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RESUMO

CINETICA DE LIBERACAO DE CLOREXIDINA EM NANOCOMPOSITO
DE MAGNETITA E QUITOSANA

Os nanocompdsitos sao empregados em diversas areas do conhecimento e
uma delas é a nanomedicina. Eles s&o utilizados como carreadores de medicamentos
devido a sua biocompatibilidade e atividade biolégica, com possivel atividade
antimicrobiana. Este estudo teve como objetivo avaliar efeito da insercédo de
nanoparticulas magnéticas em uma matriz polimérica de quitosana como carreador
de CLX e avaliar o perfil de liberagdo do farmaco. A solugdo de quitosana foi
preparada pela solubilizagdo da mesma (1,4 mg/mL) em acido acético 2% sob
agitacdo magneética constante a temperatura ambiente por 24 horas. A suspenséo
coloidal de magnetita (Fez04) (1,4 mg/mL) foi cedida pela empresa nChem, Sao
Carlos, SP. Os nanocompdésitos foram preparados em um processo de simples
mistura. O farmaco Clorexidina (500 pg/mL) foi adicionado aos nanocompositos, sob
agitagdo magnética constante a temperatura ambiente por 1 hora. Obteve-se os
nanocompositos como esperado e de forma reprodutivel. Comprovou-se o
recobrimento das nanoparticulas de magnetita pela quitosana e também a
incorporagdo homogénea do farmaco na matriz polimérica. Analisou-se os dados
obtidos nos testes de liberagao do farmaco em 4 temperaturas diferentes e concluiu-
se que o sistema magnetita-quitosana libera a clorexidina durante as 2 primeiras
horas, até atingir 60% de liberagédo, pelo método descrito por Krosmeyer-Peppas.
Depois das 2 horas de liberagdo, outro modelo passa a descrever a liberagdo, o
modelo de Higuchi.



ABSTRACT

RELEASE KINETICS OF CHLORHEXIDINE IN MAGNETITE AND
CHITOSAN NANOCOMPOSITE

Nanocomposites are used in several fields of knowledge, including nanomedicine.
They are used as drug carriers because of their biocompatibility and biological
activity, with possible antimicrobial activity. This study aimed to evaluate the effect of
magnetic nanoparticle insertion on a chitosan polymer matrix as carriers of
antimicrobial antibiotics. The chitosan suspension was prepared by solubilizing it in
2% acetic acid under constant magnetic stirring at room temperature for 24 hours.
The colloidal suspension of magnetite (FesO4) was supplied by the company nChem,
S&o Carlos (Brazil). The nanocomposites were prepared in a simple mixing process.
Chlorhexidine was added to the nanocomposites under constant magnetic stirring at
room temperature. The nanocomposites were obtained as expected and reproducibly.
The magnetite nanoparticles were recovered by chitosan and the homogeneous
incorporation of the drug into the polymer matrix. The data obtained in the drug release
tests were analyzed at foiur different temperatures and it was concluded that the
magnetite-chitosan system releases chlorhexidine during the first 2 hours until
reaching 60% release by the method described by Krosmeyer-Peppas. After the 2
hours of release, another model goes on to describe the release, the Higuchi model.
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1- INTRODUGAO

A nanotecnologia se refere ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico
de materiais que apresentem propriedades intermediarias entre as escalas
microscoépica (atbmica) e macroscépica, o que geralmente ocorre em materiais com
dimensdes nanométricas’?2. Os nanomateriais sdo comercialmente empregados em
diversas areas, como catalisadores, dispositivos de comunicacéo, tintas especiais,
sensores e em mecanica fina. Existem diversas aplicagcées na area de saude, com
destaque para aquela que envolvem nanoparticulas para o transporte e liberacao
controlada de medicamentos (drug delivery).

As nanoparticulas magnéticas de oOxido de ferro com estrutura
magnética sdo obtidas com elevado controle de tamanho e forma empregando
diversos métodos de sintese. Sdo geralmente biocompativeis e sua toxicidade,
metabolismo e farmacocinética sdo bastante conhecidos®. As suas propriedades
superficiais podem ser controladas ou modificadas revestindo-as com diferentes
moléculas, as quais podem estar ancoradas por meio de ligagdes covalentes ou
por interacdbes de Van der Waals. Estas modificagcbes na superficie das
nanoparticulas permitem um amplo uso em medicina clinica. Por exemplo, com o
revestimento apropriado, essas nanoparticulas magnéticas se tornam hidrofilicas e
podem ser dispersas em agua ou em algum fluido biolégico, como saliva ou sangue.
A presenga de nanoparticulas magnéticas em sistemas de transporte de
medicamentos permite que sejam conseguidas doses bastante altas de modo pouco
invasivo em pequenas regides do corpo de um paciente por meio da aplicagao de um
campo magnético externo. Geralmente, estas aplicagdes requerem nanoparticulas
superparamagnéticas que sejam menores que 20 nm e que apresentem uma estreita
distribuicdo do tamanho das particulas, de modo que as suas propriedades fisicas e
quimicas sejam uniformes*. Dentre os materiais utilizados para revestimento de

nanoparticulas magnéticas, destaca-se a quitosana.

A quitosana € um biopolimero derivada da quitina que apresenta
propriedades policatibnicas e quelantes devido a presenga de muitos grupos
funcionais amino e hidroxila ativos ao longo da cadeia polimérica. A presenga de
cargas positivas na cadeia da quitosana permite que ela interaja fortemente com
outros polimeros e moléculas anidnicas. A quitosana também apresenta uma série de

atividades biologicas, incluindo ag&o antimicrobiana, além de estimular ou inibir a



atividade de varios tipos de células humanas. Por essas razdes, a quitosana é
amplamente utilizada em medicina, no setor alimenticio, na produg¢do de produtos

farmacéuticos, nutrigdo e agricultura °.

A incorporagao de nanoparticulas na matriz da quitosana para formar
novos materiais nanocompositos, sdo muito empregados como veiculos para o
transporte e liberagdo controlada de medicamentos em situagdes bastante especificas,

como no tratamento de cancer ou para o combate a infecgdes bacterianas e fungicas.

Os sistemas de transporte e liberagdo de medicamentos preparados com
quitosana e magnetita exibem propriedades superiores aquelas exibidas pela
quitosana pura. O revestimento de quitosana consegue carregar uma grande
quantidade de farmacos no sistema e exibe um perfil de libertagédo lenta. A presenca
de nanoparticulas no sistema impde uma passagem seletiva do medicamento para o
local alvo através de estimulos ou por um mecanismo de reconhecimento especifico.
Os estimulos externos, como por exemplo variagao de pH e temperatura ou aplicacao
de um campo eletromagnético, afetam a resposta dos nanocarreadores alterando
suas propriedades fisioldgicas, levando a liberagdo de uma concentragdo especifica
de agente bioativo na area ou 6rgao afetado. Por meio deste processo, a eficacia do
farmaco pode aumentar, assim como a especificidade, e leva a uma menor toxicidade
sistémica °.

Varios medicamentos s&o empregados no combate as doengas orais,
especialmente a clorexidina. Em odontologia, é utilizada como inibidor enzimatico,
agente antibacteriano e agente antifungico. Sua acdo antibacteriana é devida ao
rompimento da membrana celular bacteriana, aumentando a permeabilidade e

resultando em lise celular ’.

Neste estudo foram sintetizados e caracterizados materiais
nanocompositos com possivel propriedade antifungica e antibacteriana, os quais
foram obtidos a partir da incorporagéo de quitosana em nanoparticulas magnéticas
com a posterior adicdo da clorexidina.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Nanotecnologia

Nanotecnologia pode ser definida, segundo OMAR (2012), como “um
termo que se refere a desenvolvimentos tecnoldgicos na escala nanométrica”. Pode-
se dizer que a nanotecnologia € engenharia em escala supramolecular, uma vez que
as moléculas e estruturas que operam dentro das células de organismos vivos estéo

na mesma escala '.

O campo da nanotecnologia abrange diversas areas, incluindo
polimeros, biomateriais, nanoparticulas para entrega de medicamento, nanofibras,

misturas de polimeros, nanocompdsitos, entre outros &.

Existem diversas definicbes para o termo “nanoparticula”. Alguns
pesquisadores consideram que uma nanoparticula seria qualquer sistema coloidal de
1 a 1000 nm de diametro. Porém, a melhor maneira de descreve-las e diferencia-las
de outros sistemas é considerar que sistemas nanoestruturados apresentam
propriedades fisico-quimicas diferentes daquelas apresentadas em sistemas
macroestruturados. Essas propriedades podem ser explicadas pela maior area
superficial das particulas de menor dimenséo.

2.2 - Nanoparticulas Magnéticas

Recentemente, nanoparticulas se transformaram em uma area de
interesse para diversos campos de estudo. Novas rotas de sintese tém sido propostas
para a obtencdo de sistemas nanoestruturados cada vez mais complexos e com
propriedades de ampla aplicabilidade em diferentes areas. O que governa as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, sua estabilidade coloidal e seu
comportamento bioldégico sdo as condi¢gdes de sintese e funcionalizagdo da sua
superficie 39,

Algumas nanoparticulas exibem propriedades fisico-quimicas e
caracteristicas de superficie adequadas para as aplicagdes na medicina e farmacia,
como veiculo de entrega de medicamento, hipertermia, imagem de ressonancia

magneética, engenharia tecidual e reparagao, biossensores, separagdes bioquimicas



e bioanalises °. Contudo, é necessario um revestimento da superficie a fim de garantir
biocompatibilidade da nanoparticula e também seu direcionamento especifico para o
alvo bioldgico.

A biocompatibilidade de uma nanoparticula magnética utilizada como
veiculo de entrega de farmacos esta relacionado com a resposta que ela provoca no
sistema imunoldgico apds a sua administragdo, com a sua toxicidade intrinseca e
também com os metabolitos gerados durante a sua biodegradagao. Os farmacos,
gquando associados a um veiculo, podem exibir um perfil de toxicidade diferente
daquele que seria obtido isoladamente devido a alteracdo da biodistribuicdo nas

células ou tecidos e alteragdo na sua metabolizagéo °.

Do ponto de vista toxicologico, os materiais administrados como veiculos
de entrega e seus produtos de degradagdo devem ser eliminados do organismo o
mais rapido possivel apos a completa liberagdo do medicamento. A toxicidade de das
nanoparticulas magnéticas depende de diversos fatores, como a sua composi¢céo
quimica, solubilidade, reatividade de superficie, a dose administrada, a rota de
administragdo, farmacocinética, biodistribuicdo e biodegradabilidade °.

Quando sao devidamente recobertas, as nanoparticulas séo capazes de
dispersar-se em meio aquoso. Por sua vez, quando em suspensdo, podem interagir
com um campo magneético externo e posicionar-se em uma area especifica, facilitando
a obtencdo de imagens por ressonancia magnética para diagnosticos médicos e
também utilizado em terapia de cancer de campo magnético alternado. Para que
sejam utilizadas na medicina, as nanoparticulas precisam ser menores que 20 nm e a
distribuicdo média do tamanho das nanoparticulas deve ser uma faixa estreita, dessa

forma as particulas tém propriedades quimicas e fisicas uniformes “.

Entretanto, a produgdo de particulas de magnetita com o tamanho
desejado e distribuicdo de tamanho de particula aceitavel sem a agregacédo de
particulas ainda é um desafio tecnolégico “. Diversos revestimentos foram
empregados para a estabilizagao coloidal das nanoparticulas magnéticas, como por
exemplo o dextrano, diversos lipideos, polietilenoglicol e polivinil alcool, resultando em
sistemas coloidais com diferentes caracteristicas em fungdo tanto do agente de

recobrimento quanto das caracteristicas encontradas durante a sintese 3.



2.3 - Oxido de Ferro e Magnetita (Fe30.)

O ferro € um dos elementos mais abundantes na Terra, compondo 35 %
da massa total do planeta. A maior parte esta presente na forma de o6xidos, com
diferentes estruturas cristalinas, cada uma exibindo propriedades magnéticas,
elétricas, fisico-quimicas e morfoldgicas diferenciadas, o que tornou os éxidos de ferro

uma importante classe de materiais tecnoldgicos °.

O ferro também é bastante abundante em organismos vivos e sua
presengca € essencial em diversos processos bioldégicos, como por exemplo no
transporte de oxigénio pela hemoglobina e na respiragdo celular. Dessa forma,

nanoparticulas de 6xido de ferro sdo conhecidas por serem biologicamente toleraveis?.

Os coloides de ferrita, magnetita (Fe3O4) e magemita (y-Fe203), sdo os
as estruturas cristalinas de nanoparticulas magnéticas mais comuns °. A magnetita é
um mineral ferrimagnético e tem féormula molecular Fe304, pertence ao grupo espacial
Fd3m e tem estrutura cristalina cubica de espinel invertido com estequiometria AB204,
onde A representa um cation bivalente, nesse caso Fe?*, e B representa um cation
trivalente, nesse caso Fe®*. Ou seja, Fe**[Fe?*Fe®']04. Os ions O% estdo coordenados
a ions Fe?* e Fe* nos intersticios octaédricos e a ions Fe® em intersticios
tetraédricos. Os ions Fe®* estéo distribuidos igualmente entre as posigbes octaédrica
e tetraédrica, dessa forma, n&o apresentam momento magnético resultante. Enquanto
que os ions Fe?* estdo apenas em intersticios octaédricos, dessa forma, sdo

responsaveis pelo comportamento magnético do material %11,

Fe** ¢

Fe*/Fe** ¢

FIGURA 2.1 - Representacéo tridimensional da estrutura da magnetita. (NADOLL,
2014)



Os elétrons podem saltar entre os ions Fe?** e Fe3* nos intersticios
octaédricos a temperatura ambiente, tornando a magnetita uma importante classe de

materiais semi-metalicos 4.

2.4 - Nanocompésitos

Os nanocompositos sdo uma classe de materiais hibridos, no qual um
ou mais componentes tém dimensdes nanométricas. Um dos componentes € a matriz
polimérica onde as particulas estdo dispersas. Esses componentes podem ser tanto
de natureza organica quanto inorgénica. As propriedades dos nanocompositos sédo
muitas vezes superiores as dos materiais puros ao inserir, como por exemplo a sua
resisténcia mecanica, estabilidade térmica e propriedades Opticas, magnéticas e

elétricas 2.

As propriedades dos nanocompdsitos estdo relacionadas a enorme
area de superficie das nanopaticulas inseridas nos polimeros e a sua reatividade
quimica, o que auxilia a dispersao das particulas no polimero. Muitas das
propriedades do nanocomposito em relagdo ao polimero puro estdo relacionadas
com as interagdes quimicas entre as particulas e o polimero. Alteragdes nas
interagcdes pode influenciar a dinamica molecular do polimero, resultando em
alteragdes em suas propriedades fisicas e em seu comportamento térmico ou

mecanico 2.

Dentro da area dos nanocompadsitos, existem diversas subareas, como
por exemplo propriedades de barreira, catalise, resisténcia a chamas, propriedades

eletronicas e dpticas, aplicagdo em cosméticos e propriedades bactericidas 8.

2.5 - Quitosana

Um biomaterial é qualquer material sintético ou natural que possa ser
utilizado para tratar ou substituir algum tecido vivo érgdo ou fungéo do organismo 3.

Neste contexto, a quitosana & um biomaterial derivado da quitina 4.

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois

da celulose. E encontrado tanto no reino animal quanto vegetal, constituindo a maior



parte dos exoesqueletos de crustaceos, insetos e parede celular de fungos. Ela
também é considerada como um recurso natural renovavel, biodegradavel e de baixo
custo, uma vez que as carapagas dos crustaceos sao residuos produzidos em grandes
quantidades e apenas uma parte tem sido como insumo pela industria de
transformacado. Devido ao grande volume produzido, a quitina é considerada muitas
vezes como um problema ambiental, o que tem incentivado a busca por novas
aplicagdes que possam reduzir o impacto ambiental nas regides onde o excesso de
quitina € normalmente descartado. A quitina foi isolada pela primeira vez em 1811 a
partir de um fungo e isolada a partir do exoesqueleto de um besouro e 1923, quando
passou a ser chamada de “quitina”. Por ser insoluvel na maioria dos solventes, a
quitina n&o foi utilizada por muitos anos. Atualmente, a quitina e seus derivados se

tornaram polimeros de grande interesse em diversas areas de estudo '4°.

A quitina € um polissacarideo linear, onde as unidades de N-acetil-2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose estdo ligadas através de ligagbes B (1— 4). Porém,
dependendo de onde a quitina é extraida, uma pequena parcela das unidades de

repeticdo estardo desacetiladas 1516,
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FIGURA 2.2 - Representacdo da estrutura da quitina e da quitosana. Reacao e
desacetilagcdo. Adaptada de RODRIGUES, 2016 .

Apos diversas etapas de desacetilacdo da quitina, obtém-se a quitosana,
um polissacarideo linear composto por duas unidades de repeti¢cao, o 2-amino-2-deoxi-
D-glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose, os quais sao ligados por uma
ligacao B (1— 4). Pode-se observar, na figura 2, representagdes da quitina totalmente
acetilada e da quitina parcialmente desacetilada. E praticamente impossivel desacetilar
a quitina por completo, dessa forma, a quitosana é uma familia de quitinas com

diferentes graus de desacetilagdo, sempre com baixo grau de acetilagao '°.

A quitosana e a quitina se diferenciam pela quantidade relativa de
unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose. Esse parametro € denominado grau



de acetilagdo (GA), um parédmetro que expressa a quantidade média de unidades
acetiladas ao longo das cadeias do biopolimero. O GA influencia as interagdes
intermoleculares e intramoleculares do polimero, resultando em diferentes
cristalinidade, propriedades mecanicas, capacidade de absorgdo de agua, tenséo

superficial, entre outros 5.

As aminas primarias presentes nos anéis da quitosana sao responsaveis
por propriedades que a torna atrativa, como por exemplo natureza catiénica, liberagao
controlada de farmacos e propriedade antimicrobiana. Os grupamentos amino sdo um
sitio ativo para uma variedade de outros grupamentos interagirem, alterando as
propriedades do polimero de acordo com o pH do meio. Em valores baixos de pH,
ocorre a protonagéo dos grupos amino, fazendo com que a quitosana esteja na forma

policatidnica, o que aumenta sua solubilidade 6.

Dependendo da fonte de onde a quitosana é extraida e do método de
preparag¢ao, sua massa molar pode variar de 300 a mais de 1000 g/mol, com graus
de desacetilacéo de 30 a 95%.

A quitosana tem diversas aplicagdes, sendo geralmente utilizada na
medicina por ser derivada de fontes naturais renovaveis n&o-toxicas, o que a torna
compativel e efetiva para ser empregada como biomaterial. Além disso, tem atividade
antimicrobiana, € biocompativel e biodegradavel. A quitosana também apresenta
propriedades relacionadas com a mucoadeséo, e tem sido muito usada como veiculo
de entrega de farmacos de maneira controlada. A propriedade responsavel pela
adeséo, faz com que o polimero adira na superficie tanto de tecidos moles quanto
tecidos duros, tendo diversas aplicagdes, entre elas em ortopedia, odontologia e
oftalmologia ®.

2.6 - Veiculos de Entrega de Medicamentos (Drug Delivery)

A eficacia dos medicamentos administrados via oral depende do modo
como ocorre a sua liberagdo no organismo, como s&0 0s processos no trato
gastrointestinal, do processo de dissolugéo e solubilizagdo do farmaco e também da
sua permeabilidade frente as membranas bioldgicas. Para que seja absorvido e consiga
atingir a corrente sanguinea em niveis plasmaticos necessarios, o farmaco deve estar

disponivel em quantidades adequadas. Dessa forma, alteragcdes no perfil de liberagao



do medicamento pode alterar as quantidades e proporgdes disponiveis 8. Além disso,
a entrega de medicamentos depende da natureza do composto ativo e pode ser

liberado em membranas celulares, no citoplasma ou entdo no ntcleo das células °.

Existem diversas condigdes de administracdo de farmacos, como é

possivel observar na Fig.2.3.
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FIGURA 2.3 - Representacao das curvas de formas farmacéuticas de liberagcdo de

medicamento 8.

Alguns farmacos necessitam apenas de uma dose diaria para manter os
niveis plasmaticos adequados para obter o efeito terapéutico necessario. Estes s&o
chamados de medicamentos de agao prolongada, ou dose unica, como €& possivel
observar na curva verde um unico pico plasmatico. Sua liberacdo ocorre de forma
imediata no organismo para que seja absorvido no organismo o mais rapido possivel.
Ja a curva laranja indica farmacos que necessitam ser administrado em diversas
dosagens para que atinja tanto o efeito terapéutico quanto os niveis plasmaticos. A
administracdo de uma nova dose sempre ocorre quando a concentracao do farmaco

atinge o nivel mais baixo da faixa requerida no plasma sanguineo 8.



A forma farmacéutica de liberagao retardada esta caracterizada pela
curva azul. Esse tipo de medicamento € desenvolvido para que a liberagdo ocorra em
um intervalo de tempo posterior a administracdo do farmaco, a liberacdo pode ser
determinada pela influéncia das condigdes do meio ou pelo tempo. Alguns farmacos
apresentam certas adversidades e requerem que sejam liberados com atraso, como
por exemplo os farmacos gastrorresistentes, que sao destruidos pela acidez do suco
gastrico, ou dos medicamentos que irritam a mucosa estomacal. Em todos os casos,
estes medicamentos administrados oralmente devem ser liberados apenas quando

chegarem ao intestino 8.

As curvas vermelha e a cor-de-rosa apresentam formas farmacéuticas
de liberac&o prolongada. A primeira, mostra o comportamento da administragcdo em
duas doses. A primeira dose tem uma concentragao alta de ativo, o que faz com que
incialmente uma quantidade suficiente seja liberada, resultando em um efeito
farmacoldgico. A segunda dosagem libera o farmaco de forma gradual ndo constante,
com o intuito de prolongar o efeito farmacologico desejado. A segunda curva cor-de-
rosa exibe a liberagdo do medicamento de forma sustentada, sendo capaz de manter
constante a concentragdo de farmaco por um longo periodo de tempo. Este
mecanismo leva primeiro liberar o farmaco atingindo o efeito farmacolégico e, em

seguida, sustenta o efeito através de liberagéo gradual e constante 8.

A liberagao controlada e sustentada de farmacos se tornou um topico de
pesquisa promissor. Pesquisadores estdo desenvolvendo novos sistemas de entrega
de medicamentos que possam fornecer uma concentragdo de farmaco apropriada
para atender a concentragdo terapéutica desejada. A liberagdo ndo controlada de
farmacos pode resultar em alta concentragdo da droga no organismo e,
consequentemente, alta toxicidade. Apds a metabolizagdo ou excregao de parte da
concentragdo de farmaco administrada, a concentragdo resultante se torna
insuficiente para o organismo, podendo levar a problemas graves de saude. Isso
ocorre devido as caracteristicas do farmaco e sua rota de administragdo. Algumas
drogas tém um tempo de meia-vida curto, pois sdo consumidas rapidamente pelo
organismo, resultando em baixo nivel de concentragdo no plasma. Dessa forma, é
necessario a administracdo de mais farmaco para manter o nivel do plasma constante.
Ou seja, a concentragado administrada € ainda maior, resultando em mais desconforto

para os pacientes 2.



2.7 - Modelos Matematicos de Liberagao de Farmacos

A liberagcado do farmaco € uma propriedade importante de um sistema
terapéutico, sendo um pré-requisito para a absorgao do principio ativo e contribui para
a taxa e a disponibilidade de farmaco para o organismo. Os padrbes de liberagcéo
compreendem as cinéticas de ordem zero e de primeira ordem. Além disso, existem
formas farmacéuticas que fornecem uma dose rapida inicial, seguida de liberagdo do

componente sustentado com cinética de ordem zero ou de primeira ordem.

Modelos matematicos sao ferramentas importantes para descrever
processos de drug delivery. Eles permitem que se mega alguns parametros fisicos,
como por exemplo o coeficiente de difusdo do farmaco, e descreve modelos de
liberagcdo. Além disso, é possivel predizer, teoricamente, alguns parametros para que
o perfil de liberag&o esperado seja atingido, como por exemplo, a quantidade e o tipo
de farmaco, necessidade de polimeros ou outros compostos, tamanho e formato dos

sistemas.

Os modelos matematicos mais usados para descrever os sistemas de

liberagcdo de farmaco sao: ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas.

2.7.1 - Modelo de ordem zero

De acordo com os principios da farmacocinética, a liberagao de farmacos
a partir do veiculo de entrega pode ser representada pela seguinte equacéo:

Cl’ = Co+ Kot

onde C: é a quantidade de farmaco liberado durante o periodo de tempo t, Co é a
concentragéao inicial de farmaco no tempo t = 0 e Ko é a constante de velocidade de
dissolugdo (ordem zero).

A cinética de ordem zero define o processo de liberagdo constante de
farmaco a partir de um sistema de drug delivery. Assim, o nivel de droga no sangue

permanece constante durante a liberagéo.



Para estudar este modelo, é necessario a construgdo de um grafico de
concentragdo, como a porcentagem acumulada de droga liberada, pelo tempo de
liberacdo. O grafico gerado é uma linha reta e o valor do coeficiente angular
corresponde a constante Ko. O coeficiente de correlagdo (R?) indica se a liberagéo

segue ou nao a cinética de ordem zero.

Este tipo de liberag&o é observado em sistemas de liberagao prolongada.

2.7.2 - Modelo de Primeira Ordem

A liberagdo de farmaco regida pelo modelo cinético de primeira ordem

pode ser representada pela seguinte equacéo:

Kt
2,303

logC = logCy, —

onde K; é a constante de velocidade de primeira ordem expressa em frequéncia
(inverso da unidade de tempo), Co € a concentragdo inicial de farmaco e C é a
porcentagem de farmaco restante no tempo t. A equacgéo corresponde a uma funcgéo
linear. O grafico resultante tem como coeficiente angular K+/2,303 e o coeficiente linear
logCo. A construgdo do grafico do logaritmo da porcentagem de concentragao
resultante de farmaco por tempo correlaciona o coeficiente angular com a constante
de velocidade de segunda ordem e o coeficiente de correlagdo (R?) indica se a
liberagao obedece ou ndo o modelo.

Um processo € definido como de primeira ordem pois a constante de
velocidade é proporcional a concentragédo de farmaco sendo liberado, ou seja, quanto
maior a concentracdo, mais rapida € a liberagcdo. Esse modelo € utilizado para

descrever absorcao e eliminagao de diversos farmacos.

2.7.3 - Modelo Higuchi

O processo de liberagdo de farmacos envolve tanto o processo de
difusdo quanto o de dissolugéo. A equacao de Higuchi leva em consideragédo esses



dois fenbmenos e, atualmente, € amplamente utilizada e a equacdo mais conhecida

na area de liberagao controlada de farmacos.

A equacgéo é descrita a seguir:

Q=AD 2Cy— Cy)Cst

onde Q é a quantidade acumulada de farmaco liberado no periodo de tempo ¢ por
unidade de area, Co € a concentracdo inicial de farmaco, Cs € a solubilidade do
farmaco na matriz e D é o coeficiente de difusdo da molécula na matriz. Essa relagcao

é valida até que todo o farmaco seja liberado.

Para descrever um sistema onde a concentragéo de farmaco na matriz
€ menor que a sua solubilidade e a liberagdo ocorre através de um sistema poroso,

Higuchi descreveu outra equacgao:

0= (DT‘S) (2C = 6C,) Cyt

Onde D é o coeficiente de difusdo da molécula no solvente, 6 é a
porosidade da matriz, t é a “tortuosidade” da matriz, ou seja, é definido como as

dimensdes do raio e ramificagdes dos poros e canais da matriz.

Simplificando, temos:
Q = KH\/E

onde Ky € a constante de dissolugdo de Higuchi.

Para estudar este modelo, é necessario a construgdo de um grafico de
porcentagem acumulada de farmaco liberado por raiz quadrada do tempo. Obtendo-
se entdo um grafico linear, tendo um coeficiente angular igual a Ku. Se o coeficiente
de correlagéo (R?) for maior em relagdo aos outros modelos cinéticos, pode-se inferir

gue o principal mecanismo de liberacio € controlado por difusao.



O modelo de Higuchi permitiu o desenvolvimento de diversos outros
modelos matematicos importantes para classificar os possiveis perfis de liberacao de

farmacos.

2.7.4 - Modelo Korsmeyer-Peppas

Uma vez que foi confirmado que o mecanismo principal de liberagao é
controlado por difusdo (Modelo de Higuchi), deve-se determinar qual € o tipo de
difusdo que o farmaco obedece.

A equacao empirica que possibilita o entendimento dos mecanismos de
dissolugdo a partir da matriz. Os autores descreveram uma equagao simples para um

sistema polimérico de drug release:

Me
m. kp €

0]

onde A’f—t € a fracdo da quantidade de farmaco liberado no intervalo de tempo t.

M
log <M_t) = log(Kkp) + n logt

onde M; é a quantidade de farmaco liberado no tempo t, M., € a quantidade de farmaco
liberada apds t = o, n € o expoente difusional (ou expoente de liberagdo), Kk € a

constante de velocidade de liberagdo de Korsmeyer.

Para estudar o modelo de liberagao proposto, € necessaria a construgao
de um grafico do logaritmo da porcentagem de liberagdo acumulada de farmaco

(log (:;—t)) pelo logaritmo do tempo (log(t)

Os valores do expoente difusional (n) sdo utilizados para caracterizar

diferentes mecanismos de liberagdo. Como € possivel observar na tabela a seguir:



TABELA 2.1 — Descricao do Mecanismo em fungado do expoente

Expoente Difusional (n) Mecanismo de transporte
n=0,5 Modelo de Fick (ou Fickiano) (Caso 1)
n=1,0 Modelo ndo-Fickiano (Caso Il)

Modelo ndo-Fickiano (Caso
0,5<n<1,0
Andmalo)

N<0,5 Comportamento pseudo Fickiano
n>1,0 Modelo ndo-Fickiano (Super Caso Il)

No modelo de Fick (Caso I, com n = 0,5) a liberagdo é governada por
difusdo. A taxa de transporte pelo solvente ou a difusdo € muito maior que o processo
de relaxagao das cadeias poliméricas. Quando n = 1, tem-se o modelo nao-Fickiano
(Caso 1), no qual a cinética de liberagao € de ordem zero. A liberagdo € governada
pelo mecanismo de inchamento ou relaxacdo das cadeias poliméricas. Quando os
valores de n estdo na faixa de 0,5 a 1,0, tem-se o caso de transporte anémalo. O
mecanismo que descreve a liberagdo € governado pela difusdo e inchamento do
polimero. O rearranjo das cadeias poliméricas ocorre de forma lenta e o processo de
difusdo ocorre simultaneamente, causando efeitos anémalos dependentes do tempo.
Por fim, tem-se o caso onde os valores de n > 1,0. Durante o processo de sorgéo,
ocorrem os fendbmenos de tenséo e quebra das cadeias poliméricas. Ou seja, o nucleo

acaba se rompendo e ocorre a liberagao.

Para determinar o expoente n, € recomendado o uso dos dados

experimentais de até 60% de liberagédo acumulada ((5—t) <0,60).

2.8 - Sistema Magnetita-Quitosana

Nanocarreadores de farmacos sao utilizados para contornar efeitos
colaterais, como problemas hepaticos, neurolégicos, hematoldgicos ou nefrologicos,
associados com a administragdo de antibidticos. Estudos mostram que o uso de
nanocompositos com matriz de quitosana representam uma solugédo de baixo custo
para reduzir a toxicidade de alguns antibidticos durante o tratamento. Além disso, a
quitosana pode ser utilizada para limitar a difusdo dos antibioticos pelo corpo '°.



Os nanocarreadores de farmacos precisam apresentar uma alteragcao
em suas propriedades fisico-quimicas sob exposicédo a estimulos externos, como por
exemplo variagdo de pH, sistemas enzimaticos, campos eletromagnéticos, variagéo
de temperatura, ultrassom, entre outros. Essas variagdbes nas propriedades
desencadeiam seletivamente a liberagao especifica do farmaco no tecido ou no érgéo
desejado. Consequentemente, a eficacia terapéutica € aumentada e,
simultaneamente, minimizando a distribuicdo n&o-especifica da droga em 6rgaos néo

desejados, levando a uma toxicidade sistémica baixa 2'.

Na area de drug delivery direcionado, nanoparticulas magnéticas séo
injetadas por via intravenosa. O mecanismo de ag&o apresenta 3 passos. Primeiro, as
particulas s&o guiadas magneticamente até o tecido alvo. Em seguida, as
nanoparticulas sao imobilizadas no tecido enquanto o farmaco é liberado, utilizando
um campo eletromagnético externo. Por fim, as nanoparticulas sdo excretadas do
organismo. O transporte das nanoparticulas por via intravenosa € favorecido nos
vasos sanguineos pelas forgas hidrodindmicas do fluxo sanguineo. Logo apés a
injec&o, ocorre uma atracdo imediata entre as nanoparticulas magnéticas e algumas
proteinas presentes no plasma, as opsoninas, moléculas que atuam no processo de

fagocitose °.

Particulas de oOxido de ferro foram escolhidas como nucleo do
nanocomposito devido a sua baixa toxicidade, sua biodegradabilidade e sua
propriedade magnética. A propriedade magnética além de ser a forga que transporta
0 nanocomposito e o farmaco, também auxilia na parte experimental do estudo e
preparag¢ao do material. A quitosana, por sua vez, foi utilizada para formar uma capa
sobre as nanoparticulas devido a sua biocompatibilidade, susceptibilidade a lisozima

in vivo, ou seja, sua biodegradabilidade, e seu carater ndo-tdxico 2'.

2.9 - Biofilmes Orais

Os biofilmes orais sdo aglomerados densos e altamente hidratados
formados por comunidades de microrganismos sobre diversas superficies da cavidade
oral. Sdo comunidades microbianas fortemente aderidas a superficie sdlida e estao
embebidos por uma matriz extracelular formando uma estrutura altamente organizada
gque causa doencgas. Sao caracterizados pela sua composicdo, tanto de espécies

presentes nas comunidades quanto em qual superficie estdo localizadas 2223,



As células bacterianas presentes nas comunidades secretam
substancias poliméricas extracelulares que as mantém unidas em agregados
celulares. Em alguns casos, os grupamentos de células sdo separados por canais,
através dos quais fluidos podem se mover. A medida que as células bacterianas se
adaptam ao crescimento nas comunidades, elas expressam caracteristicas
fenotipicas que sao frequentemente distintas daquelas que sao expressas durante o
crescimento isolado. As caracteristicas se manifestam de varias maneiras,
dependendo da espécie bacteriana. Por exemplo, o crescimento de biofiime de
bactérias patogénicas muitas vezes resulta em infecgées que aumentam a tolerancia

a antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro 2.

Biofilmes formados em substratos iguais em diferentes locais, como por
exemplo placas em diferentes dentes, apresentam composi¢des bacterianas também
diferentes, mas geralmente apresentam espécies em comum, aquelas que sao mais
frequentemente encontradas na superficie de esmalte. Pode-se inferir que a
organizagao espacial das espécies dentro de cada comunidade € unica, a organizagéo
¢ alterada ao longo do biofilme e as espécies mais frequentemente encontradas fazem

uma grande contribuigdo para cada comunidade .

Biofilmes formados em superficies duras, como os dentes, geralmente
tém varias camadas de células bacterianas espessas e, se nao forem alteradas,
podem apresentar centenas de micrébmetros de espessura. Em contraste, a
colonizagdo bacteriana de tecidos moles, como o tecido gengival, frequentemente
apresenta uma monocamada. As células epiteliais estdo constantemente sendo

descamadas e reconstituidas pelo hospedeiro %2.

2.9.1 - Microorganismos patogénicos formadores de biofilme e

doencas relacionadas

2.9.1.1 - Streptococcus mutans e carie dentaria

O primeiro passo na formacédo de biofilmes é a aderéncia da bactéria
formando uma pelicula na superficie do esmalte dental, composta majoritariamente
por proteinas salivares e enzimas bacterianas. Streptococcus é o género principal

encontrado em peliculas salivares e o Streptococcus mutans € o agente bacteriano



causador primario de caries dentarias, € uma bactéria Gram-positiva que habita a

cavidade bucal humana 242,

A cavidade oral € um ambiente complexo com diferentes superficies,
com um fluxo salivar constante e com frequente exposicdo a materiais de ambientes
externos, principalmente na forma de alimentos. Na cavidade oral e na presenga de
sacarose, S. mutans sintetiza acidos e glucanos aderentes, o que permite as bactérias
descalcificar, desmineralizar e aderir na superficie do dente, acumulando células na
regido, formando as placas ou biofilmes. Dessa forma, os microrganismos presentes
na cavidade oral interagem com as superficies, formando as placas dentais, as quais
iniciam as caries. A taxa do fluxo de saliva, a capacidade tamponante da boca e a
dieta contendo carboidratos fermentaveis, torna um ambiente propicio para o

desenvolvimento desses microrganismos 2527,

A microbiota comensal € importante para prevenir a colonizagdo por
bactérias nocivas a saude. As bactérias que compdem o biofilme reagem as mudangas
no ambiente e essas mudangas podem levar a um desequilibrio na composicdo do
biofilme, alterando a atividade metabdlica geral do biofilme e, consequentemente, pode
levar a doencgas. As caries dentarias afetam cerca de 60 % a 90 % das criangas e

pessoas que sdo susceptiveis a essas condigdes durante suas vidas 2°.

A relagao entre S. mutans e caries dentarias foi totalmente descoberta
na década de 60 e desde entdo diversos estudos confirmaram essa relagéo, do S.
mutans com o apodrecimento dos dentes, lesdes cariosas e também indicam a
predominancia da bactéria em regides infectadas que futuramente tornaram-se

cariogénicas 2.

2.9.1.2 - Candida albicans e infecgoes

A levedura patogénica Candida é a espécie de fungo predominante na
cavidade oral humana e cresce em diversas condigdes ambientais. Sua conversao de
comensalismo para parasitismo e seu crescimento exuberante & geralmente
associado com alteragdes ambientais na cavidade oral, como por exemplo proteses
com ma higiene ou xerostomia, fatores sistémicos como diabetes mellitus tipo 2 e

imunodeficiéncia ou deficiéncias nutricionais 2829,



Candida albicans e outros fungos do género s&do encontradas na
cavidade oral de adultos e criangas. Esses fungos recobrem os dentes, a lingua, as
bochechas, mucosas palatais, materiais de restauracdo e proteses, além de ser

encontradas em caries e em rachaduras de gengivas infeccionadas 8.

Em pessoas saudaveis, Candida raramente causa doengas. Porém,
quando ela penetra no epitélio e invade os tecidos do hospedeiro, pode resultar em
infecgbes sistémicas e septicemia (segundo o dicionario Aurélio online: “infecgéo
generalizada causada pela presenga, na corrente sanguinea, de microrganismos
toxicos ou causadores de doencgas”). A C. albicans causa infec¢des devido as suas
propriedades de viruléncia ou caracteristicas patogénicas. Esse tipo de infecgao é
dificilmente curado administrando drogas antifungicas e, dessa forma, apresenta altas
taxas de mortalidade, cerca de 40 % 2829,

210 - Clorexidina

A clorexidina (CLX) tem formula molecular C22H30CI2N1o com massa
molar de 505,4 g/mol. Sua estrutura €& simétrica, composta por dois anéis
clorofendlicos ligado a um grupamento biguanida cada que estao conectados por uma
cadeia central de hexametileno (Figura 2.4) 3°.

HN NH
HN.  »—NH HN—<  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

FIGURA 2.4 - Estrutura do farmaco clorexidina.

Esse farmaco foi desenvolvido na década de 40 na Inglaterra pela
Imperial Chemical Industries Co. Ltd. Foi amplamente usado durante a década de 50



como antisséptico geral e a partir de 1957, passou a ser usada como antisséptico para
pele. Desde entdo, sendo entdo amplamente usada e pode ser considerada como

uma molécula de referéncia para o desenvolvimento de novos medicamentos ’.

A CLX foi o primeiro antisséptico aceito internacionalmente para a
limpeza da pele pois apresenta uma alta atividade antibacteriana e baixos niveis de
toxicidade. Seu uso difundiu-se devido as suas boas propriedades antimicrobianas,
sendo utilizada na época na area de urologia, ginecologia e oftalmologia 3'.

Na odontologia, € um dos antissépticos bucais disponiveis mais usados,
sendo responsavel pelo controle das placas bacterianas e prevencgao de caries, nos
casos de gengivite, em procedimentos cirurgicos, no tratamento de estomatite aftosa
e endodontico, e em diversas outras areas 3'. Sua utilizag3o iniciou-se em 1969 com
Schroeder com os estudos sobre inibicado de crescimento de biofilmes e placas, e,
alguns anos depois, Loe e Schiott fizeram um estudo definitivo para inibicdo de
formacgao de caries através da inibicdo da formacgao de placas dentais. Atualmente
existem diversos estudos sobre a CLX tanto na odontologia como em outros ramos
na area da saude, o que comprova que o farmaco continua sendo vastamente

utilizado.

Uma caracteristica da CLX que chama a atencdo € a sua
substantividade, que indica qual é a tendéncia da molécula em ligar-se a determinada
superficie oral. No caso da clorexidina, ela apresenta tendéncia a ligar-se a dentina, o
que faz com que as moléculas do farmaco ao entrarem em contato com a cavidade
oral interajam com a dentina. Depois de ligar-se a dentina, a CLX é liberada
lentamente e é retida por um tempo maior na cavidade oral, prolongando a sua agéo
antimicrobiana 32 podendo ser bacteriostatica (inibe o crescimento das bactérias) ou
bactericida (mata as bactérias), dependendo da dose administrada. Em baixas
concentragdes, apresenta efeito bacteriostatico e, em altas concentragdes, efeito
bactericida 32. Ela atua sobre uma variedade de microrganismos como as bactérias

Gram positivas e Gram negativas, fungos, leveduras e alguns virus .

O mecanismo de acdo antimicrobiano da clorexidina ocorre por sua
interagdo quimica com a membrana celular das bactérias. A membrana celular é
negativamente carregada, sendo composta por sulfatos e fosfatos. Como a CLX
apresenta carga positiva, ela é atraida eletrostaticamente pela superficie celular,
resultando em uma adsorgéo especifica e forte devido aos grupamentos fosfato. Isso



faz com que a integridade da membrana celular da bactéria seja alterada, fazendo
com que a CLX seja atraida para a membrana celular interna. Esta atragdo pela
membrana faz com que a concentracéo local de CLX aumente ao ponto de danificar
a membrana. A CLX liga-se aos fosfolipidios na membrana interna, permitindo o
vazamento de compostos de baixo peso molecular de dentro da célula, como ions
potassio. Ocorre a coagulagdo e precipitagdo do citoplasma pela formagdo de
complexos de fosfato, complexos os quais incluem adenosina trifosfato e acidos

nucleicos. Por fim, chega em um estado bactericida irreversivel 7.

Além de apresentar propriedades antimicrobianas, outra vantagem do
uso da CLX é a relativa auséncia de citotoxicidade (relativamente n&o téxico aos
tecidos vitais) e apresenta biocompatibilidade aceitavel, quando utilizada em
concentragdes clinicas (2%) .

2.11 - Ensaio Biolégico

A agao antimicrobiana dos nanocompdsitos de magnetita e quitosana
para o transporte e liberacdo de clorexidina foram testados frente as cepas de
Streptococcus mutans e Candida albicans 3*.

O teste foi feito avaliando a concentracgao inibitéria minima (MIC) para
determinar qual a concentracdo minima de clorexidina necessaria para inibir o
crescimento das células apds 48 horas 34. A Tabela 2.2 mostra os valores de MIC
para as duas espécies analisadas obtidas por Vieira et al. 3% empregando o mesmo
sistema de quitosana/magnetita/clorexidina.

TABELA 2.2 - Valores de concentragao inibitéria minima para as nanoparticulas de

oxido de ferro (IONP), quitosana (CS), clorexidina (CLX) e do nanosistema para cada

cepa 3.
IONPs-CS-
IONPs CS CLX
Especies (MIC pug/mL)  (MIC pg/mL)  (MIC pg/mL) oLx
m m m
ng ng ng (MIC pg/mL)
S. mutans > 140 > 140 0,78 - 1,56 0,78

C. albicans > 140 > 140 6,25-12,5 3,125 -6,25




Observa-se que os valores da concentracdo inibitoria minima do sistema
de nanoparticulas e a quitosana sem clorexidina ndo foram capazes de inibir o
crescimento celular das duas espécies analisada na maior concentracao estudada
(140 pg/mL). Por outro lado, o nanocomposito com clorexidina mostrou valores de MIC
menores que da clorexidina pura. Esses resultados revelam que n&o houve interagao
sinérgica entre os compostos presentes no nanossistema frente aos microrganismos
testados, mas uma tendéncia de melhora da ac&o da clorexidina quando ligada as

nanoparticulas magnéticas revestidas por quitosana 34.

Concluiu-se entdo que o nanosistema é tdo efetivo quanto, ou ainda

melhor, que o farmaco puro dependendo do microrganismo em questé&o.



3- OBJETIVOS

A hipétese que sustenta o projeto € que o uso combinado de quitosana
e nanoparticulas magnéticas recobertas com polietilenoglicol permitira a incorporagéo

de medicamentos para uma liberagao controlada e melhorara a sua atuagao.
Dessa forma, os objetivos do projeto foram:

e Chegar a um protocolo de sintese que permitisse a sintese de nanoparticulas
de magnéticas de 6xido de ferro com a superficie recoberta com uma camada

de quitosana e a incorporacao de clorexidina nesse sistema;

e Avaliar o efeito da inser¢do de nanoparticulas magnéticas em uma matriz de
quitosana, através de caracterizag¢des estruturais, visando a formacao de um
novo material para ser empregado como carreador de antibidtico de agao
odontoldgica. Espera-se que a modificagdo contribuisse para uma melhor agao
do medicamento sobre diversos microorganismos normalmente presentes na

cavidade bucal, e que resulte em beneficios para a saude bucal;

e Controlar e avaliar a cinética de liberacdo de farmacos em ambientes
biolégicos a partir das caracteristicas estruturais e morfolégicas das
nanoparticulas modificadas.



4 - Procedimento Experimental

4.1 - Reagentes e Equipamentos

Os reagentes utilizados para a sintese dos nhanocompdsitos com e sem

incorporagao de farmaco estdo listados na TABELA 4.1 e os equipamentos utilizados

nas caracterizagdes estao listados na TABELA 4.2.

TABELA 4.1 - Férmula quimica, fabricante e grau de pureza dos reagentes utilizados.

Reagente

Formula Quimica

Fabricante e Grau de

Pureza

Acido Acético
Acido Cloridrico
Cloreto de Potassio
Cloreto de Sédio
Clorexidina
Fosfato Dissodico
Fosfato Monopotassico
Oxido de Ferro
(Magnetita)

Quitosana

CH3COOH
HCI
KCI
NaCl
C22H30CI2N10
KoHPO4
KH2PO4

Fez04

Synth 95%
Sigma-Aldrich 37%

Vetec P.A.
Synth 99,3%
Sigma-Aldrich >99,5%
Synth 98,0%
99,0%

nChemi

Sigma-Aldrich




TABELA 4.2 - Marca e modelo dos equipamentos utilizados.

Equipamento Marca Modelo
Analisador
NETSCH TG 209 F1
Termogravimetrico
Difratbmetro de Raios X Shimadzu XRD 6000
DLS Malvern ZS-90
Espectrofotobmetro de UV-
_ Jasco V-660
Vis
Espectrémetro de
Brucker EQUINOX 55
Infravermelho
Espectrémetro de
Ressonancia Magnética Brucker Avace Il
Nuclear
Microscopio Eletrénico de
Transmissdo em Alta FEI TECNAI F20

Resolugao

4.2 - Sintese dos Nanocompodsitos com e sem Clorexidina

Uma solugdo homogénea de quitosana 1,4 mg/mL foi preparada de
acordo com o método descrito por LEMMA et al. (2016) 3% com modificagdes. A
quitosana foi solubilizada em acido acético 2% sob agitagcdo mecéanica com barras
magneética constante durante 24 horas a temperatura ambiente.A suspensao coloidal
de nanoparticulas de 6xido de ferro comercial (Fe3O4 - magnetita) 2,0 mg/mL foi
cedida pela empresa nChemi, de Sédo Carlos, Sao Paulo, Brasil. Diluiu-se a suspensao
até que se obteve uma solugédo 1,4 mg/mL.O nanocompdsito foi preparado por um
processo de simples mistura entre 2,5 mL da solugdo de quitosana e 2,5 mL da
suspensao de magnetita. A Tabela 4.3 resume a composicdo dos sistemas
analisados.



TABELA 4.3 - Identificacdo e concentracdo dos Nanocompdsitos.

Identificagao (razao

Magnetita (mg/mL) Quitosana (mg/mL) Magnetita:Quitosana)

1,4 1,4 1:1

1,4 4,2 1:3
1,4 7,0 1:5
1,4 9,8 1.7
1,4 14 1:10
1,4 21 1:15
1,4 28 1:20

Variou-se a concentracdo da quitosana para avaliar a variagdo do

tamanho do nanocompadsito em funcédo desse parametro.

Preparou-se também o nanocompdsito inserindo clorexidina na matriz
polimérica de quitosana (no Nanocompdsito 1:1). Para isso, adicionou-se 2,5 mg de
clorexidina em 2,5 mL da solug&o de quitosana e deixou-se sob agitagdo magnética
durante 30 minutos a temperatura constante. Em seguida, adicionou-se a essa
solugdo 2,5 mL da suspensdo de magnetita, obtendo-se um nanosistema com
500ug/mL de farmaco.

Este projeto de pesquisa € uma parceria com o grupo do Prof. Douglas
R. Monteiro. Antes da analise fisico-quimica presente neste projeto, foram feitos os
ensaios biolégicos e avaliagdo da eficacia do material frente a diversos
microorganismos pelo grupo do prof. Douglas. Neste momento, optou-se por utilizar o
nanocomposito de composicdo 1:1 de magnetita:quitosana e a concentragéo
500ug/mL de clorexidina e, para dar continuidade no trabalho, optou-se por manter as

concentracgdes nas avaliagdes fisico-quimicas.3*

4.3 - Testes de Liberacao

Preparou-se uma solugédo tampéo de fosfato salino (PBS), adicionando
8 g de NaCl, 200 mg de KCl, 1,76 g de KzHPO4 e 240 mg de KH2PO4 em 800 mL de
agua destilada. A mistura foi agitada manualmente por 5 minutos apds cada adigao.



Ajustou-se o pH a 7,4 com HCI e, em seguida, adicionou-se agua destilada até

completar 1 L.

Separou-se 0 nanocomposito com clorexidina do sobrenadante com o
auxilio de um ima. Manteve-se o ima em contato com o fundo do tubo de polipropileno
com tampa até que todas as particulas magnéticas decantassem. Em seguida,
mantendo o contato do ima& com o tubo, entornou-se o sobrenadante em outro tubo,
armazenando-o para analise. Iniciou-se entdo o teste de liberagdo. Deixou-se um
volume de PBS em banho térmico na temperatura na qual o teste de liberacédo estava
sendo conduzido. Adicionou-se PBS ao nanocompdésito até completar 5 mL, colocou-
se o sistema no aquecimento e deixou-se até completar 15 minutos. Retirou-se a
primeira aliquota com auxilio do im&, da mesma maneira que se retirou o primeiro
sobrenadante. Em seguida, adicionou-se PBS até completar 5 mL e novamente o
sistema foi colocado sob aquecimento. Repetiu-se o procedimento, retirando aliquotas
em 0,25, 0,50, 0,75, 1, 2, 3, 6, 9, 24, 48, 72 e 96 horas ?'. O teste foi conduzido nas
temperaturas 25°C, 37°C, 43°C e 50°C, todos em ftriplicata. As amostras de
sobrenadantes retiradas foram analisadas por espectroscopia de UV-Vis.

4.4 - Caracterizacao dos Reagentes e dos Nanocompaésitos

As amostras obtidas foram caracterizadas por: Analise
Termogravimétrica, Espalhamento Dinédmico de Luz, Microscopia Eletrénica de
Transmissao, Difracdo de raios X e Espectroscopia de Absor¢do na Regido do
Ultraviolena e visivel (UV-Vis).

4.4.1 - Analise Termogravimétrica (TG)

O comportamento térmico das amostras foi estudado utilizando um
equipamento da marca NETZSCH modelo TG 209 F1 com razdo de aquecimento de
10°C.min"' em atmosfera dindmica de N2 com vaz&do de 20 mL.min"". A temperatura
empregada variou de 25 a 800°C em suporte de alumina usando + 10 mg das

amostras.



4.4.2 - Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O espalhamento dinédmico de luz (DLS, do inglés, dynamic light
scattering) foi utilizada para a determinagao do tamanho hidrodinamico das particulas
coloidais. As medidas de DLS foram realizadas em temperatura ambiente (25°C)
usando um Zetasizer Nano ZS-90 da Malvern Instruments.

4.4.3 - Microscopia Eletréonica de Transmissao (MET)

As imagens de microscopia de transmissao das nanoparticulas de
magnetita foram realizadas em um microscopio TECNAI F20, operando a 200 kV. As
amostras foram depositadas em uma grade de cobre coberta com uma fina camada

de carbono amorfo.

4.4.4 - Difragao de raios X (DRX)

A DRX foi utilizada para a caracterizagado da estrutura cristalina e para
estimativa do tamanho médio das particulas de magnetita. Os difratogramas foram
obtidos de amostras na forma de p6. Utilizou-se o equipamento Shimadzu modelo
XRD 6000, com fonte de radiagdo CuKa (A= 1,54056 A), voltagem de 30 kV e corrente
de 30 mA. As medidas foram feitas em varredura continua no intervalo de 10°< 20 <
80°, a uma velocidade de varredura de 0,2°.min-1. A identificacdo estrutural das
amostras analisadas foi feita comparando os difratogramas obtidos com padrdes
disponiveis em bancos de dados “Joint Commitee on Powder Diffraction Standards —
Powder Difraction File (JCPDS - PDF).

4.4.5 - Espectroscopia de UV-Vis

Os espectros de absorgdo na regido do ultravioleta-visivel das
suspensdes coloidais de magnetita e quitosana foram obtidos em um

espectrofotdbmetro de duplo feixe (Jasco V-660) na regido de 300 nm a 800 nm



utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6tico e agua como liquido

padréao.

4.4.6 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Atomos de Hidrogénio (RMN-"H)

Os espectros de RMN-'H foram obtidos em um espectrometro Brucker
Avance Ill operando em um campo magnético Oxford de 9,4 Tesla, que tem
relacionada uma frequéncia de 400 MHz para o nucleo de hidrogénio-1. As analises
em solugdo foram realizadas com o uso de uma sonda sintonizavel para uma ampla

faixa de frequéncia (40 — 160 MHz) utilizando tubos de 10 mm de diametro.

4.4.7 - Espectroscopia de FT-IR

Os espectros de absorg&o na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) foram obtidos em um espectrometro Perkin EImer, modelo Spectrum
400. As amostras foram dispersas em KBr e prensadas na forma de pastilhas. Os
espectros foram registrados no intervalo de 4000 - 400 cm' correspondendo a regido
do infravermelho médio. Esta técnica foi utilizada para a identificagdo dos grupos
funcionais presente nas amostras de oxido de ferro magnético e oxido de ferro

magneético — quitosana e 6xido de ferro magnético — quitosana — clorexidina.



5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Difragao de Raios X (DRX)

Os padrdes de DRX para as nanoparticulas puras de magnetita (IONPs)
e dos nanocompasitos de quitosana e magnetia puros (IONPs-CS) e com clorexidina
(IONPs-CS-CLX) estao representados na figura 5.1:
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FIGURA 5.1 - Padrbées de DRX obtidos para as nanoparticulas de 6xido de ferro puras
(IONPs), para o nanocompasito (IONPs-CS) e para o nanocompdsito com clorexidina
(IONPs-CS-CLX).

Todos os compostos apresentam os picos tipicos de um sistema cubico
de face centrada (PDF n° 86-1362) com planos cristalograficos representados pelos
indices (111),(220),(311),(400),422),(511),(440),(620)e (53 3),
caracteristicos da magnetita (Fe3O4) com estrutura espinel. Os difratogramas obtidos
para o material com quitosana e com quitosana e clorexidina se mostraram idénticos

aos difratogramas da magnetita pura, isso mostra que a adigcdo dos compostos n&o



resultou em alteragcdes nas propriedades estruturais cristalinas das nanoparticulas

nem induziu qualquer tipo de cristalizagdo da quitosana 3.

5.2 - Espectroscopia no IV

A figura 5.2 apresenta os espectros na regiao do infravermelho obtidos
para a magnetita pura (IONPs) e para os nanocompaositos puros (IONPs-CS) e com
clorexidian (IONPs-CS-CLX).
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FIGURA 5. 2- Espectros de IV obtidos para obtidos para as nanoparticulas de 6xido
de ferro puras (IONPs), para o nanocompasito (IONPs-CS) e para o nanocompdsito
com clorexidina (IONPs-CS-CLX).

Observa-se dois picos de absorgdo em aproximadamente 3440 cm™ e
em 1635 cm™! no espectro de IONPs, os quais podem ser atribuidos, respectivamente,
as vibracgdes de estiramento e de deformacao H-O-H. Enquanto que o sinal observado
em aproximadamente 580 cm™' corresponde ao estiramento Fe-O, caracteristico da
magnetita. No segundo espectro, IONPs-CS, é possivel observar picos relativos a

quitosana e inferir que as nanoparticulas estao efetivamente recobertas pelo polimero.



A banda em 3440 cm™ pode ser associada com os estiramentos N-H e O-H da
quitosana. Os picos relacionados ao estiramento C-H do anel presente na estrutura
da quitosana sdo observados nas regides de 2865 cm™ e 1410 cm™, possivelmente
representando vibrages simétricas e assimétricas. Os picos proximos a 1650 cm™' e
1055 cm™' podem ser atribuidos as vibragbes de estiramento do grupo amida (C=0) e
da ligacao glicosidica (-C-O-C-), respectivamente. No terceiro espectro do IONPS-CS-
CLX, é possivel notar que as principais bandas de absor¢cdo foram mantidas apés a
incorporagdo do farmaco. Os sinais em torno de 3300 cm™, 1550 cm™', 1080 cm™ e
835 cm™' podem ser atribuidos, respectivamente, as vibragbées dos grupos funcionais
iminas (N-H), amidas (N-H), CI- e CH- ligados a grupos funcionais aromaticos, o que

confirma a presenca de clorexidina no nanosistema.3

5.3 - Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM), Espectroscopia
de Raios X por dispersao de energia (EDX) e Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS)

A morfologia e o tamanho das particulas foram avaliados por meio de
imagens de microscopia eletrénica de transmissédo (TEM) e pelos dados obtidos por
espalhamento dinamico de luz (DLS):

FIGURA 5.3 - Imagem obtida através de Microscopia Eletrbnica de Transmissao
(TEM) da magnetita pura (IONPs).



FIGURA 5.4 - Imagem obtida através de Microscopia Eletronica de Transmissao
(TEM) do nanocompésito puro (IONPs-CS) nas proporgdes 1:1 (Magnetita:Quitosana)
e 1:10.
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FIGURA 5.5 - Imagem obtida através de Microscopia Eletronica de Transmissao
(TEM) do nanocompésito com clorexidina (IONPs-CS-CLX). Imagem obtida por
Espectroscopia de Raios-X por dispersao em energia (EDX), com mapeamento de
atomos de cloro.

Observa-se, pelas imagens de TEM (Fig.5.3) que as particulas de 6xido
de ferro apresentam morfologia esférica com tamanho médio de 11 nm. Também é
possivel observar nas imagens da Figura 5.4 que a magnetita mantém seu formato
esférico na presenga da quitosana. O tamanho médio das particulas do
nanocomposito (quitosana+magnetita) determinado através da técnica de



espalhamento dindmico de luz. Para os nanocompositos IONPs-CS obteve-se os

resultados apresentados no grafico abaixo:
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FIGURA 5.6 - Grafico com a variagdo do tamanho das particulas de acordo com o
aumento da propor¢cdo magnetita:quitosana obtidos pela técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS).

E possivel observar na Fig.5.6 que as maiores particulas dos
nanocompositos sao aquelas com maior quantidade de quitosana em sua
composi¢cdo. O diametro hidrodindmico das amostras de nanocomposito é
relativamente estavel até fragcbes de 10% em massa de nanoparticulas de magnetita
em quitosana. A partir desta composicdo, as particulas aumentam de tamanho
linearmente com o aumento da fragdo de quitosana, o que sugere que a magnetita foi

de fato recoberta pela quitosana.

A figura 5.5 mostra uma imagem de microscopia de IONPs-CS-CLX e a
distribuicdo de cloro na amostra obtidas dos espectros de disperséo de raios X (EDX)
indicada pela cor violeta. Os atomos de cloro foram mapeados pois € o unico elemento
gue é encontrado apenas nas moléculas de CLX, assim podemos observar que as
moléculas de CLX estdo homogeneamente distribuidas pela matriz de quitosana.



5.4 - Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 5.7 mostra as curvas da analise termogravimétrica das
amostras de IONPs, IONPs-CS e IONPs-CS-CLX:
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FIGURA 5.7 - Curvas de degradagao obtidas por Analise Terogravimétrica (TGA) para
as nanoparticulas de oxido de ferro puras (IONPs), para o nanocomposito (IONPs-

CS) e para o nanocompaosito com clorexidina (IONPs-CS-CLX).

A andlise termogravimétrica indicou uma perda de massa de
aproximadamente 80 % para a amostra de IONPs na faixa de temperatura entre 25 e
400 °C. A degradacao térmica ocorreu em duas etapas, a primeira foi associada a
degradagao da camada orgénica de polietileno presente na superficie das particulas de
IONPs 3. A segunda perda de massa ocorreu em torno de 700 °C e foi associada a
transicao de fase da maghemita (-Fe2O3) para hematita (-Fe203). Pode-se observar na



curva termogravimétrica para IONPs-CS uma perda de massa total de cerca de 88%.
Comparando a perda de massa da amostra de IONPs com a de IONPs-CS, sendo a
da segunda maior que a da primeira, pode-se inferir que houve a ligagado entre a
quitosana e a magnetita. Para a amostra de IONPs-CS-CLX, a perda de massa
observada abaixo de 200°C indica a perda de agua que estava fisicamente adsorvida
na superficie do material, enquanto que perdas de massa a cima dessa temperatura
representa a degradagdo da quitosana e do farmaco. A perda de massa total da
IONPs-CS-CLX foi maior que a observada para a amostra de IONPs-CS, o que indica
que a adsorcao do farmaco na superficie do nanocompdsito ocorreu.

5.5 - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio '"H-RMN

As diversas aplicagdes da quitosana dependem do tipo de estrutura
quimica do biopolimero e da existéncia de sitios ativos em seus grupos funcionais.
Por essa razdo, as quitosana sdo classificadas de acordo com o seu grau de
acetilacdo (GA) que pode ser determinado por meio da espectroscopia magnética
nuclear ("H-RMN). As amostras de quitosana pura foram dispersas DO com HCI, na
proporcao D-O/HCI 100:1 v/v, obtendo-se uma dispersao de concentragao 10 mg/mL.
Essas misturas foram mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente por 18 horas. A
solubilizagdo da quitosana é conseguida pela adicdo de algum acido ndo oxidantes,

como o acido cloridrico®”.
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FIGURA 5.8 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio obtido para

a quitosana.

A Fig.5.8 mostra o espectro de 'H-RMN da quitosana usada para a
preparagao dos nanocompositos. O grau de acetilagéo foi estimado a partir das areas
dos picos relativos aos protons metilicos do grupo acetamido (Achs; 6 = 2,00 ppm) e

ao proton ligado ao carbono 2 do anel de glicosamina (Anz; § = 3,12 ppm).38
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FIGURA 5.9 - Estrutura da molécula de quitosana '".

O espectro apresentou um deslocamento no sinal de cerca de 0,50 ppm
em todo a regido, o que foi associado a interferéncias na regido que esta sendo
analisada que nao foram corrigidas pela adi¢do de HCI a solu¢do. Dessa forma, tem-

se que:



ACH3

% GA = 3A
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.100
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% GA = ————
% 3.1,0000

100

% GA = 44,33

O grau de acetilagdo estimado foi de 44,33 %. Quando esse valor é
menor que 50 %, o polimero é classificado como quitosana. Caso contrario, ainda
seria classificado com quitina. De modo geral, quitosanas sao soluveis em agua em
pH levemente acido, o que pode ser conseguido adicionando uma pequena
quantidade de acido acético 38.

5.6 - Testes de Liberacao (Espectroscopia no UV-VIS)

A velocidade de liberacdo e incorporagao da CLX nos hanocompdsitos de
quitosana e magnetita foi acompanhada por espectroscopia de absor¢ao na regido do
UV-Vis e foi comparada ao sistema preparado com quitosana pura. Os nanocompdésitas
de quitosana/magnetita e a quitosana pura foi deixada em contato com uma solugao de
CLX em repouso por varias horas. Em seguida, as matrizes poliméricas foram
removidas do sistema e a concentracdo de CLX remanescente foi determinada por
espectroscopia de absorgédo na regido do UV. A Tabela 5.1 mostra os resultados de

incorporagao da CLX pelo nanocomposito em diferentes temperaturas.

TABELA 5.1 - Porcentagens de absorgéo de clorexidina pelo nanocompdésito.

Amostra (triplicata)

Temperatura = = S Média
25°C 83,0% 84,0% 84,0% 83,6%
37°C 87,0% 87,0% 84,0% 86,0%
43 °C 84,5% 84,0% 84,0% 84,2%

50 °C 86,0% 80,0% 85,0% 83,7%




Os resultados da Tabela 5.1 mostram a existéncia de um limite de
saturacdo em torno de 84% de CLX que pode ser incorporada a quitosana com grau
de acetilagao de 44,33 %. Individualmente, a quantidade de CLX incorporada por cada
amostra sugere que o sistema é bastante estavel e reprodutivo, uma vez que a

guantidade de farmaco absorvido por cada amostra foi praticamente a mesma.

As curvas da Fig.5.10 mostram a liberagdo de CLX em fung&o do tempo
em diferentes temperaturas. Acima de 40 °C, o sistema parece exibir o mesmo
comportamento cinético para liberacdo da CLX, enquanto que para temperaturas
menores que 40°C afeta fortemente a velocidade de liberagdo.. Chama a atencao a
reprodutibilidade das curvas de liberagdo em 25°C e 37 °C, que é o intervalo de

temperatura de maior interesse biologico.
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FIGURA 5.10 — Perfil de liberacéo da clorexidina a 25°C, 37°C, 43°C e 50°C.

A Fig.5.11 mostra a curva de calibragdo preparada com diferentes
concentragdes de clorexidina (10, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 ppm) em fungéo da

absorbancia da molécula.
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FIGURA 5.11 — Curva de calibracao de clorexidina.

A partir da curva da curva da Flg.5.11, foi possivel avaliar os resultados

obtidos nos testes de liberagdo. Primeiro, determinou-se a porcentagem acumulativa

de farmaco liberado durante os testes (Tabela 5.2).

TABELA 5.2 — Valores de porcentagem acumulativa de farmaco liberado.

Tempo % Acumulativa de Farmaco Liberado
(horas) 25°C 37°C 43°C 50°C
0,25 35,0 32,7 34,0 33,0
0,5 41,3 39,0 40,0 39,3
0,75 47,3 45,0 46,0 45,3
1 53,0 51,3 52,0 51,3
2 58,7 57,3 57,7 57,3
3 64,7 63,3 63,7 63,3
6 70,7 69,3 69,7 69,0
9 76,7 75,3 75,7 75,0
24 82,3 81,3 81,7 81,3
48 88,0 87,7 88,0 87,7
72 94,0 94,0 94,0 94,0

96 100,0 100,0 100,0 100,0




Com os valores da tabela, pode-se aplicar os modelos matematicos
descritos na revisao bibliografica e identificar qual € o modelo que melhor descreve a
liberacao de clorexidina pelo nanocompasito.

5.6.1 - Modelo de Ordem Zero

Para estudar o modelo de Ordem Zero, foi necessario construir um
grafico de porcentagem acumulativa de farmaco liberado pelo tempo. Obteve-se entéo
0s seguintes graficos para as 4 temperaturas analisadas neste trabalho:
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FIGURA 5.12 — Modelo de Ordem Zero aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado pelo tempo a 25°C.
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FIGURA 5.13 - Modelo de Ordem Zero aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado pelo tempo a 37°C.
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FIGURA 5.14 - Modelo de Ordem Zero aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado pelo tempo a 43°C.
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FIGURA 5.15 - Modelo de Ordem Zero aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado pelo tempo a 50°C.

O modelo descreve o perfil de liberagao caso o coeficiente de correlagdo (R?)
tenha o valor préximo de 1.

TABELA 5.3 — Valores do coeficiente de correlagdo (R?) para o modelo de Ordem

Zero.
Coeficiente de Correlagio (R?)
25°C 37°C 43°C 50°C
0,67141 0,67646 0,68015 0,68287

Pode-se observar que os valores estdo muito distantes da curva entdo o
coeficiente apresentou um valor baixo. Dessa forma, o modelo de liberagdo de ordem

zero foi descartado.



5.6.2 - Modelo de Primeira Ordem

Para estudar o modelo de Primeira Ordem, & necessario construir um
grafico de porcentagem acumulativa de farmaco nao-liberado pelo tempo. Obteve-se
entdo as curvas mostradas nas figuras 5.16 até 5.19 obtidas nas 4 temperaturas
analisadas.
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FIGURA 5.16 - Modelo de Primeira Ordem aplicado para os valores de porcentagem
de farmaco nao liberado acumulado pelo tempo a 25°C.
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FIGURA 5.17 - Modelo de Primeira Ordem aplicado para os valores de porcentagem
de farmaco nao liberado acumulado pelo tempo a 37°C.
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FIGURA 5.18 - Modelo de Primeira Ordem aplicado para os valores de porcentagem
de farmaco nao liberado acumulado pelo tempo a 43°C.
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FIGURA 5.19 - Modelo de Primeira Ordem aplicado para os valores de porcentagem
de farmaco nao liberado acumulado pelo tempo a 50°C.

O modelo descreve o perfil de liberagao caso o coeficiente de correlagéo
(R?) tenha o valor proximo de 1.

TABELA 5.4 - Valores do coeficiente de correlagdo (R?) para o modelo de Primeira
Ordem.

Coeficiente de Correlagio (R?)
25°C 37°C 43°C 50°C
0,68011 0,67948 0,68585 0,69073




Pode-se observar que os valores estdo muito distantes da curva entdo o
coeficiente apresentou um valor baixo. Dessa forma, o perfil de liberagdo nao é
descrito pelo modelo de Primeira Ordem.

5.6.3 - Modelo Higuchi

Para estudar o modelo descrito por Higuchi, foi necessario construir um
grafico de porcentagem acumulativa de farmaco liberado pela raiz quadrada do
tempo. Obteve-se entdo os curvas mostradas nas Figuras 5.20 até 5.23.
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FIGURA 5.20 - Modelo de Higuchi aplicado para os valores de porcentagem
de farmaco liberado acumulado pela raiz quadrada do tempo a 25°C.
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FIGURA 5.21 - Modelo de Higuchi aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado pela raiz quadrada do tempo a 37°C.
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FIGURA 5.22 - Modelo de Higuchi aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado pela raiz quadrada do tempo a 43°C
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FIGURA 5.23 - Modelo de Higuchi aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado pela raiz quadrada do tempo a 50°C.

O modelo descreve o perfil de liberagao caso o coeficiente de correlagéo
(R?) tenha o valor proximo de 1.

TABELA 5.5 - Valores do coeficiente de correlagéo (R?) para o modelo de Higuchi.

Coeficiente de Correlagio (R?)
25°C 37°C 43°C 50°C
0,84177 0,84547 0,84915 0,85071

Pode-se observar que os valores estdo muito distantes da curva entdo o
coeficiente apresentou um valor baixo. Dessa forma, o perfil de liberagdo ndo é

descrito pelo modelo de Higuchi.

5.6.4 - Modelo Korsmeyer-Peppas

Para estudar o modelo proposto por Korsmeyer e Peppas, € necessario
construir um grafico de logaritmo da porcentagem acumulada de farmaco liberado pelo



logaritmo do tempo. Obteve-se entdo as curvas mostradas nas figuras 5.24 até 5.27.
Cada figura mostra os dados coletados em diferentes temperaturas. E possivel
observar claramente que o modelo testado exibe uma excelente ajuste aos dados
experimentais, mesmo para nas temperaturas mais altas onde o sistema mostrou

maior dispersao de resultados de liberagao.
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FIGURA 5.24 - Modelo de Korsmeyer-Peppas aplicado para os valores de logaritmo
da porcentagem de farmaco liberado acumulado pelo logaritmo do tempo a 25°C.
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FIGURA 5.25 - Modelo de Korsmeyer-Peppas aplicado para os valores de logaritmo
da porcentagem de farmaco liberado acumulado pelo logaritmo do tempo a 37°C.
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FIGURA 5.26 - Modelo de Korsmeyer-Peppas aplicado para os valores de logaritmo
da porcentagem de farmaco liberado acumulado pelo logaritmo do tempo a 43°C.
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FIGURA 5.27 - Modelo de Korsmeyer-Peppas aplicado para os valores de logaritmo
da porcentagem de farmaco liberado acumulado pelo logaritmo do tempo a 50°C.

Foi possivel avaliar os dados de liberagao até os valores acumulados de
60%. A incerteza experimental observada para os dados acima deste valor ndo
permitiu que o modelo fosse testado. A Tabela 5.6 mostra os dados da regresséo
linear, nos quais o coeficiente de correlagdo (R?) exibe valores muito proximos de 1,
0 que indica que o modelo de liberacdo de Korsmeyer-Peppas € o mais adequado
para explicar o mecanismo de liberagdo da CLX pelo nanocomposito de quitosana-

magnetita.

TABELA 5.6 - Valores do coeficiente de correlagdo (R?) para o modelo de Korsmeyer-

Peppas.

Coeficiente de Correlagio (R?)
25°C 37°C 43°C 50°C
0,9695 0,96918 0,96754 0,97078




Os dados da Tabela 5.6 mostram ser possivel estimar o valor do
expoente difusional (n) com um alto grau de precisdo e com isso classificar o tipo de
liberacdo. Estes valores sdo apresentados na Tabela 5.7.

TABELA 5.7 - Valores de Expoente Difusional (ou Expoente de Liberagdo de Farmaco)
(n) obtido pelo coeficiente angular das equagdes descritas para cada temperatura.

Expoente Difusional (n)
25°C 37°C 43°C 50°C
0,25966 0,28322 0,26666 0,27766

Como n < 0,5, o sistema apresenta comportamento pseudo-Fickiano.
Nesse modelo, as curvas de sor¢ao assemelham-se as curvas do modelo Fickiano,

mas a aproximagao ao equilibrio final € muito lenta 3°.

Alguns sistemas apresentam liberagdo descrita por dois métodos
diferentes. Dessa forma, os valores acima de 60% de liberacdo também foram
estudados, da mesma maneira que descrito anteriormente, aplicando os modelos
matematicos e avaliando os coeficientes de correlagdo. Obteve-se os seguintes
resultados:



43°C
100 4 100 ~ -
§ ) E &
= 904 S g0
8 a
é 85 - 85
e -«
w w -
— 80 -
e 8
< 3 A
B 75- 3 51
g 704 5 n] 4
R 654 - y = 0,33355x + 70,03962 R 65+ = y = 0,34636x + 69,04374
R’ =0,89745 R’ =0.90135
w L] T T T T T ” T AJ LJ L) Ll LS
0 20 40 60 80 100 0 20 0 80 0 100
Tempo / horas Tempo / horas

% Acumulada de Farmaco Liberado
% Acumulada de Farmaco Liberado

65 =0,35282x + 68,47238
of y = 0,35034x + 68,65806 ¢ VR, P
&0 R =0,90496 60 T T T u T T
R R S R A
Tempo / horas BRI

FIGURA 5.28 - Modelo de Ordem Zero aplicado para os valores de porcentagem de
farmaco liberado acumulado acima de 60%.
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FIGURA 5.29 - Modelo de Primeira Ordem aplicado para os valores de porcentagem

de farmaco liberado acumulado acima de 60%.

Pode-se concluir entdo que o sistema magnetita-quitosana libera a

clorexidina por dois mecanismos diferentes. O modelo de Krosmeyer-Peppas

descreve a liberagdo da clorexidina nas primeiras 2 horas (até atingir 60% de

liberagcdo). Durante as outras horas de teste o método que descreve o perfil de

liberacdo é o de Higuchi, o qual descreve a liberagdo do farmaco, proporcional a raiz

quadrada do tempo, a partir de uma matriz polimérica rigida de area e formato

qualquer e que 0 mecanismo principal € controlado por difusao.
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FIGURA 5. 30 - Modelo de Higuchi aplicado para os valores de porcentagem de

farmaco liberado acumulado acima de 60%.

TABELA 5.8 - Valores do coeficiente de correlagdo (R?) para todos os modelos

aplicados aos valores acima de 60% de liberacdo.

Coeficiente de Correlagio (R?)

Método 25°C 43°C 50°C

Ordem 0.89745 0,90135 0,90752
Zero

Primeira 0,9272 0,93009 0,93244

Ordem

Higuchi 0,96444 0,96893 0,97302




6- CONCLUSAO

O procedimento de sintese adotado permitiu a sintese de nanocompdsitos com
elevado grau de reprodutibilidade. Por meio da variagdo da concentracdo de
quitosana, foi possivel obter sistemas de maiores dimensdes. Foi possivel confirmar
o recobrimento das nanoparticulas de magnetita pelo polimero e a formagao dos
nanocompositos e, além disso, foi possivel observar que ndo houve alteracao
estrutural da magnetita apos o recobrimento e a insergdo das moléculas de clorexidina
no nanocomposito. Pode-se observar a incorporagdo homogénea do farmaco

clorexidina por toda a matriz polimérica.

A partir do estudo de Vieira et. Al, 2018, pode-se comprovar a eficacia da acao
antimicrobiana do sistema e como ele melhorou a acado do antibidtico, frente a duas
cepas, a levedura Candida albicans e a bactéria Streptococcus mutans. Dependendo
do microrganismo estudado, o nanocompoésito se mostrou mais eficaz que a

clorexidina pura.

Pode-se observar, através dos estudos cinéticos de liberacdo, o
comportamento do sistema como veiculo de entrega de medicamento. Para as quatro
temperaturas avaliadas, 25°C, 37°C, 43°C e 50°C, foi possivel observar a liberagao do
farmaco com perfis semelhantes. Aplicou-se os quatro métodos matematicos mais
comuns que descrevem o0s processos de liberacdo: o método de Ordem Zero, de
Primeira Ordem, de Higuchi e de Krosmeyer-Peppas. Concluiu-se que o sistema
magnetita-quitosana libera a clorexidina durante as 2 primeiras horas, até atingir 60%
de liberagédo, pelo método descrito por Krosmeyer-Peppas. A liberagdo adota um
mecanismo Pseudo-Fickiano onde as curvas de sor¢do assemelham-se as curvas do
modelo Fickiano, mas a aproximacgao ao equilibrio final € muito lenta. Depois das 2
horas de liberacéo (ou cerca de 60% de liberagédo), outro modelo passa a descrever a
liberacdo, o modelo de Higuchi, pois o nanosistema passa a liberar o farmaco
principalmente por difuséo.
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