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Resumo

Desde a década de 90 que estudos relacionados com os polimeros quitina e
quitosana tém sido estimulados. A presenca em maior quantidade de grupos
NH, na quitosana permite sua aplicagdo como biomaterial eficiente no
carreamento de farmacos e na adsorcdo de céations metalicos. Neste trabalho
foram preparados filmes e microesferas de quitosana para uso em
procedimentos de adsorcdo de ions prata, liberacdo de farmaco e atividade
antibacteriana. O polimero apresentou grau de desacetilagdo correspondente a
81% e ponto de carga zero em pH~7. As microesferas obtidas apresentaram
um diametro médio de 2,911 mm e um desvio padrdo de 0,325, quando
umidas. O uso da quitosana na forma de microesferas e filmes proporciona um
aumento da é&rea superficial, além de facilitar o manuseio do polimero. Os
filmes obtidos foram formados com nanoparticulas de prata em etapa unica. O
melhor pH para o estudo de adsorcdo de ions Ag® em meio aquoso esta na
faixa de pH de 5 a 7, o melhor ajuste foi ao modelo de Langmuir, o tempo 6timo
para ocorrer adsor¢cdo maxima foi de 10 horas e o valor de energia aparente de
adsorcao (E) de 6,9 kJ/mol, o que a caracteriza adsorcéao fisica. O estudo de
liberacdo de ibuprofeno foi realizado em fluido gastrico simulado e fluido
intestinal simulado, a maior liberacdo do farmaco ocorreu no pH neutro dos
fluidos intestinais. A liberagdo transdérmica de farmaco pelos filmes foi
realizada apenas em pH=7,4 para simular o tecido sanguineo e o apice da
liberacdo de ibuprofeno ocorreu logo no inicio do contato do material com o
fluido simulado. As microesferas e os filmes com nanoparticulas de prata

demonstram ter atividade contra E. coli e S. aureus.

Palavras-chave: Quitosana, adsorcéo, ibuprofeno, antibacteriano.



Abstract

Since the 1990s studies related to chitin and chitosan polymers have been
stimulated. The presence of more NH, groups in chitosan allows its application
as an efficient biomaterial without drug loading and adsorption of metallic
cations. In this work, chitosan films and microspheres were made for use in
silver ion adsorption procedures, drug release and antibacterial activity. The
polymer showed a degree of deacetylation corresponding to 81% and zero
loading point at pH ~ 7. As obtained microspheres had a mean diameter of
2911 mm and a standard deviation of 0.325, when used. The use of chitosan in
the form of microspheres and films provides an increase of the surface area,
besides facilitating the handling of the polymer. The films were formed with
single step silver nanoparticles. The best pH for the Ag® ion adsorption study in
the aqueous medium is in the pH range of 5 to 7, the best fit for the Langmuir
model, the optimal time for the maximum adsorption of 10 hours and the
apparent energy value of adsorption (E) of 6,9 kJ / mol, which characterizes it
physical adsorption. The study of ibuprofen release was performed in simulated
gastric fluid and simulated intestinal fluid, further release of the drug occurs no
neutral pH of intestinal fluids. Transdermal delivery of drug by films was
performed at pH = 7.4 to simulate blood tissue and the apex of ibuprofen
release occurred early in contact with the simulated fluid material. As
microspheres and films with silver nanoparticles they demonstrate activity
against E. coli and S. aureus.

Key words: Chitosan, adsorption, ibuprofen, antibacterial.
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1. Introducéo

Desde a década de 90 que estudos relacionados com os polimeros
quitina e quitosana tém aumentado [1]. Estes polissacarideos apresentam
atividades biolégicas peculiares como biodegradacdo, biocompatibilidade,
atoxicidade e capacidade de adsorcdo, o que possibilita a sua utilizacdo em
diversos produtos como, por exemplo, em biomateriais [2].

A quitosana, principal derivado da quitina, pode ser produzida por meio
de reacéo de desacetilagdo com solugcéo de base concentrada. Onde 0s grupos
N-acetamido (-NHCOCHj3) da quitina dao lugar aos grupos amino (—-NH;) da
quitosana [3]. A diferenca da estrutura molecular da quitosana esta na maior
quantidade de grupos amino, o que permite sua solubilidade em meio &cido,
Isto permite 0 uso deste polimero de diferentes formas, possibilitando sua
ampla aplicacdo no carreamento de farmacos [4] e na adsorcdo de cations
metalicos [5].

Como ja é de conhecimento que ions metalicos desenvolvem atividades
farmacoldgicas, a formacédo de complexos entre farmacos e ions com potencial
antimicrobianos suportados em matrizes versateis surgem como auxiliares no
tratamento de infeccdes [6].

Os ions prata (Ag") apresentam atividades tanto bacteriostaticas como
bactericida [7] e isto fez com que a prata fosse utilizada durante séculos como
agente antimicrobiano [8]. Recentemente, o foco no emprego de nanoparticulas
de prata (NpsAg) esta direcionado a preocupacao quanto ao uso excessivo de
antibioticos, o que podem provocar um aumento da resisténcia dos
microrganismos a esse tipo de medicamento[8]. Tanto a quitosana quanto as
NpsAg possuem potencial antimicrobiano, no entanto, a combinagdo no
nanocompoésito quitosana-NpsAg apresenta um maior efeito [9]. As longas
cadeias dos biopolimeros apresentam um grande numero de grupos
disponiveis para complexacdo de ions metalicos, além disso, a estrutura
polimérica permite o controle de tamanho, forma e disperséo de nanoparticulas
[10].

O ibuprofeno é medicamento ndo esteroide usado para tratar dores de
cabeca, dores musculares, artrite reumatoide, febre e dor aguda ou cronica

relacionada com processos inflamatorio e consequentemente uma combinacao
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desse principio ativo com quitosana e nanoparticulas de prata, pode auxiliar no
processo de tratamento de infec¢des[6].

As variadas formas fisicas da quitosana (p6, microesferas e filmes)
permitem a liberacdo de farmacos por meio das matrizes preparadas por
compressdo direta, encapsulacdo ou de forma que possibilite a liberacéo
transdérmica, aplicacdo cutanea para posterior absorcdo do farmaco pela
circulagdo sanguinea, resolvendo problemas como insolubilidade e
hidrofobicidade de determinados agentes terapéuticos [11].

Assim, a metodologia aplicada neste trabalho tem o intuito de combinar
diferentes estruturas de quitosana com nanoparticulas de prata e ibuprofeno
para que possam ser utilizados como carreadores de farmaco e ainda material

antimicrobiano.
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2. Reviséo bibliografica
2.1. Quitosana

A quitosana € o principal derivado da quitina e sua principal forma de
obtencdo é por meio da desacetilacdo em meio basico [12]. Quando a quitina
atinge um grau de desacetilacdo minimo de 50% passa a ser chamada de
quitosana e torna-se soluvel em meio acido [13].

Quitina e quitosana sao copolimeros e suas estruturas poliméricas
consistem de unidades 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-
deoxi-D-glicopiranose, unidas por ligagdes glicosidicas p(1—4). Enquanto na
quitina a primeira unidade esta presente em maior quantidade, na quitosana ha
o destaque para os grupos amino [2], conforme mostra a Figura 1. Logo, esses
dois polimeros se diferem quanto a quantidade relativa de grupos acetamido e
amino presentes, o que acarreta na diferenca de solubilidade em meio acido.

Enquanto a quitina € insollivel na maioria dos solventes testados a
quitosana € soluvel em meio acido diluido, pois nessa situacdo forma-se um
polimero catiénico devido a protonagdo do grupo amino (-NH, — -NH3"),

conferindo a ela propriedades peculiares [3].

Figura 1: Estrutura quimica da quitina ou quitosana, sendo n o grau de

polimerizacao

|

OH H e}

H NH, }/ R
7 qn

X>y para quitina; y>x para quitosana

NHCOCH 5

A quitina, por ser insolavel e quimicamente ndo reativa, apresenta um
menor conjunto de aplicagcdes quando comparada com a quitosana.
Consequentemente, a vasta aplicabilidade da quitosana esta associada com o

seu peso molecular (PM) e o grande numero de grupos amino presentes [2].
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Outra particularidade desses polimeros € a possibilidade de
modificacdes em sua estrutura o que proporciona maiores interacdes quimicas
e resisténcia mecénica, quimica e/ou térmica aumentando a gama de utilizagédo
dos mesmos [14].

Uma forma de modificagdo quimica € por meio de reacbes de
reticulagdo, nas quais os agentes reticulantes formam ligagbes entre as
cadeias de quitosana, alterando as propriedades do polimero. Um exemplo de
agente reticulante comumente empregado no processo de modificacdo da
quitosana é a epicloridrina. Em condicfes acidas, a reacao de reticulacao entre
quitosana e epicloridrina ocorre nos grupos hidroxilas [15], conforme ilustrado
na Figura 2.

Figura 2: Representacdo esquematica da reacao de reticulacdo de quitosana

com epicloridrina
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| _In

O processo de reticulagdo das cadeias poliméricas da quitosana, ao
utilizar a epicloridrina como agente reticulante, inicia-se com uma reacao de
eliminacdo do haleto, seguida de abertura do anel epOxi, e consequente

formacao do entrecruzamento [16].
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2.2. Liberacédo controlada de farmacos

A busca por novos materiais com potencial para liberagéo controlada de
farmaco que satisfacam as exigéncias de baixo custo e maior eficiéncia para
melhores terapias é crescente. Nesse sentido, diversos farmacos ja conhecidos
e eficazes passam por reformulagbes adquirindo um novo sistema de
administragao proporcionando uma maior eficiéncia ou uma terapia mais
benéfica [17].

Os sistemas de libertacdo controlada s&do dispositivos capazes de
incorporar certa quantidade de um principio ativo, controlando a taxa de
liberacdo de acordo com o tempo, bem como o local de agdo. O objetivo
principal dos sistemas de liberacdo controlada é manter uma concentracao
constante do medicamento, que deve permanecer na faixa terapéutica, ou
seja, entre o0 minimo eficaz e concentragdo toxica minima durante um longo
periodo de tempo [18].

As formas farmacéuticas com caracteristica de liberacdo controlada,
(maior permanéncia do farmaco no organismo) apresenta algumas vantagens,
tanto farmacoldgicas quanto na aderéncia do paciente, em relacdo as formas
convencionais (liberacdo imediata do principio ativo e posterior declinio) tais
como: baixa oscilacdo dos niveis terapéuticos, ndo apresenta niveis toxicos e
efeitos colaterais locais e sistémicos, aumenta concentracdes plasmaticas de
medicamentos com meia-vida curta, aumenta a seguranca na utilizacdo de
alguns farmacos de elevada poténcia [19]. A Figura 3 representa um grafico
comparativo entre as formas farmacéuticas de liberacdo controlada e

convencional.
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Figura 3. Comparacao entre sistema de liberacdo convencional e controlada

Nivel téxico

Faixa terapéutica

Nivel Sub-terapéutico

Nivel plasmatico

------ Liberag8o convencional

—— Liberagdo controlada

Tempo

Apesar das vantagens descritas, os sistemas de liberacdo controlada
também apresentam algumas limitacdes, pois em caso de ndo aceitacdo do
medicamento a interrupcdo do efeito terapéutico imediato é impossibilitada,
além de poder acumular o farmaco com velocidade de eliminacdo lenta,
causando elevada dosagem do principio ativo no organismo [19].

Dessa forma, buscam-se matrizes capazes de carrear o principio ativo de

forma segura no organismo.

2.2.1. Quitosana como matriz para liberacdo de farmaco

Para obtencdo de melhores sistemas de liberacdo controlada,
caracteristicas como capacidade de delimitar a disponibilidade de farmaco e
manter a acao terapéutica por determinado periodo de tempo, sdo cruciais na
escolha da matriz. Diversas sao as op¢des de matrizes com potencial para tal
finalidade, dentre elas os polimeros se destacam [20].

Em alguns sistemas matriciais poliméricos, a liberacdo do farmaco
ocorre mediante a degradacédo da matriz ocasionada por meio de determinado
efeito quimico ou fisico, como alteracdo de pH do meio, forca iGnica e/ou
temperatura [21].

No caso de farmacos aniénicos o unico polimero utilizado para liberagcéao

controlada de droga € a quitosana [22]. O consideravel interesse da quitosana
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como excipiente para as varias formas de dosagem esta relacionado as suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, pois o polimero é capaz de penetrar
as membranas mucosas por meio de interacdes ibnicas entre 0s grupos amino
catidnicos primarios da quitosana e as subestruturas aniénicas constituintes do
muco e também por ligacdo de hidrogénio. Logo, a mucoadesividade da
quitosana relaciona-se diretamente com o seu grau de desacetilagéo [23].

As membranas mucosas sdo as superficies Umidas que revestem as
paredes das variadas cavidades corporais, portanto, a mucoadesdo é a
interacdo atrativa entre uma forma de dosagem farmacéutica e uma membrana
mucosa [24]. A quitosana pode interagir com constituintes da camada mucosa
e prolongar o tempo de residéncia de uma forma de dosagem no local de
absorcdo, melhorando a biodisponibilidade do farmaco. Estas interacdes
podem acelerar a dissolucdo de farmacos cristalinos, interrompendo
parcialmente a sua cristalinidade, facilitando sua absorcéo [23].

Essas propriedades da quitosana resultaram no desenvolvimento de
numerosos sistemas de administracdo de farmacos para varios locais de
aplicacdo, sendo eles pela via oral, ocular, nasal, vaginal, bucal, parenteral,

intravesical e entrega de vacinas [22].

2.2.2. Ibuprofeno

Desenvolvido em 1961, o ibuprofeno é um farmaco anti-inflamatério ndo
esteroide, com efeitos analgésicos e antipiréticos. Inicialmente era prescrito
apenas para transtornos reumaticos, com o tempo tornou-se disponivel para o
tratamento de dor e febre. Hoje, esta entre os analgésicos mais comumente
usados para dor leve a moderada, no a qual a dose Unica recomendada é de
200-400 mg [25].

O unico efeito patoldgico significativo do ibuprofeno, bem como dos
demais anti-inflamatorios ndo esteroides, é a ulceragéo do trato gastrointestinal
[26]. Esse medicamento apresenta-se na forma de pé branco ou cristais
incolores, possui ponto de fuséo entre 75 a 77 °C, e é relativamente insoluvel
em agua, mas prontamente soluvel na maioria dos solventes organicos [27].

Estudos buscando novas matrizes capazes de solucionar as

desvantagens desse tipo de farmaco estdo sendo realizados, de modo a



21

desenvolver formas eficientes para retencdo do farmaco de interesse. A
estrutura quimica do ibuprofeno esta representada na Figura 4 e algumas
caracteristicas dispostas na Tabela 1.

Figura 4: Estrutura quimica do Ibuprofeno

CHj
OH
H,C
Tabela 1: Caracteristicas do Ibuprofeno
Caracteristicas do Ibuprofeno
Massa molecular Foérmula Molecular Nome IUPAC
206,28 g mol™ C13H150; Acido (RS)-2-[4-(2-metilpropil)fenillpropandico

2.3. Adsorcdo de ions metalicos

Adsorcéo é uma técnica amplamente utilizada na remocéo de metais em
solucdo por ser um processo simples, eficiente e econdémico. E denominada
adsorcdo 0 processo que inclui um ou mais adsorvato fixado através de
ligagbes quimicas ou fisicas sobre um adsorvente [28].

Quando o adsorvato liga-se através de interagbes de Van der Waals
com o adsorvente conservando a identidade das substancias adsorvidas tem-
se a chamada adsorcédo fisica, também chamada fisissorcdo. Quando a
interacdo ocorre por meio de uma adsor¢cdo quimica ou quimissorcdo ha
transferéncia de elétrons entre adsorvato e adsorvente formando um composto
quimico. Potanto, a fisissorcdo € baseada nos processos de separagdo e a

BN

quimissorcao corresponde a quebra ou formacéao de ligagbes quimicas [29].
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Para compreender e analisar quantitativamente o processo de adsorcao
€ necessario realizar isotermas de adsorcdo e estudos cinéticos que revelam
os dados do equilibrio. A cinética € importante por determinar a que tempo as
amostras atingem o equilibrio e nesse determinado tempo a isoterma €
realizada em diferentes concentracbes a fim de verificar a eficiéncia do

adsorvente [30].
2.3.1. Cinética de adsorcao

O estudo cinético de adsorcéo € importante para determinar a que taxa
ocorre a remocao do adsorvato pelo adsorvente e o tempo necessario para
alcancar o equilibrio. O processo € realizado com o intuito de projetar sistemas
de tratamento de adsorcdo apropriados [31]. Os modelos matematicos mais
utilizados para tratamento dos dados cinéticos é o modelo de pseudo-primeira
ordem, pseudo-segunda-ordem e difuséo intra-particula.

2.3.1.1. Equacao de pseudo-primeria ordem
Neste modelo, considera-se que a taxa de ocupacdo dos sitios de

adsorcao € proporcional ao niumero de sitios desocupados . A equacao original

do modelo de pseudo-primeira ordem € representada pela Equacao 1[32].

Nfry = Nf (1 —expK;t) Equagdo 1

Em que: Nf) € a quantidade adsorvida no tempo t, N € a quantidade adsorvida

no equilibrio e K; é a constante de velocidade de adsorc¢éo.
A equacao linearizada para este modelo é representado pela Equacgéao 2.

K,
2.303

log(N¢ — N¢)) = log Ny — Equagéo 2
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2.3.1.2. Equacao de pseudo-segunda ordem

O modelo de pseudo-segunda ordem também é baseado na capacidade
de adsorcdo do sélido. Neste modelo a taxa de ocupacdo dos sitios de
adsorcao € proporcional ao quadrado do numero de sitios desocupados [32]. A
equacao original do modelo de pseudo-segunda ordem é representa pela
Equacéo 3.

K, Nft 3
Nty = 1+N—fK2t Equacéo 3
Em que: K; é a constante de velocidade do modelo de pseudo-segunda ordem.

Para este modelo a forma linearizada € admitida pela equacéo 4.

t 1 t .
= >+ — Equacédo 4
Nf(t) Ksz Nf

A constante K; e o numero de mols adsorvidos no equilibrio, N, sdo utilizados

para calcular a velocidade de adsorcao (h) inicial através da equacao 5 [33].
h = K,N? Equacéo 5
2.3.1.3. Difusédo intra-particula (Modelo Weber-Morris)

Em alguns casos a adsorcao de soluto varia quase proporcionalmente

1/2

com t™“ ao invés de com o tempo de contato t. A equacao linearizada para este

modelo é representada pela Equacéo 6 [34].
Ny = KA\t Equagéo 6

Em que: Ki é a constante de velocidade do modelo de difusao intra-particula.
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2.3.2. Isoterma de Adsorcéao

A eficiéncia no processo de adsor¢cdo é determinada através das
isotermas de adsorcéo, ou seja, a isoterma € a principal fonte de informacao do
processo e € baseada na relacdo de equilibrio entre a quantidade de material
adsorvido e concentragéo da solugdo a uma determinada temperatura [35].

Para estipular a correlagdo mais apropriada para as curvas de equilibrio
os modelos de Langmuir, Freundlich e Dubinin-Radushkevich sdo os mais

utilizados.
2.3.2.1. Isoterma de Langmuir

O modelo de Langmuir assume a formacdo de uma monocamada na
superficie externa do adsorvente, ou seja, a distribuicdo do adsorvato ocorre
em sitios especificos e homogéneos na superficie do adsorvente sendo que em
cada sitio é capaz de adsorver apenas um atomo ou molécula, ndo podendo
ocorrer nenhuma adsorcao adicional. O modelo de Langmuir pode ser escrito

na forma da Equacéo 7 [36]:

__ NSK[Cq

= E ao 7
F = Torics quacao

Onde N®° é o valor de maxima adsorc¢édo, Cs é a concentracéo final da solucéo,

Nf € o numero de mols fixos, K. € uma constante relacionada a constante de

Langmuir do processo solido-liquido.
Uma caracteristica da isoterma de Langmuir é o fator de separacado, (R),

representado pela equacéo 8:

1 ~
R, = T K.C Equacéo 8

Sendo Cy a concentracgéo inicial mais alta do metal [37]. Quando valores de

R >1 indicam que o processo é desfavoravel, R = 1 indica uma isoterma linear,
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O<R.<1 indica que o processo é favoravel e R. = 0 indica que o processo é

irreversivel [36].
2.3.2.2. Isoterma de Freundlich

Ao contrario da isoterma de Langmuir, a isoterma de Freundlich
descreve as propriedades da adsorcdo para sistemas com superficie
heterogénea, onde ocorre adsorcdo em multicamadas com interacdo entre as

moléculas de adsorbato. O modelo é representado pela equacéao 9 [36]:

1

Ny = KFC_f Equacédo 9

Em que: Nf é a quantidade de adsorvato retido no solido; Cs € a concentragcéo

final da solucdo; Kr e n sdo constantes. Sendo que, quanto maior o valor de n,
maior € a heterogeneidade dos sitios disponiveis para adsor¢do [38]. A
adsorcado é considerada favoravel quando n encontra-se na faixa entre 2 e 10
[37].

2.3.2.3. Isoterma de Dubinin-Radushkevich (D-R)

O modelo D-R caracteriza os poros do adsorvente e propde a energia
livre de adsorcao. Através do ajuste dos dados experimentais a este modelo é
possivel dizer se a adsor¢cdo que ocorre no sistema é de natureza fisica ou

quimica. A equacdo original é representada pela equacgéo 10 [39-40].
Nf = Kpg exp(—Be?) Equacéo 10

Em que: Kpr € a constante de Dubinin-Radushkevich; € é o potencial de
Polanyi e B é a constante energética.
O potencial de Polanyi € o produto da diferenca entre a energia livre na

fase adsorvida e na fase liquida e é representado de acordo com a equacgao 11.
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e =RTIn(1+ Ci) Equagéo 11
S

Em que: R é a constante dos gases (8,314JK™); T é a temperatura em Kelvin e
Ce é concentracao no equilibrio. Aplicando um logaritmo natural a equacao 10,
obtém-se uma relagéo linear entre 0 numero de mols adsorvidos por grama de

adsorvente e o potencial de Polanyi, representado pela equagao 12 [39].

InN; =InKpp — Be? Equacéo 12

Tracando o gréfico de In Nt versus € é possivel obter uma reta. O

coeficiente linear e angular desta reta corresponde respectivamente aos
valores de Kpr € B. A constante B relaciona-se com o valor de E através da
equacao 13. Nesta equacédo é considerada a variacdo de energia livre quando

um mol de soluto € transferido da solugéo para a superficie do adsorvente [39].
= [—= Equacéo 13

O valor de E, energia aparente de adsorcdo, calculado através da
isoterma D-R, indicard se a interacdo entre adsorvente e adsorvato € fisica ou
quimica. Quando a energia aparente de adsorcao, encontra-se na faixa de 1-8
KJmol™?, a adsorcdo é considerada fisica. Para a adsorc&o quimica o valor de E

raramente é menor que 8 KJ mol™ [40].
2.3.3. Quitosana como material adsorvente

Diversos trabalhos utilizam quitosana como material bioadsorvente na
remoc¢ao de ions metélicos, pois este biopolimero é abundante na natureza e
uma alternativa economicamente viavel. Porém, apresenta algumas
desvantagens no quesito de instabilidade acida e térmica o que implica em
baixa capacidade de adsor¢cdo. Uma alternativa para melhorar a capacidade de

remocao de metais desse polimero € a modificagéo fisica pela converséo do p6
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de quitosana em gel para posterior formacdo de microesferas, filmes ou
nanoparticulas acarretando em um aumento de sua porosidade e éarea
superficial [41], além de facilitar a separacéo ap0s 0 processo.

Além das modificacfes fisicas realizadas com a finalidade de melhorar a
adsorcdo, alguns reagentes de reticulacdo, tais como glutaraldeido, glioxal,
formaldeido, epicloridrina e isocianatos, sdo utilizados com o intuito de
melhorar propriedades mecénicas e eliminar problemas de solubilidade da
quitosana [42].

O potencial adsorvente da quitosana se da pelos grupos funcionais
reativos, hidroxila e grupo amino. Os pares de elétrons livres dos atomos de O
e N sdo responsaveis pela capacidade de adsorcdo da quitosana, onde 0s
mesmos podem ser positivamente carregados se protons suficientes estao
presentes em solucdo ou carregados negativamente quando em condi¢cdes
bésicas [43].

Varios parametros podem influenciar no processo de adsorgdo de ions
metalicos pela quitosana, tais como: grau de desacetilacdo, peso molecular do
polimero, pH, concentracdo dos ions metélicos, e a composicdo da solucdo
[44].

Em solugbes com baixos valores de pH, a quitosana atua como uma
resina de troca anibnica devido a protonacdo do seus Qrupos aminos.
Exemplos de anions metélicos que podem interagir eletrostaticamente com a
carga positiva dos grupos NHs" sdo os ions arsenato e cromato. A medida que
o0 pH aumenta, a carga positiva da superficie do polimero diminui, ocasionando
formacdo de complexos quelatos entre os cations metalicos e o par de elétrons
livres do atomo de nitrogénio, esquema da interacdo entre céations e anions

metalicos esta representado na Figura 5 [44].
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Figura 5: Esquema representativo do mecanismo de adsorcdo de cations e
anions metalicos sobre a quitosana por formacdo de complexos de quelatos e

interacdo eletrostatica, respectivamente.

-An? An% An>
, Me2+ Me2+ M "
Me** Me?* €
' Anz- ! Anz_ |
i + i + .
R DA A R
~ ~ ~ -

Fonte: Mende, M. et. al.; 2016 [44].

2.4. Sintese de nanoparticulas de prata

Com a nanotecnologia foi possivel constatar que a cada tamanho um
mesmo material pode apresentar caracteristicas fisicas e quimicas distintas,
sendo as nanoparticulas de prata um material de grande interesse devido as
suas propriedades como boa condutividade, elevado efeito catalitico, alta area
superficial e excelente atividade antimicrobiana [45].

Véarios métodos tém sido utilizados para sintetizar e estabilizar as
nanoparticulas de prata. O método mais simples e mais comum utilizado para
formacao de nanoparticulas de metal é a reducdo quimica de sais metalicos. O
processo envolve a reducdo de um sal ibnico na presenca de agentes
redutores [46]. Um precursor de prata bastante utilizado € o nitrato de prata que
pode ser reduzido por agentes redutores como borohidreto de sdédio e citrato de

sodio conforme as reagfes 1 e 2, respectivamente.
AgNO3 + NaBH4 2> Ag + %2 H, + %2 B,Hg + NaNO3 (1)
As nanoparticulas de prata produzidas por este meétodo possuem

tamanho entre 5 a 20 nm de didmetro e banda de maior absorbéncia na faixa

entre 380 — 400 nm do UV-vis. Contudo, a reducdo com citrato de soédio
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proporciona particulas com diametro maiores e na faixa de 50-100 nm e

absorbancia maxima no comprimento de onda de 420 nm [47].

4Ag+ + CgHs07Nasz + 2H,O = 4Ago + CgHsO7H3 + 3 Na"+ H™+ (O] (2)

Contudo, o uso do citrato de sodio como redutor é devido a sua baixa
toxidade e relativa facilidade de obtencgéo.

Outro método para formacdo de nanoparticulas de prata é a sintese
verde. Um processo sustentavel, pois utiliza agente redutor benigno e
estabilizador atoxico. Na formacdo de nanoparticulas, utiliza-se um
estabilizador para controlar a formacdo e estabilidade a dispersdo das
nanoparticulas metalicas. Para tal finalidade, os polimeros tém sido
amplamente utilizados, pois sdo capazes de controlar o crescimento, estabilizar
as dispersdes metalicas e limitar o tamanho da particula [48].

A quitosana é um biopolimero com potencial para atuar no processo de
sintese de nanoparticulas, pois o excesso de amina e grupos hidroxila
presentes apoiam a nucleacdo assim como a estabilizacdo dos NpsAg. Isto €&,
As NpsAg adsorvidas na superficie do polimero sdo impedidos de agregacao
adicional [49].

2.4.1. Acéo bactericida do nanocompdésito Cts/NPsAg

Novas cepas de bactérias resistentes aos atuais antibioticos estdo se
desenvolvendo e isso € um grave problema. Portanto, ha um grande incentivo
para desenvolver novos bactericida o que oferece uma oportunidade para as
pesquisas nessa area [50].

Com o desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos as empresas
farmacéuticas e pesquisadores estdo a procura de novos agentes
antibacterianos. A prata tem sido utilizada como agente antibacteriano durante
séculos e nessa situacdo, materiais em nanoescala surgiram, como novos
agentes antibacterianos, devido a sua elevada area superficial em relacdo ao
volume e as propriedades fisicas e quimicas peculiares [51].

Além de ser utilizada na preparacdo de nanoparticulas de prata, como

agente redutor ou como estabilizador, a quitosana também apresenta



30

caracteristicas antibacterianas [52]. O nanocompdsito formado pela juncdo do
biopolimero as nanoparticulas de prata tem potencial para atuar como um novo
agente bactericida.

O mecanismo proposto para a acdo antibacteriana do nanocompdsito,
Figura 6, € a ruptura da membrana celular seguida de ligacdo ao DNA com

consequente inibi¢cdo da sua replicagao [6].

Figura 6: Acdo das nanoparticulas de prata contra amostras de P. aeruginosa.

(a) Controle; (b) e (c) Tratadas com nanoparticulas de prata.

TN P : i

As nanoparticulas de prata podem ser visualizadas dentro da bactéria. E
danos visiveis ha membrana celular podem ser vistos quando comparados com
a amostra de controlo.

A diferenga estrutural das membranas das bactérias permite uma
classificagdo geral delas como Gram-negativas ou Gram-positivas. Essa
diferenca estrutural estd na organizacao dos peptidoglicanos um componente
da membrana celular. As bactérias gram-negativas exibem uma fina camada
de peptidoglicano, aproximadamente 2 a 3 nm, entre a membrana
citoplasmatica e a membrana externa. Ja as bactérias gram-positivas
apresenta uma camada de peptidoglicano de cerca de 30 nm de espessura
[50].

Obviamente, o peptidoglicano nas paredes celulares das células Gram-
positivas € muito mais espesso do que nas Gram-negativas. A parede celular
mais espessa de organismos Gram-positivos é de imensa importancia pratica

para proteger a célula da penetragédo de ions de prata no citoplasma [53].



31

Tendo em vista 0 comportamento da quitosana em conjunto com as
nanoparticulas de prata e o seu potencial como matriz para adsorcdo e
liberacdo controlada de farmaco foi possivel tracar alguns objetivos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Sintetizar filmes e microesferas de quitosana como suporte para
nanoparticulas de prata e avaliar seu efeito bactericida e carreador de
farmaco para processo de liberacéo controlada de ibuprofeno.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar e definir niveis de purificacdo e desacetilacdo da quitosana;

e Obter filmes e microesferas de quitosana;

e Avaliar o desempenho das microesferas no processo de adsorcéo de
ions prata

e Incorporar nanoparticulas de prata e ibuprofeno aos filmes e
microesferas obtidos;

e Avaliar a capacidade bactericida do polimero, com e sem nanoparticulas
de prata;

e Avaliar o potencial dos polimeros na forma de microesferas e filmes

como matrizes de liberacdo de ibuprofeno.



4. Metodologia

4.1. Reagente utilizados

Os reagentes utilizados no presente trabalho sdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Descricéo dos reagentes utilizados

Reagente Férmula Fabricante Pureza
Molecular
Acido acético CH3;COOH Dinamica 99,7%
Acido cloridrico HCI Neon 37,0%
Acido nitrico HNO3 Dinamica 65,0%
Epicloridrina C3HsCIO Aldrich 99,8%
PVP (CeHaNO), Aldrich NE*
Quitosana - Polymar NE*
Hidréxido de sédio NaOH Alphatec 99,0%
Cloreto de sédio NaCl Neon 99,0%
Ibuprofeno C13H180> Aldrich 98,0%
Fosfato de sodio NaH,PO, Dinamica 99%
monobasico
Fosfato de postassio KoHPO, Ecibra NE*
dibasico
Nitrato de prata AgNOs; Cennabras 99,8%

*NE = Nao especificada pelo fabricante
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4.2. Purificacdo da quitosana

Para a etapa de purificacdo, cada 1,0 g de quitosana (Polymar) foi
solubilizada em 300 mL de solucdo de acido acético 3% (m/v) sendo a
suspensao obtida mantida sob agitacdo constante por um periodo de 24h a
temperatura ambiente. A solugdo resultante foi filtrada em um filtro de
membrana milipore e tratada com solugdo de NaOH 10% (m/v) para
precipitacdo da forma neutralizada de quitosana. A separa¢édo do sobrenadante
foi realizada por centrifugacéo. Posteriormente, o precipitado foi lavado até a

neutralidade das aguas de lavagem [54].

4.2.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho da quitosana

A fim de se determinar o grau de desacetilacdo da quitosana foi
realizada a andlise de espectroscopia no infravermelho. Para tal medida
utilizou-se um espectro. Os materiais obtidos foram analisados em um
espectrofotometro Bomen Hartmann & Braun (MB-Series), usando pastilhas de
KBr contendo aproximadamente 1% em massa do material estudado, com uma

resolucéo de 4 cm™ e com 32 varreduras consecutivas.

4.3. Formacao dos filmes de quitosana puros e com nanoparticulas

de prata

A preparagdo dos filmes com nanoparticulas de prata foi realizada em
diferentes concentracdes do metal. Misturou-se 4 ml de solugdes de AgNOs;,
em diferentes concentracdes (0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 25 e 52 mmol L™), com 10 mL
de uma solucdo de quitosana (7 mg mL™) dissolvida em solugéo de &cido
acético 5% e mantidos em agitacdo até completa homogeneizacdo. A mistura
obtida foi transferida para uma placa de Petri e deixada em repouso durante 12
h a 95°C [7]. Para a formacdo dos filmes puros o mesmo procedimento foi
tomado, porém na auséncia de solucado de AgNOs.

Apoés a secagem, solucdo de NaOH 1M foi depositada sobre os filmes
por 2h, para a completa remocao de residuos acidos e retirada do filme da
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superficie. Os filmes foram lavados com agua destilada e secos a temperatura
ambiente [55].

4.3.1. Analise colorimétrica dos filmes de quitosana

Com o intuito de determinar a cor complementar caracteristica de
nanoparticulas de prata foi utilizado um Colorimetro CHROMA METER modelo

CR-400 - Konita Minolta.. acoplado a um processador de dados.

4.4. Formacéo das microesferas porosas

A fim de obter uma solucdo polimérica 5% (m/v), uma mistura de
quitosana e PVP (1:1) foi solubilizada em solucdo de acido acético 0,35 mol L™
juntamente com epicloridrina (0,3 % m/v) e deixada sob agitacdo magnética por
24h. Apo6s esse periodo a solucdo viscosa obtida foi transferida para uma
bureta e gotejada, com o auxilio de uma ponteira de micropipeta, em uma
solucdo 2 Mol L™ de NaOH para a formacéo das microesferas. As microesferas
sintetizadas foram lavadas com agua até atingir pH~7 e submersas em agua
destilada a uma temperatura de 80°C, onde foram mantidas sob leve agitacao
por um periodo de seis horas para remocao do PVP [56], responsavel por

fornecer maior porosidade as microesferas.

4.4.1. Analise das microesferas de quitosana por microscopia eletrénica de

varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EED).

A microscopia eletrénica de varredura € uma importante técnica utilizada
para analise microestrutural de sélidos. Quando acoplado a um Espectrometro
de energia dispersiva (EDS) a microscopia eletronica permite a analise
elementar das amostras. Neste trabalho as amostras foram suportadas em fitas
de carbono e metalizadas com ouro numa metalizadora Quorum Q150RES, por
30s utilizando uma corrente de 20 mA. As imagens foram obtidas num
microscopio eletrénico de varredura FEI Instruments, modelo Quanta FEG 250,

utilizando elétrons retroespalhados.
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4.5. Determinagéo do pH no ponto de carga zero

O pHpcz foi determinado para o polimero tanto na forma de microesfera
como em formato de filme. Para isso utilizou-se aproximadamente 0,1g de filme
e 0,1g de microesferas Uumidas de quitosana. Os sélidos foram deixados em
contato com 50 mL de solucdo de NaCl 0,1 mol L™ sob 10 diferentes valores de
pH inicial (2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12) ajustados com solu¢des de HCI ou
NaOH 0,1 mol L. Apés 24 h sob agitacéo constante a 120 rpm e 25°C, os
filmes e as microesferas foram retirados e o pH final da solugédo anotado. O
valor do pHpcz corresponde a faixa onde o pH final permanece constante

independente do valor de pH inicial [57].

4.6. Influéncia do pH na adsorcdo dos ions metalicos em

microesferas de quitosana

Para verificar a influéncia do pH na adsorcdo dos ions metalicos,
amostras de, aproximadamente, 0,1g de microesferas foram transferidas para
recipientes de polietileno contendo 25 ml de solugdo de AgNO3; 1 mmol L™ em
diferentes valores de pH. Estes valores foram controlados pela adicdo de
quantidades adequadas de HNO3 0,1 mol L™ ou NaOH 0,1 mol L™, ajustando
os valores de pH inicial em 4, 5, 6, 7 e 8 [23]. As suspensdes obtidas foram
mantidas em agitagdo numa mesa agitadora a 120 rpm por um periodo de 24h.
Em seguida o material polimérico foi retirado e a quantidade de ions Ag® no
sobrenadante quantificada utilizando espectroscopia eletrénica na regido do

UV-Vis no comprimento de onda de 198 nm.
4.7. Cinética de adsor¢cdo em microesferas

Em 15 frascos de polietileno foram adicionadas 25 mL de uma solucao
de nitrato de prata na concentracdo 1x10° mol L™ Adicionou-se a estas
solucbes aproximadamente 0,1g microesferas Umidas. Os frascos foram
colocados a uma mesa agitadora com velocidade de 120 rpm pelo periodo de

24 horas. Em diferentes intervalos de tempo um frasco era retirado e o material
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adsorvente utilizado era removido [58]. A concentracdo da solucao resultante

foi determinada por espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis.

4.8. Isoterma de Concentragcéao

Para a construgcdo da isoterma de concentrag&o utilizou-se frascos de
polietileno com aproximadamente 0,1g microesferas Umidas e 25 mL de
solucdo de prata em 13 diferentes concentracbes [58]. Os valores de
concentracdo e temperatura encontram-se na Tabela 3. O experimento foi

realizado em triplicata.

Tabela 3: Concentracdes de AgNO; utilizadas na isoterma de adsor¢éo a 25° C

Amostra 1 2 3 4 5 6 7

Concentracdo  1x10®*  2x10* 3x10*  4x10* 5x10* 8x10* 1x10°
(mol L™

Amostra 8 9 10 11 12 13

Concentracdo  1,5x10° 2x10° 2,5x10° 3x10° 3,5x10° 4x10°
(mol L™

As misturas foram agitadas numa mesa agitadora pelo periodo de 24
horas. O sobrenadante foi analisado utilizando a espectroscopia eletrénica na
regido do UV-Vis. O numero de mols adsorvido por grama de material

adsorvente (Ny) foi calculado aplicando a Equacgéo 14.

N;—Ng
m

Ny = ( ) Equacéo 14

Em que: Nj € o numero de mols inicial; Ns € a quantidade de mols presente na

solucdo sobrenadante e m é a massa pesada de adsorvente apos a secagem.
Os resultados obtidos foram ajustados aos modelos de Langmuir,
Freundlich e Dubinin-Radushkevich, para avaliar qual modelo explica melhor o

sistema estudado.
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4.9. Avaliacao da atividade antibacteriana dos filmes e microesferas

A atividade antibacteriana in vitro dos materiais carregados com
nanoparticulas de prata foi avaliada por meio do teste de disco-difusédo
utilizando repiques de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, gentilmente
cedidos pelos laboratérios do Campus de Gurupi, Labvac e Labap,

respectivamente.
4.9.1. Preparo da suspensao do microrganismo

Com o auxilio de uma alca bacterioldgica algumas col6nias de cada
microrganismo, inicialmente em placas com &gar, foram coletadas e incubadas
em 125 mL de meio de cultura Luria Bertani por 12 horas a temperatura de
37°C e em agitacdo de 180 rpm. Terminado o periodo de incubacgédo, 0,1 mL de
cada suspenséo foi diluida, repetidamente, em 0,9 mL de solucdo salina, até
atingir a diluicdo 1/1000 [58]. O procedimento pode ser resumido conforme a

Figura 7.

Figura 7: Processo realizado na suspenséo de E.coli e S. aureus

Dilui¢des seriadas

S Y

Uma alcada

Repique de microrganismo 12 Horas 1/10 1/100 1/1000

4.9.2. Teste do disco-difusao

O teste realizado trata-se de uma técnica baseada na difusdo, através
do agar, de um antimicrobiano suportado no biomaterial. O agente

antimicrobiano quando se difunde leva a formacéo de um halo de inibicdo do
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crescimento bacteriano [59]. Para tal, placas de Petri foram preparadas em
triplicata e apds a solidificagdo do meio de cultura, LB, 0,1 ml da suspenséo de
microrganismo na diluicdo 1/1000 foi inoculada com o auxilio da alca de
Drigalski.

Os filmes preparados em diferentes concentracdes, conforme
procedimento descrito no item 4.3, foram cortados em circulos de 6 mm de
didmetro e esterilizados em camara com lampada de UV por 15 minutos. Em
seguida, os sete pedacos de filmes, sendo um controle, foram dispostos de
modo asséptico nas placas de Petri previamente inoculadas com as bactérias.
As placas entédo preparadas foram incubadas por 72 horas a 37°C [60].

As microesferas utilizadas no teste do halo correspondem ao produto
final da adsorcao de prata nas concentragdes referentes aos pontos 1, 4 e 8 da
isoterma, conforme procedimento descrito no item 4.8. Depois da adsorcdo do
precursor de ions metalicos, o substrato foi seco a temperatura ambiente e
posteriormente imerso numa solucao de 0,01% de citrato de sodio durante 30
minutos [61]. Apdés secagem, foi pesado aproximadamente 12 mg de
microesferas de cada concentracdo, sendo estas colocadas juntas de modo
asséptico nas placas de Petri previamente inoculadas com as bactérias. As

placas entédo preparadas foram incubadas por 72 horas a 37°C.

4.10. Aplicacdo dos biomateriais no processo de carregamento e

liberacdo controlada de farmaco

Os filmes e microesferas de quitosana também foram avaliados como

matrizes para o transporte e liberacéo de ibuprofeno [62].

4.10.1. Carregamento do farmaco em microesferas de quitosana puras

A quitosana na forma de microesfera foi carregada com ibuprofeno pelo
método de evaporacdo do solvente. Inicialmente, 200 mg de ibuprofeno foram
dissolvidos em 4 ml de etanol. Em seguida, essa solucéo foi adicionada a 4g de
esferas umidas. A suspensao foi agitada por 12 horas e ap0s esse tempo o

material foi colocado em estufa a 60°C até a total evaporagdo do solvente.
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4.10.2. Carregamento do farmaco em microesferas de quitosana com

nanoparticulas de prata

Ap6s o processo de adsorcdo de fons Ag*, realizado em solugéo 1x10™
mol L de AgNOs; 4 g de microesferas ainda Umidas foram pesadas e
colocadas em contato com 200 mg de ibuprofeno dissolvidos em 4 ml de
etanol. Essa mistura foi mantida em agitacéo por 12 horas e apés esse periodo
seguiu-se para a estufa onde permaneceu por mais 12 horas a 95°C, para a
formacdo das nanoparticulas de prata, e entdo o material foi lavado e seco a

temperatura ambiente.
4.10.3. Carregamento do farmaco nos filmes de quitosana puros

O carregamento de ibuprofeno nos filmes foi realizado numa Unica
etapa, durante a formacéo dos filmes. Para isso, pesou-se 88 mg de farmaco
que foram dissolvidos em 4 ml de etanol. Em seguida, a essa solucao foi
adicionado 10 ml de uma preparacdo de quitosana solubilizada em &cido
acético 5% (7 mg mL™) e 0,2 ml de epicloridrina, a mistura foi mantida em
agitacdo até a homogeneidade e entdo vertida sobre uma placa de Petri e seca
a temperatura de 35°C até completa evaporacdo do solvente. Finalmente, o
filme foi deixado em contato com NaOH 0,1 mol L™ até o destacamento, depois

lavado com agua destilada e seco a temperatura ambiente.

4.10.4. Carregamento do farmaco nos filmes de quitosana com

nanoparticulas de prata

A formacéo do filme, bem como seu carregamento com nanoparticulas
de prata e farmaco foram realizados em etapa Unica. Logo, 88 mg de
ibuprofeno foram pesados e solubilizados em 4 ml de etanol. Em seguida, a
essa solucdo misturou-se 10 ml de quitosana previamente solubilizada em
acido acético 5% (7 mg mL™), 4 ml de solucdo de AgNO35 mM e 0,2 mL de
epicloridrina. A solucéo resultante foi mantida em agitacdo até a completa
homogeneizacéo e posteriormente vertida sobre uma placa de Petri e seca a

95°C durante 12 horas para formacéo das nanoparticulas de prata. Por fim, o
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flme foi deixado em contato com solucdo de NaOH 0,1 mol L™ até o
destacamento, em seguida lavado com agua destilada e seco a temperatura

ambiente.

4.10.5. Quantificacédo do total de farmaco incorporado nos biopolimeros

Para determinar a quantidade de ibuprofeno presente nas microesferas
de quitosana puras e impregnadas com nanoparticulas de prata e nos filmes
puros e impregnados com nanoparticulas de prata, uma por¢cdo de cada
material foi pesada, triturada, solubilizada em etanol e mantida em agitacéo de
150 rpm por 12 horas, para que ocorresse a solubilizagdo do farmaco. Para
todos os materiais, o sobrenadante foi analisado por espectroscopia eletronica

no comprimento de onda de 203 nm.

4.10.6. Preparacéao dos fluidos simulados

Para determinacdo da quantidade de farmaco liberada no organismo
dois tipos de fluidos foram simulados: o fluido gastrico simulado (FGS) e o
fluido intestinal simulado (FIS).

O FGS consiste numa solucédo de HCI com pH = 1,2 e o FIS € obtido por
meio de uma solugéo tampéao fosfato com pH = 7,4. Para o preparo da solucao
tampao fosfato foram pesados 3,9 g de NaCl, 11,54 g de NaH,PO, e 11,62 g
de K,HPO,, todos solubilizados em &agua destilada na quantidade suficiente

para 1 L de solucéo.

4.10.7. Liberacdo do farmaco nos fluidos simulados

Na avaliacédo da liberacéo in vitro do ibuprofeno, 150 mg de microesferas
carregadas com o farmaco, com e sem a presenca de nanoparticulas de prata,
foram colocadas em contato com 25 mL de solugcéo de FGS a uma temperatura
de 37°C, sob agitacdo de 150 rpm, por 2 horas. Em seguida o material foi
filtrado e colocado em contato com solucdo de FIS nas mesmas condi¢cdes

anteriores por um periodo de 7 horas.
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Para os filmes carregados com o farmaco, puros e com nanoparticulas
de prata, uma porgédo de 40 mg foi pesada e colocada apenas em contato da
solucdo de FIS por um periodo de 6 horas, em agitacdo de 150 rpm, a uma
temperatura de 37°C. Em ambos os casos, durante todo o processo, em
determinados intervalos de tempo, aliquotas de 3 mL dos fluidos eram retiradas
para quantificar a concentracdo de ibuprofeno presente nos fluidos, o mesmo
volume retirado era reposto a fim de manter o volume inicial. As amostras
obtidas foram quantificadas por espectroscopia na regido do UV-Vis no
comprimento de onda de 203 nm.

Um método corrigido foi utilizado para calcular a quantidade real de
ibuprofeno liberada no fluido [63]. O célculo é baseado conforme equacao 15.

Ceecorr = Ce+2 257G, Equagéo 15

Onde Cicorr € a concentracao real de ibuprofeno liberada no tempo t; C; € a
concentracdo de ibuprofeno no instante t medida no UV / Vis, v é o volume
amostrado tomado a um intervalo de tempo determinado, e V é o volume total

de fluido de liberacéo.
4.10.8. Liberagéo de prata nos fluidos simulados

A fim de determinar se ha liberacdo de prata nos fluidos simulados, os
materiais obtidos, ausentes de ibuprofeno, foram submersos em FGS e FIS nas
mesmas condicbes anteriores de tempo e entdo as amostras foram
quantificadas por espectroscopia na regiao do UV-Vis no comprimento de onda
de 212 nm.

4.10.9. Taxa de intumescimento

Com intuito de determinar o grau de intumescimento dos materiais, 0s
polimeros puros foram preparados no formato de filme e microesferas. Apos
secagem, uma quantidade determinada de cada biopolimero , foi colocada em
contato com 5 mL de solucdo de FGS nas duas primeiras horas e
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posteriormente imersos em solucdo de FIS por mais 3 horas e mantidos em
agitacao constante de 100 rpm, no caso das microesferas. Para os filmes, uma
determinada quantidade do material ficou em contato com 5 mL somente de
fluido intestinal simulado e mantido em agitacdo de 100 rpm por 5 horas.

Em determinado intervalo de tempo o0s materiais eram retirados, o
excesso de 4gua extraido com auxilio de papel filtro e posteriormente pesado.
A taxa de intumescimento (TI) foi definida através da Equacéo 16:

me—m;

TI = Equacao 16

m;
Onde: m; e m; correspondem as massas em um determinado tempo t e inicial,

de cada material, respectivamente.
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5. Resultados e Discussao
5.1. Purificagcdo da quitosana

A etapa de purificacdo da quitosana é realizada de modo a eliminar o
material suspenso presente logo apds a dissolucdo do polimero em &cido
aceético, trazendo mais confiabilidade aos resultados, uma vez que grande parte
dos interferentes é eliminada.

Para a escolha do método de purificacdo algumas caracteristicas devem
ser consideradas, tais como: o rendimento do processo, grau de pureza e
solubilidade do polimero [64]. O rendimento obtido da etapa de purificacdo da

quitosana foi satisfatério e correspondente a 93%.

5.2. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho da

quitosana

O espectro de infravermelho, representado na Figura 8, revelou bandas
caracteristica do polimero quitosana. As principais bandas referentes a
quitosana observadas no espectro de infravermelho (IV) foram: (a) banda
de estiramento de OH entre 3440 a 3480 cm™, banda esta que parece
sobreposta a banda de estiramento N-H; (b) deformacédo de C = O de amida
| (entre 1661 a 1671 cm™); (c) deformacado de N-H (entre 1583 a 1594 cm™);
(d) deformagéio de -CN de amida (por volta de 1425 cm™); (e) deformacéo
simétrica de CHs (entre 1380 a 1383 cm™); (f) deformacéo de -CN de
grupos amino (entre 1308 a 1380 cm™) e (g) bandas caracteristicas de

estruturas polissacaridicas na regido de 890-1156 cm™ [65].
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Figura 8: Espectro obtido por FT-IR da quitosana pura
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Geralmente, as bandas que se referem ao polimero quitosana sdo muito
semelhantes, pois todas apresentam basicamente 0S mesmos grupos

funcionais. O grau de acetilagéo foi determinado conforme equacéo 17:

41320 _ (3822 4+ 0.03133 GA Equagéo 17

1420

Onde Ai320 € A0 SA0 0s valores das absorbancias para as bandas de
infravermelho localizadas em 1320 e 1420 cm™[66]. Com o grau de acetilacdo
determinado assumiu-se que o grau de desacetilacdo (GD) do polimero
utilizado no trabalho é de 81%.

5.3. Preparo dos filmes de quitosana

Filmes de quitosana puros e com prata foram preparados sendo as
nanoparticulas de prata sintetizadas em conjunto com os filmes numa Unica
etapa, proporcionando, assim, um produto final com alta homogeneidade,

conforme pode ser verificado na Figura 9.
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Figura 9: Imagem fotografica dos filmes de quitosana obtidos, sendo o filme de
quitosana pura (a) e os filmes de quitosana com as seguintes concentragdes de
prata: 0,5 (b), 1,0 (c), 2,0 (d), 5,0 (e), 25 (f) e 52 (g) mmol L™.

Como resultado foram obtidos sete filmes, sendo o filme (a) puro e os
demais obtidos em diferentes concentracdo de nanoparticulas de prata. Pode-
se observar que conforme a concentracdo de nanoparticulas de prata aumenta
os filmes de quitosana perdem sua integridade o que pode ser explicado pelo
fato da quitosana também agir como agente redutor de prata e assim oxidar.
Além disso, com o aumento da concentracdo de nanoparticulas de prata os
filmes escurecem, passando de uma coloracdo amarela, cor complementar
caracteristica de nanoparticulas de prata, para uma coloracdo preta,
correspondente a prata em escala macroscopica, essa coloracdo foi

caracterizada com auxilio de um colorimetro.

5.4. Analise colorimétrica dos filmes de quitosana

Os filmes com nanoparticulas de prata foram analisados em um
colorimetro, uma vez que a cor produzida pelas nanoparticulas de prata, bem
como suas propriedades, dependem de seu diametro e forma. A coloracéo
apresentada pelos filmes pode ser interpretada por meio de um diagrama de
cromaticidade (Figura 10).

As bandas de energia responsaveis pelas propriedades dos metais
alteram seu comportamento quando esses materiais se encontram em
tamanhos distintos. Em escala nanométrica os raios das particulas séo
menores que o comprimento de onda da radiagdo Uv-vis incidida sobre elas e
iISso causa uma oscilagéo coletiva dos elétrons formando dipolos elétricos pelo
carregamento da superficie. Esse efeito resulta em um comprimento de onda

especifico que origina a banda plasmons de superficie [67].
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As nanoparticulas de prata apresentam banda de ressonancia de
plasmons em aproximadamente 400 nm e a medida que essas particulas
aumentam em tamanho a banda se alarga e desloca-se para maiores

comprimento de onda [67].

Figura 10: Diagrama de cromaticidade marcado com os valores obtidos para
diversos filmes de quitosana com prata

0.04
00 0.1

A Figura 10 demonstra o comprimento de onda e a regido onde se
encontra as nanoparticulas de prata conforme a coloracdo observada nos
filmes obtidos. Em andlise aos sete filmes o processador de dados do
colorimetro disponibiliza valores de coordenadas x e y para cada material que
ao serem identificados no diagrama de cromaticidade oferecem o comprimento
de onda daquela regido especifica. O comprimento de onda de cada filme de
acordo os pontos obtidos em cada coordenada esta disposto na Tabela 4.
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Tabela 4. Comprimento de onda da cor complementar dos filmes com

nanoparticulas de prata

Filme 1 2 3 4 5 6 7
Conc. de solugcdo AgNOs(mmolL? 0 05 10 20 50 250 52,0

Comprimento de onda / nm 575 576 580 583 581 561 485

Observando os dados da Tabela 4, nota-se que a coloracdo dos filmes
esta préxima da regido amarela, com excecao do filme 7, correspondente a
concentracdo 52 mM de AgNOs3;, pois conforme aumenta a concentracdo de
AgNO3 as particulas de prata se agregam e aumentam em tamanho, fazendo
com que a coloragcdo mude, passando da cor amarela, uma caracteristica da
prata em escala manomeétrica, até atingir uma coloragdo mais escura de menor

comprimento de onda caracteristica da prata em escala macroscépica [67].

5.5. Preparo das microesferas

A quitosana € insoluvel em meio basico, porém, devido a protonacédo de
seus grupos amino (-NH, = -NH3") ela torna-se soltvel em meio acido [56].
Consequentemente, as microesferas de quitosana porosas podem ser
preparadas através do gotejamento de uma solucao viscosa de acido acético
com quitosana e PVP em um recipiente contendo solucao basica.

Com a finalidade de proporcionar ao polimero uma maior resisténcia
mecanica, foi aplicado no momento da dissolu¢do da quitosana em meio acido
um volume de epicloridrina, ocasionando a reticulagéo das cadeias moleculares
do material.

O gotejamento procedeu-se com o0 auxilio de uma ponteira de
micropipeta com o intuito de proporcionar tamanho micro as esferas e manter a
uniformidade das mesmas. As microesferas porosas de quitosana umidas
apresentaram diametro entre 2,4 a 3,9 mm (Figura 11) com valor médio de
2,911 (+ 0,325) mm.
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Figura 11: Diametro das microesferas porosas umidas
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Quando secas, as microesferas reduziram seu tamanho e apresentaram

diametros entre 0,8 e 1,4 mm (Figura 12), com valor médio de 1,008 (+ 0,128)

mm.

Figura 12: Diametro das microesferas porosas secas
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A Figura 13 apresenta imagens fotograficas das microesferas porosas

obtidas, onde € possivel perceber a diferenca de didmetro com a secagem.
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Figura 13: Microesferas de quitosana (a) umida e (b) seca.

(b)

5.6. Analise das microesferas de quitosana por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia
dispersiva (EED)

O acoplamento destas duas técnicas facilita a determinacdo da
composicdo quimica da amostra analisada. As imagens de MEV obtidas, bem
como o espectro de EED para as microesferas de quitosana séo apresentados

nas Figuras 14 e 15, respectivamente.

Figura 14: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura das

microesferas de quitosana

Na Figura 14, pode-se observar que a microesfera de quitosana na sua

superficie apresenta rugosidade e ndao assume uma forma esférica perfeita.
Isto pode ser consequéncia do processo de formacao da amostra.
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Figura 15: Espectro de EED das microesferas de quitosana
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Através do espectro de EED, representado pela Figura 15, foi possivel
quantificar os elementos presentes nas amostras, embora os elementos C e O
estejam presentes em maiores quantidades, estas ndo podem ser utilizadas
para fins de quantificacdo dos componentes, visto que a propria fita de carbono
sobre a qual a amostra é depositada possui esses elementos. Ja a presenca de
ouro na amostra é decorrente do processo de metalizacdo da amostra e a

presenca de Mg é decorrente de impurezas e interferéncias do equipamento.

5.7. Determinacado do pH no ponto de carga zero (pHpcz)

Os resultados encontrados referente ao pHpcz dos materiais obtidos
estdo representados na Figura 16.

O pH no ponto de carga zero para os filmes e para as microesferas sao
7,15 e 6,8, respectivamente. Essa pequena diferenca pode estar relacionada
ao fato que as microesferas utilizadas no procedimento encontram-se
reticuladas e os filmes utilizados nessa etapa nédo sao reticulados Apesar dos
materiais estarem em formas diferentes, nota-se que os valores de pHpcz
encontrados estao proximos, por volta de 7. Conhecendo o comportamento das
cargas na superficie dos materiais € possivel presumir possiveis interacdes

eletrostaticas.
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Figura 16: Determinacao do pHpcz dos biomaterias
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Tendo em vista que o pHpcz da quitosana € aproximadamente 7, acima
desse valor o biopolimero fica negativamente carregado, logo, em solugcfes
aguosas cujo pH>pHpcz a adsorcéo de céations é favorecida, enquanto que em
solucbes de pH<pHpcz o biopolimero encontra-se positivamente carregado

favorecendo, assim, a adsorgéo de anions [68].
5.8. Influéncia do pH na adsorcéo dos ions Ag”*

O procedimento néo foi realizado para pH< 4, pois o material adsorvente
pode solubilizar nessa faixa de pH. Em pH>7 ha a formacao de hidréxidos de
prata que dificultam a adsor¢cdo, como pode ser observado na Figura 17.

Analisando os dados, € possivel notar que a retencdo dos ions Ag®
aumenta a medida que o valor de pH também aumenta (Figura 17). A
quantidade de protons presente em baixos valores de pHs influencia
diretamente na adsorcdo de céations pelo material empregado. Quanto mais
acida a solugdo, maior a presenca de ions H”, logo, os prétons e os céations irdo
competir entre si pelos sitios do adsorvente [69]. Esse comportamento ja era
esperado uma vez que os dados obtidos pelo pHpcz revelou que em pH acido
a superficie do material estaria carregada positivamente, fato que nao favorece

a adsorcao de espécies com carga positiva.
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Figura 17: Influéncia do pH na adsorcéo de ions Ag* em microesferas de

quitosana
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O épice, bem como o equilibrio, da adsorcdo dos ions Ag" foi atingido
em pH 5, 6 e 7. Conforme o pHpcz o meio ideal para adsor¢cdo de cations em
microesferas de quitosana seria em pH béasico, porém deve-se levar em
consideracdo o limite de precipitacdo dos metais que no presente trabalho
ocorre em pH>7. Portanto, solucdo basica nao foi utilizada a fim de evitar a

formacéo de hidroxidos [70].

5.9. Cinética de adsorcdo dos ions Ag”*

Um estudo cinético foi realizado a fim de se determinar o tempo de
equilibrio na adsor¢éo dos ions Ag®. Os resultados obtidos sdo apresentados
conforme Figura 18.

Analisando o gréfico é possivel notar um rapido aumento da quantidade
de ions Ag® adsorvidos pelas microesferas de quitosana nas primeiras horas e
uma posterior saturacdo é alcancada a partir de 10 h de contato entre o

adsorvente e o adsorvato.
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Figura 18: Cinética de adsorcdo de Ag* em microesferas de quitosana
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Como forma de verificar 0 mecanismo que rege o processo de adsorcao,
modelos de pseudo primeira-ordem, pseudo segunda-ordem e difusédo
intraparticula foram testados no presente trabalho. Para uma analise
guantitativa € preciso que haja comparacao entre o coeficiente de correlacéo
de cada modelo. Os parametros que foram obtidos através da linearizacdo dos

diferentes modelos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros obtidos através da linearizacdo da curva cinética

Modelo cinético Equacéo dareta
Pseudo primeira ordem Y =-3,9833 — 0,0004 X (R® = 0,3479)
Pseudo segunda ordem Y = 16306,7 + 2077,5 X (R? = 0,999)
Difuséo intraparticula Y = 0, 0003 + 6x10° X (R? = 0,4973)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, € possivel
afirmar que os dados cinéticos que mais se adequaram sao referentes ao
modelo de pseudo segunda-ordem, pois este oferece o melhor coeficiente de

correlacdo, R* = 0,999.
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O grafico representado pela Figura 19 ilustra a equacéo linearizada

obtida pelo mecanismo de pseudo segunda-ordem.

Figura 19: Linearizacdo conforme modelo cinético de pseudo segunda-ordem
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Com base nos valores de coeficiente linear e coeficiente angular obtido
pela equacdo de pseudo segunda-ordem, representados na Tabela 5, foi
possivel calcular os parametros cinéticos da constante de velocidade (Ky), a
quantidade adsorvida no equilibrio (Ny) e também a velocidade de adsor¢éo

inicial (h). Os referidos dados estdo representados na Tabela 6.

Tabela 6: Parametros cinéticos obtidos a partir do modelo de pseudo segunda

ordem

Pseudo segunda ordem

Ko (@ mol ™ min™) Nt (expy (Mol @) Nfacy (@ mol™)  h (mol g* min™)

264,7 4,93x10™ 4,81x10™ 6,13x10™

Analisando as informacdes da Tabela 6 é notavel a semelhanca entre o

valor de N experimental (Nf exp)) € 0 valor de Ny obtidos pelo calculo do
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modelo de pseudo segunda-ordem (Nf (caic)). Conforme dados da literatura, o

modelo de pseudo segunda ordem é empregado nos casos em que a taxa de
ocupacdo de sitios de adsorcédo é proporcional ao quadrado do numero de

sitios desocupados [71].
5.10. Isoterma de concentragcéao
Os resultados referentes a adsorcdo dos fons Ag® com variagdo da
concentracdo, bem como o0 ajuste ndo linear aos modelos de Langmuir e

Freundlich estdo demostrados na Figura 20.

Figura 20: Adsorgéo de ions Ag® em meio aquoso de diferentes concentragdes
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A isoterma de adsorcdo, que estd representada pela Figura 20,
demonstra que o aumento da adsorcéo é diretamente proporcional ao aumento
da concentracdo da solucdo, ou seja, a quantidade adsorvida aumenta a
medida que a concentragdo também aumenta. Com o0 aumento da
concentracdo da solucdo de AgNO3 os sitios de adsor¢do da quitosana vao
sendo ocupados, mas a tendéncia € uma decorrente saturagao.

Em menores concentracbes ha também menores quantidades de ions
Ag®, com isso a retencdo da prata ndo ¢ suficiente para preencher todos os

sitios disponiveis para adsor¢cdo. Contudo, no decorrer do procedimento, 0s
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sitios disponiveis na superficie vao sendo ocupados por completo atingindo o
equilibrio, o que explica a faixa constante de adsorc¢éao.

As informacgBes obtidas no experimento foram ajustadas através da
regressao nao linear aos modelos de Langmuir, Freundlich. A representacdo
das equac0es e seus respectivos coeficientes de determinacéo (R?), bem como
a soma do quadrado dos erros (SQE), obtidos através do ajuste aos modelos
de Langmuir e Freundlich encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Equacfes nao lineares dos modelos de Langmuir e Freundlich

Isoterma Equacéo R? SQE
Langmuir N NSK}, Cs 0,966 3,8619x10°
T4k, C
Freundlich 1 0,934 8,19272x10®
Nf = KF Csn

A qualidade do ajuste foi verificada de acordo com o coeficiente de
determinacdo (R? e por meio da soma dos quadrados dos erros (SQE)

conforme Equacao 18 [72].
21 Nrcary = Nr(exp) Equagdo 18

Tendo em vista o coeficiente de determinacdo de ambos os modelos e o
resultado da SQE é possivel notar que o modelo de Langmuir € 0 mais
apropriado, pois apresentou um maior R? e uma menor SQE. Portanto, através
da equacdo do modelo de Langmuir outros parametros, como capacidade
méaxima de adsorcdo e constante de adsorcdo, também podem ser

determinados. Tais parametros estédo dispostos na Tabela 8.
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Tabela 8: Parametros obtidos através da equacéo do modelo de Langmuir

Parametros da Isoterma de Langmuir

Nscalc (m0| g -1) KL Nsexp (m0| g -l)

0,0018 736,14 9,58x10™

Comparando-se o valor adquirido de capacidade maxima de adsorcao
através do ajuste ndo linear ao modelo de Langmuir com o valor obtido
experimentalmente, verificou-se que, na pratica, os resultados foram inferiores
aos valores tedricos. Esse fato pode ser explicado devido a origem natural do
material utilizado para adsorcdo, a quitosana, a mesma pode conter
irregularidades que interferem na eficiéncia do processo. Além disso, a
repulsdo eletrostatica entre jons Ag® pode provocar uma reducdo da
capacidade de adsorcdo do material [37]. Com valor do fator de separacéo
obtido, R, =0,35, pode-se assumir que a adsor¢éo de ions Ag” por microesferas
de quitosana € um processo favoravel.

Os dados experimentais foram ajustados ao modelo de isoterma de
Dubinin-Radushkevick com o intuito de calcular a energia envolvida na
adsorcao, e assim, identificar se a interacdo dos ions Ag® com as microesferas
de quitosana é uma adsorcéo fisica ou quimica. A Figura 21 representa a forma
linearizada do perfil da isoterma D-R e os parametros analisados encontram-se

na Tabela 9.



59

Figura 21: Linearizacdo conforme modelo de Isoterma D-R
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Tabela 9: Parametros obtidos através da linearizacéo da isoterma D-R

Parametros da Isoterma D-R

Equacéo da reta R2 Kbr B E (KJ mol™)

Y =-4,05088 -1,05381x10®°X 0,921 0,0174 1,0541x10° 6,9

Analisando o parametro E referente a isoterma D-R é possivel dizer que
a interacao que ha entre adsorvato/adsorvente no presente trabalho trata-se de

uma adsorcao fisica por apresentar valor E < 8 kJ mol-* [39].
5.11. Avaliacao da capacidade antibacteriana dos biomateriais

Para avaliar a acdo que os materiais desempenham contra bactérias
foram selecionados dois tipos desse microrganismo, um Gram-negativo e outro
Gram-positivo. Por estar presente na superficie corporal dos mamiferos a

bactéria gram-positiva selecionada foi S. aureus e por ser considerado um
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parasita intestinal de mamiferos a bactéria gram-negativa selecionada foi E.
coli [53].

No teste de disco-difusdo realizado para averiguar o potencial
antibacteriano dos filmes de quitosana (Figura 22) foi possivel observar a
formacdo do halo de inibicdo, caracterizando que o material possui atividade

contra as referidas bactérias.

Figura 22: Halos de inibicao formados pelos filmes com nanoparticulas de

prata para: (a) E.coli e (b) S.aureus

() (b)

Na Figura 22, o maior halo de inibicdo mensurado apresentou diametro
de 16 mm para E.coli e 13 mm para S.aureus. O filme que se destacou em
relacdo ao halo de inibicdo foi o de concentracdo 5 mM de solugcédo de AgNOs,
0 que mostra que a partir desta concentracdo a prata é eficiente contra as
bactérias. J& os filmes localizados na regido central da placa ndo apresentaram
halo de inibicdo, uma vez que sdo de controle e ndo possuem nanoparticulas
de prata em sua composi¢cdo. A comparacdo entre concentracdo do filme e
didametro do halo para as duas bactérias esta apresentada na Tabela 10.
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Tabela 10: Comparacéo entre concentracao do filme e diametro do halo

Concentracdo de AgNOz(mmol L ™)

0,5 1,0 2,0 5,0 25 52
Diametro do halo (mm) — E. coli 11 11 12 16 15 15

Diametro do halo (mm) — S. aureus 9 9 11 13 12 12

Apesar de ser um teste qualitativo a diferenca de didmetro entre os halos
formados para E. coli e S. aureus pode ser justificada pelo carater estrutural
das bactérias. Por ser gram-positiva a parede celular de S. aureus é mais
espessa que a parede celular de E. coli, sendo essa caracteristica de imensa
importancia para protecdo da célula contra penetracdo das nanoparticulas de
prata no citoplasma. Logo, a maior espessura da parede celular sugere que S.
aureus tem um sistema de defesa mais forte contra nanoparticulas de prata
[53].

O mesmo procedimento realizado para as microesferas com

nanoparticulas de prata pode ser verificado conforme Figura 23.

Figura 23: Halos de inibicdo formados pelas microesferas com nanoparticulas
de prata para: (a) E.coli e (b) S.aureus
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Para as microesferas com nanoparticulas de prata as trés concentracoes
avaliadas apresentaram halos de diametros semelhantes e correspondentes a
aproximadamente 10 mm. O fato das microesferas serem oriundas de um
processo de adsorcao e apresentarem baixa aderéncia ao agar pode interferir

no processo de formacgéao do halo.

5.12. Liberacgéo controlada de farmaco pelos biomateriais

Os biomateriais na sua forma de filmes e microesferas foram avaliados
como matrizes no processo de liberacdo controlada do farmaco ibuprofeno.
Para isso, os polimeros foram separados de acordo com sua estrutura fisica o
que diferenciou o método utilizado para carregamento e liberacdo controlada
do farmaco.

Os resultados de liberacao de ibuprofeno pelas microesferas porosas de
quitosana com e sem a presenca de nanoparticulas de prata pode ser

observado conforme Figura 24.

Figura 24: Liberagdo de farmaco pelos polimeros em forma de microesferas
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Verificando os resultados apresentados na Figura 24 é possivel notar

gue o mecanismo de liberacdo de ibuprofeno esta diretamente relacionado com
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o pH do meio. Tanto para as microesferas com presenca de nanoparticulas de
prata quanto para as microesferas na auséncia de nanoparticulas de prata a
liberacdo de ibuprofeno em pH = 1,2 foi muito inferior da encontrada em pH =
7,4. No FIS a liberacao foi alta a partir do primeiro momento, sendo maior no
material que possui nanoparticulas de prata.

Essa maior liberagao de ibuprofeno no fluido intestinal simulado pode ser
explicada pelo fato do ibuprofeno ser extremamente sollivel em pH basico [73].
Outro fato relevante € que o biopolimero, nessa condicdo de pH = 7,4, possui
superficie com carga negativa, conforme observado no estudo do pHpcz
descrito anteriormente, e repele eletrostaticamente as cargas negativas do
ibuprofeno (COQO’). Comprovando que a liberacdo do farmaco em estudo
ocorre no intestino e evita a deposicdo de altas dosagens da droga no
estbmago. O melhor desempenho do material com nanoparticulas de prata
pode estar relacionado a sor¢édo do farmaco nas nanopatrticulas [6 - 74].

Os resultados obtidos da liberacdo de farmaco para os filmes de
quitosana na presenca ou auséncia de nanoparticulas de prata estdo

representados a seguir, Figura 25.

Figura 25: Liberagéo de farmaco pelos polimeros em forma de filmes
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No caso dos filmes, o estudo de liberacdo de farmaco foi realizado

apenas em pH = 7,4, pois o intuito desse material € a liberacdo transdérmica
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de ibuprofeno, logo o pH sanguineo em que o filme teria contato se encontra
nessa faixa.

Observando a Figura 25 constata-se que o &pice da liberacdo do
farmaco pelos filmes em pH=7,4 ocorre logo nos primeiros 30 minutos de
contato e permanece constante.

O comportamento observado nas microesferas (Figura 24) também
ocorre nos filmes (Figura 25), que € a maior liberacdo de farmaco pelos

materiais na presenca de nanoparticulas de prata.
5.12.1. Liberacéo de ions prata no organismo pelos biomateriais

Um risco associado ao uso de prata em sistemas de liberacdo de
farmacos € liberacdo de prata no organismo. Para tal, determinou-se a
quantidade de prata liberada no fluido intestinal simulado que ficou em contato
com as microesferas.

As microesferas utilizadas apresentaram 8,9x10™ mols de prata por
grama do polimero. Apds o contato do material com a solugdo corporea
simulada foi constatado a presenca de 5,93x10™ mol L™ de fons prata em fluido
intestinal, o que caracteriza a liberacdo da mesma no organismo. Como 0s
valores de comprimento de onda de maxima absorcdo dos ions prata em
solucéo aquosa e do ibuprofeno sdo proximos, a liberacéo de prata pode afetar
a quantificacdo do ibuprofeno. Desta forma, a maior liberacdo de ibuprofeno
nos materiais que possuem prata poderia ser somente um erro ocasionado
pela dificuldade em quantificar o farmaco. No entanto, a quantidade de ions
prata liberada € muito pequena e nao explica a grande diferenca observada
entre a capacidade de liberacdo das microesferas puras e com nanoparticulas
de prata. Portanto, a maior liberacdo de farmaco dos materiais com prata esta
relacionada a capacidade das nanoparticulas de atuarem no carregamento e
liberacdo do farmaco.

Estudos in vitro demonstraram que baixas concentracbes de
nanoparticulas de Ag (2,32x10“M) permite uma maior variedade de aplicacdes
in vivo e, portanto caracteristicas como modificacdes no seu tamanho, forma,
funcionalizacdo e concentragdo devem ser levadas em consideracdo no

momento de aplica-las [75]. Um limite de exposi¢do diario de 0,01 mg/m? de
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prata, em todas suas formas, foi estabelecido pelo Instituto Nacional de
Seguranca e Saude Ocupacional (2003), bem como uma dose de referéncia
0,005 mg kg™ dia™*, conforme a Agéncia de Protecédo Ambiental dos EUA [76].

5.12.2. Taxa de intumescimento

A taxa de intumescimento foi avaliada para o polimero na forma de
microesferas em pH = 1,2 por 2 horas e em pH 7,4 por mais 3 horas. Ja para
os filmes a taxa de intumescimento foi avaliada apenas para pH = 7,4 pelo
periodo de 5 horas. Observa-se na Figura 26 o comportamento encontrado

para os biomateriais nas suas duas formas.

Figura 26: Taxa de intumescimento para o biopolimero ausente de ibuprofeno
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Pelos dados obtidos e demonstrados na Figura 26, nota-se que a taxa
de intumescimento (Tl) para as microesferas de quitosana € claramente maior
que a dos filmes, isso se deve ao fato de que as microesferas possuem uma
maior quantidade de grupos amino disponiveis, que sofrem protonacdo em
meio acido, podendo reter 4gua, porém sem ocorrer dissolucdo, pois estdo

reticuladas.
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A taxa de intumescimento dos materiais diminui a medida que tempo de
contato com a solucdo de FIS pH=7,4 aumenta. Nesse momento que ocorre
desprotonacao dos grupos aminos, a desidratacéo da cadeia e uma diminuigéo
do intumescimento. O fato do material liberar agua em tal pH facilita a liberacao

de ibuprofeno nesse meio.
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6. Concluséao

A quitosana apresentou um grau de desacetilacdo de 81%.

Devido ao alto GD% foi possivel solubilizar a quitosana em meio acido para

posterior formacgao das microesferas e dos filmes.

As microesferas obtidas apresentaram um bom controle na formacdo com

diametro médio de 2,911 mm quando Umidas.

O polimero se mostrou eficiente no processo de adsor¢cdo, com
comportamento cinético de pseudo-segunda ordem, com saturacdo dos sitios

apos dez horas em contato com a solucdo precursora de prata.

O estudo de adsorcédo apresentou um perfil mais adequado ao modelo de
adsorcdo de Langmuir. O modelo de Dubinin-Radushkevich revelou que a

adsorcao entre adsorvente e adsorvato é de natureza fisica.

Como matriz para liberagdo controlada de farmaco o polimero demonstrou
maior liberacdo em fluido intestinal simulado o que evita problemas gastricos

em pacientes.

A matriz na presenca de nanoparticulas de prata permite uma maior presenca

do farmaco em sua superficie, disponibilizando o0 mesmo em maior quantidade.

Os materiais obtidos foram eficientes contra as bactérias E. coli e S.aureus.
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