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RESUMO

Segundo dados da OMS, em 2007, o cancer acarretou em 7,9 milhdes de
mortes no mundo. Utilizando o conceito de nanotecnologia na area
farmacéutica, tomou-se como objetivo deste trabalho, a producdo de
nanoparticulas compostas de uma argila sddica (Montmorilonita sédica -
MMTNa) e argila organofilica (Viscogel B8 - VB8) contendo moléculas do
farmaco antineoplasico 5-fluorouracila (5-FU) ou doxazosina (DXZ) associados
ou ndo ao polimero poliquart H (PQH) com capacidade de otimizar suas
atividades farmacoldgicas, por ser um polication vetorizante, de forma a serem
depositadas preferencialmente nos tecidos neoplasicos. O 5-FU é um farmaco
da classe dos antimetabdlicos analogo da uracila, que inibe a timidilato
sintetase, exercendo efeito citotoxico. A DXZ é um farmaco da classe de
agentes diversos derivado da quinazolina, € um inibidor a-1l-adrenérgico,
induzindo apoptose das células cancerigenas da prostata. Com a preparacao e
caracterizacdo destes novos sistemas, buscou-se avaliar a influéncia da
insercdo dos farmacos 5-FU e DXZ e do polimero PQH como agente de
compatibilizacdo em silicatos lamelares, buscando-se otimizar sua atividade
antineoplasica com base no conceito de vetorizacdo de farmacos, além de
propor a sua utilizacdo como um novo excipiente farnacéutico. Foi utilizada a
metodologia de solucdo para a preparacao dos silicatos lamelares intercalados,
inicialmente com o uso de PQH em trés diferentes propor¢des polimero / silicato
(PQH x MMTNa ou VB8), isto €, (1:2, 1:1 e 2:1 [p/p]). Com os farmacos em
estudo (5-FU e DXZ) apenas se investigou sua intercalacdo em MMTNa,
variando-se a quantidade de farmaco utilizada em consonancia com a
capacidade de troca catibnica (CTC) da argila, empregando-se 60%, 80% e
100% da mesma. Todos o0s casos estudados foram caracterizados e
observaram-se rendimentos de intercalacdo elevados evidenciando a formacéao

destes novos nanocompositos. Os quais se mostram como potencias agentes
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antineoplésicos vetorizados, além de serem qualificados como um excipiente

farmacéutico promissor para a tecnologia de fabricacao de sélidos orais.
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ABSTRACT

According to WHO, in 2007, cancer has brought in 7.9 million deaths worldwide.
Using the concept of nanotechnology in the pharmaceutical area, was taken as
objective of this work, the production and characterization of nanoparticles
composed of a sodium clay (sodium montimorilonite - MMTNa) and organoclay
(Viscogel B8 - VB8) containing molecules of anticancer drugs as 5-fluorouracil
(5-FU) or doxazosin (DXZ) associated or not with the polymer poliquart H
(PQH) with ability to optimize its pharmacological activity, being a polycation
vetorizante used in order to be deposited preferentially the nanocomposite in
tumor tissue. The 5-FU is a drug class of antimetabolites analogue of uracil, that
exerts cytotoxic effect by inhibiting thymidylate synthase. The DXZ is a drug
class of agents of various quinazoline derivative, is a a-1-adrenergic receptor
inhibitor, inducing apoptosis of prostate cancer cells. With the preparation and
characterization of these new systems, we analyzed the influence of insertion of
the drugs 5-FU and DXZ and polymer PQH as compatibilizing agents in lamellar
silicates, seeking to optimize its antineoplastic activity based on the concept of
drug vectorization. Was used the method of solution for the preparation of
intercalated lamellar silicates, initially with the use of PQH in three different
proportions polymer / silicate (PQH x MMTNa or VB 8), ie (1:2, 1: 1 and 2:1 [w/
w]). With the studed drugs (5-FU or DXZ) only investigated the intercalation with
MMTNa, varying the amount of drug used based in the cation exchange
capacity (CEC) of clay, 60%, 80% and 100% of it. All studied cases were
characterized and observed high yield intercalation showing the formation of
these new nanocomposites. Which appear as potential antineoplastic drug
delivery systems, addition to being qualified as a pharmaceutical excipient

promising technology for manufacturing oral solid.
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1 Introducéo
1.1 Cancer

Segundo dados da OMS, em 2007, o cancer acarretou 7,9 milhdes de mortes,
aproximadamente 13% do total de mortes relatadas em todo o mundo. Os canceres de
pulmao, estbmago, figado, célon e de mama causam a maior parte dos 6bitos por ano.
No Brasil, as estimativas para 2008, validas também para o ano de 2009, apontam que
ocorrerdao mais de 466 mil novos casos de cancer. Estima-se que o cancer de pele do
tipo ndo melanoma serda o mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos
tumores de préstata, de mama feminina, de pulmao, de cdlon e reto, de estbmago e de

colo do utero, como evidenciado no quadro 1(INCA, 2007).

Quadro 1. Estimativas, para os anos 2008/2009, do nimero de casos novos de cancer, em homens e
mulheres, segundo localizacdo primaria.* (INCA, 2007)

Localizacao Primaria Estimativa de casos novos
Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prostata 49.530 = 49.530
Mama Feminina = 49.400 49.400
Traquéia, Brénquio e Pulmao 17.810 9.460 27.210
Colon e Reto 12.490 14.500 26.990
Estdmago 14.080 7.720 21.800
Colo do Utero = 18.680 18.680
Cavidade Oral 10.380 3.780 14.160
Esofago 7.900 2.650 10.550
Leucemias 5.220 4.320 9.540
Pele Melanoma 2.950 2.970 5.920
Outras Localizagdes 55.610 62.270 117.880
Subtotal 175.970 175.750 351.720
Pele ndo Melanoma 55.890 59.120 115.010
Todas as Neoplasias 231.860 234.870 466.730
*Nimeros arredondados para 10 ou miiltiplos de 10.

Uma célula normal passa por varias fases no seu ciclo celular, que é regulado de
forma rigida por genes controladores do ciclo. Uma célula que dara origem ao cancer,
diferente de uma célula normal, é independente desse controle, sendo necessario um
acumulo de muta¢des nos cromossomos para sua transformacéo em célula cancerosa
(SOUTO, FALHARI & CRUZ, 2005). O tumor é um aglomerado de células cancerosas,

podendo ser de dois tipos: benigno e maligno. No primeiro caso, o cancer se
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desenvolve onde se originou o tumor, ndo atingindo outros tecidos e no segundo caso,
uma célula cancerosa se desprende do tumor atingindo a corrente sanguinea e, desta
maneira, 0 tumor se torna capaz de invadir outros tecidos do corpo, causando a
chamada metastase (LOPES, OLIVEIRA & PRADO, 2002). Um aglomerado de células
tumorais obtém nutrientes para o crescimento por difusdo passiva até atingir um
tamanho de cerca de 2 mm® Apds este estagio, para continuarem crescendo é
necessaria a formagdo de vasos sanguineos para se nutrirem (angiogénese). Uma
variedade de sinais bioldgicos, enviados pelo tumor, da inicio a angiogénese tumoral.
Os vasos sanguineos formados para a nutricdo do tumor sdo anormais, havendo
ramificagcbes aberrantes, possuindo grande porosidade e tortuosidade no tecido
endotelial. No entanto, o tumor se desenvolve rapidamente. Observa-se entdo maior

permeabilidade a passagem de moléculas pela parede do vaso para o intersticio
circundante das células tumorais (HALEY & FRENKEL, 2008).

O tumor vascularizado € estruturado, morfologicamente, da seguinte maneira:

a) células bem oxigenadas, préximas aos vasos sanguineos, em constante

proliferacao;
b) células necroticas, no centro do tumor, distantes da vascularizacao e;

c) células em hipoxia, localizada entre as células oxigenadas e necrdticas, pois
estdo numa area de baixa oxigenacao, ilustracédo representada na figura 1 (OLIVEIRA &
ALVES, 2002).

Quando as taxas de proliferacdo e de necrose celular forem igualadas, significara
gue o tumor alcancou seu tamanho maximo. Para continuar crescendo o tumor
estimulard uma nova cascata de angiogénese (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE,
2004).
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Figura 1. Secc¢éo transversal de um tumor vascularizado mostrando a diminui¢cdo da concentragéo de
oxigénio (O,) em relacdo a distancia capilar (OLIVEIRA & ALVES, 2002).

Os tamanhos dos espacos entre as células endoteliais dos vasos gerados na
angiogénese variam entre 100 a 780nm, dependendo do tipo de tumor, sendo que a
variagdo normal, entre as células epiteliais dos vasos, é de 5 a 10nm (HALEY &
FRENKEL, 2008).

1.2 Terapia Classica do Cancer

O tratamento classico do cancer envolve diversas estratégias como a
guimioterapia, a cirurgia e a radioterapia. O objetivo da quimioterapia e da radioterapia
€ impedir a proliferacdo e destruir as células tumorais, que sdo mais susceptiveis a
morte por possuirem uma maior velocidade de crescimento do que as células sadias. A
cirurgia, por sua vez, € utlizada para a retirada de tecidos neoplasicos localizados
(BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004; RANG e colaboradores, 2004).

A guimioterapia é um tratamento a base de farmacos citotéxicos e sua eficacia é
limitada pela toxicidade desses farmacos que ndo apresentam seletividade total para as
células tumorais. As neoplasias malignas que sao, normalmente, tratadas por
guimioterapicos, apresentam alta percentagem de células em processo de divisdo. No

entanto, os tumores soélidos apresentam uma divisdo celular lenta, consequentemente,
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respondem pouco aos agentes quimioterapicos. Os tumores solidos representam mais
de 90% de todos os tipos de cancer que acometem o homem (OLIVEIRA & ALVES,
2002).

Alguns farmacos antineoplasicos estdo exemplificados no quadro 2, e pela
dificuldade de se atingir a concentracdo terapéutica necessaria no sitio do tumor pelo
periodo de tempo desejado sem que o farmaco cause efeitos adversos em outros
orgdos enquanto circula pelo organismo (CHAWLA & AMIJI, 2002; JAIN, 2008), sua
formulacdo passa a ser considerada como um desafio de grande relevancia.

Quadro 2. Classificagdo dos Farmacos Antineoplasicos (MARTINS, 2004).

Classe de antineoplasicos Exemplos de farmacos

Agentes alquilantes Ciclefostamida, derambucila, ifosfamida, melfalane, carmusting,
fotemustina, lemustina, bussulfane, dacarbazing

Antimetabélitos Metotrexate, rallitrexate, capecitabing, ctarabina, S-fluerouracila,
gencitabing, cladribina, fludarabina, mercaptopuring, tioguanina

Compostos de platinag Carboplating, cisplating, oxaliploting

Antibidticos Bleomicina, dexorrubicing, daunorrubicing, dactinomicing, epirrubicing,
idarrubicing, mitomicina

Produtos vegetais Vincristing, vimblasting, etoposido, teniposide
Horménios e andlogos Dexametosona, prednisona, tamoxifeno
Agentes diversos Aminoglutefimida, asparoginose, tretinoing, procarbazing,

interferona o e i, interleucing-2

Os principais efeitos adversos relacionados a quimioterapia séo: perda do
apetite, émese, trombocitopenia, Ulceras, anemia, dores abdominais, diarréia e alopecia
(SITZIA, HUGHES & SOBRIDO, 1995)

As novas alternativas tecnoldgicas visam matar células cancerigenas tem como
um dos seus objetivos maiores poupar as células normais. Para alcancar este objetivo,
se foca o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo, tanto para farmacos ja
existentes quanto para novos, buscando definir melhores alvos terapéuticos em relacao

a alteracbes moleculares nas células cancerosas e sua vascularizagdo (HALEY &
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FRENKEL, 2008). Uma variedade de estratégias tem sido investigada para aumentar a
seletividade anti-tumoral de farmacos, incluindo anticorpos, lipossomas e moléculas
transportadoras ao sitio alvo ou no ambiente de tumores, baseados no conceito de
vetorizacdo de farmacos (TATTERSALL & CLARKE, 2003; ABRAHAM & WALUBO,
2005).

Na classe dos antimetabolitos destaca-se o 5-Fluorouracila (5-FU), pois foi o
primeiro farmaco sintetizado da classe dos farmacos antineoplasicos que possuem pelo
menos um atomo de flior em sua estrutura. O 5-FU é um farmaco analogo a uracila
(a figura 2 mostra os dois compoéstos, 5-FU e o uracila), que possui um atomo de flGor
inserido no carbono da posicdo 5 do grupo uracil no lugar do hidrogénio (PURSER e

colaboradores, 2008).
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Figura 2. Estrutura quimica do uracil (a) e do 5-fluorouracila (b) (adaptado de PURSER e colaboradores,
2008).

No espaco intracelular o 5-FU sofre acdo de enzimas dando origem a varios
metabolitos ativos, como por exemplo, monofosfato de fluorodeoxiuridina, trifosfato de
fluorodeoxiuridina e trifosfato de fluorouridina, os quais vao interromper a sintese de
RNA e a acdo do timidilato sintase (PURSER et al, 2008). Mais de 80% do 5-FU
administrado é metabolizado, principalmente, no figado (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003). Devido a curta meia-vida biologica da droga e seu perfil de
absorcao irregular, 5-FU é administrado por infusdo continua ou por via intravenosa.
Infelizmente, o farmaco também exibe perfis cardiotéxico, neurotdxicos e efeitos
colaterais (PURSER e colaboradores, 2008). E o principal agente quimioterapico,

utilizado em combinag&o com outros farmacos antineoplasicos no tratamento do cancer
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de mama e utilizado em esquemas terapéuticos para cancer de préstata e ovario
(WURZER, TALLARIDA & SIROVER, 1994).

Na classe dos agentes de mecanismos de acéo diversificados, pode-se citar o
farmaco doxazosina (DXZ), pertencente a familia das drogas quinazolidicas, assim
como a prazosina e o0 terazosina, antagonistas dos receptores a1-adrenérgicos.
O DXZ é comercializado como um racemato para o uso terapéutico. Na figura 3 ilustra-
se a estrutura molecular da DXZ onde o asterisco (*) sinaliza o centro quiral da
molécula, possibilitando, assim, a formacgdo de dois enantidmeros (R e S). E utilizada
para patologias do trato urinario inferior, hipertensdo arterial (conferindo efeito
antitrombdtico) e tratamento da hiperplasia prostatica benigna (HPB) por induzir
apoptose das células estromais na musculatura lisa da prostata (CHON e
colaboradores, 1999; SUN e colaboradores, 2002; LABIOS e colaboradores, 2003;
RAO, NAGARAJU & RAJU, 2006).

|
CHs; NH»

Figura 3. Estrutura molecular da doxazosina (ALTIOKKA & ATKOSAR, 2001).

A HPB é uma das patologias mais comuns ao envelhecimento de homens,
afetando cerca de 50% deles entre 50 e 60 anos de idade e aproximadamente 90%
daqueles com mais de 80 anos de idade (KIRBY e colaboradores, 2003). Estudos
indicam que o DXZ pode ser importante para outras desordens neoplasicas da prostata,
nao apenas para a HPB, mas também para o combate ao cancer de préstata (CHON e

colaboradores, 1999).
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O DXZ é de eliminagéo lenta pelo organismo humano, tendo meia vida elevada,
possibilitando o tratamento com uma dosagem Unica diaria (HATANO e colaboradores,
1996).

1.3 Técnicas para otimizacdo da atividade farmacolbégica de farmacos

antineoplésicos
1.3.1 Vetorizacao de farmacos

A modulacdo do comportamento de farmacos no organismo, baseada nas
caracteristicas da forma administrada, € um dos objetivos da pesquisa galénica. Com
os sistemas cognominados de liberacdo modificada, o pesquisador possui, pelo menos
em parte, a possibilidade de manipular o processo de absorcédo dos farmacos. Através
de sistemas de distribuicdo modulada, isto é, dos vetores de farmacos, a pesquisa atual
tenta ir mais longe, direcionando, se possivel, a distribuicdo dos medicamentos no
organismo do paciente (PUISIEUX & ROBLOT-TREUPEL, 1988).

Os vetores atualmente propostos podem ser divididos em trés grupos principais:
a) Vetores de primeira geracdo, além de vetores propriamente ditos, sdo sistemas
caracterizados por liberarem uma substancia ativa no seio do alvo visado. E necessario,
neste caso, empregar um modo de administracdo especial. A este grupo pertencem as

microesferas e microcapsulas magneéticas;

b) Vetores de segunda geracdo sdo vetores propriamente ditos, capazes, sem
necessitar de um modo de administracao especial, de transportar a substancia ativa até
o alvo visado. A este grupo pertencem certos vetores coloidais, denominados de
passivos, tais como lipossomas, nanocapsulas e nanoesferas. Pertencem igualmente a
este grupo certos vetores coloidais chamados de ativos, tais como lipossomas termo-

ou pH-sensiveis e nanoesferas magnéticas e;

c) Vetores de terceira geracéo sdo capazes de reconhecer o alvo visado. A este grupo
pertencem, entre outros, 0s anticorpos monoclonais e certos vetores coloidais dirigidos
por anticorpos monoclonais (PUISIEUX & ROBLOT-TREUPEL, 1988).
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A aplicacao de polimeros para a vetorizagdo de farmacos se baseia na formacao
de matrizes poliméricas biodegradaveis ou biocompativeis e degradaveis, isto &€,
degradadas in vivo em fragmentos menores que podem ser excretados pelo corpo. Os
polimeros empregados nessas preparacdes sdo macromoléculas que apresentam
varias unidades monoméricas iguais (homopolimeros) ou diferentes entre si
(copolimeros), podendo ser i6nicos (polieletrdlitos) ou ndo idnicos (neutros) (LIMA,
2008). A vetorizagdo de farmacos, utilizando polimeros, pode ser caracterizada,
basicamente, entre o uso de polimeros solluveis (micelas poliméricas e lipossomos) e

polimeros sélidos (nano e microesferas) (DRUMMOND e colaboradores, 2005; 2006).

Polimeros biologicamente degradaveis estdo disponiveis, para uso, nas formas:
a) naturais biodegradaveis como, por exemplo, o colageno, a celulose e a quitosana,
muito utilizados como matrizes em liberacdo de farmacos; b) naturais modificados,
levam muito tempo para degradar. Isto pode ser resolvido adicionando-se grupos
polares as cadeias, que, por serem mais labeis, diminuem o tempo de degradacao.
Modificacdes enzimaticas também séo utilizadas, como a modificacdo de quitosana por
tirosinase e; c) sintéticos, também largamente utilizados, como, por exemplo,
poli(etileno), poli(alcool vinilico), poli(acido acrilico), poli(acrilamidas), poli(etilenoglicol) e
poliésteres (AZEVEDO, 2002). Na figura 4 tem-se um exemplo de poli(etileno)
comercializado como Potiquart H® (PQH) (WENNINGER & McEWEN, 1997).
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Figura 4. Estrutura quimica da molécula do poliquart H®, onde R = alquila; n=10-20;m=2-6ex=2 -
4.
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A vetorizacdo de farmacos visa protecdo continua da degradacdo e eliminacéo,
além do redirecionamento e distribuicdo no organismo. Os farmacos utilizados na
quimioterapia antineoplésica, agentes ratioterapicos antineoplasicos, antibibticos,
proteina e acidos nucléicos, sdo exemplos muito utilizados na tecnologia de vetorizacdo
(GUO, 2006). Estudos demonstraram que as nanoparticulas infundidas (vetores de
segunda geracgéo) sdo encontradas no sangue, nas células endoteliais, no intersticio e
no interior das células do tumor. A cinética do movimento das nanoparticulas a partir do
sangue ao tumor e, depois do tumor de volta para o fluxo de sangue (os caminho
ilustrado com setas pretas na figura 5) ainda ndo foram completamente avaliados.
Espera-se que essas nanoparticulas carregadas com farmaco possam sair da
circulagdo sanguinea e atingir a célula alvo, ainda carregada, onde o farmaco sera
liberado e a nanoparticula, sem farmaco, retornara para a corrente sanguinea para ser

eliminada (GEHO e colaboradores, 2006), caminho ilustrado na figura 5.

Vaso

sanguineo

Intersticio

M
Nanoparticula

Figura 5. Esquema de como ocorre & distribuicdo da nanoparticula no tecido, onde (A) € o movimento de
nanoparticulas do sangue para o tumor e (B) o movimento de nano particulas do tumor para o fluxo
sanguineo (Adaptado de GEHO e colaboradores, 2006).
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1.3.1.1 Nanotecnologia

Nos dias atuais, a area de nanotecnologia se encontra em rapida expansao, com
grandes investimentos nos setores académico, industrial e estatal. Existem varias
definicbes para nanotecnologia e algumas delas estdo descritas no quadro 3. No
entanto, em aplicacdes farmacéuticas, mais especificamente na liberacdo de farmacos,
a aplicacdo da nanotecnologia estda baseada na producdo de nanoparticulas que
contém moléculas do farmaco a serem liberadas preferencialmente no érgao alvo com a

vantagem de serem inertes (SCHEU e colaboradores, 2006).

A nanotecnologia desempenha um papel importante na terapia do futuro, como
“‘nanomedicamentos”, que sdo sistemas de liberacdo de tamanho nanométrico onde o
farmaco estara encapsulado, disperso, adsorvido ou conjugado no sistema. Esses
sistemas de liberacdo de farmacos incluem uma grande variedade de formas,
principalmente as baseadas em lipidios ou nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e
nanocapsulas), microemulsdes, lipossomas, como também micelas poliméricas,
ciclodextrinas e silicatos lamelares (argilas). Esses novos sistemas de liberacdo de
farmacos possibilitam a diminuicdo de doses requeridas para a resposta terapéutica,
assim como o0 aumento do indice terapéutico e perfis de seguranca de novas
terapéuticas (KOO, RUBINSTEIN & ONYUKSEL, 2005; SCHMIDT & LAMPRETCH,
2009).
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Quadro 3. Algumas definicdes de nanotecnologia (adaptado de SCHEU e colaboradores, 2006).

Fonte

Definicbes

IPC (Classificagéo
Internacional de

Patentes)

subclasse B82B

Nanoestrutura € uma combinagdo precisa da matéria atbmica, tendo sua
configuragéo especialmente moldada, incluindo, pelo menos, um elemento

integrante essencial que:

(i) é formado exclusivamente a partir de um &tomo, uma molécula ou uma
colecdo extremamente limitada de atomos ou moléculas, que na sua

totalidade seja indetectavel por um microscopio 6tico, €;

(i) foi formado por terem seus atomos ou moléculas manipuladas

individualmente como unidades distintas durante sua fabricagéo.

NASA E.U.A.
(Administracéo Nacional
do Espaco e da
Aeronautica):

Criagcao de materiais funcionais, dispositivos e sistemas através do controle
da matéria de escala nanométrica (1-100 nm), e a exploragdo de novos
fendbmenos e propriedades (fisica, quimica, biolégica, mecanica, elétrica...)

nessa escala de comprimento.

Sociedade Real de

Londres

Estudo dos fenbmenos e a manipulacdo de materiais as escalas atdmica,

molecular e macromolecular, nas quais as propriedades diferem

significativamente das propriedades a uma maior escala.

Iniciativa Nacional de

Nanotecnologia (E.U.A)

A nanotecnologia € a compreensao e o controle da matéria em dimensoées

de cerca de 1-100 nm, onde fenbmenos Unicos permitem novas aplicacées.

Ministério Federal da
Educacéo e da pesquisa
da Alemanha

Nanotecnologia refere-se a criacdo, investigacdo e aplicacdo de estruturas,
materiais moleculares, interfaces internas ou superficies com, pelo menos,
uma dimensao critica ou com caracteristica de fabrico (tipicamente) inferior a
100 nm. O fator decisivo é que a propria escala nanométrica dos
componentes do sistema resultar em novas funcionalidades e propriedades

para melhorar produtos ou desenvolver novos produtos e aplicagdes.

Enquanto alguns materiais naturais de estrutura nanométricas (10° m) sédo

empregados comercialmente ha muitos anos, como o nanquim e particulas coloidais de
ouro, novos nanomateriais estdo sendo estudados, sendo que alguns tipos tém
demonstrado interessantes e promissoras
(MESSERSCHMIDT e colaboradores, 2003). Dentre estes, podemos citar: materiais

nanolamelares - constituidos de finas lamelas de diferentes materiais; nanoparticulas -

particularidades propriedades

usadas em sistemas de liberacdo em local especifico e em cosméticos tais como filtros

solares; nanogranulos e os nanotubos (SCHEU e colaboradores, 2006).
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No que se refere aos novos materiais lamelares, uma “nanorede” de cadeia
polimérica pode ser formada entre um nanosistema préformado e outros materiais,
acarretando no aumento da resisténcia mecanica e temperatura de fusdo do material.
Como exemplo, temos a General Motors e Montell, que obtiveram sucesso na producéo
de um nanocomposito incorporando olefina termoplastica em um tipo de argila, uma
esmectita, com o intuito de aumentar as propriedades fisicas do plastico: o uso de 5% de
esmectita aumentou a dureza do material significativamente, gerando um

nanocompésito (SCHEU e colaboradores, 2006).

Nanocompd@sitos sdo materiais obtidos, em uma escala nanométrica, pela
combinacdo entre duas ou mais substancias, sendo que o material obtido apresenta
caracteristicas funcionais e estruturais diferentes daquelas dos materiais de origem
(MENDES, TAVARES & MANO, 1996; RESENDE, 2006). Normalmente
nanocompositos exibem melhores propriedades de desempenho comparadas com as
de compdésitos convencionais, devido a sua morfologia de fase Unica e as suas
propriedades interfaciais melhoradas (WANG, DU & LUO, 2008). Dentre os

nanocompaésitos, destacam-se os silicatos lamelares.
1.3.1.2 Nanoparticulas

O termo “nanoparticula” inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais
diferem entre si segundo a composi¢cdo e a organizacdo estrutural. As nanocapsulas
sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um ndcleo oleoso ou
nao, podendo o farmaco estar dissolvido neste nlcleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Por outro lado, as nanoesferas ndo apresentam um ndcleo em sua
estrutura, sendo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido
ou adsorvido (figura 6) (SCHAFFAZICK e colaboradores, 2003).
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Figura 6. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco dissolvido
no nicleo oleoso; b) farmaco adsorvido a parede polimérica; c) farmaco retido na matriz polimérica; d)
farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica (SCHAFFAZICK e colaboradores,
2003).

1.3.1.3 Lipossomos e Microemulsdes

Lipossomos sao transportadores vesiculares que compreendem um nucleo
hidrofilico rodeado por uma ou mais membranas de bicamadas lipidicas. Inicialmente,
foram utilizados como modelos para membranas fisiologicas, antes de serem
considerados carreadores de farmacos. A bicamada lipidica consiste de fosfolipideos
(lecitinas), colesterol e glicolipidios, com uma espessura de cerca de 5 nm. Lipossomas
podem ser produzidos em tamanhos abaixo de 50 nm até varios micrometros,
dependendo da composicdo e do processo de fabricacdo. Eles podem transportar
farmacos hidrofilicos no seu nucleo, assim como substancias lipofilicas sendo dissolvida
ou dispersa na membrana (PELLEQUER & LAMPRETCH, 2009).

Sao transportadores vesiculares compreendendo um nudcleo hidrofilico rodeado
por uma ou mais membranas de bicamadas lipidicas (Figura 7). Eles podem transportar
farmacos hidrofilicos no seu ndcleo, assim como substancias lipofilicas sendo
dissolvidas ou dispersas na sua membrana. E um veiculo utilizado para reforcar a
solubilidade em formulacdes parenterais, para permitir uma maior circulacdo na
corrente sanglinea e atuam também como vetores de segunda geracao. Além disso,
sdo amplamente utilizados na preparacdo dermatolégica, bem como em cosméticos,
devido a sua capacidade de penetrar em niveis mais profundos da pele. J& para o uso
oral, em muitos casos, ndo € recomendado, devido a sua susceptibilidade ao pH do
estbmago e as enzimas intestinais (SCHMIDT & LAMPRECHT, 2009).
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O

Figura 7. Resumo esquematico sobre os diversos arranjos das bicamadas dos lipossomas, (A) Vesicula
unilamelar pequena; (B) Vesicula unilamelar grande e; (C) Vesicula multilamelar (SCHMIDT &
LAMPRECHT, 2009).

Microemulsbes sdo sistemas compostos por dois liquidos imisciveis e pelo
menos um agente emulsionante, aplicados principalmente em conjunto com um co-
tensoativo. Macroscopicamente, sdo de aparéncia clara formando um sistema de fase
isotropica. A fase dispersa consiste de goticulas muito pequenas (5 — 140 nm) e suas
propriedades se assemelham as de uma fase de bulk ao invés de uma fase interna de
emulsdo. A enorme reducdo na tensdo interfacial € fornecida por uma grande
guantidade de surfactante e co-tensoativo (FORMARIZ e colaboradores, 2005;
SCHMIDT & LAMPRECHT, 2009).

As microemulsdes podem ser de trés tipos: 1) O/A formados na presenca de
baixa concentracdo de fase oleosa e com emulsionantes que apresentam equilibrio
hidrofilolipofilo (EHL) na faixa de 8-18, 2) bicontinua, formada quando as concentracfes
de fase aquosa e fase oleosa séo similares e 3) A/O, formados quando a concentracao
de fase aquosa é baixa e com emulsionantes com EHL na faixa de 3-8 (Figura 8)
(CUNHA JUNIOR e colaboradores, 2003).
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Figura 8. Representacdo esquemaética das estruturas das microemulsdes (FORMARIZ e colaboradores,

2005).

1.3.1.4 Dendrimeros

Dendrimeros sédo estruturas poliméricas que possuem inumeras ramificacdes e

oferecem como vantagem uma alta capacidade de carreamento de farmacos. Em

relacdo ao tamanho, massa molar e forma, eles podem ser classificados pelo numero

de geracbes (0 a 10) e tamanho dos grupos de ramificacbes e, desta forma,

proporcionam a obtencdo de micelas em solucdo de tamanho muito reduzido

(dimensdes em torno de 100 A). A figura 9 mostra uma estrutura dendritica altamente

ramificada. As sinteses dendriméricas envolvem um nucleo a partir do qual geracfes

ramificadas estendem-se concentricamente. (MONTANARI e colaboradores, 1998;
NAFEE, BHARDWAJ & SCHNEIDER, 2009).
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Figura 9. Estrutura dendritica ramificada (MONTANARI e colaboradores, 1998).
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O efeito antitumoral da doxorrubicina conjugado a um dendrimero biodegradavel
foi avaliado em camundongos com carcinomas do colon e mostrou-se eficaz na
modulacdo famacocinética, favoravel, do farmaco (PELLEQUER & LAMPRECHT,

2009), prestando-se desta forma, como vetor para farmacos antineoplasicos.
1.4 Nanocompadsitos de silicatos lamelares
1.4.1 Argilas Minerais

A definicdo classica conferida a uma argila é de ser um material natural, terroso,
de granulacdo fina que quando umedecido com agua apresenta plasticidade.
Quimicamente, sdo materiais formados essencialmente por silicatos hidratados de
aluminio, ferro e magnésio, denominados argilas minerais (MENEZES e colaboradores,
2008).

As argilas minerais possuem estruturas cristalinas em camadas, constituidos por
folhas continuas de tetraedros SiO4, ordenados de forma hexagonal, condensados com
folhas octaédricas de hidroxidos de metais tri e divalentes (representacdo esquematica
dessas folhas na figura 10), podem conter uma fracdo com dimens@es na faixa de 1 a
100nm, e sdo muitas vezes chamados “silicatos lamelares”. S&o utilizadas nas

industrias de produtos farmacéuticos, veterinarios, plasticos, tintas e inseticidas,
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principalmente, devido ao seu baixo custo. Elas possuem diferentes arranjos de suas
camadas (folhas) lamelares (COELHO, SANTOS & SANTQOS, 2007).

Folha Tetraédrica

Figura 10. Representacdo esquematica da folhas tetraédrica e octaédrica, unidades estruturais das
argilas minerais (adaptado de COELHO, SANTOS & SANTOS, 2007).

O grupo das argilas esmectiticas ou bentoniticas € constituido por um ou mais
argilominerais esmectiticos e por alguns minerais acessorios, principalmente quartzo,
cristobalita, micas e feldspatos. Essas argilas minerais sdo alumino-silicatos de sodio,
célcio, magnésio, ferro, potassio e litio, que incluem: montmorilonita, nontronita,
saponita, hectorita, sauconita, beidelita e volconsoita, como € demonstrado,
resumidamente, no quadro 4. Dentre as diferentes alternativas, a argila de uso
farmacéutico mais relevante € a esmectita/bentonita, devido a alta capacidade de troca
catibnica (CTC) das espécies pertencentes ao seu grupo. A espécie de mineral mais
utilizada € a montmorilonita (MMTNa), com capacidade de troca catiénica (CTC) 80-200
mMEQ/100 g de argila, como é demonstrado no quadro 5 (AGUIAR, NOVAES &
GUARINO, 2002; MENEZES e colaboradores, 2008). A CTC de uma argila é
mensurada de acordo com o nuamero total de cations trocaveis que ela pode reter
(quantidade de sua carga negativa). Quanto maior a CTC da argila, maior a capacidade

de cétions que ela pode reter (MENEZES e colaboradores, 2008).
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Quadro 4. Classificagdo sistematica das argilas minerais (Adaptado de AGUIAR, NOVAES & GUARINO,

2002).
GRUPO ARRANIO ESPECIES
bl Pirofilita
Talco [—21 {
Talco
— Hectorita
Esmectita —{ 2:1
L Montmorilonita
—  Verniculita
Verniculita — 2:1 —
Verniculita
dioctaédrica
’— Lepidolita
Mica —{ 21 t llita
Biotita
Caulinita —11:1 Caulinita

Quadro 5. Capacidade de troca catibnica (CTC) de aluminossilicatos (adaptado de AGUIAR, NOVAES &

GUARINO, 2002).

Argila
Caulinita 2H,0
Haloisita 4H,0
Haloisita
llita
Clorita
Sepiolita-atapulgita
Esmectita
Montmorilonita
Vermiculita

CTC (mEqg/100 g da argila)

3-15
9-10
10-40
10-40
10-40
20-35
80-150
80-200
100-150

As esmectitas sodicas, ou seja, contendo o sédio como cation interlamelar

preponderante conforme estrutura esquematica demonstrada na figura 11, podem ser
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obtidas, por meio da interagdo quimica com solu¢des de carbonato de sodio, uma vez
gue na sua forma natural ela ndo é predominantemente sddica. Elas sdo caracterizadas
por apresentarem, ou por poder ser desenvolvido nelas, propriedades de uso
tecnoldgico (PAIVA, MORALES & GUIMARAES, 2006).

-— Camada tetraédrica

~1 nm ~— (Camada octaédrica

Espagamento
basal

-=— (Camada tetracdrica

@  <+— Espaco interlamelar

O Al Fe, Mg, Li
® OH
® O

Caétions trocaveis
de sédio

®

Figura 11. Estrutura das esmectitas (2:1) monstrando duas camadas de s~ilicato de aluminio com cétions
sédio no espaco interlamelar (adaptado de PAIVA, MORALES & GUIMARAES, 2006).

Quando essas argilas sodicas sao colocadas em agua, o sodio € hidratado
inserindo-se agua no seu espaco interlamelar, havendo o aumento do espacamento
basal. Nessas condices os cations de sddio ficam mais propensos a serem trocados
por outros cations por uma reacao quimica estequiomeétrica. As argilas que néo incham
(intumescem) em meio aquoso possuem Nno seu espaco interlamelar a predominancia
de célcio ou sdo policatibnicas (ARAUJO e colaboradores, 2006; MENEZES e
colaboradores, 2008). Nas figuras 12 e 13 pode ser observada, nitidamente, a diferenca

de hidratacao entre as esmectitas sddica, célcica ou policatidnica.
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Esmectita de calcio

Esmectita de sédio
ou calcio

Eéfhébfita de sodio

Figura 12. Representacdo da hidratacdo da esmectita sodica e da esmectita calcica (adaptado de
AMORIM e colaboradores, 2006).

Bentonita
~ soOdica

célcica ou
policatidnica

Figura 13. Argila bentonitica seca e em meio aquoso (AMORIM e colaboradores, 2006).

E possivel preparar nanocompoésitos com materiais de diferentes naturezas:
inorganical/inorganica, inorganica/organica ou ainda, organica/organica (ESTEVES,
BARROS-TIMMONS & TRINDADE, 2004). Os nanocompdsitos poliméricos tém se
destacado como uma classe promissora de materiais, demonstrando possibilidade de
incremento e modificacdo em uma série de propriedades, como: incremento nas
propriedades mecéanicas e/ou de barreira; elevacdo da temperatura de transicdo

térmica; reducdo da flamabilidade; aumento de transparéncia (ARAUJO e
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colaboradores, 2006; WANG, DU & LUO, 2008). Como material de caracteristica

inorganica, destaca-se o uso de silicatos lamelares ou argilas.

Na intercalacdo de polimero e argila mineral visando a preparacdo de um
nanocompésito pode-se obter basicamente trés resultados: (1) microcompdsitos,
guando ndo ocorre a intercalacdo do polimero nas camadas lamelares da argila, sendo
caracterizados por apresentarem propriedades similares aos compdsitos tradicionais,
(2) nanocomposito intercalado, quando as cadeias poliméricas sdo intercaladas nas
lamelas da argila, caracterizado por apresentar propriedades superiores a de um
composito tradicional e (3) nanocompdésito delaminado ou esfoliado, quando ocorre a
total dispersdo das lamelas da argila em uma matriz polimérica, aumentando as
interacdes polimero-argila, caracterizado por melhorias nas propriedades fisicas e
mecanicas do material formado. Levando em consideragdo as caracteristicas de cada
componente (silicato lamelar, cation organico, a matriz polimérica e o metodo de
preparacao), estas diferentes situacées podem ser observadas na figura 14 (COELHO;
SANTOS; SANTOS, 2007; PAIVA; MORALES; GUIMARAES, 2006, 2008; CAMARGO;
SATYANARAYANA; WYPYCH, 2009).

=z
Argila Mineral Polimero
Y ' '
= =7 SR
7 =7 SNES

Microcomposito  Nanocomposito L.
Intercalado  Nanocomposito

: Delaminado
N 1 ( 1
X 1
¢ 20 20 20
i ! | Ordenado,
g r{‘ - 20
XA 20 206
L

Figura 14. Representacdo esquematica dos trés casos mais comuns obtidos na interacdo Polimero +
Argila Mineral e os resultados de difracao de raio X (DRX) obtidos (modificado de COELHO, SANTOS &
SANTOS, 2007).



39

Com a andlise de difracdo de raios X (DRX), ilustrada na figura 14, pode-se
identificar os dois primeiros tipos de intercalacdo (microcompdsito e nanocomposito
intercalado). O terceiro (nanocompadsito delaminado) ndo apresenta picos na DRX e

somente € caracterizado indiretamente, por outras técnicas de analise (COELHO;
SANTOS; SANTOS, 2007), observando-se a total separagéo das lamelas.

Existem diversas maneiras de modificar as argilas minerais: (1) adsorcao, (2)
troca de ibnica com cations inorganicos e complexos catibnicos, (3) adicdo de
compostos organicos, (4) troca de ions organicos com cations, (5) reacdo com acidos,
(6) ligacdo de &anions inorganicos e organicos, principalmente, nas extremidades, (7)
polimerizacdo interlamelar, intra ou interparticula, (8) pilarizacéo por diferentes cations
metalicos, (9) delaminacdo e reacdo de argilas minerais, (10) desidroxilacdo e
calcinacgao e (11) tratamentos fisicos, tais como a liofilizag&o, ultrassom e radiagao de
plasma (BERGAYA & LAGALY, 2001; PAIVA, MORALES & DIAS, 2008).

O tratamento das argilas com moléculas organicas catidnicas resulta nas
conhecidas “organoargilas”, dotadas de uma cavidade hidrofébica, o que leva a
modificacdo de inumeras de suas propriedades iniciais. As argilas organofilicas séo
dispersaveis em meio organico, e, de modo similar as esmectitas sodicas, adsorvem
outros compostos organicos, o que abre uma nova e vasta aplicacdo tecnologica para
este tipo de argila (PAIVA, MORALES & DIAZ, 2008).

1.4.2 Organoargilas

A disperséo das argilas em polimeros ou farmacos menos hidrofilicos se mostra
semelhante ao resultado obtido da mistura de 6leo e agua, de modo que o papel do
agente de compatibilizacédo é agir como um tensoativo permitindo a disperséo da argila
no polimero ou molécula lipofilica. Para a formacdo de organoargilas séo utilizados ions
alquilaménio de cadeia longa como agente de compatibilizacdo, em substituicdo aos
fons presentes entre as lamelas da argila, como o sddio na montmorilonita. Essa troca
catibnica se torna possivel entre a funcdo NHs", presente no fon alquilamonio, e o
céation intercalado entre as lamelas da argila. A figura 15 demonstra de maneira

esquematica a troca catibnica, sendo que, dependendo da densidade de cargas da
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argila e o do ion surfactante, podem ser obtidos diferentes arranjos na estrutura das
organoargilas, conforme é demonstrado na figura 16 (KORNMANN; LINDBERG;
BERGLUND, 2001; PAIVA; MORALES; DIAS, 2008). Quando os ions alquilamonio
adotam uma conformacédo do tipo parafinica, onde ha elevada densidade de cargas, e 0
espaco entre as lamelas cresce da ordem de 10 A. Dessa forma, ocorre uma diminuig&o
da energia da superficie da argila de tal modo que moléculas de diferentes polaridades
possam ser intercaladas entre as lamelas (KORNMANN, LINDBERG & BERGLUND,
2001; KORNMANN e colaboradores, 2000; LeBARON, WANG & PINNAVAIA, 1999).

\\ o DD
A
oy gl momio argila argila organofilica

Figura 15. Processo de troca catidnica entre os ions alquilamdnio e os cétions intercalados entre as
lamelas da argila (RESENDE, 2006).
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Figura 16. Orienta¢®es dos ions alquilam6nio nas lamelas (LeBARON, WANG & PINNAVAIA, 1999).

O viscogel B8®, S4®° e S7® sdo exemplos de organoargilas, que sdo formadas
pela intercalacédo de ions alquilambénio na estrutura da argila montmorilonita. O material

obtido combina capacidade de intumescimento com a acdo tensoativa do sal de
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alquilaménio (COUTINHO, 2004; BENTEC, 2009). O tratamento das argilas com
moléculas organicas catidnicas resulta em uma superficie hidrofébica, que leva a
modificacdo de inimeras de suas propriedades iniciais (KATZ & MILEWSKI, 1987;
RESENDE, 2006).

Considerando-se o0 reduzido custo de obtencdo, a grande versatilidade de
trabalho e o fato de se apresentarem ja em dimensdes nanométricas, pode se
considerar os silicatos lamelares como um dos mais promissores sistemas de liberacao

de farmacos para a preparacao de sistemas vetorizados de moléculas antineoplasicas.



42

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Tomou-se como objetivo geral deste trabalho a avaliacdo da intercalacdo de
farmacos antineoplasicos em argilas lamelares, com a inser¢cdo combinada de PQH
como agente de vetorizagcdo para a preparacdo de novos sistemas antineoplasicos

nanométricos sistémicos.
2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a intercalacdo de 5-FU e DXZ em MMTNa e VB8® visando a obtencéo de

um novo nanosistema carreador de farmacos antineoplasicos.

Estudar a intercalacdo do PQH na MMTNa de forma a inserir um agente de
vetorizag&o na argila e, posteriormente, nos sistemas argilas nanométricas - farmacos

antineoplasicos.
Avaliar o rendimento de intercalacédo do processo.

Caracterizar, comparando-se com a MMTNa e o VBS8®, o comportamento deste
novo nanocomposito, investigando-se seu intumenscimento, perfil de compactacao e
propriedades filmogénicos, propondo sua utilizacdo como um novo excipiente

farmacéutico.

Estudar a intercalacdo e a caracterizacdo de DXZ no novo nanocomposito
MMTNa-PQH de forma a se obter novos agentes antineoplasicos nanométricos

combinados.
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3 Material e Métodos
3.1 Material
3.1.1 Equipamentos:

» Balanca analitica METTLER TOLEDO — AG 204

» Balanga para determinagao de umidade SARTORIUS MA 30

= Banho de ultrasson UNIQUE

= Calorimetro de Varredura Diferencial PERKIN ELMER — DSC 7

» Analisador Termogravimétrico PERKIN ELMER — TGA-DSC 7

= Centrifuga SIGMA 6 — 15

= Rota evaporador BUCHI 209

= Compressora excéntrica FABBE

= Prensa hidraulica Perkin-Elmer

= Difratdmetro de Raios X RIGAKU, modelo Miniflex

= Durémetro NOVA ETICA

= Espectrofotdmetro de absorcdo no infravermelho com transformada de
Fourier PERKIN ELMER

= Espectrofotdbmetro de absorcdo UV-Vis BIOESPECTRO SP 220

= Microscopia eletrénica de transmissédo JEOL, modelo 2000Fx

» Estufa de secagem LAWE

= Misturador cubico ERLI

» Placa de agitacdo e aquecimento CORNING PC-230

= Potenciémetro QUIMIS

= Softwear Statistica (STATSOFT Company)

= Softwear Spartan Pro®

= Vidraria Calibrada do Laboratério de Tecnologia Industrial Farmacéutica
3.1.2 Matérias-primas e reagentes:

= Poliquart H® COGNIS
= 5-Fluorouracila SIGMA
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= Mesilato de Doxazozina DEG

» Bentonita sédica— Montmorilonita BENTEC
= Viscogel B8® BENTEC

= Acido cloridrico 37% TEDIA

= Hidréxido de sédio PA VETEC

= Diclorometano PA TEDIA

= Agua destilada obtida no Laboratério de Tecnologia Industrial Farmacéutica
3.2 Métodos
3.2.1 Preparo de montmorilonita sédica pré-intumescida (MMTNa pi)

Para o preparo de MMTNa pi foram pesados 50 g de argila sodica que foram
adicionados, lentamente, em 100 mL de &agua destilada com agitacdo mecéanica
constante a temperatura ambiente, até total incorporacdo da argila sédica na agua
destilada. Apds 24 h de intumenscimento, a umidade da amostra foi determinada em
balanca SARTORIUS MA 30 a peso constante.

3.2.2 Procedimento geral de preparacao e caracterizacdo de nanocompaositos

A técnica de preparacdo de nanocompdsitos consistiu na técnica de
solubilizacdo, onde o polimero ou farmaco é solubilizado no solvente de escolha e
concomitantemente a adicao do silicato lamelar no meio de intercalacao, a saber, argila
mineral sédica pré-intumescida (MMTNa pi) e argila intercalada com alquilamoénio Cjg
(trimetil octadecilamina), de nome comercial viscogel B8® (VB8), mantendo o sistema
sob agitacdo magnética. Nos ensaios realizados, avaliou-se o efeito da variacdo do
tempo e a proporcdo de polimero ou farmaco e MMTNa pi e VB8 na reacdo de
intercalacdo. Foram preparados nanocompoésitos de MMTNa pi e VB8 com PQH e de
MMTNa pi com 5-FU e DXZ, todas em diferentes tempos reacionais e em diferentes

proporcdes a temperatura ambiente.

Para selecionar o melhor ponto de intercalacdo entre polimero ou farmaco com

os silicatos lamelares, foi realizada a centrifugacdo da reagcédo de intercalacdo ou
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remocdo do solvente a pressédo reduzida em rotaevaporador, objetivando separar o
solvente (sobrenadante) do material intercalado, que por sua vez foi levado ao
dessecador sob vacuo para secar, e depois de triturado é analisado por difracdo de raio
X (DRX), para analise do espacamento basal dos hanocompésitos formados.

Os rendimentos das intercalagbes foram obtidos por medidas indiretas com a
andlise por espectrofotometria UV-Vis ou de forma direta por analise termogravimétrica
(ATG). Somado aos resultados das andlises de DRX, pode-se selecionar o melhor

ponto de formacao de nanocompdésito para cada tipo de intercalacdo realizada.

Com a selecdo dos melhores pontos de intercalacdo, foram realizados
experimentos em triplicata dos mesmos, para se saber se ha reprodutibilidade da
técnica de intercalagdo utilizando a andalise de DRX para tal confirmacdo. Havendo
reprodutibilidade, elas s&o levadas para analise de infravermelho (IV), analise
calorimétrica diferencial de varredura (ACDV) e ATG para caracterizacdo do
nanocomposito formado. Este procedimento geral de preparo e caracterizacdo, dos

nanocompositos, pode ser observado no fluxograma da figura 17.



Polimero/ Silicato
Farmaco Lamelar

Solubilizagdo

|

Diferentes tempos e | _

proporgdes
| Rotaevaporador | | Centrifuga |
Material Sobrenadante
Intercalado
l i 1x
Secagem Rendimento
(dessecador) (Espectrofotdmetro
UV/Vis)
Intercalagéo ?, Reteste
Rendimento
(ATG) Melhor ponto
Triplicata [«
1x

Reprodutivel ? Reteste  —

| WY, || ATG ||ACDV || MET |

Caracterizacéo do
nanocompadsito

Figura 17. Fluxograma do processo de preparo e caracteriza¢cdo do nanocompasito.
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3.2.3 Preparo dos nanocompdésitos do polimero PQH com os silicatos lamelares

Foram realizados experimentos de intercalacdo de PQH com silicatos lamelares
(MMTNa pi ou VB8), variando-se as propor¢cdes de PQH e silicatos lamelares e os
tempos de experimento, empregando-se como solvente para as intercalagcbes com
MMTNa pi a 4gua destilada e diclorometano como solvente para as reacdes com VB8,
onde esta organoargila intumensce quase que imediatamente sem a sua dispersao

nanomeétrica.

Os nanocompdésitos foram preparados adicionando-se quantidades suficientes de
PQH e MMTNa pi ou VB8, de modo a serem mantidas as propor¢cdes pré
estabelecidasde 1:2, 1:1 e 2:1 [p/p], e o sistema foi mantido sob agitacdo magnética por
15, 30, 45, 60 min ou 24, 48 e 72 h a temperatura ambiente. A separacdo do material
intercalado foi feita através de centrifugacéo a 4000 rpm por 1 h, em centrifuga, no caso
das intercalacbes de PQH com MMTNa pi. Para as reacdes de PQH com VB8 a
separacdo do material intercalado € feita por evaporacdo do solvente em
rotaevaporador. O rendimento das interacdes de PQH com MMTNa pi foi estimado pela
guantificacéo indireta da quantidade do polimero presente no sobrenadante através de
espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-Vis) em espectrofotdmetro BIOSPECTRO,
baseando-se nos valores da curva de calibracdo elaborada de PQH. Nas reacdes de
intercalacdo de PQH em VB8 o rendimento foi estimado por ATG, quando do indicativo

de formacé&o de nanocompdsito por DRX.
3.2.4 Preparo dos nanocompadsitos de 5-FU com a MMTNa pi

Foram realizados experimentos de intercalacdo de 5-FU com MMTNa pi
variando-se a concentracdo de 5-FU de acordo com a CTC em 100%, 80% e 60%,
levando-se em consideracdo o valor de 80 mEQg/100 g de argila como sendo a CTC da

MMTNa pi, em 24 h, empregando-se como solvente agua destilada.
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Os nanocompdsitos foram preparados adicionando-se quantidades suficientes de
5-FU e MMTNa pi, de modo a serem atingidas as concentracdes pré estabelecidas da
CTC, mantendo-se a massa final em 0,5 g e o sistema foi mantido sob agitagao
magnética continua de acordo com o0 tempo reacional a temperatura ambiente.
A separacdo do material intercalado foi realizada através de centrifugagdo a 4000 rpm
por 1 h, em centrifuga. O rendimento das intercalagbes de 5-FU com MMTNa pi foi
estimado de forma indireta, pela quantificacdo do farmaco presente no sobrenadante
através de espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-Vis), baseando-se na curva de
calibracéo elaborada de 5-FU.

3.2.5 Preparo dos nanocompadsitos do farmaco DXZ com a MMTNa pi

Foram realizados experimentos de intercalacdo de DXZ com MMTNa pi
variando-se as concentracdes de DXZ de acordo com a CTC (100%, 80% e 60%),
levando-se em consideracéo o valor de 80 mEQ/100 g de argila como sendo a CTC da
MMTNa pi, e em trés diferentes tempos reacionais (18 h, 24 h e 48 h), empregando-se

a agua destilada como solvente para as reacoes.

Os nanocompdésitos foram preparados adicionando-se quantidades suficientes de
DXZ e MMTNa pi, de modo a serem atingidas as concentracfes pré estabelecidas da
CTC, mantendo-se a massa final em 0,5 g e o sistema foi mantido sob agitacdo
magnética continua de acordo com o tempo reacional previsto a temperatura ambiente.
A separacao do material intercalado foi feita através de centrifugacdo a 4000 rpm por 1
h, em centrifuga. O rendimento das intercalacbes de DXZ com MMTNa pi foi estimado
de forma indireta pela quantificacdo do farmaco presente no sobrenadante através de
espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-Vis), baseando-se nos valores calculados

da curva de calibracdo da DXZ.

3.2.6 Preparo de nanosistema combinado polimero (PQH) / silicato lamelar
(MMTNa pi) / farmaco (DXZ)

Os materiais combinados foram preparados adicionando-se a 1,0 g do

nanocomposito obtido da intercalacdo de PQH em MMTNa, uma massa de DXZ



49

equivalente a 100% da CTC da MMTNa, utilizando-se o tempo de 18 h de intercalagéo
a temperatura ambiente, sob agitagdo magnética continua, condi¢cfes estas tidas como
idéias de acordo com os estudos de intercalacdo ja realizados com PQH / MMTNa
isoladamente. Os produtos de intercalacdo tiveram sua separacao feita através de
centrifugacdo a 4000 rpm por 1 h, em centrifuga a 8000 rpm e o rendimento dos
nanosistemas formados foi-se estimado pela quantificacdo do farmaco presente no
sobrenadante através de espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-Vis), baseando-
se nos valores da curva de calibracao elaborada da DXZ.

3.2.7 Caracterizacdo dos nanocompositos de polimeros ou farmacos com

silicatos lamelares preparados
3.2.7.1 Procedimento geral para o isolamento e analise do material obtido

Os materiais resultantes das intercalagdes foram submetidos a centrifugacéo a
4000rpm durante 1 h em centrifuga ou a evaporacdo em rotaevaporador, sendo o
sedimento centrifugado recolhido e seco a temperatura ambiente em dissecador sob
vacuo. Os materiais obtidos foram triturados e tamisados em malha 40 ASTM e

caracterizados por difracdo de raios X (DRX).

Com o resultado da analise obtida por DRX séo selecionados 0s nhanocompagsitos
gue obtiveram o maior espacamento basal, o melhor rendimento (analisado por
espectrofotometria UV-Vis), com menor tempo reacional gasto e menos polimero ou
farmaco utilizado para a intercalagdo com os silicatos lamelares. Foram preparadas
reacdes de intercalacdo em triplicata desses nanocompdsitos selecionados, e apds o
tempo reacional determinado separa-se o0 sobrenadante do decantado por
centrifugacéo, onde o sobrenadante € levado para leitura no espectrofotbmetro com a
finalidade de determinar o rendimento reacional. O material decantado, apds secagem
(em dissecador a vacuo), foi triturado e tamisado levado para caracterizacdo no DRX
novamente, avaliando-se, desta maneira, a capacidade de reprodutibilidade das

condicBes reacionais selecionadas como as melhores para a intercalacao.
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Sendo constatada a reprodutibilidade, os nanocompadsitos foram caracterizados
por espectrofotometria de infravermelho (IV), em espectrofotdmetro de absor¢gdo no
infravermelho com transformada de Fourier PERKIN ELMER, por analise calorimétrica
de varredura diferencial (ACVD), em calorimetro de varredura diferencial PERKIN
ELMER, por analisador termogravimétrico (ATG), em analisador termogravimétrico
PERKIN ELMER de forma a se evidenciar a insercdo dos polimeros e farmacos no
espaco interlamelar dos silicatos lamelares estudados (NIKKHAH e colaboradores,
20009).

3.2.7.2 Preparo das curvas de calibragao

As curvas de calibracdo para todas as substancias envolvidas no trabalho, 5-FU,
DXZ e PQH, foram realizadas diluindo-se em agua destilada, em cinco concentragcdes
diferentes, e suas absorbancias foram mensuradas no espectrofotdmetro UV-Vis, no
cumprimento de onda adequado para cada substancia, pesquisado em artigos ou
monografias ou experimentalmente como o caso do PQH através de uma analise

espectrofotomeétrica de varredura entre 190 a 800 nm.

Para escolha do melhor comprimento de onda para a analise espectroscopica do
PQH preparou-se uma solucdo aquosa de PQH com a concentracdo de 3 mg/mL, essa
solucdo foi lida em dois intervalos de comprimento de onda, o primeiro de 190 a 400 nm

e 0 segundo de 400 a 800 nm, acionando-se a lampada de tungsténio.
3.2.7.3 Difracdo de Raios X (DRX)

As amostras previamente secas trituradas e tamisadas em malha 40 mesh,
obtidas nos experimentos de intercalacdo, foram analisadas em um difratbmetro de raio

X Rigaku. O angulo de difracéo (20) foi registrado de 2° a 10° a temperatura ambiente.

O CuK, foi utilizada como fonte do raio X, que foi operado a 40 kV e 30 mA.

Na DRX, ocorre a interacdo entre o vetor elétrico de radiacdo X e os elétrons do
material submetido a analise, gerando uma dispersao. Entdo, quando os raios X sofrem

essa dispersdo, devido a estrutura organizada presente no material, ambas as
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interferéncias construtivas e destrutivas, surgem entre os raios dispersos, uma vez que
as distancias entre os centros de dispersdo sdo de mesma ordem de magnitude do
comprimento de onda da radiacdo, resultando, neste modo, na difracdo (SKOOG,
HOLLER & NIELMAN, 1998).

Quando um feixe de raios X atinge uma superficie cristalina a um mesmo
angulo 6, uma parte destes raios € dispersa pela camada de atomos na superficie.
A porcéo do feixe que ndo sofreu dispersdo penetra na segunda camada de &tomos
onde novamente € dispersa, sendo que uma parte remanescente passa para uma
terceira camada. Esse efeito cumulativo do espalhamento nos centros regularmente
espacados do material resulta na difracdo do feixe em sua grande parte, do mesmo
modo que a radiacao visivel é difratada pela reflexdo reticular (SKOOG, HOLLER &
NIELMAN, 1998).

A figura 18 mostra a difracdo que ocorre entre duas lamelas consecutivas de
silicatos lamelares separadas por uma distancia d (espacamento basal). Os raios X de
comprimento de onda A interceptam a argila no angulo incidente 6. O valor experimental
20 é correspondente ao angulo entre a onda difratada e a onda que entra na argila. As
ondas normais conectam dois pontos idénticos entre duas ondas incidentes e duas
ondas difratadas de duas lamelas consecutivas. Para que essas duas ondas sejam
consecutivas, a distancia A+B (espaco que difere o caminho percorrido pelas duas
ondas) deve ser igual a um numero inteiro de comprimento de onda (A+B = ni). Uma
vez que a distancia d é normal (forma um angulo de 90°) aos planos e a onda normal
tracada na figura é normal aos raios incidentes e difratados, os angulos opostos a A e B
também sdo 0. Sendo assim A = d sen6 e B = d senb. Logo, A+B = 2d sen6, devendo a
interferéncia construtiva ocorrer quando A = 2d sen6, que corresponde a Equacdo de
Bragg (RESENDE, 2006).
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Figura 18. Principio da difracéo de raios X na argila (RESENDE, 2006).

A andlise de DRX foi utilizada com o objetivo de se observar a variacao do
espacamento basal dos silicatos lamelares ap0s as reacfes de intercalacdo para a
formacdo de nanocompdsitos (RESENDE, 2006), decorrente da inser¢cédo do polimero

ou do farmaco antineoplasico no espaco interlamelar.
3.2.7.4 Analise de espectroscopia de absor¢éo no infravermelho (1V)

Foram feitas andlises dos nanocompositos selecionados, preparando-se
pastiihas de KBr com amostras de cada produto dos melhores experimentos, na
proporcao 1,0% p/p de amostra em relacdo a massa total de 150 mg, sendo essas
realizadas em espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier
PERKIN ELMER. As posicdes das bandas nos espectros sdo apresentadas em numero
de ondas (v) cuja unidade é o centimetro inverso (cm™) e as intensidades das bandas
estdo expressas como transmitancia (T). A radiacdo infravermelha (IR) corresponde a
parte do espectro situada entre as regides do visivel e das microondas, sendo, para
aqueles que trabalham com moléculas organicas, a regido de maior interesse na
identificacdo de estruturas situada entre 4.000 e 400 cm™. A radiacdo infravermelha em
freqiiéncia menor do que aproximadamente 100 cm™, quando absorvida, converte-se
em energia de rotacdo molecular. Esse processo € quantizado e, consequentemente, o
espectro de rotacdo das moléculas consiste em uma série de linhas (SILVERSTEIN,
BASSLER & MORRIL, 1994).
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3.2.7.5 Andlise calorimétrica de varredura diferencial (ACVD)

Os nanocompositos foram corridos contra um padrdo aluminio num fluxo de 50

mL/min N, com uma taxa de temperatura de 20°C/min de 25° a 800°C.

Através desta técnica, as diferencas no fluxo de calor dentro de uma amostra e
uma referéncia sdo medidas em funcéo da temperatura da amostra, enquanto ambas
(referéncia e amostra) sao submetidas a um programa de controle de temperatura,
sendo que dois métodos sdo utilizados para obter dados de ACVD (SKOOG, HOLLER
& NIELMAN, 1998; LUCAS, SORES & MONTEIRO, 2001): (1) analise calorimétrica de
varredura de energia compensada, onde a amostra e referéncia sdo aquecidas
separadamente de forma igual e linear; (2) andlise calorimétrica de varredura com
fluxo de aguecimento, onde a diferenca no fluxo de aquecimento dentro da amostra e

da referéncia é medida conforme a temperatura da amostra aumente ou diminua

linearmente.

Sdo muitas as aplicacbes da ACV, podendo-se citar a determinacdo das
temperaturas de transicdo em polimeros: transicdo vitrea (Ty), temperatura de
cristalizacao (Tc) e temperatura de fusdo (Tn), aléem de analises quantitativas como:
calor especifico (Cp), calor de fusdo (AHs), calor de cristalizacédo (AH.), teor de pureza,
determinacao de grau de cristalinidade, reacfes de decomposicéo e de desidratacdo,

estabilidade térmica, além de outras aplicacbes (NOGUEIRA, 2002).
3.2.7.6 Andlise termogravimétrica (ATG)

Na ATG, mede-se a variacdo de massa de uma amostra em funcdo da
temperatura (varredura de temperatura) ou do tempo a uma temperatura constante

(modo isotérmico).

O instrumental basico utilizado para a analise € uma microbalanca de preciséo,
um forno, um programador de temperatura e um sistema de aquisicdo de dados
(computador). Os resultados s&o apresentados na forma de uma curva

termogravimétrica (TG), na qual se registra a variacdo percentual de peso em fungéo
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da temperatura ou do tempo, ou na forma de curva termogravimétrica derivada (TGD),
na qual se registra a primeira derivada da TG contra a variagdo da temperatura ou do
tempo. Como a curva termogravimétrica é quantitativa, podemos calcular a
estequiometria do composto em uma dada temperatura (LUCAS e colaboradores,
2001).

A estabilidade térmica de um material € avaliada por ATG, onde a perda de
massa da amostra, devido a volatilizacdo, € monitorada em funcdo de uma faixa de
temperatura. Quando o aquecimento € operado sob fluxo de um géas inerte, como o
nitrogénio ou hélio, ocorre uma degradacao nao oxidativa, enquanto se for usado ar ou
oxigénio se observa a degradacédo oxidativa da amostra (ALEXANDRE & DUBOIS,
2000).

7

Esta técnica € muito util para se caracterizar nanocompaositos, pois permite
avaliar mudancas no perfil de degradacdo do produto obtido, seja no melhoramento
ou piora das propriedades térmicas (PANDEY e colaboradores, 2005), assim como, se

guantificar a quantidade de polimero ou farmaco inserido na amostra.
3.2.7.7 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A interpretacao dos resultados das analises obtidos pela DRX deve ser feita com
cuidado uma vez que a sensibilidade da analise e os limites do equipamento podem
levar a conclusbes erradas. Desta forma, a microscopia eletrénica de transmissao é
uma técnica necessaria para complementar a caracterizacdo dos nanocompositos
preparados, fornecendo uma medida direta da distribuicdo espacial das lamelas dos
silicatos lamalares (RESENDE, 2006).

A MET é uma técnica poderosa para se estudar estruturas na escala
nanomeétrica, podendo ser utilizada para confirmar os resultados obtidos pela DRX

sobre a organizacao lamelar dos silicatos estudados (NIKKHAH e colaboradores, 2009).

Na MET, a formacdo da imagem se deve ao espalhamento de elétrons que

ocorre quando um feixe destes atravessa a amostra. A MET pode ser dividida em trés
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componentes: (1) o sistema de iluminagao; (2) as lentes objetivas e; (3) o sistema de
imagem. O sistema de iluminacdo compreende a fonte, que produz os elétrons e as
lentes equipadas com um diafragma, o qual direciona o feixe de elétrons para a
amostra. A lente usa um campo eletromagnético para focalizar o feixe de elétrons. Os
elétrons sdo espalhados apds passarem pela amostra. Eles sao entéo transferidos para
as lentes objetivas. A primeira imagem da amostra € formada pelas lentes objetivas.
A abertura da objetiva controla o espalhamento do feixe de elétrons e da o contraste da
imagem. O sistema de imagem utiliza diferentes lentes (lentes intermediarias e lentes
projetoras) para ampliar a imagem e focé-la na tela de visualizacdo onde o operador
pode observar a imagem ampliada da amostra (RESENDE, 2006).

Para o preparo de amostra, uma pequena quantidade de po foi dispersa em
alcool etilico numa cuba de ultrassom por 2 minutos. Duas gotas da dispersao po6-alcool
foram entdo gotejadas numa grade de cobre recoberta com filme de carbono especial
para uso em microscopia eletrénica de transmisséo. Apds secagem em dessecador sob
vacuo durante 24 h, as amostra sdo observadas no microscopio eletrénico de

transmissao, operando com 200 kV.
3.2.8 Estudo da funcionalidade do novo nanocompésito PQHy/silicato lamelar
3.2.8.1 Preparo dos comprimidos para teste de intumescimento

Foram preparados comprimidos de MMTNa, de VB8 puras e do nanocomposito
ideal de PQH com MMTNa pi com 300 mg de peso teorico cada um. Os comprimidos
foram feitos por compressao direta utilizando-se 1,5% de estearato de magnésio para
cada um dos trés materiais citados acima alcancando, assim, 0 peso médio, que variou
de 293 a 304 mg. Em todos os casos, a compressao foi feita em uma compressora
excéntrica FABBE a uma pressdo maxima de 3,0 kgF. A dureza dos comprimidos foi

medida no durémetro com 10 comprimidos e o desvio padrdao da medida calculado.
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3.2.8.2 Estudos de Intumescimento/Inchamento Dinamico (Dynamic Swelling)

O comportamento do intumescimento dindmico dos comprimidos de MMP, VB8
puros e do nanocompoésito de PQH com MMTNa pi (nas condicbes de 1:1 em 30
minutos, tida como ideal), em meios aquosos de pH diversos (suco gastrico simulado
[SGS - pH 1,2], suco entérico simulado [SES pH 7,4]) e &gua, a temperatura ambiente.
Os comprimidos foram pesados e depois imersos nos meios aquosos (50 mL). Apés 20
minutos os comprimidos foram removidos, secos com uma folha de papel e pesados em
uma balanca analitica. Este procedimento foi repetido até ndo haver mais ganho de
peso. Em todos os casos, em que foi possivel a re-pesagem apés 20 minutos, o
intumescimento no equilibrio foi calculado a partir da equacédo abaixo citada equacao:

% inchamento = (P, — P;) / Pi x 100

Onde:
Pi= peso inicial do comprimido;

P:= peso do comprimido no tempo t (minutos).
3.2.8.3 Estudo das caracteristicas de compactacéao

Foram preparados comprimidos contendo peso médio de 300mg de MMTNa
pura e do nanocomposito de PQH com MMTNa pi, que apresentou as melhores
condi¢cbes reacionais (1:1 em 30 minutos), adicionando-se 1,5% de estearato de
magnésio usando-se uma prensa hidraulica Perkin-Elmer com puncdo de 15,0 mm de
diametro aplicando-se cinco diferentes pressées: 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 toneladas, por 15
segundos (MICHOEL e colaboradores, 1986). A dureza dos comprimidos foram

medidas através do durémetro.
3.2.8.4 Teste de viabilidade celular

O teste de citotoxicidade escolhido para avaliar os produtos obtidos neste
trabalho em termos de seu potencial antineoplasico foi o ensaio MTT. Este é um teste
usado para avaliar a viabilidade celular, de execucdo rapida e objetiva, baseado em

uma reacgdo colorimétrica. O sal MTT (brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil
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tetrazolio) entra na mitocondria da célula vidvel e é clivado pela enzima succinato
desidrogenase, produzindo cristais formazan, de coloragcdo azul escuro. A quantidade
de cristais formada é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. Assim,
guanto mais escura a coloracdo ao final da reacdo, maior € a viabilidade celular. A
densidade Optica resultante do teste MTT é determinada em espectrofotbmetro
(THOMAS, 2006).

Utilizou-se neste experimento, células estromais isoladas a partir da 62
passagem de cultura priméaria de HPB, que s&o plaqueadas 1x10* células por poco, em
placa de 96 pocos com o fundo plano, 72 h antes do inicio do experimento adicionado,
200 pL de DMEM + DHT + SFB10% por poco. Apos 72 h do plaqueamento das células,
retira-se todo o meio que é substituindo-o pelos tratamentos e “controles” (em
guadruplicata), que utilizou-se no experimento, exceto nos pogos referentes ao tempo
zero, nos quais, apos a retirada do meio, adicionou-se 100yl de MTT. Em seguida
cobre-se a placa com papel aluminio, pois 0 MTT é fotossensivel. Incuba-se a mesma
por trés horas na estufa, a uma temperatura de 37°C e CO, 5%, passadas as trés horas
na estufa, retira-se o MTT e adiciona-se 100 uL de DMSO por poco. Agitando-se a
placa no Shaker por 3 minutos. Retira-se o conteudo de cada poco, com o auxilio de
micropipeta, passando-o para uma placa nao estéril. Leu-se a placa no leitor de Elisa a
570 nm. Realizou-se o mesmo procedimento 72 h apos o lancamento da placa, com
seus respectivos tratamentos e controles (LEWIS& CHESTNER, 1981; THOMAS,
2006).
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4 Resultados e Discussao
4.1 Preparo das curvas de calibragéo
4.1.1 Curva de calibragcao do PQH

Com o auxilio do espectro de varredura, exibido na figura 19, foi estipulado para
a leitura do PQH o comprimento de onda de 210 nm, ligeiramente acima da absorcao
maxima vista a 193 nm de forma a se evitar interferéncias nas andlises realizadas
referentes a gases dissolvidos na amostra (SILVERSTEIN, BASSLER & MORRIL,

1994).

T
2.000f -
[
FIA
1.500f |
' | Modo da letura : Abs.
1 Velocidade da leitura:  Répida
T 4 Largura da fenda: 1.0
Abs. '. Intervalo da amostra: 02
!
1.000F "\
\ N® Comprimento de onda (nm) Abs.
\‘ 1 f 0,0309
Y 2 264,00 0,0584
\ 3 183,80 1,8887
\
0.500- Ay 4
.\
\
e
0.000— T i b ithre e rerecee ez O, - RS SN O
190. 250.0 300.0 350.0 400,0
Comprimento de onda (nm)

Figura 19. Espectro de varredura do PQH.

A curva de calibracdo do PQH foi preparada com as concentracdes de 0,6; 1,2;
2,4; 3,6 e 4,8 mg/mL, utilizando como solvente agua destilada e suas absorbancias
foram lidas no comprimento de onda de 210 nm (tabela 1). As absorbancias lidas e o
coeficiente de correlacdo calculado mostram a adequacdo da curva obtida (grafico 1)
para a quantificacdo do percentual de intercalacdo do polimero no silicato lamelar

estudado.
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Tabela 1. Dados da curva de calibracdo do PQH.

C (mg/mL) Leitura
0,6 0,139
1,2 0,241
2,4 0,485
3,6 0,723
4,8 0,950
Curvade Calibragéo PQH y = 0,1951x + 0,015
R? = 0,9997
]_ -
0,950
08 -
0,723
;06
< o4 0,483
0.2 0,241
0,139
0 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6
Concentragdo (mg/mL)

Grafico 1. Curva de calibracdo do PQH, sua respectiva equagéo da curva e o coeficiente de correlagéo
calculado, localizado no quadro cinza a direita do grafico.

4.1.2 Curva de calibracéo do 5-FU

A curva de calibracdo do 5-FU foi elaborada com as concentracfes de 4,0; 6,0;
8,0; 10,0 e 12,0 pug/mL, utilizando como solventes na primeira diluicdo metanol PA e na
segunda diluicdo agua destilada, sendo suas absorbancias lidas no comprimento de
onda de 265nm (tabela 2) (USP, 2007). As absorbancias lidas e o coeficiente de
correlacdo calculado mostram a adequacdo da curva obtida (grafico 2) para a

guantificacdo de 5-FU nos experimentos realizados.
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Tabela 2. Dados da curva de calibragdo do 5-FU.

C (ng/mL) Leitura
4 0,027
6 0,039
8 0,055
10 0,074
12 0,090

Curvade Calibragcdo do 5-FU y = 0,008x - 0,007
R2 = 0,994
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C (mcg/mL)

Grafico 2. Curva de calibracdo do 5-FU, sua respectiva equacdo da curva e o coeficiente de correlagéo
calculado, localizado no quadro cinza a direita do grafico.

4.1.3 Curva de calibracdo do DXZ

A curva de calibracdo da DXZ foi elaborada com as concentra¢des de 0,6; 1,0;
1,4; 1,6 e 2,0 pg/mL, utilizando como solventes metanol na primeira diluicdo e agua
destilada na segunda diluicdo e suas absorbancias foram lidas no comprimento de onda
de 240 nm (tabela 3) (THOMAS e colaboradores, 2008). As absorbancias lidas e o
coeficiente de correlacdo calculado mostram a adequacdo da curva obtida (grafico 3)

para a quantificacdo de DXZ nos experimentos realizados.
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Tabela 3. Dados da curva de calibragéo do DXZ.

C (ng/mL) Leitura
0,6 0,086
1,0 0,120
1,4 0,157
1,6 0,180
2,0 0,215
Curvade Calibragio DXZ y = 0,0932x + 0,0286
R? = 0,9985
0,25 -
0.2 1 0,215
0,180
9 0.151 0,157
< 01 0,120
0,086
0,05 -
0 T T T T 1
0 05 1 15 2 25
C (ug/mL)

Grafico 3. Curva de calibracdo da DXZ, sua respectiva equacdo da curva e o coeficiente de correlagédo
calculado, localizado no quadro cinza a direita do grafico.

4.2 Caracterizacdo dos nanocompdsitos preparados

4.2.1 Nanocompositos de PQH com VB8

Foram feitas reacfes de intercalacdo a temperatura ambiente do PQH com a
VB8, estudando-se sete tempos diferentes (15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 h, 24
h, 48 h e 72 h). Em cada tempo trabalhou-se em trés diferentes proporcées de PQH e
VB8 (1:1, 1:2 e 2:1 [p/p]) em solucdo de 150 mL (nas proporcdes 1:2 e 2:1) ou 200 mL

de diclorometano (na propor¢ao 1:1) de forma a se manter a concentracdo da solucao
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sempre em 1,0% p/v e o sistema foi mantido sob agitagdo magnética continua de

acordo com o tempo reacional a temperatura ambiente.

Ao final da agitacdo magnética as amostras foram levadas para a evaporacao do
solvente em rota evaporador, onde ocorreu a separacdo do material intercalado.
O material intercalado foi triturado, com auxilio de gral e pistilo, e tamisado em malha 40
ASTM. O material tamisado foi levado para analise de DRX.

Foram realizadas as DRX dos materiais intercalados obtidos e da VB8 pura,
objetivando compara-los para verificar se houve a formacdo de nanocompdsitos. No
difratograma da VB8 verificou-se uma banda de maior intensidade em 3,2°, com
espacamento basal em torno de 27,6 A (figura 20). Os resultados de DRX dos materiais
intercalados podem ser observados na tabela 4.

VB8pura

Intensidade (CPS)

20

Figura 20. Difratograma da VB8 pura.

Tabela 4. Andlise de DRX das intercala¢des de PQH:VBS.
Espacamento Basal (A) de acordo com o tempo reacional

Proporcéao
15 m 30m 45 m 1h 24 h 48 h 72 h
11 19,209 18,603 17,498 17,673 17,498 18,409 17,852
1:2 18,603 19,636 17,852 18,603 17,852 17,673 18,409
2:1 18,034 18,603 18,220 18,034 19,209 18,409 18,409

Nas analises de DRX das reacdes de intercalacdo do PQH na VB8 ndo foram
observados aumento no espacamento basal da VB8, e sim uma diminuicdo indicando
gue ndo houve formagcdo de nanocompdésitos intercalados, isto é, ndo ocorreu a

intercalagdo do PQH nas lamelas da VB8. Provavelmente, houve alteracdo da
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conformacao dos ions alquilaménio no interior das lamelas, o que levou a conformacao
de menor espagamento interlamelar (RAY & OKAMOTO, 2003). Esta proposta se
confirma com a preparacdo do branco do experimento de intercalagdo, onde a argila
VB8 foi submetida as condi¢des experimentais sem a adi¢cdo do PQH. Neste caso, apés
isolamento do produto, observou-se espacamento interlamelar de 21,82 A, coerente
com o resultado obtido nos experimentos iniciais. A metodologia foi retestada, sendo os
nanocompositos obtidos caracterizados por 1V, nao foi observou evidéncia da presenca
de PQH nos mesmo, havendo indicios da formacao de nanocompdsitos intercalados.

4.2.2 Nanocompositos de PQH com MMTNa pi

Foram feitas reacdes de intercalagcdo a temperatura ambiente do PQH com
MMTNa pi, variando-se em sete tempos diferentes (15 minutos, 30 minutos, 45 minutos,
1h,24h,48 he 72 h). E para cada tempo trabalhou-se em trés diferentes proporcao de
PQH e MMTNa pi (1:1, 1:2 e 2:1 [p/p]) em solucdo de 150 mL (nas proporcdes 1:2 e
2:1) ou 200 mL (na proporcdo 1:1) de agua destilada, e o sistema foi mantido sob
agitacdo magnética continua de acordo com o tempo reacional a temperatura ambiente.
Esta insercdo do polimero catiénico no interior das lamelas, tomou por base a insercao
bem sucedida de diferentes sais de amonio de cadeia longa utilizando-se a bentonita
sddica bruta como substrato, de forma a se obter os diferentes derivados organofilicos,
como a octadecilamina (Viscogel B8) e derivados de dimetil e trimetil amodnio,
comercializados pela Bentec® (BENTEC, 20092; 2009b; 2009c). A similaridade estrutural
apresentada entre estes sais de amonio e o poliquart H, justificaria o investimento neste
sentido. lonenos metilados e outros polications tem sido intercalados em MMTNa com
rendimentos consideraveis, reforcando novamente, em especial quando se considera
sua estrutura molecular, o sucesso da intercalacdo do PQH neste silicato, conforme
pode se observar na figura 21 (COSTA FILHO, GOMES & LUCAS, 2005).



64

CH3 CH3 CH3
’f '\ + |+
~CH,—CH—CH,— N; N~ CH 3 N~ CH 5 oy -
OH CH, I | CH, CH, I

Figura 21. Estrutura bésica dos ionenos.

ApOs agitacdo magnética as amostras sao levadas para a centrifugacdo a 4000
rpm por 1 h, resultando em dois produtos, o sobrenadante e o material intercalado
(decantado). O sobrenadante foi utilizado para estimar o rendimento da intercalacdo. O
material intercalado foi transferido para placa de Petri e colocado no dessecador a
vacuo para secagem, apos secagem o material foi pulverizado, com auxilo de gral e
pistilo, tamisado em malha 40 ASTM. O material tamisado foi levado para analise de
DRX.

Foi realizada a DRX da MMTNa para finalidade comparativa, onde uma banda de
maior intensidade foi observada em 2¢ = 6,05 graus, com base neste valor foi calculado

o espacamento basal de 14,6 A (figura 22).

MMTNa pura

Intensidade (CPS)

20

Figura 22. Difratograma da MMTNa pura.

Nas reacbes com PQH e MMTNa pi, 0 aumento do espacamento interlamelar
evidencia a forma¢do de nanocompositos. Como pode ser observado nas figuras 23, 24
e 25 abaixo, houve deslocamento das lamelas e um aumento da intensidade dos
registros quando comparadas com o difratograma da MMTNa pura nas trés proporcdes
polimero / silicato estudadas. Ainda, considerando-se o valor do branco, difratograma

da MMTNa submetida as condi¢des experimentais sem a adicdo do PQH, leva a uma
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reducdo do espaco interlamelar, 13,0 A, desta forma pdde-se confirmar a insercdo do

material polimérico nestes experimentos.
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Figura 23. Difratogramas das rea¢8es de intercalacdo de PQH com MMTNa pi na proporcéo 1:1 (p/p) nos
7 tempos reacionais diferentes, comparados com o difratograma da MMTNa pura.
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Figura 24. Difratogramas das reacdes de intercalacdo de PQH com MMTNa pi na proporcéo 1:2 (p/p) nos
7 tempos reacionais diferentes, comparados com o difratograma da MMTNa pura.
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Figura 25. Difratogramas das reacdes de intercalacdo de PQH com MMTNa pi na proporcao 2:1 (p/p) nos
7 tempos reacionais diferentes, comparados com o difratograma da MMTNa pura.
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Nos experimentos de intercalagdo com PQH e MMTNa pi analisadas, observou-
se evidéncia de formacdo de nanocompdsitos em todas as trés propor¢cdes e nos sete
tempos para cada uma das proporcoes. Para eleicdo do melhor ponto para a formacao
de nanocompdésitos levou-se em consideracdo o menor tempo reacional, menor
guantidade de PQH e MMTNa gastas e menor rendimento reacional para a formacéo

de nanocompadsitos.

Os rendimentos das reagcbes de intercalagdo foram mensurados por
espectrofotometria, utilizando-se o sobrenadante das mesmas e a curva de calibracao
do PQH. Os resultados obtidos das andlises de DRX e rendimento das reacdes de
intercalacdo, visualizadas na tabela 5, indicam que o melhor ponto reacional para a
formagdo de nanocompositos foi o de 1:1 polimero/silicato em 30 minutos, o que €
suportado por estudos anteriores de inser¢do de poli-vinilpirrolidona (PVP K-30) em
MMTNa, a qual era inserida no espaco interlamelar do silicato no mesmo tempo de
experimento, a temperatura ambiente e em rendimentos de cerca de 20-25%
(DORNELAS et al, 2008).

Evidenciou um espagamento basal satisfatério de 17,673 A, num curto periodo
reacional (30 minutos), com um rendimento muito superior ao descrito anteriormente
para a PVP-K30 (DORNELAS et al, 2008), cerca de 60-70%, mostra claramente a maior
afinidade deste polimero pelo silicato, muito provavelmente, devido a sua maior
flexibilidade molecular. Ainda pode se considerar o custo reduzido do processo visto o

reduzido volu me de substancias envolvidas na reacéo, o que € destacado na tabela 5.

Tabela 5. Andlise de DRX das intercala¢des de PQH:MMTNa pi e seus rendimentos (%).
Propor- Espagamento Basal (A) de acordo com o tempo reacional e o rendimento (R%)

Gao 15m R % 30m R % 45m R % 1h R % 24h R % 48h R % 72h R %

1:1 16,994 61,32 17,673 71,75 17,159 76,33 17,673 73,26 17,673 72,68 16,832 69,87 17,159 70,81

1:2 16,518 63,32 16,832 76,31 17,327 79,95 16,365 73,48 16,823 74,25 16,518 68,53 16,215 68,73

2:1 17,327 61,88 17,327 69,33 17,673 73,84 17,327 74,24 17,852 73,84 16,518 69,72 17,159 72,93

Do melhor ponto foram feitas triplicatas e levadas para analise de DRX e seus

rendimentos medidos (tabela 6 e figura 26) objetivando verificar reprodutibilidade do



67

método. O método mostrou-se reprodutivel, mantendo-se o espacamento médio em

17,97 A e o rendimento de 76%, sendo o processo desta forma reprodutivel.

Tabela 6. Andlise de DRX das triplicatas de PQH:MMTNa pi, no melhor ponto obtido (1:1), e seus
rendimentos (%) em 30 minutos de intercalagdo com desvia padrdo (DP) e desvio padréo relativo (DPR).

Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 DP DPR (%)
Espacamento
basal (A) 17,673 18,409 17,852 0,38 1,24
REmEmEre 77.75 76,31 75,25 1,24 2,14

(%)

Triplicata 1

Triplicata 2

Intensidade (CPS)

Triplicata 3

— MDMTHMNa pura

20

Figura 26. Difratogramas das reacfes de intercalacdo de PQH com MMTNa pi ha proporcéo 1:1 (p/p) das
triplicatas, comparadas com o difratograma da MMTNa pura.

Como nédo se encontra descrito em literatura trabalhos relacionados a
preparacdo de nanocompositos de PQH com MMTNa, apenas com outros tipos de
polimeros, torna-se dificil obter dados conclusivos somente com a DRX, sendo
necessario outras analises para a caracterizacdo de nanocompdsito intercalado.

Entretanto, este fato ressalta o ineditismo deste novo material.

Assim, utilizou-se também o método de espectroscopia de IV na caracterizacéo
do nanocomposito (figura 27), analisando-se os espectros de IV da MMTNa, PQH,
mistura fisica (MF) PQH com MMTNa e do nanocompésito de PQH com MMTNa. O
espectro da MMTNa mostra como caracteristica uma das principais bandas de
absorcdo a 3.400 cm™ devido ao estiramento —OH da agua adsorvida, observando-se,
ainda, as bandas em torno de 3620 e 3698 cm™ devido ao estiramento da ligacdo —OH

para o Al-OH e Si-OH. Os ombros e amplitudes estruturais da banda —OH séo devidos
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principalmente as contribui¢cdes de diversos grupos —OH que ocorrem na estrutura da
MMTNa. A banda de absorcdo em torno de 1.640 cm™ é atribuida ao modo de flexdo —
OH da &gua adsorvida. O pico caracteristico em 1115 e 1.035 cm™ se deva a vibracao
de silicatos em camadas do estiramento Si-O (fora do plano) e alongamento Si-O (no
plano), respectivamente. Picos em torno de 915, 875 e 836 cm™ s&o atribuidas as
vibracOes de flexdo das ligagbes Al-Al-OH, Al-Fe-OH e AI-Mg-OH, respectivamente
(JOSH, 2009a; 2009b).

Tabela 7. Atribuicbes provaveis dos grupamentos funcionais do PQH dos modos vibracionais IV
correspondentes (CANELLA & GARCIA, 2000; TONHI & PLEPIS, 2000; MATTOS, DINIZ & IHA, 2004).

NUumero de onda

cm™) Modo Vibracional / Grupo Funcional
3070 Estiramento CH,

2960 Estiramento CH;

1750 Estiramento assimétrico CO
1650 Estiramento amina primaria
1560 Estiramento amina secundaria
ﬁ?g Estiramento simétrico COC

Tendo em vista os picos caracteristicos da MMTNa pura e do PQH descritos em
literatura (tabela 7) (CANELLA & GARCIA, 2000; TONHI & PLEPIS, 2000; MATTOS,
DINIZ & IHA, 2004), e comparando-0s com os espectros da MF de PQH com MMTNa e
do nanocomposito de PQH:MMTNa (figura 27), foi possivel identificar as bandas
caracteristicasda MMTNa pura e do 5-FU na MF de PQH, porém, no espectro do
nanocompésito de PQH:MMTNa, as bandas caracteristicas do PQH séo pouco visiveis,
pode-se concluir que a intercalacdo do polimero nas lamelas da MMTNa leva a uma
reducdo da intensidade de absorcdo de infravermelho do material intercalado
(DORNELAS 2008). Também, pode-se sugerir que o0 PQH em MMTNa nao esta ligado
apenas na superficie livre de adsorcdo, mas também faz ligacdes quimicas dentro
MMTNa.
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Figura 27. Espectro de IV da MMTNa, PQH, MF PQH com MMTNa e do nanocompésito PQH:MMTNa.

Ao se avaliar os resultados de ATG da mistura fisica, correspondente ao 100%
tedrico e do nanocompadsito, se verifica uma perda de massa em torno de 300°C de
31,287% para a mistura fisica e 24,801% para o nanocompdsito, 0 que leva a um
rendimento de intercalacdo de 79,26%, condizentes com os valores observados por

espectroscopia de UV (figura 28).
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Figura 28. Termograma de ATG da MF de PQH:MMTNa e do nanocompésito de PQH:MMTNa.

4.2.3 Nanocompositos de 5-FU com MMTNa pi

Foram feitas reacOes de intercalacdo a temperatura ambiente do 5-FU com
MMTNa pi, no tempo de 24 h. E para cada tempo trabalhou-se em trés diferentes
proporcao de 5-FU e MMTNa pi, considerando-se que a CTC é de 80 mEqg/100 g de
argila (100%, 80% e 60% [p/p]) em solucdo de 50 mL de agua destilada, e o sistema foi
mantido sob agitacdo magnética continua de acordo com o tempo reacional a

temperatura ambiente.

Ao final da agitacdo magnética as amostras séo levadas para a centrifugacao a
4000 rpm por 1 h, resultando em dois produtos, o sobrenadante e o material intercalado
(decantado). O sobrenadante € utilizado para estimar o rendimento da intercalagdo. O
material intercalado foi seco em dessecador a vacuo por 24 h, apds secagem o material
€ pulverizado, com auxilio de gral e pistilo, tamisado em malha 40 ASTM. O material

tamisado foi levado para analise de DRX.
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Os resultados obtidos das analises de DRX e rendimento das reacfes de
intercalagao, visualizadas na tabela 8, indicam que nas trés proporgdes houve elevagao
dos espacamentos basais com excelentes rendimentos de intercalagdo. Nos
difratogramas, ilustrados na figura 29, pode-se evidenciar o aumento do espacamento
basal com o deslocamento do pico para a esquerda no eixo 20 das trés reagdes de
intercalacdo comparadas com o pico formado da MMTNa pura, sendo um bom indicio
da intercalacdo do 5-FU entre as lamelas da MMTNa.

Tabela 8. Andlise de DRX das intercala¢des de 5-FU:MMTNa pi e seus rendimentos (%) em 24 h.

CTC Esg:g:lnzz?to Rendimento
100 % 15,237 94,18%

80% 15,504 94,23%

60% 15,237 93,40%

60%

— 80%%

100%

Intensidade (CPS)

— NMDMTHR
apura

20

Figura 29. Difratogramas das reacdes de intercalacéo de 5-FU com MMTNA pi nas propor¢des de 100,
80 e 60% da CTC comparados com o difratograma da MMTNa pura.

No trabalho de Lin e colaboradores (2002), verificaram o aumento de espaco
interlamelar de menos de 1,0 A, utilizando-se 5-FU e MMTNa em condicbes
experimentais similares as aqui utilizadas. Na figura 30 observa-se o difratograma da
intercalacdo da montmorilonita e do compésito 5-FU com montmorilonita obtidos por
Lin, e segundo o autor, confirma-se com isso a intercalacdo do 5-FU nas lamelas da
montmorilonitada. Akalin, Akyuz & Akyuz (2007) também observaram um espacamento

basal de 12,0 A da montmorilonita pura para 14,8 A do compdsito de montmorilonita
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com 5-FU, indicando com esse aumento no espagcamento basal a intercalacdo do 5-FU

nas lamelas da montmorilonita.

3500
3000
2500
2000 |
1500 il

1000 [

Intensidade (CPS)

Yt | !
500 - Lo

g Mttt fl ,.". _fh'\»)\

bt e

a

T T T T T T T 1
a 5 10 15 20 25 30 35 40 45

20

Figura 30. Difratograma da montmorilonita (preto) e do compésito 5-FU com montmorilonita (cinza)
(adaptado de LIN e colaboradores, 2001).

Com base nestes resultados, pode se concluir que o procedimento aqui adotado,
se mostra superior em termos de aumento de espaco interlamelar e rendimento de
intercalacdo, indicando sua maior viabilidade técnica para a preparacdo de

nanocompésitos de farmacos antineoplasicos estruturalmente relacionados ao 5-FU.

Com as claras indicagfes do sucesso da intercalacdo, o nanocompésito de 5-
FU:MMTNa foi levado para analise de IV assim como a MMTNa pura, o 5-FU e a MF de
5-FU com MMTNa para fins comparativos. O espectro resultante esta ilustrado na figura
31. Além das absorcdes caracteristicas da MMTNa, ja descritas anteriormente,
observou-se para 5-FU, a absorcdo das bandas em 1.725, 1.672 e 1.247 cm™
caracteristicas da imida ciclica, a absorcao referente a ligacdes CO-NH-CO, imida, a
banda de amida primaria e banda de amina terciaria, respectivamente (LIN e

colaboradores, 2002).

Tendo em vista as bandas caracteristicos da MMTNa pura e do 5-FU, e
comparando-0s com os espectros da MF de 5-FU com MMTNa e do nanocompdsito de
5-FU:MMTNa (figura 31), € possivel observar que na MF de 5-FU com MMTNa as
bandas caracteristicas da MMTNa pura e do 5-FU podem ser identificadas porém no
espectro do nanocompésito de 5-FU:MMTNa as bandas caracteristicas do 5-FU séo

novamente pouco visiveis, e ligeiramente deslocadas para menores niumeros de onda e
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em relacdo ao espectro do farmaco isolado e da mistura fisica, o que pode levar a

concluséo que ocorreu a intercalacao do farmaco nas lamelas da MMTNa.
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Figura 31. Espectro de IV da MMTNa, 5-FU, MF 5-FU com MMTNa e do nanocompdsito 5-FU:MMTNa

LIN e colaboradores (2002) e AKALIN, AKYUZ & AKYUZ (2007) também
demonstram, por meio de analise de IV, essa intercalacdo do 5-FU entre as lamelas da
montmorilonita (figuras 32 e 33), observando-se espectros praticamente idénticos aos
obtidos experimentalmente.
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Figura 32. Espectro de IV da montmorilonita (MMT) do 5-FU e do compésito de 5-FU com MMT (5-
FU:MMT) (AKALIN, AKYUZ & AKYUZ, 2007).
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Figura 33. Espectro de IV da MMT do 5-FU e do compésito de 5-FU:MMT (LIN et al; 2001).
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4.2.4 Nanocompositos de DXZ com MMTNa pi

Confirmando-se a eficiéncia do processo de intercalacdo proposto para inserir o
5-FU no interior das lamelas da MMTNa, foi investigada a substituicdo do 5-FU pela
DXZ. Foram feitos experimentos de intercalacdo a temperatura ambiente da DXZ com
MMTNa pi, variando-se em trés tempos diferentes (18 horas, 24 horas e 48 horas). Para
cada tempo trabalhou-se em trés diferentes proporcbes de DXZ e MMTNa npi,
considerando-se que a CTC é de 80 mEq/100 g de argila (100%, 80% e 60% [p/p]) em
solucdo de 50mL de agua destilada, e o sistema foi mantido sob agitacdo magnética

continua, de acordo com o tempo reacional a temperatura ambiente.

Ao final da agitacdo magnética as amostras séo levadas para a centrifugacao a
4000 rpm por 1 h, resultando em dois produtos, o sobrenadante e o material intercalado
(decantado). O sobrenadante € utilizado para estimar o rendimento da intercalacdo. O
material intercalado foi seco em dessecador a vacuo por 24h e, apds secagem, O
material é pulverizado com auxilo de gral e pistilo, tamisado em malha 40 ASTM. O

material tamisado € levado para analise de DRX.

Os resultados obtidos das analises de DRX e rendimento das reacbes de
intercalacdo, visualizadas na tabela 9, indicam que nas trés proporcdes e nos trés
diferentes tempos reacionais, observou-se aumentos expressivos nos espacamentos
interlamelares (em média 18.0 A, como visto na tabela 9) com excelentes rendimentos
para a formacado de nanocompadsitos intercalados (cerca de 98 %, tabela 9), podendo-
se observar que o melhor ponto reacional para a formacdo de nanocompoésitos
intercalados obteve-se com o uso de 100% da CTC em 18 horas. Cabe ainda ressaltar
gue num curto tempo de experimento (18 h), foi possivel obter bom rendimento e
espacamento basal satisfatério (tabela 9), o que mostra a maior afinidade da DXZ pela
MMTNa, quando estes resultados sdo comparados com 0s obtidos experimentalmente
com o 5-FU, assim como os descritos por Lin e Akalin (LIN e colaboradores, 2002;
AKALIN, AKYUZ & AKYUZ, 2007). Nos difratogramas, ilustrados nas figuras 34, 35 e
36, pode-se evidenciar o aumento do espacamento basal com o deslocamento do pico

para a esquerda no eixo 26 das trés reacgdes de intercalacido nos trés diferentes tempos
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reacionais comparados com o pico formado da MMTNa pura, sendo um bom indicio da

intercalacao da DXZ entre as lamelas da MMTNa.

Tabela 9. Andlise de DRX das reacdes de intercalagao entre DXZ:MMTNa pi e seus rendimentos (%).

Espacamento Basal (A) de acordo com o tempo de intercalagéo e o
rendimento (R %)

CTC
18h R % 24h R % 48h R %
100 % 23,549 95,31% 17,673 99,64% 22,949 95,50%
80% 18,603 88,25% 16,674 99,55% 18,220 88,93%
60% 16,994 60,59% 15,789 97,78% 16,832 89,31%
)
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Figura 34. Difratogramas das reacfes de intercalacdo de DXZ com MMTNa pi nas propor¢fes 100, 80 e
60% da CTC da MMTNa no tempo reacional de 18 h comparados com o difratograma da MMTNa pura.
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Figura 35. Difratogramas das reac¢des de intercalacdo de DXZ com MMTNa pi nas proporg¢des 100, 80 e
60% da CTC da MMTNa no tempo reacional de 24 h comparados com o difratograma da MMTNa pura.
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Figura 36. Difratogramas das reacdes de intercalacdo de DXZ com MMTNa pi nas proporgdes 100, 80 e
60% da CTC da MMTNa no tempo reacional de 48 h comparados com o difratograma da MMTNa pura.

Seguindo-se as melhores condicbes experimentais em termos do maior
rendimento e maior espacamento interlamelar obtidos (uso de 100% da CTC), foi
realizado um experimento em triplicatas e os materiais obtidos levados para analise de
DRX e seus rendimentos calculados, objetivando verificar reprodutibilidade do método.
Analisando os dados da tabela 10 e da figura 37, pode-se concluir que o método é
reprodutivel, apesar do valor ligeiramente maior de espacamento interlamelar quando

comparado com o melhor ponto escolhido na tabela 9.

Tabela 10. Andlise de DRX das triplicatas de DXZ:MMTNa pi, ho melhor ponto obtido, seus rendimentos
(%) em 18 h de intercalacdo com desvio padrao (DP) e desvio padréo relativo (DPR).

Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 DP DPR (%)
Espacamento
basal (A) 24,543 25,986 26,373 0,38 1,24
Rendimento 99,87 99,86 99,87 0,006 0,19
(%)

. —— DXZ:MMTNa T 1

%’ — DXZ:MMTNa T 2

é DXZ:MMTNa T 3

B —— MMTNa pura

o 5 10 1‘5 20 25
20

Figura 37. Difratogramas das reag6es de intercalacdo de DXZ com MMTNa pi na proporcao de 80% da
CTC das triplicatas comparadas com o difratograma da MMTNa pura.
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Como nao se descreve em literatura trabalhos referentes a preparacdo de

nanocompésitos de DXZ com MMTNa, abre-se uma nova possibilidade de formulacéo

de farmacos destinados a terapia da hiperplasia prostatica, em especial quando se

ressalta a inexisténcia de outros sistemas nanométricos similares deste farmaco até o

momento.

Os materiais obtidos em triplicata foram adicionalmente caracterizados por IV. Na

figura 38 se observa o espectro de MMTNa, DXZ, e da mistura fisica DXZ com MMTNa

e do nanocompdésito de DXZ com MMTNa.

MMTHa

——y

MF DXZ: MMTNa

Tr-'ans.mitélnr:ia ]

DXZ M

DXZ:MMTNa W
WM/ L

4000

3E.[II:| J-EE:I

EE':IL“

?-'Il:':l EE:":' 1E|:':| 'I?I]I:I EI:':l 4id
Namero de ondas (cm™)

Figura 38. Espectro de IV da MMTNa, DXZ, MF DXZ com MMTNa e do nanocompdésito DXZ:MMTNa.

As bandas caracteristicas de alguns polimorfos da DXZ formam determinadas
por CRCMAM, VRECER & MEDEN (2002) juntamente com seus espectros de IV,

sendo estes ilustrados na figura 39 (a) e (b).
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Figura 39 a e b. (a) diferencas entre as formas polimérficas em toda a regido espectral da DXZ; (b)

bandas caracteristicas no espectro IV das formas polimérficas (adaptado de CRCMAM, VRECER &
MEDEN, 2002).

Tendo em vista as bandas caracteristicas da MMTNa pura e da DXZ, e
comparando-as com os espectros da MF de DXZ com MMTNa e do nanocompasito de
DXZ:MMTNa (figura 38), é possivel observar que tanto na mistura fisica de DXZ com
MMTNa, quanto no nanocompdésito obtido, as bandas caracteristicas da MMTNa pura e
da DXZ podem ser identificados, porém sem uma resolucdo muito boa, o que dificulta

gualquer conclusdo adicional, além da determinacdo da presenca da molécula no
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interior da lamela. Tal fato ndo se mostra inesperado, uma vez que a técnica de IV, ndo

€ considerada como a mais adequada para esta caracterizacao (JOSH, 20092; 2009b).
4.2.5 Nanosistema combinado PQH:MMT:DXZ

O foco principal do trabalho consistiu na preparagdo do nanosistema contendo
DXZ, farmaco antineoplasico, combinado ao suporte nanométrico, a MMTNa a qual
continha ainda, o polimero catiénico, PQH, que atuaria como agente de vetorizacédo
(PUISIEUX 1998). Para tal, o nanocompdsito obtido da intercalacdo de PQH e MMTNa,
foi utilizado para estudos de intercalacdo com a doxazosina, a qual apresentou maior
afinidade pelo espago interlamelar e maiores rendimentos de intercalagéo.
Os experimentos foram conduzidos em triplicata utilizando uma massa de DXZ que
correspondia a 100% da CTC da MMTNa, substituindo-se todavia, este silicato pelo
nanocomposito PQH-MMTNa, deixadas em agitacdo magnética por 18h em solucéo de

50 mL de agua destilada.

Ao final da agitacdo magnética as amostras foram levadas para a centrifugacao a
4000 rpm por 1 h, resultando em dois produtos, o sobrenadante e o material intercalado
(decantado). O sobrenadante foi utilizado para estimar o rendimento da intercalacao. O
material intercalado é transferido para placa de Petri e colocado no dessecador a vacuo
para secagem, apds secagem o material € pulverizado, com auxilio de gral e pistilo,

tamisado em malha 40 ASTM. O material tamisado é levado para analise de DRX.

Os resultados obtidos das anélises de DRX mostraram um aumento de cerca de
2,0 A em relacdo ao nanocompdsito original PQH-MMTNa (tabela 6), o que indica a
insercdo da DXZ no interior do espaco interlamelar do nanocomposito. O rendimento
das reacles de intercalacdo, visualizadas na tabela 11, indica que houve a insercao
guase total da DXZ no interior da lamela da argila, o que pelo volume molecular da
DXZ, obtido da anélise conformacional conduzida pelo softwear Spartan Pro® (figura

40), condiz com o aumento de 2,0 A do espacamento da lamela.
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Figura 40. Conférmero mais estavel do farmaco DXZ obtido por anélise conformacional em vacuo.

Tabela 11. Resultados da andalise de DRX das triplicatas do nanosistema PQH:MMTNa + DXZ, seus
rendimentos (%) em 18 h de intercalacdo com desvio padrdo (DP) e desvio padrdo relativo (DPR).

Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3 DP DPR (%)
Espacamento
basal (A) 19,673 20,409 19,852 0,52 2,02
Rendimento 99,43 99,51 99,45 0,04 1,39
(%)

A analise de infravermelho deste material permitiu apenas visualizar as bandas

da MMTNa, o que exclui esta técnica para caracterizacdo da amostra.

Um outro indicativo da formacdo do nanosistema PQH:MMTNa + DXZ foi
observado na ACVD das misturas fisicas de DXZ:MMTNa e PQH:MMTNa + DXZ (figura
41). Pode-se constatar que ocorreu interacfes da DXZ (ponto de fusdo 273,97°C) no
novo material, levando a diminuicdo do ponto de fusdo, como observado nas misturas
fisicas de DXZ:MMTNa e PQH:MMTNa + DXZ (265,19°C e 264,71°C, repectivamente).
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Figura 41. Curva de ACVD da MF DXZ:MMTNa, da MF PQH:MMTNa + DXZ e do nanosistema
PQH:MMTNa + DXZ.

Adicionalmente, os estudos de microscopia eletrdnica evidenciaram, também, a
manutencdo da estrutura lamelar neste novo material, confirmando a obtencédo do
nanomaterial combinado. Este resultado tem relevancia especial, quando ndo se
evidencia a presenca de cristais de DXZ, decorrentes da sua dessorcdo e re-
cristalizacdo da mesma durante o preparo da amostra para as analises de MET (figura
42).
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4.2.6 Avaliacdo de uso do nanocomposito PQH:MMTNa como excipiente

farmacéutico (caracterizagéo adicional)
4.2.6.1 Estudos de intumescimento/inchamento dindmico

Para este teste preparou-se 20 comprimidos contendo apenas MMTNa e outros
20 com apenas VB8, os quais seriam utilizados como parametros comparativos de
intumescimento, sendo utilizado 5 comprimidos para teste de dureza. Preparou-se,
também, comprimidos do nanocompdsito intercalado de PQH:MMT no melhor ponto de
intercalacdo (1:1 em 30 minutos) utilizando-se trés comprimidos para teste de dureza,
dados relacionados a estes comprimidos estéo relatados na tabela 12.

Tabela 12. Dados utilizados para os estudos de intumescimento.

Peso Médio Média da

FormulacGes (ma) DP DPR (%) Dureza DP DPR (%)
MMTNa 304 0,01 4,21 5,2 0,31 5,97
VB8 301 0,006 1,83 5,3 0,19 3,63
1PQH:IMMTNa 283 0,003 2,12 5,5 0,06 1,06

Pesaram-se trés comprimidos de cada formulacdo, e em seguida foram imersos
em becheres individuais, para cada formulacdo tinha-se trés becheres um contendo

SGS, outro SES e o ultimo com agua destilada ambos com 50 mL de liquido.

Assim que os comprimidos de MMTNa e de 1PQH:1MMTNa foram imersos nos
liquidos e em menos de 30 segundos desintegraram-se por completo, impossibilitando
a repesagem dos mesmos, o que pode ser observado na figura 40. JA com a
formulacdo de VB8, com os resultados obtidos (tabela 13), pode-se observar uma
grande reducdo na quantidade de agua absorvida nos trés meios analisados pelo
comprimido de VB8, indicando grande influéncia de sua lipofilicidade no processo de
intumescimento. Suas pesagens foram realizadas até o tempo de 180 minutos quando
nao ocorreram mais ganhos de peso significativos. Pode-se concluir com este
experimento, que, ao contrario do se poderia especular, o derivado PQH:MMTNa

apresenta elevado potencial de intumescimento, apesar da insercdo de varios
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grupamentos lipofilicos no interior da lamela, sendo comparavel ao observado para a
MMTNa, indicando seu uso potencial como desintegrante e promotor de dissolucdo em
formulagBes farmacéuticas solidas orais ( LIRA, 2008).

-

—
A %“x

-,

Figura 43. Condicao dos comprimidos ap6s 30 segundos do teste de inchamento dinamico, onde: (A), (B)
e (C) sado comprimidos de 1PQH:1IMMTNa em meio aquoso, SGS e SES, respectivamente e (D), (E) e (F)
sdo comprimidos de MMTNa em meio aquoso normal, SGS e SES, respectivamente.

Tabela 13. Dados da absor¢do dindmica de agua do VB8.
T (min.) VB8-H,0O VB8-SGS VB8-SES

20 3,72 15,44 3,73
40 5,74 24,16 6,78
60 6,76 26,51 8,14
80 8,11 28,52 9,15

100 8,78 29,19 9,83
120 9,46 30,20 10,17
140 9,80 28,19 10,85
160 10,47 31,88 11,53
180 10,47 32,21 11,53
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4.2.6.2 Estudo das caracteristicas de compactacéao

Dando sequéncia aos estudos anteriores, buscou-se entdo comparar a
compactabilidade da MMTNa com aquela observada com o novo nanocompésito
PQH:MMTNa. Caso o0 novo material apresentasse melhor comportamento de
compactagdo, este se mostraria como um excipiente muito mais efetivo do que a
MMTNa ou a bentonita sédica para a tecnologia de fabricacéo de solidos orais (WADE,;
WELLER, 2000) Com os resultados obtidos pode-se concluir que os comprimidos de
PQH:MMTNa apresentam um potencial de compactacdo maior quando comparados
com os comprimidos contendo apenas MMTNa, levando a comprimidos com dureza de
valores até duas vezes maiores em kgF dos que os apresentados pela MMTNa,
podendo se chegar a conclusdo da maior eficiéncia deste material como um novo e

seguro excipiente (tabela 14).

Tabela 14. Dados e condi¢des do estudo das caracteristicas de compactacdo dos comprimidos de MMT
e do nanocompoésito intercalado de PQH:MMTNa.

Dureza (kgF) Dureza (kgF)

Tonelada (T) Tempo (s) MMTNa PQH:MMTNa

0,5 15 5,3 5,9
1,0 15 10,9 11,5
2,0 15 11,4 13,9
3,0 15 12,0 17,2
4,0 15 12,1 24,7

4.2.6.3 Teste de viabilidade celular

Paparou-se diferentes solucbes para o teste: DXZ, do nanocompdsito
DXZ:MMTNa, de PQH:MMTNa, do nanocompdsito combinado de DXZ:PQH:MMTNa e
do controle. As solucdes foram preparadas como descritos em materiais e métodos

(pag. 54), na concentracdo de 6 mg/mL, utilizando-se agua destilada como veiculo.
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Verificou-se, em todos os casos, uma maior inibicdo da proliferacao celular para
0S nanocompositos em comparacdo a DXZ e ao controle, indicando o potencial
antineoplasico destas formulacdes, como pode ser visualizado no gréfico da figura 44.
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Figura 44. Gréfico de viabilidade celular onde (T = 0) soluc&o controle, (C1) DMEN + 1% SFB, (C2)
DMEN + 10% SFB, (T1) DXZ, (T2) PQH:MMTNa+DXZ, (T3) PQH:MMTNa e (T4) DXZ:MMTNa.
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5 Concluséao

Com este trabalho, tornou-se possivel preparar novos nanocompdésitos de
farmacos antineoplasicos a partir de um nanomaterial pré-formado, no caso a MMTNa,
de forma eficiente e com custo de obtencdo potencialmente reduzido. Ressalta-se ter
sido a primeira vez descrita a preparacdo dos nanocompdsitos de MMTNa:DXZ,
MMTNa:PQH e o0 nanocompdsito combinado de DXZ:MMTNa:PQH.

Na avaliacdo de uso do nanocompodsito PQH:MMTNa comom excipiente
farmacéutico apresentou potencial de intumescimento elevado e melhor
compactabilidade do que os apresentados pela MMTNa pura, qualificando-o como

promissor excipiente farmacéutico para a tecnologia de fabricagcéo de solidos orais.

Ainda se conseguiu desenvolver uma nova metodologia para intercalacdo de

5-FU em MMTNa, obtendo-se resultados superiores aos descritos em literatura.

Por fim, os estudos de viabilidade celular realizados, indicaram o uso promissor

destes novos nanocompositos como um potencial antineoplasico.
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6 Perspectivas

Utilizar os resultados obtidos da intercalagdo de DXZ:MMTNa para o
entendimento do mecanismo de intercalagdo de substancias aminadas em silicatos

lamelares.

Complementar os estudos de atividades biolégivcas dos nanosistemas formados
com DXZ, estudar as aplicacdes do novo nanocompdsito de PQH:MMTNa como
excipiente farmacéutico e realizar estudos de atividades farmacolégicas dos
nanocompésit6os de PQH:MMTNa + DXZ.
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