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RESUMO

O presente trabalho relata a sintese, caracterizacao e avaliagao de sistemas bionanocompdsitos
baseados em argilas lamelares e biopolimeros como nanodispositivos para transporte e
liberagdo de ciprofloxacino. Para este estudo, os materiais hibridos foram preparados através
da intercalagdo de ciprofloxacino nas argilas hidr6xido duplo lamelar e montmorillonita
empregando os métodos de co-precipitacdo e reacdo de troca idnica, respectivamente. Para
proteger os hibridos argila-ciprofloxacino contra os fluidos gastrointestinais, esses compostos
de intercalacdo foram incorporados em uma mistura de biopolimeros a base do polissacarideo
i-carrageenana e da proteina gelatina formando sistemas bionanocompdsitos, os quais foram
conformados como esferas através de reacdo de gelificacdo idnica com fons Ca>* e secos pelo
processo de liofilizacdo. Ambos os hibridos argila-ciprofloxacino e bionanocompositos foram
caracterizados por diferentes técnicas experimentais, como DRX, FTIR, TG / DTA e SEM.
De modo a avaliar a etapa de congelamento, as esferas bionanocompdsitos foram congeladas
de forma convencional (-20 ° C) ou N2 liquido (-196.1° C), e os estudos in vitro da liberacdo
de ciprofloxacino, demonstraram que a cinética de liberacdo € significativamente influenciada
pelo processo de congelamento, onde uma diferenca no perfil de liberacdo nos fluidos que
simulam o trato intestinal (pH 6,8 e 7.,4). Estes resultados apontam que sistemas
bionanocompositos baseados em sdlidos lamelares e biopolimeros podem atuar como
nanodispositivos de liberacdo de farmacos, onde a liberacdo do principio ativo pode ser
modulada dependendo do método de congelamento do gel bionanocompdsito, tornando-se um

material promissor para a drea biomédica.

Palavras-chave: bionanocompdsitos; ciprofloxacino; liberacdo controlada; montmorillonita;

hidréxidos duplos lamelares.



ABSTRACT

The present work reports the synthesis, characterization and the evaluation of the
bionanocomposite systems based on layered clays and biopolymers as nanodevices for
transport and release of ciprofloxacin. For this study, hybrid materials were prepared through
the intercalation of ciprofloxacin into layered double hydroxide and montmorillonite clay
employing the co-precipitation and ion exchange reaction, respectively. In order to protect the
resulting ciprofloxacin-clay hybrids against the gastrointestinal fluids, these intercalation
compounds were incorporated into a biopolymer mixture based on i-carrageenan
polysaccharide and gelatin protein forming bionanocomposites systems, which were
conformed as beads through ionic gelification reaction with Ca** ions and dried by the freeze-
dried process. Both ciprofloxacin-clay hybrids and bionanocomposites were characterized by
means of different experimental techniques, such as XRD, FTIR, TG/DTA and SEM. In order
to evaluate the freeze step, bionanocomposite beads were freezing by conventional freeze (-20
°C) or liquid N2 (-196.1 °C), and the in vitro studies of release of ciprofloxacin demonstrated
that the release kinetics is significantly influenced by the process of freezing, where a
difference in the release profiles mainly in fluids that simulate the intestinal zone (pH 6.8 and
7.4). These results point out bionanocomposite systems based on layered solids and
biopolymers can act as drug delivery nanodevices, where the release of the active principle
can be modulated depending on the freezing method of the bionanocomposite gel becoming a
promising material for the biomedical area.

Keywords: bionanocomposites; ciprofloxacin; drug delivery system; montmorillonite;

layered double hydroxides.
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Capitulo I- Introducao

1. INTRODUCAO

A descoberta de moléculas farmacologicamente ativas, associada aos estudos de
melhoramento da atividade clinica dos farmacos, foram os principais responsdveis pelo
crescimento da industria farmacéutica nos dltimos anos. Esses estudos permitiram observar
que medicamentos amplamente indicados dentro de processos terapéuticos, como antibiéticos
e antiinflamatérios eram majoritariamente consumidos por via oral e que exigiam das
pacientes repeticdes da dosagem em um curto periodo de tempo. Como consequéncia, foram
associados ao uso continuo desses farmacos efeitos colaterais indesejados, oriundos das altas
concentracdoes de farmaco na corrente sanguinea dos pacientes(ALLEN JR., POPOVICH,
ANSEL, 2013). Como forma de solucionar os problemas relacionados a sistemas de liberagao
convencional, diversas dreas de interesse, como quimica, farmdicia e engenharia de materiais
passaram a criar sistemas capazes de proteger essas moléculas ativas e modular as taxas de
liberagdo do farmaco, sendo estes conhecidos como sistema de liberacdo controlada de
farmacos (Drug Delivery System).

Os sistemas de liberacdo controlada podem ser obtidos de diversas formas e a partir
de diferentes matrizes, essas matrizes para serem consideradas eficientes excipientes de
farmacos precisam possuir algumas caracteristicas: manter a atividade do farmaco apods
encapsulamento, ou seja devem ser inativas perante a substancia a ser protegida; as matrizes
devem ser biologicamente compativeis (levando-se em conta principalmente a possibilidade
de bioacumulacao em tecidos e 6rgdos e a possivel toxidade dessas matrizes).Dessa forma é
possivel encontrar na literatura uma quantidade relativamente grande de trabalhos que
descrevem a obtencdo desses sistemas(JAIN, DATTA, 2016; RIBEIRO et al.,2014;
ALCANTARA, 2010), onde podemos destacar alguns tipos:

Lipossomas: esse sistema de liberacdo controlada consiste basicamente na formacao
de um sistema micelar capaz de envolver a molécula ativa no seu interior, obtido
principalmente a partir da mistura de um tensoativo e dgua;

Sistemas poliméricos:sistemas de liberacdo controlada a base de polimeros podem
ser obtidos de diversas maneiras; a partir da formacao do hidrogéis estaveis que encapsulam o
farmaco diretamente na rede polimérica através de acdo mecénica, formagdo de sistemas

nanoparticulados e nanocédpsulas; formacgao de sistemas micelares e outros...
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Capitulo I- Introducao

Sistemas Inorginicos:esses sistemas podem ser obtidos através de sistemas hibridos
a base de silicatos; outra forma de utilizar esses sistemas € através da formacdo de
nanoparticulas metdlicas ou a base de carbono.

Ao procurarmos por sistemas poliméricos e inorganicos,invariavelmente
encontramos pesquisas que associam essas duas matrizes em um unico sistema de liberacdo,
que formam em conjunto um sistema hibrido, contendo uma parte inorginica também
polimérica, que pode ser chamado de nanocompdsito, por conter um polimero de origem
sintética, ou mesmo formando sistemas bionanocompdsitos, ji4 que a parte polimérica do
sistema € de origem bioldgica (animal, vegetal, fingica).

Os biopolimeros t€ém sido imensamente explorados para fins de formagao de novos
materiais, sua origem a partir de fontes naturais renovaveis como milho, celulose, batata,
cana-de acucar, ou mesmo derivada de fonte animal como quitosana e proteinas, associada a
sua biodegradabilidade fazem desse material uma escolha bastante eficaz. A facilidade das
espécies biopoliméricas para formar estruturas microencapsuladas ou mesmo a possibilidade
de sofrer reagdes de complexagdo, permite a essas matrizes serem usadas como catalisadores,
na remediacdo ambiental, como agente trocador de fons na cromatografia, e principalmente
como carreador de moléculas farmacologicamente ativas (DARDER et al., 2011; REDDY et
al., 2013; SOSNIK; DAS NEVES; SARMENTO, 2014). Os biopolimeros utilizados como
sistemas de liberagdo controlada encontram-se em suas mais variadas formas, uma vez que
como propriedade desses materiais, encontra-se a formagao de hidrogéis estaveis, capazes de
adquirir diferentes conformacgdes; tais como: filmes, espumas e até mesmo microesferas
(KHAN et al., 2017; LYNDON et al., 2014; NUSSINOVITCH, 2010; PEREIRA et al., 2011).

Quando a espécie biopolimérica possui em sua estrutura grupos funcionais com
algum tipo de carga capaz de interagir com fons de carga oposta, alguns polimeros se
destacam, como por exemplo, o alginato e a carboximetilcelulose, esses biopolimeros sao
comumente utilizados para fins de obten¢ao de sistemas de liberacdo controlada, uma vez que
possuem em sua estrutura grupos carboxilicos carregados negativamente, que capazes de
formar estruturas de rede estdveis, a ponto de obterem excelentes respostas como carreadores
de farmaco. Um outro exemplo a ser citado sdo as carrageenanas, que possuem em sua
estrutura grupos sulfatados carregados negativamente, e que dependendo da espécie (kappa,
lambda ou iota), interagem com diferentes cdtions (di, trivalentes), através do

processochamado crosslinking (KEPPELER et al., 2009; KHAN et al., 2017); sendo os
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Capitulo I- Introducao

materiais formados utilizados para diversos fins (PADHI et al., 2016; SIPAHIGIL;
DORTUNC, 2001; THRIMAWITHANAet al., 2010).

Ainda que apresentem significativas vantagens quando utilizados como sistemas de
liberacdo controlada, os biopolimeros também podem gerar estruturas porosas, sensiveis a
mudancas de pH, que podem de promover a liberagdo precoce de grandes quantidades de
farmaco em um curto periodo (efeito burst de liberagdo) (REBTISKI, 2015).

Essa limitacdo dos biopolimeros foi o que possibilitou o interesse na formacao de
sistemas bionanohibridos. Esses sistemas sdo formados invariavelmente por partes
inorgAnicas que interagem diretamente com o firmaco em uma escala nanométrica (107),
formando uma estrutura hibrida do tipo inorganica-organica, que € capaz de melhorar
significativamente as propriedades de um farmaco, tais como propriedade de
barreira,solubilidade. Dessa forma, esse material hibrido ao ser associado a uma matriz
biopolimérica consegue associar a um Unico sistema caracteristicas de ambas as matrizes
individuais.

Invariavelmente a parte inorganica que compoe esses sistemas bionanohibridos, mais
especificamente bionanocompdsitos sdao os sOlidos lamelares. Esses solidos podem ser
encontrados na natureza, como argilas do tipo montmorillonita (MMT), ou eles podem ser
sintetizados em laboratério, como os hidréxidos duplos lamelares (HDL). Como
caracteristicas principais, ambos possuem a possibilidade de trocar fons presentes em suas
estruturas, enquanto a MMT troca cétions de suas regides interlamelares, aos HDLs sdo
permitidas as trocas anidOnicas. Esse fenOmeno permite que as estruturas lamelares desses
sOlidos se mantenham estdveis através da compensacdo de cargas na sua
estrutura(KEVADYIA et al., 2014; ALCANTARA et al., 2016, NALAWADE et al., 2009;
SEPEHR et al., 2017, ABDUL LATIP et al., 2013). Dessa forma, a possibilidade de trocar
ions, sejam eles de carga positiva ou negativa, permite que moléculas organicas sejam capazes
de interagir com a estrutura desses sélidos, principalmente se em suas estruturas for permitido
a ativacdo de grupos funcionais capazes de adquirir alguma carga, para facilitar assim o
processo de troca idnica e formar o hibrido desejado (CUNHA; FERREIRA,
CONSTANTINO, 2010; FRUNZA et al., 2008; ROJAS, et al., 2015).

Com a formacdo desse hibrido e a adi¢cdo de uma parte biopolimérica ao sistema &
possivel tornar o processo de liberacdo ainda mais eficiente, neste caso através da formagao
de um sistema criado a partir de um biopolimero envolvendo o hibrido, capaz de gerar uma

combinagdo das propriedades de ambas as matrizes que integram o material conhecido como
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bionanocompésito, resultando em um sistema potencialmente biodegraddvel e biocompativel
(RIBEIRO et al., 2014;). Neste contexto, o presente trabalho tem como proposta a obtencao
de sistemas bionanocompdsitos baseados em hibridos de sélidos lamelares (MMT, HDL) com
suas respectivas propriedades de troca idnica, intercalando com a molécula de ciprofloxacino.
Estes hibridos serdo encapsulados em uma matriz biopolimérica formada pelos biopolimeros
i-carrageenana e gelatina, utilizando dentro do processo de obtengcdo destes
bionanodispositivosdiferentes formas de congelamento, a fim de obter um sistema de
liberacdo controlada de farmacos que seja capaz de reduzir a repeticdo das doses desse
farmaco dentro do processo terapéutico e minimizar os efeitos colaterais queresultam das

formulac¢des convencionais.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

As ultimas décadas observa-se uma particular atengao para o desenvolvimento
de novos sistemas transportadores de farmacos. Esses sistemas sdo capazes de modular
as taxas de farmacos liberadas, a acdo do mesmo em regides especificas do corpo,
levando o paciente a diminuir as doses administradas em um tratamento a base de
métodos convencionais de liberacado (WHATELEY, 2002). O interesse em desenvolver
esses sistemas estd diretamente ligado ao que ocorre ao paciente quando o medicamente usado
pelo método convencional (oral) passa a ser consumido em curtos intervalos de tempo. Como
pode ser observado na Figura 1, é possivel notar que a liberagdo convencional ( linha
azul) ocorre em trés etapas, forcando o paciente a um dado intervalo de tempo repetir a
dosagem do medicamento, elevando as concentracdes do farmaco na corrente
sanguinea, a cada nova dose, como efeito dessas repeticoes € observado a
possibilidade dessa concentracdo ser tdo alta que pode atingir niveis toxicos, levando
assim o paciente a sentir efeitos colaterais indesejados, como nduseas, dores

estomacais, sangramentos € outros.

Figura 1. Evolucdo no tempo da concentragdo no sangue do farmaco administrado
(linha azul) por um método de multidoses, e um sistema de liberacao controlada (linha

vermelha).

Liberagao convencional
Liberagdo controlada

_____________ -

Faixa terapéutica

Nivel téxico

.................. J Nivel efetivo

Concentracdo sanguinea

dose 2 dose 3

Sem efeito

>

Adaptado de Rebitski (2015)
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Por outro lado, nessa mesma figura é observada como um sistema de
liberag@o controlada ideal deve agir (linha vermelha). Nesse sistema, apenas uma dose
€ necessdria, no qual a liberagao do principio ativo acorre ininterruptamente, porém de
forma gradativa. Essa gradacdo permite que a concentracdo do farmaco na corrente
sanguinea seja mantida constante e dentro da zona terapéutica.

O desenvolvimento desses dispositivos tem como objetivos a melhora na
biodisponibilidade, a reducdo da toxicidade e como consequéncia o aumento do indice
terapéutico. A priori, a ideia principal de um dispositivo de liberagdo controlada é
proteger o farmaco e por isso eles sdo encapsulados em diferentes matrizes, sendo
estabelecido para isso diferentes mecanismos de retencdo, que incluem a imobilizacao
do fdrmaco em nanoparticulas, solubilizacdo, conjugacdo ou mesmo adsorcao
(BIZERRA; SILVA; BRUSCHI et al, 2006; LANZILLOTTI, 2012). Esses
mecanismos  dependem  inteiramente = das  propriedades da  molécula
farmacologicamente ativa, tais como solubilidade, absor¢do (cutinea), rotas de
aplicacdo. Dessa forma hd um interesse particular em utilizar materiais
nanoparticulados para o desenvolvimento de carreadores de farmacos, destacando-se
lipossomas, nanoparticulas lipidicas, micelas e as nanoparticulas poliméricas (OTA et
al., 2018; RIBEIRO et al., 2014 SOPPIMATH et al., 2001).

De todas as matrizes desenvolvidas para liberagdo de farmacos citados
anteriormente, os materiais biopoliméricos tem sido extensamente explorado, uma vez
que se mostram versateis, abrangem a acdo de farmacos em tecidos especificos do
organismo, através do transporte teleguiado(sendo eles direcionados para regides
inflamadas ou com células tumorais) (RUIZ-HITZKY et al., 2010; ZAFAR et al.,
2016), esses sistemas podem ser aplicados também em dreas de regeneragdo tecidual
suportando moléculas modelo. Esses sistemas podem ainda ser melhorados, quando
agregados a hibridos de sdlidos lamelares, formando assim um sistema

bionanocompdsito.

2.2.  BIONANOCOMPOSITOS

Com os intensos esforcos em diversas dreas de pesquisa como quimica,
engenharia de materiais, farmécia e o conhecimento a cerca das propriedades da
matéria, hoje é possivel desenvolver materiais com propriedades estruturais unicas,

20



Capitulo II- Fundamentacao Tedrica

com caracteristicas biodegraddveis; de baixo custo e com infinidades de aplicagdes.
Entre a grande variedade de materiais sintetizados que se utilizam de propriedades
nanométricas, os sistemas bionanocompdsitos merecem lugar de destaque,
principalmente pela versatilidade de suas aplicagdes. Os bionanocompdsitos sao
materiais funcionais, oriundos da combinac¢do de sélidos inorganicos, tais como argilas
e hidréxidos duplos lamelares e espécies organicas, como os biopolimeros. A
caracteristica nanométrica (10° m) desse material é adquirida da interacdo entre a
regido nano existente nos sélidos inorganicos, utilizados para a formacgdo do
bionanocompésitos (DARDER et. al.,, 2005). No caso de sistemas lamelares, ¢é
possivel obter diferentes interagdes entre as partes nanométricas e os polimeros, sendo
possivel obter materiais com diferentes propriedades mudando-se apenas fatores de
sintese, como por exemplo: o tempo de contato entre o biopolimero e o s6lido lamelar,
as mudancas de pH do meio também colaboram para a formacdo de materiais com
caracteristicas diferentes, temperatura, etc. As diferentes formas em que um solido
lamelar pode interagir com um polimero sdo observadas na Figura 2e sdo explicadas
por Barik & Badamali (2007):

Figura 2. . Sistemas bionanocompdsitos, apresentando diferentes formas de
interagdo entre o s6lido lamelar e o biopolimero.

N

(b) EETEN

() 24////

Adaptado de Barik & Badamali (2017).

@  Intercalagdo- onde as moléculas biopoliméricas interagem com as

regides interlamelares do sélido, mantendo a estrutura lamelar do mesmo. Esse
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processo pode ocorrer através da mistura mecénica entre as duas fases, ou mesmo pela
interacdo de grupos funcionais presentes no biopolimero com a parte carregada

negativa ou positivamente desse sélido.

b  Exfoliacdo- processo no qual hd perda da estrutura lamelar do sélido

com a presenca do biopolimero no sistema.

(¢ Fases dispersas- a interacdo entre o sélido lamelar e o biopolimero é
apenas superficial, ndo interferindo diretamente nas caracteristicas de intercalacdo do
s6lido. Este dltimo é mais observado em sistemas bionanohibridos de liberacdao
controlada de farmacos, onde o sélido contendo um farmaco previamente intercalado é
misturado a um ou mais polimeros formando uma blenda biopolimérica.

A partir de um novo material bionanocompdsito € possivel listar as principais
propriedades que sdo melhoradas com a obtencdo desse sistema e direcionar suas
aplicacdesparadiferentesareas.Porissoaobtengdodeumamatrizdebionanocompdsito  se
torna ainda mais interessante quando aplicadas, tendo em vista que a adicdo de um
s6lido inorganico, pode aumentar significativamente as propriedades de barreira,
diminuir o cardter hidrofilico de moléculas farmacologicamente ativas, sendo entdo,
materiais extremamente uteis na biomedicina. Entretanto, o perfil desses materiais e
suas pretensas propriedades estdo ligadas a matrizes utilizadas para a obten¢do de um
sistema bionanocompdsito, no caso deste trabalho, serd focado em dois tipos distintos

de s6lidos inorgénicos e fases biopoliméricas, como serd descrito a seguir.
2.2.1. Matrizes biopoliméricas

As matrizes biopoliméricas utilizadas para obtencdo de sistemas
bionanocompdsitos sdo abundantes na natureza e sdo provenientes de trés fontes
distintas: animal, vegetal e algas, sendo os polissacarideos as espécies mais
comumente utilizadas. Os biopolimeros se destacam também por sua versatilidade,
uma vez que podem ser obtidos materiais processados como espumas, filmes, esferas

de caréter biodegraddvel e biocompativel.
A) Carrageenanas

As Carrageenanas sdo biopolimeros anidnicos obtidos da extracdo de algas

vermelhas. Esse polissacarideo possui grupamentos sulfatados em sua estrutura, e
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dependendo do niimero e posicdo desses grupos, trés carrageenanas principais podem
ser identificadas: iota (i) -, kappa (k) e lambda (L) -carrageenana (Figura 3). As
carrageenanas
sdocomumenteutilizadasnainddstriaalimenticiacomoestabilizanteseclarificantesde
bebidas, entretanto devido A sua biodegradabilidade e ndo-toxicidade este polimero
vem sendo explorado na drea biomédica em sistemas implantados (scaffold) ou como
sistemas de liberagao controlada, muitas vezes combinado com outros polimeros como
alginato, carboximetilcelulose (SELVAKUMARAN et al., 2016; SHARMA et al.,,
2013; ZIA et al., 2016).

Figura 3. Espécies de carrageenana.

Adaptado de Khan et.al (2017)

B) Gelatina

Gelatinas s@o biopolimeros proteicos extraidos da pele de animais e obtidos
através do processo controlado de hidrolise do coldgeno (Figura 4). Sua estrutura é
basicamente composta de aminodcidos mudando-se apenas a composicdo e a posicao
do s grupos funcionais conforme a origem dessa proteina, podendo ser ela bovina,
conhecida como tipo B, ou suina, denominada gelatina tipo A (DUCONSEILLE et al.,

2015). Gelatinas de pele bovina e suina sdao amplamente utilizadas na fabricag¢do de
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alimentos, porque as fontes sdo mais abundantes e animais de pequeno porte mesmo
ricos em coldgeno, ndo supririam a demanda de consumo (HAFIDZ, 2011).

As caracteristicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade e bem como
sua origem bioldgica fazem da gelatina um biopolimero de custo relativamente baixo,
fazendo com que amplie suas aplicagdes, principalmente na biomedicina. Nos campos
da medicina e farmécia, a gelatina tem sido utilizada como curativos de cicatrizagcdo de
feridas, partes de ferramentas biomédicas e cirtrgicas, bem como transporte de

moléculas de farmacos (KEVADIYA et al., 2014).

Figura 4. Fontes de coldgeno (esquerda) e estrutura da gelatina (direita).

Unha £ 0Osso
GELATINA
Cartilagem
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‘ / ¥~ COLAGENO
/ / / ¢ s |
o ¢ P
| 4
4 % > 9’ J
 #
K\ Derme
Cabelo 4 (degradagdo do coldgeno
Tecido regido dos vasos condutores)

Fonte: Shutterstock.com, Aradjo (2019).

2.2.2. Soélidos Inorganicos Lamelares

A) HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES- HDL

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL), ou compostos do tipo hidrotalcita sao
considerados por alguns autores como “argilas anidnicas” (Figura 5), sendo que as
hidrotalcitas sdo argilas anidnicas naturais, que contém anions carbonatos intercalados
entre as lamelas de hidréxido duplo lamelar de magnésio e aluminio (CREPALDI;
VALIM, 1998). Ainda que os hidroxidos duplos lamelares ndo sejam abundantes na
natureza, eles podem ser facilmente sintetizados em laboratdrio, pois, possuem um
baixo custo de sintese (WU et al., 2018). Esses compostos sdo representados pela

seguinte féormula:

24



Capitulo II- Fundamentacao Tedrica

[M** (1) M"**x (OH) 2] (An") xn.zH20
Onde o M y M~ sdo fons metélicos e An™ € o anion interlamelar.

Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura do HDL.
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Fonte: Li, Miras e Song (2017)
Os HDLs possuem estrutura similar a Brucita (Mg (OH)2). Porém, neste caso,

a substitui¢do isomérfica do Mg?* por cétions di e trivalentes (como por exemplo Al**)
em suas camadas, geram um excesso de carga positiva, no qual € compensada pela
introducdo de Aanions em seus espacos interlamelares. Esses hidroxidos duplos
lamelares podem ser sintetizados de diferentes formas, como descrito a seguir:

> Meétodo de co-precipitacdo: € um dos métodos mais reproduzidos, por

considerar as relacdes molares entre os cations di e trivalente ao preparar uma

solucdo, de forma que esses ions sejam adicionados simultaneamente em uma

solu¢do contendo o anion a ser intercalado. O pH desse tipo de sintese €

controlado com a adi¢do constante de uma solucgdo alcalina.

> Meétodo de Troca Ionica: a sintese de um novo HDL pode ser realizada

por processo de troca i0nica, onde um hidréxido duplo lamelar € colocado em

contato com uma solu¢do contendo o fon de troca, esse processo ocorre pelas

propriedades eletrostaticas exercida pela estrutura do HDL carregada

positivamente, e os anions que se querem intercalar nas regides interlamelares

do solido.

> Meétodo de reconstrugdo: semelhante ao método de troca ibnica, o

método de co-precipitacdo utiliza-se de um HDL preparado previamente, neste

caso, porém, o sdlido em questdo serd calcinado a uma temperatura elevada, a
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fim de obter 6xidos do material. Aos serem colocados em contato com uma
solu¢do aquosa contendo o anion que se deseja intercalar, a estrutura desse
material volta a se hidratar, adquirindo novamente a estrutura de um HDL
agora contendo novos anions intercalados. Esse fendmeno € conhecido também
como efeito memoria.

Além dessas formas de sintese comumente utilizadas, os HDLs podem passar
por diferentes otimizagdes dentro desses processos, como uso de temperatura durante
ou apds a formacgdo do sélido, variacdo do pH bdésico da sintese, tempo, sdo alguns
fatores que podem influenciar diretamente na qualidade no HDL obtido (ROJAS,
2015).

Devido ao excesso de carga positiva na lamela, sio necessdrios anions
compensadores de carga na regido interlamelar, sendo esta propriedade um dos
principais fatores para o uso de HDLs como suporte para moléculas orginicas
(RIVES; DEL ARCO; MARTIN, 2014), formando assim um sistema hibrido
inorginico-organico. A Figura 6 indicada abaixo representa esquematicamente a
possibilidade de formacdo um hibrido de HDL com antibidtico ciprofloxacino,
obtendo-se o hibrido HDL-CFX, posteriormente encapsulado no biopolimero

quitosana:

Figura 6. Esquema de preparo do hibrido HDL-CFX encapsulado em quitosana.
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Fonte: Rezvani & Shahbaei (2015).
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O ajuste de moléculas organicas nas regides interlamelares de HDL ¢é
intensamente estudado pela comunidade cientifica, principalmente na obtengdo de
hibridos organico-inorginico para liberagdo controlada de firmacos. Esses hibridos
compostos por moléculas de farmacos quimicamente ativos sdo uma nova forma de
garantir a protecdo dessas moléculas em diferentes meios, principalmente na passagem
pela regido gastrointestinal, bem como manter os niveis de farmacos no organismo nos
limites minimos de concentragdo efetiva e abaixo dos niveis de concentragao de
toxicidade(CUNHA; FERREIRA, CONSTANTINO, 2010; CHOI, CHOY, 2011; )
(CHOI; CHOY, 2011) Outro fator positivo para o uso de HDL como suporte de
moléculas de farmacos, € a resposta do sistema formado frente as andlises in vitro e
microbioldgicas, esses estudos ja foram aplicados em diferentes farmacos como
antibidticos, anti-inflamatorios, antidepressivos (LI et al., 2004; XU et al., 2016), no
qual € possivel observar como resultados uma perceptivel melhora na resposta de
liberagdo quando comparados ao processo convencional.

B) MONTMORILLONITA

A montmorillonita é um argilomineral do grupo das esmectitas, possui
féormula estrutural (Na) 0.33(Al, Mg)2(Si4010) (OH)2enH>0. Sua estrutura € do tipo 2:1
onde sd@o compostas por camadas estruturais constituidas por duas folhas tetraédricas
de silica e uma folha central octaédrica de alumina, unidas entre si por dtomos de
oxigénio comum a ambas as folhas (RUIZ-HITZKY et al., 2010) (Figura 7). A
montmorillonita sédica (contendo cétions sodio na regido interlamelar) € a mais
empregada para preparacdes de bionanocompdsitos para as mais diversas aplicagdes,
devido a sua tendéncia de expandir na presenca de dgua e por apresentar elevada

capacidade de troca 16nica (70 — 100 mEq /100 g de argila) e superficie especifica.
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Figura 7. Representagdo esquemdtica de um cristal de Montmorillonita.
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Fonte: préprio autor, Software: CrystalMaker

As caracteristicas apresentadas favorecem sua combina¢do com moléculas e
macromoléculas na preparacdo dos mais diversos materiais hibridos, resultando em
sistemas nanoestruturados para diferentes aplicacdes. Neste contexto, compostos
hibridos podem ser preparados por reagdes de troca i0Onica, onde os cdtions
interlamelares sdo deslocados por compostos organicos, carregados positivamente ou
inclusive neutros, tais como farmacos na preparacdo de sistemas de liberacdo

(ARISTILDE et al., 2016; KEVADIYA et al., 2014; RAPACZ-KMITA et al., 2017).
2.3. FARMACOS

2.3.1. Antibiético: Ciprofloxacino

A descoberta do efeito de antibidticos no combate a atividade de
microrganismos patogénicos que podem incapacitar ou matar seres humanos e animais
tornou-se um marco na medicina. O uso da penicilina foi efetivo para revolucionar os
principios terapéuticos utilizados no tratamento de doencgas infecciosas.
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Ao longo dos anos e com o crescimento
da industria farmacéutica, esse antibidtico e derivados da mesma classe clinica (b-
lactamicos) foram sendo substituidos ou associados a outra classe de antibidticos, as
fluoroquinolonas. As fluoroquinolonas sdo apontados como os Unicos agentes
antimicrobianos sintéticos capazes de competir com as b-lactimicas em uso clinico,

uma vez que invariavelmente sdo utilizadas em tratamentos contra bactérias resistentes
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a essa classe de antibidticos (APPELBAUM; HUNTER, 2000). Desse grupo em
especifico, destaca-se o uso da ciprofloxacino, dentro de suas propriedades
farmacoldgicas € reconhecidamente eficiente em diferentes tratamentos terapéuticos.

O ciprofloxacino € considerado um eficiente antibidtico da classe das
fluoroquinolonas, caracterizada principalmente dentro do aspecto quimica por possuir
em sua estrutura grupos amino e carboxilicos que lhe conferem propriedades
zwitterionicas (adquirindo aspecto 4cido ou basico dependendo do pH) (EL-GAMEL;
HAWASH; FAHMEY, 2012; MOHAMED, 2005). A presenca desses grupos
funcionais garante que dentro de uma faixa de pH coexistam espécies anidnicas e
catidnicas, como pode ser observado na (Figura 8), a medida que se altera o pH, o
percentual de espécies zwitterionicas vao se alterando, quando mais dcido o pH, mais
espécies protonados de ciprofloxacino sdo formadas, da mesma forma ocorre para pH
basico, que neste caso formam-se preferencialmente estruturas carregadas
negativamente. O ponto isoelétrico desse farmaco € préximo de 7,0, logo a existéncia
de moléculas carregadas é praticamente nula, o que diminui significativamente a
solubilidade desse farmaco nessa regido de pH.

Figura 8. Perfil de microespecies de ciprofloxacino com a varia¢ao do pH.

pH basico

Fonte: Marvin Sketch.
No aspecto prético esse antibidtico constitui uma das principais escolhas na
terapia de infeccOes urinarias e diarreias bacterianas. Seu espectro de acdo se torna

ainda mais abrangente quando este € utilizado de forma alternativa para tratamentos de
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doencas sexualmente transmissiveis e periodontites (infeccdes na regido bucal e
gengival).

Com base nestas premissas, o presente trabalho apresenta como proposta o
desenvolvimento de um bionanodispositivo capaz de modular as taxas de liberacao de
um farmaco, tendo em vista uma liberacdo controlada que permita uma concentra¢ao
adequada de farmaco na corrente sanguinea. Como proposta, se propde proteger a
molécula farmacoldgica de interesse, neste caso o antibidtico ciprofloxacino, através
da intercalacdo dela em sélidos lamelares com propriedades de troca idnica, de origem
natural, como a Montmorillonita, ou sintética, tal como os hidréxidos duplos
lamelares. Esses solidos ja apresentaram resultados positivos como sistemas
carreadores de farmacos, principalmente quando comparados formulacdes
farmacéuticas convencionais (OLIVEIRA, 2018, REBITHSKI,2019). Desejando que
este material obtido tenha caracteristicas biocompativeis e biodegraddveis, propde-se
ainda utilizar polimeros naturais como polissacarideos e proteinas a fim criar um
sistema bionanocompoésito, que possa proteger o material hibrido argila-farmaco
resultante, permitindo que ele seja processado como esferas para uma proposta de

administracao por via oral.
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3. OBJETIVOS

3.1.  OBJETIVO GERAL

Desenvolver sistemas bionanocompdsitos a base de hibridos de sélidos inorganicos
lamelares e biopolimeros a base de polissacarideo e proteina, para a liberagdo do farmaco

ciprofloxacino para administragdo oral.

3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Incorporar na superficie lamelar de s6lidos inorganicos montmorillonita e hidroxidos
duplos lamelares, o fairmaco ciprofloxacino, para formac¢do do hibrido sélido inorgénico-
farmaco (SI-CFX);

e Caracterizar as diferentes etapas do processo (formagdo do sistema hibrido SI-CFX,
biopolimero/SI-CFX, através de técnicas fisico-quimicas de andlise de materiais (DRX, IV-
ATR, TG, MEV, CHN, RMN *C);

e Obter esferas biopoliméricas a base de i-carrageenana: gelatina (i-CARR: GEL),
incorporando o farmaco ciprofloxacino direto ou previamente imobilizada em um soélido
inorganico do tipo lamelar;

e Caracterizar as esferas obtidas através de técnicas fisico-quimicas de andlise de
materiais (IV-ATR, MEV);

e Avaliar a quantidade e eficiéncia de encapsulamento do fdrmaco incorporado ao
bionanodispositivo formando;

e Avaliar a liberacdo do farmaco ciprofloxacino incorporado somente na matriz
biopolimérica, bem como em um sistema bionanocompdsito, em um estudo comparativo de
ambos 0s materiais nos quais serdo processados como esferas;

e Comparar os sistemas obtidos com uma matriz convencional de liberacdo de farmaco.
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Capitulo 1V- Materiais e Métodos

4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as etapas para a formacdo dos sistemas

bionanodispositivos de interesse.

4.1. REAGENTES

Sdo apresentados na Tabela 1 os reagentes e precursores utilizados nesse trabalho
para formacao dos sistemas de liberacdo, incluindo a procedéncia e seus respectivos graus de
pureza.

Tabela 1. Reagentes utilizados nas sinteses de materiais utilizados nesse trabalho

bem como em outros experimentos.

Reagentes Formula Procedéncia Pureza (%)
Ciprofloxacino C17H18FN303 Sigma-Aldrich >99
Cloreto de Aluminio
hexahidratado AICl3.6H20 Sigma-Aldrich >99
Cloreto de Calcio CaClz Isofar
Cloreto de Zinco ZnCl, Isofar
Gelatina - Sigma-Aldrich --
Hidréxido de Sédio NaOH Merck >99
Iota-Carrageenana - Sigma-Aldrich --
(type ii)
Montmorillonita (Na)o.33(Al, Mg)2(Si4010) Southern --
(OH)2°nH>0 Clay Products(USA)

4.2.  PREPARO DO MATERIAL HIBRIDO MONTMORILLONITA-
CIPROFLOXACINO (MMT-CFX)

O preparo do hibrido contendo o farmaco foi realizado da seguinte maneira: 0,25 g
do farmaco foram adicionados em 25 mL de 4dgua deionizada, deixado em ultrassom por 30
minutos, a fim de obter uma maior fracdo do farmaco solubilizado. Em seguida pesou-se 0,5 g
do argilomineral montmorillonita, o qual foi disperso em 25 mL de dgua deionizada por 30
minutos. Apds essa etapa, a suspensdo contendo o farmaco foi adicionada a dispersdo do

argilomineral previamente preparada, o qual permaneceu em agitacdo por 24 horas a
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temperatura ambiente. O pH do sistema foi reduzido a pH 3,5, para possibilitar a protonagdao
das aminas do farmaco. Passado as 24 horas, o material foi centrifugado e lavado com dgua
deionizada e seco em estufa a 60 °C por uma noite (Erro! Fonte de referéncia nao
ncontrada.).

Figura 9. Representacdo esquematica da obten¢do do hibrido MMT-CFX.

— MMT-CFX

_
Q>
. 000N
Pal J
ST g

e e

e T e
i Agitagdo magnética a
itemperatura ambiente / 24h;

Fonte: Autor-Préprio (2019).

43. PREPARO DO HIDROXIDO DUPLO LAMELAR HDL ZNAL-CL

O hidréxido duplo lamelar de ZnAl-Cloreto [Zno.s7Alo.33(OH)2] (CI) 033-nH20]n a
propor¢ao de 2:1 (Zn: Al), o sélido foi preparado pelo método de co-precipitacdo, a partir da
combinacdo de 3,40 g (25 mMol) de ZnCl> e 3,02 g (12,5 mMol) de AlICl3.6H>O dissolvida
em 250 mL de dgua deionizada. A solugdo contendo os metais foi transferida para um baldao
de separacdo a fim de ser adicionada lentamente via gotejamento a um baldo contendo 250
mL de 4gua deionizada e descarbonatada. Em seguida, iniciou-se a adi¢ao da solucdo dos sais
metdlicos em agitacdo constante e a temperatura ambiente, mantendo-se o sistema sob
atmosfera inerte através da imersdo de uma agulha conectada ao cilindro de argdnio, com o
monitoramento do pH a 9,0 com adi¢dao de uma solugdo 0,1 mol/L de NaOH, como observado

na (Figura 10).
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Figura 10. Representacdo esquemadtica da obtencdo do HDL ZnAI-Cl.

Relagao 2:1
24mmaolde ZnCl,

12 mmol de
AlCIEHO

0.1MNaOH — HDL ZnAl-Cl

Y4 ~—

12 mmolde CFX
(25 C, pH =9,0)

| Agitagio magnética 4 |
| temperatura ambiente (24h |

Fonte: Autor-Préprio (2019).

44. PREPARO DO MATERIAL HIBRIDO HIDROXIDO DUPLO LAMELAR-
CIPROFLAXACINO (HDL-CFX)

Para preparacio do hibrido HDL-CFX, foi utilizado um método andlogo a obtencdo
do HDL puro (item 4.3), s6 que nessa nova sintese foram mudados alguns parametros para a
obtencdo desse hibrido, que é descrita abaixo:

Foi preparada uma solucdo de 250 mL contendo 12,5 mMol e 25 mMol de sais
metdlicos de aluminio (AICl3.6H>0) zinco (ZnCl.6H>O) respectivamente, que posteriormente
foi transferida para um baldo de separacdo. Em um outro baldo de separacdo foi adicionada
uma solug@o aquosa de NaOH (0,1 mol/L). Uma solug@o de 250 mL contendo 12,5 mMol de
ciprofloxacino foi preparada e ajustada a um pH 9,0, e foi posteriormente transferida para um
baldo de fundo redondo e ajustada para receber o gotejamento das solu¢des de metais (Zn** e
AI’") e da soluciio de NaOH. Em seguida, iniciou-se a adi¢do da solucdo dos sais metalicos
em agitacdo constante e a temperatura ambiente, mantendo-se o sistema sob atmosfera inerte
através da imersdo de uma agulha conectada ao cilindro de argdnio, com o monitoramento do

pH ainda em 9.0 (Figura 11).
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Figura 11. Representacdo esquematica da obtencao do hibrido HDL-CFX.
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Fonte: Autor-Proprio (2019).

4.5. PREPARO DO SISTEMA BIONANOCOMPOSITO NA CONFORMACAO DE
ESFERAS

4.5.1. Preparo de esferas a base de i-carrageenana: gelatina

Para o preparo das blendas biopoliméricas, manteve-se a propor¢do de i-carrageenana:
gelatina a 1:0 e 1:0,25, no qual a concentracao final de biopolimeros no sistema permaneceu
igual a 1% (m/v). Inicialmente pesou-se 0,4 g de i-carrageenana, que foi solubilizado em 40
mL de 4dgua deionizada e mantido em agitagdo constante a temperatura de +70 °C. Cerca de
0,1 g de gelatina foi solubilizada em 10 mL de 4dgua deionizada e mantidos em agitacao
constante a temperatura de 35 °C até completa homogeneizacdo do biopolimero. A fracdo
contendo gelatina foi adicionada vagarosamente ao béquer contento o i-carrageenana, ja a
temperatura ambiente. Posteriormente a matriz biopolimérica formada foi transferida para
uma bureta e gotejada em uma solugdo de CaCl, (5 % m/v).

O gotejamento do sistema biopolimérico nessas solucdes permite que as gotas
possam adquirir conformacdo de esferas, garantindo estabilidade da solugdo hidrogel
formada, esse processo recebe o nome de crosslinking, pela presenca dos fons Ca** que serdo
interagirdo com os grupos sulfatados presentes na estrutura da i-carrageenana. Por fim,
deixou-se envelhecer as esferas por cerca de 40 minutos nessa solugdo e posteriormente
lavou-se com dgua deionizada a fim de retirar os fons Ca®* residuais. As esferas obtidas

passaram por diferentes processos de congelamento: uma fracdo delas foi mantida durante
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+24 horas em congelador (-20°C), enquanto uma segunda fracdo foi submetida ao
congelamento por N2 liquido, apds a obten¢do das esferas congeladas, procedeu-se o processo
de liofilizacao das mesmas por um periodo de 24 horas, como mostrado na Figura 12.

Figura 12. Representacdo esquematica do processo de sintese das esferas de i-Carrageenana:

Gelatina (i-CARR: GEL).

1:0,25 (i-CARR:GEL)

N: Liquido

=) iLioﬁliza;éo ‘

Congelador ¢onyencions!

Agitagdomagnética & 5%(mV) E
temperatura amblente 1

Fonte: Autor-Préprio (2019).

4.5.2. Preparo de esferas a base de i-carrageenana-gelatina que incorporam

ciprofloxacino

Para o preparo dos sistemas que incorporam o ciprofloxacino na blenda
biopolimérica i-CARR: GEL, foram preparados dois esquemas: Preparou-se esferas que
encapsulam diretamente o farmaco aos polimeros e também foram preparados sistemas a
partir da adicao do hibrido MMT-CFX ou HDL-CFX ao sistema biopolimérico:

O polissacarideo i-carrageenana foi dissolvido em 25 mL de agua deionizada,
aquecida a 70°C e mantida a agitacdo constante. Apds a atingir a temperatura ambiente, 0,1 g
de gelatina foi previamente dissolvido em 10 mL de dgua deionizada e adicionado ao sistema.
Simultaneamente uma quantidade de farmaco equivalente a0,1g de ciprofloxacino foi
previamente dissolvida em 15 mL de dgua deionizada e adicionada ao sistema recentemente
preparado. Formando assim o sistema i-CARR: GEL/CFX.

Os sistemas bionanocompdsitos foram preparados analogamente ao método descrito

para a obten¢do das esferas i-CARR: GEL/CFX, exceto que nesse caso, foram adicionadas

38



Capitulo 1V- Materiais e Métodos

aos sistemas os hibridos MMT-CFX e HDL-CFX, utilizando para essa etapa respectivamente
0,39 ge 0,11 g desses sdlidos, que equivalem a 0,1 g do farmaco ciprofloxacino.
Todas as esferas que incorporam o farmaco foram submetidas a congelamento

convencional e N> liquido, passando posteriormente pelo processo de liofilizacao.

4.6. ESTUDO DAS PROPRIEDADES DOS MATERIAIS BIONANOCOMPOSITOS A
BASE DE I-CARRAGEENANA: GELATINA QUE INCORPARAM O
CIPROFLOXACINO

Nessa etapa do trabalho foram avaliadas algumas propriedades inerentes aos sistemas
biopoliméricos a base de i-carrageenana: gelatina (esferas), tais como propriedades de

absorcdo de 4gua, densidade aparente, bem como caracteristicas fisico-quimicas do sistema.

4.6.1. Determinacao da quantidade de ciprofloxacino incorporada e eficiéncia de

encapsulacio na matriz i-carrageenana: gelatina

Ap6s a encapsulacdo do farmaco ciprofloxacino na matriz biopolimérica i-CARR:
GEL foi determinada a quantidade de farmaco incorporada e a eficiéncia de encapsulacdo.
Para isso, 0,2g de esferas foram maceradas e submergidas em uma solucdo tampao de pH 6,8
preparada com 0,030 g de NaOH, 0,40 g de NaH>PO4H>0O e 0,62 g de NaCl. O sistema foi
mantido em agitagdo magnética por 24 horas a uma temperatura de 37°C. A fase liquida foi
recuperada, sendo centrifugada por 10 minutos em 2000 rpm. O sobrenadante foi analisado
em um espectrofotometro UV-Vis, para determinacdo da quantidade de ciprofloxacino
liberada. A absorbancia foi medida em A=274 nm e aplicando a lei de Lambert-Beer. A
eficiéncia de encapsulacao foi determinada a partir da diferenca entre a quantidade de farmaco
nas esferas e a incorporagdo maxima. Os resultados de porcentagem da incorporacdo de

amoxicilina e a efici€ncia de encapsulacao foram calculadas usando as equacdes (1) e (2).

massa de farmaco encapasulado

9% Farmaco incorporado = x100 (1)

massa das esferas

massa do farmaco encapsulado

% Eficiéncia da encapsula¢ao = 100  (2)

massa de encpasulamento teorico

4.6.2. Determinacao de absorc¢io de agua
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Cerca de 0,031 g das microesferas foram submergidas em 50 mL de tampao fosfato
(pH 6,8), simulando o fluido gastrointestinal e 4dgua deionizada (pH 5,9) a temperatura
ambiente de +26 °C. Em intervalos pré-determinados, os materiais submergidos foram
retirados do meio e o excesso de dgua foi eliminada com papel absorvente. Em seguida as
microesferas hidratadas foram pesadas em balanca analitica.

Os valores de absorcdo de 4gua foram obtidos segundo a equagdo descrita por

Alcantara et. al (2010):
P,—P;
Py

Absorcao de dgua (g/g) = (3)

Onde:
P, € a massa inicial das esferas secos;

P, é a massa final das esferas hidratadas.
4.6.3. Densidade Aparente

A densidade aparente dos materiais bionanocompdsitos obtidos foi avaliada seguindo
o procedimento descrito por Sharma et al (2013) adaptada para sistemas esféricos. As esferas
secas foram pesadas em balanca analitica. Os valores equivalentes ao diametro das
microesferas foram obtidos com um paquimetro, a fim de obter os valores referentes ao raio

de uma esfera. A equacao da densidade aparente € apresentada abaixo:

w
4mR3

d=3 4)

47. CARACTERIZACAO COMPOSICIONAL, ESTRUTURAL E MORFOLOGICA

4.7.1. Difracao de Raios X

Os sistemas hibridos obtidos através da intercalacdo do farmaco nas lamelas dos
sOlidos lamelares seus precursores foram caracterizados principalmente pelo aumento das
distancias basais em 20, no qual foi obtida por fluorescéncia de raios X, por comprimento de
ondas dispersivo (WDXRF), modelo Miniflex, Rigaju, contendo um tubo de raios X
refrigerado a 4gua, com anodo de Rh, janela de Berilio de 75 um e uma tensdo de aceleracao

méaxima de 60 kV.

4.7.2. Composicao Elementar
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A composicido elementar dos hibridos MMT-CFX e HDL-CFX foram calculados
através de andlise elementar (CHN) em equipamento Perkin-Elmer modelo 2400, da Central

Analitica da Universidade de Sao Paulo USP.
4.7.3. Espectrometria na Regiao do Infravermelho (IV-ATR)

Na caracterizagdo por espectroscopia na regido do infravermelho para obtencdo do
espectro de absor¢io na faixa espectral de 4000 a 400 cm™! foram obtidos com o equipamento

FTIR-Bomen, modelo MB serie 102.
4.7.4. Analises Térmicas

E possivel monitorar a estabilidade térmica de diversos dos materiais, bem como
eventos endotérmicos (fusdo, perda de massa da amostra, vaporizacao de agua, aditivos ou
produtos voléteis de reagdo ou de decomposi¢do) e exotérmicos (cristalizagdo, reacdes de
polimerizacdo, cura, oxidacdo, degradacdo oxidativa, adsor¢do), mediante a transferéncia de
calor de um forno com temperatura para a amostra a ser analisada (DSC/DTA).

As andlises térmicas de TG foram realizadas em um equipamento da Netzch,
acoplado a um espectrometro de massa QMS 403 C Aeolos, utilizando cadinho de Al>Os. As
condic¢des das andlises foram feitas em atmosfera controlada de N> na vazdo de 50 mL/min a
temperatura ambiente até 300 °C, para as nanoparticulas e seus respectivos precursores, € até
1000 °C para os solidos lamelares e sistemas de liberacdo biopoliméricos, com razdo de

aquecimento de 10 °C/min.
4.7.5. Analise de RMN

As andlises de RMN dos hibridos formados foram obtidas e o RMN padrdao de

ciprofloxacino foi simulada pelo software MarvinSKetch.

4.8. AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS
BIONANODISPOSITIVOS COMO SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA.

A liberacdo in vitro do ciprofloxacino foi avaliada suspendendo os hibridos MMT-
CFX e HDL-CFX e as esferas a base de i-carrageenana: gelatina (equivalente a 10 mg de
CFX). Os materiais foram colocados em 750 mL de meio que simula os fluidos

gastrointestinais, mantendo a temperatura a 37 °C e 100 rpm de agita¢do usando o testador de
41



Capitulo 1V- Materiais e Métodos

dissolu¢@o empregando o aparato 2 (pd) para a pastilha prensada do farmaco CFX puro, para
as esferas de bionanocompdsitos foi utilizada aparato 1 (cesta). Em intervalos de tempo pré-
determinados, retirou-se uma aliquota da solucdo e a quantidade de CFX liberada das esferas
carregadas com farmaco foi avaliada por espectrofotometria UV (A = 274 nm). O estudo da
liberacdo controlada de CFX foi conduzido em condi¢des simulando as mudangas sequenciais
de pH que ocorrem durante o processo in vivo: as esferas foram mantidas por 2h em pH 1,2
(0,1 g de NaCl e 0,7 ml de HCI), atuando como fluido géstrico; depois durante 2 h a pH 6,8
(preparado adicionando 0,03 g de NaOH, 0,40 g de NaH2PO4H>O e 0,62 g de NaCl a solugdo
de pH 1,2 acima mencionada), simulando a primeira zona do fluido intestinal; e finalmente
durante 4 h a pH 7,4 (preparado pela adi¢cdo de 1 M NaOH a solucdo de pH 6,8), imitando a

segunda zona do fluido intestinal. Todas os experimentos foram realizados em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Capitulo V- Resultados e Discussoes

5.1.  MATERIAIS HIBRIDOS E BIONANOCOMPOSITOS

5.1.1. Sintese e caracterizacao do hibrido MMT-CFX e HDL-CFX

Sabe-se que ambos os s6lidos MMT e HDL podem ser empregados como matrizes

hospedeiras para moléculas de farmacos através de mecanismos de troca catidnicas ou

anidnicas, respectivamente. No caso em questdo, a eventual intercalacdo do antibidtico

ciprofloxacino (CFX) em ambos os sdlidos foi explorado aproveitando-se a caracteristica

anfétero dessa molécula, que apresenta cargas positivas ou negativas, dependendo do pH

(Figura 8). Os padroes de DRX da Montmorillonita pura (MMT), HDL e seus derivados apds

a reacdo com CFX sdo exibidas na Figura 13, onde pode-se observar claramente que a

reflexdo 001 da MMT pura apresenta uma distancia basal inicial de 1.23 nm, deslocada para

angulos inferiores de 20 apds o processo de intercalagdo da molécula do farmaco CFX na

regido interlamelar do sélido, de valor correspondente a 1.98 nm no material MMT-CFX.

Figura 13. Padrdes de difracdo de raios X do Montmorillonita (MMT), hidréxido
duplo lamela (HDL de ZnAl-Cl) e respectivos hibridos MMT-CFX e HDL-CFX
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Por outro lado, através do DRX € possivel confirmar a formacdo de HDL (ZnAl-Cl)

(Figura 13), onde ions cloretos s@o incorporados como compensadores da carga apresentando

as ordens racionais (003), (006), (012), (015), (018), (110) e (113). No entanto, quando este

HDL ¢é preparado na presencga de uma solug¢do contendo CFX na forma anidnica (HDL-CFX),
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uma mudanga clara na posi¢do do pico mais intenso, atribuida ao plano de reflexdo (003), em
direcdo a angulos inferiores de 20 em comparacdo com HDL- (ZnAl-Cl) € evidenciada,
confirmando a fase intercalada com CFX. Nesse caso, a distincia basal resultante mudou de
0,771 nm em HDL ZnAl- CI para 1,56 nm no hibrido HDL-CFX, sugerindo claramente a
inclusdo efetiva de moléculas do fairmaco como o dnion compensador de carga nas camadas
interlamelares do hidréxido duplo lamelar. Nesse mesmo material é possivel observar picos
de difracdo bem separados (110) e (113) em angulos mais altos, confirmando uma estrutura
lamelar bastante cristalina para esses materiais. Embora uma importante fase intercalada do
farmaco tenha lugar no HDL-CFX, um pico adicional relacionado a presenca de cristais CFX
adsorvido na superficie externa da HDL também foram observados, bem como o pico de
difracdo atribuido a (003) reflexdo de HDL ZnAl-Cl (doos= 0,745), indicando a presenca de
uma possivel fase mista.

Considerando que a espessura da camada de MMT e da camada de brucita do HDL
sdo aproximadamente 0.96 nm (Aranda e Ruiz-Hitzky, 1999) e 0.48 nm (Crepaldi e Valim,
1998), respectivamente, € possivel deduzir um aumento do espagamento basal de cerca de
0.75 nm para a MMT-CFX e 1.08 nm para HDL-CFX devido a intercalacdo do farmaco CFX.
De acordo com as andlises quimicas de CHN, a quantidade de farmaco incorporadas por
grama de sélidos nas lamelas foi de 76 mEq e 110 mEq de CFX para 100g de MMT e HDL,
respectivamente.

O espectro de RMN de !*C do antibiético CFX e os valores correspondentes a
molécula de CFX foram simuladas no software Marvin Sketch e estdo apresentados na
Figura 14. A partir disso, é possivel observar sinais referentes a carbonos e grupos
carboxilicos equivalentes a 175-180 ppm e sdo indicados por sinal de alta ressonancia de
CFX. Também sdo observados nas regides 160, 150-145, 120-130 ppm ressonancias
correspondentes aos carbonos do anel aromdtico presentes na molécula do farmaco
(CHATTAH et al., 2007; WU; CHEN; JIN, 2016). Dois sinais foram encontrados em 51,0
e 42,3 ppm que corroboram com a simulacdo e podem ser atribuidos a ligacdes de carbono
ao nitrogénio (C-N). Todos os valores encontrados estdo de acordo com aqueles simulados
para a molécula de CFX no software Marvin Sketch (Figura 14). O espectro de '?*C RMN
do farmaco para MMT-CFX (Figura 14) assemelha-se ao encontrado em CFX puro,
indicando que as interacdes entre as lamelas do sélido e o farmaco foram semelhantes as
dos prétons no farmaco puro, no entanto os intervalos de carbono de ressonancia

aumentaram de 51,0 e 42,3 ppm do CFX para 51,7 e 41,8 no hibrido MMT-CFX. Esses
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valores correspondem as interagdes dos carbonos ligados aos nitrogé€nios presentes no
farmaco, indicando uma possivel mudanca nas energias de ligacdo de C-N. Essa
caracteristica pode ter sido originada da intercalacdo de CFX na regido interlamelar de
MMT, causando uma possivel interagdo de grupos amino protonados de CFX com as
cargas negativas das lamelas de MMT. As alteragdes nos espectros de ressondncia do
HDL-CFEX (Figural4) podem significar uma influéncia relativa na acomodacio de CFX no
espaco interlamelar do HDL, onde dois novos sinais relacionados aos agrupamentos C-O e
C=0 sdo observado sem 184,1 e 178,3 ppm, sugerindo que os principais tipos de
interacdescomaslamelasdeHDLocorremenvolvendoosgruposcarboxilicospresentes na

molécula do farmaco (ROJAS et al.,2015).

Figura 14. Simulacio dos valores de ressonancia do farmaco ciprofloxacino e espectros de
RMN !3C do farmaco (CFX) e dos hibridos MMT-CFX e HDL-CFX.
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Os espectros de infravermelho de CFX, MMT, HDL ZnAI-Cl e seus derivados sdo
mostrados na Figura 15. No espectro de infravermelho de MMT, os modos de vibragdo
caracteristicos do silicato em camadas 2:1 sdo observados, onde o alongamento
correspondente a OH aparece em 3625 cm’!, dnon de moléculas de d4gua na argila em 1635 cm
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I as bandas de alongamento Si-O sdo observadas em torno do 1100 — 990 cm! faixas de

deformacdo atribuidas a (AI,OH) e (MgAIOH) aparecem entre 930 e 840 cm™! (BELVER et
al., 2012; ALCANTARA et al., 2016). No espectro do hibrido MMT-CFX, a vibracdo de
ambos vc.N e On-H correspondentes aos grupos de amidas secunddrias presentes no farmaco
parecem ser sobrepostas pelas vibracdes tipicas dos modos vibracionais de moléculas de dgua
da MMT em 1625 cm’!, dificultando a interpretacio de possiveis interacdes nesta zona
espectral. Além disso, é observada uma nova banda em 1709 cm™ que € atribuida aos grupos
carboxilas protonados, indicando a presenca de farmaco positivamente carregado intercalado
em camadas da argila. Este efeito € induzido pela condicdo experimental (pH 3.,5) que
promove a estabilizacdo da molécula de farmaco no espaco interlamelar da Montmorillonita

na sua forma positiva.

Figura 15. Espectros infravermelhos (IV-ATR) para CFX, MMT, HDL ZnAl-Cl,
MMT-CFX e HDL-CFX hibridos.
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Por outro lado, o espectro HDL de ZnAI-Cl (Figura 15)exibe uma banda forte e
ampla em torno de 3469 cm™! que & atribuida a vibragio de alongamento de grupos de OH das
camadas de HDL e de moléculas de dgua na regido interlamelar do sélido. A banda observada
em 1361 cm™ pode ser atribuida as vibragdes de alongamento simétricas de cloretos (CI°).
Além daquelas bandas atribuidas ao HDL, no espectro do hibrido HDL-CFX, as faixas tipicas
que podem ser atribuidas ao farmaco intercalado, também sdo comparadas ao novo HDL
ZnAl-Cl e seu composto hibrido, logo € possivel evidenciar a presenga de sinais adicionais de
moléculas de CFX. Neste caso, a banda em 1620 cm™ atribuidas a v (C = O) alongamento de
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vibragdo do CFX livre € deslocado apds a incorporacdo na matriz HDL, mostrado em 1622
cm’!' no material hibrido, corroborando a presenga do CFX em sua forma anidnica (Rezvani &
Shahbaei, 2014)

A Figura 16mostra as curvas termogravimétricas (TG) do farmaco ciprofloxacino
(CFX) e dos hibridos MMT-CFX e HDL-CFX. O padrio de perda de massa de CFX
apresenta decomposicdo em quatro etapas consecutivas. A primeira e segundo evento sdao
observados em 273 °C e 380 °C correspondem a 37% e 28% de perda de massa,
respectivamente. Esses eventos sao atribuidos na literatura como a decomposicao e liberagcao
de [C4HsN>H> + CO] da molécula do farmaco (RIVERA et al., 2016). As etapas evidenciadas
entre 380 - 600 °C correspondem para a remocao do farmaco restante como CiiHsFNO da
estrutura de ciprofloxacino(EL-GAMEL; HAWASH; FAHMEY, 2012). A curva de TG do
hibrido MMT-CFX apresenta perdas de massa em torno de 2% em 150 °C devido a liberagdo
de moléculas de dgua fisicamente adsorvidas no sélido lamelar. Outras trés etapas de
degradacdo sdo observadas em temperaturas acima 300 °C, que pode estar relacionada com a
decomposicdo térmica parcial da farmaco intercalada e a dehidroxilagdo da argila a
temperaturas entre 600 e 900 °C (GE et al., 2015).0 hibrido HDL - CFX exibe trés estagios
principais de decomposi¢do térmica: o primeiro até 200 atribuidos a dgua fisicamente
adsorvida e interlamelar presente no sélido; o segundo entre 250 — 500 °C que é para a
dehidroxilacdo das camadas HDL e decomposicdo parcial de CFX, seguido de decomposicao

final de CFX e HDL entre 400 e 780 °C (FRUNZA et al., 2008).
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Figura 16. Curvas de TG obtidas para o farmaco ciprofloxacino (CFX), e os hibridos
MMT-CFX e HDL-CFX.
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As imagens de MEV dos hibridos MMT-CFX (A) e HDL-CFX (B) sdo mostradas na
Figura 17, a partir delas foi possivel observar a morfologia dos materiais apds intercalagao do
ciprofloxacino nos sélidos lamelares. A morfologia do MMT-CFX (Figura 17-A) apresenta
uma regido com alta concentracdo de cristais que podem caracterizar a presenca do farmaco
na superficie do sélido lamelar. Para o hibrido HDL-CFX (Figura 17-B) a micrografia
apresenta semelhancas com hibridos de hidréxidos duplos lamelares e ciprofloxacino
descritos na literatura(MUSUMECI et al., 2003), sugerindo que essa € uma morfologia tipica

desse tipo de hibrido.
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Figura 17. Imagens de MEV dos hibridos MMT-CFX (A) e HDL-CFX (B).
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5.1.2. Sistemas bionanocompésitos a base de i-Carrageenana e Gelatina

As esferas de bionanocompdsitos incorporando os hibridos MMT-CFX ou HDL-
CFX em uma matriz biopolimérica a base de i-Carrageenana e Gelatina (i-CARR: GEL),
foram preparadas como matrizes de liberacdo de farmaco. Para efeito de comparacdo, foram
obtidos também sistemas que encorparam o farmaco ciprofloxacino diretamente na matriz
biopolimérica i-CARR: GEL. Todos os sistemas obtidos passaram por processo de reticulagao
das esferas com fons Ca®* e posteriormente congeladas de forma convencional (-20 ° ¢) e por
nitrogénio liquido (-196.1 °C), as mesmas foram secas e passaram por processo liofilizacao.
Os sistemas bionanocompdsitos foram caracterizados mediante suas propriedades de
encapsulamento, absorcdo de dgua, bem como por técnicas padrio de caracterizacdo de
materiais (IV-ATR, MEV). Por fim, foram submetidas aos testes de liberacdo in vitro, como
sao descritos a seguir:

A eficiéncia de encapsulamento e as quantidades incorporadas de antibidtico em cada
sistema de liberacdo estdo listadas na Tabela 2.Como esperado, a quantidade de CFX
encapsulado e a eficiéncia de encapsulamento para os bionanocompdsitos € muito semelhante
quando sdo comparadas as esferas de mesma composicdo e com diferentes métodos de
congelamento, uma vez que a incorporacdo do farmaco se realiza em um passo anterior ao
congelamento. No entanto, nos sistemas em que o farmaco é previamente imobilizado numa
matriz lamelar € observado valores de encapsulacdo superiores quando comparados aos

sistemas onde CFX estd diretamente associada a mistura biopolimérica. Um comportamento
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similar foi relatado na literatura para o alginato-goma xantana (OLIVEIRA et al., 2017), os
sistemas bionanocompdsitos de alginato-zeina (ALCANTARA et al., 2010) ou quitosana —
pectina (RIBEIRO et al., 2014a) que encapsulam olanzapina em MMT ou os farmacos
ibuprofeno e 5-ASA em HDL, e tais sistemas foram mostrados para ser mais estivel e
compativeis do que aqueles que encapsulam a farmaco livre.

Quando se compara os sistemas bionanocompdsitos entre si, observa-se que as
esferas contendo o hibrido do argilomineral montmorillonita (MMT-CFX) consegue
encapsulartrésvezesmaisaquantidadedefarmacoqueasesferasdebionanocompdsitos contendo
hibridos de hidréxidos duplos lamelares (HDL-CFX), esse perfil € apresentado,
independente da forma de congelamento. Em trabalho similar encontrado na literatura
realizado por Rebitski (2019), esse fendmeno também €é observado, bionanocompdsitos a
contendo hibridos de MMT sdo capazes de encapsular maiores quantidades de farmaco do
que aqueles bionanocompésitos a base de HDL. E possivel associar esse fator a natureza
desses solidos, principalmente em relacdo a sensibilidade do HDL a pH 4cido, que pode

facilitar a saida do farmaco por difusdo, ainda no processo de lavagem das esferas.

Tabela 2. Eficiéncia de encapsulamento e quantidade de CFX encapsulado como farmaco
puro ou como MMT-CFX e HDL-CFX no sistema biopolimérico i-CARR: GEL. (Os dados
sdo médios + DP, n = 3).

Eficiéncia de

Método de congelacio Formulacao CFX
encapsulamento
(%) (%)
i-CARR: GEL/CFX 4.61 £0.29 8.92+1.19
Nitrogénio Liquido (N2) - ; cARR: GEL/MMT-CFX 113+£0.86  222+1.57
i-CARR: GEL/HDL-CFX 9.31 £0.64 18.2 £0.49
i-CARR: GEL/CFX 4,20 +£0.04 8.64 £0.08
Congelador
: i-CARR: GEL/MMT-CEX 12.2 £0.47 245+ 1.8
Convencional

i-CARR: GEL/HDL-CFX 8.85 £0.53 17.9 £ 0.61

Os espectros IV-ATR dos polimeros puros e os respectivos bionanocompdsitos sao

mostrados na Figura 18. Para as esferas formadas por i-carrageenana e gelatina (i-CARR:

GEL), é observada uma banda atribuida ao alongamento de grupos hidroxila em 3358 cm™ ..

Além disso, sio evidenciados bandas em 928 e 1246 cm’!

que podem ser atribuidas
respectivamente a presenca de 3, 6-anhidro-D-galactose e alongamentos de grupos sulfatados
presentes nas carrageenanas (CHENG; JONES, 2017; KHAN et al., 2017). Normalmente, a

banda em 1631 cm™ pode ser o resultado de uma possivel sobreposi¢io das vibracdes
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atribuida a vco d e grupos amida I presentes na gelatina e COO™ dos grupos carboxilatos em i-
CARR (atribuida a banda em 1622 e 1633 cm™ nos espectros de gelatina pura e i-
carrageenana, respectivamente), que pode estar relacionada com possiveis interagdes entre os
grupos carboxilatos e os grupos amino protonados do polissacarideo e a proteina,

respectivamente.

Figura 18. Espectros na regido do infravermelho correspondente aos biopolimeros i-
carrageenana gelatina e os respectivos sistemas bionanocompdsitos a base dos hibridos MMT-
CFX e HDL-CFX.
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As esferas de bionanocompésitos a base de i-CARR:GEL obtido por diferentes
métodos de congelamento sdo visualizados por MEV (Figura 19). As imagens mostraram que
todos os sistemas apresentam aspecto rugoso € homogéneo, independentemente da presenca
do composto de intercalacdo. No entanto, uma mudanga clara na morfologia é evidenciada
quando hd mudanca no método de congelamento (nitrogénio liquido ou congelador
convencional). Neste caso, observa-se que as esferas puras de i-CARR: GEL preparados a
partir de N> liquido mostram um conjunto de pequenos poros em sua superficie. Por outro
lado, as esferas submetidas a congelamento através do congelador convencional Figura 19.a
tem como caracteristica a presenga de uma superficie com poros maiores (Figura 19.b). Essa
diferenga na porosidade nas esferas biopoliméricas pode ser atribuida a taxa de crescimento
dos cristais de gelo. No primeiro caso, a temperatura do Nz liquido (-196.1 °C) ¢é

suficientemente baixa para permitir o congelamento rdpido das moléculas de &dgua, nao
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permitindo o crescimento indiscriminado de gelo. Por outro lado, o congelamento
convencional permite que o gelo cresca lentamente, gerando cristais maiores e,
consequentemente, uma maior estrutura porosa apds a remoc¢do da fase sélida (gelo) por
liofilizacdo. Este efeito parece ser uma tendéncia nas esferas bionanocompdsitos, no qual a
estrutura celular resultante da eliminacdo de cristais de gelo é mais evidente nos materiais
preparados a partir do congelamento convencional (Figura 19.e e f) do que aqueles
preparados com N> liquido (Figura 19.c e d).

Figura 19. Imagens das esferas: i-CARR: GEL/CFX (a), i-CARR: GEL/MMT-CFX

(b), i-CARR: GEL: HDL-CFX (c) em N2, i-CARR: GEL/CFX (d), i-CARR: GEL/MMT-
CFX (e), i-CARR: GEL: HDL-CFX (f) em congelamento convencional.
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A comparacdo entre as densidades aparentes dos sistemas submetidas a diferentes
formas de congelamento pode ser observada na Tabela 3, no qual é possivel notar uma
significativa diferenca da densidade dos sistemas encapsulando o fiarmaco diretamente na

matriz biopolimérica, os valores de i-CARR:GEL/CFX sdo relativamente menores que os
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sistemas i-CARR:GEL/MMT-CFX e i-CARR:GEL/HDL-CFX, chegando a ter valores de
densidade aparente duas vezes maiores que as esferas que encapsulam o farmaco diretamente.
Esses resultados podem indicar que a presenca do hibrido na blenda biopolimérica contribui
para o aumento da massa especifica do sistema, esse aumento € caracteristico desses sistemas
bionanocompdsitos formados.

Outra mudanca perceptivel nos valores de densidade aparente € notada nas esferas
contendo MMT-CFX e obtidas por diferentes métodos de congelamento, essa diferenca
equivale a 0,015 g/cm3, a mesma caracteristica € observada nas esferas contendo o hibrido
HDL-CFX, sendo assim, esses resultados podem indicar diferentes interacdes entre are de
biopolimérica e os hibridos, principalmente quando relaciona-se os valores de densidade
aparente a quantidade de hibrido encapsulado no sistema biopolimérico.

Essa caracteristica em particular foi reportada na literatura por Gémez- Mascaraque
(2018), ao desenvolver blendas de i-carrageenana: gelatina, nesse estudo foi observado que
nesse tipo de sistema biopolimérico, um extrato encapsulado pode se agregar no interior da
blenda de diferentes formas, alterando significativamente algumas de suas propriedades.

Logo é possivel que fendmeno parecido também ocorra com sistemas bionanocompdsitos.

Tabela 3. Valores de Densidade Aparente das esferas encapsulados como farmaco
puro ou como MMT-CFX e HDL-CFX no sistema biopolimérico i-CARR: GEL. (Os dados
sdo médios £ DP, n = 3).

Meétodo de Densidade Aparente
Congelamento Formulagdo (DA) (g/cm?)
i-CARR: GEL/CFX 0,0269+0,002
Nitrogénio liquido  j-CARR: GEL/MMT-CFX  0,0544+0,003
(N2) i-CARR: GEL/HDL-CFX  0,041420,002
i-CARR: GEL/CFX 0,0295+0,005

Congelador i-CARR: GEL/MMT-CFX  0,0702+0,010
Convencional 1-CARR: GEL/HDL-CFX 0,0584+0,009

A absor¢do de 4gua pode desempenhar um papel importante na liberacdo de
farmacos em sistemas bionanocompdsitos porosos, uma vez que pode indicar quais sistemas
sd0 mais estdveis, bem como sua resposta a meios aquosos. Esta propriedade foi avaliada
expondo as esferas obtidas a fluidos de diferentes pH, retirando-as em tempos pré-
determinados. Os fluidos utilizados para observar a absorc¢ao de dgua pelas esferas foram dgua
deionizada a pH 5,9 (Figura 20-1) e tampao fosfato a um pH de 6,8 (Figura 20-2).
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Todas as esferas sintetizadas mostraram um aumento progressivo na capacidade da
absor¢do de &4gua que alcancaram valores maximos da absorcdo independentes da
composi¢do, meio de ensaio ou método de congelamento. Observando-se os gréificos de
absorcao de dgua dos sistemas em contato com dgua a pH 5,9, nota-se que o sistema i-CARR:
GEL, tanto para as esferas congeladas por N2 1iquido € congelador convencional apresentaram
os maiores valores de absor¢cdo de dgua, apresentando valores equivalentes a 1,41 g/g e 3,76
g/g respectivamente. Quando comparamos os dois sistemas entre si, observa-se que as esferas
submetidas ao congelamento convencional apresentam duas vezes mais absor¢do de dgua que
aquelas submetidas ao congelamento por N> liquido. Este comportamento pode ser associado
com a alta porosidade da superficie dos materiais congelados convencionalmente em
comparacdo com as esferas andlogas preparadas a partir de N2 liquido, como apontado nas
imagens de MEV que sugeriram que a presenca destes poros favorece a aceleracdo do
processo de difusdo, refletindo nas propriedades de absor¢do de dgua. Outra evidéncia
apresentada € observada pela presenca de gelatina, sendo este um polimero altamente
hidrofilico, é possivel associar a presenca desse biopolimero o aumento significativo da
absorc¢do de dgua.

Quando se avalia a absor¢do de dgua no tampao fosfato pH 6,8, nota-se ainda que
novamente que o sistema i-CARR: GEL continua obtendo os maiores valores de absor¢do de
dgua, independente da forma de congelamento. Quando se compara os valores de absor¢cdo
nesse fluidocom o sistema 1-CARR: GEL absorve respectivamente 1,67 g/g e 4,36 g/g (Figura
20.A e Figura 20.B), observa-se que em tampao fosfato ha um relativo aumento nos valores
de absorcdo. Esses valores corroboram com demais resultados encontrados na literatura,
quando se compara esses dois fluidos (ALCANTARA, 2010; REBTSKI, 2019), que associam
a presenca de sais presentes no tampao fosfato ao aumento desse valor. Uma vez que a
estrutura majoritdria da blenda biopolimérica € composta de i-carrageenana, esse biopolimero
possui em sua estrutura grupos (SOO7), que sdo capazes de interagir fortemente com os ions

presentes na solugao.

Figura 20. Absor¢do de dgua de esferas de bionanocompésitos a base de i-
carrageenana-gelatina com diferentes processos de congelamento: N> liquido (A) e
congelador convencional (B) em esfera com dgua deionizada pH 5,9 (1) e tampao fosfato pH
6,8 (2).
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A adi¢do do ciprofloxacino aos sistemas contribui na diminui¢do dos valores de
absorcdo de d4gua, em ambos os sistemas de congelamento (N2 e Congelamento
Convencional), e este efeito pode ser atribuida a baixa solubilidade do farmaco perto da sua
regido isoeletronica (pH = 7), que pode alterar significativamente a forma como o processo de
difusdo dos sistemas pode ocorrer. Os sistemas bionanocompositos i-CARR: GEL/MMT-
CFX e i-CARR: GEL/HDL-CFX apresentaram comportamentos diferentes em relacdo ao
meio de ensaio e método de congelamento empregado na preparacdo das esferas
bionanocompositos. Neste caso, a quantidade de absorcdo de dgua obtido pelas esferas que
incorporam CFX intercalados em HDL ou MMT sado significativamente inferiores em
comparacdo com materiais andlogos preparados pelos sistemas biopoliméricos i-CARR ou i-
CARR: GEL, principalmente em tampdo fosfato (Figura 15-2). Esse fato indica que a
presenca dos compostos de intercalacdo confere as esferas de bionanocompdsitos uma melhor
estabilidade quimica na presenca de sais, e esse comportamento pode sugerir que esses

sistemas biohibridos apresentam caracteristicas diferentes como sistemas de libertacdo de
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farmacos controlados, quando comparados com sistemas semelhantes, porem apenas
biopolimeros.

Quando se compara esses mesmos sistemas bionanocompdsitos e suas formas
diferentes formas de congelamento, observa-se que aqueles submetidos ao congelamento
convencional apresentam um aumento médiode 15% nos valores de absorcdo de dgua para
todos os sistemas bionanocompdsitos, demonstrando novamente a influéncia direta que o

processo de congelamento tem nas caracteristicas desses dispositivos de liberagdo controlada.

5.1.3. Avaliacio dos materiais bionanocompdsitos como dispositivos de liberacao

controlada de farmaco

Sistemas de liberagdo oral baseados em i-carrageenana e gelatina foram preparados
por diferentes métodos de congelamento, e os perfis de liberacdo de ciprofloxacino dos
hibridos HDL-CFX e MMT-CFX e sistemas bionanocompdsitos a base de i-CARR:GEL em
diferentes pH que simulam o trato gastrointestinal a 37 ° C mais de 8h de ensaio sio
mostrados na Figura 21.

Inicialmente para avaliar a possibilidade de utilizar os hibridos HDL-CFX e MMT-
CFX como sistemas de liberagdao controlada, utilizou-se de uma pastilha prensada de
ciprofloxacino puro para simular um sistema de liberagdo oral. Como pode ser observado na
Figura 21, a pastilha submetida a um tampao pH 1,2 foi completamente dissolvida no meio,
apresentando 100% de liberacdo do farmaco para o meio nos primeiros 30 minutos da cinética
de liberacdo, e por isso foi invidvel continuar a liberacdo nos demais fluidos. Esse sistema se
assemelha aos comprimidos de uso oral desse farmaco, e como ja descrito anteriormente neste
trabalho, o método convencional de liberacdo pode levar a perda de atividade do farmaco,
devido a alta solubilidade nesse meio, a altos niveis de intoxicacdo, pela grande quantidade do
medicamento que pode ser ingerido em curtos periodos de tempo.

O mesmo procedimento foi realizado com os hibridos HDL-CFX e MMT-CFX que
também podem ser observados na Figura 21. A liberacao do farmaco no HDL foi semelhante
ao resultado obtido para a pastilha de CFX puro, alcancando valores préoximos a 100% da
quantidade de CFX também em torno de 30 min, apesar de ndo ser avaliada a perda de
atividade do farmaco, € possivel que esses dois sistemas tenham sua eficiéncia de acdo
reduzida até chegarem na ultima regido gastrointestinal.Essa resposta do hibrido HDL-CFX a
primeira zona gastrointestinal (pH 1.2) é explicada da seguinte maneira: hidréxidos duplos

lamelares sofrem uma rdpida dissolu¢do em pHs 4cidos, liberando assim o farmaco de uma
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forma rdpida e ndo controlada no organismo, dessa forma, as lamelas do HDL ndo sao
suficientes para proteger o farmaco e controlar a sua liberagcdo, essa é uma das principais
caracteristicas que impedem o uso direto de hibridos de hidréxidos duplos lamelares de serem
usados diretamente como sistemas de liberagdo oral (ROJAS, et al., 2015; ALCANTARA et
al, 2010; REBITSKI et al, 2019). Em contrapartida, o hibrido MMT-CFX mostrou uma
liberacdo muito mais controlada comparada ao composto HDL-CFX e o CFX pastilhados,
permitindo que o farmaco fosse liberado gradativamente nos diferentes pHs que foram
utilizados para simular a passagem do firmaco na zona gastrointestinal. Este comportamento
estd relacionado a estrutura quimica mais resistente das argilas, frente a fluidos
gastrointestinais, ndo sofrendo desagregacdo de suas lamelas e por isso é possivel observar
uma lenta liberacdo do farmaco na primeira zona possibilitando um processo de liberagdao
mais longo e controlado (KEVADIYA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). Essa espécie
hibrida formada por ciprofloxacino e montmorillonita também foi sintetizada por Kevadiya et
al (2011), que apresentou resultados promissores para a utilizacdo desse hibrido para uso
tépico, com longo perfil de liberagdo em torno de 160 horas), o que d4 ainda mais crédito ao
uso desse hibrido como matriz de liberagao controlada.

Figura 21. Perfis da liberacdo de CFX de i-CARR: GEL CFX encapsulado, MMT-CFX e
HDL-CFX obtidos de diferentes métodos de congelamento: liquido N2 (1) e congelador

convencional (2) em condi¢des que simulam a passagem do trato gastrointestinal (pH e
tempo) a 37 ° C
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A fim de melhorar liberacdo dos hibridos, o recobrimento do composto de
intercalacdo com uma matriz biopolimérica pode trazer resultados interessantes, permitindo
um melhor controle de liberacdo do farmaco. Dessa forma preparou-se os sistemas de
liberacdo oral baseados em esferas de i-carrageenana e gelatina encapsulando o farmaco
ciprofloxacino. Essas esferas foram utilizadas para simular a passagem do farmaco pela regiao
gastrointestinal, sendo submetida a diferentes pH a uma temperatura de 37 ° Cem 8h (Figura
21).

O sistema bionanocompésito i-CARR: GEL/HDL-CFX demonstrou ser um material
apropriado para a protecdo do farmaco ciprofloxacino, como pode ser observado na Figura.
21.1 e 21.2 , o hibrido HDL-CFX(sdlido ndao encapsulado) libera 100% de moléculas de
ciprofloxacino intercaladas nos primeiros 30 min de ensaio, indicando que esse tipo de matriz
inorganica ndo é adequada para fins orais Quando o hibrido é encapsulado em um sistema
biopolimérico como a blenda i-CARR: GEL, € notivel como a formacdo do sistema
bionanocomposito € capaz de proteger o farmaco do meio ao qual € submetido, independente
da forma como as esferas foram congeladas, principalmente quando observa-se que os valores
maximos de liberacdo de aproximadamente 100% do farmaco sdo alcancado apenas a o fim
das oito horas de simulacdo, no fluido de pH 7,4, sendo esta a ultima etapa da
simula¢do.Sendo este, um sistema bionanocompoésito com um nivel de melhora consideravel
em todos os fluidos simulados.

Quanto passamos a considerar as diferentes formas de congelamento, uma mudanca

nos perfis de liberacio dos bionanocompdsitos sdo nitidamente notados. Neste caso, é
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importante observar que para os sistemas i-CARR: GEL/CFX e i-CARR: GEL/HDL-CFX
preparados através de congelamento convencional (Figura. 16.1) a liberacdo do farmaco
ocorre mais rdpido do que aqueles materiais andlogos preparados por Nz liquido. Como
discutido anteriormente, este método de congelamento promove a absor¢do de dgua devido a
maior porosidade, consequentemente, facilita o processo de difusdo do farmaco do interior da
esfera para o meio. Estes resultados sdo interessantes e demonstram a utilidade destes
sistemas bionanocompdsitos aqui processados como matrizes capazes para proteger,
estabilizar e controlar a libertacdo de farmacos de sélidos inorganicos, especialmente aqueles
baseados em HDL para administracio oral.

Os sistemas bionanocompositos i-CARR: GEL/MMT se mantiveram estdveis, porém
apresentaram diferentes perfis de liberacdo em seus sistemas bionanocompdsitos, como pode
ser observado nas Figura 21.1e figura 21.2. A diferenca no processo de congelamento
interferiu mais significativamente para esses bionanocompdsitos. Os sistemas i-CARR:
GEL/MMT-CFX submetidos ao congelamento por N>liquido obteve valores de liberacdo na
primeira zona de no maximo 20%, quando comparado ao s6lido MMT-CFX, houve uma
diminui¢do de 15% na quantidade de farmaco liberado. Ao avaliar a quantidade méxima
liberada na dltima zona gastrointestinal, o sistema bionanocompdsito liberou 20% a menos de
ciprofloxacino que o hibrido puro. Os mesmos resultados ndo foram observados para i-
CARR: GEL/MMT-CFX congelado de forma convencional, o sistema apresentou ao fim dos
120 min uma quantidade de farmaco liberado maior que o do hibrido, e esse fendmeno foi
acompanhado ao longo das 8 horas de liberacdo. Para esse sistema bionanocompoésito em
particular pode ter ocorrido a intercalacdo do polimero nas regides interlamelares da argila
(semelhante a Figura 2.b), facilitando a saida do fairmaco para o meio e acelerando o processo
de liberacdo do farmaco. Apesar desse resultado improvavel, observa-se que a mudanca de
congelamento do modo convencional para o N> apresenta-se como uma forma interessante de
mudar propriedades dos sistemas bionanocompdsitos, a ponto de melhorar sua resposta como

sistema de liberacao controlada.
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6. CONCLUSAO

v Foi possivel obter hibridos a partir da intercalacdo do antibiético ciprofloxacino em
hidréxidos duplos lamelares de Zn e Al, empregando diferentes métodos de sintese. Tal
intercalacdo foi comprovada por andlise de DRX, onde fases mistas foram obtidas
dependendo do método utilizado. A interacdo desses ions do farmaco se da através de atracao

eletrostdtica entre as lamelas carregadas positivamente, como pode ser comprovado por IV-

ATR e RMN 13C.

v O hibrido formado pelo farmaco ciprofloxacino e a argila montmorillonita foi
sintetizado com base nas propriedades de troca catidnica deste argilomineral, no qual foi
possivel observar o aumento das distancias basais apds intercalacdo do farmaco. As possiveis

interacdes entre o farmaco e a argila foram comprovadas através de andlises de IV-ATR.

v Conforme o esperado, os sistemas bionanocompoésitos submetidos a congelamento
convencional apresentaram maior absor¢do de dgua e densidade aparente, corroborando com
os resultados de MEV, que demonstraram que esses sistemas possuiam poros
significativamente mais aparentes que os mesmos sistemas submetidos ao congelamento por

N2 liquido;

v Os hibridos HDL-CFX e MMT-CFX puros foram avaliados como sistemas
carreadores de farmacos, onde observou-se uma liberagdo rapida do ciprofloxacino a partir do
hibrido HDL-CFX, devido a sensibilidade do hibrido HDL em fluidos acidos que simulam a
primeira zona gastrointestinal. Por outro lado, o sistema a base de MMT-CFX, mostrou-se

mais estdvel a mudancas de pH que ocorre no trato gastrointestinal.

v Os hibridos MMT-CFX e HDL-CFX foram encapsulados em sistemas biopoliméricos
a base de i-carrageenana e gelatina formando esferas para liberacdo oral. Houve um aparente
retardo no processo de liberacdo do farmaco nos sistemas bionanocompdsitos onde o farmaco
¢ previamente imobilizado em uma matriz lamelar, sendo possivel diminuir ainda mais o
processo difusdo do farmaco para o meio, tornando o processo de liberacdo ainda mais

controlado.

v A mudanga na forma de congelamento das matrizes biopoliméricas mostrou-se uma

interessante ferramenta para melhorar a resposta dos sistemas de liberagdo, demonstrando que
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aquelas amostras submetidas ao congelamento rdpido por N> liquido se mostraram mais

eficientes que as mesmas amostras submetidas ao congelamento convencional.
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