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RESUMO

Noés dltimos anos houve um crescente interesse por estudos abordando a
utilizacdo de biopolimeros naturais e seus derivados modificados na liberacéao
controlada de farmacos. Neste estudo, a quitosana foi modificada quimicamente com
glutaraldeido (QMG) e etilenodiaminan(QMGE), bem como com o formaldeido
(QMF) e o glioxal (QG), todos na auséncia de solvente, com o objetivo de avaliar a
interacdo da mesma para o processo de adsorcdo e liberacdo do diclofenaco de
sédio. Os materiais foram caracterizados por meio da espectroscopia na regido do
infra vermelho, ressonancia magnética nuclear, analises térmicas, difragdo de raios
X e andlise elementar. Nos estudos de adsorcao considerou-se a variacdo do pH,
tempo de contato, temperatura e concentracdo, enquanto no estudo da liberacéo
apenas o pH foi variado. Os dados também foram ajustados a diferentes modelos
cinéticos e a diferentes isotermas. Os resultados mostraram que a quitosana
modificada mostrou-se promissora para o0 processo de adsorcdo e liberacdo do

farmaco avaliado.

palavras-chave: adsorcéo, quitosana, glutaraldeido, tilenodiamina, formaldeido,
glicol, diclofenaco de sédio



ABSTRACT

In recent years there has been a growing interest in studies addressing the
use of natural biopolymers and their modified derivatives in the controlled release of
drugs. In this study, chitosan was chemically modified with glutaraldehyde (QMG)
and ethylenediamine (QMGE), as well as with formaldehyde (QMF) and glyoxal
(QG), all in the absence of solvent, in order to evaluate the interaction of the same to
the process of adsorption and release of diclofenac sodium. The materials were
characterized by infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance, thermal
analysis, X-ray diffraction and elemental analysis. In the adsorption studies the
variation of pH, contact time, temperature and concentration was considered, while in
the study of the release only the pH was varied. The data were also fitted to different
kinetic models and different isotherms. The results showed that the modified chitosan

was promising for the adsorption and release of the evaluated drug.

Key words: adsorption, chitosan, glutaraldehyde, tilenodiamine, formaldehyde, glycol,

diclofenac sodium
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INTRODUCAO

A quitosana € um biopolimero obtido da desacetilacdo da quitina, que € o
maior constituinte de exoesqueletos de crustaceos e outros animais marinhos. E
constituida de um copolimero de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-
deoxi-D-glicopiranose de composicdo variavel (ROBERTS, 1992). A quitina e a
quitosana sdo materiais biologicamente interligados por ligagbes B-glicosidicas.
Assim, ambas as formas coexistem na natureza em uma estrutura polimérica, com
grau parcial de desacetilagdo, constituindo um copolimero (MONTEIRO JR. e
AIROLDI, 2005).

Recentemente, a quitosana tem recebido grande atencdo em diversas areas
da ciéncia, com vasta aplicacdo em medicina, industrias farmacéuticas, agricultura,
indUstria de cosmeéticos, produtos alimenticios e, como sorvente na remocao de
corantes e espécies metalicas de efluentes industriais (RAVI KUMAR et al, 2004).

A principal razdo para este crescente avanco se deve ao fato de que a
quitosana apresenta caracteristicas bioldgicas importantes, tais como:
biocompatibilidade, hidrofilicidade, biodegradabilidade, propriedades bactericidas e
bioatividade; sua utilizacdo ndo traz toxicidade ao corpo humano, sendo por isso
muito utilizada em sistemas de liberacdo de farmacos. Também mostra propriedades
promissoras em membranas para ultrafiltracdo e osmose reversa (LIU, SU e LAl,
2004).

De acordo com Silva, Santos e Ferreira (2006), algumas aplicacdes da
quitosana ficam limitadas, pelo fato de ser insolivel em 4gua e em meio neutro,
condicdo em que a maioria das enzimas fisiologicas exerce sua atividade.
Entretanto, a quitosana possui grupos funcionais reativos, um grupamento amino e
dois grupamentos hidroxil, os quais ampliam as possibilidades de modificacbes
quimicas seletivas, como acetilacdo, alquilacdo e carboximetilagdo, dentre outras
(SHI et al., 2006). Desse modo, pode-se afirmar que as modificacdes quimicas na
estrutura da quitosana viabilizam a sintese de derivados, ampliando as
possibilidades para novas aplicacgdes.

No quadro 01 estdo resumidas as principais propriedades da quitosana.
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Quadro 01: Natureza e propriedades intrinsecas da quitosana

Tamanho de particula <30 pm
Densidade 1,35-1,40 gl/cc
P | Fisicas Insolavel em agua
R Solubilidade Solavel em meio
O acido
P Alta massa molecular
R pH <5,5
| Alta densidade de carga Em pH >5,5
E Adere a superficies carregadas
D negativamente
A Forma gel com polianions
D | Quimicas Polietrdlito linear
E Quela metais de transicao
S Favoravel a modificacdes
quimicas
Reage com hidréxidos

Fonte: Adaptado de Bezerra (2011)

A extensa utilidade da quitosana esta associada a imobilizacdo das cadeias
organicas, que podem interagir com outras moléculas ampliando sua aplicacdo. Com
os farmacos, a quitosana é empregada para que a liberacdo controlada dos mesmos
seja realcada (LIU, SU e LAI, 2004; MUZZARELLI, 2009), embora a sua utilizacéo
como uma matriz para liberar farmacos seja limitada, como mencionado
anteriormente, devido a sua baixa solubilidade em agua, sob condic¢fes fisiologicas,
e falta de anfipaticidade. Por outro lado, varios derivados de quitosana obtidas a
partir da exploracdo de uma série de reacbes resultaram em melhoria das
propriedades e aplicabilidades destes biopolimeros (CHEN, TIAN, DU, 2004; LIN, et
al, 2005; SASHIWA, et al 2002). Assim, para contornar a questdo da baixa
solubilidade deste material, muitos derivados tem sido sintetizados, como por
exemplo, a carboximetil quitosana que apresenta uma melhor solubilidade e
propriedade de retencdo de umidade, e a hidroxipropil quitosana que apresenta
atividade antibacteriana (WENMING, et al, 2002).
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A entrega de farmacos hidréfilos e hidréfobos é atualmente um grande desafio
no campo também da nanobiotecnologia, especialmente para 0s compostos
organicos insollveis em agua, que constituem uma grande parte dos farmacos
atualmente disponiveis, quer anticancro ou anti-inflamatério (SMITH, et al, 2009). O
desafio €, portanto, melhorar a eficacia terapéutica e reduzir os perfis de toxicidade
do farmaco hidréfobico, enviando-o através de um transportador adequado.

Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi modificar quimicamente o
biopolimero quitosana e aplicar na adsorcao e liberacdo do farmaco diclofenaco de
sédio. O trabalho foi dividido em (quatro) 4 capitulos, sendo o capitulo 1 uma
prospeccdo mostrando o uso de quitosanas quimicamente modificadas como
suporte para moléculas biologicamente ativas; nos demais capitulos (2, 3 e 4),
derivou-se artigos onde a quitosana foi modificada quimicamente na auséncia de
solvente e o0s materiais aplicados na adsorcdo (com variacdo de tempo, pH,
temperatura e concentracdo) e liberagdo com variacdo de pH. Os dados também

foram ajustados a diferentes modelos cinéticos e de isotermas.
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CAPITULO I: USO DE QUITOSANAS QUIMICAMENTE MODIFICADAS COMO
SUPORTE PARA MOLECULAS BIOLOGICAMENTE ATIVAS: UMA
PROSPECCAO

Resumo

A quitosana € um biopolimero obtido da desacetilacdo da quitina e é
constituida de um copolimero de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-
deoxi-D-glicopiranose de composicdo variavel em funcdo do grau de acetilacao.
Atualmente, a quitosana tem recebido grande atencdo em diversas areas da ciéncia,
com vasta aplicagdo em medicina, inddstria farmacéutica, industria de cosméticos,
produtos alimenticios e sua modificacdo a torna mais atraente quanto a suas
propriedades e utilizacdo. Diante desse exposto o0 objetivo deste capitulo é fazer um
levantamento cientifico e tecnoldgico de artigos e patentes referentes as pesquisas
sobre a quitosana modificada para suporte de moléculas biologicamente ativas. Para
a realizacdo da busca de patentes utilizou-se o banco de dados de patentes
European Patent Office (Espacenet), United States Patent and Trademark Office
(USPTO) e o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil, para
pesquisa de artigos as base de peridédicos SCIELO, WEB OF SCIENCE e SCOPUS,
foram exploradas. Dos 110 artigos encontrados na base de dados SCOPUS com a
categoria de termos “chitosan and chemically modified and drug” 89 foram
analisados, e destes 13 foram analisados na integra por tratar de quitosana
modificada quimicamente como suporte para moléculas biologicamente ativas.
Pode-se observar através dos resultados que dentre as biomoléculas mais
estudadas e testadas encontra-se a insulina, o paxclitaxel, os pepitideos e as
proteinas. N&o foi encontrado nenhuma patente utilizando os termos “chitosan and
chemically modified and controlled drug.

palavras-chave: prospeccao, quitosana, biomoléculas
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Abstract

Chitosan is a biopolymer obtained from the deacetylation of chitin and consists of a
copolymer of 2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose and 2-acetamido-2-deoxy-D-
glucopyranose of variable composition as a function of the degree of acetylation.
Currently, chitosan has received great attention in several areas of science, with wide
application in medicine, pharmaceutical industry, cosmetics industry, food products
and its modification makes it more attractive as to its properties and use. In view of
this, the objective of this research is to make a scientific and technological survey of
articles and patents that used in their research modified chitosan as a support for
biologically active molecules. For the accomplishment of the search of patents was
used the database of patents European (USPTO) and the National Institute of
Industrial Property (INPI) of Brazil, for the research of articles based on periodical
SCIELO, WEB OF SCIENCE and SCOPUS, were explored. Of the 110 articles found
in the SCOPUS database with the category of terms "chitosan and chemically
modified and drug" 89 were analyzed, and of these 13 were analyzed in their entirety
because they were chitosan chemically modified as a support for biologically active
molecules. It can be observed from the results that among the most studied and
tested biomolecules are insulin and proteins. No patent was found using the terms
“chitosan and chemically modified and controlled drug.

keywords: prospecting, chitosan, biomolecules
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1. Introducéao

De acordo com Ge et al, (2018), o desenvolvimento de novos materiais
baseados na quitosana € um campo de pesquisa muito atraente, o que tem sido
corroborado pelo grande niumero de publicacdes cientificas e patentes. A quitosana,
obtida por desacetilacdo parcial da quitina, € o segundo polissacarideo natural mais
comum na Terra e o principal componente do exoesqueleto de
crustaceos (NEUFELD e BIANCO-PELED, 2017). Nao téxico e nao poluente,
apresenta boas propriedades de biodegradabilidade, antibacterianas e filmogénicas
(WANG e JING, 2017), e, em funcdo dessas propriedades, pode ser aplicado em
uma variedade de campos, incluindo medicina, agricultura e biotecnologia (MA et al,
2018).

Sabe-se que um grande numero de modificacdes quimicas através de rotas
homogéneas e heterogéneas podem ser realizadas no anel glicopiranosideo da
quitosana, conferindo aplicabilidades aos novos biopolimeros (LIMA, AIROLDI,
2003; LIMA, AIROLDI, 2004). Na rota homogénea €& imprescindivel solubilizar a
quitosana com solucdo de &cido acético 1,70 mol dm™, o0 que a rota heterogénea nao
requer. A modificacdo quimica da quitosana com anidridos organicos conduz a
acetilacdo do grupo amino, ligado ao carbono 2 do anel glicopiranosideo, em um
processo denominado de N-acetilacdo. Porém, quando ocorre uma reacao de
regiosseletividade, com ataque ao substituinte ligado ao carbono 6, a reacdo é
chamada de Oxiacilacdo, podendo ser empregado, neste caso, como material de
partida na quitosana, esse tipo de ligacdo € denominada de N-acetilacdo (LIMA e
AIROLDI, 2004).

O biopolimero quitosana €& muito verséatii podendo formar redes
tridimensionais de polimeros hidrofébicos, que sao insolUveis em agua, os hidrogéis,
0S quais constituem um sistema monofasico e sdo preparados pela reticulacao,
utilizando um reagente bifuncional capaz de unir cadeias poliméricas, através de
ligacdes cruzadas, formando uma rede de cadeias capazes de absorver agua e
permanecer insoluvel. Como tal, hidrogéis de quitosana tém sido amplamente
usados em aplicagBes biomédicas, tais como engenharia de tecidos e liberacdo de
farmacos (KANG, SHEN e CHEN, 2008), o que se deve ao fato de ser considerado

um biomaterial de atividades imunoestimulantes, propriedades anticoagulantes, acao

27



antimicrobiana e antifungica, além de possuir acdo como promotor da cicatrizacdo
de feridas no campo da cirurgia (PEPPAS e LANGER, 1994).

Além de transportadores a base de lipidios bem conhecidos, tais como
lipossomas, diferentes tipos de portadores em nanoparticulas ou microparticulas
foram investigados (HALEY e FRENKEL, 2008), como o desenvolvimento de micelas
(OERLEMANS, et al, 2010), de nanoparticulas (HUYNH, et al, 2009), nanocépsulas
baseados em emulsdo (MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI, 2010; UPADHYAY,
et al, 2009) e mais recentemente transportadores poliméricos (SANSON et al, 2010).
No entanto, os transportadores de farmacos micelares exibem ainda a capacidade
de carga limitada, bem como, um controle limitado da sua taxa de liberacéo,
engquanto que os sistemas baseados em emulsdo tém limitagcbes associadas com a
necessidade de uma fase de 6leo (SANSON et al, 2010).

Ja a liberacdo de farmacos através de sistema de entrega transdérmica de
farmacos é limitada devido a absorcdo limitada pela pele. Filmes de quitosana
podem ser produzidos e quando aplicados a pele, muitas vezes causam irritacao
devido a presenca de vestigios de acido, exceto os filmes que removem primeiro
tracos de &cido; consequentemente, existe uma necessidade de desenvolver uma
forma de dosagem que forneca o medicamento numa forma sustentada. Desse
modo, 0s polimeros sintéticos e naturais, como a quitosana, sdo candidatos
especialmente interessantes, devido a sua versatilidade de propriedades
biodegradaveis e fisico-quimicas (HOARE e KOHANE, 2008; SIVAKUMAR et al,
2009).

Portanto, o objetivo deste artigo é mostrar uma revisdo bibliografica e
tecnolégica sobre o uso de quitosanas quimicamente modificadas como suporte

para moléculas biologicamente ativas.

2. Materiais e Métodos

Para a realizacdo desta pesquisa fez-se uma busca de patentes utilizando o
banco de dados de patentes European Patent Office (Espace net), United States
Patent and Trademark Office (USPTO) e o Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) do Brasil; para pesquisa de artigos as base de periddicos SCIELO,
WEB OF SCIENCE e SCOPUS foram exploradas. As buscas foram realizadas no
periodo de fevereiro/2016 a outubro/2017.
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A pesquisa foi iniciada fazendo o refinamento da busca utilizando as
combinagdes: chitosan and modified; chitosan and modified and chemically; chitosan
and modified and chemically and drug; chitosan and chemically modified and
controlled drug release; chitosan and chemically modified and aldehyde and
controlled drug release; chitosan and chemically modified and aldehyde
glutaraldehyde and controlled drug release; chitosan and chemically modified and
glioxal controlled drug release; chitosan and chemically modified and formaldehyde
controlled drug release. Para fazer a busca no INPI, utilizou-se os termos em
portugueés.

Essas combinacdes foram delimitadas aos campos de “titulo” e/ou “resumo”.
Os artigos e patentes foram publicados entre os anos de 2006 a 2017. Para analise
dos artigos, adotou-se como critérios de exclusédo artigos em duplicata e artigos de
revisdo, e como critério de inclusdo os mesmos apresentarem no titulo, resumo ou

palavras-chave os termos citados.

3. Resultados e discusséo

Os estudos relacionados a quitosana vem crescendo ao longo do tempo,
devido as suas propriedades e pelo seu potencial tecnolégico. Observa-se ao
analisar a base de dados Scopus que dos 53.144 artigos publicados com o termo
chitosan, cerca de 507 artigos estdo relacionados a quitosana modicada
guimicamente e 164 artigos estdo relacionados com drugs (Tabela 1). Quanto ao
namero de patentes observa-se um namero significativo de patentes depositadas na
base USPTO e Espacenet para quitosana, porém um nimero ainda muito baixo foi
encontrado para quitosana modificada e para quitosana modificada aplicada a
farmacos nao foi encontrado registro, mostrando ser uma area muito promissora e
gue ainda é pouco explorado a nivel de patentes.

A base SCOPUS foi escolhida para leitura e analise dos artigos porque a

mesma apresenta um numero elevado de artigos publicados no mundo.
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Tabela 01 — Combinacdes de palavras-chave utilizadas para busca nos bancos de

dados
Palavras- chave Artigos Patentes
Scopus Web of Scielo USPTO Espacenet INPI
Science

Chitosan 53.144 54.157 452 1044 > 10000 185
chitosan and modified 7.011 8.610 64 68 2.402 7
chitosan and modified and 507 648 12 5 83 3
chemically
chitosan and modified and 164 115 1 0 0 0

chemically and drug

chitosan and chemically modified 35 31 0 0 0 0
and controlled drug release

Chitosan and chemically modified 0 0 0 0 0 0
and aldehyde and controlled drug

release;

Chitosan and chemically modified 0 0 0 0 0 0

and glutaraldehyde and controlled
drug release;

Chitosan and chemically modified 0 0 0 0 0 0
and glioxal controlled drug
release;

Chitosan and chemically modified 0 0 0 0 0 0
and formaldehyde controlled drug
release.

Fonte: Autoria propria, 2017

Dentre os 164 artigos encontrados na base de dados SCOPUS com a
categoria de termos “chitosan and modified and chemically and drug” 128 foram
analisados, pois o restante eram artigos de revisdo e capitulo de livro. Destes, 35
foram encontrados com os termos “chitosan and chemically modified and controlled
drug release” dos quais apenas 28 encaixavam-se na categoria artigo, sendo 12
deles analisados na integra, pois tratavam de quitosana modificada como suporte
para moléculas biologicamente ativas.

A Figura 1 representa os resultados das publicacbes na Scopus com o0
termo “chitosan and chemically modified and controlled drug release”. Observa-se
que o ano em que houve um maior numero de publicacbes foi 2016. Pode-se

perceber que nesse ano o numero de publicacdes é superior em relacdo a anos
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anteriores; este aumento no numero de estudos mostra que essa tecnologia é
recente e emergente e que a quitosana modificada possui um elevado potencial

tecnoldgico devido as suas propriedades melhoradas.

Figura 1. Representacéo da evolucdo das publicacdoes cientificas por ano.
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Uma abordagem mais detalhada dos 12 artigos encontrados nesta
prospeccao, onde os autores trabalharam com quitosana modificada para liberacao
de farmacos, estdo descritos a seguir.

3.1 Artigos

3.1.1 Quitosana quimicamente modificada e as moléculas biologicamente
ativas

As interagOes entre as quitosanas quimicamente modicadas e o0s
farmacos pode ser benéfico biofarmaceuticamente, pois melhoram a solubilidade
e/ou modificam o perfil de liberacédo do farmaco. Neste estudo, verificou-se o uso de
diversas outras moléculas que ndo sdo especificamente farmacos, mas que sao
utilizadas com a quitosana modificada. A Tabela 02 mostra alguns dos resultados
encontrados e as moléculas biologicamente ativas usadas pelos autores em suas

pesquisas usando quitosana modificadas.
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Tabela 02: Alguns artigos encontrados e moléculas biologicamente ativas

Quitosana Modificada Moléculas Referéncia
biologicamente
ativas
Hidrogel de alginato e quitosana quimicamente modificada com Proteinas Ibrahim e EL-
carboximetil e acrilato de sédio sherbin,
(2010)
N - [(2-Hidroxi-3-trimetilaménio) propil] de cloreto de quitosana Insulina Shi, et al,
modificada gquimicamente com cloreto de (2011)
glycidyltrimethylammonium
Quitosana modificada quimicamente com N-acetil-L-cisteina Insulina Wu, et al,
(2009)
Quitosana quaternizada como polication Paclitaxel Boudou et al,
(2012)
Acetato de quitosana Cloridrato de Hemant e
propranolol Shivakumar,
(2010)
Quitosana modificada com acetaldeido e propionaldeido Etoricoxib Wahid; Sridhar
e Shivakumar,
(2008)
Oligossacarideo de quitosana quimicamente modificada com Paclitaxel Park et al,
acido biliar (acido desoxicélico e &cido litocolico) (2014)
Quitosana modificada quimicamente com acido desoxicélico Itraconazol Choi et al,
(2009)
Nano-agregado de quitosana Proteina Park et al,
(2007)
Glicol de quitosana quimicamente modificado com N-acetil- Peptideos Lee et al,
histidina (2010)
Quitosana guimicamente modificados com poli Calcitonina de Prego et al.,
(etilenoglicol)(0,5% e 1% de grau pegilacdo) salméo (2006)
O biopolimero quitosana foi quimicamente modificado por meio Vieira,
de duas sequéncias de reag0es: (i) a imobilizacdo de acrilato de Ibuprofeno Badshah e

metilo seguido por cisteamina e (ii) a sequéncia de reacdes que
envolvem imobilizagdo de sulfureto de etileno, acrilato de metilo
e, finalmente, a cisteamina.

Airoldi (2013)

Pode-se observar que had uma variedade de biomoléculas estudadas e

testadas. Algumas informacdes mais detalhadas destes artigos encontram-se a

seqguir:

3.1.2 Hidrogel de quitosana modificada

Um estudo de preparacao e avaliacédo in vitro da administragdo oral de

farmacos de proteinas utilizando hidrogel de alginato e quitosana quimicamente

modificada com carboximetil e acrilato de sédio foi realizado por Ibrahim e El-

Sherbiny (2010). Para este estudo primeiramente foi realizado a modificacdo da

quitosana e, posteriormente, preparou-se o hidrogel, onde foram feitas diferentes
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composi¢cdes para o desenvolvimento das microesferas, através do estudo o autor
concluiu que as microesferas de hidrogel sdo sensiveis a natureza do pH e que a
degradacédo destes materiais ocorre lentamente, mostrando uma alta eficiéncia de
retencdo e um perfil de liberacdo sustentada promissor da proteina modelo.

Hidrogéis de quitosana vem sendo muito utilizado e testado nos ultimos
anos. Shi, et al, (2011) prepararam um hidrogel de quitosana utilizando cloreto de
N - [(2-Hidroxi-3-trimetilam6nio) propil] de quitosana (HTCC) modificada
guimicamente com cloreto de glicidiltrimetilaménio (GTMAC). Assim, um novo
hidrogel composto foi preparado utilizando a mistura de HTCC e a-B-glicerofosfato
(a-B-GP). A gelificacdo de HTCC/GP dependia principalmente da concentragéo e da
propor¢cdo de HTCC e GP. Os autores testaram a liberagdo da insulina in vitro, e
constataram que o hidrogel dissolvido libera rapidamente o farmaco sob condicGes
acidas, enquanto que a agua absorvida, libera mais lentamente o farmaco sob
condicdes neutras ou basicas e que os hidrogéis sdo biocompativeis.

Outro hidrogel sintético similar ao da matriz extracelular (MEC) foi
preparado por ligacdo cruzada de quitosana modificada com tiol. CS foi modificada
quimicamente com N-acetil-L-cisteina (NAC) (WU, et al, 2009). Para minimizar a
interferéncia com a funcdo biolégica, o grau de substituicdo dos grupos tiol foi
mantida abaixo de 50%. Os autores puderam observar a liberag&o in vitro da insulina
e gue os resultados demonstram que os hidrogéis obtidos constituem um novo tipo
de polimeros macroporosos, biocompativeis, sintéticos, que sdo promissores em

aplicacfes de engenharia de tecidos, liberacéo de droga e cultura de células.

3.1.3 Filmes de quitosana modificada

Um dos grandes desafios na area de liberacdo de farmacos, diz respeito a
solubilidade dos farmacos em agua, pois uma grande parte dos farmacos
disponiveis comercialmente séo hidrofobicos ou exibem fraca solubilidade aquosa e
devem ser administrados utilizando um veiculo apropriado.

Boudou e colaboradores (2012), carrearam com sucesso o farmaco
anticancerigeno hidrofébico paclitaxel (PTX) em filmes com multicamada de
polieletrolito feitos de um derivado alquilado como polianion e outro poli(L-lisina) ou
quitosana quaternizada como polication. Estes filmes exibem uma alta capacidade

de incorporar 0 agente anticancerigeno seletivamente nos nanodominios
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hidrofébicos. Com esta vantagem, a quantidade carregada PTX poderia ser variada,
dependendo do niumero de camadas depositadas, concentracado inicial de paclitaxel
e do tipo de polication. Sob condi¢des fisiologicas, o farmaco incorporado foi

liberado lentamente sem exploséo inicial e os filmes permaneceram estaveis.

Curiosamente, a hidrélise enzimatica utilizando a hialuronidase, a 37° C,
acelera a liberacdo de PTX dos filmes por degradar a integridade do filme. Como os
tumores sdo conhecidos para segregar niveis elevados de hialuronidase, esta
capacidade deste sistema para libertar a PTX na presenca de hialuronidase pode
representar mais uma valia para o direcionamento de liberacdo de PTX. Além disso,
uma funcionalidade adicional pode ser fornecida para a parte hidrofilica interior das
microcdpsulas para alcangar uma distribuicdo em bi-compartimento para ambos os
farmacos hidrofobicos e hidrofilicos (BOUDOU et al, 2012).

Hemant e Shivakumar (2010) formularam e avaliaram os filmes de acetato
de quitosana para a distribuicdo transdérmica de cloridrato de propranolol. Os filmes
foram preparados utilizando o acetato de quitosana sintetizados sendo que os
mesmos exibiram propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de liberacdo de
farmaco superiores aos de quitosana. Os resultados também indicam que os filmes
de acetato de quitosana podem ser adequados para a entrega de cloridrato de
propranolol por via transdérmica, e que oferece algumas vantagens sobre outras
vias.

Filmes também podem ser preparados utilizando aldeidos para formar
bases de Schiff. Wahid, Sridhar e Shivakumar (2008) modificaram quitosana
quimicamente por tratamento com dois aldeidos diferentes como acetaldeido e
propionaldeido, para formar bases de Schiff, as quais foram nomeados como
polimero A e polimero B, respectivamente; filmes poliméricos de quitosanas livres e
guitosana modificada quimicamente/mistura de hidroxipropilmetil celulose foram
preparadas e avaliadas por varias caracteristicas fisico-quimicas; além disso, o0s
filmes foram incorporados com a droga anti-inflamatoria etoricoxib, utilizando glicerol
como plastificante. As peliculas carregadas com a droga foram reticulados com
citrato de sodio e estudaram-se as caracteristicas de penetracdo através da
membrana de didlise na pele do rato. Todas as peliculas foram avaliadas quanto a
ruptura, indice de inchamento, a absorcédo de umidade, uniformidade da espessura,
uniformidade do contetdo da droga, a resisténcia a tracdo, percentual de
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alongamento a ruptura, taxa de transmissao de vapor de agua e, estudo in vitro de
permeacdo da droga. Os autores concluiram que os sistemas transdérmicos de

etoricoxib podem ser preparados com sucesso usando a quitosana modificada.

3.1.4. Nanoparticulas de quitosana modificada

Outro estudo desenvolvido utlizando o paclitaxel, agora utilizando o
sistema de nanoparticulas, foi realizado por Park et al, (2014); neste estudo os
autores desenvolveram um transportador de paclitaxel com base em quitosana. Para
isso, um oligossacarideo de quitosana (COS) foi quimicamente modificado com
acido biliar como um grupo hidrofébico. Paclitaxel foi carregado com &acido biliar
conjuntamente com nanoparticulas de oligossacarideos de quitosana por um
processo de dialise. Os autores puderam constatar que as nanoparticulas de COS
carregadas com paclitaxel podem ser preparadas com sucesso com um rendimento
de 80% - 90% de paclitaxel e encapsulacdo de 54% a 70%. As nanoparticulas
carregadas com paclitaxel mostraram alta atividade anticancerigena, sendo que a
eficacia anti-tumor in vivo foi demonstrada com inibi¢éo significativa do crescimento
do tumor em ambos o0s grupos tratados com paclitaxel. A diminuicdo na
citotoxicidade e o aumento da atividade anti-tumoral pode conduzir a uma melhoria
no Indice terapéutico em uso clinico em comparagio como paclitaxel comercial.

Choi et al. (2009), para desenvolver o transportador de agentes
antifangicos hidrofébicos baseados em quitosana de baixo peso molecular solaveis
em agua (LMWSC), modificaram quimicamente LMWSC com &cido desoxicolico,
que é um dos acidos biliares que atuam como um grupo hidr6fobo. Nanoparticulas
de itraconazol carreado como um agente antifangico foram preparadas pelo método
de evaporacdo do solvente. O teor de farmaco e a eficiéncia de carga investigados
por espectrofotometria de UV foram de aproximadamente 9~10% e 61~68%,
respectivamente. A liberacédo da droga a partir das nanoparticulas foi lento e mostrou
caracteristicas de liberacdo controlada. Com base nos resultados do estudo de
liberacdo e devido a taxa de liberagdo lenta, o material modificado poderia ser
usados como um excelente agente anti-fungico.

Nano-agregados de quitosana usando quitosana-pluronic termo-sensivel
foram preparadas por Park et al, (2007), por meio do enxerto monocarboxil Pluronic
F127 sobre a quitosana utilizando 1-etil-3 (3- dimetilaminopropil) carbodiimida e N—
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hidroxissuccinimida. Nano-agregados de albumina de soro bovino foram preparadas
pelo método de dissolucdo direta baseada na propriedade termossensivel do
copolimero. Os resultados sugerem que nano-agregados deste material pode ser
potencialmente nanocarreados para a entrega de proteinas.

Com o objetivo de preparar e caracterizar um magneto fluorescente de
nanoparticulas poliméricas para imagens de cancer de prQstata in vivo, Lee et al,
(2010) realizaram um trabalho onde glicol de quitosana foi quimicamente modificada
com N-acetil-histidina como uma porcao hidrofébica, onde a mesma foi usada no
direcionamento de receptores peptidicos de liberacdo gastrica super expressos em
células de cancro da préstata.

Em outro estudo utilizando nanoparticulas (Prego et al, 2006), a quitosana foi
modificada quimicamente com polietilenoglicol (PEG) (0,5% e 1% de grau
peguilacdo). Para isso, nanocépsulas quitosana-PEG e nano emulsdes controle
PEG-revestidos foram obtidos pela técnica de deslocag¢do do solvente. Os autores
observaram que a presenca de PEG, quer isoladamente, quer enxertados com
quitosana, melhorou a estabilidade de nanocapsulas nos fluidos gastrointestinais;
além disso, estas nanocapsulas ndo provocam uma alteracdo significativa na
resisténcia transepitelial da monocamada. Portanto, os resultados dos estudos in
vivo mostrou a capacidade de nanocapsulas de quitosana-PEG para aumentar e
prolongar a absorcdo intestinal de calcitonina. Além disso, o grau de peguilacdo
afetou o desempenho in vivo das nanocapsulas. Por conseguinte, através da
modulacdo do grau de peguilacdo quitosana, era possivel obter nanocdpsulas com
uma boa estabilidade, uma citotoxicidade baixa e com propriedades de aumento de
absorcao.

Em outro trabalho o biopolimero de quitosana foi quimicamente modificado
por meio de duas sequéncias de reacdes: (i) pela imobilizacdo de acrilato de metilo
seguido por cisteamina e (ii) sequéncia de reacbes que envolvem imobilizacéo
sulfato de etileno, acrilato de metilo e, finalmente, a cisteamina (Vieira, Badshah e
Airoldi, 2013); os biopolimeros recém-sintetizados tém habilidades para imobilizar e
liberar de forma controlavel o farmaco nao esterdide ibuprofeno e os biomateriais
carregados com ibuprofeno revelaram que a libertagdo do farmaco é sensivel ao pH.

N&o foi observado nenhuma patente com os termos “chitosan and chemically

modified and controlled drug,
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4. Conclusoées

A quitosana modificada vem sendo bastante estudada e aplicada na liberacao
controlada de farmacos, moléculas biologicamente ativas. Neste trabalho pode-se
observar que, dentre as biomoléculas mais estudadas e testadas, encontram-se a
insulina, os peptideos e as proteinas, sendo, portanto, muito promissor os estudos
gue envolvam quitosana modificada para liberar moléculas biologicamente ativas;
observa-se ainda que a modificacdo da quitosana em filmes € a que vem sendo
mais estudada.

Foi possivel verificar também, neste trabalho, que no periodo avaliado nao foi
encontrado registros de patentes que utilizam quitosanas modificadas para liberacédo

de farmacos; o seu uso tecnolégico nao foi ainda explorado.
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CAPITULO II- INCORPORACAO E LIBERACAO DE DICLOFENACO DE SODIO
UTILIZANDO QUITOSANA MODIFICADA QUIMICAMENTE COM
GLUTARALDEIDO E ETILENODIAMINA

RESUMO

O diclofenaco de sédio é um farmaco de consumo mundial que pertence a
classe dos anti-inflamatdrios. Este estudo teve como objetivo avaliar a interacdo do
mesmo por meio de adsorcgéo e liberacdo com a quitosana modificada quimicamente
na auséncia de solvente. A quitosana pura foi modificada quimicamente com
glutaraldeido e etilenodiamina na auséncia de solventes, onde a caracterizacdo do
material, bem como a eficacia da reacado, foi realizada por varias analises. A
espectroscopia na regido do infravermelho e a ressonancia magnética nuclear no
estado solido no nucleo do carbono-13 para o material modificado, comprovou,
através da comparacdo com a quitosana pura, a incorporacdo do glutaraldeido e da
etinodiamina na quitosana. A termogravimetria mostrou o mesmo perfil de outros
biopolimeros modificados e a difracdo de raios X mostrou a perda da cristalinidade.
Através da andlise elementar pode-se observar pelas proporcdes de C, N, e H que o
material foi modificado; no caso do glutaraldeido, houve aumento na porcentagem
de carbonos, e na segunda modificacdo, 0 aumento na porcentagem de N evidencia
a reacdo com a etilenodiamina. Para o teste de adsorcao foi utilizado o material
modificado com etilenodiamina (pH=5), onde através dos resultados constatou-se
gue no tempo de 90 minutos houve melhor adsor¢éo, cuja capacidade maxima de
adsorcao foi de 122,69 (mg g™). O material quitosana modicada com glutaraldeido e
etilenodiamina foi investigado quanto ao seu potencial de liberacdo do Diclofenaco
Sadico em sistemas de liberacdo controlada, onde pode-se observar que o material

tem melhor liberacdo no pH 7,4.

palavras-chave: adsorcéo, quitosana, glutaraldeido, etilenodiamina, diclofenaco de
sadio
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ABSTRACT

Diclofenac sodium (DS) is a world-class drug that belongs to the class of anti-
inflammatories. This study aimed to study the interaction of the same by adsorption
and release with chemically modified chitosan in the absence of solvent. Pure
chitosan was chemically modified with glutaraldehyde (QMG) and ethylenediamine in
the absence of solvents (QMGE), where the characterization of the material as well
as the efficacy of the reaction was performed by several analyzes. Infrared
spectroscopy and solid state nuclear magnetic resonance at the carbon-13 nucleus
for the modified material demonstrated by comparing with pure chitosan the
incorporation of glutaraldehyde and ethynediamine into chitosan. Thermogravimetry
showed the same profile of other modified biopolymers and X-ray diffraction showed
the loss of crystallinity. By the elemental analysis it can be observed by the
proportions of C, N, and H that the material was modified, in the case of the QMG
material due to the increase in the carbon percentage, and in the second modification
the increase in the percentage of N evidences the reaction with To ethylenediamine
(QMGE). For the adsorption test, the material QMGE (pH = 5) was used, where
through the results it was found that in the 90-minute time period there was higher
adsorption, with a maximum adsorption capacity of 122.69 (mg g -1). The QMGE-DS
material was investigated for its potential release of DS in controlled release systems,
where it can be observed that the material releases better at pH 7.4.

keywords: adsorption, chitosan, glutaraldehyde, ethylenediamine, diclofenac sodium
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1.INTRODUCAO

O diclofenaco [2(2,6-diclorofenilamino]-benzeno acético monossaédico faz parte
de um grupo de farmacos antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINE’s), os quais s&o
comumente utilizados para reduzir processos inflamatérios associados com lesdes
de tecidos moles, sendo sua principal aplicacdo clinica como agente anti-inflamatoério
(HEYNEMAN; LIDAY e WALL, 2000). A estrutura do diclofenaco de sodio esta
mostrada na Figura 1.

COONa
Cl
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Cl

Figura 1: Estrutura quimica do diclofenaco de sédio

O uso prolongado e abusivo dos AINE’S pode gerar graves danos ao trato
gastrointestinal causando desde dores estomacais a severas Ulceras e hemorragias
(Batlouni, 2010). O tempo de meia vida destes farmacos bem como seus efeitos
colaterais requer um sistema de liberagdo controlada como sistema alternativo de
formulacdo. A concepcdo de um sistema de liberacdo de farmacos é geralmente
baseada em propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas do farmaco. Formas de
liberacdo convencionais de farmacos sao conhecidas por proporcionar uma
liberacdo imediata do farmaco, com pouco ou nenhum controle sobre a taxa de
liberacdo. Para atingir e manter as concentracfes plasmaticas terapeuticamente
eficazes é necessario o controle da dosagem, no sentido de evitar flutuacbes
significativas nos niveis plasmaticos (VILARINHO, 2015).

O uso de farmacos convencionais de liberacdo imediata pode levar a
flutuacbes, que no organismo pode atingir niveis abaixo da concentracdo minima
eficaz ou exceder a concentracdo tdxica, resultando em efeitos colaterais
indesejaveis, ou ainda a falta de beneficio terapéutico pretendido para o paciente.
Assim, é desejavel minimizar as variacdes temporais da concentracdo do farmaco,
usando um sistema de liberacdo modificada para evitar periodos de superdosagem

e subdosagem, existindo, assim, uma relacao direta entre a liberacdo de farmacos a
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partir deste tipo de sistema e a concentragdo do farmaco no plasma (VISERAS et
al., 2010). Para estes autores, o uso de materiais que modificam a liberacdo dos
farmacos auxilia na reducdo dos niveis indesejaveis de flutuacdes, diminuindo os
efeitos colaterais e/ou melhorando o efeito terapéutico do farmaco, aumentando a
adesdo do paciente ao tratamento, além de agregar valor comercial aos
medicamentos comercializados pela extensao da protecéo de patente.

Os materiais inorganicos porosos, incluindo derivados de silicone, podem
mostrar varias vantagens na aplicacdo para a liberacdo de farmacos. As
combinacdes entre polimeros orgéanicos e silicatos sdo candidatos atrativos para
esse sistema, pois eles podem exibir caracteristicas fisicas e quimicas vantajosas,
nao exibidas pelos constituintes isolados (AGUZZI, et al, 2013; AGNIHOTRI,
MALLIKARJUNA e AMINABHAVI, 2004). A quitosana apresenta propriedades
favoraveis de biocompatibilidade (atéxica, biodegradavel e de origem natural) e
bioatividade que a tornam muito interessante para aplicagbes na area de
biomateriais, em sistemas de liberacdo controlada, processos biotecnolégicos e
como adsorventes (CHATTERJEE et al., 2005).

Caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e perfil atdxico
fazem da quitosana excelente material a ser explorado como veiculo de formulacdes
farmacéuticas. Os sistemas poliméricos estdo sendo amplamente estudados e
utilizados, e ndo s6 permitem uma liberacdo lenta e gradual do farmaco, como
também podem possibilitar o direcionamento a alvos especificos do organismo,
como sitios de inflamacao ou tumor (CHATTERJEE et al., 2005).

Dentre os biomateriais poliméricos, a quitosana, vem sendo muito utilizada
como matriz em liberacdo de farmacos. A quitosana é um polimero linear,
biodegradavel, obtido geralmente pela desacetilacdo alcalina da quitina, que € um
polissacarideo constituido de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D glicopiranose,
ligadas através de ligagdo B-(1—4). A quitina € um polissacarideo de ocorréncia
natural; o segundo polissacarideo mais abundante do planeta, sendo somente
superado pela celulose. Da extracdo da quitina, de varios crustaceos, deriva a
guitosana que, devido ao grupo amina disposta na cadeia polimérica, possibilita uma
série de reacdes, com consequente modificacdo covalente da superficie
(CHATTERJEE et al., 2005).
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De acordo com Nunes et al, 2013, a possibilidade de se modificar
quimicamente a quitosana permite que ela se torne ainda mais atraente do ponto de
vista da aplicacdo. A presenca de um elevado percentual de grupos amino reativos
distribuidos nessa matriz polimérica possibilita inGOmeras alteracdes das
caracteristicas quimicas. A modificacdo pode ser plenamente justificada com o
intuito de melhorar suas propriedades, como tamanho de poros, resisténcia
mecanica, estabilidade quimica, como para prevenir a dissolucdo do biopolimero,
guando o0 mesmo se encontra em solucdes acidas ou para aumentar a reatividade
ou a sua seletividade e capacidade de sorcéo de varios ions metélicos.

Desse modo, diante dessas novas propriedades, aplicacdes mais especificas
podem ser vinculadas a quitosana: fabricacdo de resinas para extracdo em fase
sélida de ions metalicos, corantes e poluentes organicos (SCHATZ et al, 2003;
SABARUDIN, et al, 2005), desenvolvimento de sistemas de liberag&do controlada de
farmacos e construcao de biossensores baseados na imobilizacdo de enzimas ou de
células vivas em filmes de quitosana reticulada (CHIOU e LI, 2003; NETO et al,
2005)

Ao se empregar aldeidos bifuncionais (glioxal, glutaraldeido) como agentes de
entrecruzamento, a reticulacao ocorre via adicdo nucleofilica da amina da quitosana
a carbonila dos agentes. A reticulacdo da quitosana pode ser realizada em
condicbes homogéneas, ou seja, quando o polimero € dissolvido em acido acético e
reage com o aldeido na forma de gel, ou heterogéneas, que normalmente envolve
microesferas de quitosana (KAMARI; NGAH; LIEW, 2009).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo modificar a quitosana pura
com glutaraldeido e etilenodiamina na auséncia de solvente e verificar a capacidade
de adsorcéo e liberacédo de diclofenaco de sédio e ajustar os dados experimentais a

diferentes modelos lineares fisico-quimicos de isotermas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
A Quitosana (QP) foi adquirida da empresa Polymar, na forma de p6 e com
grau de desacetilacdo de 87% (laudo do fornecedor) e foi usada como matriz
polimérica na preparacdo dos biomateriais. Foi utilizado também: Glutaraldeido
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(Aldrich), Etilenodiamiamina (Aldrich) hidréxido de sodio (Synth), &cido cloridrico
(Synth), diclofenaco de sédio (Pharma Nostra Comercial Ltda) e agua deionizada.

Todos os reagentes utilizados foram em grau analitico e sem purificacdo prévia.

2.2. Desodorizacao da quitosana

Foi adicionado Hipoclorito de sodio a 3,6% (v/v) a suspensdo de quitosana,
agitando por 1h a 30 °C. Logo em seguida realizou-se a centrifugacéo, a 3000 rpm
por 5 minutos, e a lavagem, com agua destilada até a neutralizacdo da suspenséo,
logo apds o material foi submetido a secagem em estufa a 80 °C por 4 h e obteve o
biomaterial QP (ANDRADE, 2010).

2.3 Sintese da quitosana modificada

A quitosana pura (QP) foi modificada com glutaraldeido adicionando-se 25 mL
deste reagente a 6,0 g de quitosana, a suspensado formada foi transferida para um
reator. Em seguida o reator foi fechado e aquecido a 187 °C durante 4h. O produto
obtido foi centrifugado, lavado com agua e acetona, posteriormente seco em estufa
a 60 °C por 24 horas, obtendo-se assim o material QMG (Quitosana Modificada com
Glutaraldeido). Posteriormente o material obtido, QMG, passou por uma segunda
modificacdo em procedimento semelhante ao anterior, utilizando-se desta vez como
reagente etilenodiamina a 116 °C, obtendo-se assim o material QMGE (Quitosana
Modificada com Glutaraldeido e Etilenodiamina). As temperaturas de aquecimento

utilizadas correspondem as temperaturas de ebulicdo dos respectivos reagentes.

2.4 Caracterizacao dos materiais

Os materiais foram caracterizados por meio de técnicas de analises térmicas
como a termogravimetria (TG,) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
utilizando um instrumento Q600 V20.9 Build TA, sob atmosfera de nitrogénio a uma
taxa de fluxo de 100 mL min™® e com uma taxa de aquecimento de 10 °C min™;
realizou-se também as difragbes de Raios-X (DRX) utilizando um aparelho
Shimadzu, modelo D600-XR A, com 28 no intervalo de 5-75°. A velocidade de
varredura foi de 8,33 x 10-2 s , utilizando a fonte de radiacdo CuKa com

comprimento de onda de 154 ppm.
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Realizou-se também a espectroscopia na regido de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), analise da area superficial e anélise elementar CHN
(carbono, hidrogénio e nitrogénio). Os espectros de absorcdo na regido do
infravermelho foram obtidos utilizando pastilhas de KBr com 1 % de amostra, na
faixa de 4000 a 400 cm™ com resolucdo de 4 cm™ , com 32 acumulacdes, em um
espectrometro Bomem Hartmann & Braun MB, com transformada de Fourier. As
analises elementares de carbono e nitrogénio foram efetuadas em aparelho Perkin-
Elmer, modelo PE 2400. Os espectros de ressonancia magnética de carbono 13 no
estado solido foram obtidos em um espectrometro AC400/P Brucker com rotacdo do
angulo mégico, em 75,47 MHz, com tempo de relaxacdo de 5 s e tempo de contato
de 1 ms. As curvas termogravimétricas foram obtidas através do aparelho DuPont,
modelo 9900, com fluxo de aquecimento de 10 °C min™ , em atmosfera de argénio, a

temperatura de 100 °C.

2.5 Adsorcéao do farmaco
2.5.1 Estudo do tempo

Para estudo de adsorcdo do DS, inicialmente realizou-se a analise da influéncia
do tempo, com o intuito de encontrar 0s tempos necessarios para atingir a maxima
adsorcdo deste farmaco, para isso transferiu-se 20,0 mL da solucdo de
concentracdo 200 mgL™ do farmaco para uma série de erlenmeyers contendo
aproximadamente 35 mg do adsorvente. As amostras foram colocadas em banho
termostatizado com agitacdo orbital da marca Nova Etica & 130 rpm na temperatura
de 298£1K, por um tempo de 15 a 290 min. Retirou-se a amostra no intervalo de 15
em 15 min, para os dois primeiros tempos e a cada 30 min para os demais. O
sobrenadante foi separado e a concentracdo remanescente do farmaco na solucao
para cada intervalo de tempo, foi determinada por Espectroscopia do UV-Vis modelo
CARY 300 da varian, no comprimento de onda de 276 nm, que corresponde a faixa
de absorcdo maxima do farmaco (sendo que todas as leituras realizadas, apos todos
0s experimentos, foram em triplicata) a capacidade de adsor¢cdo do adsorvente, q
(mg g™ ), foi calculado pela Eq.2 (ALENCAR et al, 2014; BEZERRA et al, 2014;
SILVA et al 2015):

q= 1) 2)

m

onde V (L) € o volume da solucao do farmaco,
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Co (mg L™) é a concentracdo inicial da solucdo do farmaco,

Ci (mg L ) é a concentracdo da solucédo do farmaco apéds a adsorcdo em cada
tempo, t, e

m (g) a massa do adsorvente.

Para verificar se a reacao era pseudo primeira ordem ou pseudo segunda
ordem os dados experimentais obtidos foram estudados com as equacgbes
matematicas de pseudo primeira ordem (3) e pseudo segunda ordem (4), para
verificar 0 mecanismo que controla o processo de adsor¢cdo. O ajuste de pseudo-
primeira ordem é obtido a partir da Eq.3 (LAGERGREN, 1998):

K
log(qe,exp —q) = logqe,cal ——t (3)

2,303

Sendo Geexp ou ca(Mg g™ ) € a quantidade adsorvida do farmaco no equilibrio, g(mg
g' ) é a quantidade adsorvida do farmaco no tempo t (min) e Ky (min? ) é a
constante de velocidade de adsor¢do de pseudo-primeira ordem. Plotando-se o
grafico 10g(ge exp-qy €M funcédo do tempo t, obtiveram-se os parametros da equacéo de
pseudo-primeira ordem, em que Qeca€ Ki S80 0s coeficientes linear e angular,
respectivamente.

Para o modelo de pseudo-segunda ordem, a equacdo matematica é
representada pela Eg.4 e Eq.5 (HO e MCKAY, 1998):

t 1 1

Lo+ @

- 2
qt Kqu,cal de,cal

sendo K, a constante de velocidade de pseudo-segunda ordem (g mg™* min™ ).
Plotando-se o gréfico de t/g; em funcdo de t encontram-se os valores dos
coeficientes lineares e angulares, que sdo usados para calcular os valores de K; e
Je.cal, F€SpECtivamente.
A taxa inicial de adsorcdo, h (mg g™* min™ ), quando t—0 pode ser definido
como:
h=Kz(q (5)

2.5.3 Influéncia do pH

Encontrado o tempo 6timo de maxima adsorcdo fez-se o estudo da influencia
do pH das solugbes de diclofenaco de sodio, onde preparou-se solugdes (200 mg L
1Y com pH variando de 5 a 12. Em seguida, pipetou-se aliquotas de 20,0 mL de cada
solugéo e colocou-se em erlenmeyers contendo aproximadamente 35 mg da matriz.

As amostras foram agitadas utilizando banho termostatizado, em agitacdo de 130
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rpm no tempo preestabelecido de 110 min a temperatura de 298 + 1K, em seguida
efetuou-se centrifugacdo e retirou-se aliquotas da solucdo sobrenadante e fez-se

leitura de absorbancia.

2.5.4 Isotermas de adsorgéo

Uma vez que o tempo e o pH otimo foram determinados analisou-se as
isotermas de adsorcdo. Para isso preparou-se uma solucdo de DS na concentracao
1000 mg L*'e ajustou o pH. Logo apés diluiu-se esta solucdo em diferentes
concentracdes na faixa de 100-900 mg L™, em seguida 20,0 mL de cada solugéo foi
adicionada a uma massa de aproximadamente 35,0 mg da matriz. Este sistema foi
mantido em agitacdo na temperatura de 298 + 1K até atingir o tempo 6timo, em
seguida efetuou-se centrifugacao e retirou-se aliquotas da solucdo sobrenadante e
fez-se leitura de absorbancia. Aplicaram-se os modelos lineares de isotermas de
Langmuir (LANGMUIR, 1916), Freundlich (FREUNDLICH, 1906) e Temkin (TEMKIN
e PYZHEV, 1940).

Para o ajuste da isoterma experimental com a isoterma do modelo de Langmuir

utiliza-se a Eq.6 na forma linearizada (LANGMUIR, 1916):
Ce 1 Ce

=L ©)

de Amaxb Amax

sendo que ge(mg g* ) corresponde & quantidade de farmaco adsorvida pelo
adsorvente, Ce (mg L™ ) a concentracéo de equilibrio da solucdo do farmaco, b é
uma constante de proporcionalidade que engloba a constante de equilibrio e esta
relacionada com a energia livre de adsorcdo, que corresponde a afinidade entre a
superficie do adsorvente e o soluto, e gma (Mg g* ) é quantidade maxima de
farmaco que pode ser adsorvida. Plotando-se o grafico de Ceqe em fungéo de Ce
encontra-se o coeficiente angular, que corresponde a 1/qmax, € 0 coeficiente linear,
gue corresponde a 1/(bQmax)-

Os parametros de Langmuir podem e foram expressos em termos de um
fator de separacdo adimensional, R, definido pela Eqg.7, que pode assim, avaliar a

forma da isoterma.

1
1+bC,

(7)

onde Ce(mg L™ ) é a concentracdo de equilibrio mais alta e b é a constante de

RL:

Langmuir. Para uma adsorcao favoravel os valores de R, devem estar entre 0 e 1
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(O<R.<1 representa uma adsorcdo desfavoravel. R, = 1 representa uma adsor¢ado
linear e para R = 0, o0 processo de adsor¢do é irreversivel (BEZERRA et al, 2014).

Para ajustar a isoterma experimental em relacéo a isoterma de Freundlich
utiliza-se a EQ.8 na sua forma linearizada (FREUNDLICH, 1906):

Iogqe% logCe + logK; (8)
sendo que ge € Ce tém o mesmo significado da equacdo de Langmuir, K; é uma
constante relacionada com a capacidade de adsor¢do e n é uma constante
relacionada com a intensidade de adsorcdo e a espontaneidade da adsorcao,
valores de n entre 1< n >10 indicam adsorc¢éo favoravel. Os valores de K e n podem
ser obtidos através do gréafico linear de log ge em funcdo do log Ce, sendo que o
coeficiente angular é igual a 1/n e o coeficiente linear € igual ao log K.

Para ajustar a isoterma experimental também ao modelo de Temkin
utilizou-se a Eqg.9 na forma linearizada (TEMKIN, M. J.; PYZHEV, 1940):

1 1
qe:; anT + n_T lnCe (9)

sendo que nr indica, quantitativamente, a reatividade dos sitios energéticos do
material e Kt € a constante que engloba a constante de equilibrio. Os valores de Kt
e ntpodem ser obtidos através do grafico linear de ge em funcao do InCe, sendo que
o coeficiente angular é igual a 1/nt e o coeficiente linear é igual ao In Ky¢/nr. Esse

modelo considera o sistema proximo ao modelo de Langmuir.

2.6 Liberacao do Diclofenaco de Sodio

Para liberar o diclofenaco de sdédio utilizou-se as condi¢des ideais de
adsorcdo dos adsorventes (QP e QMGE) (pH ideal, tempo de saturacdo e
temperatura de 298 K), variando o tempo. Logo apdés os ensaios de adsorcado o
material adsorvente foi separado do sobrenadante por centrifugacao (a 3500 rpm por
5 min) e a concentragdo foi determinada por UV/Vis a A = 239 nm. A quantidade de
farmaco adsorvido foi calculada pela Eq.2.

Em seguida, os biomateriais adsorventes foram colocados para secar em
estufa a 353 K por 12 h. Posteriormente, os biomateriais foram pesados e colocados
em contato com 20,0 mL de agua deionizada em diferentes pHs (1,2, 6,8 e 7,4), a
298 K e sob agitacdo no tempo de saturacdo da adsorcdo. ApoOs a agitacdo, 0s
biomateriais adsorvente foram separados do sobrenadante por centrifugacdo (a

3500 rpm por 5 min) e a concentracao foi determinada por UV/Vis a A = 239 nm. A
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avaliacado quantitativa da liberacdo foi realizada usando porcentagem de liberagao,
calculado a partir da diferenga entre a quantidade adsorvida no adsorvente e pela

guantidade liberada em solucéo, conforme a Eq 10 (KYZAS et al, 2015).

%Lz%xloo (10)

onde %L é a porcentagem de liberacdo do farmaco, D (mg L™) é a quantidade
dessorvida do farmaco na solucdo, q (mg g*) é a quantidade adsorvida do farmaco
no adsorvente, V (L) € o volume de agua deionizada utilizado na liberacdo e m (g) é
a massa de adsorvente utilizada na liberagao.

Foi preparado também para analisar os perfis de liberacdo trés tampdes

pH 1,2, 6,8 e 7,4 segundo a Farmacopéia Americana 312 Edic&o (2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos Ultimos anos vem crescendo os estudos utilizando a quitosana como
matriz para liberacdo controlada de farmacos. Neste estudo a quitosana foi
modificada com aldeidos bifuncionais no intuito de melhorar suas propriedades
fisicas e quimicas. Foram feitas andlises para ver se a modificacdo foi eficiente e

estao descritas abaixo.

3.1 Analise Elementar

As guantidades dos elementos, calculados com base nos dados da andlise
elementar estdo descritos na Tabela 1. A quitosana pura possuia 5,0 mmol.g™ de
nitrogénio e, apos reacdo com glutaraldeido, o valor foi reduzido para 1,9 mmol.g™
ocasionando assim um aumento na razdo C/N de 6,7 para 25,3; comprovando a
eficacia da primeira reacdo. Esta reducdo ocorreu devido a incorporacdo do
glutaraldeido na estrutura da quitosana, com incorporacéo de Carbono, Hidrogénio e
Oxigénio, e uma reducdo de Nitrogénio, ja que nesta molécula ndo ha
disponibilidade de grupos amino. A segunda modificacdo foi confirmada pelo
aumento da concentragdo de nitrogénio, ap0s a reacdo com etilenodiamina, que
contém dois grupos amina; o valor da concentracdo de N aumentou de 1,9 para 5,8
mmol g*, ocasionando assim uma diminuicdo na razdo de C/N de 25,3 para 5,5.

Esses resultados sdo semelhantes ao encontrados por Pereira et al, (2014), onde os
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autores modificaram a quitosana com acetilacetona e etilenodiamina na auséncia

de solvente.

Tabela 1. Andlise elementar de Carbono(C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N);
guantidades molares desses elementos e as respectivas razées (C/N) entre esses

elementos para quitosana pura e seus derivados.

C H N C H N
Amostras % % % (mmol.g™) (mmol.g?)  (mmol.g?) CIN
QP 405 74 7,0 33,7 73,6 5,0 6,7
QMG 58,9 75 2,7 49,1 74,7 1,9 25,3
QMGE 38,8 65 8,2 32,4 64,7 5,8 5,6

3.2 DRX

A Figura 02 apresenta os difratogramas dos materiais QP, QMG, QMGE.
O padrao de raios X da quitosana pura apresenta uma difracdo proxima a 26 menos
intensa em torno de 10,0° e uma difracdo de alta intensidade em torno de 21,00,
correspondentes as planos de difracdo (020) e (110), respectivamente. Segundo
Uragami (2006), as fortes interagdes intra e intermolecular devido as ligagbes de
hidrogénio entre os grupos amina, alcool e amida presentes na molécula de
quitosana, faz com que esse material apresente certa cristalinidade. Observa-se que
com as modificagdes com glutaraldeido (b) e etilenodiamina(c), o pico de menor
intensidade praticamente desaparece, bem como houve também uma diminui¢cao

significativa na cristalinidade do material apds a ativagdo com glutaraldeido.
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Figura 02: Espectros de difracédo de raios -X para QP (a), QMG (b) e QMGE (c)
3.3 Analises térmicas

O objetivo de realizar as andlises de Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC) dos biopolimeros foram de verificar as transicfes fisicas e/ou quimicas
ocorridas durante o processo de decomposicado. A Figura 03 mostra as curvas DSC
de amostras de quitosanas pura e modificada. Observa-se em todos 0s materiais
(QP, QMG e QMGE) apresentam dois picos, o primeiro, endotérmico, o qual de
acordo com Santos, Soares e Dockal (2003), € correspondente ao processo de
desidratacéo, cuja area depende do historico de secagem da amostra e o segundo,
exotérmico, que corresponde ao processo de decomposi¢do, que continua além do
limite de temperatura do experimento. Os dois processos estdo coerentes com 0s
eventos observados nas curvas TG e concordam com o que foi observado por
Sreenivasan (1996) que descreveu dois eventos térmicos para amostras de

quitosana.
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Figura 03: Curvas de DSC para quitosana pura e modificada. a) QP, b) QMG e c)
QMGE

De acordo com os resultados das curvas de TG e DTG (Figura 04, 05 e 06)
pode-se observar que todos os biomateriais (QP, QMG e QMGE) apresentaram um
processo de desidratacdo, seguido da decomposicdo do biopolimero, com geracéo
de material carbonizado. Observa-se que as reacdes de modificagbes aumentam a
estabilidade da quitosana, pois com o0 aumento da temperatura, apdés a
desidratacdo, ocorre primeiramente a decomposicdo dos grupos mais externos
(grupo modificador), para posteriormente ocorrer a decomposi¢cdo da quitosana,
observa-se estes estagios de perda e a protecdo da quitosana com mais eficacia
através do resultado da segunda modificacdo (QMGE), justificando assim que a

segunda modificacdo permite a obtengédo de material com maior estabilidade.
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Figura 04: Curvas de TG e DTG para quitosana pura
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Figura 05: Curvas de TG e DTG para quitosana modificada com glutaraldeido
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Figura 06: Curvas de TG e DTG para quitosana pura e modificada com

glutaraldeido e etilenodiamina
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3.4 Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma rica fonte de
informacdo para avaliar qualitativamente a presenca de grupos incorporados a
quitosana, comprovando a modificacdo da superficie. O espectro de IR da quitosana
pura e de seus derivados foram apresentados na Figura 07. Observou-se para a
quitosana pura uma banda de estiramento axial de OH entre 3440 a 3480 cm™, que
aparece sobreposta a banda de estiramento N-H; observou-se também uma
deformagcéo axial de C = O de amida | (entre 1661 a 1671 cm™); deformacdo angular
de N-H (entre 1583 a 1594 cm™); deformacdo angular simétrica de CHs (entre 1380
a 1383 cm™); deformacdo axial de -CN de amida (por volta de 1425 cm™) e
deformac&o axial de -CN de grupos amino (entre 1308 a 1380 cm™), além de bandas
de estruturas polissacaridicas na regido de 890 — 1156 cm™. As bandas
caracteristicas sdo muito semelhantes aquelas descritas por Brugnerotto et al
(2001) e estédo presentes em todas as amostras comerciais investigadas, mostrando
que todas apresentam basicamente 0s mesmos grupos funcionais.

A modificacéo foi confirmada pelo deslocamento e alargamento da banda
em torno de 1590 cm™ (deformacdo N-H) caracteristica da quitosana, indicando o
envolvimento dos grupos amina nas reacdes de modificacdo. Na modificacdo com
glutaraldeido observa-se o surgimento da banda em torno de 1655 cm™ que pode
ser atribuida a ligacdo imina C=N e na segunda modificagcdo com etilenodiamina
ocorre uma sobreposicdo dessa banda devido a reacdo com 0 grupo amino

proveniente da etilenodiamina com o grupo C=0 originando outra ligacao imina C=N.
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Figura 07- Espectros na regido do infravermelho com transformada de Fourier para
QP (a), QMG(b) e QMGE (c)

3.5 RMN *C

A Figura 08 mostra o espectro de RMN no estado sélido de '3C para
quitosana modificada com glutaraldeido em trés temperaturas. Observa-se que
guanto maior a temperatura os picos se definem mais, ficando mais intensos
caracterizando que a altas temperaturas o material perde mais agua e que a
modificacao fica mais acentuada, justificando a temperatura utilizada na sintese que
foi de 180 °C.

57



QMG(180°C)

QMG(110°C)

QMG(90°C)

y T y T
0 100 200
Figura 08: Espectros de RMN de *3C no estado sélido para QMG

A Figura 09 mostra o espectro de RMN **C das quitosanas modificadas e
a associacao dos picos aos atomos de carbono, que se encontram em concordancia
com os dados da literatura (PUTTIPIPATKHACHORN et al, 2001; CAPITANI et al.,
2011). Observa-se a partir do espectro de RMN no estado sélido de **C exposto,
gue houve um aumento dos sinais em 31,7, 58,2 e 142 ppm, que corresponde a
CH,, C2 e C=C respectivamente, indicando a entrada da etilenodiamina na
modificacdo da quitosana modicada com glutaraldeido, formando o material QMGE.
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Figura 09: Espectros de RMN de **C no estado sélido da (a) Quitosana Pura, (b)
Quitosana Pura Lavada, ( ¢) Quitosana modificada com Glutaraldeido, (d) Quitosana

Modificada com Glutaraldeido e Etilenodiamina.

Através dos resultados das caracterizacfes foi possivel desenvolver uma

proposta de rea¢do, mostrada na Figura 6.

OH OH
H HO Glutaraldeido
NH, NH;

Figura 10: Reacdo da quitosana com gluraldeido e etilenodiamina.
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Logo apdés a confirmagdo com sucesso da modificacdo das quitosanas,

comprovada através das caracterizacdes discutidas anteriormente, verificou-se a

aplicacdo do Q

3.6 Estudo de
3.6.1 Estudo c
Através d

MGE na adsorcéo do DS.

adsorcao
inético

0 estudo do tempo, observou-se que apos um tempo de 15 min, o

material comeca a adsorver uma quantidade de farmaco bem proxima ao valor

encontrado no

equilibrio. O tempo necessério para o sistema atingir o equilibrio de

saturacao foi de 90 min (Figura 11) e os dados experimentais se ajustaram ao

modelo pseudo segunda ordem, devido a sua melhor linearidade e pelo valor de

Je(cal) S€ apresentar bem proximo ao valor do gegexp) (Tab. 2).

q,fmgg’

- ﬂ_’_._o—.—\_._—.—\_._—.
[

Figura 11: Tempo de equilibrio de adsor¢do do DS no QMGE.
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Tabela 2— Parametros cinéticos obtidos com a equacéo de pseudo primeira ordem,
pseudo segunda ordem e difusédo de intraparticula para adsor¢cado do DS em QMGE.

Adsorvato
Modelo Parametros DS
qe(exp) 37:25 (mg gl)
Pseudo primeira K1 0,32 (min™)
ordem Ge(cal) 29240,18 (mg g™
R? 0,6909
Qe(exp) 37125 (mg g-l)
K, 0,00 (min™)
Pseudo segunda 1
Je(cal) 39,34 (mgg™)
ordem )
R 0,9987
H 4,06 (mg g™ min")

De acordo com Ho, 2006, o0 modelo de pseudo segunda ordem é utilizada para
descrever 0os processos de quimiossor¢cdo, 0s quais envolve doacéo ou troca de

elétrons entre adsorvato e adsorvente.

3.6.2 Estudo do pH

A adsorcao na maioria das vezes é dependente do parametro pH. No estudo
da influéncia do pH para o diclofenaco de sodio (DS), conseguiu-se verificar que a
guantidade adsorvida pelo QMGE sofreu uma influéncia do pH, onde observou-se
uma maior quantidade adsorvida de farmaco na faixa de pH igual a 5, como

mostrado na Figura 12.
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Figura 12: Influéncia do pH na adsorcéao do DS pelo QMGE.

Esses resultados corroboram com os encontrados por Pereira et al, (2014),

onde os autores observaram que a quantidade de droga adsorvida (diclofenaco
sédico) diminuia & medida que o pH aumentava.

3.6.3 Isotermas de adsorcgéo

As isotermas experimentais de adsorcdo de DS pelo QMGE a 25 °C, 35°C e

45 °C sdo mostradas na Figura 13. Pode-se observar que nas temperaturas de 25 e
35 °C o material adsorveu melhor o farmaco em torno de 60 mg.
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Figura 13: Isotermas de adsorcdo Experimental (- m -) para a adsor¢do do farmaco

DS em solucéo aquosa para QMGE, a 25 °C (a), 35 °C (b) e 45 °C (c) realizado em
pH 5,0
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Em seguida fez-se os ajustes lineares utilizando os modelos de Freundlich,
Temkin e Langmuir. Os parametros dos modelos de Freundlich, Temkin e Langmuir

para o DS frente ao adsorvente QMGE séo apresentados nas Tab. 3,4 e 5.

Tabela 3 — Parametros obtidos com os modelos de isotermas de Langmuir,

Freundlich e Temkin para adsorcao do farmaco DS em QMGE a 25°C.

Adsorvato
Modelo Parametros Farmaco
Qmax 122,69 (Mg g°~)
_ b 0,00 (L mg™)
Langmuir 5
R 0,6870
Re 0,58
Ng 1,29
Freundlich Ke 0,41 (mg g}
R® 0,8870
nr 0,04
Temkin Kt 0,02 (Lgh
R? 0,9053

64



Tabela 4 — Parametros obtidos com os modelos de isotermas de Langmuir,

Freundlich e Temkin para adsor¢ao do farmaco DS em QMGE na temperatura de 35

°C, pH 5,0.
Adsorvato
Modelo Parametros Farmaco
Oméx 77,34 (mg g™)
Langmuir bz 0,00 (L mg’)
R 0,9797
RL 0,27
Ne 2,27
Freundlich Ke 3,21 (mg gl
R 0,9354
nrt 0,06
Temkin Kt 0,04 (L g7
R 0,9617

Tabela 5 — Parametros obtidos com os modelos de isotermas de Langmuir,

Freundlich e Temkin para adsorcao do farmaco DS em QMGE na temperatura de 45

°C, pH 5,0.
Adsorvato
Modelo Parametros Farmaco
Omax 59,95 (mg g°)
_ b 0,00 (L mg™)
Langmuir .
R 0,8950
RL 0,40
ne 1,61
Freundlich Ke 0,68 (mg g7
R? 0,8597
Nt 0,07
Temkin K+ 0,02 (L g™
R? 0,9435
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De acordo com os resultados pode-se observar que o valor do coeficiente de
correlacao linear € maior para o modelo de Temkin nas temperaturas de 25° e 45 °C;
vale ressaltar que este modelo considera o sistema proximo ao proposto por
Langmuir. J& para a temperatura de 35 °C o melhor coeficiente foi o de Langmuir. Os
modelos de Freundlich e Langmuir n&o tiveram um bom ajuste a isoterma
experimental de 25 °C e 35 °C, porém pode-se afirmar que a adsor¢éo é favoravel e
espontanea, pois o valor de R, esté dentro da faixa (O<R.<1), e o valor de ng é maior
do que 1. Observa-se a partir do sistema estudado, que a capacidade maxima de

adsorcado do DS foi de 122,69 (mg g™) frente ao adsorvente QMGE.

3.7 Liberacgéo do diclofenaco de sddio

Pode-se observar pela Figura 14 que houve uma melhor liberacdo em pH
7,4 Este resultado indica que o mecanismo de troca ibnica ndo € o mecanismo
predominante na liberacdo do farmaco do biomaterial QMGE. Isto ocorre por que a
presenca do grupo amina, na superficie do biomaterial, aumenta a densidade
eletrdnica do mesmo, o que provoca interacdes mais firmes com as moléculas do
farmaco (BEZERRA et al, 2014). Sendo assim, a liberacdo do DS da superficie do
biomaterial QMGE ocorre através de um mecanismo de dissociacao ibnica, onde
ocorre a separacdo do ion negativo (quitosana modificada com glutaraldeido e

etilenodiamina) e o ion positivo (farmaco) em solucéo aquosa.

38—_ —=— 1,2
36—_ —e—6,8
34 ]
32
30
28
26
24 ]
22 ]
20 4
18 4
16 4
14 ]
12 ]
10
84
6
4 T T T T T T T T T T T T T T T T T

1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000  800(

Tempo(mim)

L(%)

Figura 14: Estudo da liberacdo do DS variando o tempo e o pH.
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Observa-se que este mecanismo € favorecido por um meio com menor
influencia de ions, ou seja, em pHs mais baixos h& excessos de ions H+ que vao
dificultar a liberacdo das moléculas do farmaco (moléculas de massa molecular
grande), a medida que esse pH aumenta diminui essas interferéncia dos ions H+,
aumentando, assim, a liberacdo do farmaco.. Estudos realizados por Sheu et al.
(1992) e Ho et al. (1997) demonstraram a influéncia do pH &cido do meio, na
diminuicdo da velocidade de dissolucao do Voltaren* SR (liberacdo controlada). Os
autores formularam a hipétese de que o contato prévio do meio -acido com o
diclofenaco sddico, levaria a ocorréncia de deposicdo de uma camada da forma
-acida do farmaco na superficie do nucleo que, apresentando menor solubilidade em
tampéo pH 6,8 e menor ainda no pH 1,2, prejudicaria a sua liberacéo final. Este
comportamento foi confirmado por Castro (2000) a partir da realizacdo de espectros
no infravermelho do diclofenaco sédico ap6s contato com o meio acido e,

posteriormente, tampéao pH 6,8.

4. CONCLUSOES

A reacdo entre a etilenodiamina e a quitosana previamente modificada com
glutaraldeido foi realizada com sucesso, sendo comprovada principalmente a partir
de andlise elementar de carbono e nitrogénio. Além disso, os materiais obtidos
(QMG e QMGE) foram caracterizados também por espectroscopia no IV e RMN no
estado sélido de *C, comprovando tais modificacdes, bem como também foram
realizadas andlises de DRX, mostrando uma diminuicdo significativa na
cristalinidade do material apds a ativacdo com glutaraldeido e DSC, TG/DTG, onde
observou-se que as reacoes de modificacdo aumentam a estabilidade da quitosana.

A quitosana modificada com glutaraldeido e etilenodiamina na auséncia de
solvente mostrou-se eficiente na adsorcéo e liberacdo de DS, sendo que os dados
obtidos experimentalmente tiveram um melhor ajuste ao modelo de Temkin. Desta
forma, o material QMGE-DS foi investigado quanto ao seu potencial de liberacéo do
DS em sistemas de liberacdo controlada, visto que a quitosana € um material
abundante, biodegradavel e facilmente modificada, onde pode-se observar que o
material libera melhor no pH 7,4.
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CAPITULO Ill: INCORPORACAO DE DICLOFENACO DE SODIO UTILIZANDO
QUITOSANA MODIFICADA QUIMICAMENTE COM FORMALDEIDO

RESUMO

O biopolimero natural quitosna foi modificada com formaldeido, e este
biopolimero foi caracterizado difracdo de raios X, espectroscopia na regido do
infravermelho, analises térmicas e a ressonancia magnética nuclear no estado sélido
no ndcleo do carbono-13.0 biomaterial modificado foi aplicado na liberacdo do
farmaco diclofenaco de sddio, onde o equilibrio de saturacdo ocorreu em 90 min, e a
cinética do sistema se ajustou ao modelo de pseudo-primeira ordem. O estudo do
pH revelou que a adsor¢do maxima ocorreu no pH 5. As isotermas de adsorcdo se
ajustaram melhor com o modelo proposto por Freundlich nas temperaturas 298 e
308K de na temperatura de 318 K 0 modelo que melhor se ajustou foi 0 de Temkin
de acordo com o coeficiente de correlagéo linear. O estudo da liberacdo mostrou que
este processo € influenciado pelo pH, onde teve-se uma liberacdo maxima em pH
6,8. Assim, a quitosana modificada se mostrou um eficiente biomaterial tanto para a

adsorcao do farmaco diclofenaco de sédio como para a sua liberacdo

Palavras-chave: adsorcéo, liberacdo, formaldeido, diclofenaco de sddio
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ABSTRACT

The natural chitosan biopolymer was modified with formaldehyde, and this
biopolymer was characterized X-ray diffraction, infrared spectroscopy, thermal
analysis and solid state nuclear magnetic resonance at the carbon-13 nucleus. The
modified biomaterial was applied in the release of the diclofenac sodium drug, where
the saturation equilibrium occurred in 90 min, and the system kinetics conformed to
the pseudo first order model. The study of pH revealed that the maximum adsorption
occurred at pH 5. The adsorption isotherms were better adjusted with the model
proposed by Freundlich at temperatures 298 and 308K of temperature at 318 K, the
model that adjusted best was Temkin according with the linear correlation coefficient.
The release study showed that this process is influenced by the pH, where a
maximum release was obtained at pH 6.8. Thus, the modified chitosan proved to be
an efficient biomaterial for both the adsorption of the diclofenac sodium drug and its
release.

Key words: adsorption, release, chitosan, formaldehyde, diclofenac sodium
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1.INTRODUCAO

Polissacarideos naturais constituem um grupo de grande importancia tecnoldgica
muito empregados em aplicagdes industriais e médicas. (MUZZARELLI, 2009). O
polissacarideo mais abundante produzido pela fotossintese das plantas é a celulose. A
quitina € o segundo polissacarideo mais comum na natureza, € produzido por uma
variedade de animais marinhos, insetos e fungos. Pode-se considerar o mar como a fonte
principal de quitina, sendo assim os animais marinhos tém grande vantagem em relagao aos
vegetais, pois a producdo natural de quitina ndo requer grandes espacos fisicos como a
celulose. A quitosana, usualmente preparada pela desacetilacdo da quitina, através de uma
reacdo de hidrélise béasica, apresenta em maior propor¢do em sua cadeia polimérica
unidades de b-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose.

A quitosana também apresenta uma estrutura quimica similar a celulose, mas é
considerada quimicamente mais versatil do que a celulose (MATHUR, 1990). Uma ampla
revisdo das inumeras possibilidades de aplicagdes da quitina e da quitosana foi apresentada
(KUMAR, 1982). Foi destacada a versatilidade fisica que pode ser obtida a partir desses
polimeros como a obtencéo de fibras, filmes, géis, microesferas e membranas.

Propriedades favoraveis de biocompatibilidade (atoxica, biodegradavel e de
origem natural) e bioatividade da quitosana a tornam muito interessante para
aplicacBes na area de biomateriais, em sistemas de liberagdo controlada, processos
biotecnolégicos e como adsorventes (2).

A modificacdo quimicamente da quitosana permite que ela se torne ainda mais
atraente do ponto de vista da aplicacdo. A presenca de um elevado percentual de
grupos amino reativos distribuidos nessa matriz polimérica possibilita inGmeras
alteracdes das caracteristicas quimicas. Com a modificacdo deste biopolimero,
espera-se obter materiais com propriedades adsorventes superiores a superficie
inicial (3).Também podem ser empregados em formulagbes farmacéuticas como
hidrogéis, utilizados em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, e no
transporte e separacgéo de proteinas (NUNES et al, 2013).

O farmaco que vai ser liberado pela quitosana modificada neste trabalho é o
diclofenaco [2(2,6-diclorofenilamino]-benzeno acético monossodico faz parte de um
grupo de farmacos Antiinflamatérios N&o Esteroidais (AINE's), estes medicamentos
sdo comumente utilizados para reduzir processos inflamatdrios associados com
lesbes de tecidos moles, sendo sua principal aplicagdo clinica como agente anti-

inflamatorio (1). A Figura 1 mostra a estrutura desse farmaco.
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Figura 1: Estrutura quimica do diclofenaco de sédio

Os AINE’S podem gerar graves danos ao trato gastrointestinal causando desde
dores estomacais a severas Ulceras e hemorragias se forem utilizados de forma
prolongada e abusiva. O tempo de meia vida destes farmacos bem como seus
efeitos colaterais requer um sistema de liberacdo controlada como sistema
alternativo de formulacéo.

Sintetizado em 1966 (KOROLKOVAS, BURCKHALTER, 1988) o diclofenaco de
sodio (DS) esta no mercado mundial desde 1974. E o primeiro AINE'S derivado do
acido fenilacético a ser aprovado para uso. Projetado com base nas propriedades
fisico- quimicas da fenilbutazona, indometacina e acido mefenamico (SALLMANN,
1986). Acredita-se que seus efeitos farmacologicos decorram da sua capacidade de
inibir a cicloxigenase, impedindo a transformacdo do acido araquidénico em
prostaglandinas. As prostaglandinas (GIOVANNETTI, et al 1993) desempenham um
importante papel na cauda da inflamacdo, dor e febre (KOROLKOVAS,
BURCKHALTER, 1988).

A insolubilidade em condi¢cbes &cidas é, talvez, o fator mais importante a
considerar, com isso, ndo € possivel realizar a dissolucdo em valores baixos de pH,
porque somente uma pequenissima porcentagem serd dissolvida. Este fato pode
levar a conclusdes erradas e a pequena liberagcdo em condi¢cdes acidas poderia ser
interpretado como o resultado das caracteristicas favoraveis da resisténcia gastrica
da matriz que o veicula ou caracteristicas favoraveis das microcdpsulas que
impedem a liberacdo da substancia ativa, ao invés de ser interpretado como o
resultado da baixissima solubilidade do diclofenaco de sédio em valores de pH
baixos (PALOMO, BALLESTEROS, FRUTOS, 1997).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo verificar a capacidade de

adsorcado da quitosana modificada com formaldeido e etilenodiamina na auséncia de
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solvente na adsorcdo de diclofenaco de sodio e ajustar os dados experimentais a

diferentes modelos lineares fisico-quimicos de isotermas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A Quitosana (QP) foi adquirida da empresa Polymar, na forma de pé e com
grau de desacetilacdo de 87% (laudo do fornecedor) e foi usada como matriz
polimérica na preparacdo dos biomateriais. Foi utilizado também Formaldeido
(Aldrich), hidréxido de sodio (Synth), acido cloridrico (Synth), diclofenaco de sddio
(Pharma nostra Comercial Ltda) e dgua deionizada. Todos os reagentes utilizados

foram em grau analitico e sem purificagé@o prévia.

2.2. Desodorizacao da quitosana

Hipoclorito de sodio a 3,6 % (v/v) foi adicionado a suspensao de quitosana,
agitando por 1 h a 30 °C. Logo em seguida realizou-se a centrifugacao, a 3000 rpm
por 5 minutos, e a lavagem, com agua destilada até a neutralizacdo da suspenséo,
logo apds o material foi submetido a secagem em estufa a 80 °C por 4 h e obteve o
biomaterial QPL (SANIA, 2010).

2.3 Sintese da quitosana modificada

Primeiramente a quitosana pura (QP) foi modificada com formaldeido
adicionando-se 25 mL deste reagente a 6,0g de quitosana, a suspensao formada foi
transferida para um reator. Em seguida o reator foi fechado e aquecido a 96°C
durante 4h. O produto obtido foi centrifugado, lavado com agua e acetona,
posteriormente seco em estufa a 60°C por 24 horas, obtendo-se assim o material
QMF (Quitosana Modificada com Formaldeido). As temperaturas de aquecimento

utilizadas correspondem as temperaturas de ebulicdo do reagente.

2.4 Caracterizacao dos materiais
Os materiais foram caracterizados por meio de técnicas de andlises
térmicas como a termogravimetria (TG,) e a calorimetria exploratéria diferencial

(DSC) utilizando um instrumento Q600 V20.9 Build TA, sob atmosfera de nitrogénio
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a uma taxa de fluxo de 100 mL min™® e com uma taxa de aquecimento de 10° min™,
realizou-se também as difracbes de Raios-X (DRX) utilizando um aparelho
Shimadzu, modelo D600-XR A, com 28 no intervalo de 5-75°. A velocidade de
varredura foi de 8,33 x 10-2 s -1 , utilizando a fonte de radiagdo CuKa com
comprimento de onda de 154 pm. Realizou-se também a espectroscopia na regiao
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise da area superficial e
analise elementar CHN (carbono, hidrogénio e nitrogénio). Os espectros de
absorcéo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando pastilhas de KBr com 1
% de amostra, na faixa de 4000 a 400 cm-1 com resolucdo de 4 cm™ , com 32
acumulagdes, em um espectrometro Bomem Hartmann & Braun MB, com
transformada de Fourier. As analises elementares de carbono e nitrogénio foram
efetuadas em aparelho Perkin-Elmer, modelo PE 2400. Os espectros de ressonancia
magnética de carbono 13 no estado sélido foram obtidos em um espectrémetro
AC400/P Brucker com rotacdo do angulo mégico, em 75,47 MHz, com tempo de
relaxacdo de 5s e tempo de contato de 1ms. As curvas termogravimétricas foram
obtidas através do aparelho DuPont, modelo 9900, com fluxo de aquecimento de 10
°C min™ , em atmosfera de argdnio, a temperatura de 100 °C.

ApOs a caracterizagdo dos materiais foi realizado o estudo de adsorgéo
utilizando como matriz adsorvente o QMF como adsorbato e o farmaco diclofenaco
de sédio (DS).

2.5 Estudo de adsorcgao

Para estudo de adsorc¢éo do DS, inicialmente realizou-se a analise da influéncia
do tempo, com o intuito de encontrar 0s tempos necessarios para atingir a maxima
adsorcao deste farmaco, para isso transferiu-se 20,0mL da solugéo de concentracao
200 mg.L™ do fArmaco para uma série de erlenmeyers contendo aproximadamente
35 mg do adsorvente. As amostras foram colocadas em banho termostatizado com
agitac&o orbital da marca Nova Etica a 130 rpm na temperatura de 298+1K, por um
tempo de 15 a 290 min. Retirou-se a amostra no intervalo de 15 em 15 min, para os
dois primeiros tempos e de 30 em 30 min para os demais. O sobrenadante foi
separado e a concentracdo remanescente do farmaco na solucdo para cada
intervalo de tempo, foi determinada por Espectroscopia do UV-Vis modelo CARY

300 da varian, no comprimento de onda de 276 nm, que corresponde a faixa de
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absorcdo maxima do farmaco. Os dados experimentais obtidos foram estudados
com as equacBes mateméaticas de pseudo primeira ordem (1) e pseudo segunda
ordem (2), para verificar 0 mecanismo que controla o processo de adsorc¢éao.

Para verificar se a reacdo era pseudo primeira ordem ou pseudo segunda
ordem os dados experimentais obtidos foram estudados com as equacgbes
matematicas de pseudo primeira ordem (1) e pseudo segunda ordem (2), para
verificar o mecanismo que controla o processo de adsor¢cdo. O ajuste de pseudo-
primeira ordem € obtido a partir da Eq.3 (LAGERGREN, 1998):

1

109 (qeexp = 4t) = l0gqecat = 7555t (1)

Sendo Geexp ou cal)(Mg g’ ) é a quantidade adsorvida do farmaco no equilibrio, q«mg
g' ) é a quantidade adsorvida do farmaco no tempo t (min) e Ky (min? ) é a
constante de velocidade de adsorcdo de pseudo-primeira ordem. Plotando-se o
grafico 10g(ge exp-qy €M funcéo do tempo t, obtiveram-se os parametros da equacéo de
pseudo-primeira ordem, em que Jeca © K1 S80 0s coeficientes linear e angular,
respectivamente.

Para o modelo de pseudo-segunda ordem, a equacdo matematica é

representada pela Eg.4 e Eq.5 (HO e MCKAY, 1998):

t 1 1

oy s @

- 2
43 Kqu,cal de,cal

sendo K, a constante de velocidade de pseudo-segunda ordem (g mg™* min™ ).
Plotando-se o gréfico de t/g; em funcdo de t encontram-se os valores dos
coeficientes lineares e angulares, que séo usados para calcular os valores de K; e
Je.cal, F€SpECtivamente.
A taxa inicial de adsorcdo, h (mg g* min™® ), quando t—0 pode ser
definido como:
h=K(q (3)

Encontrado o tempo 6timo de méaxima adsorcéo fez-se o estudo da influencia
do pH das solucdes de diclofenaco de sddio, onde preparou-se solugdes (200 mg L
Y com pH variando de 5 a 12. Em seguida, pipetou-se aliquotas de 20,0 mL de cada
solucéo e colocou-se em erlenmeyers contendo aproximadamente 35 mg da matriz.
As amostras foram agitadas utilizando banho termostatizado, em agitacdo de 130
rpm no tempo pré-estabelecido de 110 min a temperatura de 298+1K, em seguida
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efetuou-se centrifugacdo e retirou-se aliquotas da solucdo sobrenadante e fez-se
leitura de absorbéancia.

Uma vez que o tempo e o pH o6timo foram determinados analisou-se as
isotermas de adsorcdo. Para isso preparou-se uma solucédo de DS na concentracao
1000 mg.L?e ajustou o pH. Logo apés diluiu-se esta solucdo em diferentes
concentracdes na faixa de 100-900 mg L™, em seguida 20,0 mL de cada solugéo foi
adicionada a uma massa de aproximadamente 35,0 mg da matriz. Este sistema foi
mantido em agitacdo na temperatura de 298+1K até atingir o tempodtimo, em
seguida efetuou-se centrifugacao e retirou-se aliquotas da solu¢do sobrenadante e
fez-se leitura de absorbancia. Aplicaram-se os modelos lineares de isotermas de
Langmuir (6), Freundlich (7) e Temkin (8).

2.6 Liberacao do Diclofenaco de Sodio

Para liberar o diclofenaco de sédio utilizou-se as condi¢cbes ideais de
adsorcdo dos adsorventes (QP e QMFE) (pH ideal, tempo de saturagdo e
temperatura de 298 K), variando o tempo. Logo apés os ensaios de adsor¢cao o
material adsorvente foi separado do sobrenadante por centrifugacdo (a 3500 rpm por
5 min) e a concentragao foi determinada por UV/Vis a A = 239 nm.

Em seguida, os biomateriais adsorventes foram colocados para secar em
estufa a 353 K por 12 h. Posteriormente, os biomateriais foram pesados e colocados
em contato com 20,0 mL de agua deionizada em diferentes pHs (1,2, 6,8 e 7,4), a
298 K e sob agitacdo no tempo de saturacdo da adsorcdo. Apos a agitacdo, 0S
biomateriais adsorvente foram separados do sobrenadante por centrifugacéo (a
3500 rpm por 5 min) e a concentracao foi determinada por UV/Vis a A =239 nm. A
avaliacao quantitativa da liberacdo foi realizada usando porcentagem de liberagao,
calculado a partir da diferenga entre a quantidade adsorvida no adsorvente e pela

quantidade liberada em solucéo, conforme a Eq 6 (KYZAS, 2015).

%L::%leOO (6)

onde %L é a porcentagem de liberacdo do farmaco, D (mg L™) é a quantidade
dessorvida do farmaco na solucdo, q (mg g*) é a quantidade adsorvida do farmaco
no adsorvente, V (L) € o volume de agua deionizada utilizado na liberacdo e m (g) é

a massa de adsorvente utilizada na liberagao.
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Foi preparado também para analisar os perfis de liberagdo trés tampdes
pH 1,2, 6,8 e 7,4 segundo a Farmacopéia Americana 312 Edi¢cdo (2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos estudos tém sido realizados utilizando a quitosana pra liberacdo de
farmacos. (LIU, SU e LAI, 2004; MUZZARELLI, 2009). Neste estudo foi utilizado o
formaldeido como agente modificador da quitosana. A tabela 1 mostra as
guantidades dos elementos, calculados com base nos dados da anélise elementar.
A quitosana pura possuia 7,0 % de nitrogénio e, apos reacdo com formaldeido, o
valor foi reduzido para 6,4%; comprovando a eficacia da primeira reacdo. Esta
reducdo ocorreu devido a incorporacdo do formaldeido na estrutura da quitosana,
com incorporacao de Carbono, Hidrogénio e Oxigénio, e uma reducédo de Nitrogénio,

ja que nesta molécula ndo ha disponibilidade de grupos amino.

Tabela 1. Andlise elementar de Carbono(C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N), da
quitosana pura e seu derivado
Amostras C H N
% % %
QP 405 74 7,0
QMF 416 7,2 64

3.1 DRX

Os difratogramas de raios-X demostraram que houve mudangas na
cristalinidade da quitosana apos a reacdo de formaldeido, devido a mudanca na
estrutura do biomaterial, como mostrado na Figura 2. O padrdo de raios X da
quitosana pura apresenta uma difracdo proxima a 26 menos intensa em torno de
10,0° e uma difracdo de alta intensidade em torno de 21,0° correspondentes as
planos de difracdo (020) e (110), respectivamente, como mostra a figura 2 que
apresenta os difratogramas dos materiais QP, QMF. De acordo com Uragami (2006),
as fortes interagdes intra e intermolecular devido as liga¢gBes de hidrogénio entre os
grupos amina, alcool e amida presentes na molécula de quitosana, faz com que

esse material apresente certa cristalinidade. Observa-se que com a modificacdo o
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pico em torno de 10,0° de menor intensidade aumenta sua intensidade bem como

um pequeno aumento na cristalinidade do material.

—— QMF

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T T
(o] 20 40 60 80

20

Figura 2: Espectros de difracdo de raios -X para quitosana pura (QP) e modificada
com formaldeido (QMF)

3.2 Andlises térmicas

Os resultados das curvas de TG e DTG (Figura 3 e 4) pode-se observar
gue os biomateriais (QP, QMF) apresentaram um processo de desidratacéo, seguido
da decomposicéo do biopolimero, com geracdo de material carbonizado. Observa-se
que as reacdo de modificacdo aumenta a estabilidade da quitosana, pois com o
aumento da temperatura o material perde menos massa, apés a desidratacao,
ocorre primeiramente a decomposicdo dos grupos mais externos (grupo

modificador), para posteriormente ocorrer a decomposi¢cdo da quitosana.
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Figura 3: Curvas de TG a quitosana pura (a) e modificada (b)
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Figura 4: Curvas DTG para quitosana pura (a) e modificada com formaldeido(b)
3.3 Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier

O espectro de absorcdo no infravermelho (IV) da amostra QP e QMF é
apresentado na Figura 5. As principais bandas observadas nos espectros IV da
amostra de quitosana pura foram: banda de estiramento axial de OH entre 3440 a
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3480 cm-1, a qual aparece sobreposta a banda de estiramento N-H; deformacéao
axial de C = O de amida | (entre 1661 a 1671 cm-1); deformacgdo angular de N-H
(entre 1583 a 1594 cm-1); deformacao angular simétrica de CH3 (entre 1380 a 1383
cm-1); deformacéo axial de -CN de amida (por volta de 1425 cm-1) e deformacéo
axial de -CN de grupos amino (entre 1308 a 1380 cm-1), além de bandas de
estruturas polissacaridicas na regido de 890 — 1156 cm-1. Todas as bandas
caracteristicas sdo muito semelhantes aquelas descritas por Brugnerotto et al, 2001,
mostrando que todas apresentam basicamente os mesmos grupos funcionais.. A
modificacao foi confirmada pelo deslocamento e alargamento da banda em torno de
1590 cm™ (deformacéio N-H) caracteristica da quitosana, indicando o envolvimento
dos grupos amina nas reacdes de modificacdo. Na modificacdo com formaldeido
observa-se o surgimento da banda em torno de 1655 cm™ que pode ser atribuida a

ligagéo imina C=N.

Cz O -CN

OH C=N

[ T T T T T T T T T

T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm )

Figura 5 - Espectros na regiao do infravermelho com transformada de Fourier para

QP (a), QMF(b)
Através dos resultados das caracteriza¢des foi possivel desenvolver uma

proposta de reacao, mostrada na Figura 6.
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Figura 6. Reacdo da quitosana com formaldeido.

Logo apo6s a confirmacdo com sucesso da modificagcdo das quitosanas,
comprovada através das caracterizacdes discutidas anteriormente, verificou-se a
aplicacdo do QMF na adsorcéao do DS.

O tempo de adsor¢cédo € uma das caracteristicas mais importantes que regem a
taxa de adsorcao do soluto. Ele representa a eficiéncia do adsorvente na adsorgéo
e, portanto, determina seu potencial para esta aplicacdo (FATHI, 2015). Através do
estudo do tempo, observou-se que apdés um tempo de 15 min, o material QMF
comeca a adsorver uma quantidade de farmaco bem préxima ao valor encontrado
no equilibrio (Fig.7). O tempo necessario para 0 sistema atingir o equilibrio de
saturacao foi de 90 min e os dados experimentais se ajustaram ao modelo pseudo

primeira ordem com R?=0,9989, devido a sua melhor linearidade.

s ——E—=m — .
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Figura 7: Tempo de equilibrio de adsor¢céo do DS no QMF
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A adsorcdo na maioria das vezes € dependente do parametro pH, no estudo da
influéncia do pH para o diclofenaco de sédio (DS), conseguiu-se verificar que a
guantidade adsorvida pelo QMF sofreu uma influéncia do pH, onde observou-se uma
maior quantidade adsorvida de farmaco na faixa de pH igual a 5, como mostrado na

Fig.8.
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Figura 8: Influéncia do pH na adsorcao do DS pelo QMF.

As isotermas experimentais de adsorcdo de DS pelo QMF a 25°C, 35°C e
45°C sdo mostradas na Figura 9. Pode-se observar que houve adsorgcéo pelo
material QMF de 11,39; 22,7; 46,5 mg nas temperaturas de 25, 35 e 45°C

respectivamente.
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Figura 9 - Isotermas de adsorcado Experimental (- m -) para a adsor¢édo do farmaco
DS em solugéo aquosa para QMF, a) 25 °C , b)35 °C e c) 45 °C realizado em pH 5,0
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A anadlise dos dados experimentais das isotermas de adsorcdo ajustados a
diferentes modelos de adsor¢cdo é uma etapa importante para se determinar qual
modelo é adequado para aquela determinada isoterma. Trés modelos classicos
foram utilizados neste trabalho: Langmuir, Freundlich e Temkin. Os dados

calculados a partir das equacdes linearizadas destes modelos estdo na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros obtidos com os modelos de isotermas de Langmuir,
Freundlich e Temkin para adsorcado do farmaco DS em QMF a 25° (298 K), 35°C
(308 K) e 45°C (318 K).

Adsorvente Isoterma Pardmetros Temperatura
25°C 35°C 45°C
298 K 308 K 318 K
dm (Mg ™) -53,59 4,29 -30,09
Langmuir = g™ 031 111x10° | -0.80
R® -0,0530 0,6991 0,3555
QMF =3 5 -
Ke(L g) 8,21x10 3,37x10 8,61x10
Freundlich 4
Ng 0,87 0,42 0,61
R® 0,9223 0,9095 0,9196
Ar(L mg™) 0,01 4,25x10° 5,21x10°
Temkin 3
br(J mol™) 393,56 143,34 81,85
R® 0,8657 0,8245 0,9650

De acordo com os resultados para o material QMF pode-se observar que o
valor do coeficiente de correlacdo linear é maior para o modelo Freundlich nas
temperaturas 298 e 308K de na temperatura de 318 K o modelo que melhor se
ajustou foi o de Temkin.

Para o ajuste da isoterma experimental com a isoterma do modelo de
Langmuir utilizou-se a equacao (A) na forma linearizada:

el @)
qe qméxb qméx

BN

sendo que Qe corresponde a quantidade de soluto adsorvida por massa de
adsorvente, C. a concentracdo de equilibrio do soluto, b € uma constante de
proporcionalidade que engloba a constante de equilibrio e esta relacionada com a

energia livre de adsorcdo, que corresponde a afinidade entre a superficie do
87



adsorvente e o0 soluto, e gmax € uma constante que representa a cobertura do
adsorvato em uma monocamada, ou seja, a maxima adsorcao possivel, quantidade
maxima de soluto que pode ser observada. Caso o sistema obedeca ao modelo da
isoterma de Langmuir, o gréfico Ce¢/qe em funcdo de C. deve conduzir uma reta,
sendo que o coeficiente angular corresponde a 1/qmax € 0 coeficiente linear 1/(bQmax).
Assim, o grafico linear C¢/ge em funcdo de C. confirma a validade do modelo de
Langmuir para o processo (LANGMUIR, 1916).

Os parametros de Langmuir podem ser expressos em termos de um fator de
separacdo adimensional, R, definido pela equacdo (B), podendo assim, avaliar a
forma da isoterma.

R =
1+bC,

(B)

Onde C. é a concentracdo de equilibrio mais alta (mg L") e b é a constante de
Langmuir. Para uma adsorcdo favoravel os valores de R devem estar entre 0 e 1
(O<R.<1), enquanto, R > 1 representa uma adsorcéo desfavoravel. R .= 1 representa
uma adsorcdo linear e para Ri= 0 o processo de adsorcdo € irreversivel
(LANGMUIR, 19186).

Para o ajuste da isoterma experimental com a isoterma do modelo de

Freundlich, utilizou-se a equacéao (C) na forma linearizada:

logq, = % logC, +logK; ©

sendo que ge € Ce ttm 0 mesmo significado da equacdo de Langmuir, K; é uma
constante relacionada com a capacidade de adsorcdo e n é uma constante
relacionada com a intensidade de adsorcdo e a espontaneidade da adsorcéo,
guando este valor é maior que um. Os valores de Kie n podem ser obtidos através
do grafico linear de log ge em funcdo do log Ce, sendo que o coeficiente angular &
igual a 1/n e o coeficiente linear € igual ao log K; (FREUNDLICH, 1906).

A isoterma experimental também foi ajustada ao modelo de Temkin utilizando
a equacao (D) na forma linearizada:

qe:%In K; +élnCe (D)

sendo que nt indica, quantitativamente, a reatividade dos sitios energéticos do

material e K1 € a constante que engloba a constante de equilibrio. Os valores de Kre
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nr podem ser obtidos através do grafico linear de ge em funcéo do InC,, sendo que o
coeficiente angular € igual a 1/nte o coeficiente linear é igual ao InK¢/nt (TEMKIN,
1940). Este modelo considera o sistema proximo ao proposto por Langmuir
(LANGMUIR, 19186).

3.4 Liberacgéo do diclofenaco de sddio

O estudo do pH foi realizado afim de se observar em qual pH ocorria a
maior quantidade de liberacdo do farmaco (Figura 10). A Figura 10 apresenta o
gréfico de liberacdo do DS variando o pH, onde se pode observar que houve uma
melhor liberacdo em pH 6,8 do farmaco DS, uma menor liberagdo em pH &acido
também foi observado no estudo da liberacédo da teofilina a partir de microesferas de
caseina em fluidos géstrico e intestinal simulados, a pH 1,5. Estudos realizados por
Sheu et al. (1992) e Ho et al. (1997) demonstraram a influéncia do pH acido do meio,
na diminuicdo da velocidade de dissolucdo de comprimidos de Voltaren* SR
(liberacdo controlada). Os autores formularam a hipétese de que o contato prévio do
meio -acido com o diclofenaco sédico, levaria ocorréncia de deposicdo de uma
camada da forma -acida do farmaco na superficie do ndcleo que, apresentando
menor solubilidade em tampéo pH 6,8 e menor ainda no pH 1,2, prejudicaria a sua
cedéncia final. Este comportamento foi confirmado por Castro (2000 ). [32] a partir
da realizacéo de espectros no infravermelho do diclofenaco sédico apos contato com
0 meio -acido e, posteriormente, tampéao pH 6,8.
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Figura 10: Estudo da liberacdo do DS variando o tempo e o pH.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho a quitosana foi modificada com formaldeido. A analise de
DRX mostrou que ocorreu um aumento da cristalinidade da quitosna apds a reacao
de modificacdo. Pelos graficos de analises térmicas, verificou-se que ocorreram
alteracbes na estabilidade térmica da quitosana apds a reacdo. A quitosana
modificada apresentou um bom desempenho na adsor¢cdo do farmaco diclofenaco
de sddio. O estudo cinético mostrou que o tempo de saturacdo foi de 90 min, e o
modelo cinético que apresentou o melhor ajuste foi o0 de pseudo-primeira ordem. O
estudo do pH mostrou que o processo de adsorcdo do farmaco € influenciado pelo
pH da solucéo. O estudo da concentragdo mostrou que o aumento da concentracao
da solugcdo do farmaco provocou o aumento da adsorcdo do farmaco pelo
biomaterial As isotermas de adsorcao se ajustaram melhor com o modelo proposto
por Freundlich nas temperaturas 298 e 308K de na temperatura de 318 K o modelo
gue melhor se ajustou foi o de Temkin de acordo com o coeficiente de correlagao
linear. O estudo da liberagdo mostrou que este processo € influenciado pelo pH,
onde teve-se uma liberacdo maxima em pH 6,8. Portanto, a quitosana modificada se
mostrou um eficiente biomaterial tanto para a adsorcdo do farmaco diclofenaco de

sédio como para a sua liberacgéo.
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CAPITULO IV: INCORPORACAO DE DICLOFENACO DE SODIO UTILIZANDO
QUITOSANA MODIFICADA QUIMICAMENTE COM GLIOXAL

Resumo

Nés Ultimos anos tem aumentado o estudo sobre a utilizacdo de
biopolimeros naturais e seus derivados modificados na liberacdo controlada de
farmacos. Contudo, ndo ha na literatura estudos sobre a utilizagdo da quitosana
modificada com glioxal na liberacdo do farmaco diclofenaco de sodio. Portanto,
neste estudo foi realizado a sintese da quitosana modificada com glioxal através da
reacdo da quitosana pura com glioxal. A eficacia da reacdo foi observada por
difracdo de raios X, espectroscopia na regido do infravermelho, analises térmicas e a
ressonancia magnética nuclear no estado solido no nucleo do carbono-13. O estudo
de adsorcao do farmaco diclofenaco de s6dio em meio aquoso foi realizado variando
o tempo, pH e concentracdo. Os resultados mostraram que o biomaterial melhor
adsorveu em pH=6, onde através dos resultados constatou-se que no tempo de 40
minutos comecou a saturacdo da adsorcao. O biomaterial foi investigado quanto ao
seu potencial de liberacdo do Diclofenaco Sdédico em sistemas de liberacéo
controlada, onde pode-se observar que o material tem melhor liberagéo no pH 7,4.

Palavras-chave: adsorcgéo, liberacdo, quitosana, glioxal, diclofenaco de sodio
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ABSTRACT

In recent years we have increased the study on the use of natural biopolymers and
their modified derivatives in the controlled release of drugs. However, there is no
literature on the use of glyoxal-modified chitosan in the release of the diclofenac
sodium drug. Therefore, in this study the synthesis of chitosan modified with glyoxal
was carried out through the reaction of pure chitosan with glyoxal. The efficacy of the
reaction was observed by X-ray diffraction, infrared spectroscopy, thermal analysis
and solid state nuclear magnetic resonance at the carbon-13 nucleus. The
adsorption study of the diclofenac sodium drug in aqueous medium was carried out
varying the time, pH and concentration. The results showed that the biomaterial
adsorbed at pH = 6, where through the results it was observed that in the time of 40
minutes the adsorption saturation began. The biomaterial was investigated for its
potential release of Diclofenac Sodium in controlled release systems, where it can be
observed that the material has a better release at pH 7.4.

Key words: adsorption, release, chitosan, glyoxal, diclofenac sodium
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1.INTRODUCAO

A quitosana é derivada da quitina, subproduto da casca de crustaceos, €
uma substancia cuja estrutura € semelhante a da celulose, sendo considerada,
depois dela, o polimero mais abundante do planeta. A quitosana € obtida por um
processo de desacetilacdo alcalina, retira-se o grupo acetil, obtendo-se uma
substéancia facilmente soltvel em &gua acidificada e que tem a capacidade de formar
interacdes quimicas com materiais hidrofébicos e anibnicos, pois possui grupos
catibnicos, além de formar compostos biodegradaveis. A quitosana € um material
biodegradavel e atéxico, é uma substancia que vem sendo utilizada na biomedicina,
na inddstria de cosméticos, na agricultura, como fibra téxtil e no tratamento de agua.
Aplicada na biomedicina ela € um biomaterial que favorece a reconstituicdo
fisiolégica da pele (BIAGINI et al, 1992). Estuda-se também sua acdo antitumoral e
imunossupressora (SUGANO et al, 1992; SUZUKI et al, 1986).

O uso da quitosana tem se dado particularmente pelo fato de que a
mesma possui grande capacidade adsortiva, baixo custo e ndo se caracteriza como
um material poluente. Outra qualidade desse biopolimero é a sua facilidade em ser
modificada com outras substancias, no sentido de melhorar as suas caracteristicas
sequestrantes.

A estrutura da quitosana é constituida de unidades R-(1—4)-2-amino-2-
deoxi-Dglucopiranose e 3-(1—4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranose ~ em
proporcdes variaveis. Esta estrutura possui fortes interacfes intermoleculares e
regularidade estrutural, e devido a isso a quitosana apresenta insolubilidade em
agua, mas dissolve em solucdes acidas diluidas, comportando-se como um
polieletrolito. Essa solubilidade esta relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (NHz * ) na cadeia polimérica. A repulsdo eletrostatica entre as cadeias
€ maior quanto maior for a quantidade destes grupos, causando um aumento no
volume hidrodinamico do polimero e na viscosidade da solucdo. Suas propriedades
em solucdo sao estudadas através da variacdo de diferentes parametros, como
concentracdo da solucdo, pH, forca ibnica, temperatura e concentracdo de sal
(SANTOS et al, 2003).

Os grupos reativos NH, e OH presentes em sua estrutura, possibilita
diversas modificagcdes quimicas, responsaveis por mudancas nas propriedades
fisico-quimicas do polimero e expansdo dos seus campos de aplicagdo. A alquilagcédo
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redutiva tem despertado interesse pelo potencial de aplicagdo em varias areas
dentre as reagfes quimicas realizadas com a quitosana (KURITA, 2001) Os grupos
amino livres da quitosana podem reagir com aldeidos e cetonas gerando iminas
(base de Schiff), que podem ser convertidas a derivados N-alquil pela redu¢do com
borohidreto de sédio ou cianoborohidreto de sédio (YANG, 2002 e DESBRIERES
2004). O carater catibnico da quitosana em solu¢des aquosas acidas, e a insercao
de grupos hidrofébicos na cadeia polimérica através de reacbes de alquilagéo,
possibilitam a formacdo de polimeros anfifilicos com caracteristicas de grande
interesse. Em meio aquoso, os grupos hidrofébicos se associam para minimizar o
seu contato com a 4gua, gerando agregados intra ou intermoleculares.

A viscosidade da solucdo polimérica tem um aumento significativo devido
a formacdo de agregados juntamente com as repulsfes eletrostaticas nos
polieletrélitos. O potencial desses polieletrélitos modificados hidrofobicamente tem
sido explorado em numerosos processos tecnolégicos, como modificadores
reologicos em industrias de tintas, cosméticos e alimentos; em processos de
floculacdo na separacdo de emulsdes Oleo/agua e floculacdo de suspensdes
celulares; no tratamento de efluentes, pois esses compostos tém alta capacidade de
retencdo de metais. Também podem ser empregados em formulagcfes farmacéuticas
como hidrogéis, utilizados em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, e no
transporte e separacéo de proteinas (DESBRIERES , 2004 e BARANY 2004).

O diclofenaco de soédio (DS), 2-[(2,6- diclorofenillamino]benzenoacetato
de sodio (Figura 1), esta entre os anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES) mais
utilizados no mundo. E um farmaco instavel em meio acido, tendo seu uso limitado
pela alta incidéncia de efeitos indesejaveis sobre o trato gastrintestinal (SANTOS et
al., 2007).

COONa
Cl

H
N

Cl

Figura 1: Estrutura quimica do diclofenaco de sédio
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O tempo de meia vida deste farmaco bem como seus efeitos colaterais
requer um sistema de liberag&o controlada como sistema alternativo de formulacao.

Portanto, este trabalho tem como objetivo modificar a quitosana por
alquilacao redutiva, utilizando glioxal. visando a liberacdo controlada do farmaco

diclofenaco de sédio.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A Quitosana (QP) foi adquirida da empresa Polymar, na forma de pé e com
grau de desacetilacdo de 87% (laudo do fornecedor) e foi usada como matriz
polimérica na preparacdo do biomaterial. Foi utilizado também Glioxal (Aldrich),
hidréxido de sodio (Synth), acido cloridrico (Synth), diclofenaco de sadio (Pharma
nostra Comercial Ltda) e agua deionizada. Todos os reagentes utilizados foram em

grau analitico e sem purificacéo prévia.

2.2. Desodorizacao da quitosana

Adicionou-se Hipoclorito de sddio a 3,6 % (v/v) a suspensdo de quitosana,
agitando por 1 h a 30 °C. Logo em seguida realizou-se a centrifugacao, a 3000 rpm
por 5 minutos, e a lavagem, com agua destilada até a neutralizacdo da suspenséo,
logo apds o material foi submetido a secagem em estufa a 80 °C por 4 h e obteve o
biomaterial QPL (SANIA, 2010).

2.3 Sintese da quitosana modificada

Primeiramente a quitosana pura (QP) foi modificada com glioxal adicionando-se
25 mL deste reagente a 6,0g de quitosana, a suspensao formada foi transferida para
um reator. Em seguida o reator foi fechado e aquecido a 51 °C durante 4h. O
produto obtido foi centrifugado, lavado com agua e acetona, posteriormente seco em
estufa a 60°C por 24 horas, obtendo-se assim o material QG (Quitosana Modificada
com Glioxal). As temperaturas de aquecimento utilizadas correspondem as

temperaturas de ebulicdo dos respectivos reagentes.
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2.4 Caracterizacao dos materiais

A caracterizacdo se deu por meio de técnicas de andlises térmicas como
a termogravimetria (TG,) e a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) utilizando um
instrumento Q600 V20.9 Build TA, sob atmosfera de nitrogénio a uma taxa de fluxo
de 100 mL min™ e com uma taxa de aquecimento de 10 ° min™, realizou-se também
as difragbes de Raios-X (DRX) utilizando um aparelho Shimadzu, modelo D600-XR
A, com 28 no intervalo de 5-75°. A velocidade de varredura foi de 8,33 x 10-2 s -1,
utilizando a fonte de radiagdo CuKa com comprimento de onda de 154 pm. Realizou-
se também a espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), andlise da area superficial e andlise elementar CHN (carbono,
hidrogénio e nitrogénio). Os espectros de absor¢éo na regido do infravermelho foram
obtidos utilizando pastilhas de KBr com 1 % de amostra, na faixa de 4000 a 400 cm-
1 com resolucdo de 4 cm® , com 32 acumulacdes, em um espectrémetro
BomemHartmann & Braun MB, com transformada de Fourier. As analises
elementares de carbono e nitrogénio foram efetuadas em aparelho Perkin-Elmer,
modelo PE 2400. Os espectros de ressonancia magnética de carbono 13 no estado
solido foram obtidos em um espectrémetro AC400/P Brucker com rotagcdo do angulo
magico, em 75,47 MHz, com tempo de relaxacdo de 5s e tempo de contato de 1ms.
As curvas termogravimétricas foram obtidas através do aparelho DuPont, modelo
9900, com fluxo de aquecimento de 10 °C min™ , em atmosfera de argénio, a

temperatura de 100 °C.

2.5 Adsorcéao do farmaco

2.5.1 Estudo do tempo

Para estudo de adsorcdo do DS, inicialmente realizou-se a analise da influéncia
do tempo, com o intuito de encontrar 0s tempos necessarios para atingir a maxima
adsorcao deste farmaco, para isso transferiu-se 20,0mL da solugéo de concentracao
200 mg.L™" do farmaco para uma série de erlenmeyers contendo aproximadamente
35 mg do adsorvente. As amostras foram colocadas em banho termostatizado com
agitacéo orbital da marca Nova Etica & 130 rpm na temperatura de 298+1K, por um
tempo de 15 a 290 min. Retirou-se a amostra no intervalo de 15 em 15 min, para os
dois primeiros tempos e de 30 em 30 min para os demais. O sobrenadante foi
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separado e a concentracdo remanescente do farmaco na solucdo para cada
intervalo de tempo, foi determinada por Espectroscopia do UV-Vis modelo CARY
300 da varian, no comprimento de onda de 276 nm, que corresponde a faixa de
absorcdo maxima do farmaco (sendo que todas as leituras realizadas, apos todos 0s
experimentos, foram em triplicata) a capacidade de adsor¢cdo do adsorvente, q (mg
g '), foi calculado pela Eq.2 (ALENCAR, 2014; BEZERRA et al 2014 e SILVA 2015):

q= 119 2)

m

onde V (L) é o volume da solucéo do farmaco, Co (mg L™ ) é a concentracdo inicial
da solucéo do farmaco, C; (mg L *) é a concentracéo da solucdo do farmaco apés a
adsorcao em cada tempo, t, e m (g) a massa do adsorvente.

Para verificar se a reacdo era pseudo primeira ordem ou pseudo segunda
ordem os dados experimentais obtidos foram estudados com as equacfes
matematicas de pseudo primeira ordem (3) e pseudo segunda ordem (4), para
verificar 0 mecanismo que controla o processo de adsor¢cdo. O ajuste de pseudo-
primeira ordem é obtido a partir da Eq.3 (LAGERGREN, 1998):

Ky

log(Ge,exp = qr) = l0gqe.car = 5555t 3)

Sendo Geexp ou cap(Mg g™ ) € a quantidade adsorvida do farmaco no equilibrio, g(mg
g’ ) é a quantidade adsorvida do farmaco no tempo t (min) e K; (min? ) é a
constante de velocidade de adsorcdo de pseudo-primeira ordem. Plotando-se o
grafico 10gge exp-gyy €M funcéo do tempo t, obtiveram-se os parametros da equacéao de
pseudo-primeira ordem, em que Jeca © Ki S80 0s coeficientes linear e angular,
respectivamente.

Para o modelo de pseudo-segunda ordem, a equacdo matematica é
representada pela Eg.4 e Eq.5 (HO e MICKAY, 1998):

t 1 1

Pl ot @

- 2
qtc Kqu,cal de,cal

sendo K, a constante de velocidade de pseudo-segunda ordem (g mg™* min™ ).
Plotando-se o grafico de t/q; em funcdo de t encontram-se os valores dos
coeficientes lineares e angulares, que sdo usados para calcular os valores de K, e

Je.cal, F€SpPeECtivamente.
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A taxa inicial de adsorcdo, h (mg g* min™® ), quando t—0 pode ser
definido como:
h:qu (5)

2.5.2 Influéncia do pH

Encontrado o tempo 6timo de maxima adsorcao fez-se o estudo da influencia
do pH das solucbes de diclofenaco de sodio, onde preparou-se solugdes (200 mg L
Y com pH variando de 5 a 12. Em seguida, pipetou-se aliquotas de 20,0 mL de cada
solucéo e colocou-se em erlenmeyers contendo aproximadamente 35 mg da matriz.
As amostras foram agitadas utilizando banho termostatizado, em agitacédo de 130
rom no tempo preestabelecido de 110 min a temperatura de 298 + 1K, em seguida
efetuou-se centrifugacao e retirou-se aliquotas da solucdo sobrenadante e fez-se

leitura de absorbancia.

2.5.3 Isotermas de adsorc¢éo

Uma vez que o tempo e o pH o6timo foram determinados analisou-se as
isotermas de adsorcdo. Para isso preparou-se uma solucdo de DS na concentracao
1000 mg L™e ajustou o pH. Logo apds diluiu-se esta solucdo em diferentes
concentracdes na faixa de 100-900 mg L™, em seguida 20,0 mL de cada solucéo foi
adicionada a uma massa de aproximadamente 35,0 mg da matriz. Este sistema foi
mantido em agitacdo na temperatura de 298 + 1K até atingir o tempo 6timo, em
seguida efetuou-se centrifugacao e retirou-se aliquotas da solu¢cdo sobrenadante e
fez-se leitura de absorbancia. Aplicaram-se os modelos lineares de isotermas de
Langmuir (LANGMUIR, 1916), Freundlich (FREUNDLICH, 1906) e Temkin (TEMKIN
e PYZHEV, 1940).

Para o ajuste da isoterma experimental com a isoterma do modelo de Langmuir
utiliza-se a Eq.6 na forma linearizada (LANGMUIR, 1916):

Ce 1 4 Ce (6)

de qmaxb Amax

sendo que ge(mg g* ) corresponde a quantidade de farmaco adsorvida pelo
adsorvente, Ce (mg L™ ) a concentracdo de equilibrio da solucdo do farmaco, b é
uma constante de proporcionalidade que engloba a constante de equilibrio e esta

relacionada com a energia livre de adsorcdo, que corresponde a afinidade entre a
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superficie do adsorvente e o soluto, e gqma(mg g™ ) é quantidade méaxima de farmaco
que pode ser adsorvida. Plotando-se o grafico de Ceqe em fungéo de C. encontra-se
o coeficiente angular, que corresponde a 1l/gma, € O coeficiente linear, que
corresponde a 1/(bQmax)-

Os parametros de Langmuir podem e foram expressos em termos de um
fator de separacdo adimensional, R, definido pela Eqg.7, que pode assim, avaliar a

forma da isoterma.

1
RL_1+bCe ()

onde Ce(mg L™ ) é a concentracdo de equilibrio mais alta e b é a constante de
Langmuir. Para uma adsor¢éo favoravel os valores de R, devem estar entre 0 e 1
(0O<R <1 representa uma adsorcdo desfavoravel. R, = 1 representa uma adsor¢cao
linear e para R = 0, 0 processo de adsorc¢do € irreversivel (BEZERRA et al, 2014).

Para ajustar a isoterma experimental em relacéo a isoterma de Freundlich
utiliza-se a EQ.8 na sua forma linearizada (FREUNDLICH, 1906):

Iogqe=% logCe + logK; (8)
sendo que ge € Ce tém o mesmo significado da equacdo de Langmuir, K; é uma
constante relacionada com a capacidade de adsor¢do e n é uma constante
relacionada com a intensidade de adsorcdo e a espontaneidade da adsorcéo,
valores de n entre 1< n >10 indicam adsorcédo favoravel. Os valores de K; e n podem
ser obtidos através do gréafico linear de log ge em funcdo do log Ce, sendo que o
coeficiente angular € igual a 1/n e o coeficiente linear é igual ao log K.

Para ajustar a isoterma experimental também ao modelo de Temkin

utilizou-se a EQ.9 na forma linearizada (TEMKIN, M. J.):
. x
qe—nT InKr + - InC, 9)
sendo que nr indica, quantitativamente, a reatividade dos sitios energéticos do
material e Kt € a constante que engloba a constante de equilibrio. Os valores de Kt
e nypodem ser obtidos através do grafico linear de g em fungéo do InCe, sendo que

o coeficiente angular é igual a 1/nt e o coeficiente linear € igual ao In K¢/nt. Esse

modelo considera o sistema préximo ao modelo de Langmuir.
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2.6 Liberacao do Diclofenaco de Sodio

Para liberar o diclofenaco de sddio utilizou-se as condi¢cbes ideais de
adsorcdo dos adsorventes (QP e QMGE) (pH ideal, tempo de saturacdo e
temperatura de 298 K), variando o tempo. Logo apés os ensaios de adsorcao o
material adsorvente foi separado do sobrenadante por centrifugacgéo (a 3500 rpm por
5 min) e a concentragéo foi determinada por UV/Vis a A = 239 nm. A quantidade de
farmaco adsorvido foi calculada pela Eq.2.

Em seguida, os biomateriais adsorventes foram colocados para secar em
estufa a 353 K por 12 h. Posteriormente, os biomateriais foram pesados e colocados
em contato com 20,0 mL de agua deionizada em diferentes pHs (1,2, 6,8 e 7,4), a
298 K e sob agitacdo no tempo de saturacdo da adsorcdo. Apos a agitacdo, 0s
biomateriais adsorvente foram separados do sobrenadante por centrifugacédo (a
3500 rpm por 5 min) e a concentragao foi determinada por UV/Vis a A = 239 nm. A
avaliacdo quantitativa da liberacdo foi realizada usando porcentagem de liberagéo,
calculado a partir da diferenca entre a quantidade adsorvida no adsorvente e pela

guantidade liberada em solucéo, conforme a Eq 10 (KYZAS et al, 2015).

%L:%xloo (10)

onde %L é a porcentagem de liberacdo do farmaco, D (mg L™) é a quantidade
dessorvida do farmaco na solucéo, q (mg g™) é a quantidade adsorvida do farmaco
no adsorvente, V (L) € o volume de agua deionizada utilizado na liberacdo e m (g) é
a massa de adsorvente utilizada na liberagao.

Foi preparado também para analisar os perfis de liberacéo trés tampdes

pH 1,2, 6,8 e 7,4 segundo a Farmacopéia Americana 312 Edicdo 2008.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos utilizando a quitosana tem recebido grande atencdo em diversas
areas da ciéncia, com vasta aplicacdo em medicina, industrias farmacéuticas como
matriz para liberacéo controlada de farmacos. (KUMAR et al, 2004).
Neste estudo a quitosana foi modificada com aldeido bifuncional no intuito de
melhorar suas propriedades. Foram feitos analises para ver se a modificacao foi

eficiente e estdo descritas abaixo.
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3.1 Analise Elementar

As quantidades dos elementos, calculados com base nos dados da analise
elementar estdo descritos na Tabela 1. A quitosana pura possuia 7,00% de
nitrogénio e, apos reacdo com glioxal, o valor foi reduzido para 4,88; comprovando a
eficacia da reagdo. Esta reducdo ocorreu devido a incorporagdo do glioxal na
estrutura da quitosana, com incorporacéo de Carbono, Hidrogénio e Oxigénio, e uma
reducdo de Nitrogénio, jA que nesta molécula ndo ha disponibilidade de grupos

amino.

Tabela 1. Andlise elementar de Carbono(C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) para a

quitosana pura e seus derivados

C H N

Amostras % % %
QP 40,48 7,36 7,00
QMGli 41,62 6,20 4,88

3.2 DRX

Esta caracterizacdo foi realizada com o intuito de se determinar as
orientacdes dos planos cristalograficos e a estrutura cristalina dos materiais, bem
como para avaliar se houve variacdo da cristalinidade nos material sintetizado. As
mudancas estruturais que ocorrem na quitosana, ap6s a modificagcdo, foram
avaliadas como mostra a Figura 2. O padrao de raios X da quitosana pura apresenta
uma difragdo préxima a 26 menos intensa em torno de 10,0° e uma difracdo de alta
intensidade em torno de 21,0°, correspondentes as planos de difragao (020) e (110),
respectivamente. Uragami (2006), mostra que as fortes interagcdes intra e
intermolecular devido as ligagcbes de hidrogénio entre os grupos amina, alcool e
amida presentes na molécula de quitosana, faz com que esse material apresente
certa cristalinidade. Observa-se que com a modificacdo com glioxal o pico em torno
de 10,0° de menor intensidade praticamente desaparece, ocorrendo uma diminui¢ao

da cristalinidade do material, isto sugere que a quitosana apés a modificacao,
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diminui o numero de ligacdes intermoleculares e intramoleculares gerando uma

desorganizacgéo e decréscimo de cristalinidade (PEREIRA, et al 2012).

Intensidade/u.a.

20/°

Figura 2: Espectros de difragéo de raios -X para QP e QG

3.3 Anélises térmicas

Outra caracterizagdo realizada foi a termogravimetria, que possibilita avaliar a
estabilidade térmica do material, compreendendo o processo de decomposicdo e suas
etapas (lonashiro & Giolito 1980). As andlises de Calorimetria Exploratdria Diferencial
(DSC) dos biopolimeros foram realizadas com o objetivo de verificar as transicdes
fisicas e/ou quimicas ocorridas durante o processo de decomposicdo. A Figura 3,
mostra as curvas DSC de amostras de quitosanas pura e modificada. Pode-se
observar que a quitosana pura apresenta dois picos, o primeiro, endotérmico,
correspondente ao processo de desidratacdo, cuja area depende do historico de
secagem da amostra e 0 segundo, exotérmico, que corresponde ao processo de
decomposicdo, que continua além do limite de temperatura do experimento os dois
eventos concordam com o que foi observado por Sreenivasan, 1996 que descreveu
dois eventos térmicos para amostras de quitosana. Ja na quitosana modificada o
pico endotérmico sofre um deslocamento para 200° e o0 exotérmico praticamente

desaparece.
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Figura 3: Curvas de DSC para quitosana pura e modificada.

De acordo com os resultados das curvas de TG e DTG (Figura 4 e 5)
pode-se observar que a quitosana pura apresenta um processo de desidratacéo,
esta perca ndo é valida para avaliacdo de estabilidade térmica, pois € atribuida
simplesmente a liberacdo da &gua fisicamente adsorvida na superficie do material,
seguido da decomposi¢cdo do biopolimero, com geracdo de material carbonizado.
Observa-se que a reacdo de modificacdo aumenta a estabilidade da quitosana, pois
com o0 aumento da temperatura, apdés a desidratacdo, ocorre primeiramente a
decomposicdo dos grupos mais externos (grupo modificador), para posteriormente
ocorrer a decomposi¢cdo da quitosana, observa-se estes estagios de perda e a

protecdo da quitosana com maior estabilidade.
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Figura 4. Curvas de TG para quitosana pura e modificada.
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Figura 5: Curvas de DTG para quitosana pura e modificada
3.4 Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho da quitosana pura modificada com glioxal séo
mostrados na Fig.6. Bandas caracteristicas da quitosana sdo observadas em 1652
cm™ para deformacdo axial C=O de amida I, 1379 cm™ para a deformacdo angular
simétrica de CHs, 1047 cm™ para C-O-C, sendo alguns valores semelhantes
descritos por Santos et al., (2003). A modificacdo foi confirmada pelo deslocamento e
alargamento da banda em torno de 1590 cm™ (deformac&o N-H) caracteristica da quitosana,
indicando o envolvimento dos grupos amina nas reacdes de modificacdo. Na modificacdo
com glioxal observa-se o0 aumento e definicdo da banda em torno de 1655 cm™ que pode ser

atribuida a ligacéo imina C=N.
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Figura 6- Espectros na regido do infravermelho com transformada de Fourier para

QP e QG

3.5 RMN *C

A Figura 7 mostra o espectro de RMN no estado sélido de *C para
quitosana modificada com glioxal. E a associacdo dos picos aos atomos de
carbono, que se encontram em concordéncia com os dados da literatura (CAPITANI
et al, 2011). Observa-se a partir do espectro de RMN no estado sélido de *C
exposto, que houve um aumento dos sinais em 31,7 ,58,2 e 142 ppm, que
corresponde a CH,, C2 e C=C respectivamente, indicando a entrada do glioxal na
modificacdo da quitosana.
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Figura 7: Espectros de RMN de **C no estado sélido para QG

3.6 Estudo de adsorcéao

3.6.1 Estudo cinético

O estudo do tempo para atingir o equilibrio de adsorcdo € de grande
importancia para se observar a afinidade do adsorvente com o adsorbato
(ALSHEHRI et al, 2014), sendo assim, inicialmente, investigou-se o0 comportamento
cinético da adsorcao do farmaco DS (solucdo de 1000 mg L-1 ) no biomaterial QG,
como mostra a Figura 8. Observou-se que apés um tempo de 15 min, o material
comecga a adsorver. O tempo necessario para o sistema atingir o equilibrio de
saturacao foi de 40 min (Figura 8) e os dados experimentais se ajustaram ao modelo

pseudo primeira ordem, devido a sua melhor linearidade (Tab. 2).

108



100

80
60 ////

40

a(mg.g’)

20

T T T T T T
0 40 80 120

Tempo/min

Figura 8: Tempo de equilibrio de adsorcdo do DS no QG.

Tabela 2— Parametros cinéticos obtidos com a equacao de pseudo primeira ordem,

pseudo segunda ordem para adsorcao do DS em QG.

Adsorvente Modelo cinético qe(mg.g™) K1(g.mg’ K2 R2
.min™) (g.mgt.min™)
QG Pseudo-primeira 71,54 -0,0553 - 0,9990
ordem
Pseudo-segunda 82,99 - 1,13x10° 0,9827
ordem

3.6.2 Estudo do pH

No estudo da influéncia do pH para o diclofenaco de sédio (DS), conseguiu-se
verificar que a quantidade adsorvida pelo QG sofreu uma influéncia do pH, onde
observou-se uma maior quantidade adsorvida de farmaco na faixa de pH igual a 6,

como mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Influéncia do pH na adsorcéao do DS pelo QG.

3.6.3 Isotermas de adsorcgéo

Andlisar das isotermas de adsorcéo foi feita com o objetivo de revelar como
as moléculas de adsorcéo se distribuem entre a fase liquida e fase solida quando o
processo de adsorcdo atinge o estado de equilibrio (SALEH 2015). As isotermas
experimentais de adsorcdo de DS pelo QG a 25°C, 35°C e 45°C sao mostradas na

Figura 10. Pode-se observar que nas temperaturas de 35°C o material adsorveu
melhor o farmaco em torno de 110 mg.
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Figura 10 : Isotermas de adsor¢cdo Experimental (- m -) para a adsor¢do do farmaco
DS em solucdo aquosa para QG, a 25 °C (a), 35 °C (b) e 45 °C (c) realizado em pH

6,0
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Foi realizado também a andlise dos dados experimentais das isotermas de
adsorcado ajustados a diferentes modelos de adsor¢cdo que é uma etapa importante
para se determinar qual modelo € adequado para aquela determinada isoterma
(SALEH 2015). Para isso, fez-se os ajustes lineares utilizando os modelos de
Freundlich ,Temkin e Langmuir. Os parametros dos modelos de Freundlich ,Temkin
e Langmuir para o DS frente ao adsorvente QG sao apresentados nas Tab. 3.

Tabela 3 — Parametros obtidos com os modelos de isotermas de Langmuir,
Freundlich e Temkin para adsorcdo do farmaco DS em QG a 25, 35 e 45°C realizado
em pH 6,0.

Adsorvente Isoterma Parametros Temperatura
298 K 308 K 318K
qm (mgg?) -56,88 -16,14 -
Langmuir
smuIr Iy (Lmg™Y) 0,72 | -1,26x10° -
R? 0,1575 0,6093 -0,2494
QG >
Ke (L g) 0,01 3,05x10 0,79
Freundlich
reundlich Imn. 0,77 0.33 0,99
R? 0,9069 0,8213 0,9331
A:(Lmg?) 0,01 3,40 x 107 | 6,55x107
Temkin
" o0 mol™) | 131,54 20,28 65,91
R? 0,8768 0,8539 0,8498

De acordo com os resultados pode-se observar que o valor do coeficiente de
correlagao (R? é maior para o modelo de Freundlich na temperaturas de 298K e
318K, com R? igual a 0,9069 para a temperatura de 298K e R? igual a 0,9331 para a
temperatura de 308K, e Temkin nas temperaturas de 308K, com R? igual a 0,8539.

O modelo de Temkin tem um fator que leva em conta a interacdo entre
adsorvente adsorvato. Ao ignorar valores de concentragdes extremamente baixos e
altos, o modelo assume que o calor de adsorcéo (funcdo da temperatura) de todas
as moléculas na camada diminui linearmente com a cobertura da superficie. Ja o
modelo Freundlich descreve uma adsor¢cao ndo-ideal em superficies heterogéneas e
com multiplas camadas de adsorgéo. Este modelo assume que os sitios de ligacbes

mais fortes sdo ocupados primeiro e que a forca de ligacdo diminui com o0 aumento
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do grau de ocupacao do local. Todos os dados experimentais ajustados ao modelo
de Freundlich apresentaram valores préximos de n>1, o que indica que o0 processo
de adsorgao foi favoravel, e valor de 1/n < 1 , indicando uma adsorcédo normal
(YILMAZ et al, 2015).

3.7 Liberacgéo do diclofenaco de sddio

O estudo do pH foi realizado afim de se observar em qual pH ocorria a
maior quantidade de liberacdo do farmaco (Figura 11). Na Figura 11, tem-se o
gréfico de liberacao variando o pH do biomaterial QG, onde se pode observar que a
medida que o pH aumenta, se aumenta a liberacdo de DS, com liberacdo maxima no
pH 7,4. Este resultado indica que o mecanismo de troca i6nica ndo € o mecanismo
predominante na liberacdo do farmaco do biomaterial QG. Isto ocorre por que a
presenca do grupo cetdnico, na superficie do biomaterial, aumenta a densidade
eletrbnica do mesmo, 0 que provoca interacdes mais firmes com as moléculas do
farmaco (BEZERRA et al 2014). Sendo assim, a liberacdo do DS da superficie do
biomaterial QG ocorre através de um mecanismo de dissociagdo idnica, onde ocorre
a separacdo do ion negativo (quitosana modificada com glioxal) e o ion positivo
(farmaco) em solucdo aquosa. Observa-se que este mecanismo é favorecido por um
meio com menor influencia de ions, ou seja, em pHs mais baixos ha excessos de
ions H+ que vao dificultar a liberagcdo das moléculas do farmaco (moléculas de
massa molecular grande), a medida que esse pH aumenta diminui essas

interferéncia dos ions H*, aumentando, assim, a liberacdo do farmaco.
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Figura 11: Estudo da liberacdo do DS variando o tempo e o pH.
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4. CONCLUSOES

Com o objetivo de encontrar novos biomateriais que possam ser utilizados
para liberacdo controlada de farmacos a modificacdo quimica da quitosana com
glioxal, se mostrou eficaz, sendo confirmado pelas caracterizagbes (DRX, TG/DTG,
IR, RMN *3C). A aplicacdo do biomaterial QG nos ensaios de adsorcdo com o
farmaco DS, de meio aquoso, se mostraram eficientes. O estudo cinético mostrou
que o tempo de foi de 40 min, e 0 modelo cinético que mais se ajustou os dados
experimentais foi o de pseudo-primeira ordem. O estudo do pH mostrou que o
processo de adsorcdo, é influenciado pela variagdo do mesmo, e que em pH 6 o
biomaterial adsorve melhor. Pelo estudo da adsorcdo variando a temperatura
observou-se que para QG, o modelo que mais se ajustou 0s ensaios de adsorcao,
nas temperaturas de 298K e 308K, foi o de Freundlich, enquanto que na temperatura
de 318K foi o modelo de Temkin Freundlich. O estudo de liberagdo do farmaco
mostrou que a liberacdo do mesmo, da superficie do biomaterial, € influenciada pela
variacdo do pH. Por conseguinte, a quitosana modificada com glioxal € um

biomaterial eficiente para a aplica¢do na liberacao controlada de farmacos.
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