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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi preparar bionanocompdsitos quitosana/argila
(na forma de microesferas), pelo método de precipitacdo, para imobilizagdo do
farmaco ibuprofeno, visando o estudo da liberagao controlada do mesmo, mediante
ensaio in-vitro. Os efeitos dos parametros de processo e do teor de argila nas
propriedades das microesferas foram avaliados. Os resultados de microscopia o6tica
(MO) e microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram que o teor de argila
(10 e 20 % em massa) teve pouca influéncia no tamanho e na distribuicdo de
tamanho das microesferas. Por outro lado, a condicdo de preparagcao das
microesferas (vazdo de ar do sistema de arraste: 2,5 e 10 mL.min"') teve uma
influéncia mais efetiva. As microesferas preparadas com maior vazao de ar
apresentaram menores didmetros e formato ovalado. Com relagdo a rugosidade e o
tamanho médio de poros, avaliados por MEV, foi observado comportamento
semelhante para as duas vazbes de ar e os dois teores de argila estudados.
Entretanto, comparado as microesferas de quitosana, as de quitosana/argila
apresentaram tamanho de poros consideravelmente menores. A incorporagcado do
farmaco também contribuiu para a redugao do tamanho dos poros das microesferas.
Os dados de difratometria de raios X (DXR) sugerem que tanto o biopolimero
quitosana quanto o farmaco ibuprofeno formam intercalados entre as camadas de
argila, e que a quantidade de argila misturada a quitosana afetou a morfologia dos
bionanocompdsitos obtidos. Bionanocompdsitos com morfologia intercalada foram
obtidos quando preparados com 20% de argila e esfoliada quando preparados com
10% de argila. Por fim, os ensaios de liberagdo do farmaco em solugdes tampao
PBS com pH 7,2 realizados em espectrofotdbmetro UV-vis, mostraram que a
quantidade de ibuprofeno liberada pelas microesferas foi afetada pelos parametros
de processo e teor de argila. A maior velocidade de ar e o menor teor de argila
resultaram na maior quantidade de farmaco liberada. Os materiais preparados foram
baseados em mineral natural e biopolimero abundantes, de baixo custo e

sintetizados com um equipamento desenvolvido em laboratério.

Palavras-chave: Bionanocompdsitos. Quitosana. Argila. l|buprofeno. Liberagao
controlada.



ABSTRACT

The objective of this research was to prepare chitosan/clay bionanocomposites (in
the form of microspheres), by the precipitation method, for the immobilization of the
drug ibuprofen, aiming the study of the controlled release of the same, by in vitro test.
The effects of the process parameters and the clay content on the microsphere
properties were evaluated. The results of optical microscopy (OM) and scanning
electron microscopy (SEM) showed that the clay content (10 and 20% by mass) had
little influence on the size and size distribution of the microspheres. On the other
hand, the condition of preparation of the microspheres (air flow of the drag system:
2.5 and 10 mL.min-1) had a more effective influence. The microspheres prepared
with higher air flow showed smaller diameters and oval shape. Regarding the
roughness and the average pore size, evaluated by SEM, similar behavior was
observed for the two air flows and the two clay contents studied. However, compared
to chitosan microspheres, chitosan/clay showed a considerably smaller pore size.
The incorporation of the drug also contributed to the reduction of the pore size of the
microspheres. X-ray diffraction (XRD) data suggest that both the chitosan biopolymer
and the drug ibuprofen are intercalated between the clay layers, and that the amount
of clay mixed with chitosan affected the morphology of the bionanocomposites
obtained. Bionanocomposites with intercalated morphology were obtained when
prepared with 20% clay and exfoliated when prepared with 10% clay. Finally, the
drug release assays in PBS buffer solutions pH 7.2 performed on a UV-vis
spectrophotometer showed that the amount of ibuprofen released by the
microspheres was affected by process parameters and clay content. Higher air
velocity and lower clay content resulted in the greater amount of drug released. The
materials prepared were based on natural mineral and biopolymer abundant, low

cost and synthesized with a laboratory developed equipment.

Keywords: Bionanocomposites. Chitosan. Clay. Ibuprofen. Controlled release.
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1 INTRODUGAO

Os bionanocompdsitos constituem um grupo de compostos de natureza
hibrida, organico-inorganico, baseada na mistura de polimeros de fonte natural com
solidos inorganicos, onde os constituintes interagem 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
nanocompodsitos 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 biosensores (Kumar, 2000; Uragami et al., 2002; Silva et al.,
2012; Elsabee e Abdou, 2013).

Estudos sobre o desenvolvimento de bionanocompdsitos quitosana/argila
para sistemas carreadores de farmacos nao tém sido tao difundidos quanto aqueles
com quitosana pura. Contudo, varios beneficios podem ser alcangados para essa
aplicacdo quando a quitosana € associada a argila. Entre os materiais argilosos, a
montmorillonita tem atraido grande atencdo devido a sua capacidade de liberar
farmacos de uma maneira controlada, capacidade mucoadesiva para as formulacoes
farmacéuticas, capacidade de atravessar a barreira gastrointestinal e
biodisponibilidade por via oral. Ela também tem capacidade de adsorver toxinas
alimentares e é atoxica (Joshi et al., 2009).

A associacido quitosana/montmorilonita € possivel uma vez que a quitosana,
devido a sua natureza hidrofilica e policatibnica em meio acido, apresenta boa
miscibilidade com este tipo de silicato, podendo ser intercalada entre as suas
lamelas, por meio de troca catibnica e ligagées de pontes de hidrogénio (Darder et
al., 2003). O mecanismo de troca catidnica envolve interagcdes entre a carga positiva
do grupo amina protonada (NHs*) da quitosana e os sitios carregados negativamente
na estrutura da argila (Darder et al., 2005). Dentre os beneficios que podem ser
conseguidos com esta associagdo se destacam: (a) a intercalacdo da quitosana
catibnica nas galerias da argila pode resultar na neutralizagdo da forte ligagcado da
droga (farmaco) catiébnica com a argila anionica; (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 imobilizagdo de drogas carregadas negativamente e (d) os grupos amina
presentes na quitosana sao sitios para imobilizacdo do farmaco. A solubilidade
limitada, no pH gastrico, dos hibridos quitosana/argila carreados com o farmaco
oferece vantagens significativas para liberagdo da droga em sitios especificos pois
nao sao destruidos pelo pH acido do estbmago e na presengca de enzimas
digestivas. Além disso, a propriedade mucoadesiva da quitosana pode melhorar a
biodisponibilidade de medicamentos no trato gastrointestinal (Yuan et al., 2010).
Portanto, os bionanocompdsitos de quitosana/argila tém um grande potencial como
carreados de farmacos.

O comportamento de liberacdo da droga pode ser influenciado por varios
fatores, como por exemplo, tipo de quitosana (grau de desacetilagdo e massa
molar), tipo de argila e proporgdo quitosana/argila. Com base no exposto, a
condugao desta pesquisa visa auxiliar na elucidacdo dessas questdes e avaliar
fatores ainda nao esclarecidos no que se refere a preparacdo e propriedades de
bionanocompdsitos quitosana/argila, para sistemas de liberagdo controlada de
ibuprofeno (lbu).

O farmaco ibuprofeno, um anti-inflamatério ndo esterdide, derivado do acido
propidnico, é eficiente no controle da dor, mas o uso indiscriminado e prolongado
deste medicamento pode provocar gastrite ou uUlcera estomacal, pelo fato de
bloquear a producdo da barreira de protecdo da mucosa gastrica. Pode causar
também indigestdo, nauseas, diarreia, acidez, dor de estdbmago e ulceras. Outros
efeitos adversos incluem sonoléncia, vertigem, zumbidos nos ouvidos, perturbagdes
visuais, retencao de agua e dificuldades respiratorias. Portanto, seu uso deve ser
criterioso € bem indicado para que possa proporcionar mais beneficios do que riscos
ao paciente (Rainsford, 2005). Assim, a imobilizacdo do ibuprofeno em
bionanocompdsitos quitosana/argila, visando a liberagdo controlada do mesmo,
podera minimizar estes efeitos adversos e estender a acédo deste anti-
inflamatorio.Contudo, sdo poucos os estudos que tratam do uso de nanocompdsitos
quitosana/argila para liberagdo controlada de ibuprofeno (Abdeen e Salahuddin,
2013; Peres, 2014). Com base no exposto, o objetivo desta pesquisa & preparar
bionanocompdsitos quitosana/argila para imobilizacdo do farmaco ibuprofeno,

visando a liberacao controlada do mesmo, mediante ensaio in-vitro.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Quitosana

A quitosana, cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 1, € um
copolimero linear composto de unidades de repeticdo de 2-amino-2-desoxi-D-glicose
(glicosamina) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina) e pode ser
obtido pela desacetilacdo parcial da quitina, que € um polissacarideo encontrado na
natureza em crustaceos, insetos e alguns fungos (Dash et al., 2011). O grau de
desacetilagdo (GD) da quitosana, dado que indica o numero de grupos amino ao
longo das cadeias, é calculado como a razdo entre D-glucosamina e a soma de D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina. Para ser nomeada “quitosana”, a quitina
desacetilada deve conter pelo menos 60% de residuos de D-glucosamina
(Muzzarelli et al., 2004; Dash et al., 2011; Croisier e Jérébme, 2013).

CH,OH CH,OH
O O
OH 0 OH 0
m
NH, g HN
=0
H,C

Figura 1- Estrutura quimica da quitosana (Dash et al., 2011).

A quitosana comercializada possui geralmente grau de desacetilacdo
variando de 70 a 95%, com massa molar na faixa de 104 a 106 g.mol-1. Muitas
propriedades deste polissacarideo estao intimamente relacionadas a esses dois
parametros. O conhecimento preciso do teor dos grupos N-desacetilados, e
consequentemente, de grupos NH2 é importante, de maneira a caracterizar qualquer
processo de desacetilacdo, ou outra modificagcdo quimica. Desta forma, amostras de
quitosana podem ter caracteristicas diferentes quanto ao grau de desacetilagao,
afetando as propriedades quimicas e fisicas como: solubilidade, reatividade quimica,
biodegrabilidade, viscosidade e distribuicdo de massa, que irdo influenciar no
desempenho final do polimero (Silva et al., 2012).



O biopolimero quitosana pode ser degradado por enzimas amplamente
encontradas no corpo humano, e os oligbmeros podem ativar macrofagos e
estimular a sintese de acido hialurénico. Além disso, a quitosana é reconhecida por
células tumorais, e consequentemente, pode trazer farmacos ao seu alvo
seletivamente. A alta hidrofilicidade da quitosana, devida ao grande numero de
grupos hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica, permite sua
utilizacdo como biomaterial na forma de péds, flocos, microesferas, nanoparticulas,
gel, membranas, esponjas, colméias, fibras e fibras ocas microparticulas (Dias e
Silva, 2001; Del Nobile et al., 2009). A quitosana exibe propriedades analgésicas
mucoadesiva e antibacteriana, juntamente com atividade antifungica e hemostatica.
Além do mais, a quitosana pode ser facilmente biodegradada gerando residuos nao
toéxicos e sua taxa de degradacgao esta relacionada com a massa molar do polimero
e com seu grau de desacetilagao (Avella et al., 2000; De Carvalho Canella e Garcia,
2001; Jiang et al., 2008).

A utilizacdo da quitosana como sistema de liberacdo de farmacos (Drug-
delivery systems) surgiu desde a década de 1980 e representa um biomaterial
utilizado como agente facilitador na entrega de drogas sistémicas e locais, capaz de
proporcionar uma taxa de liberagdo controlada e prolongada da droga com o0 minimo
de efeito colateral. Por ser um material seletivamente permeavel, surgiu como bom
candidato para liberagado controlada de medicamentos no meio gastrintestinal e na

mucosa oral (Kumar, 2000).

2.2 Argila

Argilas sao silicatos em camadas constituidas de uma grande proporcao do
argilomineral montmorilonita (geralmente > 80%), podendo conter outros
argilominerais tais como beidelita, saponita, nontronita e hectorita e minerais nao
argilosos como quartzo, feldspato caulinita e diferentes cations; sendo suas
caracteristicas funcionais derivadas de seu maior constituinte (montimorilonita). Sua
cor varia de branco a amarelo, de verde oliva a marrom ou azul, dependendo da
presenca de cations coloridos, sejam eles estruturais e ou trocaveis, tais como Fe3*,
Fe?*, Cr3¥*, Ni**. A presenga de impurezas como matéria organica e minerais

associados, também podem colorir as argilas(Utracki, 2004; Coelho et al., 2007).



A estrutura basica destas argilas consiste de duas folhas tetraédricas (T)
envolvendo uma folha central octaédrica (O), unidas entre si por oxigénios comuns
as folhas para formar uma camada, conforme representacdo esquematica
apresentada na Figura 2. A espessura da camada é de aproximadamente 0,96 nm e
sua dimensao lateral pode variar de 30 nm até varios micrometros. Sao
estruturalmente derivadas da pirofilita [SisAlsO20(OH)4], ou do talco [SisMgsO20(OH)4]
por substituicdes principalmente nas folhas octaédricas (O), onde AI** pode ser
substituido por Mg?*, Fe?*, Cr?* ou Li*. Nas posicoes tetraédricas pode haver
substituicdo isomorfica em percentagem moderada, cerca de 15%, do Si** por Al3*.
Estas substituigcbes isomorficas, 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, como por exemplo, sodio (Na*),
calcio (Ca?*), magnésio (Mg?*), que sdo fixados reversivelmente nos espacgos entre
as camadas (espacos interlamelares - galerias) (80%) e nas superficies laterais das
camadas (20%) mantendo assim o equilibrio elétrico (De Souza Santos e Santos,
1992; Utracki, 2004).
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Figura 2 - Representacao esquematica da estrutura da montmorilonita (Silva et al., 2012).

As argilas montmorilonita e bentonita apresentam area superficial especifica
de 750 a 800 m?g, sendo o valor tedrico de 834 m?/g; capacidade de troca de
cations (CTC) de 80 a 120 meq/100g e espagamento basal de 1,0 a 1,4 nm para as

argilas nas formas anidra e hidratada, respectivamente(Utracki, 2004).

2.3 Bionanocompésitos Quitosanal/Argila

Os bionanocompdsitos constituem um grupo de compostos de natureza
hibrida, organico-inorganico,baseada na mistura entre polimeros de fonte natural e
solidos inorganicos através de interacbes entre os constituintes em escala
nanométrica. Estes materiais combinam as excelentes propriedades mecanicas,
térmicas e de barreira a gases e liquidos, tipicas dos nanocompdésitos 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 et al.,
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 glicdlico) e a
quitosana (Viseras et al., 2010).

Devido a natureza hidrofilica e policatibnica do biopolimero quitosana, em
meio acido, este apresenta boa miscibilidade com os silicatos em camadas,
montmorilonita sédica e bentonita sodica, podendo ser intercalada entre as lamelas
do argilomineral, montmorilonita, por meio de troca catiénica. Por outro lado, grupos
funcionais amino protonados (-NHs*) e hidroxilicos (-OH), presentes na quitosana,
podem formar ligacdes de pontes de hidrogénio com os grupos hidroxilicos terminais
presentes na montmorilonita, acarretando fortes interagbes entre a quitosana e a
montmorilonita as quais afetam fortemente as propriedades macroscopicas do
bionanocompdsito. A Figura 3 mostra uma representacdo esquematica da
intercalagédo da quitosana em montmorilonita (Darder et al., 2003; 2005).

De acordo com a literatura, as fortes interagdes quitosana-montmorilonita
podem resultar na formacdo de bionanocompésitos, preparados pelo método de
intercalagdo por solugdo, 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, o0s bionanocompdsitos
quitosana/montmorilonita obtidos pelo método de intercalagdo por solugéo
apresentaram estrutura intercalada e esfoliada e que para quantidades de
montmorilonita de 5% e 10% em massa os bionanocompdsitos apresentaram

morfologia intercalada com ocasionais floculagées.
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Figura 3 - Intercalagao da quitosana em montmorilonita (Darder et al., 2003).

Estudos realizados por Tan e colaboradores (Tan et al., 2008) mostraram
que a partir da analise de difratometria de raios X e de acordo com os valores
obtidos para a distancia interplanar basal (doo1), dois tipos de bionanocompdsitos
quitosana/montmorilonita podem ser descritos: um com monocamada e outro com
bicamada de quitosana no espacgo interlamelar, respectivamente. A intercalagdo da
monocamada de quitosana em montmorilonita deve-se principalmente ao processo

de troca catidbnica e ao bionanocompasito ser obtido a partir de pequena quantidade



de quitosana. A intercalagdo da bicamada de quitosana em montmorilonita resulta
em bionanocompdsitos com alta quantidade de quitosana. Esta intercalacdo é
favorecida pela interagao eletrostatica dos grupos (-NHs*) da segunda camada com
os ions acetato da solugao de quitosana tornando-se acessiveis os sitios para troca
anidbnica. O valor da disténcia interplanar basal (doo1) para o caso onde uma
estrutura bicamada é obtida é em torno de 2,02 nm.

Conforme descrito anteriormente, estudos sobre o desenvolvimento de
bionanocompdsitos quitosana/argila para aplicagbes biomédicas (sistemas
carreadores de farmacos), ndo tem sido tdo difundidos quanto aqueles com
quitosana pura. Contudo, varios beneficios podem ser alcancados para essa
aplicagdo quando a quitosana € associada a montmorilonita. Esta associagao é
possivel uma vez que a quitosana, devido a sua natureza hidrofilica e policatiénica
em meio acido, apresenta boa miscibilidade com este tipo de silicato, podendo ser
intercalada entre as suas lamelas, por meio de troca catiénica e liga¢cdes de pontes
de hidrogénio (Darder et al., 2003; Liu, 2007). O mecanismo de troca catibnica
envolve interacbes entre a carga positiva do grupo amina protonada (NHs3*) da
quitosana e os sitios carregados negativamente na estrutura da argila (Darder et al.,
2005).

Portanto, os beneficios conseguidos pela preparagdao de bionanocompésitos
quitosana/argila, as vantagens significativas para liberacdo da droga em sitios
especificos pois ndo sao destruidos pelo pH acido do estétmago e na presencga de
enzimas digestivas e a propriedade mucoadesiva da quitosana tornam os
bionanocompdsitos quitosana/argila um grande potencial para carregamento de

farmacos.

2.4 Ibuprofeno

O ibuprofeno, potente anti-inflamatério ndo esterdide, derivado do acido
propidnico, é classificado como anti-inflamatério ndo seletivo. Possui a capacidade
de inibir a atividade das duas isoformas da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2)

(Rainsford, 2005). A estrutura quimica deste farmaco esta representada na Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura Quimica do Ibuprofeno (Rainsford, 2005).

Quimicamente, o Ibuprofeno € um pé branco, com um leve odor
caracteristico. Este farmaco é praticamente insoluvel em agua, mas ja € soluvel em
solucdées 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 cloroformio (Rainsford, 2005).

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 usado por milhées de consumidores
(Marques, 2009). E utilizado para combater a dor, a inflamacdo ou a febre e, nos
casos de reumatismo e em lesbées dos tecidos moles, para controlar a dor e a
inflamacao. Utiliza-se também para controlar a dor em multiplas situacées como a
dismenorreia (dores menstruais), traumatismos com entorses, luxacdes e fraturas,
em dores de dentes, em dor associada a qualquer processo inflamatério e em
situacées de febre de diversa etiologia, para controlar a temperatura elevada
(Rainsford, 2005).

Embora o ibuprofeno seja eficiente no controle da dor, o uso indiscriminado
e prolongado deste medicamento pode provocar gastrite ou ulcera estomacal, pelo
fato de bloquear a producao da barreira de protecdo da mucosa gastrica. Pode
causar também indigestao, nauseas, diarréia, acidez, dor de estdbmago e ulceras.
Outros efeitos adversos incluem sonoléncia, vertigem, zumbidos nos ouvidos,
perturbacdes visuais, retencdo de agua e dificuldades respiratérias.Portanto, seu
uso deve ser criterioso e bem indicado para que possa proporcionar mais beneficios

do que riscos ao paciente (Rainsford, 2005). Assim, a imobilizagdo do ibuprofeno em
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membranas quitosana/argila, visando a liberagdo controlada do mesmo, pode

minimizar estes efeitos adversos e estender a agao deste anti-inflamatario.

2.5 Liberagao de farmaco

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos sédo todos aqueles que tém
como objetivo fornecer uma dose terapéutica de uma droga para um local do corpo
predeterminado, e manter a concentragdo desejada, de modo controlado em
velocidade e tempo apropriado, buscando também manter os niveis sanguineos
terapéuticos 6timos e evitar, a niveis plasmaticos, a problematica da toxicidade e/ou
doses toxicas (Allen Jr et al., 2013). Desta forma, esse sistema faz com que o
farmaco seja liberado gradativamente, a um ritmo ditado pelas necessidades do
corpo, por um periodo especifico de tratamento (Gennaro e Remington, 2004). Na

Figura 5 esta apresentado o mecanismo de funcionamento da liberagdo controlada.
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Figura 5 - Esquema do funcionamento da liberagao controlada (Choudhary e Devi, 2015).

Os tratamentos convencionais utilizados para combater processos
infecciosos (solugbes, suspensdes, pilulas, entre outros) requerem uma
administracdo por um longo periodo de tempo, visando manter os niveis
terapéuticos do farmaco no organismo. Muitas vezes, tais niveis nao sao
alcangados, pois o tratamento ndo exibe resultados ou apresenta efeitos colaterais
devido a alta concentracdo do farmaco. A manutengdo da concentragcdo do

medicamento na corrente sanguinea, dentro da faixa terapéutica do medicamento,
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leva a reducdo no numero de doses requeridas e ao aumento na eficacia do
tratamento, pois desta forma diminui a possibilidade de alcangar niveis tdxicos ou
subterapéuticos (Mishra et al., 2010).

Quando comparados aos sistemas convencionais de administragdo de
farmacos, os sistemas de liberagcdo controlada oferecem algumas vantagens como,
por exemplo, maior eficacia terapéutica, com liberagdo progressiva e controlada do
farmaco; diminui¢do significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulagao; administragdo segura (sem reagdes inflamatdrias locais) e conveniente
(menor numero de doses); direcionamento a alvos especificos, sem imobilizagao
significativa das espécies bioativas e tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas
podem ser incorporadas (Choudhary e Devi, 2015).

Um fator importante durante o carregamento de farmacos € a interagao entre
o farmaco e o sistema carreador (matriz de suporte) porque com o aumento desta
interagédo (farmaco-matriz de suporte), tanto o carregamento quanto a eficiéncia de
retencao do farmaco aumentam; entretanto, a taxa de liberagdo diminui. Para alta
eficiéncia de retengao, € necessario que o farmaco interaja preferencialmente com a
matriz de suporte (polimero, lipidios) em vez de interagir com o meio circundante
(Opanasopit et al., 2006).

2.5.1 QuitosanalArgila para liberagao controlada de Ibuprofeno

A quitosana tem se mostrado muito atrativa para a industria farmacéutica,
visando, principalmente, seu uso como matriz para sistemas de liberagado controlada
de farmacos. O uso combinado de quitosana com argila montmorilonita € uma opc¢éao
interessante, pois a jungao destes dois materiais podera resultar na capacidade de
liberar o farmaco ibuprofeno de uma maneira controlada e, também, devido a
capacidade mucoadesiva destes materiais as formulacbes farmacéuticas poderao
ter a capacidade de adsorver toxinas alimentares e minimizar os efeitos colaterais do
farmaco. Contudo, sao poucos os trabalhos que tratam do uso de nanocompdsitos
quitosana/argila para liberagcéo controlada de ibuprofeno.

Peres (2014) preparou um complexo idnico contendo quitosana e ibuprofeno
por meio de uma reagao acido base entre ambos. Em uma segunda etapa, preparou
um nanocomposito de montmorilonita/quitosana contendo o farmaco ibuprofeno. As

amostras preparadas foram caracterizadas por diferentes técnicas, incluindo analise
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elementar, ressonancia magnética nuclear (RMN) de *C e 'H, termogravimetria
(TG), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), difratometria de raios X (DRX) e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR). Os
resultados indicaram que a dissociacdo do ibuprofeno no nanocompdsito
quitosana/montmorilonita resultou na maior retencdo do mesmo e o autor atribuiu tal
fato a interagéo do ibuprofeno coma argila, dificultando a dissociagdo do mesmo.
Abdeen e Salahuddin (2013) estudaram a intercalagdo de ibuprofeno em
montmorilonita  sddica, em quitosana e em nanocompositos  de
quitosana/montmorilonita. As amostras foram caracterizadas por difratometria de
raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR), analise termogravimétrica (TG) e microscopia eletrbnica de transmissao
(MET). Os autores observaram que houve um aumento do espagamento basal da
montmorilonita, indicando a intercalacdo da quitosana e do ibuprofeno entre as
lamelas da argila. Os resultados da liberagao do farmaco, por estudo da liberagao in
vitro, empregando espectroscopia UV, mostraram que o processo de liberagdo do
farmaco a partir da montmorilonita, da quitosana e do nanocompésito foi influenciado

pelo pH do meio.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Quitosana na forma de pd, com grau de desacetilagdo de aproximadamente
92%, fornecida pela Polymar-Fortaleza/CE foi utilizada como matriz na preparagao
dos bionanocompasitos.

A argila montmorilonita sédica comercial Cloisite® Na+ (fornecida pela
Southem Clay Products, Texas/EUA) foi empregada como nanocarga para
preparagao dos bionanocompdésitos.

O acido acético glacial P.A de 99,9% foi usado como solvente para a
quitosana e o hidréxido de sodio foi utilizado para ajustar o pH da solugéo de
quitosana bem como assegurar a formagao das microesferas, servindo de solugéo
coagulante. Estes reagentes foram fornecidos pela Vetec e usados como recebidos.

A substancia ativa usada neste estudo foi o Ibuprofeno (Ibu) - (C13H1802),
fornecida na forma de pé pela Sigma Aldrich — S&o Paulo/SP.

O alcool etilico 99% fornecido pela Sigma — Aldrich foi utilizado como
solvente do farmaco Ibuprofeno.

A solugao tampao fosfato - PBS 0,1M (pH 7,2) fornecido pela Sigma Aldrich—
S&o Paulo/SP foi utilizado como um meio para simular os fluidos corpéreos no
estudo in vitro da liberagao controlada do farmaco pela técnica de espectrofotometria
na regiao do ultravioleta-visivel (UV-visivel).

O Acetato de sédio (3H20 P.A.), fornecido pela Nuclear, foi utilizado na
preparacdo da solucdo de quitosana para aumentar a densidade das microesferas

preparadas.

3.2 Metodologia

3.2.1 Preparagao das Microesferas

Microesferas de quitosana/argila foram preparadas pelo método de
precipitacdo, empregando um aparelho com um sistema de fluxo de injegao
automatico (Figura 5), desenvolvido pelo aluno de Doutorado do Programa de Pés-
Graduagao em Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFCG, Hanniman Denizard
Cosme Barbosa. De acordo com o aluno este dispositivo € uma adaptacdo do

sistema proposto por Dias et al. (2008) e Prado (2010), e apresenta como melhoria a
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eliminacdo do gradiente de pressao entre o inicio e o fim processo de obtencdo das
microesferas, devido ao uso de um microcontrolador eletrénico (Arduino) que
possibilita a automacao do sistema de injecédo, que tem a fungao de controlar o fluxo
da solugao polimérica e o didametro das microesferas.

A preparagado das microesferas foi feita conforme adaptagbes do método
proposto por Prado (2010). Em resumo, 2g de quitosana e 2g de acetato de sodio
foram dissolvidas em 50 mL de uma solugdo aquosa de acido acético a 5% (v/v),
sob agitagdo magnética a temperatura ambiente (23 £ 2°C) durante 2h. Passado
este tempo, o pH da solugéo foi ajustado para 4,9 com adicdo de uma solugao de
hidroxido de sodio a 1 molar e, em seguida, uma dispersdo aquosa da argila,
preparada na concentragao de 1% (m/v), foi adicionada a mesma. As dispersdes de
quitosana/argila, com razdes massicas de 10:1 e 5:1 (teores de argila de 10% e 20%
em massa, respectivamente), foram mantidas sob agitagdo mecanica a 600 rpm e
50 + 2°C por 4 horas e 30 minutos. Em seguida, foram gotejadas dentro de uma
solugao coagulante, solugdo aquosa de hidroxido de sodio a 8% (m/v), empregando
um sistema de injecdo contendo uma agulha de insulina de 0,45 mm (Figura 5). Uma
vazéo de injegédo (0,15 mL.min"') e duas vazbes de ar do sistema de arraste (2,5 e
10 mL.min") foram testadas. As microesferas formadas foram coletadas, lavadas
com agua destilada (2000 mL) e secas em estufa a 50 °C durante 24 h. Microesferas
de quitosana foram fabricadas pelo mesmo método e usadas para fins de
comparagao. As microesferas secas de quitosana e quitosana/argila foram
armazenadas em dessecador para uso.

As microesferas de quitosana foram codificadas por Q e as de
quitosana/argila preparadas com razbes massicas de quitosana/argila de 10:1 e 5:1
(teores de argila de 10% e 20% em massa), foram codificadas por Q/CL10 e Q/CLS5,

respectivamente.
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(b)

Figura 6 - Diagrama esquematico (a) e protétipo (b) do equipamento experimental usado
para preparar as microesferas de quitosana e quitosana/argila: (1) microcontrolador
eletrénico, (2) zona de injegdo, (3) gotejador, (4) agitador magnético, (5) rotametro e (6)
bomba (Barbosa, 2015).
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3.2.2 Encapsulamento do Ibuprofeno (lbu)

A preparagao das microesferas de quitosana e quitosana/argila carregadas
com ibuprofeno (lbu) foi realizada do seguinte modo: o Ibu foi diluido, a uma
concentracdo de 10% em relagdo a massa de quitosana, em alcool étilico absoluto,
sendo 1 mL de alcool para cada 1 mg de |bu, a temperatura ambiente sob agitagao
magnética por 10 min, em seguida, o Ibu em solucdo foi adicionado as solugdes de
quitosana e as dispersdes de quitosana/argila, que foram mantidas sob agitacéo
magnética por 30 min a temperatura ambiente. Com o auxilio do sistema de injegao,
as solugdes contendo Ibu foram gotejadas em uma solugdo coagulante de hidréxido
de sodio 8% mantida sob leve agitacdo. A solugdo coagulante contendo as
microesferas, foi filtrada em um kitasato junto com o funil de Bichner e as
microesferas foram lavadas com agua destilada até pH 7,0. Para finalizar, as
microesferas foram postas em uma estufa a 50° C por 24h.

As microesferas de quitosanal/lbu e quitosana/argila/lbu foram codificadas por:
Q/lbu, Q/CL5/Ibu e Q/CL10/Ibu.

3.2.3 Caracterizacao

3.2.4.1 Microscopia Otica (MO)

A microscopia 6tica das microesferas de quitosana e quitosana/argila, sem e
com o farmaco, foi conduzida em um microscépio modelo Q734ZT série 059 da DP
Instrumentos Cientificos LTDA. As micrografias obtidas foram utilizadas na
determinacao do didametro, volume, area superficial e esfericidade das microesferas

preparadas, com o auxilio do software Pixcavator 6.0.

3.2.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A topografia superficial das microesferas de quitosana e quitosana/argila, sem
e com o farmaco, foi examinada em um microscopio eletrénico de varredura
(Shimadzu SSY-550). Uma pequena quantidade de microesferas secas, pelo menos
10 microesferas, foi colocada sobre suportes de aluminio; fixadas em uma fita de

carbono e recobertas com uma fina camada de ouro.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Funil_de_B%C3%BCchner
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3.2.3.3 Difratometria de Raios X (DRX)

Os padroes de DRX da argila e dos sistemas quitosana/argila e
quitosana/argila/lbu foram obtidos em aparelho XRD-7000 Shimadzu, utilizando
radiacdo Ka do cobre (1, 5418 A), em um intervalo de 26 entre 2 e 12 graus, tenséo
de 40 kV, corrente 30 mA e velocidade de 2°/min. O espagamento interplanar basal
(doo1) das argilas nao incorporadas e incorporadas aos sistemas quitosana/argila e
quitosana/argila/lbu foi determinado por meio da lei de Bragg, conforme Equagéao 1
(Utracki, 2004).

8,8264273

doo1 = 20 (1)

Onde: doot € a reflexdo basal do plano (001) do argilomineral na argila em (nm) e 0 é

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

3.2.3.4 Espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV-Vis)

Esta técnica de caracterizacdo foi usada no estudo da liberagao in vitro do
ibuprofeno, incorporado nas microesferas de quitosana e quitosana/argila, que
envolveu duas etapas: 1?) confecgédo da curva de calibragdo e 2?) determinagéo da
quantidade de farmaco liberada pelas microesferas.

A metodologia empregada na confecgao da curva de calibragao foi a seguinte:
uma solugdo padrdo na concentracdo de 100 ug/mL de ibuprofeno em solugao
salina tampéo fosfato (PBS) pH 7,2 foi analiticamente preparada. Desta solugéo,
foram preparadas, por diluicdo em PBS pH 7,2, solugbes nas concentracdes de 5,
10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL, as quais tiveram os valores de absorbancia em 222 nm
(Zheng et al., 2007) determinados por espectrofotometria no UV, em
espectrofotometro UV-Vis da Perkim Elmer modelo Lambda 35, tendo o PBS pH 7,2
como branco. Os valores de absorbancia médios (y) adquiridos foram relacionados
em grafico como uma fungdo da concentragdo de ibuprofeno (x). A curva de
absorbancia em funcao da concentragcdo de farmaco foi linearizada e a equacgao
resultante esta apresentada abaixo.
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C=k.Abs (2)

Onde:

C = Concentragéo do ibuprofeno em (ug/mL)
K = Coeficiente angular da reta

Abs = Absorbancia em 222 nm

O estudo da liberacdo in vitro do ibuprofeno foi conduzido também no
espectrofotdbmetro da Perkim Elmer modelo Lambda 35, operando na faixa de 300
nm a 190 nm. Cerca de 0,5 g das microesferas de quitosana/lbu e
quitosana/argila/lbu foram armazenadas individualmente em recipientes contendo 50
mL da solugao salina tamponada com fosfato - PBS 0,1 M (pH 7,2) e mantidos sob
agitacédo a temperatura constante de 37 £ 2°C e uma velocidade de agitagdo de 100
rom em incubadora Shaker. Apés intervalos de 30 min a 8h, aliquotas de 2 mL foram
coletadas do meio de dissolugao contendo o farmaco liberado, sendo analisado por
espectrofotometria a 222 nm (Zheng et al., 2007). O volume amostrado foi reposto
com meio de dissolugao fresco (PBS). A concentragao de ibuprofeno na solugao de
PBS foi determinada a partir da Equacédo 2. Para determinacdo da massa e da
fracdo de ibu liberados pelas microesferas utilizou-se as equagdes 3 e 4,

respectivamente.

m(t) = C(t).V (3)

Onde m(t) € a massa de farmaco liberada pelas microesferas em um tempo ¢, C e a
concentracao de farmaco liberada pelas microesferas em um tempo te V é o volume

de solucdo PBS.

=52 4)

mo

Onde f é a fragao de farmaco liberada pelas microesferas, m € massa de ibuprofeno
liberada pelas microesferas em um tempo t e mp € a massa inicial de farmaco nas

microesferas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Microscopia Otica (MO)

As Figuras 7 e 8 apresentam as imagens das microesferas de quitosana e
quitosana/CL sem e com Ibu, obtidas por microscopia 6tica (MO), preparadas com
vazao de injegdo de 0,150 mL.min"' e vazdes de ar de 2,5 e 10 mL.min"'. Através
dessa técnica foi avaliada a influéncia da vazdo de ar do sistema de arraste nas

dimensodes das microesferas.

200 pm 200 pm 200 pm 200 pm 200 pm 200 pm
— — A A — —

(A) (B) (C) (D) (E) (F)

Figura 7 - Imagens, obtidas por microscopia 6tica, das microesferas de quitosana Q (A),
Q/Ibu (B), Q/CL5 (C), Q/CL5/Ibu (D), Q/CL10 (E) e Q/CL10/Ibu (F), preparadas com vazao
de inje¢éo de 0,150 mL.min" e vazao de ar de 2,5 mL.min™.

200 pm 200 pm 200 pm 200 pm 200 pm 200 pm
— P — | | — —

© © & &4 o o
(A) (B) (C) (D) (E) (F)

Figura 8 - Imagens, obtidas por microscopia 6tica, das microesferas de quitosana Q (A),
Q/Ibu (B), Q/CL5 (C), Q/CL5/Ibu (D), Q/CL10 (E) e Q/CL10/Ibu (F), preparadas com vazao
de injecéo de 0,150 mL.min"" e vazao de ar de 10 mL.min".

De acordo com as Figuras 7 e 8 fica evidenciado que a vazao de ar afetou as
dimensdes das microesferas. Isso pode ser comprovado pelos valores do didmetro,
volume, area superficial e esfericidade de cada microesfera, obtidos das analises
das imagens de MO das microesferas com o auxilio do software Pixcavator 6.0
(Tabela 1). Por outro lado, n&o se verificou variagdo relevante nas dimensdes das
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microesferas quando a argila montmorilonota Cloisite® Na+ (CL) e o farmaco

Ibuprofeno (Ibu) foram incorporados a quitosana.

Os valores de diametro equivalente e area superficial das microesferas estao

apresentados também nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9 - Didmetro equivalente das microesferas preparadas com vazao de injecao de
0,150 mL.min" e vazao de ar de 2,5 (A) e 10 mL.min"' (B), nas diferentes composigoes.

6 6
_ (A) . (B)

< 5 C\IES-

E,] o g,

T | = IL Jf 5

2 3 £ 3

()] (4]

€3 o

? 2 ? 2

[9v] ]

(] (]

< s W.ﬁ ]

N>
S o o \;o\\" \o\r AW S o o O\p\\“ o A0 o
o O"O o)) O\G

Figura 10 - Area superficial das microesferas preparadas com vazédo de injecdo de 0,150
mL.min"" e vazao de ar de 2,5 (A) e 10 mL.min"' (B), nas diferentes composigoes.



Tabela 1 - Dados dimensionais das microesferas.

Vazao de ar Diametro Volume Area
(mL.min) Amostra equivalente (mm) (mm3) Superficial (mm?) Esfericidade
Q 0,993 + 0,018 0,513 £ 0,028 3,568 + 0,120 1,073+ 0,012
Q/Ibu 0,980 + 0,049 0,497 + 0,077 4,277 + 0,791 1,170 + 0,143
. Q/CL5 0,964+ 0,075 0,476+ 0,115 3,540 + 0,521 1,098 + 0,386
| Q/CL5/Ibu 0,874 + 0,066 0,354 + 0,084 3,077 + 0,439 1,130 + 0,039
Q/CL10 1,069 + 0,042 0,643 + 0,076 4,213 + 0,357 1,081 + 0,251
Q/CL10/Ibu 0,968 + 0,084 0,484 + 0,133 3,434 + 0,612 1,076 + 0,340
Q 0,394 + 0,044 0,045 + 0,013 0,703 + 0,150 1,194 + 0,122
Q/Ibu 0,462 + 0,012 0,051 + 0,206 0,801 + 0,046 1,092 + 0,022
0 Q/CL5 0,480 + 0,013 0,047 +0,015 0,868 + 0,098 1,185 + 0,029
Q/CL5/Ibu 0,523 + 0,038 0,075+ 0,016 1,157 + 0,224 1,154 + 0,055
Q/CL10 0,570 + 0,047 0,098 + 0,025 1,184 + 0,205 1,072 + 0,140
Q/CL10/1bu 0,462 + 0,029 0,052 + 0,010 0,865 + 0,089 1,133 + 0,026

22
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E perceptivel, por meio das imagens de MO, dados dimensionais da Tabela 1
e graficos da Figura 9, que a maior vazdo de ar do sistema de arraste resultou na
diminuicdo do didmetro das microesferas de quitosana, quitosana/CL sem e com
Ibu, bem como na diminuicdo dos outros parametros de processo (volume, area
superficial, esfericidade). A adicdo de cloisite as microesferas resultou em um
contorno menos esférico, porém a variacdo no teor de cloisite n&o alterou de forma
significativa as dimensdes das microesferas. Segundo Dias et al. (2008), a vazao de
ar que flui paralelamente a agulha é o principal responsavel pelo arraste da gota,
impedindo que esta crescga. Portanto, quanto maior o fluxo de ar, maior a forca de
arraste, impedindo o crescimento da gota, gerando, desta forma, uma microesfera

com dimensdes menores.

4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das superficies das microesferas de quitosana e quitosana/CL
sem e com lbu,preparadas com vazao de inje¢do de 0,150 mL.min"" e vazdes de ar
de 2,5 e 10 mL.min"', foram também avaliadas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV). As imagens das referidas morfologias estdo apresentadas nas
Figuras 11, 12 e 13.

As microesferas de quitosana (Figura11) apresentaram uma morfologia
irregular, onde se observa dominios nodulares (em forma de cristais) distribuidos ao
longo das microesferas. De acordo com Assis e Silva (2003), os nucleos
encontrados sao, provavelmente, aglomerados de cadeias poliméricas resultantes
da interagdo em meio aquoso. Estrutura similar também foi relatada por Orrego e
Valencia (2009) em sua pesquisa. As microesferas de quitosana/lbu (Figura 11)
apresentaram, ao contrario das de quitosana pura, morfologia mais regular
(auséncia de dominios nodulares) e uma superficie pouco rugosa. Conforme Hua et
al. (2010), isto é indicativo de que o Ibu se dispersou na matriz de quitosana,

eliminando os cristais de sua estrutura.



SEM HV: 30.0 kV ‘ ‘WD: 30.87 mm SEM HV: 30.0 kV WD: 10.07 mm

View field: 461 um View field: 462 pm

SEM MAG: 50 x ite{midly): 07/28116 D;ﬂe{m]d/y): 07128116 SEM MAG: 300 x ate(mi/dly): 07/28116

WD: 574 mm

Date(midly): 07/28116 Jate(midly): 07/2816

(b)
Figura 11 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana e quitosanal/lbu, e suas respectivas ampliagdes, preparadas com vazao
de inje¢ao de 0,150 mL.min™" e vaz&o de ar de 2,5 (a) e 10 mL.min"" (b).
24
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Observa-se também (Figura 11) que a vazédo de ar afetou a forma e o
tamanho das microesferas. As microesferas obtidas com menor vazao de ar de 2,5
mL.min"' (Fgura 11a) sdo maiores e mais esféricas do que as obtidas com maior
vazéo de 10 mL.min"" (Figura 11b). Por outro lado, com a variagéo na vazdo de ar, a
rugosidade nao foi aparentemente afetada.

As microesferas de quitosana/CL sem e com Ibu (Figuras 12 e 13)
apresentaram uma superficie rugosa, este fato sugere que a adigdo de argila (CL)
resultou na formagao de nanocompdsitos. Esta mudanga morfolégica na superficie,
através da incorporacao de CL, pode influenciar na capacidade de inchamento das
microesferas, bem como, na liberagao de Ibu (Hua et al., 2010).

As microesferas preparadas com maior teor da argila CL (20% de argila que
corresponde a uma razao quitosana/argila de 5:1 — Q/CL5) apresentaram-se mais
rugosas do que as preparadas com menor teor (10% de argila, razéo
quitosana/argila de 10:1 — Q/CL10) (Figura 13). De acordo com a literatura (Flérido,
2013), isto é indicativo da presencga de aglomerados de argila nao dispersos.

Analisando os sistemas quitosana/CL/Ilbu observa-se que, a adigao de
ibuprofeno a composicdo Q/CL5 favoreceu uma maior rugosidade quando
comparada a mesma composigao sem lbu (Figura 12). Isto ocorreu devido a maior
quantidade de cloisite que interagiu com o farmaco. Xu et al. (2006) comprovaram,
em sua pesquisa, que os grupos -COOH- (do ibuprofeno) poderiam interagir
fortemente com os grupos hidroxila das camadas de montmorilonita. A intercalagao
do ibuprofeno em montmorilonita também foi investigada por Zheng et al. (2007)
como um transportador na liberagdo controlada de farmacos. Em seu estudo, os
compostos de intercalagao foram caracterizados por diferentes técnicas entre elas:
DRX e FTIR. O espagamento basal de montmorilonita aumentou indicando que

houve intercalacéo do Ibu.

Para os sistemas Q/CL10 e Q/CL10/Ibu (Figura 13), ao contrario dos sistemas
Q/CL5 e Q/CL5/Ibu (Figura 12), nao foi observado rugosidade elevada, devido ao
baixo teor de argila na composi¢gdo dos mesmos. Entretanto, na vazdo de ar 10
mL.min"!, fica evidenciado que o sistema Q/CL10/lbu (Figura 13) apresentou-se
menos esférico quando comparado ao sistema nessa mesma vazao e composicao

sem Ibu (Figura 13b). Isto ocorreu devido ao alcool (usado como solvente do
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ibuprofeno) o que dificultou a obtengdo das microesferas num fluxo de ar elevado,

por ser muito volatil e causar obstru¢ado na ponta da agulha.

Em analise comparativa e de modo geral, pode-se constatar que as
microesferas obtidas com menor vazdo de ar (2,5 mL.min"') sdo maiores do que as
obtidas com maior vazao (10 mL.min"'). Observa-se, também, que as microesferas
apresentaram formatos ainda mais ovalados quando a maior vazdo de ar foi
empregada na obtengcdo das mesmas. Com relacdo a rugosidade, foi observado

comportamento semelhante para ambas as vazobes de ar.



(b)

Figura 12 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana/CL5 e quitosana/CL5/Ibu, e suas respectivas ampliagcdes, preparadas
com vazao de injegéo de 0,150 mL.min"' e vazao de ar de 2,5 (a) e 10 mL.min"" (b).
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SEM HV: 30.0 kV WD: 15.94 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV | WD: 15.51 mm VEGA3 TESCAN VEGA3 TESCAN
View field: 2.77 mm

SEM MAG: 3

View field: 461 um Det: SE 5 View field: 461 pm

SEMMAG:300x | Idly): 04129116 SEMMAG:300x |

(b)
Figura 13 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana/CL10 e quitosana/CL10/Ibu, e suas respectivas amplia¢des, preparadas
com vaz&o de inje¢do de 0,150 mL.min"" e vaz&o de ar de 2,5 (a) e 10 mL.min"" (b).
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Nas Figuras a seguir, 14 a 19, estdo dispostas as ampliagbes de 2000 e 6000
vezes das microesferas de quitosana e quitosana/argila, sem e com Ibu, nas vazdes

de arde 2,5e 10 mL.min™".

SEM HV: 30.0 kV | WD: 15.41 mm
Det: SE

| Date{midiy): 07128116

SEMHV:30.0kV |  WD:10.14mm SEM HV: 30.0 KV
View field: 69.2 pm | View field: 23.1 pm _| o
SEM MAG: 2.00 kx| Date(midiy): 07/28116 SEM MAG: 6.00 kx | Date{midiy): 07/28116

Figura 14 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana e quitosana/lbu, e
suas respectivas ampliagdes, preparadas com vazio de injegdo de 0,150 mL.min"' e vazéo
de ar de 2,5 mL.min™".
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MEV, das microesferas de quitosana/CL5 e

Figura 15- Imagens, obtidas por
quitosana/CL5/Ibu, e suas respectivas ampliagbes, preparadas com vazéo de injegdo de

0,150 mL.min"'e vazdo de ar de 2,5 mL.min™".



31

Q/CL10 . Q/CLA10

SEM HV: 30.0 kV | WD: 13.98 mm I
i 5 um

View field: 23.1 um | Det: SE 5 pm

'SEM MAG: 6.00 kx | Date(midiy): 0813116

5um

Figura 16 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana/CL10 e
quitosana/CL10/lbu, e suas respectivas ampliagdes, preparadas com vazao de injegéo de
0,150 mL.min"'e vazdo de ar de 2,5 mL.min™".
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SEM HV: 30.0 kV
View 2 pm 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx | Date{m/dly): 07/2816

20 ym

Figura 17 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana e quitosana/lbu, e
suas respectivas ampliagdes, preparadas com vazio de inje¢do de 0,150 mL.min"' e vazéo
de ar de 10 mL.min™".
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~ SEMHV:30.0 kV

SEM MAG: 2.00 kx | Date{m/diy): 09/0616

Figura 18 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana/CL5 e
quitosana/CL5/Ibu, e suas respectivas ampliagbes, preparadas com vazéo de inje¢cao de
0,150 mL.min" e vaz&o de ar de 10 mL.min™".
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Q/CL10

SEMHV:300kV | wo:1t67mm | SEMHV:30.0kV |  WD:11.68 mm |
View field: 693 pm | Det: SE ' 20 pm pm_| Det: SE [ 5um S5 pm
SEM MAG: 2.00 kx | Date(midly): 09/06/16 s 6.00 kx | Date(midly): 09/06/16

Q/CL10/Ibu

SEM HV: 30.0 kV ‘ WD: 11.87 mm
20 ym 5 um

um |
SEM MAG: 2.00 kx | Date{midly): 09/06/16 SEM MAG: 6.00 kx | Date(midly): 09/06/16

Figura 19 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de quitosana/CL10 e
quitosana/CL10/lbu, e suas respectivas ampliagdes, preparadas com vazéo de injegao de
0,150 mL.min" e vaz&o de ar de 10 mL.min™".

Com base nestas figuras (Figuras 14 a 19), pode-se observar que as
microesferas de quitosana pura apresentam uma morfologia porosa, o que corrobora
com morfologia encontrada por Azevedo et al. (2007) e por Pires (2010), enquanto
que as microesferas contendo quitosana/CL e quitosana/CL/lbu apresentaram

morfologia diferenciada.
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Nas figuras referentes a quitosana (Figuras 14 e 17) observou-se poros
variando de 3,0 a 5,0 ym, e para a quitosana/cloisite foi observado poros menores
entre 0,2 e 1,0 um. Comportamento semelhante de reducédo do tamanho de poros foi
verificado para a composicdo das microesferas de quitosana/lbu (Figura 14 e 17),
com poros entre de 0,2 e 0,6 um e para quitosana/CL/Ibu (Figuras 15, 16 e 18, 19),
com poros entre 0,1 € 0,5 um.

Em analise comparativa, com relagao a variagéo da proporgao de argila (5:1 e
10:1) e a vazao de ar (2,5 e 10 mL.min™"), constatou-se que esses dois parametros
nao afetaram significativamente o tamanho dos poros.

De forma geral, quando a argila foi misturada com a quitosana houve uma
diminuicdo no tamanho dos poros, e com o encapsulamento do ibuprofeno a mistura
quitosana/argila esta diminuicdo foi ainda maior. Portanto, a argila e o ibuprofeno
contribuiram para o controle no tamanho dos poros das microesferas de quitosana,
resultando na preparagdo de microesferas com uma morfologia mais uniforme,
devido, possivelmente, a boa interacdo entre os componentes (Costa e Ferreira,
2014).

A morfologia das microesferas de quitosana/lbu e quitosana/CL/Ibu apds o
ensaio de liberagcdo controlada do farmaco também foi observada por MEV, e as
imagens estado apresentadas nas Figuras 20, 21 e 22. Apés a liberagcédo do farmaco,
as microesferas apresentaram cavidades em sua morfologia (semelhantes a
buracos), o que sugere que o ibuprofeno foi “arrancado” de sua estrutura, indicando,
portanto, que o mesmo foi liberado para o meio (PBS).

As microesferas Q/lbu, preparadas com vazéo de ar de 10 mL.min"" (Figura
20b) apresentaram maiores cavidades (marcadas em vermelho). Isto pode ser
porque as microesferas preparadas com vazdo de ar de 10 mL.min"' sdo de
tamanhos menores, e quanto menor o tamanho das microesferas, maior a superficie
de contato, o que pode ter contribuido para que a difusdo, mais facil, do farmaco

para o meio externo.
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SEM HV: 30.0 kV | WD: 12.50 mm SEM HV: 30.0 kV ‘ WD: 12.46 mm
' | 20 ym 5 um

View field: 69.2 pm J Det: SE View field: 23.1 pm J Det: SE 5 pm
SEM MAG: 2.00 kx | Date{midly): 10/07/16 SEM MAG: 6.00 kx | Date(mid/y): 10/07/16

'SEMMAG: 2.00 kx | Date(midly): 1007116

(b)

Figura 20 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de Q/Ibu, preparadas com vazao
de injecdo de 0,150 mL.min" e vazbes de ar de 2,5 (a) e 10 mL.min"'(b), bem como suas
respectivas ampliagdes.
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Q/CL5/Ibu

SEM HV: 30.0 kV WD 11.20 mm | SEM HV: 30.0 kV WD: 11.20 mm I |

View field: 69.2 pm Det: SE 20 pm View field: 23.1 pm Det: SE
SEM MAG: 2.00 kx | Date{midly): 10/07/16 SEM MAG: 6.00 kx | Date{midiy): 1

QeLEBTN" 7y -
o “H . - 3 . _.\i',

4
e
SEM HV: 30.0 KV WD: 11.95 mm
20 pm View field: 23.1 pm
SEM MAG: 2.00 kx | Date(midy): 10/07/16 SEM MAG: 6.00 kx | Date(midly): 10/07116

Figura 21 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de Q/CL5/Ibu, preparadas com
vazéo de injegdo de 0,150 mL.min"' e vazdes de ar de 2,5 (a) e 10 mL.min"" (b), bem como
suas respectivas ampliagdes.
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SEM HV: 30.0 kV | WD: 12.91 mm I
| 20 ym

View field: 69.2 pm Det SE
SEM MAG: 2.00 kx | Date{mi

Q/CL104bu

e n L

SEM HV: 30.0 kV WD: 7.37 mm | | SEM HV: 30.0 kV
I 20 um View field: 23.1

View field: 69.1 ym S e | St L
SEM MA SEM MAG: 6.00 kx | Date{midiy): 10/07116

(b)

Figura 22 - Imagens, obtidas por MEV, das microesferas de Q/CL10/lbu, preparadas com
vazao de injegdo de 0,150 mL.min"' e vazées de ar de 2,5 (a) e 10 mL.min"" (b), bem como
suas respectivas ampliagdes.



4.3 Difratometria de Raios X (DRX)
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Os padrées de DRX do Ibu, CL, Q, Q/Ibu, Q/CL5, Q/CLS/Ibu, Q/CL10,

Q/CL10/Ibu estao mostrados na Figura 23.

Intensidade (u.a.)

L P

— Q/CL10
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Figura 23 — Difratogramas da quitosana (Q), da argila (CL),do ibuprofeno (lbu) e das

composic¢des Q/Ibu e Q/CL/Ibu.
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O Ibu puro exibiu reflexao tipica em 28 = 6,06°, correspondendo a uma
distancia interplanar de aproximadamente 1,46 nm; sendo o mesmo valor
encontrado por Zheng et al. (2007). A cloisite (CL) mostrou um pico em 26 = 5,93°,
correspondente a um espagcamento basal de 1,48 nm. De acordo com De Paiva et
al. (2008) esta reflexdo é tipica da montmorilonita sédica. O difratograma da
quitosana (Q) apresentou pico tipico de material semicristalino na faixa de 26 = 10°
que corrobora com Lima (2010) e Luo et al. (2011). Conforme descrito por Wan et
al. (2003) esse pico, 20 = 10°, corresponde a forma cristalina | da estrutura da
quitosana, essa forma é ortorrdbmbica e apresenta uma célula unitaria com a = 7,76
A, b=10,91 Ae c=10,30 A, que é referente ao plano de difragéo (100).

Quando Ibu foi incorporado na quitosana o pico caracteristico da mesma em
20 = 10° desapareceu, indicando que nao foram encontrados cristais neste
biopolimero carregado com o farmaco Ibu. Observa-se também que a reflexdo em
6,06°, devido a presenca de cristais de Ibu, desapareceram no difratograma Q/Ibu.
Segundo Hua et al. (2010), isto indica a dispersdo do Ibu em nivel molecular na
matriz de quitosana.

Os espagamentos basais das amostras Q/CL10 e Q/CL5 foram de 2,98 nm
(26 =2,96° ) e 2,94 nm (26 = 3,01°), respectivamente. Considerando a espessura da
camada de montmorilonita de 0,96 nm (Utracki, 2004), as distancias entre as
camadas foram de 2,02 nm e 1,98 nm, respectivamente. De acordo com Tan et al.
(2008), é possivel que uma bicamada de moléculas de quitosana tenha sido
intercalada entre as camadas da argila montmorilonota Cloisite® Na+ (Figura 24).
Esta intercalagcdo é favorecida pela interacdo eletrostatica dos grupos (-NH3+) da
segunda camada com os ions acetato da solugdo de quitosana tornando-se
acessivel os sitios para troca aniénica (Braga et al., 2010).

Para os sistemas Q/CL10 e Q/CL5 contendo Ibu (Q/CL10/Ibu, Q/CL5/Ibu),
observou-se o desaparecimento do pico correspondente a distancia interplanar basal
para o sistema Q/CL10/lbu e um deslocamento do pico da argila para valores
menores de 20 (20 = 2,65°) para o sistema Q/CL5/Ibu, resultando em um aumento
da distancia interlamelar (doo1 = 3,31 nm), indicando que além da intercalagdo do
biopolimero quitosana houve a intercalagéo do Ibu nas lamelas da argila (Figura 25)
e que a quantidade de argila misturada a quitosana afetou a morfologia dos
nanocompositos obtidos. A morfologia do sistema Q/CL10/Ilbu apresentou-se
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predominantemente esfoliada e a do sistema Q/CL5/Ibu apresentou-se intercalada
ordenada. Para estes sistemas, a reflexdao em 6,06° devido a presenca de cristais de
Ibu também desapareceu (Figura 23). Hua et al. (2010) e Peres (2014) atribuiram tal
fato a dispersao do Ibu em nivel molecular na matriz de quitosana, ou a intercalagéao

do mesmo entre as camadas da argila.

Figura 24 - Interacao da quitosana em motmorilonita (Darder et al., 2003).
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Figura 25 - Interagdo da quitosana e ibuprofeno em motmorilonita, adaptada de Darder et al.

(2003).
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4.4 Espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV-Vis)

A espectroscopia na regidao do infravermelho foi empregada no estudo do
processo de liberagdo do farmaco; etapa muito importante no desenvolvimento deste
trabalho, pois revela a capacidade de utilizar os materiais hibridos sintetizados como
dispositivos de liberagdo controlada, ja que esta foi a aplicagdo proposta para estes
materiais neste projeto de mestrado.

A concentragao do ibuprofeno no meio de imersdo em solugédo tampao PBS
na temperatura de 37 £ 2°C foi determinada a partir do monitoramento in situ da
evolugao da banda caracteristica deste farmaco em 222 nm, regidao do espectro em
que o farmaco apresenta sua absor¢do maxima (Zheng et al., 2007). Um exemplo da

evolucao desta banda é mostrado na Figura 26.
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Figura 26 - Exemplo da evolugao da banda caracteristica do ibuprofeno em 222 nm.

A curva de calibragao para o ibuprofenono meio PBS esta mostrada na Figura
27. A referida curva mostrou-se linear no intervalo de concentragées estudado (5 —
50 ug/mL) e a equagao da reta fornecida pela regressao linear esta apresentada na

referida figura.
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Figura 27 - Curva de calibragdo do ibuprofeno em PBS pH 7,2 (A= 222 nm).

A liberagcdo do farmaco in- vitro foi estudada em solugdo tampao fosfato —
PBS (pH = 7,2), que simula o ambiente gastrointestinal, € o meio de liberacao foi
quantificado por medida direta da absorbéancia a 222 nm, feita no UV-Vis.

Os perfis de liberacao do ibuprofeno a partir dos sistemas Q/lbu, Q/CL5/Ibu e
Q/CL10/Ibu, com vazao de injegdo de 0,150 mL.min"" e vazbes de ar de 2,5 e 10
mL.min"! estdo dispostos nas Figuras 28 e 29. A liberagdo do ibuprofeno foi
analisada no pH 7,2, simulando o pH intestinal.

As curvas obtidas de massa liberada em funcdo do tempo (Figura 28)
mostraram que tanto para a vazdo de ar de 2,5 mL.min"! (Figura 28A) quanto para a
vazao de ar 10 mL.min"" (Figura 28B) o sistema que obteve maior massa liberada foi
o Q/CL10/Ibu, a partir de aproximadamente 55 horas. Analisando apenas a Figura
28A, observa-se que praticamente ndo se obteve mudanga no comportamento das
curvas, ou seja, a incorporacao de argila no sistema ndo alterou de forma

significativa a liberacéo, tendo um aumento discreto de 0,05 mg de Ibu liberado para
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as microesferas de Q/CL10/Ibu. Enquanto que nas curvas da Figura 28B esse

aumento foi de 0,12mg.
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Figura 28 - Perfis da massa liberada do ibuprofeno a partir dos sistemas Q/Ibu, Q/CL5/Ibu e
Q/CL10/Ibu, com vazo de injegao de 0,150 mL.min™" e vazdes de ar de 2,5 (A) e 10mL.min-
'(B), em pH 7,2.
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A quantidade maxima de ibuprofeno liberado a partir das microesferas de
Q/CL10/ibu na vazédo de 2,5 mL.min! foi de 0,20 mg. Em andlise comparativa,
observa-se que, para a vazao de ar de 10 mL.min"' o maximo de ibuprofeno liberado
foi de 0,33 mg em 80 horas. Portanto, nos perfis de liberagdo da Figura 28B pode-se
constatar que ha uma influéncia maior da incorporagado de argila no sistema. Os
sistemas Q/CL5/Ibu e Q/CL10/Ibu liberam uma quantidade maior de Ibu em
comparagao com o sistema Q/Ibu, sendo a maior taxa de liberagdo evidenciada na
curva de Q/CL10/lbu.

O aumento na quantidade de Ibu liberado pelo sistema Q/CL10/Ibu deve-se,
principalmente, ao tipo de nanocompadsito formado. Os resultados de DRX sugeriram
a formagao de um nanocompdsito esfoliado para o sistema Q/CL10/Ibu (que contém
10% de argila) corroborando com os resultados apresentados por Meneghetti e
Qutubuddin (2006) e Suin et al. (2013) em estudo semelhante.De acordo com Zhu
(2002), estruturas cristalinas tendem a resistir mais a difusdo de um farmaco em
relacédo a estruturas esfoliadas (amorfas), logo estruturas esfoliadas tém a tendéncia
a liberar mais farmaco. Estudos conduzidos por Aguzzi et al. (2007) e Joshi et al.
(2009) analisaram esse tipo de material em sistemas de liberacdo controlada e
obtiveram resultados semelhantes.

O tamanho das microesferas nas diferentes vazées de ar (2,5 e 10 mL.min")
também foram de grande influéncia nos perfis de liberacdo do ibuprofeno. As
microesferas menores (vazao de ar de 10 mL.min") liberaram mais, possivelmente
pelo fato delas possuirem maior superficie de contato, facilitando a difusao do Ibu.

Observa-se ainda que com uma maior quantidade de argila no sistema
(Q/CL5/Ibu) o Ibu nao ¢ liberado tao facilmente, indicando que a presenca da argila
no nanocompdésito favorece a retencao do IBU na matriz (Peres, 2014).

Nas curvas de fragdo liberada em fungdo do tempo (Figura 29)
comportamento semelhante de liberagao foi observado, tendo como maximo de Ibu
liberado, pelo do sistema Q/CL10/Ibu, um valor de aproximadamente 0,33% para as
microesferas maiores (Figura 29A) e 0,60% para as microesferas menores (Figura
29B).
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Figura 29 - Perfis da fracao liberada do ibuprofeno a partir dos sistemas Q/lbu, Q/CL5/Ibu e
Q/CL10/Ibu, com vazao de injegéo de 0,150 mL.min" e vazbes de ar de 2,5 (A) e 10 mL.min-

1(B), em pH 7,2.
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Segundo Kim e Peppas (2003) os perfis de liberagdo de farmacos séo
determinados pelo grau de interacdo entre os componentes do sistema, como a
quitosana, a argila (CL) e o ibuprofeno interagem muito fortemente entre si (Hua et

al., 2010) o Ibu foi liberado em pequenas quantidades nos sistemas avaliados.
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5 CONCLUSAO

Microesferas de quitosana e quitosana/argila sem e com o farmaco ibuprofeno

foram obtidas visando a liberac&o controlada do mesmo.

A vazao de ar utilizada nas injegbes para obtencdo das microesferas afetou
as dimensbes das mesmas. Para uma maior vazao de ar (10 mL.min') as
microesferas adquiriram tamanhos menores e diminuiram a esfericidade, baseando-

se nos dados de MO.

As microesferas contendo apenas quitosana e quitosana/lbu apresentaram
uma morfologia lisa. No entanto, as microesferas contendo argila em sua
composi¢cao apresentaram morfologia rugosa, sendo intensificada na composi¢cao
5:1 (20% argila) devido a maior quantidade de cloisite. Verificou-se ainda que as
microesferas que possuiam quitosana/cloisite/ibuprofeno em sua composicdo, com
vazao de ar 10 mL.min-', apresentaram-se menos esféricas quando comparadas as
microesferas nessa mesma vazédo sem lbu e que o tamanho de poros diminuiu com

a adicao de argila nas microesferas, conforme dados de MEV.

Foram obtidos bionanocompédsitos com morfologia intercalada ordenada nas
composigoes Q/CL5, Q/CL10 e Q/CL5/Ibu, enquanto que a composigao Q/CL10/lbu
nao apresentou picos, indicando a formacao de uma estrutura esfoliada, ou seja, um

bionanocompdsito com morfologia esfoliada, sugerido por meio dos dados de DRX.

No estudo de liberagao foi observado que o sistema Q/CL10/Ibu apresentou
maiores valores de farmaco liberado quando comparado aos outros sistemas, uma
vez que as microesferas menores (vazdo de ar de 10 mL.min") liberaram mais, pois
elas possuem maior superficie de contato, facilitando a difusdo do Ibu e ainda, que

as estruturas esfoliadas tém a tendéncia a liberar mais farmaco.

A forte interagcdo do farmaco com a matriz impediu que o teor de farmaco
liberado fosse satisfatorio, ndo tornando, portanto, essa matriz um sistema eficiente

para liberagao do ibuprofeno.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
As sugestdes para trabalhos futuros s&o as seguintes:

e Avaliar outros tipos de matrizes poliméricas de forma que a interacao
farmaco-matriz ndo seja tao forte, visando favorecer a liberagdo de maiores
quantidades de ibuprofeno;

e Avaliar outros tipos de argila na preparagédo das microesferas;

e Avaliar liberacéo in- vitro em pH 1,2 e pH 10;

¢ Quantificar por HPLC a eficiéncia de encapsulamento do farmaco.
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