo de solu¢des de polifosfato
coloidal por forcas eletrostdticas e hidrofébicas (FRANCO, D. F. et al,
2016)(FRANCO, Douglas F. et al., 2020)(MOMENI; FILIAGGI, 2013)(SILVA et al.,
2010a).

Os CPPs podem ser sintetizados por duas rotas diferentes: (I) adicdo de
solvente de constante dielétrica mais baixa ou (II) adicdo de solucdes de eletrolitos
(FRANCO, D. F. et al., 2016)(FRANCO, Douglas F. et al., 2020b)(SILVA et al.,
2010a)(RESGES; PICHON; et al., 2020).

Na primeira rota, a adicdo de solventes a uma solucédo de polifosfato de sédio
diminui o valor da constante dielétrica, o que favorece a aproximacéo das cadeias de
polifosfato em solucéo, levando a uma intensificagdo do processo de coacervacao e
consequente aumento dos valores de viscosidade dos CPPs (FRANCO, D. F. et al.,
2016).

Na segunda rota, a desestabilizagdo do sistema coloidal ocorre devido a
coordenacdo de diferentes cations metalicos, como Ag*, Ca?*, Co?*, Mn?*, Ni%*, Al3*,
Eu3* e Fe®*, que permitem interacdes supramoleculares entre cadeias polifosfaticas
adjacentes em solucéo (DE OLIVEIRA et al., 2005)

Apesar das diferencas entre as rotas, em ambos os casos a adicdo dos
mesmos a solucdo de polifosfato de sodio induz a separacdo de fases e a
consequente formacao de CPPs.(MONTANARI et al., 2002)(SING, 2017)
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Esta sintese pode ser regulada por algumas condicdes experimentais
ajustaveis, como o tratamento térmico controlado da solucéo de dihidrogenofosfato de
sédio, pH ou pela variacdo da concentragdo do precursor (BHARGAVA;
SRIVASTAVA; VARMA, 1974)(FRANCO, D. F. et al., 2016)(MONTANAR!I et al., 2002)

Além disso, quando os CPPs sdo secos a temperatura ambiente, até a total
eliminacdo da agua, forma um solido com aspecto vitreo distinto do gel. Este
fenbmeno bem conhecido foi estudado nas ultimas décadas (FRANCO, Douglas F. et
al., 2020b)(MENGER; SYKES, 1998)

Devido a essas caracteristicas, os CPPs podem ser usados como precursores
de materiais amorfos transparentes em uma ampla gama de aplicacbes, como
materiais e dispositivos opticos (filmes e vidros) (DIAS FILHO et al., 2004)(RESGES;
PICHON; et al., 2020)(RESGES; RENATO; et al., 2020)(SILVA; FRANCO; DE
OLIVEIRA, 2008), remediacdo ambiental (MA et al., 1994a), hospedeiro para
compostos organicos (DE OLIVEIRA et al., 2005), biomaterial de substituicdo 6ssea
(DING et al., 2008a)(WANG et al., 2008), bem como para sistemas de liberacdo de
farmacos (BRAY et al., 2012a)(DION et al., 2005a)(GIBSON; MOMENI; FILIAGGI,
2019a)(PETRONE et al., 2008)(PICKUP et al., 2014b)(SCHOFIELD et al., 2006).

Por serem sintetizados de forma facil, rapida e reprodutivel, a temperatura
ambiente, sem o uso de solventes organicos, além da variacdo da natureza fisico-
quimica apenas alterando os cétions, os CPPs sdo de grande interesse nas areas
médica e farmacéutica. Além disso, existe a possibilidade de inclusao de farmacos,
proteinas e células, sem a necessidade de controle de temperatura ou processos de
purificacdo, abrindo um leque de opcdes em diferentes campos de aplicacédo
(MOMENI et al., 2016)(PICKUP et al., 2014b).

1.2.2. Coacervatos de polifosfato de calcio

Dentre os CPPs, os coacervatos sintetizados com ions Ca?* possuem grande
notoriedade cientifica devido a sua similaridade quimica com os dentes e 0Sso0s,
favorecendo suas propriedades de biocompatibilidade e bioabsortividade, além do
baixo custo para sintese em larga escala (HABRAKEN et al., 2016)(KOPP et al.,
2012).
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A luz do conhecimento da literatura disponivel, observa-se poucos artigos
usando célcio-CPPs (Ca-CPPs) para liberacdo de farmacos. A seguir, sera

apresentado e discutido brevemente, os referidos trabalhos.

Pickup e colaboradores, 2014 (PICKUP et al., 2014a) sintetizaram Ca-CPPs
com férmula quimica de (Na20)x(Ca0)o,5x(P205)0,50.yH20, a partir de sais de nitrato
de célcio e de cloreto de célcio. Empregando diferentes técnicas para caracterizacao
do material foi possivel fazer algumas afirmacdes como, ndo houve diferencas
estruturais significativa com a utilizagdo de diferentes sais de céalcio, as moléculas de
agua estavam presentes na estrutura do coacervato de dois modos distintos, sendo
um ligado fracamente na estrutura da molécula e a outra molécula fazendo parte da
estrutura do fosfato e por fim, a caracterizacao estrutural também permitiu notar que
esse Ca-CPPs tém estruturas semelhantes aos vidros preparados por fusdo. Além
dessas caracterizacbes, 0s autores ainda buscaram uma aplicacdo para esse
material. Para tal, associaram os Ca-CPPs com Ag20 para avaliar o potencial desse
sistema como agente antibacteriano. Apds o estudo sistematico, foi concluido que os
coacervato de polifosfato de célcio tem atividade antibacteriana significante.

Ainda no contexto do emprego de Ca-CPPs como materiais com potencial
antibacteriano, Gibson e colaboradores em 2019 (GIBSON; MOMENI; FILIAGGI,
2019b) desenvolveram um material composto por microesferas de polifosfato de calcio
e avaliou seu potencial para liberacao in vitro da minociclina visando o emprego em
tratamentos de periodontite. O Ca-CPPs foi sintetizado a partir da reacdo de
precipitacdo de cloreto de calcio e solucdo de fosfato de sbédio e em seguida,
adicionou-se o farmaco por meio de uma emulsdo. A caracterizacdo do material
permitiu inferir que o Ca-CPPs apresentam microesferas com tamanhos variando de
22 a 195 pm. Tendo em vista estes tamanhos, particulas com maiores diametros
apresentaram incorporacdo média de farmaco de aproximadamente 81%, enquanto
para particulas menores, os valores determinados foram de 51%. Por fim, os autores
relataram que a liberagéo in vitro da minociclina foi pronunciada durante 7 dias, sendo
que ndo houve diferenca significativa de liberacdo entre particulas grandes e

pequenas.

Além do trabalho citado anteriormente, Dion e colaboradores, 2004(DION et al.,
2005b), prepararam uma matriz de Ca-CPP de liberagéo controlada empregando o

conceito de gelificacdo. Para tal, o Ca-CPP ficou exposto por uma alta umidade em
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determinados tempos (0, 5, 24 ou 48 horas), com posterior secagem de no minimo
24h. Nesse contexto, os autores sugerem que as condi¢cdes brandas de sintese da
matriz proporcionaram a incorporagdo do farmaco vancomicina sem maiores
dificuldades. Visto que, os processos de gelificacdo e secagem contribuiram para a
diminuicao da resisténcia a tracdo da matriz e a formacéao de poros significativos perto
da superficie das matrizes. Em relagéo a incorporacao do farmaco, as caracterizacbes
(analises de RMN e Raman) do Ca-CPPs revelaram que a presenca da vancomicina
ndo modificou o processo de formacao da matriz. Por fim, os autores concluiram que
a capacidade de incorporacao associada a essa ndo modificacdo da matriz, faz com
gue o material se apresente como potencial para o desenvolvimento de um sistema

de entrega localizada de farmaco para o tratamento de infec¢des de osteomielite.

1.3.Sistemas de liberagcdo de farmacos

Segundo a farmacopeia brasileira, farmaco, ou insumo farmacéutico ativo, € uma
substancia quimica ativa que tem propriedades farmacolégicas com finalidade
medicamentosa utilizada para diagnostico, alivio ou tratamento, empregada para
modificar ou explorar sistemas fisiolégicos ou estados patolégicos em beneficio da
pessoa nha qual se administra (BRASILEIRA, 2019). Sua formulacdo pode ser

convencional ou modificada, variando a forma de libragéo.

Em formulacdes convencionais a liberacéo do farmaco ocorre imediatamente apos
a administracdo. Nelas, portanto, ndo h& qualguer controle da liberacdo e
especificidade do local de atuacdo (BORANDEH et al., 2021; BRASILEIRA, 2019; DE
LYRA et al., 2007) . Sendo assim, apenas uma pequena fracao da dose atinge o tecido
alvo e o restante € desperdicado, tanto pela sua distribuicédo por outros tecidos, quanto
por sua metabolizagdo ou excrecédo antes de atingir o local de agc&do. Dessa forma,
acaba sendo necessério a administracéo periodica do principio ativo durante o periodo
de tratamento podendo haver interrupcao do tratamento pelo paciente ao negligenciar
os intervalos entre as doses (BORANDEH et al., 2021; DE LYRA et al., 2007).

Nessas formulacgdes, inicialmente o farmaco se apresenta no plasma sanguineo
abaixo do nivel de acdo terapéutica em um primeiro momento, mas rapidamente

atinge o pico de concentragcdo sendo entdo metabolizado e sua concentragdo no
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organismo diminuida, necessitando uma nova administracéo até o fim do tratamento.
Para que o farmaco seja eficaz, os picos de concentracdo devem estar dentro da faixa
de nivel terapéutico. Concentracfes abaixo desse nivel podem ocasionar ineficiéncia
do tratamento e acima, efeitos toxicos (BORANDEH et al., 2021; DE LYRA et al.,
2007).

A fim de minimizar as adversidades da liberacdo convencional, foi necessario o
desenvolvimento de outras formas terapéuticas capazes conduzir o farmaco até ao
alvo, modular o perfil farmacocinético e a velocidade de liberacdo, além da duracéo
da acdo do farmaco. Estas formula¢des foram chamadas de modificadas. (K. JAIN,
2008; PAOLINO et al., 2006). Nesses sistemas a liberacéo é controlada podendo, por
exemplo, ser retardada, de forma que a liberacdo do farmaco ocorra apds decorrido
certo periodo da administracdo, ou prolongada, em que a liberacdo do farmaco se
mantém por um periodo mais prolongado apds a administracédo, reduzindo, assim, a

frequéncia necessaria.

Com eles a eficicia terapéutica de um farmaco pode ser melhorada, pois é
possivel manter os niveis plasmaticos de drogas em uma faixa terapeuticamente
desejavel e a administracdo de medicamentos com meia-vida curta in vivo pode ser
bastante facilitada. Também se tornam mais seguros, uma vez que eliminam ou
reduzem os efeitos colaterais prejudiciais da administracdo sistémica por
administracao local. Além disso, o uso de sistemas de liberacdo pode resultar em um
produto relativamente mais barato, ja que ha menor desperdicio do farmaco (K. JAIN,
2008; PAOLINO et al., 2006).

O controle pode ser feito desde métodos mecanicos, fisico-quimicos e quimicos
aplicados as formas farmacéuticas convencionais ou a sofisticados dispositivos, que
funcionardo como uma interface entre paciente-farmaco. Cada farmaco, em virtude
do tamanho, estabilidade ou necessidade de direcionamento, requer um sistema
especializado de liberacdo que deve considerar simultaneamente varios fatores, como
propriedade do farmaco, via de administracdo, natureza do veiculo de liberacao,
mecanismo de liberacdo do farmaco, capacidade de direcionamento e
biocompatibilidade. Entre estes sistemas estdo incluidos os lipossomas, as bombas
osmaticas, os revestimentos entéricos, 0s sistemas transdérmicos, o0s sistemas

matriciais poliméricos, entre outros.
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Nos sistemas farmacéuticos matriciais o farmaco esta incluido num sistema
formado por cadeias de uma ou varias substancias quimicas polimerizadas, que

funcionam como agentes moduladores da liberagao.

De maneira particular, a utilizacdo de sistemas matriciais, que podem ser
constituidos por diversos tipos de polimeros, € opcao interessante, devido a sua
versatilidade, eficacia, baixo custo e producdo que recorre a equipamentos e técnicas

convencionais.

Nesses sistemas 0s mecanismos para controlar a liberagdo das substancias
ativas sdo erosdo, difusdo e intumescimento. A predominancia de um destes
mecanismos depende invariavelmente das propriedades do polimero empregado no
sistema. De um modo geral, quando as estruturas matriciais entram em contacto com
0 meio de dissolucéo, ou fluido biolégico, podem manter a sua estrutura mais ou
menos constante ao longo de todo o processo de dissolucdo ou podem sofrer um

fendbmeno de intumescimento e, posteriormente, de erosao.

Dada a variedade de formas e composi¢des que os sistemas de entrega baseados
em polimeros podem assumir, varios modelos cinéticos foram propostos para explicar
guantitativamente o mecanismo de liberacdo. A Tabela 1 resume os modelos mais
simples e mais utilizados para elucidacdo da liberacdo, onde k corresponde a
constante cinética de liberacdo e o expoente refere-se ao mecanismo de liberacao

associado a cada modelo.
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Tabela 1. Resumo dos modelos cinéticos de liberagdo de farmacos.

Modelo Equacéao
M,
Ordem zero M. = kot

Primeira ordem In (M—t> = kyt

. . M; 1
Higuchi M. = kyt2
M,
Korsmeyer-Peppas T kt™
M, b
i _— 1 - (_at )
Weibull M e

(0]

Fonte: (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002a)

No modelo de ordem zero, as plataformas que néo se desintegram e liberam a
mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo. A razdo de liberacdo do
farmaco em funcéo do tempo é linear sendo esse modelo € considerado ideal para
amostras de acao prolongada, embora seja dificil de obter na pratica. (MANADAS;
PINA; VEIGA, 2002a).

A cinética de primeira ordem tem um comportamento linear quando o logaritmo
da fracdo de farmaco é plotado em funcdo do tempo. Este modelo de liberacédo é
caracteristico de plataformas de matrizes porosas que liberam farmacos
hidrossoluveis, isto €&, liberam o farmaco proporcionalmente a quantidade
remanescente no interior da plataforma. (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002a).

Higuchi desenvolveu equacgdes para diversos sistemas baseado em formas
sélidas e semissodlidas, entretanto, a equacéo simplificada apresentada na Tabela 1
descreve a liberacédo partindo da premissa de que ela se dé por meio da difusdo de
particulas no meio que obedecem a lei difusional de Fick. (MANADAS; PINA; VEIGA,
2002a).
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A difusdo de Fick consiste em processo no qual o farmaco dissolvido no interior
da membrana a atravessa para equilibrar sua concentracdo no interior da matriz com
0 meio de dissolugcao, com velocidade proporcional de troca entre as solugdes interna
e externa. No entanto, o processo de difusdo pode ser afetado pelas propriedades
fisico-quimicas dos polimeros que constituem a plataforma de liberagdo, como as
interacbes polimero-solvente e polimero-polimero, que alteram a taxa de difuséo.
Neste caso, dependendo do caréater hidrofilico ou hidrofobico do polimero, a taxa de
liberacdo do farmaco € influenciada pelo processo de relaxacdo das cadeias
poliméricas em funcdo da capacidade de solvatacdo do meio de dissolugcdo. Esse
comportamento é chamado de difusdo ndo Fickiana e pode ser dividido em duas
categorias: transporte anémalo e transporte caso Il. A diferenca entre os mecanismos
nao-Fickianos esta baseada na velocidade de relaxacdo do polimero e difusdo do
solvente para o interior da matriz. As diferencas entre os mecanismos nao-Fickianos
sdo baseadas nas taxas de relaxa¢éo do polimero e na difusdo do solvente na matriz.
No mecanismo anémalo, a taxa de relaxamento do polimero e a taxa de difusdo do
solvente na membrana sdo da mesma ordem de grandeza, enquanto para o transporte
do caso Il, a taxa de liberacdo do farmaco é dominada pelo relaxamento das cadeias
poliméricas. (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002b; RITGER; PEPPAS, 1987)

Por mais que esse modelo seja de grande utilidade em sistemas porosos e
permitia descrever de maneira simples a velocidade de liberacdo de um farmaco a
partir de um sistema matricial, seu uso em sistemas que intumescem, que Sao
erodiveis ou ainda que possuem mais de um mecanismo de liberacdo pode tornar-se
insuficiente. (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002a).

Nesses casos 0 modelo proposto por Kosmeyer e Peppas, que descreve
exponencialmente a liberacdo do farmaco, se adequa melhor a descricdo de sistemas
de liberagdo de farmacos com essas caracteristicas. Este modelo é amplamente
aplicavel em plataformas de entrega de polimeros precisamente porque pode prever
se multiplos mecanismos estéo afetando a liberacédo do farmaco. (MANADAS; PINA;
VEIGA, 2002a).

Por fim temos o modelo de Weibull que parte de uma modelagem empirica
geral para um processo de dissolucao/liberacéo. Esta equacao, por poder ser aplicada
com sucesso a quase todos os tipos de curvas de dissolucdo e € normalmente usada
nestes estudos. (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002a).
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1.4.Farmacos modelo

Para estudos de sistemas de liberacdo séo utilizados farmacos modelo a fim de
avaliar a viabilidade do mesmo a uma determinada via de administracdo. A escolha
desses farmacos pode ser feita devido ao vasto conhecimento sobre sua eficacia,
seguranca e qualidade, indicacéo terapéutica, propriedades fisico-quimicas, carater
hidrofilico ou hidrofébico, possiblidade ou ndo de interagéo e ligacdo com as matrizes

estudadas, pKa, disponibilidade, entre outros.

No presente trabalho os farmacos selecionados foram a cafeina e clorexidina por
se tratar de substancias ja conhecidas na literatura, além de possuirem aplicacdes
topicas em diferentes areas, sendo a primeira nha cosmética e a segunda na

farmacéutica.

1.4.1. Cafeina

A cafeina é um dos compostos alcaldides da metil xantina semelhante a purina
mais consumido em todo o mundo. As maiores fontes de consumo sé&o o café,
guarana, mate, cacau e noz de cola, embora tenha sido identificado em quantidades
variadas nos graos, folhas e frutos de mais de 60 espécies de plantas (DE,
2010)(WILLSON, 2018)

Embora o café e outras bebidas que contenham cafeina, como o cha, tenham
sido consumidos pelo menos desde a Dinastia Han Ocidental, que governou de 207
aC a9 aC, a molécula so6 foi isolada em 1819 pelo médico alemao Friedlieb Ferdinand
Runge. A partir da cromatografia de papel, Runge conseguiu purificar um pé branco
cristalino do extrato de graos de café que ganhou de presente do poeta Johann
Wolfgang Goethe que ele nomeou de “kaffebase”. (ANFT, 1955)(WILLSON, 2018)

Pouco tempo depois, em 1821, os quimicos Pierre Jean Robiquet e a dupla
Pierre-Joseph Pelletier e Joseph Bienaimé Caventou, de nacionalidade francesa,
isolaram o referido composto de forma autbnoma e, aparentemente, sem o0

conhecimento do trabalho desenvolvido pelos seus pares. O termo cafféine
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(designacao francesa para cafeina) aparece escrito, pela primeira vez, no artigo de
Pelletier sobre o assunto em causa. (WILLSON, 2018)

Em 1827 M. Oudry isolou a “teina” a partir do cha e até finais do séc. XIX
acreditava-se que a “teina” era uma substancia diferente da cafeina. Foi s6 no inicio
do séc. XX, devido aos avancos cientificos nos métodos laboratoriais, que Muldler e

Carl Jobst demostraram que eram a mesma substancia. (WILLSON, 2018)

Em 1893-95 é a vez de mais um quimico alemdo, Hermann Emil Fischer,
inscrever o seu nome na historia da cafeina pela descoberta do seu processo de
sintese total e determinacdo da sua férmula de estrutura. Fischer, considerado o pai
da Quimica Organica, foi laureado com o Prémio Nobel da Quimica em 1902. A Figura

4 ilustra a primeira sintese da cafeina. (WILLSON, 2018)

Figura 4: Primeira sintese de cafeina de acordo com Fischer
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Fonte: adaptado de(GONZALEZ-CALDERON et al., 2015)

Dado seu contexto histérico e considerando as informacdes retiradas do banco
de dados quimico da PubChem, a cafeina apresenta nome IUPAC 1,3,7-trimethyl-
2,3,6,7-tetrahydro-1H-purine-2,6-dione, formula CsH10N4O2 e massa molar de 194,194

g molt. A Figura 5 ilustra a férmula quimica da molécula de cafeina.
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Figura 5: Estrutura quimica da molécula de cafeina.
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Fonte: Adaptado PubChem, 2022 (PUBCHEM, 2022a)

Além dessas informacgfes sobre o nome e as estruturas da molécula, o banco
de dados da PubChem destaca algumas caracteristica fisico-quimica que sao
relevantes para este estudo. Dessa maneira, as Figuras 6 e 7 ilustram a distribuicéo

das micro espécies e a solubilidade da cafeina.

Figura 6: Distribuicdo das micro espécies da cafeina de acordo com a variacao de pH
sendo a linha azul correspondente a molécula néo ionizada e a vermelha sua micro

espécie ionizada.
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Fonte: Adaptado PubChem, 2022 (PUBCHEM, 2022a)
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Figura 7: Solubilidade da cafeina com a variacdo do pH.

Fonte: Adaptado PubChem, 2022 (PUBCHEM, 2022a)

Em relacdo a distribuicdo das micro espécies, a cafeina apresenta duas
possibilidades. A primeira e mais provavel é dada pela linha azul na Figura 6. Observa-
se que esta micro espécie é praticamente estavel com a variacdo do pH, com uma
pequena variacdo e pH extremamente &cidos, onde é favorecido sua ionizagédo e
consequentemente proporciona a formacédo de uma segunda micro espécie. Ainda
assim, vale destacar que essa espécie ionizada representa uma pequena porcao, isto

€, a forma néo ionizada ainda é preponderante.

Em relacéo a solubilidade, a cafeina apresenta comportamento relativamente
interessante, dado que a solubilidade é praticamente constante com diferentes pHSs.
Neste sentido, a faixa de pH fisioldgico é atendida e torna essa molécula atraente para

ser avaliada por liberacao controlada.

A principal utilizacdo da cafeina € para estimular o sistema nervoso central
aumentando a vigilia e a atividade mental, pois inibe a fosfodiesterase e tem efeito
antagonico nos receptores centrais de adenosina. (Parfitt e Martindale, 1999). Além
disso também possui a¢do antinociceptiva intrinseca, ou seja, sua capacidade de inibir

a sensacgdo de dor. Essa acao é feita pela cafeina anidra por meio do bloqueio dos
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receptores de adenosina, um neurotransmissor que possui efeitos antagbnicos aos da
cafeina é comumente usada como analgésico. Contudo cada vez mais utilizados para
a producao de muitos cosméticos. Suas principais vantagens para essa utilizacao sao:
estimular o metabolismo, ajudar a remover os depoésitos de toxinas do corpo, reduzir
os olhos inchados, acelerar a drenagem do sistema linfatico do tecido adiposo,
melhorar a microcirculacdo sanguinea nos capilares, possuir propriedades anticelulite,
ativando a lipdlise e liberando o excesso de gordura dos adipocitos. Também é usada
em produtos capilares, pois reduz e retarda o processo de calvicie e estimula o
crescimento do cabelo. (HERMAN; HERMAN, 2012)

A cafeina também é empregada como um composto hidrofilico modelo na
toxicologia da pele; a absor¢cdo dérmica de tais compostos marcadores é usada para
avaliacao de risco de exposi¢cao a substancias perigosas no homem (OECD, 2004). A
cafeina € recomendada como substancia de teste pela OCDE porque foi

extensivamente estudada in vitro e in vivo.

Quando associada ao polifosfato de céalcio grande parte dos trabalhos na literatura
estdo relacionados a aplicacbes meédicas em sistemas de liberacdo de farmacos,
como o trabalho de Tanzawa e colaboradores (TANZAWA et al., 2011). Neste trabalho
foi investigado se as matrizes de cimento de polifosfato de célcio contendo farmaco
anticancerigeno, cisplatina, e cafeina, que aumentam o efeito citocida das drogas
anticancerigenas, amplificariam os efeitos antitumorais em osteossarcomas de ratos.
A partir de testes in-vitro de liberacéo e inibicdo das células osteossarcomas e in-vivo
com o transplante da matriz contendo farmacos no local em que o tumor foi extirpado,
foi possivel observar que a inibicdo do crescimento tumoral com ambos os farmacos

cafeina foi maior se comparado ao que continha apenas cisplatina.

1.4.2. Clorexidina

A clorexidina € uma molécula que foi sintetizada em meados dos anos de 1954
e atualmente € amplamente empregada para tratamento de gengivite e periodontite,

devido ao seu grande potencial antisséptico (MYANEH et al., 2022).

Segundo a PubChem, que é um banco de dados quimico aberto da National

Institutes of Health (NIH), a clorexidina apresenta o nome IUPAC em inglés como de
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2-[6-[[amino-[[amino-(4-chloroanilino)methylidene]amino]methylidene]lamino]hexyl]-1-
[amino-(4-chloroanilino)methylidene]guanidine. Além disso, apresenta férmula
estrutural e massa molar de C22Hz0Cl2N10 e 505,45 g mol?l. A Figura 8 ilustra a

estrutura quimica da clorexidina.

Figura 8: Férmula estrutura do farmaco clorexidina
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Fonte: Adaptado de PubChem(PUBCHEM, 2022b).

O banco de dados internacional também apresenta caracteristicas fisico-
quimicas relevantes, como a distribuicdo das micro espécies em relacdo ao aumento
do pH, bem com sua solubilidade em agua. Estas referidas informacfes estéo

ilustradas nas Figuras 9 e 10, respectivamente.
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Figura 9: Distribuicdo das micro espécies da clorexidina de acordo com a variagéao de
pH sendo a linha azul clara a molécula ndo ionizada e as outras linhas as protonacdes

em seus nitrogénios.
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Fonte: Adaptado de PubChem(PUBCHEM, 2022b).

Figura 10: Solubilidade da clorexidina com a variagcéo do pH.
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Fonte: Adaptado de PubChem(PUBCHEM, 2022b).

A molécula de clorexidina apresenta 7 micros espécies, sendo cada uma delas

denotadas pelas diferentes cores na Figura 9. A micro espécie principal é
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predominante até pH proximo a 10 (linha azul claro) e ndo apresenta protonacao em
seus nitrogénios, sendo que seu pKa de 11,43 a 25 °C. Dentre as demais micro
espécies, apenas uma é ionizada com mais facilidade, a partir de pH superior a 10

(linha azul escuro).

Em relacdo a solubilidade, a Figura 10 ilustra que este farmaco é soluvel em até
pH 7,0, contemplado a faixa de pH fisiolégico. A partir deste valor de pH, a solubilidade
diminui drasticamente sendo que a partir de pH 8,0, a molécula tende a ser

praticamente insoluvel.

As caracteristicas fisico-quimicas elencadas evidenciam o potencial dessa
molécula para aplicac6es médicas. Neste sentido, alguns trabalhos da literatura foram
selecionados para demonstrar esse potencial principalmente quando associado a
material para liberacdo como os polifosfatos de célcio.

Jayasree e colaboradores 2018 (JAYASREE et al., 2018), propuseram o
desenvolvimento de um cimento a base de polifosfato de calcio para a liberacdo de
fons Sr?* e ornidazol. O material foi preparado pelo método de reagcdes no estado
s6lido e promoveu uma incorporacdo ornidazol e Sr?* em diferentes proporcdes
equimolares tais como 1, 3, 5, 8 e 10, respectivamente. Os materiais foram
caracterizados por difratometria de raios X e por microscopia de varredura eletronica.
Por sua vez, os ions Ca?* e Sr?* foram analisados e quantificados por espectrometria
de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP — OES). Avaliado os
diferentes materiais, os autores concluiram a propor¢do equimolar de 8 foi que
apresentou os resultados mais satisfatorio, considerando também a liberacdo do
farmaco. Além dessa concluséo, os autores sugerem que a mudanca do farmaco para

clorexidina é relevante e que o material apresenta também um bom potencial para tal.

Considerando apenas a clorexidina, a literatura relata um trabalho desenvolvido
por Young e colaboradores 2008 (YOUNG et al., 2008). Neste trabalho, os autores
avaliaram o encapsulamento e a cinética de liberacéo da clorexidina em um cimento
de fosfato de b-tricalcio/fosfato monocalcico monohidratado (b-TCP/MCPM) formador
de brucita. O material 6ptimo sintetizado apresentou 12% em massa de clorexidina
(CHX), sua caracterizacao foi avaliada juntamente com a liberagdo empregando
espectroscopia Raman e Ultra-violeta (UV). No ponto de vista da caracterizacéo, o
CHX pode ser observado como grandes particulas sélidas e discretas, contudo em

algumas partes do material de cimento, o farmaco estava parcialmente disperso pelos
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poros. A liberacdo do CHX seguiu 0 modelo descrito por Fick, sendo independente da
concentracao inicial. Além disso, observou-se que em 24 h, aproximadamente 60%
do CHX foi liberado e que a perda de massa da composi¢cdo do cimento n&o foi

significativa.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, amostras de Ca-PPCs foram preparadas com cafeina e
clorexidina como farmacos modelo em diferentes razfes [P]:[Ca]. Embora todas as
amostras tenham sido capazes de incorporar e liberar os medicamentos modelo, as
amostras contendo cafeina apresentaram taxas de incorporacao e perfis de liberacéo
diferentes daquelas com clorexidina. Ao relacionar esses resultados as estruturas
formadas durante a sintese observada por espectroscopia de infravermelho e Raman,
essas diferencas se devem principalmente a interacéo intermolecular com a matriz e
ao tamanho das moléculas. As razbes [P]:[Ca] também foram prevalentes.
Concentra¢des mais altas de célcio criam estruturas como gaiolas menores e mais

apertadas. Levando a uma maior incorporacgdo de cafeina e clorexidina.

Além disso, vale ressaltar que além dos Ca-PPCs possuirem similaridade quimica
com dentes e 0sso0s, sendo biocompativeis e bioabsorviveis, sua sintese pode ser
realizada em larga escala, a temperatura ambiente, com custo relativamente baixo.
Durante a sintese ndo foram observadas alteracdes nas cadeias de polifosfato nem
na formacao de produtos de degradacdo. Assim, o coacervato de polifosfato de célcio
contendo farmacos propostas pode ser competitivo e promissor como sistema para

liberacdo controlada de farmacos.

A limitada literatura somada aos resultados apresentados nesta tese apontam
o potencial desse material tdo pouco explorado para liberacdo de farmacos. Esta tese
€ apenas 0s primeiros passos de uma longa pesquisa que pode construida a fim de

viabilizar a aplicacao dos Ca-CPPs.

Uma gama de estudos pode ser direcionada a estes matérias, desde
estabilidade e degradacdo do material com o tempo, inser¢cdo de outros ions e/ou
outras substancias que possam agregar novas propriedades ao material, estudos de

dissolugéo em outras faixas de pH, até estudos in vivo.
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