UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE ec .
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA -

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA
E ENGENHARIA DE MATERIAIS

)

PREPARAGCAO E CARACTERIZAGAO DE BIOFILMES QUITOSANA/ARGILA
PARA LIBERACAO CONTROLADA DE IBUPROFENO

Faldrecya Sousa Queiroz Borges

Campina Grande
Dezembro/2013

il il

fiy



UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA
E ENGENHARIA DE MATERIAIS

PREPARAGCAO E CARACTERIZAGAO DE BIOFILMES QUITOSANA/ARGILA
PARA LIBERAGCAO CONTROLADA DE IBUPROFENO

Faldrecya Sousa Queiroz Borges

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncia e Engenharia
de Materiais como requisito parcial a
obtengdo do titulo de MESTRE EM
CIENCIA E ENGENHARIA DE
MATERIAIS

Orientadora: Profa. Dra. Suédina Maria de Lima Silva
Coorientador: Prof. Dr. Marcus Vinicius Lia Fook

Campina Grande
Dezembro/2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL DA UFCG

B732p

Borges, Faldrecya Sousa Queiroz.

Preparacio e caracterizagio de biofilmes quitosana/argila para liberagfio
controlada de ibuprofeno. / Faldrecyra Sousa Queiroz Borges. — Campina
Grande, 2013.

74 £ -1l color.

Dissertagio (Mestrado em Ciéncias e Engenhana de Materiais) —
Umiversidade Federal de Campina Grande, Centro de Ciéncias e
Tecnologia, 2013.

"Ornentagdo: Prof Dr. Marcus Vimicius Lia Fook, Prof* Dr* Suédina
Maria de Lima Silva".

1. Bionanocompédsito. 2. Quitosana. 3. Ibuprofeno. I. Fook, Marcus
Vinicius Lia. II. Silva, Suédina Maria de Lima. III. Titulo.

CDU 678.7(043)




Dedicatoria

Dedico este trabalho em primeiro lugar a Deus que
iluminou o meu caminho durante esta trajetoria. Ao meu esposo,
Odir Borges, pelo apoio, incentivo e companheirismo que de forma
especial me de forca e coragem, me apoiando nos momentos de
dificuldades, quero agradecer também aos meus filhos, Igor e
Davi, que embora ndo tivessem conhecimento disto, mas
iluminaram de maneira especial os meus pensamentos me levando
a buscar mais conhecimentos. E ndo deixando de agradecer
principalmente a meus pais José Geraldo e Beta, meu alicerce,
minha vida, pelo incentivo e ajuda , cuidando dos meus filhos na
minha auséncia e tambem aos wmeus irmdos, TFalkandre e
Faldryene, que sempre torceram para que eu conseguisse realizar
este sonho. Agradecer também a Da Guia que com todo amor e
carinho ajudou a cuidar dos meus filhos para que eu pudesse me

ausentar. Sem eles nada seria possivel.



VITAE DO CANDIDATO

FORMACAO ACADEMICA

Graduagio em Farmacia pela Universidade Estadual da Paraiba- UEPB
— Campina Grande — PB, 1998.

Pés-graduagao em Bioquimica pela Universidade Estadual da Paraiba-
UEPB- Campina Grande — PB, 1999.

Pos-graduagdo em Citologia Clinica pela Sociedade Brasileira de
Analises Clinicas- SBAC- Campina Grande - PB, 2005.

ATUACAO PROFISSIONAL

Farmacéutica-bioquimica-citologista concursada do laboratério municipal
de Condado - PB, desde 2002.

Bioquimica do Banco de Leite Humanc Dra. Vilani Kherle da
Maternidade Dr. Peregrino Filho, responsavel pelo controle de qualidade
do leite materno, Patos-PB, desde 2003.

Citologista do Instituto Patoense de Analises clinicas IPAC, realizando

leitura das laminas citopatologicas do municipic de Patos - PB, desde
2007.

Citologista do iaboratorio regional de analises clinicas de Pianco,
responsavel pela leitura das laminas citopatolégicas do municipio de
Pianc6 — PB, desde 2008.

Citoclogista do Laboratéric Dr. Arténcio Vanderlei, realizando leitura das
lAminas citopatolégicas do municipio de Pombal PB, desde 2009.

Secretaria de salide do municipio de Condado-PB, periodo de 2001 a
2004,

Bioquimica responsavel pelo programa de Tuberculose do municipio de
Patos-PB, periodo de 2001 a 2008.

Bioquimica plantonista do laboratdric municipal de Patos, atuando nas
areas de bioquimica e hematologia, periodo de 2002 a 2011.

Farmacéutica responsavet pela farmacia hospitalar da Maternidade Dr.
Peregrino Filho em Patos-PB, periodo de 2004 a 2009.

Membro consultora da comissdo de controle de infec¢do hospitalar da
Maternidade Dr. Peregrino Filho, periodo de 2006 a 2008.



PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE BIONANOCOMPOSITOS
QUITOSANA/ARGILA PARA LIBERACAO CONTROLADA DE IBUPROFENO.

FALDRECYA DE SOUSA QUEIROZ BORGES

Dissertacéo Aprovada em 20/12/2013 pela banca examinadora constituida dos
seguintes membros:

nphdemsm

(Orientadora)
UAEMa/UFCG

J-Ah_aéueb_lw ool

] Dr Marcus Vinicius Lia Fook
(Orientador)
UAEMa/UFCG

(Examinadora
Pesquisadora da UFCG

e (aemidlh Yook, Brgac

(Examinadora Externa)
Pesquisadora da UFCG



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, pela familia e pelos amigos.

A Minha familia pelo apoio e forca em mais essa etapa da minha
vida.

Aos Professores, em especial Suédina Maria de Lima Silva, uma
pessoa maravilhosa, que com muita paciéncia, atencdo e amizade
me afudaram a desvendar uma drea totalmente nova em minha
vida profissional e académica, a Marcus Vinicius Lia Fook, pela
oportunidade e apoio que nos deu, a Daniela de Lourdes Anjos
Coutinho pelas importantes orientacdes. Agradeco principalmente
pela confianca em mim depositada.

A banca examinadora por terem aceitado o convite e pelas

valiosas contribuicoes.

A Carfa Ramalho Costa Braga e as alunas Rillen Gomes Leal,
Nadié katyllie Silva Diniz e Maria do Carmo Cabral Mota Matos

pelo auxilio na preparagdo das amostras.

A Mdrcia, secretdria do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia
e Tngenharia de Materiais, pela atencdo que sempre me

dispensou.
Ao laboratorio do Certbio pela realizacdo das andlises
Aos amigos especiais...

A Associacdo médica da Paraiba, que nos deu a oportunidade de

realizar este tdo sonhado mestrado.

A todos que de alguma forma contribuiram para essa conquista.



PREPARAGAO E CARACTERIZAGCAO DE BIOFILMES
QUITOSANA/ARGILA PARA LIBERAGAO CONTROLADA DE
IBUPROFENO

RESUMO

Biofilmes de quitosana, quitosana/montmorilonita e quitosana/bentonita,
preparados na auséncia e na presenga de ibuprofeno, foram obtidos pela
técnica de solugio e caracterizados por microscopia eletrbnica de varredura,
espectrometria no infravermelho, difratometria de raios X e espectrometria UV-
vis. Os efeitos do tipo de argila, da forma de incorporagao do ibuprofeno, bem
como, das condi¢gdes de secagem dos referidos biofilmes contendo o farmaco
foram estudados. Os resultados indicaram que as interagdes quitosana/argila
foram efetivas e que bionanocompésitos foram obtidos. Os biofilmes
apresentaram aglomerados argilosos sendo estes menores e melhor
distribuidos na matriz polimérica para o caso em que a argila montmorilonita foi
empregada. Com relacdo & forma de incorporagdo do ibuprofeno e as
condigbes de secagem dos biofiimes contendo o farmaco, foi observado que a
dissolugédo do ibuprofeno em alcool etilico antes do mesmo ser incorporado ao
biopolimero quitosana e a secagem do biofilme feita a temperatura ambiente
seguida de secagem em estufa com circulagdo forgada de ar resultou na
obteng¢do de biofilmes com superficie compacta e isenta de poros. Quanto a
avatiagao da liberagao do ibuprofeno ficou evidenciado que a incorporagado das
argilas montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na+ e bentonita sédica Argel
35 a quitosana favoreceu a uma taxa de liberagao do ibuprofeno mais lenta e
que a argila montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na+ promoveu o controle
da liberagdo do farmaco de forma mais efetiva devido a uma maior
acomodagado das moiéculas do farmaco nas galerias da montmoritonita.

Palavras-chave: Bionanocompdsito, quitosana, ibuprofeno.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF BIOFILMS CHITOSAN /
CLAY FOR CONTROLLED RELEASE IBUPROFEN

ABSTRACT

Biofilms of chitosan, chitosan/montmorillonite and chitosan/bentonite prepared
in the absence and presence of ibuprofen were obtained by solution and
characterized by scanning electron microscopy, infrared spectroscopy, X-ray
diffraction and UV- vis spectroscopy. The type of clay, the method of ibuprofen
incorporation and the biofilm drying conditions were studied. The results
indicated that the chitosan/clay interactions were effective and that
bionanocomposites were obtained. Biofilms presented clay agglomerates,
however when the montmorillonite clay was employed these agglomerates were
smaller and better distributed in the polymeric matrix. Regarding the form of
incorporation of ibuprofen and the drying conditions of biofilms containing the
ibuprofen drug it was observed that the dissolution of ibuprofen in ethyl aicohol
before it is incorporated in chitosan biopolymer as weli as the drying of biofilm at
room temperature followed by drying in oven with air forced circulation resulted
in biofiims with compact surface without pores. Regarding the evaluation of the
release of ibuprofen was demonstrated that the incorporation of sodium Cloisite
® Na’ montmorillonite clays and Argel 35 sodium bentonite in chitosan resuited
in a release rate slower ibuprofen and montmorillonite Cloisite ® Na* promoted
drug controlled release more effectively due to higher accommodation of the
drug molecules in the galleries of montmorillonite.

Keywords: Bionanocomposite, chitosan, ibuprofen.
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1 INTRODUGAO

Os nanocompésitos polimero/argila tém atraido grande interesse ja que
combinam a estrutura e propriedades fisicas e quimicas de ambos os
materiais, organicos e inorganicos. A maioria dos trabalhos desenvolvidos tem
empregado polimeros sintéticos, mas nos UGltimos anos estudos sobre
nanocompositos com polimeros de origem natural (bionanocompésitos) tém
sido realizados (Pandey e Mishra, 2011). Os bionanocompositos constituem um
novo grupo de compostos de natureza hibrida, organico-inorganico, baseada
na mistura entre polimeros de fonte natural e sélidos inorganicos através de
interagdes entre os constituintes em escala nanométrica. Estes materiais
combinam as excelentes propriedades mecanicas, térmicas e de barreira a
gases e liquidos, tipicas dos nanocompdsitos convencionais preparados com
polimeros sintéticos, mas com o carater intrinseco de biocompatibilidade e
biodegradabilidade associado aos biopolimeros (Han et al., 2010). Portanto,
estes materiais de natureza bio-nanohibrida podem ser aplicados como
bioplasticos para o envaze de alimentos, como implantes ou sistemas
liberadores de farmacos em biomedicina e também como dispositivos
eletroquimicos como, por exemplo, sensores e biossensores (Ravi Kumar,
2000; Uragami, Tanaka e Nishida, 2002; Silva et al, 2012). Uma das
aplicagdes mais interessantes deste tipo de material concentra-se no campo da
biomedicina, sendo os biopolimeros mais utilizados nesta area o poli (acido
latico), a poli (caprolactona), o poli (acido glicélico) e a quitosana (Viseras et al.,
2010).

O biopolimero quitosana tornou-se interessante ndo sé por ser oriundo
de um recurso renovave! abundante, mas também por ser biocompativel,
biodegradavel, apresentar capacidade antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, cicatrizante e quando em contato com células humanas nao
provocar reagdes adversas. Alem do mais, pode ser degradado por enzimas
amplamente encontradas no corpo humano gerando residuos nao toxicos
(Casarin, 2004, Pachekoski, Agnelli e Belem, 2009; Dash et al., 2011).



A quitosana é um polissacarideo natural, semicristalino, catiénico
composto de unidades de repeticdo de D-glucosamina e N-acetil-glucosamina
obtida a partir da desacetilagdo da quitina, principal componente da casca de
crustaceos e o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, perdendo
apenas para a ceiulose (Awaja, Daver e Kosior, 2004). Este biopolimero pode
ser facilmente dissolvido em solugbes de acidos fracos, devido a protonacao de
seus grupos amina, sendo o acido acético o solvente mais empregado. E por
apresentar alta hidrofilicidade, em funcdo do grande numero de grupos
hidroxila e grupos amina presentes na sua cadeia polimérica, apresenta
propriedades especificas (antimicrobiana e mucoadesiva) que possibilita sua
utilizagdo como biomaterial na forma de microparticulas, gel, microfibras e
membranas (Del Nobile ef al., 2009; Silva et al., 2012).

Estudos sobre o desenvolvimento de  bionanocompositos
quitosana/argila para aplicagbes biomédicas (sistemas carreadores de
farmacos), ndo tem sido tdo difundidos quanto aqueles com quitosana pura.
Contudo, varios beneficios podem ser alcangados para essa aplicagdo quando
a quitosana é associada a argila. Esta associagdo é possivel uma vez que a
quitosana, devido a sua natureza hidrofilica e policatidnica em meio acido,
apresenta boa miscibilidade com este tipo de silicato, podendo ser intercalada
entre as suas lamelas, por meio de troca catidnica e ligagdes de pontes de
hidrogénic (Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky, 2003). O mecanismo de troca
catiénica envolve interacdes entre a carga positiva do grupo amina protonada
(NH*) da quitosana e os sitios carregados negativamente na estrutura da
argila (Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky, 2005; Han ef al., 2010).

Dentre os beneficios que podem ser conseguidos pela preparag¢ao de
bionanoccompositos quitosana/argita se destacam: (a) a intercalagdo da
quitosana catiénica nas galerias da argila pode resultar na neutralizagdo da
forte ligagdo da droga (farmaco} catidnica com a argila anidnica; (b) a
solubilidade da quitosana no pH do suco gastrico ird diminuir e com isso
minimizar a liberagdo prematura da droga; (c) a quitosana catidnica, ao
contrario da argila, proporciona a possibilidade de carregamento (imobilizagao)
de drogas carregadas negativamente e (d) os grupos amina presentes na



quitosana s&o sitios para imobilizagdo do farmaco (Yuan ef al, 2010). A
solubilidade limitada, no pH gastrico, dos bionanocompésitos quitosana/argila
carreados com o farmaco oferece vantagens significativas para liberagao da
droga em sitios especificos pois ndo sdo destruidos pelo pH acido do
estbmago e na presenga de enzimas digestivas. Além disso, a propriedade
mucoadesiva da quitosana pode melhorar a biodisponibilidade de
medicamentos no trato gastrointestinal (Yuan ef al, 2010). Portanto, os
nanocompositos de quitosana/argila tém um grande potenciai como carreados
de medicamentos.

Um dos aspectos que tem dificultado o uso da quitosana para tal
aplicacao € o fato das quitosanas disponiveis, principalmente no Brasil, serem
de procedéncias diversas e apresentarem diferentes graus de pureza, além de
ndo seguirem industrialimente um procedimento comum de desacetilagao,
tornando os materiais comerciais consideravelmente diferentes entre si,
dificultando, dessa maneira, ¢ estabelecimento de um processamento padrac
para obtencdo de bionanocompésitos com caracteristicas reprodutiveis. Além
disso, o comportamento de liberagdo da droga pode ser influenciado por outros
fatores, como por exemplo, tipo de quitosana, tipo de argila e proporgao
quitosana/argila. Com base no exposto, a conducao deste estudo visa elucidar
fatores ainda nao esclarecidos no que se refere a preparagio e caracterizagao
de bionanocompésitos quitosana/argila, para sistemas de liberagdo controlada
de farmacos.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Esta pesquisa tem como principal objetivo desenvoiver novos
dispositivos baseados em bionanocompésitos de quitosana/argila para
imobilizagdo de um farmaco modelo, o ibuprofeno, visando a liberagao
controlado e prolongada do mesmo.

2.2 Objetivos Especificos

1. Preparar bionanocompébsitos quitosana/argila pelo processo de
intercalagao por solugéo.

2. Analisar a influéncia do tipo de argila na morfologia dos biofiimes
quitosana/argita.

3. Analisar a influéncia do ibuprofeno na morfologia dos biofilmes
quitosana/argila.

4. Avaliar a cinética da liberag&o do farmaco mediante ensaios in-vilro pela
técnica de espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Quitosana
3.1.1 Estrutura e Extragdo da Quitosana

A quitosana € um polissacarideo semicristalino linear composto de
unidades de repeticdo de 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-desoxi-
D-glicose (Zhao et al., 2013). A estrutura quimica deste polimero esta mostrada
na Figura 3.1. Como tal, a quitosana ndo € extensivamente encontrada no
ambiente, contudo, ela pode ser facilmente derivada da desacetilagdo parcial
de um polimero natural: a quitina (Figura 3.2). O grau de desacetilagéo (GD) da
quitosana, dado que indica o nimero de grupos amino ao longo das cadeias, é
calculado como a razao entre D-glucosamina e a soma de D-glucosamina e N-
acetil-D-glucosamina. Para ser nomeada “quitosana’, a quitina
desacetiladadeve conter pelo menos 60% de residuos de D-glucosamina
(Croisier e Jéréme, 2013).
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Figura 3.1 - Estrutura Quimica da Quitosana.
Fonte: Croisier e Jérdme (2013).
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Figura 3.2 - Estrutura Quimica da Quitina.
Fonte: Croisier e Jérdme (2013).



A desacetilagdo de quitina é realizada por meio de hidrélise quimica
sob condigbes alcalinas (NaOH concentrado) ou por hidrélise enzimatica na
presenca de enzimas particulares (Borschiver, Almeida e Roitman, 2008;
Bordes, Pollet e Avérous, 2009). Contudo, antes da desacetilagdo as seguintes
etapas sao conduzidas: (a) desmineralizagao (remogao acida do carbonato de
calcio) das cascas e ou esqueletos que séo secados e moidos; (b) tratamento
do p6 com solugéo de acido cloridrico e (¢) desproteinacdo do material que é
executada com uma solugao diluida de NaOH. Estas etapas visam a remogéo
de algumas impurezas como material inorganico, proteinas, pigmentos e
lipidios presentes na quitina (Costa Jr e Mansur, 2008). A Figura 3.3 mostra
uma representagao esquematica das etapas de obtengao da quitosana.
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Figura 3.3 - Representagdo esquematica das etapas de obtengdo da quitosana.
Fonte: Bordes, Pollet e Avérous (2009).

Depois da celulose, a quitina € o segundo biopolimero mais abundante
encontrado na natureza e, em escala industrial, as suas duas principais fontes
sd0 os exoesqueletos de crustaceos e as paredes celulares de fungos (Parra et
al., 2006; Jiang et al, 2008; Zhao et al., 2013). Ao contrario da quitosana
extraida de fonte animal, onde ocorre variabilidade do produto que pode
conduzir a caracteristicas fisico-quimicas inconsistentes (Brito ef al., 2011), a
quitosana obtida a partir de cogumelos garante uma melhor reprodutibilidade
das propriedades e € mais segura para aplicagbes biomédicas. A quitosana
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extraida de cogumelos apresenta distribuigdo de massa molar mais estreita do
que a obtida a partir de exoesqueletos de crustaceos e pode também diferir em
termos de massa molar, grau de desacetilagdo e distribuicdo de grupos
desacetilados (Sahoo, Misra e Mohanty, 2011). Dependendo da fonte e
preparagdo, o grau de desacetilagao e a massa molar da quitosana podem
variar entre 60 e 95% e de 300 a 1000 kDA, respectivamente (Bordes et al.,
2008). Além disso, em fungéo de se tratar de um composto de base natural, a
quitosana pode ser contaminada por impurezas organicas e inorganicas e
apresentar larga polidispersidade (Bordes, Pollet e Avérous, 2009).

O grau de desacetilacdo da quitosana pode ser determinado por
diversas técnicas como titulagdo potenciométrica, espectroscopia de
infravermelho (FTIR) e cromatografia gasosa (GC) ou cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). Para determinagdo da massa molar, os métodos mais
indicados séo viscosimetria e cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC)
(Zhao et al., 2013).

3.1.2 Propriedades da Quitosana

As propriedades quimicas e biolégicas da quitosana séo determinadas
pelo grau de desacetilagdo e massa molar da mesma. A Tabela 3.1 apresenta
um resumo da relagdo entre os parametros estruturais e as propriedades da
guitosana.

A quitosana ¢ um polimero semicristalino e mostra polimorfismo
dependendo do seu estado fisico. Dependendo da origem do polimero e do seu
tratamento durante a extracado, a cristalinidade pode variar consideravelmente.
A cristalinidade € maxima para quitosana totaimente desacetilada. De acordo
com a literatura, a origem da quitina influencia nao sé a sua cristalinidade e
pureza, mas também o arranjo da cadeia polimérica e assim suas propriedades
(Zhao et al., 2013). Tem também sido observado que a area superficial dos
materiais esta relacionada com a fonte (caranguejo > lagosta > camarao). A
técnica de caracterizagdo mais empregada para avaliar a cristalinidade da
quitosana € a difratometria de raios X (DRX). Conforme DRX da quitosana é



observada uma célula unitaria ortorrdmbica com parametros a = 0,807nm,
b= 0,844 nm e ¢ = 1,034 nm (Azevedo et al., 2007).

Tabela 3.1 - Relagdo entre os parametros estruturais e as propriedades da quitosana.

Propriedade Caracleristica estrutural
Solubilidade 1 GD
Cristalinidade 1 GD
Biodegradabilidade | GD, |Massa molar
Viscosidade 1 GD
Biocompatibilidade 1 GD
Mucoadeséao bioidgica 1 GD, tMassa molar
Analgésica 1 GD
Antimicrobiana 1 GD, 1Massa molar
Aumento de permeagao 1 GD
Antioxidante ' 1 GD, |Massa molar
Hemostatica 1+ GD

Fonte: Dash et al. (2011).

O biopolimero quitosana € uma base fraca insolivel em agua, mas
soltivel em solugdes acidas diluidas, onde as unidades de glucosamina (-NHj)
podem ser convertidas na sua forma protonada e sollivel (NH;"). A solubilidade
da quitosana depende da sua origem bioldgica, massa molar e grau de
desacetilagdo e isso afeta diretamente as aplicagdes deste biopolimero
(Tavaria et al., 2013). Devido a protonagdo em meio acide dos grupos amino
presentes em sua cadeia carbdnica, além das hidroxilas provenientes dos
grupos alcootl, a quitosana apresenta carater higroscopico e é capaz de formar
ge!, podendo absorver até 400% da sua massa inicial em meio aquoso. Fatores

como pH do solvente utilizado, concentragdo e massa molar da quitosana



estdo diretamente relacionados & viscosidade do gel obtido, bem como as
propriedades do biomaterial finat (Campos, 2007; Nomura et al., 2009).

Uma propriedade fundamental na transformacdo metabdlica da
quitosana no corpo e essencial para todos os polimeros usados em sistemas
carreadores de farmacos € a biodegradabilidade. Na quitosana ela pode ser de
dois tipos: quimica ou enzimatica. A quimica é a que se refere a degradacgéc
catalisada por acido, tal como a que ocorre no estdmago. Enzimaticamente, a
quitosana pode ser degradada por enzimas capazes de hidrolisar a
glucosamina-glucosamina, glucosamina-Nacetyl-glucosamina e N-acetil-
glucosamina, N-acetilglucosamina ligagdes (Kean e Thanou, 2010).

3.1.3 Aplicagdes Quitosana

As principais areas de aplicagao da quitosana sao. na agricultura como
mecanismos defensivos e adubo para plantas (Villalobos et al, 2006); no
tratamento de aguas atuando como floculante para clarificagdo, na remogao de
ions metdlicos, como polimero ecolégico e na remog¢ao de odores (Wang et al.,
2008); na induastria alimentar como fibras dietéticas, redutor de colesteroi,
conservante, fungicida e bactericida, e no revestimento para frutos; na industria
cosmética como esfoliante para a pele, no tratamento da acne, na composicao
de hidratante capilar e creme dental (De Faria e Martins-Franchetti, 2010; Zhao
et al., 2013) e na biomedicina em suturas cirlrgicas, na reconstituicdo 6ssea,
lentes de contato, liberagao controlada de medicamentos, encapsulamento de
materiais, bandagem para lesdes e engenharia de tecidos (Misra et al., 2010).

As aplicagbes da quitosana na area médica devem-se essencialmente
as suas propriedades de biocompatibilidade, capacidade bactericida e o fato de
que quando em contato com células humanas ndo provoca reagdes adversas;
ou seja, é uma substancia segura para o organismo humano. A quitosana pode
ser degradada por enzimas amplamente encontradas no corpo humano, e 0s
oligdmeros podem ativar macréfagos e estimular a sintese de acido hialurénico.
Além disso, a quitosana €& reconhecida por celulas tumorais, e
consequentemente, pode conduzir farmacos ao seu alvo seletivamente (Costa
Jr e Mansur, 2008). A alta hidrofilicidade da quitosana, devida ao grande
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numero de grupos hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica,
permite sua utilizagdo como biomaterial na forma de pds, flocos, microesferas,
nanoparticulas, gel, membranas, esponjas, colméias, fibras e fibras ocas
microparticulas (Dias e Silva, 2001; Del Nobiie et al., 2009).

A quitosana exibe propriedades analgésicas mucoadesiva e
antibacteriana, juntamente com atividade antifingica e hemostaticas (Avella,
Martuscelli e Raimo, 2000; De Carvaiho Canella e Garcia, 2001; Jiang et al.,
2008). Aléem do mais, a quitosana pode ser facilmente biodegradada gerando
residuos nao toxicos e sua taxa de degradagao esta relacionada com a massa
molar do polimero e com o0 grau de desacetilagdo {Casarin, 2004; Casarin,
2010).

Biomateriais 4 base de quitosana tiveram utilizagdo sugerida como
bioadesivo, agente cicatrizador, agente antimicrobianoc, material de bandagem,
molde para enxerto de pele, agente hemostatico, material para sutura, sistema
de liberagdo controlada de farmacos, e até mesmo material para lentes de
contato, na forma de filmes, géis, capsulas, micro capsulas ou solugdes
(Nomura et al., 2009).

3.2 Argilas

Nos ultimos anos argilas do tipo montmorilonitas e bentonitas tém sido
muito estudadas c¢omo carga para a preparagdo de nanocompositos
poliméricos. Alem das propriedades apresentadas por estas argilas, como a
capacidade que estas tém de ser expandida, ou intercalada ou ainda
delaminada por moleculas organicas sob condigdes apropriadas (Koh e Dixon,
2001; Saujanya e Radhakrishnan, 2001}, aspectos econdmicos e ambientais
estdo entre as principais razées para o grande interesse no uso deste tipo de
carga na preparacgao de nanocompoésitos e bionanocompésitos poliméricos.

Montmorilonita € 0 nome dado & argila que foi encontrada proxima da
Montmorilionite na Franga, e entao identificada por Knight em 1896 (Coelho, De
Ssantos e De Ssantos, 2007). E o filossilicato mais usado para preparacéo de
nanocompésitos poliméricos. A montmorilonita € conhecida por varios nomes,
tais como: esmectita, montmorilonita sédica, bentonita sédica ou bentonita que

10




incha (bentonita de Wyoming (EUA); bentonita sddica-ativada (UK); bentonita
sodio-trocavel etc.; a bentonita que nao-incha (em 4agua) e a montmorilonita
calcica ou bentonita Mississipi (EUA); sub-bentonita (bentonita Texas, UK). As
montmorilonitas podem também ser: magnesiana (Saponita e Armagosita);
potassica (Metabentonita) e litica (Hectorita), etc. Comercialmente, a
montmorilonita é fornecida na forma de pé com um tamanho de particula de
aproximadamente 8 ym, cada uma contendo cerca 3000 laminas com uma
razao de aspecto moderada (p=10 - 300) (Utracki, 2004).

Os nomes bentonitas, esmectitas e montmorilonita sdo frequentemente
usados como sindnimos, no entanto, industrialmente esses termos
representam minerais diferentes com diferentes graus de pureza. Bentonitas
sdo rochas sedimentares constituidas de uma grande propor¢do de
argilominerais (esmectitas) tais como montmorilonita (geralmente > 80%),
beidelita, saponita, nontronita e hectorita. Bentonitas podem também conter
outros argilominerais e minerais ndo argilosos. Sua cor varia de branco a
amarelo, de verde oliva a marrom ou azul, dependendo da presenga de cations
coloridos, sejam eles estruturais e ou trocavel, tais como Fe*, Fe?*, Cr**, Ni**
ou algum destes cations for o cation trocavel monovaiente M. A presenc¢a de
impurezas como matéria organica e minerais associados, também podem
colorir as bentonitas (Utracki, 2004; Coelho, De Ssantos e De Ssantos, 2007).

Montmorilonita & o argiiomineral mais abundante do grupo das
esmectitas, cuja formula quimica geral é dada pela M,(AlMgx)SisO20(OH)s.
Possui particulas com tamanhos que podem variar de 0,1 ym a 2 ym (tamanho
médio de 0,5 pm) e formato de placas ou laminas. Pertence ao grupo dos
filossilicatos 2:1, caracterizadas por estruturas constituidas por duas folhas
tetraédricas de silica com uma folha central octaédrica de alumina, unidas entre
si por atomos de oxigénio comuns a ambas as folhas. As folhas apresentam
continuidade nas diregfes dos eixos a e b e geralmente possui orientagdo
aproximadamente paralela nos planos (001) dos cristais, o0 que lhe confere a
estrutura laminada (De Souza Santos e Santos, 1992; Utracki, 2004). A
representagdo esquematica da estrutura da montmorilonita esta apresentada
na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Representacdo esquematica da montmorilonita.
Fonte: Silva et al. (2012).

Bentonitas sao argilas esmectitas constituidas predominantemente pelo
argilomineral montmorilonita. Sua abundancia natural, baixo custo, elevada
capacidade de troca de cations (CTC), capacidade de inchamento,
propriedades e adsor¢do e grande area superficial sdo as principais razbes
para a sua vasta gama de aplicagbes (Xi et al., 2007). As esmectitas séo
formadas por argilominerais triformicos 2:1, ou seja, tem uma estrutura na
forma de sanduiche que consiste de duas folhas tetraédricas envolvendo uma
folha central octaédrica, unidas entre si por oxigénios comuns as folhas para
formar uma camada. A espessura da camada € de aproximadamente 0,96 nm
e sua dimensao lateral pode variar de 30 nm até varios micrometros. Sao
estruturalmente derivadas da pirofilita [SigAlsO20(OH)s], ou do talco
[SisMgeO20(OH)4] por substituicdes principalmente nas folhas octaédricas, onde
AI** pode ser substituido por Mg?*, Fe?*, Cr** ou Li*. Nas posicoes tetraédricas
pode haver substituicdo isomérfica em percentagem moderada, cerca de 15%,
do Si** por A**. Estas substituicdes isomérficas, no reticulo do mineral, geram
cargas negativas, e as camadas ficam eletricamente desequilibradas com uma
deficiéncia de aproximadamente 0,66 cargas positivas por célula unitaria. Esta
deficiéncia é equilibrada principalmente por cations hidratados denominados
cations alcalinos e alcalinos terrosos denominados cations trocaveis, que sao
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fixados reversivelmente nos espagos entre as camadas (espagos
intertametares - galerias) {(80%) e nas supetficies laterais das 10 camadas
(20%) mantendo assim o equilibrio elétrico. Os cations trocaveis ndo
pertencem a estrutura do cristal e estdo fracamente ligados a superficie do
mesmo, sendo facilmente trocados por cations organicos (Murray, 2000; Aguzzi
et al., 2007; Salles et al., 2007).

O espacamento basal, conforme determinada por medidas de
difratometria de raios X, pode variar de 1,0 a 1,4 nm para os silicatos em
camadas nas formas anidra e hidratada, respectivamente. A area superficial
especifica é de 750 a 800 m?g, sendo o valor teérico de 834 m%g. A
capacidade de troca de cations (CTC) varia de 80 a 120 meqg/100g e pode ser
resultado do desequilibrio de cargas provenientes das substituicdes isomérficas
no préprio reticulo cristalino, das ligagées quimicas quebradas nas arestas das
particulas e da substituigcdo de hidrogénio por hidroxilas, cu seja, € uma medida
da carga total das camadas. Esta propriedade (CTC) & altamente dependente
da natureza das substituigbes isomorficas nas camadas tetraédricas e
octaédricas e, portanto, da natureza do solo onde a argiia foi formada. Isto
explica porque montmorilonitas de diferentes origens apresentam diferentes
valores de CTC (Kornmann, Lindberg e Bergiund, 2001).

3.3 Bionanocompésitos Quitosanal/Argila

Os bionanocompoésitos constituem um novo grupo de compostos de
natureza hibrida, organico-inorganico, baseada na mistura entre polimeros de
fonte natural e sélidos inorgénicos através de interagdes entre os constituintes -
em escala nanométrica. Estes materiais combinam as excelentes propriedades
mecanicas, térmicas e de barreira a gases e liquidos, tipicas dos
nanocompédsitos convencionais preparados com polimeros sintéticos, mas com
o carater intrinseco de biccompatibilidade e biodegradabilidade associado aos
biopolimeros (Han et al., 2010). Portanto, estes materiais de natureza bio-
nanchibrida podem ser aplicados como bioplasticos para o envaze de
alimentos, como implantes ou sistemas liberadores de farmacos em
biomedicina e também como dispositivos eletroquimicos como, por exemplo,
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sensores e biossensores (Ravi Kumar, 2000; Uragami, Tanaka e Nishida, 2002;
Silva et al., 2012). Uma das aplicagbes mais interessantes deste tipo de
material concentra-se no campo da biomedicina, sendo os biopolimeros mais
utilizados nesta area o poli (acido latico), a policaprolactona, o poli (acido
glicolico) e a quitosana (Viseras et al., 2010).

Devido a natureza hidrofilica e policatinica do biopolimero quitosana,
em meio acido, este apresenta boa miscibilidade com os silicatos em camadas,
montmorilonita sédica e bentonita sédica, podendo ser intercalada entre as
lamelas do argilomineral, montmorilonita, por meio de troca catibnica. Por outro
lado, grupos funcionais amino protonados (-NHs;") e hidroxilicos (-OH),
presentes na quitosana, podem formar ligacoes de pontes de hidrogénic com
os grupos hidroxilicos terminais presentes na montmorilonita, acarretando
fotes interagbes entre a quitosana e a montmorilonita as quais afetam
fortemente as propriedades macroscopicas do bionanocompésito. A Figura 3.5
mostra uma representagiao esquematica da intercalagdo da quitosana em
montmorilonita (Darder, Colilla € Ruiz-Hitzky, 2003; 2005).

De acordo com a literatura, as fortes interagdes quitosana-
montmorilonita podem resultar na formagéo de bionanocompédsitos, preparados
pelo método de intercalagdc por solugdao, com estruturas floculadas. A
quantidade de argila misturada com quitosana afeta a morfologia dos
bionanocompdsitos. Conforme reportado por Wang e colaboradores (Wang et
al., 2005), para pequenas quantidades de montmorilonita, 2,5% em massa, os
bionanocompdsitos  quitosana/montmorilonita obtidos pelo método de
intercalagio por solugdo apresentaram estrutura intercalada e esfoliada e que
para quantidades de montmorilonita de 5% e 10% em massa os
bionanocompésitos apresentaram morfologia intercalada com ocasionais
floculagdes.

Estudos realizados por Tan e colaboradores (2008) mostraram que a
partir da analise de difratometria de raios X e de acordo com os valores obtidos
para a distancia interplanar basal (dopt), dois tipos de bionanocompositos
quitosana/montmorilonita podem ser descritos: um com um com monocamada
e outro com bicamada de quitosana no espago interlamelar, respectivamente. A
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intercalagdo da monocamada de quitosana em montmorilonita deve-se
principalmente ao processo de troca catibnica e ao bionanocompésito ser
obtido a partir de pequena quantidade de quitosana. A intercalagdo da
bicamada de quitosana em montmorilonita resuita em bionanocompésitos com
alta quantidade de quitosana. Esta intercalagdo é favorecida pela interagéo
eletrostatica dos grupos (-NH3") da segunda camada com os ions acetato da
solugdo de quitosana tornando-se acessiveis os sitios para troca aniénica. O
valor da distancia interplanar basal (do¢) para o caso onde uma estrutura
bicamada é obtida é em torno de 2,02 nm.
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Figura 3.5 - Intercalagdo da quitosana em montmorilonita.
Fonte: Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky (2003).

Conforme descrito anteriormente, estudos sobre o desenvolvimento de
bionanocompésitos quitosana/argila para aplicagdes biomédicas (sistemas
carreadores de farmacos), nao tem sido tdo difundidos quanto aqueles com
quitosana pura. Contudo, varios beneficios podem ser alcancados para essa
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aplicagdo quando a quitosana é associada a montmorilonita. Esta associacgao ¢
possivel uma vez que a quitosana, devido a sua natureza hidrofilica e
policatidnica em meio acido, apresenta boa miscibilidade com este tipo de
silicato, podendo ser intercalada entre as suas lamelas, por meio de troca
catidnica e ligagbes de pontes de hidrogénio (Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky,
2003; Lenz e Marchessautt, 2005). O mecanismo de troca catibnica envolve
interagdes entre a carga positiva do grupo amina protonada (NH:") da
quitosana e os sitios carregados negativamente na estrutura da argila (Darder,
Colilla € Ruiz-Hitzky, 2005).

Dentre os beneficios que podem ser conseguidos pela preparagio de
bionanocompdésitos quitosana/argila se destacam: (a) a intercalagdo da
quitosana catibnica nas galerias da argila pode resultar na neutralizagao da
forte ligagdo da droga (farmaco) catibnica com a argila anidnica;, (b) a
solubilidade da quitosana no pH do suco gastrico ira diminuir e com isso
minimizar a liberagdo prematura da droga; (c) a quitosana catidnica, ao
contrario da argila, proporciona a possibilidade de carregamento (imobilizagao)
de drogas carregadas negativamente e (d) os grupos amina presentes na
quitosana sao sitios para imobilizagdo do farmaco (Yuan ef al, 2010). A
solubilidade limitada, no pH gastrico, dos bionanocompésitos quitosana/argila
carreados com o farmaco oferece vantagens significativas para liberagao da
droga em sitios especificos pois ndo sdo destruidos pelo pH acido do
estdmago e na presen¢a de enzimas digestivas. Além disso, a propriedade
mucoadesiva da quitosana pode melhorar a Dbiodisponibilidade de
medicamentos no trato gastrointestinal (Yuan et al, 2010). Portanto, os
bionanocompdsitos de quitosana/argila tém um grande potencial como
carreados de farmacos.

3.4 ibuprofeno

Até meados da década de 70 o Acido Acetilsalicilico (AAS) era o
farmaco anti-inflamatério ndo esteréide mais usado em todo o mundo.
Entretanto, apés ter sido revelada a associagéo entre uso de AAS e sindrome
de Reye, 0 AAS deixou de ser utilizado em criangas nos EUA, Canada e em
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diversos paises da FEuropa, sendo substituido pelo acetaminofeno ou
ibuprofeno (Litalien e Jacqz-Aigrain, 2001; Bricks, 2003).

O ibuprofeno &€ um farmaco do grupo dos anti-inflamatérios nao
esterdides (AINE) sendo também analgésico e antipirético, utilizado
frequentemente para o alivio sintomatico da dor de cabeca (cefaléia), dor
dentaria, dor muscular (mialgia), moléstias da menstruagdo (dismenorreia),
febre e dor pos-cirurgica. Também ¢é usado para tratar quadros inflamatoérios,
como 0Ss que se apresentam em artrites, artrite reumatéide (AR) e artrite
gotosa. O seu nome vem das iniciais do acido iso-butil-propindico-fedlico noia
(Daver, Gupta e Kosior, 2008).

O ibuprofeno foi sintetizado pela primeira vez em dezembro de 1961 no
Reino Unido, pelo Dr. Stewart Adams e seus colegas John Nicholson e Colin
Burrows. Nesse mesmo ano, este farmaco foi patenteado. Mas apenas em
1969 aparece comercializado no Reino Unido e posteriormente nos EUA, em
1974. Hoje é comercializado em todo o mundo sendo atualmente usado por
milhdes de consumidores via oral, na forma de comprimidos, drageas,
suspengao oral ou granulado e encontra-se disponivel também em
supositérios, creme ou gel para aplicagéo local (Moraes, 2005).

As caracteristicas fisico-quimicas do ibuprofenc s3o as seguintes:
formula molecular C13H1302; massa molecular 206,28 g mol™' e ponto de fusao
75 — 78°C (Almeida, 2009). E um p6 branco, com um leve odor caracteristico,
sendo praticamente insolivel em agua, mas solivel em solugbes aquosas
diluidas de hidroxidos alcalinos e de carbonatos, e também em alguns
solventes organicos como a acetona, o alcool etilico, o éter, o diclorometano e
o cloroférmio {(Ghanbari et al., 2013). O seu nome IUPAC ¢ acido (2RS)-2-[4-(2-
metilpropil) fenilpropandico]. A estrutura quimica deste farmaco esta
apresentada na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Estrutura quimica do ibuprofeno.
Fonte: Aimeida (2009).

Conforme descrito por Silva e Silva (2012), os farmacos anti-
inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) sdo fundamentais no controle da dor.
Eles promovem a inibicdo da ciclooxigenase (COX), bloqueando a conversido
do acido araquidénico em prostandides, representados pelas prostaglandinas e
tromboxanos, envolvidos no processo inflamatério e na sensibilizagéo dolorosa
central e periférica. Portanto, o alivio da dor (analgesia) se deve principalmente
ao bloqueio periférico da produgdo de prostaglandinas e esta associado com o
tipo de farmaco, a dose e a via de administragdo. Uma vez que os AINEs
apresentam baixa toxicidade, sendo os efeitos cardiovasculares e respiratorios
raros, exceto em situagbes de envenenamento, estes sdo os mais
frequentemente utilizadas para o tratamento da dor, seja ela de intensidade
moderada a grave.

Com o uso dos anti-inflamatérios do tipo AINEs tem-se o blogqueio da
enzima endoperoxido-sintetase ou ciclooxigenase (COX) de acidos graxos, que
€ a primeira enzima envolvida na sintese de prostaglandinas, diminuindo o
quadro inflamatério. Além disso, os AINEs diminuem a sensibilidade dos vasos
sanguineos a bradicinina e a histamina, afetam a produgao de linfocinas pelos
linfocitos T e revertem a vasodilatagdo da inflamagdo (Muri, Sposito e
Metsavaht, 2009).

Embora o ibuprofeno seja eficiente no controle da dor, o uso
indiscriminado e prolongado deste medicamento pode provocar gastrite ou
tlcera estomacal, pelo fato de bloquear a produgao da barreira de prote¢do da
mucosa gastrica. Pode causar também indigestdo, nauseas, diarreia, acidez,
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dor de estdmago e Ulceras. Outros efeitos adversos incluem sonoléncia,
vertigem, zumbidos nos ouvidos, perturbagbes visuais, retencio de agua e
dificuldades respiratérias (Marques, 2009). Portanto, seu uso deve ser
criterioso e bem indicado para que possa proporcionar mais beneficios do gue
riscos ao paciente(Marques, 2009). Assim, a imobilizagdo do ibuprofeno em
bionanocompdsitos quitosana/argila, visando a liberagéo controlada do mesmo,

pode minimizar estes efeitos adversos e estender a agdo deste anti-
inflamatério.

3.4.1 Propriedades Farmacocinéticas

Conforme descrito nas informagdes técnicas aos profissionais de satde
(bula Novalfem® - Ibuprofenc) o ibuprofeno apresenta:

boa absorg&o oral, com aproximadamente
80% da dose absorvida no trato
gastrintestinal, havendo diferenga quando da
administragdo em jejum ou apés refeigdo,
pois a presenga de alimentos diminui a
absorgdo. O inicio de agao ocorre em cerca
de 15 a 30 minutos. A taxa de ligagdo proteica
é alta (99%) e a concentragdo plasmatica
maxima & atingida em 1,2 a 2,1 horas, tendo
duracdo de 4 a 6 horas, com meia vida de
eliminagdo de 18 a 2 horas. A
biotransformacgio é hepatica e a excre¢io
praticamente se completa em 24 horas apés a
ultima dose, sendo menos de 1% excretado
na forma inalterada.

(Medley, 2012)

3.5 Liberagdo Controlada de Farmaco

O conceito de sistema de liberagdo de farmaco é geralmente baseado
nas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas das drogas (Gonzalez ef
al., 2005). O uso de materiais que prolongam a liberagdo de drogas, ajuda na
redugio de reagdes indesejave! diminuindo os efeitos colaterais e prolongando
sua agao, aumentando a resposta do tratamento ao paciente (Grassie, Murray
e Holmes, 1984a; b; Hablot et al., 2008, Shen, Worrell e Patel, 2010). Os
mecanismos usados para alcangar um bom resultado na liberagio controlada
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sdo variados, compiexo, e depende da sua aplicagdo, que pode funcionar,
simultaneamente, em diferentes fases de um processo de liberagéo
(Haralabakopoulos, Tsiourvas e Paleos, 1999).

Nas ultimas décadas muitas alternativas tém surgido de diferentes
areas das ciéncias, com sistemas que apresentam caracteristicas que tem
permitido transportar substdncias farmacologicamente ativas para sitios
especificos do organismo e ou modular a velocidade de liberagdo em fungao do
tempo. Esses sistemas podem modificar o perfil de biodisponibilidade do
farmaco sem alterar a estrutura quimica da molécula transportadora (Geraldo,
2008). Dentre esses sistemas destacam-se os compésitos constituidos por
uma matriz polimérica e uma fase dispersa de argila por aumentar a
solubilidade a microencapsula¢do, a granulagéo das drogas; por produzir um
bom ambiente de liberagdo de drogas e por controlar, atrasar ou prolongar a
liberagio de farmacos (Lenz e Marchessault, 2005, Kumar ef al, 2010;
Machado et al., 2010).

Tanto os polimeros naturais como os sintéticos podem ser usados
como matrizes em sistemas para liberagdo controlada de farmaco. Entre os
polimeros naturais pode-se destacar: a quitosana, os polipeptideos e as
proteinas (como a albumina, o fibrinogénio, a gelatina e o colageno} e celulas
vivas (por exemplo, os eritrécitos). Entre os sintéticos, incluem-se os
poliésteres alifaticos de hidroxi-acidos, por exemplo, o poliacido latico-PLA e o
poliacido latico glicolico-PLGA. Estes polimeros devem ser quimicamente
inertes ou livres de impurezas, possuirem uma estrutura fisica apropriada e
serem rapidamente biodegradados.

As argilas sdo geralmente utilizadas na indastria farmacéutica como
excipientes ou substancias ativas. Varios estudos estao relacionados para
diminuir a absor¢do oral de varios medicamentos com argiias, mas essas
interagdes podem também ser usadas para ter vantagens tecnologicas e
biofarmacéuticas. Assim, este foi 0 ponto de partida para a utilizagdo de argilas
em sistemas de liberagao controloda de farmaco (Aguzzi et al., 2007).

Pesquisas visando aperfeigoar a agao de varios tipos de farmacos que
possam manter niveis de drogas continuos em um tecido desejado, reduzindo
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os efeitos colaterais tém sido conduzidas por diversos pesquisadores do Brasil
€ do mundo.

Kelly e colaboradores (Maiti, Batt e Giannelis, 2007) desenvolveu um
gel termosensivel para aplicagdo periodontal com uma boa atividade anti-
bacteriana, que consiste numa suspensdo de drogas transportadas em
nanotubos revestidos com quitosana (Mendes, 2009).

Nanda e colaboradores (Mohanty, Misra e Drzal, 2005) utilizaram
quitosana/poliacido com diferentes quantidades de montmorilonita como um
sistema de liberagdo de paclitaxel, um medicamento anti-tumoral. Kavadiya e
colaboradores (Rosa ef al., 2002) utilizando o polissacarideo de alginato de
sOdio para preparar o composto montmorilonita-diclofenaco-alginato observou
que a incorporagdao da montmorilonita ao sistema diclofenaco-alginato
favoreceu a um melhor perfil de liberagdo do diclofenaco, em fluido intestinal
simulado (pH 7.4).

Algumas argilas, por exemplo, “"Bentonita", foram usadas na
formulagéo de hidrogéis mucoadesivos (De Moraes, 2004), enquanto que a
montmorilonita foi usada na formulagédo de liberagdo controlada (Rauwendaal,
2001; Rosa et al, 2002; Pellicano, 2008; Quentat ef al, 2010; Praphulla e
Praphulla, 2012). A Cloisite® 15A (montmorilonita natural modificada por um sal
de amdnio quaternario) foi usada como portador de algumas formulagbes
contendo broncodilatadores e drogas anti — inflamatérias (Roy et al., 2012).

Sistemas de nanocompésitos para encapsulacdo de farmaco foram
obtidos com quitosana e argila e indicaram uma melhora na eficiéncia de
encapsulagao do farmaco além de abrandar a liberagido da droga (Verhoogt,
Ramsay e Favis, 1994; Scheirs, 2003; Sorrentino, Gorrasi e Vittoria, 2007;
Yuan et al., 2010).

Sorrentino e colaboradores (2007), demonstraram que o
nanocompdsito de quitosana/montmorilonita tem uma boa biocompatibilidade,
estimula a proliferagédo de células, e apresentam propriedades mucoadesivas
combinados com baixa solubilidade em meio acido, além de retardar a
liberagéo do farmaco em ambientes gastrico, e liberar o farmaco de uma forma
controlada no ambiente intestinal (Verhoogt, Ramsay e Favis, 1994).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A quitosana, fornecida na forma de p6 pela Polymar/Brasil, com grau
de desacetilagio de 86,7% e densidade de 0,2 g/cm®, conforme informacgdes
do fabricante, foi utilizada como matriz polimérica na preparagéo dos biofilmes.

A bentonita sodica Argel 35° (AN) foi fornecida pela Bentonit Unido
Nordeste (BUN)/Brasil e purificada no Laboratério de Nanocompdsitos
Poliméricos da Universidade Federal de Campina Grande. A argila bentonita
sodica Argel 35 purificada (AP) foi usada como nanocarga na obtengdo dos
biofilmes a base de quitosana e apresenta uma capacidade de troca de céations
(CTC) de 92 meq/100g (Leite et al., 2010). A montmorilonita sddica comercial
Cloisite® Na* (CL) fornecida pela Southem Clay Products/EUA, na forma de po,
também foi empregada como nanocarga na preparagdo dos biofilmes a base
de quitosana. De acordo com o fabricante, este silicato apresenta uma
capacidade de troca de cations (CTC) de 90 meq/100g de argila.

O acido aceético glacial P.A de 99,9%, foi usado como solvente para a
quitosana e o hidroxido de sodio, na forma de pastilhas, foi utilizado para
ajustar o pH da solugcao de quitosana bem como para assegurar a completa
neutralizagdo dos biofilmes de quitosana e quitosana/argila. Estes reagentes
foram fornecidos pela Vetec e usados como recebidos.

A substancia ativa ibuprofeno (lbu), referéncia 14883 > 98% e lote
122K0676V foi fornecida na forma de pé pela Sigma Aldrich e utilizada como
farmaco modelo para estudo da liberagédo controlada e prolongada em biofilmes
de quitosana e quitosana/argila.

O Alcool etilico 70% fornecido por Nalgon equipamentos cientificos
Ltda. foi utilizado como solvente do farmaco ibuprofeno.

O Tampéao fosfato - PBS 0,1M (pH 7,2), referéncia P3288 - 12VL e lote
038k614, foi fornecido pela Sigma-Aldrich e utilizado como um meio para
simular os fluidos corpéreos no estudo in vitro da liberagdo controlada do
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farmaco pela técnica de espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel
(UV-visivel).

4.2 Métodos
4.2.1 Preparagao dos biofilmes de quitosana

Os biofilmes de quitosana foram obtidos pelo método de evaporacgio
do solvente que consistiu em preparar uma solugdo de quitosana pela
dissolugado de 1g de quitosana em 100 mL de uma solugio a 1% (v/v) de acido
acetico sob agitagdo magnética a 45°C por 2 h. Em seguida, a solugdo foi
filtrada a vacuo para remover o material insolGvel, depois vertida em placas de
Petri e acondicionada em estufa a 50°C por 20 h para a formacgdo dos
biofilmes. Para assegurar a completa remog¢ao dos residuos acidos os biofilmes
foram encharcados em uma solugéo de hidrdxido de sédio a 1M, por 30 min,
depois lavados com agua destilada até pH neutro e secos a temperatura
ambiente. Os biofilmes de quitosana foram codificados como Q.

4 2 2 Preparagio dos biofimes quitosana/argila

Os Dbiofilmes quitosana/argila foram preparados seguindo a
metodologia empregada em estudos realizados por Darder e colaboradores
(2005), conforme descrito a seguir. A solu¢do de quitosana foi preparada pela
dissolugéo de 1g de quitosana em 100 mL de uma solugio a 1% (v/v) de acido
acético sob agitagao magnética a 45°C por 2h. Obtida a solugdo polimérica, o
pH da mesma foi ajustado para 4,9 com adigao de uma solugao de hidroxido de
sodio a 1M sob agitagdo. Uma vez que um valor de pH acido é necessario para
promover a formacdo de grupos amina protonados (-NH3") na estrutura da
quitosana. Em seguida, foram preparadas dispersdes argila/agua destilada na
concentragdo de 1% sob agitagdo mecanica a 3000 rpom e 53 + 2°C por 10 min.
A solugdo de quitosana foi adicionada a dispersdo da argila usando razéo
massica de quitosana/argila equivalente a 1/1 mantida sob agitagido mecanica
a 1200 rpm e 53 + 2°C por 4 h. A dispersdo quitosana/argila foi vertida em
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placas de Petri e acondicionadas em estufa a 50°C por 20 h para a formagéo
dos biofilmes. Obtidos os biofilmes, os mesmos foram cobertos com uma
solugéo de hidrdxido de sédio a 1M por 30 min para assegurar a neutralizagao
dos residuos de acido. Em seguida, lavados com agua destilada até pH neutro
e secos a temperatura ambiente. Os biofiimes de quitosana {Q)/montmorilonita
sédica comercial Cloisite® Na* (CL) e quitosana(Q)/bentonita sédica Argel 35
purificada (AP} usando razdo massica equivalente a 1/1 foram codificados
como Q1/CL1 e Q1/AP1, respectivamente.

4.2.3 Preparagao dos biofilmes de quitosana e guitosana/argila carreados com
lbuprofeno

A metodologia empregada na preparag¢ao dos biofiimes de quitosana e
quitosana/argila com razédo massica de 1/1 carreados com ibuprofeno foi
adaptada de estudos realizados por Depan e colaboradores (Depan, Kumar e
Singh, 2009). O ibuprofeno (lbu) a uma concentragdo de 10% em relagao a
massa de quitosana foi adicionado a solugao de quitosana e quitosana/argila
sob agitacdo magnética por 24h, depois a mistura reacional foi vertida em
placas de Petri, levadas a etapa de secagem para obten¢cdo dos biofilmes
carreados com ibuprofeno. Sendo utilizadas duas formas de apresentagéo do
ibuprofeno a ser adicionado ao meio reacional e dois métodos de secagem
como descrito na Tabela 4.1. Obtidos os biofilmes, os mesmos foram cobertos
com uma solugéo de hidroxido de sddio a 1M por 30 min para assegurar a
neutralizagdo dos residuos de acido. Em seguida, lavados com agua destilada
até pH neutro e secos a temperatura ambiente.
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Tabela 4.1 - Descri¢do das formas de apresentagio do Ibuprofenc (lbu) e dos métodos
de secagem na preparacao dos biofilmes carreados.

Codificagdo dos
Biofimes Apresentagdo do IBU  Método de secagem biofilmes
Macerado e Em estufa com
Q peneirado em malha circulagio de ar a Q/Ibu/E
325 50°C por 20h
Dissolvido em atcool
etilico na proporgéao Em estufa com
Q de 0,01g de 1IBU circulagdo de ar a Q/Ibu/A/E
para 1ml de alcool 50°C por 20h
etilico
Dissolvido em alcool A temperatura
etilico na proporgéao ambiente por 24h com
Q de 0,01g de 1BU 20h em estufa com Q/Ibu/AT/E
para 1ml de alcool circulacao de ar a
etilico 50°C
Dissolvido em alcool A temperatura
etilico na proporgdo  ambiente por 24h com
QiCL1 de 0,01g de IBU 20h em estufacom  Q1CL1/Ibu/A/T/E
para 1ml de alcool circulagao de ar a
etilico 50°C
Dissolvido em &lcool A temperatura
etilico na proporgdc  ambiente por 24h com
Q1AP1 de 0,01g de IBU 20h em estufa com  Q1AP1/Ibuw/A/T/E

para 1m! de alcool
etilico

circulagao de ar a
50°C
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4.3 Caracterizacdo

4.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para analise microestrutural da area superficial e transversal dos
biofilmes de quitosana (Q), quitosana/argila com razdes massicas equivalentes
a 1/1 (Q1/CL1, Q1/AP1), dos biofilmes de quitosana carreado com ibuprofeno
(Q/Ibu/E, Q/Ibu/A/E, Q/Ibu/A/T/E) e dos biofilmes de quitosana/argila com razédo
massica de 1/1 carreado com ibuprofeno (Q1CL1/Ibu/A/T/E, Q1AP1/Ibu/A/T/E)
foi utilizado um microscépio eletrénico de varredura Shimadzu modelo SSY-
550, Figura 4.1. Para analise das areas superficiais e transversais as amostras
foram recobertas com uma fina camada de ouro utilizando um metalizador
Sanyu electron modelo Quick Coater SC-701. No entanto, para analise da area
transversal a amostra de quitosana (Q) foi fraturada a temperatura ambiente e
as demais amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido antes do
recobrimento com uma fina camada de ouro.

Figura 4.1 - Microscopio eletronico de varredura Shimadzu modelo SSY-550.
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4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

As analises por IV da bentonita sédica Argel 35 purificada (AP), da
montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na* (CL), dos biofilmes de quitosana
(Q), quitosanal/argila com razdo massica equivalente a 1/1 (Q1CL1, Q1AP1) e
dos biofilmes de quitosana e quitosana/argila com razdo massica equivalente a
1/1 carreados com ibuprofeno que apresentaram a melhor condigéo de preparo
(Q/Ibu/AIT/IE, QI1CL1/Ibu/A/T/IE, Q1AP1/Ibu/A/T/E) foram realizadas a
temperatura ambiente em um espectrdbmetro Spectrum 400 Perkin Elmer,
Figura 4.2, com varredura de 4000 a 650 cm™ e resolugdo de 4 cm™, operando
na forma ATR.

Figura 4.2 - Espectrometro Spectrum 400 Perkin Elmer.

4.3.3 Difratometria de raios X (DRX)

As medidas de DRX foram conduzidas a temperatura ambiente em um
equipamento Shimadzu XDR - 7000, Figura 4.3, utilizando radiagdo Cuka (A =
1,5418 A), tensao de 40 kV e corrente de 30 mA. As argilas bentonita sédica
Argel 35 purificada (AP) e montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na* (CL) e
os biofilmes de quitosana (Q), quitosana/argila com razao massica equivalente
a 1/1 (Q1CL1, Q1AP1) e os biofilmes de quitosana e quitosana/argila com
razao massica equivalente a 1/1 carreados com ibuprofeno que apresentaram
a melhor condicio de preparo (Q/Ibu/A/T/E, Q1CL1/Ibu/A/TIE,
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Q1AP1/Ibu/A/T/E) foram examinados em um intervalo de 20 entre 2° e 30°. O

espagcamento interplanar basal (do1) das argilas e dos biofimes
quitosanal/argila foi determinado com base na lei de Bragg conforme Equagao
4.1 (Utracki, 2004).

_ 8,8264273 (4.1)
20

dool

Onde: doo1 € a reflexdo basal do plano (001) do argilomineral na argila em (nm);

8 € o angulo do pico referente a reflexdo basal (001) da montmorilonita em
(graus).

Figura 4.3 - Difratdmetro de raios X Shimadzu XDR-7000.

4.3.4 Espectrofotometria nas regides do ultravioleta e do visivel (UV-VIS)

A metodologia empregada na confecgdo da curva de calibragdo foi
adaptada de estudos realizados por Braga, (2005). Em resumo, foi preparada
uma solugdo mae na concentracdo de 1 pg/ml de ibuprofeno em solugéo salina
tampéao fosfato (PBS) pH 7,4. Desta solugao, foram preparadas, por diluigao
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em PBS pH 7,4, solugdes nas concentragbes de 50,0; 20,0; 12,5; 10,0; 7,5; 5,0;
2,5; 2,0 e 1,0 ug/ml (conforme os calculos apresentados no Anexo 1), as quais
tiveram seus espectros determinados por espectrofotometria nas regibes do
ultra violeta e do visivel (UV-VIS), apresentando pico de absorbancia maximo
em 222 nm. Em seguida, foi plotado um grafico com os valores de absorbancia
em 222 nm versus a concentragdo correspondente. Depois a curva foi
linearizada e obtida & equagao da curva de calibragdo do farmaco ibuprofeno
(Equacgéo 4.2).

Abs=Kki*C + Ky (4.2)

Onde:

Abs = valores de absorbancia

C = Concentragédo do ibuprofeno em (ug/mi)
Ky = Coeficiente angular da reta

Ks = Intercepto

O estudo, in vitro, da liberagao do ibuprofeno incorporado acs biofilmes
que apresentaram a melhor condicdo de preparo, isto &, quitosana
(Q/Ibu/A/T/E) e quitosana/argila com razdo massica de 1/1 (Q1CL1/Ibu/A/T/E,
Q1AP1/1bu/AfT/E) foi adaptado de estudos realizados por Depan et al. (2009).
Em que cada biofilme foi imerso em 700 mi da solugdo salina tamponada de
fosfato - PBS 0,1 M (pH 7,2}, utilizada como meio de diluigdo, e mantidos sob
continua agita¢ao a temperatura de 37°C.

Para o sistema biofilmes de quitosana e quitosana/argila carreado com
ibuprofenc (Q/Ibu/A/T/E, Q1CL1/Ibu/A/T/E, Q1AP1/Ibu/AST/E) uma aliguota de
3 ml de PBS foi retirada, apés intervalos na faixa de 10 min a 420 min, e os 700
ml da solugdo completados com uma nova solugao de PBS. A concentragdo do
farmaco contido na aliquota de PBS foi quantificada utilizando um
espectrofotémetro Shimadzu modelo UVmini - 1240, Figura 4.4, através do
valor de absorbancia médio, obtido a partir de duas leituras em A iguai a 222

nm, aplicado a equagao da curva de calibragdo do ibuprofeno (Equacao 4.2).
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As concentragbes de quitosana obtidas das aliquotas do sistema
biofilmes de quitosana (Q) imerso em 700 mi da solugédo salina tamponada de
fosfato - PBS 0,1 M (pH 7,2) ap6s intervalos de tempo de 10, 60, 120 e 420 min
foram consideradas como controle.

Figura 4.4 - Espectrofotdmetro Shimadzu modelo UVmini - 1240.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 5.1 apresenta a foto (a) e a micrografia da area transversal (b)
do biofilme de quitosana (Q). Visualmente o biofime revelou-se transparente
com coloragdo amarelada, caracteristica do biopolimero quitosana, e a
micrografia evidenciou uma superficie plana, com uma espessura de 21,2 uyme
ausente de vazios.

(b)

Figura 5.1 - A foto (a) e a micrografia da area transversal (b) do biofilme de quitosana
(Q).

As fotos e as micrografias superficiais e transversais dos biofilmes de
quitosana/montmorilonita sédica comercial Cloisite® e quitosana/bentonita
sodica Argel 35 purificada com razdo massica quitosana/argila equivalente a
11 (Q1CL1, Q1AP1) estdo apresentadas nas Figuras 52 e 5.3,
respectivamente. De forma geral, a incorporagao das argilas (CL e AP) a matriz
de quitosana resultou em biofilmes mais opacos e rigidos. As micrografias
evidenciaram a presenca de duas fases e heterogeneidade nas dispersdes das
argilas incorporadas a matriz de quitosana que resultaram em aglomerados,
sendo estes menores e melhor distribuidos na matriz polimérica para o caso
em que a argila montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na* (CL) foi
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empregada. De acordo com estudo realizado por Wang e colaboradores (2005)
a formagao de aglomerados em sistemas quitosana/montmorilonita é resultado

das interagbes aresta-aresta (edge-edge) dos grupos hidroxilicos presentes
nas camadas octaédricas da montmorilonita.

(b) (€)

Figura 5.2 - A foto (a) e as micrografias da area superficial (b) e da area transversal (c)
do biofilme Q1CL1.
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(b) (c)

Figura 5.3 - A foto (a) e as micrografias da area superficial (b) e da area transversal (c)
do biofiime Q1AP1.

A Figura 5.4 apresenta a foto (a), as micrografias da area superficial (b)
e da area transversal (c) do biofilme de quitosana carreado com ibuprofeno,
sendo este misturado ao meio reacional, solugdo de quitosana a 1% (m/v) em
acido acético a 1% (v/v), na forma de p6é macerado e peneirado em malha 325
e o biofilme obtido por secagem em estufa com circulagéo forgada de ar a 50'C
por 20h (Q/Ibu/E). A partir da analise visual do biofilme e das micrografias do
mesmo (Q/Ibu/E) foi possivel observar que o ibuprofeno apresentou ma
distribuigado e dispersao, este fato provavelmente atribuido a baixa solubilidade
do ibuprofeno em meio acido (Sogias, Williams e Khutoryanskiy, 2012).
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(b) (c)
Figura 5.4 - A foto (a) e as micrografias da area superficial (b) e da area transversal (c)
do biofilme de quitosana carreado com o ibuprofeno, macerado e peneirado em malha
325, e obtido por secagem em estufa com circulagdo forgada de ar a 50°C por 20h
(Q/Ibu/E).

A Figura 5.5 apresenta a foto (a), as micrografias da area superficial (b) e
da area transversal (c) do biofilme de quitosana carreado com o ibuprofeno
previamente dissolvido em alcool etilico antes de ser misturado ao meio
reacional, solugao de quitosana a 1% (m/v) em acido acético a 1% (v/iv) e o
biofilme obtido por secagem em estufa com circulagdo forgada de ar a 50°C por
20h (Q/Ibu/A/E). A partir da analise visual do biofiime (Q/Ibu/A/E) foi possivel
observar uma boa distribuicdo e uma razoavel dispersdo do ibuprofeno na
superficie do biofilme de quitosana. Quanto a analise das micrografias, estas
evidenciaram na superficie do biofilme a formagao de poros com ibuprofeno
depositados no fundo e no interior do mesmo a presenga de uma trinca. A
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formagéo dos poros e da trinca provavelmente pode ser atribuida a rapida
volatilidade do alcool a 50 C, temperatura de secagem do biofilme.

(b) (c)

Figura 5.5 - A foto (a) e as micrografias da area superficial (b) e da area transversal (c)
do biofilme de quitosana carreado com o ibuprofeno previamente dissolvido em alcool
etilico e obtido por secagem em estufa com circulagdo forgada de ar a 50°C por 20h
(Q/Ib/AJE).

A Figura 5.6 apresenta a foto (a) e as micrografias da area superficial
(b) e da area transversal (c) do biofime de quitosana carreado com o
ibuprofeno, previamente dissolvido em alcool etilico, e obtido por secagem a
temperatura ambiente por 24h seguida de secagem em estufa circulagéo
forcada de ar a 50'C por 20h (Q/Ibu/A/T/E). A andlise visual do biofilme
(Q/1bu/A/E) evidenciou uma boa distribuicdo e dispersao do ibuprofeno na
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superficie do biofilme e as micrografias evidenciaram poucos aglomerados de
ibuprofeno e uma diminuigéo significativa dos poros na superficie do biofilme
provavelmente atribuida a obtencdo do biofilme por secagem prévia a
temperatura ambiente por 24h seguida de secagem em estufa circulagio
forcada de ar a 50 C por 20h.

(b) (c)

Figura 5.6 - A foto (a) e as micrografias da area superficial (b) e da area transversal (c)
do biofilme de quitosana carreado com o ibuprofeno previamente dissolvido em aicool
etilico e obtido por secagem a temperatura ambiente por 24h seguida de secagem em
estufa de circulagéo forgada de ar a 50 C por 20h (Q/Ibu/A/T/E).

As Figuras 5.7 e 5.8 apresentam as fotos (a) e as micrografias da area
superficial (b,c) e da 4area transversal (d) dos biofimes de
quitosana/montmorilonita soédica comercial Cloisite® e quitosana/bentonita
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sédica Argel 35 purificada com razdo massica quitosana/argila equivalente a
1/1 carreado com o ibuprofeno previamente dissolvido em alcool etilico, e o
biofilme obtido por secagem a temperatura ambiente por 24h seguida de
secagem em estufa circulagao forgada de ar a 50 C por 20h (Q1CL1/Ibu/A/T/E,
Q1AP1/Ibu/A/T/E), respectivamente. A escolha desta metodologia para
obtencdo dos biofilmes quitosana/argila/ibuprofeno foi baseada na reducgéo
significativa dos poros no sistema quitosana/ibuprofeno obtido por esse
método.

(d)

Figura 5.7 - A foto (a) e as micrografias da area superficial (b,c) e da area transversal
(d) do biofilme de quitosana/montmorilonita sédica comercial com razdo massica de
1/1 carreado com o ibuprofeno previamente dissolvido em alcool etilico e obtido por
secagem a temperatura ambiente por 24h seguida de secagem em estufa circulagéo
forgada de ar a 50'C por 20h (Q1CL1/Ibu/A/T/E).
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As micrografias dos biofilmes Q1CL1/Ibu/A/T/E e Q1AP1/Ibu/A/TIE,
Figuras 5.7 e 5.8, evidenciaram a auséncia de poros, formagdo de
aglomerados de ibuprofeno e de argila, sendo estes menores e melhor
distribuidos na matriz polimérica para o caso em que a argila montmorilonita
sodica comercial Cloisite® (CL) foi empregada, corroborando com os resultados
apresentas pelos mesmos sistemas sem ibuprofeno, Figuras 5.2 e 5.3.

() (d)

Figura 5.8 - A foto (a) e as micrografias da area superficial (b,c) e da area transversal
(d) do biofilme de quitosana/bentonita sédica Argel 35 purificada com raz&o massica
de 1/1 carreado com o ibuprofeno previamente dissolvido em alcool etilico e obtido por
secagem a temperatura ambiente por 24h seguida de secagem em estufa circulagéo
forcada de ar a 50'C por 20h (Q1AP1/Ibu/A/T/E).
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5.2. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

A Figura 59 mostra os espectros de absorgdo na regidao do
infravermelho da montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na* (CL), da
bentonita purificada (AP) dos biofiimes de quitosana (Q), quitosana/argila com
razdo massica equivalente a 1/1 (Q1CL1, Q1AP1) e dos biofilmes de quitosana

e quitosana/argila carreados com ibuprofeno (Q/Ibu/A/T/E, Q1CL1/Ibu/A/T/E,
Q1AP1/Ibu/A/TIE).
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Figura 5.9 - Espectro na regi&o do infravermelho na faixa de 4000 cm™ a 650 cm™ das
argilas (montmorilonita - CL e bentonita purificada - AP) e dos biofilmes de quitosana,
sem e com ibuprofeno, (Q, Q/Ibu/A/T/E) e de quitosana/argila, sem e com ibuprofeno,
(Q1/CL1, Q1CL1/Ibu/AITIE, Q1/AP1, Q1AP1/Ibu/A/T/E).

Os espectros das argilas (CL e AP) apresentados na Figura 5.9 -
Espectro na regido do infravermelho na faixa de 4000 cm-1 a 650 cm-1 das argilas
(montmorilonita - CL e bentonita purificada - AP) e dos biofilmes de quitosana, sem e
com ibuprofeno, (Q, Q/Ibu/A/T/E) e de quitosana/argila, sem e com ibuprofeno,
(Q1/CL1, Q1CL1/Ibuw/AT/E, Q1/AP1, Q1AP1/Ibu/A/T/E).
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mostram bandas de absorgdo em: 3625 cm'[vou] atribuida as
vibragGes de estiramento do grupo estrutural hidroxilico AI-OH e Si-OH préprio
da argila, sendo tipica de esmectitas com grande quantidade de aluminio na
camada octaédrica; 3393 cm'[von] e 1634 om'[Swow] atribuidas,
respectivamente, as vibragbes angulares de agua adsorvida na superficie da
argila; 983 cm"[v&o] atribuida as vibragdes de estiramento axial do grupo Si-O-
Si; 912 om'[da.aon] atribuida as vibragdes angulares da hidroxila do grupo
AlOH (Bora, Ganguli e Dutta, 2000; Madejova, 2003; Leite et a/., 2010).

O espectro de absorgdo do farmaco ibuprofeno (lbu), Figura 5.9,
mostra bandas caracteristicas em 2956 cm™' atribuida ac estiramento do grupo
O-H; 1700 cm™ associada ao estiramento do grupo C=0; 1547 devido a
presencga dos grupos carboxilicos ionizados € um nimero de bandas presentes
entre 1500 cm™ e 700 cm™, muitas das quais sao devido a presenga do anel
aromatico na estrutura do farmacec. Bandas caracteristicas nesta regido estao
presentes em 1407 cm™ atribuida ao estiramento C=C (aromética); em 1296
em” devido as vibragbes do grupamento CH; e em 780 cm™ associada ao
estiramento C-H (aromatica) (Rodriguez et al., 2003; Sogias el al., 2012).

As principais bandas de absorgao do biofiime de quitosana (Q), Figura
5.9, sd0 devido ao estiramento axial do grupo O-H na faixa de 3750 cm™ a
3000 cm™ sobrepostas a banda de estiramento N-H; em 2914 cm™ e 2817 cm™
atribuidas ao estiramento axial assimétrico e simétrico da ligagdo C-H dos
grupos -CH, e —CHj, respectivamente. Vibragdes angulares dos grupos
metileno e metit também sdo visiveis em 1376 cm' e 1417 em’,
respectivamente (Mano, Koniarova e Reis, 2003). A absor¢do em 1648 cm'™
associada a deformagéo axial da ligagao carbonila C=0 da amida secundaria e
em 1573 cm™ [8wus'] referente as vibragbes angulares do grupo amina
protonado (Marchessault, Ravenelle e Zhu, 2006); a absorgdo na faixa de 1160
cm™' a 1000 cm™' é atribuida as vibragGes do grupo C-O (Xu et al, 2006). A
banda em 1144 c¢cm' & relativa as vibragdes assimétricas do grupo C-O
resultantes da desacetilagio da quitosana. As bandas na faixa de 1073 cm™ a
1024 ¢cm™' sdo atribuidas as vibragdes do grupo C-O no anel COH, COC e
CH,OH. Em 893 cm™ corresponde as vibragbes da estrutura sacaridea da
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quitosana (Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky, 2003; Yuan ef al., 2010; Paluszkiewicz
etal., 2011).

Os espectros dos biofilmes de quitosana/argila (Q1CL1, Q1AP1),
Figura 5.9 - Espectro na regi&o do infravermelho na faixa de 4000 cm-1 a 650 cm-1
das argilas (montmorilonita - CL e bentonita purificada - AP) e dos biofiimes de
quitosana, sem e com ibuprofeno, (Q, Q/Ibu/A/T/E) e de quitosana/argila, sem e com
ibuprofeno, (Q1/CL1, Q1CL1/Ibu/A/T/E, Q1/AP1, Q1AP1/Ibu/A/T/E).

, apresentam bandas na faixa de 3323 a 3359 cm”', 1640 a
1645 cm™ e 997 a 1030 cm™ que correspondem as bandas de vibragdo do
silicato sobrepostas as bandas de absorgao da quitosana. E bandas na faixa de
2878 a 2890 cm”, 1417 cm™”, 1376 cm”, 1313 a 1320 cm™ e 1149 cm’”
atribuidas a absorgdo da quitosana. Para avaliar a interagdo entre o
biopolimero quitosana com as argilas (CL e AP) uma ampliagdo dos espectros,
na faixa de 1800 cm” a 1400 cm’, dos biofimes de quitosana e
quitosana/argila, com e sem ibuprofeno, estdo apresentados na Figura 5.10.
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Figura 5.10 - Espectro na regi&o do infravermelho na faixa de 1800 cm™ a 1400 cm™
dos biofilmes de quitosana, sem e com ibuprofeno, (Q, Q/IbW/A/T/E) e de

quitosana/argila, sem e com ibuprofeno (Q1/CL1, QI1CL1/IbwWA/T/E, Q1/AP1,
Q1AP1/Ibw/A/T/E).

Os espectros dos biofilmes quitosana/argila (Q1CL1, Q1AP1) mostram
um deslocamento da banda [8yy,_ ] para nimeros de ondas mais baixos. Uma
vez que um deslocamento na banda de vibragdo angular do grupo amina
protonada [y, ] pode ser esperado quando os grupos -NH** da quitosana
interagem eletrostaticamente com os sitios aniénicos das argilas. Este fato
pode estar relacionado a forte e a fraca interagao eletrostatica entre os grupos
—NH3" da quitosana e os sitios anidnicos do silicato dos biofimes. A banda em
1648 cm™ do biofilme de quitosana, Figura 5.10, esta associada a deformagso
axial C=0 da amida primaria [uco] e nos biofilmes quitosana/silicato esta banda
é sobreposta & banda de vibragdo angular das argilas em 1634 cm™ [5101]
mostrada na Figura 5.9 - Espectro na regido do infravermelho na faixa de 4000 cm-1
a 650 cm-1 das argilas (montmorilonita - CL e bentonita purificada - AP) e dos
biofilmes de quitosana, sem e com ibuprofeno, (Q, Q/Ibu/A/T/E) e de quitosana/argila,
sem e com ibuprofeno, (Q1/CL1, Q1CL1/Ibu/A/T/E, Q1/AP1, Q1AP1/1bu/A/T/E).

(Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky, 2005; Wang e Wang, 2007; Tan et al.,
2008; Han et al., 2010).

Com relagdo aos biofimes carreados com ibuprofeno (Q/Ibu/A/T/E,
Q1CL1/Ibu/A/T/E, Q1AP1/Ibu/A/T/E), Figura 5.9, foi observada o mesmo perfil
dos espectros obtidos para os biofimes sem ibuprofeno (Q, Q1CL1, Q1AP1)
sugerindo que provavelmente nao ocorrem interagbes moleculares entre o
farmaco, o biopolimero quitosana e as argilas.

5.3. Difratometria de Raios X (DRX)

Para confirmar a efetiva intercalagdo da quitosana e do ibuprofeno no
espagamento interlamelar das argilas, amostras das argilas montmorilonita
sodica comercial Cloisite® Na* (CL) e bentonita sédica Argel 35 purificada (AP)
e dos biofimes de quitosana e quitosana/argila, sem e com ibuprofeno, (Q,
Q1CL1, Q1AP1, Q/Ibu/A/T/E, Q1CL1/Ibu/A/T/IE, Q1AP1/Ibu/A/T/E) foram
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caracterizadas por difratometria de raios X e seus respectivos difratogramas
estdo apresentados na Figura 5.11. |

O difratograma do bicfilme de quitosana (Q) apresenta pico em torno
de 10° e 20° caracteristico do biopolimero quitosana. O difratograma do
biofilme de quitosana carreado com ibuprofeno (Q/Ibu/A/T/E) revelou um
aumento de intensidade do pico em torno de 10°. Isto indica que provavelmente
a incorporagdo do ibuprofeno favoreceu a um aumento na cristalinidade da
quitosana.

Os difratogramas das argilas (CL e AP), Figura 5.11, mostra um pico de
reflexao (001) referente a montmorilonita em torno de 20 igual a 5,87 e a 6,05
correspondendo a uma distancia interplanar basal (dqo), calculada com base
na equagao de Bragg, de 1,50 nm e 1,46nm, respectivamente. O pico (001)
referente & montmorilonita nos biofiimes quitosana/montmorilonita (Q1CL1) e
quitesana/bentonita purificada (Q1AP1) foi deslocado para valores de 28 de
3,74 e 3,97, correspondendo a uma distancia interplanar basal (dgo1) de 2,36
nm e 222 nm, respectivamente. Isto indica que bionanocompésitos
intercalados foram obtidos € que possivelmente bicamadas de quitosana foram
posicionadas entre as camadas do argilomineral montmorilonita. Tan e
colaboradores (2008) consideram que valores referentes a uma distancia
interplanar basal (dgp1) em torno de 2,02 nm indicam que bicamadas de
quitosana sao posicionadas entre as camadas da montmorilonita. Esta
intercalac@o & favorecida pela interagao eletrostatica dos grupos (-NH,") da
segunda camada com os ions acetato da solugdo de quitosana tornando
acessiveis os sitios para troca aniénica.
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Figura 5.11 - Difratogramas das argilas (montmorilonita - CL e bentonita purificada -
AP) e dos biofimes de quitosana (Q), quitosana/argila com razdo massica equivalente
a 11 (Q1CL1, Q1AP1) e os biofilmes de quitosana e quitosana/argila com razédo

massica equivale nte a 1/1 carreadcs com ibuprofeno que apresentaram a melhor
condigéo de preparo (QIbWA/T/E, Q1CL1/IbufA/T/E, Q1AP1/Ibu/A/T/E).

Com relagdo aos biofimes de quitosana/argila carreados com
ibuprofeno (Q1CL1/Ibu/A/T/IE, Q1AP1/Ibu/A/T/E), os difratogramas revelaram
que o pico (001) referente & montmoriionita nos  biofilmes
quitosana/montmorilonita {Q1CL1/Ibu/A/T/E) e quitosana/bentonita purificada
(Q1AP1/Ibu/A/T/E) foi deslocado para valores de 20 de 2,93 e 5,65,
correspondendo a uma distancia interplanar basal (doo1) de 3,01 nm e 1,56 nm,
respectivamente. Isto indica que bionanocompésitos intercalados ordenados
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foram obtidos e que devido o aumento de 27,5% da distancia interplanar basal
do biofilme Q1CL1/bu/A/T/E quando comparado ao biofime Q1CLA1
provavelmente ocorreu a intercalagdo do ibuprofeno juntamente com a
quitosana entre as galerias do argilomineral montmorilonita.

5.4 Espectrofotometria nas regides do ultravioleta e do visivel (UV-VIS)

A avaliagdo da liberagdo, in vitro, do ibuprofeno incorporado aos
biofilmes de quitosana (Q/Ibu/A/T/E) e de quitosana/argila (Q1CL1/Ibu/A/T/E,
Q1AP1/Ibu/A/T/E) foi realizada utilizando a técnica de espectrofotometria nas
regides do ultravioleta e do visivel (UV-VIS) e como meio de diluigdo foi
utilizada a solugao salina tamponada PBS 0,1M (pH 7,4), esta considerada um
meio biorelevante uma vez que o ibuprofenc apresenta-se sollivel neste meio,
por ser um fluido com caracteristicas fisico-quimica semelhante ac sangue e
por ocorre a gelificagao da quitosana em pH maior que 6,8 (Braga, 2005). A
Tabela 5.1 mostra a partir dos valores de concentragdo da quitosana em 222
nm que os biofiimes obtidos com base no biopolimero quitosana podem ser
considerados insoldveis em solugdo salina tamponada PBS 0,1M (pH 7.4), para
os tempos de imerséc 10, 60, 120 e 420 min.

45



Tabela 5.1 - Concentragéo de quitosana em PBS.

Tempo Concentragao de quitosana Concentragéo de quitosana
(min) (ng/ml) (%)
10 0,0856 0,00003424
60 0,5492 0,0002197
120 0,5298 0,0002119
420 0,5879 0,0002351

A Figura 5.12 apresenta o grafico de absorbancia em 222 nm do
ibuprofeno, em PBS (pH 7,4), em fungédo das seguintes concentragio: 50; 20;
12,5;10;7,5; 5; 2,5; 2; 1; 0 (ng/ml).

2,04
1 |— Absorbancia
189 | Linear Fit of Absorbancia

1.8 |Equation y=a+b*
1 Adj. R-Square  0,98031

Value Standard Eror
1,4 4 |Absorbancia Intercept 0 =
Absorbancia Slope  0,03779 0,00169

1,2+
1,0 -

0.8 -

Absorbéancia (u.a)

0,6 -

0.4 -

0,2 -

0.0

. . - . . .
0 10 20 30 40
Comprimento de onda (nm)

S

Figura 5.12 - Curva de calibragéo do ibuprofeno em PBS pH 7,4 (A = 222 nm).

Como pode ser observado na Figura 5.12, a partir da linearizacdo da
curva de absorbancia a concentragdo de ibuprofeno em pg/ml pode ser
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quantificada através da equagdo 5.1, a qual apresenta um coeficiente de
correlago linear (r’) de 0,98031.

Abs =0,03779*C

Onde:

(5.1)

Abs = valores de absorbancia em A igual a 222nm

C = Concentragao do ibuprofeno em (ug/ml)

A Figura 5.13 apresenta os perfis da liberagao, in vitro, do ibuprofeno

incorporado aos biofilmes de quitosana (Q/Ibu/A/T/E), quitosana/montmorilonita
sodica comercial Cloisite® Na* (Q1CL1/Ibu/A/T/E) e quitosana/bentonita sédica
Argel 35 purificada (Q1AP1/Ibu/A/T/E) imersos em solugéo salina tamponada
PBS 0,1M (pH 7,4) a 37°C e mantidos sob agitagéo.
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Figura 5.13 - Perfil de liberag&o do ibuprofeno incorporado aos biofilmes de quitosana
(Q/Ibu/A/T/E) e de quitosana/argila (Q1CL1/Ibu/A/T/E, Q1AP1/Ibu/AIT/E).

Como pode ser observado na Figura 5.13, o biofilme de quitosana

contendo ibuprofeno (Q/Ibu/A/T/E) apresentou uma rapida liberagdo do
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ibuprofeno com pico maximo em 30min referente a 6,45% de ibuprofeno
liberado, seguido por redugbes significativas até 240 min com teor de 1,39% de
ibuprofeno liberado. No entanto, na faixa de tempo de 240 min a 420 min
variagdes discretas foram observadas.

O biofime de quitosana/argila Q1CL1/Ibu/A/T/E, Figura 5.13,
apresentou para o tempo de 30 min um teor de ibuprofenc de 3,4%, sendo este
teor considerado praticamente constante até um periodo de tempo de 420min.
Portanto, a incorporagdo da montmorilonita a quitbsana favoreceu a um
controle da liberagao do ibuprofeno. Este fato sugere que a reducao na taxa de
liberagdo do ibuprofeno é atribuida a acomodagao das moléculas do farmaco
nas galerias do argilomineral montmorilonita, come mostra os resultados
obtidos por difratometria de raios X.

Com relagdo ao biofilme Q1CL1/Ibu/A/T/E foi observado um perfit de
liberagdo constate, em torno de 1%, no periodo de tempo de 120 min. No
entanto, nos tempos de 180 min, 240 min, 300 min e 420 min foram
observados teores de ibuprofeno liberado de 3,3%, 4,8%; 58% e 6,5%,
respectivamente. Isto indica que a bentonita sédica Argel 35 purificada (AP)
também favoreceu a uma taxa de liberagdo do ibuprofeno mais lenta, pois o
teor de 6,5% de ibuprofeno liberado sé foi alcangado em 420 min. No entanto,
o biofime quitosana/bentonita sodica Argel 35 purificada ndc promoveu o
controle da liberagao do farmaco de forma mais efetiva porque provavelmente
os aglomerados argilosos, como mostrados nos resultados de microscopia
eletrénica de varredura, favorecidos pelas interagdes aresta-aresta dos grupos
hidroxilicos presentes nas camadas octaédricas do argilomineral
montmorilonita impediram a acomodagido de uma maior quantidade de
moléculas do farmaco nas galerias do mesmo como indicado pelo resultado da
distancia interplanar basal obtido para o biofilme (Q1AP1/Ibu/A/T/E).
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5 CONCLUSOES

Biofilmes, sem e com ibuprofeno, de quitosana,
quitosana/montmorilonita  sédica comercial Cloisite® Na* (CL) e
quitosana/bentonita sédica Argel 35 purificada (AP) com razao massica
quitosana/argila de 1/1 foram preparados pelo método de intercalagio por
solucdo e de acordo com os resultados de espectroscopia no infravermelho,
difratometria de raios X e microscopia eletronica de varredura ficou evidenciado
que ocorreram efetivas interacfes entre o biopolimero quitosana e a argita, que
bionanocompésitos intercalados foram obtidos e que os biofilmes apresentaram
aglomerados argilosos sendo estes menores e melhor distribuidos na matriz
polimérica para ¢ caso em que a argila montmorilonita sodica comercial
Cloisite® Na* (CL) foi empregada.

Com relagéo a incorporacdo do ibuprofeno, o método de dissolugédo e
as condigbes de secagem afetaram a dispersdc deste farmaco no biofilme de
quitosana. No entanto, a presenga do ibuprofeno nos biofiimes quitosana/argila
nao afetou a formagao de bionanocompésitos. Quanto a avaliagéo da liberagao
do ibuprofeno ficou evidenciado que a incorporagdo das argilas (CL e AP) a
quitosana favoreceram a uma taxa de liberacdo do ibuprofenc mais lenta e que
a argila montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na* (CL) promoveu o
controle da libera¢ao do farmaco de forma mais efetiva.
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6 SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

e Avaliar a cinética de Liberagdo in vitro do ibuprofeno para sistemas com
outras razbes massicas quitosana/argila.

e Avaliar a citotoxicidade do biofilme de quitosana.

¢ Avaliar o efeito do teor e do tipo de argila na citotoxicidade de biofilme de
quitosana.
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ANEXO 1
Diluicoes:

Para 50 pug/ml

1mg---—--—---1000ug

X mg---—- 50 g

X=0,05

C1V1 = Csz

Tmg *1ml=0,05mg * v,

V2 = 20 ml (acrescenta 19 mi de PBS).

Para 20 pyg/ml

1mg-—-- ---1000ug

X mg--—-- 20 ug

X =0,02

CiVy1 =CV2

1mg *1ml=0,02mg * v,

V. = 50 ml (acrescenta 30 ml de PBS a diluigao anterior).

Para 12,5 pyg/mi

1mg-----—--—1000ug

X mg------—- 12,5 g

X=0,0125

C1V1 = Csz

1mg * 1 ml =0,0125mg * v,

V2 = 80 ml (acrescenta 30 ml de PBSa diluigao anterior).

Para 10 pg/ml

1mg-—-----1000ug

X mg-—-- 10 pg

X=0,01

C1V1 = Csz

Img*1mi=0,01mg*v;

V2 = 100 ml (acrescenta 20 ml de PBSa diluigao anterior).
Para 7,5 pg/ml



X mg------- 7,5 ug

X =0,0075

C1V1 - Csz

1mg * 1 ml = 0,0075 mg * v,

V2 = 133,3 ml (acrescenta 33,3 ml de PBSa dilui¢ao anterior).

Para 5,0 ug/ml

1mg---------1000ug

X mg---——- 5,0 ug

X =0,005

C1V1 = CzV2

img * 1 ml = 0,005 mg * v;

V2 = 200 ml (acrescenta 66,7 ml de PBSa diluigao anterior).
Para 2,5 ug/ml

1mg--—----- 1000ug

X mg---—-—--2,5 ug

X = 0,0025

CiV1=CV,

1mg * 1 ml = 0,0025mg * v

V2 = 400 mi(acrescenta 200 ml de PBSa diluigdo anterior).

Para 2,0 pg/ml

1mg--—------1000ug

X mg----—--2,0 ug

X =0,002

C1V1 = Csz

1mg * 1 mi=0,002 mg * v;

V2 = 500 ml (acrescenta 100 ml de PBSa diluicéo anterior).

Para 1,0 pg/ml

C1V1 = Csz
1img * 1 ml=0,001 mg * v2
V2 = 1000 ml (acrescenta 500 ml de PBSa diluigao anterior).



