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Resumo:

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos torna-se cada vez mais importante na promogdo das acdes
terapéuticas a fim de reduzir as limitacbes nas terapias existentes. Diante disso, 0 uso de polimeros como a quitosana, que
apresentam caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade, mucoadesdo, associada com outros polimeros como a
gelatina, apresenta-se como uma alternativa para um sistema de liberacdo controlada de farmaco de varios medicamentos,
incluindo os benzodiazepinicos. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo obter membranas de Quitosana/Gelatina
para liberacdo sublingual do Midazolam. As membranas foram preparadas pelo método de evaporacdo de solvente, através da
dissolugdo da quitosana em acido acético (1% v/v), para uma concentracédo final da solugdo polimérica (1% m/v), seguida da
incorporagdo de gelatina (20% m/m) e Midazolam (0,03mg/mL). Apbs a obtencdo as membranas foram caracterizadas por
meio de anélises de DRX, MO, FTIR e Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato. No ensaio de DRX observou-se que
a incorporacdo do farmaco e da gelatina na solucdo de quitosana possibilitou a reducdo da cristalinidade da membrana. Na MO
observou-se membranas com superficies uniformes e densas. No ensaio de FTIR evidenciou-se a interagdo do farmaco e da
gelatina com os grupamentos hidroxila e amina da quitosana. Os resultados Molhabilidade demonstraram que o material tem
carater hidrofilico e que a incorporagdo do farmaco possibilitou a reducdo da hidrofilicidade do mesmo. Mediante o exposto
conclui-se, que o sistema apresentou homogeneidade e adequada interagdo quimica entre os constituintes e foi possivel obter
membranas de Quitosana/Gelatina incorporadas com Midazolam.

Palavras-chave: Sedativo. Liberacdo controlada. Polimeros. Midazolam.

Abstract:

The development of new drug delivery systems becomes increasingly important in promoting therapeutic actions in order to
reduce the limitations of current therapies. Therefore, the use of polymers such as chitosan, which exhibit characteristics of
biodegradability, biocompatibility, mucoadhesion, associated with other polymers such as gelatin, is an alternative to a
controlled drug release system of several drugs, including benzodiazepines. Thus, the present work aimed to obtain
Chitosan/Gelatin membranes for sublingual Midazolam’s release. The membranes were prepared by the solvent evaporation
method, by dissolving the chitosan in acetic acid (1% v/v), to a final concentration of the polymer solution (1% m/v), followed
by the incorporation of gelatin (20% m/m) and Midazolam (0.03mg/mL). After production, the membranes were characterized
by means of XRD, OM, FTIR and Wettability by Contact Angle Measurement. From XRD data, the reduction of the
membrane crystallinity was evidenced along with the incorporation of the drug and gelatin in the chitosan solution. In the OM
images, membranes with uniform and dense surfaces were observed. In the FTIR spectra the interaction of the drug and gelatin
with the hydroxyl and amine groups of the chitosan was evidenced. Wettability results demonstrated the material has a
hydrophilic character and the incorporation of the drug enabled the reduction of its hydrophilicity. It can be concluded the
system produced has homogeneity and adequate chemical interaction as well as it was possible to obtain Chitosan/Gelatin
membranes incorporated with Midazolam.
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1. Introducéo

Nos ultimos anos, tem aumentado consideravelmente o
interesse pelos polimeros de origem natural como a gelatina,
quitosana, caseina, soja, gluten, alginato entre outros para o
desenvolvimento de materiais com diferentes aplicacdes [1].

Entre os polimeros supracitados, a gelatina apresenta-se
como uma mistura de proteinas soldveis em agua obtida de
matérias-primas de origem animal contendo colageno, e as
fragBes de proteina consistem basicamente dos aminoécidos
como glicina, prolina, hidroxiprolina, acido glutamico,
alanina, arginina, &cido aspartico, lisina, leucina, valina,
fenilalanina, treonina, isoleucina, metionina, histidina,
tirosina, serina, cistina e cisteina [2].

Outro polimero amplamente estudado é a quitosana,
sendo este um polimero biodegradavel, biocompativel e
atoxico, produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas
propriedades vém sendo exploradas em aplica¢Bes industriais
e tecnoldgicas had varios anos. ApOs 0 seu descobrimento
houve conflitos na definicdo entre quitina, quitosana e
celulose devido as estruturas semelhantes, deste modo,
observou-se que a celulose tem um grupo hidroxila no
carbono 2 do anel glicopiranosideo enquanto a quitosana tem
um grupo amino, além disso, a diferenca entre quitina e
quitosana esta na presenca de grupos desacetilados na sua
estrutura, sendo assim denominada de quitosana quando
apresentar valores de desacetilagdo acima de 50% [3].

O uso de polimeros, principalmente os naturais, tem sido
de vital importancia para o avanco das ciéncias, tendo muitas
vantagens como a sua féacil obtengdo, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Esses materiais poliméricos vém sendo
empregados em diversos campos como nha engenharia de
tecidos, implante de dispositivos médicos e 6rgdos artificiais,
préteses, oftalmologia, farmacéutica, odontologia e em
sistema de liberacéo controlada de farmacos [4].

O desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de
farmacos é fundamental na promogéo das acOes terapéuticas,
entretanto para isso ser possivel, novas tecnologias devem ser
desenvolvidas, reduzindo as limitagdes nas terapias existentes
[5].

A liberacdo controlada de farmaco e a engenharia de
tecido parecem ser os principais interesses para uma melhor
compreensdo dos principios da quimica de polimeros como a
quitina e a quitosana, notadamente os de modificagdes
quimicas, de biodegradacdo, de efeitos em vérios tecidos, de
distribuicdo em varios 6rgdos do corpo, de mucoadesdo, de
associacdo de quitosana com outros polimeros como a
gelatina e também com compostos inorganicos e de
transformac@es tecnoldgicas avancadas [6, 7, 8, 9].

Devido as suas propriedades favoraveis de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade, a
quitosana tem sido usada como biomaterial na area biomédica
e farmacéutica, associada a varios medicamentos, incluindo os
benzodiazepinicos [10].

Biomateriais de gelatina e quitosana sdo biodegradaveis e
suas estruturas poliméricas permitem a incorporagdo de
agentes bioativos, como os diversos farmacos, o que vai
depender da finalidade de uso. Essa associacdo tem tido

grande aplicacdo nos sistemas de liberacdo de farmaco devido
a capacidade destas se ligarem aos diferentes materiais e
poder influenciar no tempo de degradacdo do sistema e
consequentemente no tempo de liberagdo da droga.

Ao comparar os Sistemas de Liberacdo Controlada (SLC)
de farmacos com os sistemas convencionais, observa-se que
0s métodos convencionais estdo longe do ideal,
proporcionando variagcBes consideraveis na concentracdo do
farmaco no plasma sanguineo, influenciando no efeito
farmacolégico o que pode ocasionar intoxicacdo, pois hd uma
faixa de concentragdo efetiva para a acdo no organismo. Ja o
método de liberacdo controlada proporciona uma pequena
variagdo na concentracdo do farmaco com o tempo,
impossibilitando inefetividade ou toxicidade [11].

Tendo em vista a relevante importancia dos biomateriais
e sua aplicabilidade em sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, revelando-se  promissoras nas  pesquisas
biomédicas, esse trabalho objetivou obter membranas de
Quitosana/Gelatina para liberacdo sublingual do Midazolam.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

* Quitosana 90% desacetilada, CERTIBIO.
+ Gelatina tipo A - Sigma Aldrich®.

« Acido Acético Glacial - Vetec®.

« Hidroxido de Soédio - Vetec®.

« Agua destilada.

» Midazolam - Cristéalia.

2.2 Métodos
2.2.1 Obtenc¢do das membranas de quitosana

As membranas foram preparadas pelo método de
evaporacdo de solvente, através da dissolugdo do polimero em
acido acético (1% v/v), para uma concentracdo final da
solucdo polimérica (1% m/v), sob agitacdo magnética por um
periodo de 2 h, a uma temperatura de 40° .

Apobs obtencdo da solucdo de quitosana, a mesma foi
distribuida em placas de Petri de acrilico de 5,5 cm, tendo
cada placa o volume final de 30 mL de solucdo, logo apds
foram submetidas a secagem na estufa a 37 °C por 5 dias para
a completa evaporacdo do solvente. Em seguida, conduziu-se
a neutralizagdo imergindo as membranas em solucdo de
hidroxido de sodio (1 M) por 30 min e posteriormente levadas
para retirada do excesso da solugdo bésica, levadas para estufa
a 40° C e ap6s a secagem foram caracterizadas.

2.2.2 Obtencdo das membranas de quitosana com
gelatina

As membranas de quitosana com gelatina foram
preparadas seguindo a metodologia anteriormente citada,
sendo acrescida na solugdo de quitosana, a gelatina no
percentual de 20% (m/m) em relagdo a massa de quitosana.
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2.2.3 Obtencdo das membranas de quitosana com
gelatina e Midazolam

A dosagem de Midazolam utilizada foi de 0,03 mg/mL. O
farmaco foi adicionado nas solugdes de quitosana com e sem
gelatina obtidas através das etapas anteriores, sob agitacdo
magnética até a total homogeneizagdo das solucGes, logo apos
0s mesmos passaram pelo mesmo processo de obtencdo das
membranas. Na Tabela 1 encontra-se a codificacdo das
amostras obtidas e a Figura 1 ilustra o fluxograma
simplificado da elaboracdo das membranas.

Tabela 1 — Codificagdo das amostras.

Codificacdo Amostras
Q Membranas de Quitosana
QG Membranas de Quitosana e Gelatina
QF Membranas de Quitosana e Farmaco
QGF Membranas de Quitosana, Gelatina e farmaco

Solugéo de Ac.
Acético 1% 4’
(VIV)

——

Quitosana

Midazolam Solugéo de Gelatina 20%
0,03 mg/mL * Quitosana 1% # (m/m)
(m/v)
] 1 ]
Solucdo de Solucéo de Solucéo de
Quitosana/ Quitosana/Gelatin Quitosana/
Midazolam a/Midazolam Gelatina

Secagem em estufa
37 ° C por 5 dias

Neutralizacdo em
NaOH por 30 min

Lavagem em agua
destilada

Secagem em estufa
40°C

Caracterizagdo

Figura 1 - Fluxograma simplificado da metodologia de obtencédo das
amostras.

2.3 Caracterizagdo

As membranas foram caracterizadas por Difracdo de
raios-X (DRX), Microscopia Optica (MO), Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) e Molhabilidade por Medida de Angulo de Contato.
Para realizacdo dos ensaios foram preparadas 5 amostras de
cada tipo do material obtido.

2.3.1 Difracéo de raios-X (DRX)

As andlises por meio do DRX foram conduzidas a
temperatura ambiente em modelo XRD-6000, marca
Shimadzu, onde se utilizou a radiacdo Ka do cobre (1,5418
A), a tensdo de 40 kV e a corrente de 30 mA. As amostras
foram examinadas em um intervalo de 26 entre 5 e 70,0 graus,
com uma velocidade de 2°/min. O objetivo deste ensaio foi
estudar o comportamento cristalografico do material.

2.3.2 Microscopia Optica

A caracterizagdo através do ensaio de MO foi utilizada
para avaliar a morfologia das membranas. A andlise foi
realizada em um Microscopio Optico Hirox de reflexdo e
transmissdo com acessorios 2D, além de promover uma
variacdo de 50X-400X. As imagens foram obtidas com
magnificacdo de 160x.

2.3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras foram submetidas a técnica de FTIR, em
temperatura ambiente, o equipamento utilizado foi 0 modelo
Spectrum 400, da marca Perkin Elmer. A técnica FTIR
concerniu para identificar as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais presentes nas amostras, utilizando a faixa de
varredura de 4000 a 650 cm’™.

2.3.4 Molhabilidade por Medida de Angulo de
Contato

A técnica consiste no calculo da tensdo superficial da
membrana baseada através da analise do formato da gota. O
angulo de molhabilidade entre a 4gua com tensdo superficial
conhecida e a superficie sélida depende da relagdo entre as
forcas adesivas, que fariam a gota se espalhar sobre a
superficie.

Na realizagdo desta andlise foi utilizado um goniémetro
desenvolvido por técnicos da Unidade Académica de
Engenharia Mecénica da UFCG, no qual encontra-se instalado
no CERTBIO.



Obtengdo e Avaliagdo de Filmes de Gelatina/Quitosana para Liberagdo Sublingual de Midazolam 45

3. Resultados e Discussoes
3.1 Difracéo de raios-X (DRX)

Os resultados da andlise de DRX estéo ilustrados na
Figura 2, onde observam-se os perfis cristalograficos das
amostras de quitosana e quitosana/ gelatina. Foi possivel
evidenciar que apds a incorporacdo de gelatina nas
membranas houve uma reducdo na cristalinidade, confirmada
pela diminuicdo da intensidade e alargamento dos picos. Na
difratbmetria de raios X da quitosana evidencia-se a presenca
de 2 picos, sendo o primeiro em torno de 10° e 0 segundo em
21°. Segundo Lavorgna e colaboradores [12] e Chagas [13], 0
pico em 20 = 10° é referente ao cristal hidratado, formado
devido as pontes de hidrogénios entre os grupos acetoamido
da quitosana e as moléculas de agua, enquanto que o pico em

26 = 21° é atribuido a estrutura cristalina regular da quitosana.

1800 -

1600 + @
1400 4
—~ 1200
T
B
T 1000
o
3
2 800
f=
Q<o
= 600 -
400 -
200
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50
20(°)
500 -
400
S 300
3
(o}
o
©
S 200
%
2
2
=S
100 -
04
T T T T T T T ,
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 2 — Difratogramas das amostras de quitosana (Q) e
quitosana/gelatina (QG).

Quanto a amostra de quitosana/gelatina observou-se
apenas um pico em 20 = 23°. De acordo com Araljo e
colaboradores [14] a incorporacdo de gelatina nos filmes de
quitosana possibilita um alargamento das bandas nos
difratogramas, indicando a ocorréncia de um possivel
desordenamento cristalino na base polimérica da quitosana

seguida pelas ligacdes N-glicosidicas entre os monémeros da
estrutura, gerando assim uma estrutura aleatoria.

Na Figura 3 observa-se os resultados referentes as

amostras de quitosana/farmaco e quitosana gelatina/farmaco e
seus respectivos perfis.
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Figura 3 — Difratogramas das amostras de quitosana/farmaco (QF) e
quitosana/gelatina/farmaco (QGF).

Diante dos resultados obtidos, é possivel notar que tanto
as amostras de quitosana/farmaco, quanto as amostras de
quitosana/gelatina/farmaco apresentaram um perfil
semicristalino e que a reducdo da cristalinidade para ambas é
influenciada pela incorporacdo do farmaco e da gelatina, além
disso, é importante evidenciar que a reducao na cristalinidade
possibilita uma biodegradacdo mais rapida.

Corroborando com os resultados encontrados nesse
trabalho, Araljo e colaboradores [15] observaram, quando
incorporaram o Etonogestrel, redugdo na cristalinidade das
matrizes de quitosana.

3.2 Microscopia Optica

A Figura 4 ilustra as imagens de Microscopia Optica das
membranas. As membranas apresentaram-se com superficies
lisas, sem poros com algumas ranhuras, sendo assim
caracterizadas como densas.
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Figura 4 — Imagens de MO das membranas de quitosana,
quitosana/gelatina, quitosana/ farmaco e quitosana/gelatina/farmaco.

Batista [16] observou 0 mesmo aspecto para as
membranas de quitosana em seu trabalho, onde 0 mesmo as
caracterizou como sendo densas.
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Nascimento e colaboradores [17] evidenciaram as
mesmas caracteristicas em suas membranas, apresentando-as
como lisas e sem poros.

3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

Os resultados de FTIR das amostras de quitosana e
quitosana/gelatina estéo ilustrados na Figura 5. A partir dos
espectros foi possivel identificar os grupos caracteristicos da
quitosana. A banda de absorcdo em 3300 cm™ é referente ao
estiramento OH resultante da associagdo polimérica da
quitosana, as bandas 1646 cm®, 1550 e 1400 cm™ séo
referentes a deformagdo axial do grupo C=0 em amidas,
deformagdo angular em NH, e ligagdes N-H de aminas
primarias e secundarias consequentemente.

Apos a incorporacdo da gelatina observa-se um aumento
na intensidade da banda 3300 cm™ referente a0 estiramento
OH que pode ser explicada pelo aumento dos grupos OH na
matriz e, reducdo com deslocamento das bandas 1550 e 1400
cm™ possivelmente evidenciando uma interagdo de segunda
ordem do tipo pontes de hidrogénio e/ou dipolo induzido.
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Figura 5 — Espectros de FTIR das amostras de quitosana (Q) e quitosana/gelatina (QG).

Segundo Almeida [18] e Mallman [19] quando ha
interagdo do tipo hidrogénio no grupo N-H observa-se
descolamento nessa vibragdo, além disso, deslocamentos
referentes a bandas abaixo de 1150 cm™ podem estar
associados as interacGes que ocorrem entre os grupos —NH;"
da quitosana com COO ~ ou com alguns sitios anibnicos
presentes na gelatina.

A Figura 6 ilustra os espectros das membranas de
quitosana/farmaco e quitosana/gelatina farmaco.

Observou-se para ambas as amostras a reducdo e o
deslocamento das bandas em 3300, 1550 e 1400 cm?,

referentes ao estiramento OH, a deformacédo axial do C=0 de
amidas e deformagdo angulares dos grupos NH, e ligagdes N-
H de aminas primarias e secundarias. Essa redugdo na
intensidade evidencia uma forte interagdo entre o farmaco e o0s
grupos caracteristicos da quitosana por meio de ligagBes de
segunda ordem.

De acordo com Peres [20] a interagdo entre o fArmaco e a
quitosana ocorre entre 0s grupos reativos (OH e C=0) do
farmaco e 0 grupo amina da quitosana.
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Figura 6 — Espectros de FTIR das amostras de quitosana/farmaco e quitosana/gelatina/farmaco.

3.4 Molhabilidade por Medidas do Angulo de
Contato

Observam-se na Figura 7 os resultados da tensdo
superficial por medida de angulo de contato de todas as
amostras.

Todas as amostras apresentaram angulo de contato
inferior a 90° o que as caracteriza como sendo de carater
predominantemente hidrofilico. De acordo com Macédo [21]
a hidrofilicidade esta relacionada com a molhabilidade, que
envolve a interacdo de um liquido com a superficie. A
molhabilidade é afetada pela presenca de grupos polares na
superficie do material. Deste modo, o comportamento da gota
sobre a superficie indica diferentes situacdes de molhabilidade
de uma superficie: para (6 = 0°) pode-se dizer que a superficie
apresenta alta molhabilidade ou que é uma superficie
hidrofilica, para (0°< 6 < 90°) diz-se que a superficie é
predominantemente hidrofilica, para (90° < 6 < 180°) a
superficie é predominantemente hidrofobica e para (6 = 180°)
a superficie é totalmente hidrofobica ou ndo molhavel.
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Figura 7 — Tenséo superficial das amostras.

Apesar de todas as amostras ressaltarem um carater
predominantemente hidrofilico nota-se que a incorporacao de

farmaco nas membranas resultou em decréscimo na sua
hidrofilicidade, tendo em vista que houve um aumento no
angulo de contato ap6s a incorporacdo do mesmo nas
amostras.

Segundo Tsai e Wang [22] e Zheng e colaboradores [23]
a hidrofilicidade da quitosana é atribuida aos grupos hidroxila
e amino presentes em sua estrutura, portanto a presenga de
cargas positivas dos grupos amino protonados diminuem a
energia livre da superficie, otimizando a molhabilidade do
material. Diante disso, € possivel inferir que a redugdo da
hidrofilicidade ap6s a incorporacdo do farmaco esta ligada a
interacdo do mesmo com 0S grupos caracteristicos da
quitosana, evidenciado pelo aumento do &ngulo de contato e
confirmado pela analise de FTIR.

Conclusdes

O sistema apresentou homogeneidade e boa interacdo
quimica entre os constituintes, abrindo as possibilidades para
sua utilizacdo como sistema de liberacdo controlada de
Midazolam, entretanto, faz-se necessario outros estudos pre-
clinicos e clinicos, a fim de entender o perfil de liberagdo do
farmaco e interacdo do mesmo no organismo.

Mediante aos resultados conclui-se que foi possivel obter
membranas de Quitosana/Gelatina incorporadas com
Midazolam.
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