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RESUMO

Um novo sistema com argilomineral numa perspectiva farmaco/argila foi investigado
como uma alternativa as opgOes terapéuticas atuais devido as limitagdes do tratamento
convencional. Neste estudo, condi¢des experimentais, como pH, tempo, concentragéo inicial
do farmaco, foram avaliados através da adsor¢do do farmaco citrato de tamoxifeno (TMX) com
o argilomineral (Veegum®) montmorillonita (VHS). Estudos de equilibrio e cinética foram
desenvolvidos para a montmorillonita VHS/TMX com valores dentro da faixa de pH 1,5 a 7,0,
tempos de reagdo de 1 a 720 min e concentracdes de 533 a 2300 mg.L™. Célculos atomisticos
desses sistemas formados por diferentes pHs foram aplicados com base em potenciais
interatdmicos empiricos. Simulacgdes tedricas foram usadas para explicar a estequiometria da
intercalacdo de TMX em VHS para entender o comportamento experimental. Liberacdo in vitro
e atividade citotoxica foram avaliados. Por outro lado, parte 11 do trabalho, houve a modificacdo
da argila com tensoativo fosfatidilcolina (PC) sob diferentes concentracdes, 1 mmol/L e 10
mmol/L, e em seguida foram submetidos a adsor¢do com TMX e avaliado os parametros de
concentracdo e tempo, sob mesmo processos acima descrito, para a argila sem modificacdo. A
interacdo do TMX com o VHS foi dependente de pH, com maior adsor¢éo obtida no pH 5,5. O
sistema foi descrito por um modelo de pseudo-segunda ordem. No equilibrio, houve ajuste do
modelo de Langmuir. H& influéncia na estrutura da argila quando ha o ajuste do pH, com
variabilidade na intercalacdo. As espécies catibnicas do tamoxifeno foram adsorvidas pelo
mecanismo de troca catidnica e uma adsorcdo adicional da molécula como par de citrato de
tamoxifeno também contribuiu na interacdo. Ha diferenca da intercalacdo desses componentes
de acordo com os pH 3,0, 4,0 e 5,0, investigados, favoraveis em termos energéticos, e tendo
maior quantidade de interacbes pH 3,0, seguido por pH 4,0 e pH 5,0. A interacdo com a
superficie da argila, é inversamente proporcional a quantidade de interac@es, a liberacdo sendo
assim, maior para o sistema formado em pH 5,0, ap6s 48 h, 39,27%, sendo a atividade citotdxica
maior para esse hibrido, para células do glioblastoma humano. J& o sistema com argila
modificada demonstrou interacdes inversamente proporcional a concentracdo PC, sendo
dependente do tempo e da concentracdo, porém com menores capacidades de adsorcéo do que
a argila sem modificacdo devido a competicdo pelos sitios de ligacdo da PC e do TMX.
Portanto, a reacdo de adsorcdo de TMX e VHS foi eficaz, por dois mecanismos, tanto por troca
catibnica quanto por entrada do par ibnico citrato de tamoxifeno, esse ultimo sendo mais
favoravel em termos energéticos. Os hibridos formados possuem controle de liberacdo do
farmaco e dependendo da concentragdo tem atividade citotoxica, sem causar danos a células

normais, diminuindo efeitos colaterais. Ainda, a reagdo do TMX com a superficie da argila



modificada foi eficaz, e pode ser esse hibrido explorado, com maior precisdo, para
melhoramento da farmacoterapia desse farmaco e melhoramento de suas propriedades

quimicas.

Palavras-chave: Liberacdo de farmacos. Modelagem. Toxicidade. Tamoxifeno.

Argilominerais



ABSTRACT

A new system with clay mineral in a drug / clay perspective has been investigated as an
alternative to current therapeutic options due to the limitations of conventional treatment. In
this study, experimental conditions, such as pH, time, initial drug concentration, were evaluated
by adsorption of the drug tamoxifen citrate (TMX) with the clay (Veegum®) montmorillonite
(VHS). Balance and kinetics studies were developed for montmorillonite VHS / TMX with
values within the pH range 1.5 to 7.0, reaction times from 1 to 720 min and concentrations from
533 to 2300 mg.L-1. Atomistic calculations of these systems formed by different pHs were
applied based on empirical interatomic potentials. Theoretical simulations were used to explain
the stoichiometry of TMX intercalation in VHS to understand the experimental behavior. In
vitro release and cytotoxic activity were evaluated. On the other hand, part 11 of the work, there
was the modification of the clay with phosphatidylcholine (PC) surfactant under different
concentrations, 1 mmol / L and 10 mmol / L, and then they were subjected to adsorption with
TMX and the concentration parameters and time, under the same processes described above,
for the clay without modification. The interaction of TMX with VHS was pH dependent, with
greater adsorption obtained at pH 5.5. The system was described by a pseudo-second order
model. In the balance, there was adjustment of the Langmuir model. There is an influence on
the clay structure when the pH is adjusted, with variability in the intercalation. The cationic
species of tamoxifen were adsorbed by the cation exchange mechanism and an additional
adsorption of the molecule as a pair of tamoxifen citrate also contributed to the interaction.
There is a difference in the intercalation of these components according to the pH 3.0, 4.0 and
5.0, investigated, favorable in terms of energy, and having a greater amount of interactions pH
3.0, followed by pH 4.0 and pH 5, 0. The interaction with the clay surface is inversely
proportional to the amount of interactions, the release being, therefore, greater for the system
formed at pH 5.0, after 48 h, 39.27%, the cytotoxic activity being greater for this hybrid, for
human glioblastoma cells. The modified clay system, on the other hand, showed interactions
inversely proportional to the PC concentration, being dependent on time and concentration, but
with less adsorption capacities than the unmodified clay due to competition for the binding sites
of the PC and the TMX. Therefore, the adsorption reaction of TMX and VHS was effective, by
two mechanisms, both by cation exchange and by input of the tamoxifen citrate ion pair, the
latter being more favorable in terms of energy. The hybrids formed have drug release control
and, depending on the concentration, have cytotoxic activity, without causing damage to normal

cells, reducing side effects. Still, the reaction of TMX with the modified clay surface was



effective, and this hybrid can be explored, with greater precision, to improve the
pharmacotherapy of this drug and to improve its chemical properties.

Keywords: Drug release. Modeling. Toxicity. Tamoxifen. Clay minerals.
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1 INTRODUCAO
Uma boa ideia s6 pode ser considerada inovacdo se revertida a sociedade, seja pela

divulgacdo do conhecimento gerado ou na oferta de produtos e servigcos diferenciados que
possuam um valor agregado (ISSA, 2015). Isso, voltado para &rea farmacéutica, pode ser
transpassado para escala tecnoldgica na criagdo de arsenais terapéuticos em beneficio direto ao
paciente.

Por exemplo, o cancer de mama € a principal causa de morte por cancer, em mulheres
(Shete et al., 2013) e € um problema de satde publica no Brasil (Chang et al., 2019; Siegel,
Miller e Jemal, 2019), que afetou, aproximadamente, 12 a cada 100.000 mil mulheres em 2011
(Figueiredo e Adami, 2018). Os 70% das pacientes sdo diagnosticados principalmente como
receptor positivo de estrogénio (ER). Portanto, um tratamento com um antagonista de ER como
o tamoxifeno, tem sido uma estratégia promissora nessa luta (Das et al., 2019; Khan, Allerton
e Pettit, 2015).

O tamoxifeno (TMX), (C2sH20NO- Z)-2-(para-(1,2-difenil-1-butenil)fenoxi)- N, N-
dimetiletilamina, possui uma cadeia etoxi-metilamino, essencial para a sua atividade bioldgica
antiestrogénica e é classificada na classificacdo biofarmacéutica como classe Il (Altmeyer et
al., 2016). Esta disponivel comercialmente como um sal de citrato. Essa associagao é realizada
para aumentar a estabilidade e a solubilidade em meio aquoso. No entanto, seu uso como
formulacdo de sal ndo é uma garantia para aumentar sua biodisponibilidade, devido as
propriedades lipofilicas da molécula (Ono et al., 2016; Wiedmann e Naqwi, 2016).

Em geral, o tamoxifeno apresenta iniUmeras questdes biofarmacéuticas e toxicologicas
devido ao tratamento a longo prazo, normalmente de 3 a 5 anos. Assim, o tratamento pode
resultar em varios efeitos colaterais, devido aos varios mecanismos que medeiam sua acéo.
Além das acbes farmacoldgicas, devido a sua estrutura quimica, € provavel a ocorréncia de
precipitacdo como base livre no ambiente &cido do estdmago, o que reduz sua
biodisponibilidade na faixa de 20 a 30 % (Shete et al., 2013; Shete e Patravale, 2013).

Portanto, sistemas controlado de administracdo de medicamentos tém sido responsaveis
por garantir melhores caracteristicas fisicas e quimicas, bem como, afim de melhorar a taxa de
dissolucdo de medicamentos lipossolUveis em processos biofarmacéuticos (Jena et al., 2014;
Shete e Patravale, 2013). Véarios compostos estdo disponiveis para formar varios sistemas
nanocarreadores e podem ser geralmente classificados em materiais naturais ou sintéticos,
incluindo polimeros, lipidios, surfactantes e hibridos inorganicos. Esses ultimos surgiram como
uma alternativa, por possuirem caracteristicas multifuncionais, inerentes de suas propriedades

quimicas, fisico-quimicas, biologicas e mecanicas, além de serem produtos biocompativeis e
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possuir baixa toxicidade (Davoodi et al., 2018; Yang et al., 2016). Incluindo esses, 0s minerais
argilosos, produtos naturais ou sintéticos, tém sido amplamente aplicados como veiculo para
liberacdo prolongada de diferentes farmacos (Aguzzi et al., 2010; Aguzzi, C. et al., 2014;
Aguzzi, Carola et al., 2014; Apps et al., 2014; Borrego-Sanchez, Carazo, et al., 2018; Carazo
etal., 2018; Gil et al., 2016; Trivedi et al., 2018; Viseras et al., 2007; Yang et al., 2016).

Entre as argilas, a montmorillonita (MMT) € amplamente utilizada na inddstria
farmacéutica como excipiente, que tem sido estudada como transportadora inteligente com
novos mecanismos de adsorcdo, permitindo a entrega controlada de farmacos (Kohay et al.,
2017; Ramazani Afarani, Sarvi e Akbari Alavijeh, 2018). Montmorillonita,
My(Sis)(Al2yMgy)O10(OH)2, é um filossilicato 2:1 com uma folha octaédrica (O) entre duas
folhas tetraédricas (T) (Bergaya e Lagaly, 2006; Schoonheydt e Johnston, 2006). As
substituicdes isomorficas nas folhas de O (AI** por Mg?*) e T (Si** por AI**) resultam em carga
negativa que é contrabalanceada por cétions trocaveis (Na* e Ca?*) presentes no espago entre
as camadas (Brigatti, Galan e Theng, 2013).

Portanto, a interacdo da montmorillonita com outros cations em solucdo aquosa pode
resultar na troca de ions interlamelares originais com os da solucdo. Além disso, 0 espaco entre
as camadas da MMT também é acessivel a 4gua e a outras moléculas (Borrego-Sanchez,
Carazo, et al., 2018; Brigatti, Galan e Theng, 2013; Jayrajsinh et al., 2017; Wu et al., 2017).
Processos posteriores podem resultar em produtos de intercalacdo, nos quais as espécies
guimicas interagem reversivelmente com as camadas por forcas de Van der Waals, interacdes
eletrostaticas ou modificacdes quimicas (Kralik, 2014; Zhu et al., 2016).

A adsorcdo de moléculas organicas em minerais argilosos pode estar na superficie
externa (Sadri et al., 2018) ou no espaco interlamelar (Liu et al., 2015a) e depende de algumas
variaveis, como concentracao, temperatura, tempo de contato, pressdo e pH (Bergaya e Lagaly,
2006; Hassan e Ibrahim, 2011; Mar Orta, del et al., 2019; Schoonheydt e Johnston, 2006; Stanly
et al., 2019). Portanto, o conhecimento, dos processos de obtencdo, incluindo essas variaveis,
bem como das espécies em solucdo e da superficie dos materiais, sdo importantes para
determinar mecanismos de interacdo, formacdo dos complexos farmaco/solido e liberacdo do
farmaco. Para interpretar o efeito dessas variaveis dos processos de obtencéo, é extremamente
necessario obter informacGes sobre as moléculas estudadas (Hassan e lbrahim, 2011;
Schoonheydt e Johnston, 2006). Ferramentas computacionais podem ser utilizadas para a
compreensdo das relagdes envolvidas na adsor¢do e na formagdo de sistemas adsorvente-
adsorvato (Borrego-Sanchez, Gémez-Pantoja, et al., 2018; Borrego-Sanchez, Awad e Sainz-
Diaz, 2018; Souza, lane M.S. et al., 2020).
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Também, € importante destacar que esses materiais podem ser modificados, afim de
remediacdo ambiental, sintese de material, para maiores concentragdes de adsorcdo de
moléculas bioativas e aumento da solubilizacdo gastrointestinal (Dening et al., 2017; Feeney et
al., 2016). A argila pode ser modificada com surfactante anfoteros, e tém despertado um grande
interesse (Liu et al., 2017), a exemplo da fosfatidilcolina, por ndo serem toxicos, serem
biodegradaveis e utilizados seguramente para materiais biolégicos, sendo biocompativeis, e
utilizadas por muitos cientistas, para construcdo de materiais de biointerfaces avancadas e
multifuncionais, além de possuir excelente solubilidade em agua (Beall e Goss, 2004; Gamba
et al., 2017; Wicklein, 2011).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a eficacia do processo de adsor¢do da
argila montmorillonita com o farmaco citrato de tamoxifeno, verificar os fenémenos
interfaciais, realizar e avaliar modelagem molecular utilizando métodos em campos de forca
atbmica e metodologia computacional, verificar o processo de liberacdo do hibrido obtidos por
pHs diferentes, avaliar atividade celular e relatar a eficiéncia da adsor¢do do farmaco na

superficie da argila organofilizada com fosfatidilcolina.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais
Estudar a nivel experimental e tedrico as interacfes do farmaco citrato de tamoxifeno com
0 excipiente mineral montmorilonita para um sistema controlado com atividade
anticancerigena.
1.1.2 Objetivos Especificos
e Realizar estudos da influéncia do pH na adsorcdo do tamoxifeno associado a
montmorilonita utilizando faixa de pH 1,5 a 7,0;
e Realizar estudos da influéncia do tempo e da concentracdo e aplicar modelos cinéticos
e de equilibrio aos sistemas estudados;
e Caracterizar os hibridos formados pelos pHs de 1,5 a 7,0 por técnicas estruturais,
morfoldgicas e térmicas;
e Verificar a influéncia e importancia dos calculos teéricos e comparar com 0s dados
experimentais;
e Reproduzir a nivel tedrico a estrutura molecular e cristalina do citrato de tamoxifeno e
estabelecer uma metodologia computacional que descreva adequadamente a estrutura

molecular e cristalina do farmaco;
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Calcular as frequéncias teoricas de vibracdo da molécula de citrato de tamoxifeno com
distintos métodos e comparar os resultados com os valores de frequéncia experimentais;
Obter produtos de interacdo tamoxifeno/argila com 6 e 12 moléculas de agua, como
estratégia de verificar a influéncia da &gua na adsorcdo do farmaco tamoxifeno
utilizando modelo matemaético adequado sob anélise da energia de adsor¢do favoravel;
Obter produtos de interacdo tamoxifeno/argila, e avaliar a influéncia de entrada dos
cations tamoxifeno e do par i6nico citrato de tamoxifeno e verificar a variabilidade da
combinacdo desses elementos quando formado os hibridos sob pHs 3,0, 4,0 e 5,0 e
verificar as energias de adsorcdo favoraveis;

Caracterizar os produtos de interagdo teoricos, formados a partir das condigoes
experimentais sob pH 3,0, 4,0 e 5,0, por simulacdo difracdo de elétrons utilizando o
pacote Reflex do software Materials Studio e comparar com as difragcdes de raio X
experimentais, observando o espacamento interlamelar;

Realizar estudos de liberacdo in vitro simulando os pHs 1,2 e 6,8 para verificar a
eficiéncia de liberacdo dos hibridos formados em pH 3,0, 4,0 e 5,0 e verificar a
influéncia das interaces moleculares e da lixiviagdo do material na liberagdo do
farmaco citrato de tamoxifeno;

Caracterizar os hibridos, apds o processo de dissolucdo em diferentes pHs 1,2 e 6,8, por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, andlise
termogravimétrica, analise calorimétrica de varredura diferencial (DSC) e microscopia
de forca atdbmica (AFM);

Realizar estudo in vitro de avaliacdo do potencial citotoxico das amostras formadas por
diferentes pHs 3,0, 4,0 e 5,0 e verificar a influéncia de formacao, interactes e dessor¢ao
do farmaco sob o potencial citotoxico frente a células cancerigenas e normais;

Realizar a organofilizagdo da argila montmorilonita utilizando um tensoativo anfifilico
fosfatidilcolina sob diferentes molaridades;

Realizar estudos da influéncia do tempo e da concentragdo na adsorcdo da argila
organofilizada com o farmaco citrato de tamoxifeno e aplicar os modelos cinéticos e de
equilibrio aos sistemas estudados;

Caracterizar os hibridos, por difracdo de raio x e por microscopia eletrénica de
transmissdo de alta resolucdo com analise de espectroscopia de raio X por energia
dispersiva (EDS) e mapeamento elementar HAADF-STEM.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.2 CANCER E QUIMIOTERAPIA

A carcinogénese ¢ um fendmeno complexo que inclui etapa de iniciacdo, promocao e
progressdo. As celulas sdo expostas a agentes carcinogénicos e essas espécies interagem com o
DNA, modificando seus genes, no qual se tornam genotdxicos. Diante disso, o crescimento
celular fica desorganizado e, caso ndo detectado, pode haver a progressédo e invasao das células
em metastase (Barke e Freivogel, 2017; Igbal et al., 2018).

Em termos globais, excluindo os canceres de pele ndo melanoma, o cancer de mama
constitui o mais frequente e comum tumor maligno entre as mulheres. Para o Brasil, estimam-
se 59. 700 novos casos de cancer de mama, para cada ano do biénio 2018-2019, com um risco
estimado de 56,33 casos para cada 100 mil mulheres (Kufe, 2003). Para o estado de
Pernambuco, o INCA estimou 2450 novos casos, uma incidéncia de 51,64 casos a cada 100 mil
mulheres em 2014. Com essa estimativa a taxa de sobrevivéncia aumenta com a detec¢édo
precoce e com o tratamento adequado para a doenca e isso é particularmente importante para
as mulheres com cancer de mama, pois segundo o National Cancer Institute (NCI) estima-se
que 89,4% das mulheres diagnosticadas com cancer de mama locorregional (envolvendo os
ganglios linfaticos da mama) sobrevivam além de 5 anos (Secretaria estadual de Saude, 2016;
Silva, 2016; Zdenkowski et al., 2016).

Por ser uma doenca heterogénea, o cancer de mama é classificado de acordo com
parametros clinicos, histopatoldgicos e moleculares, a fim de predizer sobre o comportamento
do tumor e fornecer estratégias terapéuticas (Franceschi, 2017). Ao nivel molecular, pela
presenca ou auséncia de receptores de estrogénio (RE), receptores de progesterona (RP) e
Human Epidermal Growth Factor 2 (HER2) presentes nas células neoplasicas. E com base
nesses receptores, detectados através da analise imuno-histoquimica, que sdo fundamentados
0s prognosticos e o estdgio da doenca, baseados nessas classes moleculares. E dessa forma,
podem se dividir em tumores receptores estrogénios positivos (RE+), tumores HER-2 positivos
e tumores negativos (Furth, 2014; Silva, 2016).

Todos esses subtipos moleculares requerem um tratamento especifico e que estdo
disponiveis algumas intervences, tanto no contexto curativo, quando é utilizada com o objetivo
de se conseguir controle completo do tumor. Neoadjuvante, que é indicada para se obter a
reducdo parcial do tumor, visando permitir uma complementacdo terapéutica com a cirurgia
e/ou radioterapia. Adjuvante, quando se segue a cirurgia curativa, tendo o objetivo de esterilizar
células residuais locais ou circulantes, diminuindo a incidéncia de metéstases a distancia. Ou

no contexto paliativo, que ndo tem finalidade curativa, porém é utilizada para melhorar a
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qualidade de sobrevida do paciente (Abotaleb et al., 2018; Bourdeanu e Liu, 2015; Castaneda
e Strasser, 2017; Cinausero et al., 2018; Shah et al., 2018).

A quimioterapia pode ser baseada em terapia adjuvante e neoadjuvante, e € um dos
preferenciais suportes para o cancer de mama na fase de metastase. Tem como tratamento
preferencial a hormonioterapia, terapia hormonal ou terapia enddcrina, fornecendo eficazes
opcOes de tratamento para esses pacientes pré e pds- menopausicas, que tem previamente, 0
diagnostico positivo, baseado na avaliacdo da imuno-histoquimica (Duarte Cintra et al., 2012;
Silva, 2016).

Alguns tumores na presenca de estrégenos apresentam maior crescimento, dessa forma
esses farmacos impedem a agdo hormonal, podendo ser efetiva no tratamento desses pacientes,
reduzindo dessa maneira a atuacao desses hormonios em diferentes locais do corpo, diminuindo
assim a estimulacéo estrogénica (hormonal) nesses tecidos (Karthik et al., 2015; Silva, 2016).

De um modo geral, a terapia hormonal é realizada através do uso de substancias
semelhantes ou supressoras de hormonios, antagonistas, impedindo que os estrégenos se liguem
a seus receptores para atuar como fator de crescimento das células mamarias malignas
(Abotaleb et al., 2018; Silva, 2016).

As classificacbes farmacol6gicas para as terapias enddcrinas podem envolver os
inibidores da aromatase, que sdo enzimas do citocromo P450 que age como mediador da
aromatizacdo de andrdgenos em estrogenos e como exemplo dessa classe o farmaco anastrozol.
Os anti-GnRH que sdo analogos sintéticos do horménio liberador de gonadotrofina que controla
e suprime a liberacdo do hormdnio foliculo estimulante (FSH) e do hormdnio luteinizante (LH),
esse Ultimo é responsavel por estimular a produgdo ovariana de estrogénio e progesterona e um
dos farmacos utilizados sdo goserelina. E os mais utilizados atualmente para o tratamento,
como primeira linha, sdo os moduladores seletivos dos receptores de estrogeno (SERMs) ou
antiestrogénicos, que sdo reguladores que atuam blogueando os receptores de estrogénio, sendo
o farmaco mais utilizado na pratica clinica, como primeira linha, prescrito e aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) nos EUA em 1977, e no Brasil foi langado como medicamento
genérico pelo laboratério hexal, hoje Sandoz, em 2001, o citrato de tamoxifeno (Abotaleb et
al., 2018; Khan, Allerton e Pettit, 2015; Ohno, 2016; Silva, 2016).
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2.2.1 Tamoxifeno
2.2.1.1 Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da estrutura

O tamoxifeno (TMX) ou segundo IUPAC, com nome formal, 2- [4-[(1Z) -1,2-difenil-
1-buten-1-il] fenoxi] -N,N- dimetil etanamina, com nimero de registro no Chemical Abstracts
Service (CAS) 10540-29-1, isébmero Z, principio ativo do medicamento comercial
NOLVADEX®, fabricado pela AstraZeneca, no Reino Unido, no qual esta disponivel na forma
do sal de citrato de tamoxifeno, representado na férmula estrutural na Figura 1 (Gamberini et
al., 2007; Mazumdar et al., 2018).

Figura 1- Férmula molecular do citrato de tamoxifeno

\/\H/CH;
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Fonte: Autoria propria utilizando o Software ChemDraw Ultra 12.0

A estrutura central do TMX é um triariletileno, molécula possuindo um sistema
altamente conjugado, com o etileno * (Figura 1) , que é substituido por trés anéis aromaticos
(Gao, 2012). Possui férmula molecular empirica C26H29NO, que, quando associado ao seu sal
com formula CsHgO7, possui formula C32H3s7NOg. O peso molecular do tamoxifeno base é 371,5
g/mol, e o peso molecular do citrato de tamoxifeno é 563,6 g/mol. E solGvel em solventes
organicos tais como etanol, metanol, dimetilsulfoxido (DMSO) e dimetilformamida (DMF).
Como observado, a sua solubilidade alta em solventes organicos, denota da sua baixa
solubilidade em agua, com valor aproximadamente 0,3 mg/L a 20°C e em HCI 0,02 mol/L é de
0,2 mg/ml a 37°C. Dessa forma, de acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
(SCB) o TMX pertence a classe 1, farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade nas
membranas plasmaticas (Barbieri et al., 2013; Dehghani et al., 2017; El-Leithy e Abdel-Rashid,
2017; Elnaggar, EI-Massik e Abdallah, 2009; Gamberini et al., 2007; Hu, Neoh e Kang, 2006;
Mazumdar et al., 2018; SreeHarsha et al., 2019).
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Apresenta-se na forma de pd cristalino branco e possui densidade de 0,55-0,65 g/L, com
ponto de fusdo em torno de 97°C e coeficiente de particdo (log P) de 7,1 (Mazumdar et al.,
2018; Moreira, 2015; Tetko e Bruneau, 2004).

A associacdo ao sal citrato, na sua formula, € realizada para aumentar essa solubilidade
em meio aquoso, sendo isso um fator critico para avaliar a biodisponibilidade de farmacos
administrados oralmente (Dehghani et al., 2017; Elnaggar, EI-Massik e Abdallah, 2009; Shete
et al., 2013; Shete e Patravale, 2013). E uma base fraca (pKa 8,85) e com a diminuic&o do pH,
o tamoxifeno altera a sua conformacdo, havendo aumento na constante de dissociacdo (Ka),
fornecendo um monocation na molécula do farmaco (TMXH®), no aomo de nitrogénio,
gerando carga positiva (Kevadiya et al., 2012; Marji, 2001; Silva, 2016).

A cadeia etoxi-metilamino lateral, observada na Figura 1, é uma caracteristica estrutural
essencial e necessaria para a atividade bioldgica do farmaco, como principal atividade
antiestrogénica. A substituicdo, remogéo ou alteracdo dessa cadeia anula ou reduz a atividade
antiestrogénica da molécula e o composto perde sua poténcia (Shagufta e Ahmad, 2018).

2.2.1.2 Propriedades biofarmacéuticas e farmacocinéticas

Dado que ndo existe uma formulagéo parenteral, por via intraovenosa humana, a
biodisponibilidade absoluta do citrato de tamoxifeno ndo se conhece. Os estudos em animais
monogastricos indicam efeito de primeira passagem hepatica e absorcao intestinal, com pico
médio de concentracdo plasmatica 40 ng/mL ocorrendo aproximadamente 5 horas apds
administracdo de 10 mg de um comprimido de tamoxifeno (Pereira de Santana et al., 2008).
Em outro estudo, envolvendo 6 homens saudaveis voluntarios, apds a ingestdo de dose unica
de 20 mg, houve uma biodisponibilidade, com pico no soro de 42 ng/mL e 0s metabolitos foram
de 12 ng/mL. As meias-vidas do farmaco e do metabolito foram de aproximadamente 4 e 9
dias, respectivamente, apds uma dose Unica (Shahbaz, 2017).

2.2.1.2.1 Absorcéo

O citrato de tamoxifeno é administrado por via oral, na forma de comprimido ou solucao
oral, na dose de 10 mg, duas vezes ao dia, ou 20 mg, uma vez ao dia, de acordo com a
necessidade do paciente (Dehghani et al., 2017; Gao e Singh, 1998).

Apols a administragdo oral, sdo rapidamente absorvidos pelo intestino, atingindo
concentragdes séricas maximas entre 3 a 7 horas (Binkhorst, Kloth, et al., 2015) como p6de

ser observado por (Pereira de Santana et al., 2008).
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2.2.1.2.2 Distribuicéo

Os efeitos do tamoxifeno, estdo altamente ligados a distribuicdo nos tecidos, e a
disponibilidade do farmaco e dos seus metabolitos ativos nas células alvo. No soro, mais de
98% do tamoxifeno esta ligado a albumina, por possuir uma molécula lipofilica e isto aumenta
a duragéo do efeito (Jordan, 2007; Mazumdar et al., 2018; Pereira de Santana et al., 2008). O
volume de distribui¢do do tamoxifeno é alto (50 a 60 litros/kg), sugerindo extensa distribuicdo
nos tecidos periféricos e presenca de apenas uma porcao menor do farmaco (0,1%) no soro.
Estas propriedades farmacocinéticas do tamoxifeno podem explicar por que ndo ha correlacao
entre os niveis plasmaticos e uma resposta clinica e € muitas vezes dificeis de descrevé-las em
testes in vitro, como por exemplo observado no estudo realizado por (Etienne et al., 1989; Klein
et al., 2014; Ueland, 1991).

No estudo realizado por Dickschen e colaboradores (Dickschen et al., 2012) foi possivel
observar que os niveis mais altos de distribui¢do foi nos pulmdes e figado, seguido por tecido
adiposo, rins e Utero. As concentra¢Bes do farmaco, nos tecidos, eram 8 a 70 vezes superiores
as concentracOes séricas correspondentes, demonstrando uma proporc¢éo que variade 8:1a 70:1
entre a partes de concentracdo presente no tecido e no soro, respectivamente. Além de
demonstrarem que o tamoxifeno pode, facilmente, atravessar a barreira hematoencefélica e

possuir distribuicdo prontamente no tecido cerebral normal.

2.2.1.2.3 Metabolismo

O tamoxifeno é classificado como um pro-farmaco e deve ser convertido em suas formas
ativas para obter a maxima eficacia. Ele é inicialmente metabolizado, por via hepética, através
de reacBes oxidativas, catalisada por vérias formas do citocromo p450 (CYP), e pelas estruturas
guimicas desses metabdlitos que podem ser ativos ou tdxicos, exibidas na Figura 2. O mais
abundante desses metabdlitos iniciais em humanos é o N-desmetiltamoxifeno, que é formado
por meio de uma reacdo de oxidacdo, ocorrendo a desmetilagéo, catalisada por enzimas CYPs
2D6, 3A4/5, 1Al elou 1A2. Esse metabolito ndo possui relevancia para a atividade bioldgica,
possuindo pouca afinidade pelos receptores de estrogénios. Dessa forma, N-
desmetiltamoxifeno, sofre reacdo de hidroxilacéo, catalisada pelas CYs 2D6, para produzir 4-
hidroxi-N-desmetiltamoxifeno, o chamado endoxifeno e o0 4-hidroxitamoxifeno,
respectivamente. Esses Gltimos sdo, um dos principais ativos clinicamente ativos, que é 100
vezes mais potente, como antiestrogénio, do que o préprio tamoxifeno, possuindo alta afinidade
pelos receptores de estrogénio. Além disso, foi demonstrado que o endoxifeno pode direcionar
0s receptores de estrogénio para a degradacdo, bloqueando a atividade transcricional dos
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receptores, além de inibir a proliferacdo celular induzida pelo estrogénio (Jordan, 2007;
Mazumdar et al., 2018; Pereira de Santana et al., 2008; Shagufta e Ahmad, 2018; Squirewell,
2014). Mulheres com variantes enzimaticas que ndo sao capazes de produzir endoxifeno, podem
ndo ter um resultado tdo bem sucedido com a terapia com tamoxifeno (Mazumdar et al., 2018;
Shagufta e Ahmad, 2018).

Figura 2- Ativacdo metabdlica do tamoxifeno para metabolitos fenolicos que possuem alta afinidade de ligagao
ao receptor de estrogénio humano. tanto o 4-hidroxitamoxifeno quanto o endoxifeno sdo potentes
antiestrogénicos in vitro

O o _CHy O
|

~T O
N H
HiC. = CHy HG. .

Tamoxifeno N- desmetil-tamoxifeno

&P I

| H
HiC 2 CHy & HyC . O

4- Hidroxitamoxiteno Endoxifeno

Fonte: autoria prdpria baseado de RIBEIRO, et al., 2015

2.2.1.2.4 Eliminagéo

A eliminacdo do tamoxifeno ocorre essencialmente pelas fezes, principalmente como
metabolitos. A eliminacdo ocorre de maneira bifasica, com meia- vida inicial de cercade 7 h e
meia-vida terminal de 7 a 11 dias (Gajardo et al., 2019; Shahbaz, 2017).

2.2.1.3 Propriedades farmacodinamicas do tamoxifeno

Como ja relatado anteriormente, o tamoxifeno € um agente antiestrogénico ou
estrogénico, dependendo do tecido-alvo. Possui agdo estrogénica, atuando como agonista dos
receptores do estrogénio, em tecidos como endomeétrio, figado e 0sso. Porem é fortemente
antiestrogénico no epitélio mamario, portanto, seu uso na prevencao e no tratamento do cancer
de mama é bastante adequado (Jordan, 2007; Shagufta e Ahmad, 2018).
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E derivado do trifeniletileno, que pertence a classe dos compostos do ntcleo estilbeno,
possuindo agdo mista, como agonista, agonista parcial ou antagonista, ligando-se a ambas
isoformas do receptor de estrogénio (REa/ REP) e afetando a capacidade de resposta de cada
célula na qual interage (Jordan, 2007; Marchi, De et al., 2016; Mazumdar et al., 2018).

Nas células mamérias, o f&rmaco age como antagonista, bloqueando as propriedades da
isoforma do REa, pois se ligam no dominio E do receptor de estrogénio induzindo mudanca na
conformacdo e dissociacdo das proteinas, obtendo assim, dimerizacdo e translocacdo dos
receptores para 0 nucleo das células, impedindo assim a agédo proliferativa do estrogénio no
epitélio mamario (Binkhorst, Mathijssen, et al., 2015; Garcia-Hernandez et al., 2016; Jameera
Begam, Jubie e Nanjan, 2017).

O mecanismo de acdo total desse farmaco ainda é complexo, alguns pesquisadores
sugerem que a acdo antiproliferativa € a inducdo da sintese do fator de crescimento
transformador de citocina B (TGF-B) que ¢ uma proteina que controla a proliferacdo e
diferenciacdo celular. Outros pesquisadores apontam que o TMX pode induzir a sintese de
TGF-B no compartimento estromal (mesenquimal) dos canceres de mama, sugerindo um
mecanismo de acdo paracrina e autocrina, independente da interacdo com o RE (Kufe et al.,
2003).

Ainda, devido as suas propriedades de atividade frente aos receptores de estrégeno,
varios estudos relataram que o TMX mostrou atividade anti-glioma in vitro e in vivo, inclusive
pela expressao de um subtipo desse receptor, que séo expressados nessas células, 0 RE-a6, uma
variante do receptor de estrogénio, presente predominantemente no citoplasma e nha membrana
plasmaética dessas célula e contribui para inibicdo da proliferacdo celular do glioma e indugédo
da apoptose através de multiplas vias (Qu et al., 2019; Zou et al., 2015).

Por outro lado, o tamoxifeno possui outras ativadas, como atividades antifungicas,
contra algumas leveduras patogénicas, como espécies de Candidas, bem como Cryptococcus
neoformans. O farmaco age interferindo na calmodulina, levando ao aumento do célcio dentro
das células e afetando o crescimento polarizado. Para a Cryptococcus , essa interferéncia
impede a ativacdo de uma fosfatase serina-treonina, denominada calcineurina, que é um fato de

viruléncia (Levinson, 2017).
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2.2.1.3.1 Efeitos adversos

O risco associado a administracdo frequente do TMX est& correlacionado devido ao
modo de ac¢do misto, pois possuindo acdo estrogénica no epitélio uterino, dai a controvérsia em
relacdo a sua seguranca na prevencdo do cancer, especialmente porque, ha um aumento da
incidéncia de carcinoma endometrial em mulheres tratadas cronicamente com esse farmaco
(Kufe et al., 2003; Lockhart et al., 2015; Silva, 2016).

Outros efeitos estdo atrelados ao uso e estdo associados a sua agdo, COMo nauseas,
vomitos, ondas de calor. Além de menos frequentes, porém observados, estdo inclusos efeitos
como irregularidades menstruais, sangramento e rispidez vaginal, dermatites, distdrbios da
libido e retencdo de liquidos. Envolvidos também em alguns aspectos como risco de
osteoporose em pacientes de uso, dor nas articulacGes e doencas cardiovasculares (Sa et al.,
2016).

Segundo Onitilo et al. (2012 ) o uso de tamoxifeno parece aumentar os riscos de eventos
de tromboembolismo venoso no inicio do tratamento, esse mesmo resultado foi encontrado por
Bricola, 2009, que diz que tanto no grupo de mulheres pré-menopausadas, quanto nas mulheres
menopausadas o risco aumenta conforme o tratamento utilizado.

Outros autores afirmam que o uso de tamoxifeno pode causar estresse oxidativo,
hepatoxicidade, necrose hepéatica submacica, anemia hemolitica, trombocitopenia, embolismo
pulmonar, leucopenia, ototoxicidade, catarata, retinopatia e reducdo a cognicao (Altmeyer et
al., 2016; Jameera Begam, Jubie e Nanjan, 2017; Mazumdar et al., 2018; Shagufta e Ahmad,
2018).

Billon et al. (2017) em um estudo de coorte retrospectivo analisando todos os pacientes
submetidos a reconstrucao mamaria entre janeiro de 2012 e dezembro de 2013, que fizeram uso
de terapia hormonal tamoxifeno, verificou que o uso desse farmaco pode estar associado a um
risco aumentado de complicacdes na cicatrizacdo das feridas, observando complicacdes como
necrose gordurosa, infecgdes, cicatrizagdo tardia de feridas e contratura capsular grau HI/1V.

Entre todos esses efeitos, como mencionado também, anteriormente, 0 TMX possuli
biodisponibilidade diminuida devido a sua insolubilidade em agua e com isso ocorre sua
precipitacdo como base livre no ambiente acido do estdmago, levando a um aumento da dose e
consequente, maiores feitos secundarios (Moreira, 2015). Varios estudos sugerem que 0 mesmo
efeito aumenta os riscos de ocorréncia de cancer estomacal (Chandanos et al., 2008; Huh et al.,
2012; Shagufta e Ahmad, 2018).
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2.3 EXCIPIENTES INORGANICOS NATURAIS

Excipiente é todo componente de um medicamento distinto do principio ativo e do
material de acondicionamento. O excipiente serve de veiculo do principio ativo e possibilita a
preparacdo de uma forma farmacéutica. Podem ser utilizados para aumentar a velocidade de
dissolugdo, controlar e liberar o farmaco no seu local de absorcdo e/ou alvo bioldgico, ter
propriedades organolépticas, ajudar na conservacdo do farmaco, entre outras propriedades
(Borrego-Sanchez, Carazo, et al., 2018; Carazo et al., 2017; Mangoni, 2014).

Hoje em dia, muitos excipientes sdo utilizados com essas propriedades e 0s
argilominerais, tem atraido bastante atencdo para a area farmacéutica, por diversas propriedades

que podem incluir em melhorias nas terapias dos farmacos.

2.3.1 Argilas

O termo “argila” ou “material argiloso” ¢ utilizado em varios aspectos e de acordo com
a area na qual o conhecimento precisa ser fundamentado. Por exemplo: para 0s ceramistas,
refere-se a um material, que ocorre de maneira natural e € composto, principalmente, de matéria,
com particulas finas, com didmetro inferior a 2um, que quando em contanto com agua tornam-
se plésticas, ou seja, possuem capacidade de serem moldadas e endurecem quando secam
(Bergaya e Lagaly, 2006; Guggenheim et al., 1995). Ja para os mineralogistas, as argilas podem
ser descritas como a mistura de minerais, ou seja, formado por um ou mais “argilominerais”
que diferem entre si pelas fracGes existentes desses minerais e o tamanho das particulas
(Oliveira, Alcantara e Pergher, 2017; Pereira, 2008).

A definicao de “argila” foi formalizada pela primeira vez em 1546 e foi revisado varias
vezes desde entdo. Segundo os Comités de Nomenclatura Conjunta (JNC), da Associacdo
Internacional para os Estudos de Argilas (AIPEA) e a Sociedade de Minerais de Argila (Clay
Mineral Society, CMS), definem argila como “Um material de ocorréncia natural, composto
principalmente de granulacdo fina de minerais, que geralmente sdo plésticos em contetdo de
agua e endurece quando seco ou queimado”(Guggenheim, Formoso e Bish, 1995).

As argilas podem ser formadas por minerais suplementares provenientes do processo de
transformacéo e desgaste das rochas, ou seja, intemperismo, ocorrendo modificacdes de carater
fisico (degradacdo) e quimico (decomposicdo) que as rochas podem sofrer, da acédo
hidrotérmica, ou ainda, podem se depositarem como sedimentos fluviais, marinhos, lacustres
ou edlicos e podem variar de composi¢do de acordo com o local que sdo formadas (Ferreira,
2015; Oliveira e Oliveira, 2012; Pereira, 2008).
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2.3.2 Argilominerais

Os chamados argilominerais, sdo minerais constituidos por silicatos hidratados de
aluminio (Al), ferro (Fe) ou magnésio (Mg), podendo conter elementos alcalinos como, sodio,
potassio e alcalinos terrosos, como calcio e magnésio. Entre si, esses &tomos quando ligados
firmemente, podem formar estruturas, e assim formar camadas em formato de folha. O todo,
que ¢ o material “argila”, contendo um ou mais argilominerais, podem também conter outros
materiais e minerais, como matéria organica, sais sollveis, particulas de quartzo, pirita, mica,
calcita, dolomita e outros minerais residuais (Sales, 2013; Viseras et al., 2007).

Os argilominerais, sdo silicatos, de estrutura lamelar ou fibrosa. Sua classificagéo esta
relacionada com a estrutura na qual os &tomos de silicio s&o circundados por &tomos de oxigénio
em um arranjo tetraédrico (SiOs*) de dimensGes quase constantes, e que depende das

proporcdes existentes entre esses atomos, como é possivel verificar na Figura 3.

Figura 3- Esquematizacéo das estruturas que classificam os silicatos de acordo com o arranjo dos grupamentos
tetraédricos SiO4

Sio * Si,0,% Si,0¢*
o}
OAO ' ' ' '
Nesossilicato Sorossilicato Inossilicato cadeia simples
Ciclossilicato Inossilicato cadeia dupla -
Filossilicato

Fonte: autoria prépria adaptado de (Rodrigues, 2009)

Dessa forma, a estrutura dos silicatos pode estar espacialmente arranjada em tetraedros
independentes, em arranjos de grupamento tetraedros mdltiplos, independentes, cadeias
simples, cadeias duplas ou em faixas, folhas ou armagdes tridimensionais (Fonseca e Airoldi,
2003).
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Dentro dessa classificacdo e devido as estruturas peculiares, os filossilicatos, s&o bem
estudados e avaliados, possuindo na sua estrutura o empilhamento de folhas ou camadas, que

podem ser chamadas lamelas (Flavia e Farias, 2016; Moscofian, 2009).

2.3.2.1 Filossilicatos

Phyllon do grego, significa folha, ou seja, silicatos em folha, que constituem folhas
continuas de tetraedros (SiOs)* combinada a folhas continuas octaédricas (Figura 4). Como
relatado, as folhas tetraédricas consistem em um cétion coordenado tetraedricamente, como
Si**, APP* ou Fe** unidas ao oxigénio. E pela camada octaédrica de hidroxilas metalicos que
possuem valéncias livres, e apontam em sentido oposto, a camada tetraédrica, comumente
formada por ions AI**, Mg?*, Fe** ou Fe?*, sdo circundados por seis atomos de oxigénio ou

hidroxilas, como ilustrado na Figura 4 (Flavia e Farias, 2016; Fonseca e Airoldi, 2003).

Figura 4- Unidades estruturais dos filossilicatos a) Unidades tetraédricas e respectivos &tomos e b) Unidades
octaédricas e respectivos 4tomos

Q Silicio ou Aluminio (Si*")

e Oxigénio

Unidades tetraédricas

e Hidroxila ou oxigénio
Aluminio ou magnésio (AI**) ou (Mg?")

Unidades octaédricas

Fonte: Autoria prépria adaptado de (Alves, 2009; Flavia e Farias, 2016; Fonseca e Airoldi, 2003).

A unido dessas camadas tetraédricas e octaédricas estdo associadas aos oxigénios apicais
de cada uma delas, formando assim estruturas em camadas que podem ser estruturas diférmicas,
podendo formar bicamada do tipo 1:1 e estruturas triformicas, podendo formar camadas do tipo

2:1, como esquematizado na Figura 5. As ligagOes envolvidas por essas regides apicais sao
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ligacGes do tipo covalentes, ou seja, ligacdes fortes (Fonseca e Airoldi, 2003; Pereira, 2014; Xu
etal., 2017).

Figura 5- Modelos das estruturas em camadas a) diférmicas do tipo 1:1, camadas tetraédricas/ octaédricas e b)

triférmicas do tipo 2:1, camadas tetraédricas/ octaédricas/ tetraédricas.

Camada 1:1

Tetraédrica

' } ‘ Octaédrica

Camada 2:1

a)

b)

Tetraédrica

‘ Octaédrica

Tetraédrica

Fonte: Autoria propria adaptado de (Pereira, 2014).

A combinacdo dessas estruturas em complexos cristalinos, empilhadas entre si podera
ser organizada, formando as camadas em formato de folha, as lamelas, irdo possuir espacos
entre uma lamela e outra, que estdo unidas por atomos fracamente ligados em direcdo
perpendicular. A regido de interacdo entre as lamelas é conhecida como regido interlamelar,

como ilustrado na Figura 6 (Oliveira, 2011).

Figura 6-Estrutura esquematica de um solido lamelar

(d) distancia
interplanar

Fonte: Autoria propria adaptado de (Alves, 2004)
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Nesse empilhamento e organizagdo, os &tomos presentes nas folhas de tetraedros e
octaedros, sofrem substituicGes isomorficas de ions de carga distinta e faz com que as camadas
1:1 e 2:1 ndo estejam eletricamente neutras. Dessa forma, o excesso de carga é neutralizado por
varios tipos de espécies cationicas que ficam localizadas nas regides interlamelares, sejam eles
cations hidratados, cations individuais ou grupamentos de hidréxidos (Fonseca e Airoldi, 2003;
Xu et al., 2017). Também, é importante considerar, que ha uma ordenacdo das estruturas
octaédricas, ou seja, a menor unidade estrutural contém trés octaedros, se todos estiverem
coordenados, o classifica como trioctaédrica, porém se apenas dois estiverem coordenados e 0
terceiro estiver sem coordenacao, é classificado como dioctaédrica (Fonseca e Airoldi, 2003).

Isto posto, os filossilicatos séo classificados convenientemente com base no tipo de
lamela, se possui forma de bicamada 1:1 ou triférmicas 2:1, do tipo de coordenacdo e da carga
dessas lamelas, todas estdo descritas na Tabela 1 (Fonseca e Airoldi, 2003; Pereira, 2014; Xu
etal., 2017).

Tabela 1-Classificagdo dos filossilicatos planares

Tipo de Camada Grupo Coordenagéo Espécie
(z= carga por formula octaédrica
unitaria*)
1:1 Serpentina-Caolin (z=0)  Tri Crisotila, Lizardita, Antigorita
Di Caolinita, nocrita, halloisita
Talco- pirofilita (z=0) Tri Talco
Di Pirofilita
Esmectita (z=0,2/0,6) Tri Saponita, Hectorita, Stevencita
Di Montmorillonita, beidelita,
nontronita
Vermiculita (z=0,6/0,9)  Di
2:1 Tri
Illita (z=0,6/0,9) Tri
Di Ilita, Fe-illita, glauconita, NHa-
illita
Mica (z=1) Tri Biotita, flogopita, wonesita,
Di Muscovita, paragonita, phengita,
celadonita
Mica fragil (z =2) Di Margarita
Clorita (z variavel) Tri, tri Chamosita, nimita
Di, di Donbasita
Di, tri Cookeita, sudoita
2:1 Sepiolita-palygorskita (z Sepiolita, loughlinita,
Estruturas variavel) palygorskita
moduladas

*z se refere a carga para formula unitaria O19(OH);
Fonte: (Bergaya e Lagaly, 2006; Parolo, 2010)
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H& uma grande variedade da classe dos filossilicatos, e suas estruturas tém sido bastante
estudadas para diversas finalidades e funcbes, projetando assim um campo diverso de
aplicacdes. Tém sido objeto de estudos em areas como geologia, ciéncia dos materiais, ciéncias
farmacéuticas, cosmetologia, medicina, ciéncias dos alimentos e biotecnologia. Em particular,
esmectitas, como saponita e montmorillonita, palygorsquita, sepiolita, caulinita, talco e mica,
tém sido utilizada atualmente nas industrias farmacéuticas e cosméticas, inclusive sdo descritas
nos compéndios oficiais, como a farmacopeia Europeia (EP), farmacopeia Americana (USP) e
farmacopeia Briténica (BP), na qual possuem denominacdes especificas, observado na Tabela
2. A existéncia desses registros é adequado ndo s6 pelo seu uso extensivo na industria, mas

também pela sua conformidade com certos padrfes que Sdo necessarios para 0 uso humano.

Tabela 2- Nomes das argilas descritas nos compéndios oficiais que podem ser utilizadas para produtos
farmacéuticos e cosméticas

Estrutura Argila Argilomineral Nome na Farmacopeia Farmacopeia
1:1 Caolinita Caulim Europeia (EP 9th)
Caulin Americana (USP 40)
Talco Talco Europeia (EP 9th)
Americana (USP 40)
Bentonita Europeia (EP 9th)
_ . Montmorillonita Bentonita Purificada Americana (USP 40)
2:1 Esmectitas
Silicato de Aluminio Europeia (EP 9th)
Saponita Magnésio
Silicato de Aluminio Americana (USP 40)
Magnésio
Hectorita
Atapulgita Britanica (BP 2017)
2:1 Argilas Palygorsquita Atapulgita coloidal ou Americana (USP 40)
Estruturas fibrosas ativada
moduladas Sepiolita Tricilicato de Magnésio Europeia (EP 9th)
Americana (USP 40)

(EP)- Farmacopeia Europeia; (USP)- Farmacopeia Americana; (BP)- Farmacopeia Britanica.
Fonte: Atualizacdo baseado em LOPEZ-GALINDO; VISERAS; CEREZO, 2007.

As utilizagBes como excipientes envolvem as suas propriedades fisicas e fisico-quimicas
que estdo atreladas a sua estrutura espacial (Carretero e Pozo, 2010; Viseras et al., 2010).
Possuindo alta capacidade de troca ibnica, grande area superficial, ndo abrasividade, maciez e
tamanho pequeno de suas particulas, tém envolvido esses sdlidos no estudo para carrear
substancias (Moraes et al., 2017; Viseras et al., 2010).

Um dos filossilicatos mais estudados segundo Anderson et al. (2010), envolve o grupo

das esmectitas que incorpora a montmorillonita (MMT), hectorita e a beidelite, porém, a
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montmorilonita tem sido destacada devido a sua estrutura quimica e composicao, que déo, a
essa classe, propriedades inerentes para a area farmacéutica (Modabberi et al., 2015). E mais
amplamente utilizada na industria cosmética e tem sido utilizada como agente de suspenséo e
emulsdo, agente que impede a coalescéncia, permitindo modificar o comportamento reoldgico
das formulagdes, adsorventes, anti-aglomerantes, agentes de revestimento, estabilizadores,

agentes terapéuticos, etc (Lopez-Galindo, Viseras e Cerezo, 2007).

2.3.2.1.1 Montmorillonita

Conforme listado na Tabela 3, a MMT pode fazer parte em formulagbes como
excipientes ou como préprio ativo diferindo para uma ampla variedade de usos. A pesquisa
envolveu a selecdo de autores que estudaram a eficacia da formulacgéo apos a insercao da argila
e produtos ja existentes e patenteados no mercado em um suporte de design, que demonstrasse

exceléncia em resposta nos parametros de utilizacdo dessa argila.

Tabela 3- Revisao das aplicabilidades como excipientes da argila montmorillonita para formacéo de produtos
com amplas funcionalidades

Design de aplicabilidade Utilizacéo e fins Referénci
a
Suspensdo farmacéutica estavel com Produto patenteado com finalidades industriais ~ Zentner
viscosidade desejavel formada a partir (1972)
de um complexo de silicato de aluminio
Particionamento de particulas de Com uma maior concentragdo de argila na Yan;
argila utilizada em emulsdes de O/A agua resultou na maior formacéao de goticulas  Masliyah
com menores tamanhos, maior estabilidade da (1995)
formulagéo
Utilizagdo do produto locdo de A utilizagdo do produto dermatolégico  (Jretal.,
bentonita Quaternium-18 para mostrou-se eficaz na diminui¢do de dermatite 1995)
prevencao por dermatite de contato de contato alérgica quando utilizada em 211  (Fowler,
individuos com histérico da doenca 2001)
Uso da argila esmectitas para Devido asuacapacidade de absor¢do/adsor¢do (Carretero
tratamento da pele depois de e alta capacidade de troca catibnica, ; Pozo,
intumescido em agua salina e uso por propriedades plasticas podem ser utilizadas 2010)
peloterapia para diversas afeccGes dermatoldgicas
Produto formado por esmectitas Eficacia no tratamento de diarreia infecciosa,  (LOpez-
bentonitas patenteado com nome por reducdo da duragdo e frequéncia das fezes  Galindo,
Smecta® 2004)




44

liguidas por mecanismos que incluem a

absorcdo de agua e eletrolitos no intestino

Utilizacdo da bentonita sédica (BS) Ideal incremento de dissolucdo foram (Lira;
como promotor de dissolucdo em apresentados na dissolu¢cdo do comprimido Dornelas;
comprimidos de  Clorpropamida preparado mesmo quando comparado ao  Cabral,
preparados por granulacdo via imida  medicamento de marca utilizado. 2008)
Montmorillonita e suas propriedades Os comprimidos apresentaram-se uniformes e (W.
em comprimidos de griseofulvina consistentes e houve melhor dissolugdo na  Mcginity;
formulagdo contendo a argila comparados a R. Harris,
formulagbes comerciais 2008)
Dispersfes de argila para suspensGes A argila proporcionou maior floculacdo e um  (Pongjany
de acetaminofeno menor valor de redispersibilidade das akuL;
suspensdes com o farmaco em comparacdo Puttipipat
com as dispersdes de polimeros puros kha
(alginato, carboximetilcelulose e Chorn,
metilcelulose) 2009)
Utilizacdo de esmectitas dioctaédrica Reduziu a diarreia de criangas indianas e (Chang et
para tratamento de diarreia, produto impediu o curso prolongado da afecgdo, al., 2007)
por ingestdo da argila particularmente para sintomas relacionados a
dor
Producdo de lo¢do solar a base de Foram capazes de absorver onivel maisaltode (Movahed
minerais de argila para protecdo da Iluz UV comparado com a logdo solar i, 2014)
pele dos riscos da radiagdo comercial disponivel no mercado
eletromagnética
Utilizacdo de bentonita sodica na Para os comprimidos contendo diclofenaco e  (Alkrad et
formulagdo de comprimidos por paracetamol em tampdo pH 6,8 e pH 4,5 al., 2017)

compressdo direta de paracetamol,

diclofenaco e metformina

exibiram  liberacdo prolongada. E a
metformina exibiu liberacdo imediata nos

diferentes pH.

Fonte: autoria propria

A MMT, cujo nome é derivado do francés Montmorillon, lugar da Franca onde foi

encontrado a argila, em 1847 (Viseras et al., 2007). Como observado na Tabela 1, MMT é um

silicato, pertencente a subclasse dos filossilicatos 2:1, os quais estéo distribuidos na forma de

folhas. Cada folha consiste na juncdo de duas placas, na forma de “sanduiche”, unidas entre si

por cations interlamelares. A unido desse empilhamento é regida por forgcas polares

relativamente fracas e por forcas de Van der Walls. A espessura é de aproximadamente 1 nm,
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enquanto que suas dimensoes laterais podem variar de 0,2-2 um (Jayrajsinh et al., 2017; Moraes
etal., 2017; Silva, 2017; Teixeira, 2011).

Atrelados a estrutura de um silicato e espacialmente sendo um filossilicato, a
montmorillonita possui formula geral da célula unitaria (M*y. nH20)(AP2,Mg?*y) Si**s
O10(OH)2, onde y é a carga resultante das camadas dos sitios octaédricos e M* é o cation
monovalente da interlamela. Sua composicao tedrica é 66,7% de SiO2, 28,3% de Al>O3 e 5%
de H2O. A agua esta presente na regido interlamelar e concerne a essa argila a capacidade de
inchamento quando expostas, uma vez possuindo boa capacidade de deslamelacdo, as
superficies sdo separadas umas das outras. Esse inchamento interlamelar é controlado pelo
cation predominante que na grande maioria pode ser Na* e/ou Ca* e pela quantidade de agua.
Ha algumas diferencas da presenca desses cations, por exemplo, se a montmorillonita sddica,
h& uma menor forca de atracdo, o que permite que haja uma maior quantidade de agua que
penetra entre as camadas e seja entdo adsorvida. Porém para a calcica ha uma maior forca de
atracdo, o que impede que uma quantidade de &gua seja adsorvida, tendo a dificuldade de
inchamento (Silva e Ferreira, 2008; Silva, 2017; Vinati, Mahanty e Behera, 2015; Xia et al.,
2010).

A Montmorillonita é a fase principal da bentonitas, que contém pelo menos 50% de
esmectitas, e sua estrutura é representada na Figura 7. Na literatura farmacéutica “bentonita”,
é utilizada para se referir a um silicato de aluminio natural, coloidal e hidratado, porém nao se
considera a sua origem, tendo uma estrutura cristalina basica de esmectitas, permitindo varias
substituicdes dentro da rede em termos de posi¢do e composi¢cdo do elemento, é portanto uma
mistura de minerais e nenhuma férmula “molecular” pode ser dada (L6pez-Galindo, Viseras e
Cerezo, 2007; Modabberi et al., 2015).

A descompensacdo eletrénica, pela presenca de diferentes atomos na rede cristalina da
MMT, faz com que uma carga permanente seja resultante, por conta da substituicdo isomorfica
dos céations de maior valéncia pelos cations de menor valéncia na estrutura do mineral argiloso,
uma propriedade relevante para esses sélidos. Ha uma substituicdo dos cations AI** por Si** nas
folhas tetraédricas devido a diferenca dos comprimentos de ligacdo do Si-O e do Al-O cujos
valores sdo 0,162 e 0,177 nm, respectivamente, resultando em carga negativa. Ja nas folhas
octaédricas ha uma substituicdo dos cations Mg?* por AI**. Esse desequilibrio de carga, é por
volta de 0,2-0,66 unidades por férmula. E essa variabilidade de carga nas superficies é
contrabalanceada pela prevaléncia de carga nos planos basais das particulas, na regido

interlamelar (Figura 7) que no caso é positiva. Essa carga é atrelada aqueles cations, discutidos
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anteriormente, Na* e Ca* e sdo acessiveis a moléculas de dgua (Carazo et al., 2018; Oliveira e
Oliveira, 2012; Pereira, 2014; Silva, 2011; Wu et al., 2017).

Figura 7- Estrutura da Montmorillonita

@ Si(A)
O Al (Mg, Fe,..)

® O(OH,F)

. hydrated
cations

Fonte: Discovery Studio Visualizer 3.5, adaptado de (Wicklein, 2011)

Como resultado do inchamento em meio aquoso, esse material exibe um comportamento
reoldgico conhecido como tixotropico, o que €é desejavel para algumas formulagdes
farmacéuticas que irdo possuir reducdo da viscosidade quando sofrerem agitacdo (Abu-Jdayil,
2011; Souza et al., 2017).

Esses materiais, sdo coletados dos nichos especificos, encontrados no solo, e podem vir
com uma composicao quimica variavel. A grande maioria de produtos que possuem finalidade
industrial para producdo de medicamentos, precisam preencher os requisitos farmacéuticos.
Dessa forma devem possuir na sua composi¢cdo, substancias ou tracos permissiveis. Por
exemplo, tracos de chumbo (Pb) e Arsénio (As), possuem limites aceitaveis e devem ser
considerados, além de outros elementos presentes nessa composicdo e descritos no Guia de
Qualidade de Produtos Naturais da Saude e no guia ICH Q3D para elementos impuros (ICH-
3D-quality, 2014; Lopez-Galindo, Viseras e Cerezo, 2007; Modabberi et al., 2015; NHPD,
2015).

Em uma grande maioria, quando sdo utilizadas para serem adotadas para uso
farmacéuticos sdo submetidos a tratamentos que garantem a maxima pureza, controle
microbiologico e facilidade de uso, sendo submetidos por processos de dessecacao,

pulverizagdo, peneiramento e separacdo por via Umida da fracdo de outros componentes e
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esterilizacdo por calor ou exposicdo a radiagdo gama (Favero et al., 2016; Ldopez-Galindo,
Viseras e Cerezo, 2007).

Vérias argilas com quantidades de montmorillonita maiores, tém sido utilizadas para
uso farmacéutico como “Mineral soap”, “Clay soap”, “taylorite”, “wilkinite”, “Albagel”,
“Mineral colloid” e “Veegum HS” (Iborra et al., 2006; Lopez-Galindo, Viseras e Cerezo, 2007,
WHO, 2005). A empresa Vanderbilt Ltd. comercializa a bentonita purificada (fracdo coloidal
processada para remover 0s compostos de grdo de minério que ndo sdo dilataveis, com maior
fracdo de montmorillonita presente), chamando assim argila de grau farmacéutico, sob nome
comercial de Veegum® HS (VHS). Séo obtidas através de reservas minerais do sudoeste dos
EUA como base de uniformidade mineralégica no processo de desenvolvimento do produto
(Vanderbilt Minerals, 2014).

Segundo Aguzzi, et al. (2005), essa argila é bastante homogénea na proporcéo de
montmorillonita (85%), porém quantidades de opala (15%) e tracos de calcita foi identificado
na amostra analisada. Também foi verificado no estudo uma natural predominéancia do cétion
interlamelar Na*. Na sua composicao tipica, foi possivel verificar, com os resultados de uma
microanalise, tendo como férmula geral da célula unitaria (SizgzAlo,07) O10 (Al1,42Mgo.41Feo 18)
(OH)2 (Ko,04Nao27Caos). Esses dados sdo compativeis com a monografia de “Bentonita
purificada” presente no compéndio oficial USP e valida para uso industrial (USP, 2017).

Outra propriedade muito importante desses argilominerais é a capacidade de troca
catidnica (CTC), pois esta indica a disponibilidade de sitios trocaveis necessaria a insercao de
cations, moléculas organicas ou inorganicas, o que pode influenciar suas propriedades fisico-
quimicas e definir suas aplicacdes tecnoldgicas. A CTC geralmente é expressa em meq/100 g
de argila calcinada e pode ser determinada por diferentes métodos. Em uma analise das
capacidades de troca catidnica foi confirmado para o Veegum® HS uma CTC de 80,64 meg/100
g de capacidade (Aguzzi et al., 2005; Galimberti, 2011; Zhu et al., 2016).

Essas propriedades atreladas as suas composi¢fes quimicas permitem a MMT
interagirem com diversas espécies quimicas e podem ser realizadas de duas maneiras: por
intercalacdo, em que a espécie quimica interage reversivelmente por forgas intermoleculares do
tipo ligacdo de hidrogénio, forcas de Van Der Walls ou interacdes eletrostaticas, havendo
fisissorcdo. A segunda maneira € por modificacdo quimica, em que se processa pela insergdo
de espécies na superficie da lamela atraves de ligacOes fortes predominantemente covalentes,
havendo quimiossorcao (Pereira, 2014; Thommes et al., 2015; Zhu et al., 2016).

Essas interacbes se d&o por processos envolventes de captagdo/imobilizacdo de

componentes chamados adsorventes sobre as superficies dos solidos, chamados de adsorbatos,
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terminologia utilizada no “Handbook of clay Science”. A formagdo de uma camada adsorvida
nessas superficies ndo € um processo instantaneo, mas é geralmente governada pela velocidade
de difusdo da substancia através da solucdo em direcdo a interface do adsorbato (Chorover,
2008; Schoonheydt e Johnston, 2006).

2.3.3 Processos de adsor¢ao

De acordo com Thommes et al., 2015 a adsorcdo é definida como o enriquecimento de
moléculas, &tomos ou ions nas proximidades de uma interface. O material no estado adsorvido
é conhecido como o adsorbato, enquanto o material que possui a interface é conhecido como
adsorvente.

Podem ser formadas curvas Uteis de entendimento do processo, de como o adsorbato
estd realmente interagindo com o adsorvente. Dessa maneira modelos podem descrever as
isotermas de adsorgdo. Curvas que descrevem os fendmenos que regem a retencdo, por
exemplo, de mobilidade de uma substancia para fase sélida, a uma temperatura constante.
Podem ser divididos em modelo de Langmuir e modelo de Freundlich, sendo esses 0s mais
frequentemente utilizados, segundo Monteiro (2009).
2.3.3.1 Isoterma de Langmuir

O modelo de Langmuir é um dos mais utilizados para representacdo de processo de
adsorcdo. E um modelo de isoterma de dois parametros e propde que o sistema é ideal, onde
todos os sitios de adsorcdo sdo equivalentes e a superficie € homogénea, ou seja, a adsorcédo
ocorre até a formacdo de uma monocamada, cada sitio pode acomodar apenas uma molécula
(Langmuir, 1918). Essa molécula adsorvida possui a mesma energia em todos os sitios e
independe da presenca de outras moléculas adsorvidas nos sitios vizinhos (Cintra, 2016;
Gomes, 2014; Nascimento et al., 2014).

A equacdo (1) de isoterma de Langmuir pode ser expressa como:

Ce_ 1 ., G O

_€ _ C
Qe Qméx ¢ Kl Qméx

Em que:

Qe: quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg.g™);
Qmax: capacidade méaxima de adsor¢éo (mg.g™);

Ki: constante de interacdo adsorvato-adsorvente (L. mg™);

Ce: concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg.L™).
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O modo explicivel para a ocorréncia desse equilibrio diz respeito a igualdade da
velocidade que ocorre entre o processo de adsorcdo e dessor¢do na superficie do adsorvente, ou
seja, as suas velocidades (taxas) que se igualam.

Ao ser determinado ge, a linearidade existente em um gréafico de Ce/Qe em funcéo de Ce
determina se os dados obedecem a isoterma de Langmuir, ou seja, possui as caracteristicas
descritas anteriormente, definido pelo coeficiente de determinagéo (r"), atrelado a porcentagem
da variavel dependente que explica a variavel independente. Quanto mais proximo da unidade,
melhor é a qualidade do modelo. A partir desse coeficiente obtém-se inclinacdo em 1/(Ki.Qmax)
e interceptacdo em 1/Qmax, tendo conhecimento desses valores, K; e Qmax Sdo descobertos
(Gomes, 2011; Monteiro, 2009).

2.3.3.2 Isoterma de Freundlich

O modelo de Freundlich, também avalia dois pardmetros, Equacéo (2), e diferentemente
do de Langmuir, segundo Adelodun et al. (2016), admite uma distribuicdo logaritmica dos sitios
ativos sem uniformidade, descrevendo superficies heterogéneas e de adsorcdo reversivel em
multicamada. Nascimento (2014) considera o solido heterogéneo, ao passo que aplica uma
distribuicdo exponencial para caracterizar os Varios tipos de sitios de adsorcdo, os quais
possuem diferentes energias adsortivas, €, portanto, admitindo uma equacao (Adelodun et al.,
2016; Cintra, 2016; Freundlich, 1906; Gomes, 2011):

1
logQ. = logK; + ;.logCe )

Em que:

Q.: quantidade de soluto adsorvido (mg.g™)

Ce: concentracao de equilibrio em solugdo (mg.L™?)

1/n: constante relacionada a heterogeneidade da superficie

Ks: constante de capacidade de adsorcdo de Freundlich (L.mg™)

Para obtencdo das componentes, a linearidade do gréfico InQe. em funcdo de InCe dird

se os dados se adequam a isoterma de Freundlich. A determinagdo dos parametros Ks e 1/n a
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partir da regressdo linear, fornecerd uma inclinagdo em 1/n e um intercepto em logK;s
(Nascimento et al., 2014; Santos, 2017).

2.3.3.3 Isoterma de Temkin

O modelo isotérmico de Temkin leva em consideracao os efeitos das interacdes indiretas
adsorvente/adsorvente no processo de adsor¢do. Também assume que o calor de adsor¢do de
todas as moléculas na camada diminui linearmente como resultado do aumento da cobertura
superficial, ou seja, com a diminui¢do do numero de sitios de adsorcdo. Relata que a isoterma
de Temkin é valida apenas para uma faixa intermediéria de concentracdo, dessa forma o modelo
isotérmico linear de Temkin é dado pela seguinte equacéo (3) (Temkin, 1979; Allen et al., 2003;
A.O, 2012; Ayawei; Ebelegi; Wankasi, 2017).

RT RT

= — 3)
Q. bt Inar + ( 5 )n C,

Onde ar é a constante de ligacdo isotérmico de Temkin no equilibrio (L/g), b: é a constante da
isoterma de Temkin, R € a constante universal dos gases (8,314 J/mol/K), T é a temperatura em
kelvin (298K).

2.3.3.4 Andlise de regressao aplicada a adsorcao

O processo no qual se encontra a relacdo entre duas variaveis, onde uma é dependente
e a outra € independente é chamado de regressdo. Segundo Cintra (2016) os modelos de
regressdo podem ser classificados em lineares e ndo lineares, e os modelos ndo lineares séo
linearizados para que haja um ajuste do polinémio de primeiro grau (reta), com o objetivo de
facilitar o processo de estimativa dos parametros.

E chamado de modelo néo linear se pelo menos uma das derivadas parciais da funcéo
ndo linear em relacdo aos parametros depende de pelo menos um dos parametros do modelo.
Aproxima-los para os modelos normais lineares, mesmo que sejam alcangados ajustes
satisfatorios, prejudicaria bastante a obtencéo de estimativas mais realistas dos parametros de
interesse (Mattos, 2013).

Embora a regressdo linear ainda seja muito comumente utilizada para determinar a
isoterma de adsor¢cdo de melhor ajuste, quantificando a distribuicdo dos adsorbatos, e
analisando matematicamente os sistemas de adsorcdo, verificando a consisténcia e 0s

pressupostos tedricos de um modelo isotérmico. De Oliveira et al. (2014), verifica que a
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utilizacdo desses modelos podem causar dificuldades estatisticas, pois em alguns casos se pode
perder a independéncia entre as variaveis, resultantes da transformacdo de acordo com os
valores das abcissas e ordenadas (Mouta, 2008; Nascimento et al., 2014).

Como alternativa, otimizacdes ndo lineares podem ser usadas para estimar 0S
parametros envolvendo a etapa de minimizar a distribui¢do de erro entre os dados experimentais
e a isoterma prevista. Nanta et al. (2018) estudou processo de adsorcdo de aguas residuais
contendo polissacarideos, e obteve baixos valores de coeficiente de determinagéo r? para o
método linearizado e melhor ajuste para a regressao nao linear, estimando que, esse método de
calculos dos pardmetros, seria mais apropriado para tal determinacéo.

Dessa forma, as EquacOes 1 ,2 e 3 aplicadas aos modelos de Langmuir, Freundlich e
Temkin, respectivamente, podem ser descritas na forma néao linearizadas, Equacbes 4, 5 e 6

expressas como:

Q _ Qméx-Kl-Ce 4
°” 14+K.C,
Qe — Kf Cl/n (5)
-Le
RT
Q, = — InaT.C, Q)
by

Outros autores, como Nebaghe et al. (2016) estudaram os processos de adsorcdo e
verificaram que os parametros de acordo com os valores de erro indicaram que o método nédo
linear € a melhor maneira de obter os parametros isotérmicos que descrevem a adsorcao de Cu
(I1) em areia de Martil tratada. J& Vilardi, et al. (2018), adotou como parametro os valores
baseados no valor médio de erro percentual minimo e maximo e os valores do coeficiente r?
proposto, verificando que a adequabilidade utilizando isotermas de dois parametros como
Langmuir e Freundlich ndo foram suficientes para representar o0 comportamento de saturacdo
do material adsorvente, porém modelos de isotermas utilizando trés parametros como o0 modelo
de Koble-Corrigan resultou na Gnica isoterma capaz de representar o valor assintotico de ambos

0s conjuntos de dados experimentais atrelados a regressao nao linear.
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2.3.4 Estudos cinéticos

A cinética de adsorcdo descreve a velocidade com a qual as moléculas do adsorbato séo
adsorvidas pelo adsorvente, verificando as concentracdes das espécies envolvidas bem como o
tempo de equilibrio do processo de acordo com o tempo estudado (Gomes, 2011; Sarmento,
2017). Envolve a transferéncia de massa de um ou mais componentes contidos em uma massa
liquida externa para o interior da particula do adsorbato (Nascimento et al., 2014). Do mesmo
modo da isoterma, todo o mecanismo envolvido depende das caracteristicas fisico-quimica do
adsorvato, do adsorvente e do sistema envolvido no processo experimental (pH, temperatura,
tempo de agitacdo, concentragéo inicial do adsorbato, dose do adsorvente, forca idnica, tamanho
das particulas e distribuicdo dos poros) (Abdul Manap et al., 2018; Galvéo et al., 2016;
Nascimento et al., 2014; Silva, 2017).

Diversos modelos cinéticos lineares sdo utilizados para examinar 0 mecanismo
controlador do processo de adsorcao para explicar a cinética de reacdo e analisar a transferéncia
do processo de adsorgdo. Os modelos mais utilizados de acordo com Nascimento, et al. (2014)
sdo os de pseudo-primeira ordem, o de pseudo-segunda ordem e Elovich. O ajuste da correlagédo
dos dados cinéticos ird demonstrar qual modelo se adequa ao mecanismo envolvido
(Nascimento et al., 2014; Syafiuddin et al., 2018).

2.3.4.1 Modelo cinético de pseudo-primeira ordem

Em 1898, Lagergren (Lagergren and Svenska, 1898) propds um modelo para descrever
a taxa de adsorcao em sistemas com fase liquida-solida (Syafiuddin et al., 2018). O modelo
assume que a taxa de variacdo de captacdo do adsorvente com o tempo € diretamente
proporcional a diferenca entre a quantidade adsorvida no equilibrio e a quantidade adsorvida
no tempo t (Silva, 2017).

A reacdo de pseudo-primeira ordem é apresentada como na equagéo 7:

ln(Qexp — Q) = lrlQe’cal h Klt (7)

Em que:

Ka1: é a constante de velocidade da pseudo-primeira ordem (min™)
Qe: € a quantidade de soluto adsorvido no equilibrio (mg/g)

Qt: é a quantidade adsorvida no tempo t (mg/g)

t: € o tempo (min)
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Para calcular o valor da constante de velocidade desse modelo (K1) uma curva linear
entre In(Qe-Qx) versus t € determinada. Esse valor depende da concentracao inicial do adsorvato
que varia de um sistema para outro, sendo que em geral diminui com 0 aumento da concentracédo
inicial do adsorvato.

Alguns autores descrevem que a equacdo de ordem de Lagergren (Lagergren and
Svenska, 1898) ndo se ajusta bem para toda a faixa de tempo e geralmente é aplicavel apenas

para os 20-30 minutos iniciais do processo de adsorcao (Galvao et al., 2016; Silva, 2017).

2.3.4.2 Modelo cinético de pseudo-segunda ordem

Esse modelo baseia-se na capacidade de adsorcéo do adsorvente e sugere que 0 nUmero
de sitios na superficie do adsorvente seja diretamente proporcional a taxa de adsorcdo das
espécies idnicas envolvidas (Ho e McKay, 1999). Ao contrario do modelo de pseudo-primeira
ordem, esse modelo prediz 0 comportamento cinético sobre toda a faixa de tempo (Galvéo et
al., 2016; Silva, 2017; Syafiuddin et al., 2018). Pode ser calculada de acordo com a Equagéo 8:

t 1 1

— = + t 8
Qt Kz Qe'ial Qecal ( )

Em que:
Qe: é a quantidade de adsorvato retido no sélido no equilibrio (mg.g™)
Qt: quantidade de adsorvato retido no tempo t (mg.g™)

K2: é a constante de velocidade de reacdo de pseudo-segunda ordem (g.mg™. min™t)

Os valores de Qe e K2 podem ser obtidos através da curva obtida do grafico (t/qr) versus
t, onde o intercepto e a inclinacdo da curva sdo exportados para calcular ambos valores. Quanto

mais proximo, a relaco linear, da unidade, mais o modelo é aplicavel a segunda ordem.

2.3.4.3 Modelo cinético de Elovich

A equacdo de Elovich (Elovich and Larinov, 1962; S. Mclintock, 1967), segundo
Nascimento et al. (2014) tem sido aplicada para adsorcao de diferentes especies quimicas em
meio aquoso. Podem ser também empregadas para sistemas que sdo observadas superficies
heterogéneas, assim como, para verificar o mecanismo cinético por quimiossorcao. Tém sido
aplicadas satisfatoriamente em alguns processos de cinética de adsorc¢éo lenta (Cardoso, 2010;

Geus, 2017; Leal, 2016; Silva, 2015). Considera que a dessor¢do e as interacdes entre as
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moléculas adsorvidas ndo afetam a cinética de adsorcdo e assume que a taxa de adsorcdo
diminui exponencialmente com o aumento da quantidade adsorvida

Dessa forma é expressa pela Equacao 9, como:

1 1
Q= In(@p) + 3 In(® ©

Em que:
a: taxa de adsorcdo inicial (mg. g*. min™);
B constante de dessor¢do (mg. gb);
Qt: quantidade de adsorvente adsorvido por quantidade de biomassa (mg. g)
t: tempo (min)
Ap0s obtencdo dos valores o grafico (q) versus In(t) a curva linear extrai-se os valores
de a e f, a partir do coeficiente linear e angular da reta, respectivamente (Fideles, 2017,
Nascimento et al., 2014).

24  MONTMORILLONITA COMO SISTEMA DE LIBERA(;AO CONTROLADA DE

FARMACOS

Sistemas de liberacdo de farmacos sdo formas ou dispositivos que conduz, de modo
seguro e a uma velocidade determinada, um agente terapéutico a uma regido especifica do
organismo de modo que este contenha concentragédo efetiva no local de absor¢do ou agéo e
manutencdo durante todo o tratamento (Aguzzi et al., 2007; Viseras et al., 2007; Youssef et al.,
2017). O desenvolvimento dessas formas de uso prolongado resulta em regime posoldgico mais
conveniente ao paciente, pois reduz o numero de dosagens por dia, tendo o paciente, maior
aderéncia ao tratamento, por uma forma mais aceitavel e com maior efetividade (Hassan et al.,
2017; Jafarbeglou et al., 2016).

Atualmente, os sistemas de liberacdo de farmacos podem atingir esses objetivos, assim
como aumentar de forma significativa a eficacia dos farmacos através das suas propriedades
fisico-quimicas e, dessa forma, limitando seus efeitos colaterais e toxicos (Jacob et al., 2018;
Viseras et al., 2007). Esses sistemas sdo melhores adaptados a pratica clinica no tratamento dos
pacientes diferentemente das formas de dosagem convencionais, com pouco ou nenhum
controle de liberagdo (Viseras et al., 2008).

Como ja mencionado, as argilas sdo comumente usadas na indastria farmacéutica como
excipientes ou substancias ativas e a montmorillonita tem sido amplamente utilizada como

matéria prima farmacéutica e adequada para formas farmacéuticas. Dessa forma, o desempenho
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dessas aplicacBes tem evoluido de maneira que, estudos tém demonstrado a efetividade como
um agente para liberagdo de farmacos, devido a sua capacidade de intercalar substancias de
maneira eficiente conduzindo a uma liberacdo controlada desses farmacos (Jayrajsinh et al.,
2017). Estas aplicacdes refletem dos processos adsortivos que envolvem as caracteristicas
fisicas e quimicas da propria argila, demonstrados na sessdo 3.2.2.1.1 (Yang et al., 2016).

Inicialmente algumas propriedades sdo importantes para serem estudadas para formacao
desses sistemas. Um estudo realizado por Oliveira; Alcantara; Pergher (2017) verificando a
intercalacdo da olanzapina, demonstrou que o total de cargas que existem na molécula do
farmaco interfere no modo como essa interage com a argila, de acordo com o pH, e verificou
que houve um controle de liberacdo da olanzapina, baixa liberacdo a pH 1,2 e liberagéo
controlada liberacdo a pH 7,4. Ja Wu et al. (2017) verificou que para o ciprofloxacino, a
intercalacdo ocorreu em meio acido pois a molécula do farmaco possui carga catidnica nesse
meio e permitia assim a troca com os cations interlamelares, obtendo uma liberagdo baseada
em difusdo, controlada, devido as interacdes.

Aguzzi et al. (2007) descreve que entre as varias abordagens para alcancar formulacdes
de liberacdo controlada, com o uso de argilas, o processo de troca ibnica tem recebido
consideravel atencdo dos pesquisadores. Isso se deve ao fato do intercambio reversivel de ions
existentes entre uma fase liquida e uma sélida, podendo ndo envolver mudancgas radicais na
estrutura e nas propriedades do sélido, € um dos principais mecanismos que podem formar tais
sistemas, sendo um dos mecanismos que regeu os estudos anteriormente citados.

Na prética o farmaco é misturado com um sélido apropriado para formar um complexo
e esse complexo pode ser controlado, para obtencdo do maior desempenho por varios fatores
como: pH, temperatura da solucdo do farmaco, peso molecular, intensidade de carga do farmaco
e da argila, geometria dessas moléculas, velocidade de mistura (agitacdo), forca i6nica da
solucdo do farmaco, grau de reticulacdo e tamanho das particulas da argila, natureza do solvente
e 0 tempo de contato entre as espécies do farmaco com a argila (Anand, Kandarapu e Garg,
2001).

Na Tabela 4, sdo demostrados alguns estudos da adsorcdo de farmacos com a
montmorillonita utilizada com finalidade de formacg&o de hibridos com possiveis aplicacdes
para sistemas de liberacdo de farmacos, excluindo-se sistemas formados a partir de outros
componentes (polimeros, tensoativos, proteinas etc.). Os processos adsortivos foram
predominantes para formacdo desses complexos sendo o entendimento desses mecanismos de

suma importancia para reconhecimento da formacdo dos compostos. Pois, € a partir desses
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conhecimentos, que é possivel prever e explicar as liberagdes e atividades, assim como o

envolvimento na melhoria dos processos biofarmacéuticos, que ainda sdo pouco explorados.

Tabela 4- Descricédo das varias aplicagoes no desenvolvimento de hibridos argila Montmorillonita/farmaco para
liberacdo controlada

Design de Categoria Conclusao Referéncia
aplicabilidade do farmacoldgica
farmaco utilizado
Liberacéo Antipsicético A adsorcdo foi dependente de Djebbi et al.
prolongada da pH, na faixa de 2 a 10, com (2018)
clorpromazina maior adsor¢éo em pH 6, com
(CPZ) tempo de contato, atingindo o
equilibrio em 24 h, na
temperatura a 37°C. Os
solidos foram intercalados e
houve prolongamento da
liberagdo do farmaco no
ambiente gastrico, atingindo
liberacdo de 75% somente
apos 780 min.
Melhoria Antiparasitario Houve intercalacao do Borrego-
biofarmacéutica do farmaco na interlamela. A Sanchez et
praziquantel taxa de dissolucdo foi maior al. (2017)

em meio &cido, do que no
intestinal,  porém,  houve
aumento da taxa de dissolucéo
(solubilidade) do farmaco, em
pH  intestinal,  ambiente
preferencial de absorcédo desse

farmaco.

Nanodispositivos Antiparasitario
para liberacdo do
metronidazol no

célon

A adsorcdo foi dependente de
pH, reproduzindo melhor em
pH 5,0, com maior adsorcéo.

O modo de preparo do

Calabrese et
al. (2013)
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sistema, com quantidade de
farmaco e pH, influencia na
liberacdo, sendo apenas 10%
liberado em ambiente gastrico
e uma liberacdo prolongada
em pH 6,8. Demonstrando a
afinidade do farmaco pela
regiao interlamelar
comparado ao perfil de uma

formulagdo comercial do

farmaco.
Intercalagéo e Beta-blogueador Houve a intercalacdo do MT Joshi et al.
liberagdo in vitro do de 17% de farmaco, com (2009)
maleato de timolol formacdo do hibrido em 1 h.
(MT) Ocorreu liberacdo em meio

acido e basico de 43% e 48%,

respectivamente em 9 horas de

estudo.
Liberagdo in vitro e Antibidtico O farmaco foi intercalado Rapacz-
atividade eficiente sob 50°C e 20°C, Kmita et al.
antimicrobiana do mais eficaz quando a argila (2017)
complexo com ndo era hidratada. O método
gentamicina de obtencdo interfere na

liberacdo. No  complexo

intercalado a 50°C, a liberagéo

foi acima de 41% apds 4 dias,

e a menor taxa de liberacao,

foi observada para o complexo

intercalado a 20°C, com cerca

de 30% apos 4 dias, com

atividade para E. coli.
Formacdo de hibrido Analgésico de O TH foi intercalado por troca Chen et al.
para liberacdo acdo central catibnica, com capacidade (2010)
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controlada do
cloridrato de
tramadol (TH)

méaxima de adsorc¢do a 60°C/ 2
horas. A taxa de adsorgéo
aumenta com o aumento da
temperatura, sugerindo que a
adsor¢do seja de natureza
endotérmica. A liberacdo in
vitro do farmaco foi
dependente do pH, apo6s 120
min, 72,8% e 41,8% foram
liberados no ambiente gastrico

e intestinal, respectivamente.

Formacdao de sistema Suplemento
a partir da vitamina alimentar
B1

A vitamina obteve adsorcao
méaxima em pH 7, por troca
catibnica, com concentracéo
méaxima de 23,5 mg/g a 323K/
1h. Houve ajuste a Langmuir,
sendo um processo
espontaneo e endotérmico. A
taxa de liberagdo in vitro foi
dependente do pH do meio,
34% e 64% foi liberado, apos
600 min em meio gastrico e
intestinal,  respectivamente.
Podendo  consideram  um
sistema de controle de
liberacéo.

Joshi et al.
(2009)

Estudo de liberacdo e Antimicrobiano
atividade do acetato
de clorexidina (AC)

Houve adsor¢do do farmaco e
intercalacdo ~ demonstrados
pelo DRX. O farmaco
interagiu fracamente com a
superficie das particulas da
argila. Houve aumento do

controle de liberagdo do

Meng et al.
(2009)
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farmaco, com 50% de
liberacdo, em solucéo, apds 40
h. Os hibridos apresentaram

atividade antibacteriana

Obtenc¢do do hibrido Antimicrobiano
clorexidina (CA) com

montmorillonita

A quantidade de CA
carregado nas argilas foi alta,
de 22,5% em peso para MMT.
Houve aumento do
espagamento interlamelar.
Houve liberacdo controlada

nas primeiras 5 horas.

Lobato-
Aguilar
al. (2018)

et

Obtencéo de Antimicrobiano
nanocarreador com
controle inteligente
na atividade
antimicrobiana da

tetraciclina

A montmorilonita foi
modificada utilizando forca
centrifuga e solucbes de
NaOH e HCI e estudada.
Houve adsorcdo de farmaco
em todas as amostras, porém
com o aumento do pH, a
quantidade de tetraciclina
diminui, tendo maior
quantidade adsorvida em pH
2,4 (amostra tratada com
HCI), porém mais lenta a
difusdo. No estudo de
liberagdo in  vitro uma
quantidade ligeiramente
menor foi dessorvida em pH
gastrico  comparado  ao
intestinal, para todas as

amostras.

Chahardah
masoumi

al., (2019)

et

Investigagdo da Anti-
aplicacao de inflamatorio;

bentonita de sodio hipoglicemiante

O diclofenaco de sddio em
tampédo 6,8 e o paracetamol

nos tampdes de pH 6,8 e pH

Alkrad
al., (2017)

et




60

como excipiente em

uma formulacdo de

comprimido para
liberacéo do
paracetamol,
diclofenaco e
metformina

4,5, apresentaram liberacdo

prolongada. Contudo,
metformina  HCI  mostrou
liberagdo imediata ~ nos

diferentes valores de pH. E
possivel utilizar bentonita de
sodio para preparar
comprimidos com diferentes

perfis de liberacdo.

Montmorillonita
de

imagem e sistema de

como agente

liberacéo de farmaco

para terapia do

cancer

Anticancerigeno

Os vasos arteriais ao redor do
tumor foram bloqueados com
de

particulas argila

(embolizagéo arterial
transcateter). Tanto o material
de contraste (amidotrizoato de
de
meglumina/ célcio edetato) e 0
de

foram

sodio/  amidotrizoato

farmaco cloridrato
doxorubicina
intercalados

no  espago

interlamelar. O material de
contraste brilhou ao redor da
de

permitiu  a

area embolizacdo e
de

farmaco

geracéo
imagens. @)
antitumoral adsorvido
(97,03%

desvascularizacdo e a

m/m) causou a
liberagdo controlada de 20
dias com liberacdo de 20,5%
em torno do local do tumor
que resultar

pode no

desaparecimento desse tumor.

Bekaroglu,
Nurili
is¢i,(2018)

e
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Preparacao de
liberacédo sustentada
com montmorillonita
ativada por acido
para liberacdo do
dexibuprofeno in

vitro e in vivo

Anti-

inflamatério néo

esteroidal

Com a adicdo de &cido na
superficie da montmorilonita,
houve aumento do tamanho
dos poros e capacidade de
adsor¢cdo aumentou de 190
mg/g para 298 mg/g apo6s o
tratamento. Cerca de 92% do
farmaco foi liberado em 12 h
de estudo, no fluido intestinal,
0 que significa um controle de
liberacdo. Por outro lado
apenas 19% foi liberado em
pH 1,2. Portanto a liberagdo
foi dependente de pH. A AUC
0-24, liberacdo de
644.49 £ 73,26 pg/mL/h em

5,58 + 0,55h, comparado a

obteve

suspensdo do farmaco livre
493,88 + 84,41ug/mL/h, em
2,36 + 0,05 h,
respectivamente.  Sugerindo
que os hibridos podem formar
sistema de

um liberacdo

sustentada do farmaco.

(Li et al.,

2018)

Estudo da adsorcéo
do acetato de
clorexidina (AC) e do

cloridrato de
terbinafina  (TBH)
na superficie da

montmorillonita
como sistema de

liberacao

Antibidtico

antifungico

e

Foi confirmado que houve a

intercalacao dos dois

farmacos na interlamela da
argila, com deslocamento do
espacamento basal, no DRX
de 1,23 antes, para 2,97 A,
apos a intercalagéo.

Houve uma liberacdo de 35%

nas primeiras 24 h, em meio

Sun et al,
(2018)
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0,9% de NaCl, seguindo um
declinio constante de CA e
TBH em solugdo, com apenas
50% de CA e TBH liberados
ap6s 40h. Isso indica a
interacdo entre CA e TBH
entre as camadas de hidroxido
da montmorilonita carregadas
negativamente e o NH" de
cada molécula e s6 pode ser
liberada quando todas as
ligacdes de NH*, forem
substituidas por Na'. Dessa
forma, sendo um eficaz
sistema de controle de
liberacdo desses dois

farmacos.

Fonte: autoria prépria

De maneira geral, a formacdo de complexos com as argilas, podem envolver interacdes
por ligacdes de hidrogénio, onde grupamentos funcionais como aminas, carbonilas, carboxilas,
podem interagir com a argila, nas superficies que contém oxigénio. Mecanismo de protonacao,
onde grupos funcionais como aminas, carbonila, carboxilato, podem interagir com a argila,
formado por aluminossilicatos, 6xidos de Fe e Al. Mecanismo de troca de ligantes por
carboxilato e fenolatos podem interagir com locais de aluminossilicatos, 6xidos de Fe e Al. Por
troca catibnica, onde grupamentos de aminas, anel amina, nitrogénio heterociclico pode
interagir com argilas esmectitas, vermiculitas ou ilita. E, além disso pode ser regido por
mecanismo de locais de carga dependente do pH (e geralmente troca de cétions) que podem,
através de trocas por carboxilato, aminas, anel amino, troca por nitrogénio heterociclico
interagir, nos locais do aluminossilicatos, 6xidos de Fe e Al (Ngulube et al., 2017; Yu et al.,
2013).

Djebbi et al. (2018) demonstrou que o processo de formagdo do sistema hibrido da
clorpromazina com a argila montmorillonita foi formado por processo de troca catiénica e que

a propriedade do farmaco ser catiénico, definiu 0 mecanismo, sendo diferente a eficiéncia a
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partir da forga ibnica, tempo de contato e pH. Outra propriedade importante atrelada a esses
conhecimentos foi relatado por McGinity; Lach (1976) que confirmou que as moléculas basicas
ou acidos fracos se ligam fortemente a montmorillonita e que complexos com drogas anidnicas
e ndo idnicas exibem ligagdes de interacfes muito mais fracas e uma cinética de dessor¢do mais
rapida.

Em continuidade a esses mecanismos de entendimento dos processos de adsorcao,
algumas técnicas na analise de materiais sdo fundamentais. A exemplo, utiliza-se a difracédo de
raios X (DRX) que foi uma ferramenta Gtil para analise da orientacéo dos farmacos catidnicos
estudados (Borrego-Sanchez, et al., 2018; Calabrese, et al., 2013; Joshi, et al., 2009; Rapacz-
Kmita, et al., 2017; lliescu, et al., 2011; Chen, et al., 2010; Baek, 2012; Turker, et al., 2017;
Joshi, et al., 2009 b). Pois, foi possivel verificar a pureza das fases, o tipo de estrutura e o
espacamento entre as camadas da argila (d), espaco interlamelar (d001), verificando um
aumento desse espacamento depois da intercalagdo do farmaco. Pois, a montmorillonita possui
uma tipica reflexdo 001 em 20, que variam de angulo dependendo do tipo da argila e do local
de coleta, além do pré-processamento da argila antes do uso. Depois de intercalado, essa regido
001 tende a deslocar a reflexdo em 26 para valores menores. Esse aumento no espacamento d é
sugerido como presencga de intercalacdo do farmaco no espaco interlamelar, confirmando assim

eficiéncia do método adsortivo na presenca de farmacos (Djebbi, et al., 2018).

2.4.1 Organofilizacdo

Desde a introducéo de argilas organofilicas por Jordan, 1949 vem crescendo cada vez
mais a utilizacdo para diversas aplicabilidades. Argilas organofilicas contém componentes
organicos, que possam modificar a interface hidrofilica para hidrofobica, através de
substituicdes dos cations da argila, por cations organicos, ou mesmo moléculas presentes na
interface, como os tensoativos, de modo a obter maior expansdo entre os planos d (001) da
argila (Paiva, Morales e Diaz, 2008).

Essas aplicabilidades tém sido recentemente introduzido para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos, onde algumas modificacBes podem ser realizadas na
superficie da argila montmorillonita, para que o material possa dispor do aumento das suas
propriedades, e assim acomodar as moléculas bioativas no seu espaco interlamelar, aumentar a
solubilizacdo gastrointestinal e a possivel adsor¢cdo de farmacos pouco sollveis em agua e
controlar a liberacdo desses compostos, como tem sido realizado em estudos de formulagGes

baseadas em lipidios (Dening et al., 2017; Feeney et al., 2016).
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Para as argilas, segundo Balcerzak et al. (2015), a presenca de material organico, a
exemplo de surfactantes, intercalados no material argiloso, altera o carater superficial do
material. Como a montmorillonita possui carater hidrofilico interlamelar, devido a presenca de
agua disposta nessa estrutura, o carater hidrofébico dos tensoativos, para expansdo desses
materiais, pode tornar a montmorillonita mais facilmente dispersa em solventes organicos, além
de melhorar a afinidade por compostos também da mesma natureza (Jayrajsinh et al., 2017; Liu
et al., 2017; Ouellet-plamondon, 2014).

O tipo de surfactante utilizado para a modificacdo da argila é importante pois influéncia
no processo expansivo estrutural para aumento do espagamento basal entre as camadas do
material, no processo de adsor¢do de certos fa&rmacos, bem como, no processo de liberacdo
controlada (Amirianshoja et al., 2013; Sanchez-Martin et al., 2008; Xi, Mallavarapu e Naidu,
2010).

Segundo Sanchez-Martin et al. (2008) fez um estudo comparando surfactantes
anidnicos, neutros e catidnicos em quatro argilas diferentes e com a montmorillonita e verificou
gue as maiores adsor¢des ocorreram na sequéncia do tensoativo catidnico, seguida pelo neutro
e apds o anidnico.

J& um estudo realizado por Ouellet-Plamondon (2014), verificou que os agentes neutros
obtiveram uma menor intercalagdo comparado aos surfactantes catidnico, que obtiveram menor
intercalacdo, comparado aos anfifilicos, nessa ordem. Segundo o mesmo, deve-se ao fato de
que, para 0s agentes ndo idnicos estudados (polipropilenoglicois), os &tomos de oxigénio podem
quelar com alguns céations ndo deslocado da argila, que associado a alta hidrofobicidade,
contribuem para reducdo do intumescimento. Ja para 0 tensoativo catidnico
(hexadeciltrimetilam6énio), a intercalacdo ocorreu movendo-se gradualmente pelas camadas,
por trocas catibnicas, aumentando sua expansdao com 0 aumento da concentracdo desses
agentes. Para a lecitina e topcitina, agentes anfifilicos estudados, ocorreu expansédo de até 5 x
mais, comparado a argila sem modificacdo, tendo um arranjo em monocamada e arranjo em
bicamada de acordo com a configuracdo molecular do surfactante, e deve-se, ao arranjo e
orientacdo desordenada dessas cadeias nas intercamadas, sugerindo moléculas que estejam
intercaladas e esfoliadas dentro da lamela.

Os agentes catidnicos podem ser uma das escolhas para obtencéo de maiores expansoes
na argila, tornando-a organofilica e sendo um excelente material para adsorcdo de espécies
organicas pouco soluveis em agua. Os surfactantes catiénicos trocam o sédio lamelar e outros
cations presentes na argila, seguido pela diminuicdo da tensdo superficial entre as superficies

das intercamadas e faz com que as lamelas sejam mais facilmente intercaladas e esfoliadas. E
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isso depende da estrutura quimica do surfactante e da estrutura da argila com diferentes
espessuras (Jayrajsinh et al., 2017).

Um estudo feito por He et al. (2010), verificou a utilizacdo da montmorillonita, com
diferentes concentrac@es de troca catiénica (CTC), e utilizou diferentes surfactantes cationicos,
com diferentes comprimentos de cadeia. Foi possivel verificar que a CTC, tem pouca influéncia
no espacamento basal maximo de intercalacdo do surfactante e que a obtencdo de maior
intercalacdo ocorreu com o surfactante de maior cadeia, com maior organizacao estrutural e que
para argila com menor CTC é exigido menos concentracdo de surfactante, para atingir um
espacamento basal méaximo e para argila com maior CTC é exigido uma maior concentragdo de
surfactante.

Dessa forma, é possivel compreender que para uma quantidade minima de surfactante,
se pode ter resultados desejados e isso € bastante aceitavel quando se relaciona a seguranca
efetiva tratando-se de produtos farmacéuticos (Amirianshoja et al., 2013; Jayrajsinh et al.,
2017; Liu et al., 2017). Diante disso, dependendo da densidade de cargas e dos ions dos
surfactantes, diferentes arranjos podem ser obtidos na estrutura da argila organofilica.

Porém, é preciso investigar as suas aplicacBes pois, a utilizacdo para materiais
farmacéuticos com tensoativos catiénicos, desfavorece a sua aplicabilidade por serem toxicos
por via oral. Em sua grande maioria, sdo formados por grupamentos de amonio quaternario,
piridinio ou imidazolio que ndo sdo biodegradaveis e possuem residuos toxicos mesmo apos
sua degradacdo (Beall e Goss, 2004; Chou, 1969; Hackl et al., 2018). Dessa forma a utilizacéo
e modificacdo com surfactantes ibnicos ou zwitteridnico sdo preferiveis, uma vez que podem
oferecer estabilidades térmicas e quimicas, ndo toxicidade, na grande maioria,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, e menos riscos inerentes. Essas sdo as qualidades que
tornam esse tipo de substancia, no interesse dos cientistas, para construcdo de materiais de
biointerfaces avancadas e multifuncionais (Beall e Goss, 2004; Gamba et al., 2017; Wicklein,
2011).

2.5 METODOLOGIA COMPUTACIONAL

Neste trabalho de tese de Doutorado se empregou dois tipos gerais de técnicas e
metodologias: a experimental e a tedrica. O uso combinado de ambas permite uma compreenséao
mais aprofundada dos problemas do estudo. Assim, enquanto o estudo experimental tem uma
visdo préatica do que ocorreu com o material, analisando de maneira mais externa, por medi¢do
das propriedades reais do sistema de uma maneira macro, a teoria, parte para principios

internos, numa viséo profunda do conhecimento do material estudado, com compreensdo dos
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aspectos fisicos e quimicos, construindo modelos moleculares que permitem estimar as
propriedades do material e compara-las com as medidas experimentais.

Por uma parte, o estudo somente da parte tedrica por si sO, permite ser capaz de explicar
e descrever o que reflete o material, sob aspectos moleculares e/ou atdmicos. E essa utilizagdo
dos conhecimentos tém avancado nas ultimas décadas, devido as tecnologias da informatica, e
o desenvolvimento de métodos capazes de abordar problemas de maior complexidade, com
suficientemente precisdo. Nesse campo, dos estudos das interacdes, tém sido avaliados diversos
materiais, incluindo as argilas e obtidos resultados de relevancia mediante a modelizacéo
computacional, que pode ser aplicado com bastante relevancia e multidisciplinaridade, para a
quimica, a fisica, a matematica, a geologia, as ciéncias da computacdo, etc. (Bello et al., 2015;
Rebitski et al., 2020; Rohr, 2011; Souza, lane M S et al., 2020)

Dessa forma, denomina-se quimica computacional, o campo teérico, que tem como
objetivo a obtencdo de informagdes estruturais de sistemas quimicos, através de célculos
matematicos baseados em leis fundamentais da fisica. Fornece uma compreensdo quantitativa
das variacOes estruturais e energéticas dos materiais estudados, podendo atuar como ferramenta
de apoio na analise e interpretacdo de dados experimentais, através de informacdes, que muitas
vezes, ndo sdo possiveis de serem obtidas diretamente dos experimentos (Cygan, 2015; Rohr,
2011).

A Tabela 5 exibe alguns trabalhos que foram utilizados com argilominerais para o

entendimento dos processos associados a insumos farmacéuticos ativos.

Tabela 5- Descricéo das varias aplicagoes realizadas com argilominerais e farmacos sob aspectos tedricos de
modelagem molecular

Design de Materiais
aplicabilidade do envolvidos Conclusao tedrica Referéncia
farmaco utilizado Software
utilizado
Avaliacdo teorica e - A metformina foi Rebitski et

experimental sobre a Montmorillonita intercalada nos dois al., (2020)

intercalacao da e hectorita; minerais de argila, pelo
metformina (MF) na -Materials mecanismo  de  troca
argila Cloisita®Na e Studio. catidnica, que foi
Laponita®XLG energeticamente favoravel,

como observado pelos




célculos tedricos. A
protonacdo do MF ocorre
no grupamento amino com
uma ligacdo no carbono 2.
A MF forma ligagOes de
hidrogénio, com o O da
superficie da argila, e
também, com os 4tomos de
agua (O), através do atomo
de H, os grupos CHs
terminal e NH2 central e
terminal com distancias de
1,95 nm a 2,50 nm. A MF
altera sua conformacéo

apos a intercalacao.

Mecanismos de
ligagio do &cido
salicilico adsorvido
na argila ilita: um
estudo do orbital

molecular

-llita;

-Gaussian 92

H& um aumento da adsorcao
de &cidos organicos com a
diminuicio do pH da
solucdo e sugerem que haja
ligacbes como Al-O-C
(AIP* da superficie da argila
e -O-C da molécula do
farmaco) se formem. R-
COO- do farmaco substitui
H-0 da superficie da argila.
Em condic¢Ges neutras, um
complexo  monodentados
(ligam-se apenas a um
atomo doador) envolva um
oxigénio carboxilato, ja em
condicbes de pH mais
baixo, um  complexo

bidentado envolva dtomo de

Apitz,(1997)
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oxigénio carboxilato e dois

octaedros vicinais de AlI®*,

Estudo da interacdo
da montmorillonita
de sodio e farmacos
contendo amina: 5-
fluorouracil,
aciclovir, clorexidina,
gluconato, dapsona,
doxazosina, mesilato,
nistatina,

rivastigmina, esulizol

Montmorillonita

e caulinita

Studio

Materials

Todos 0S farmacos
adsorveram na superficie da
argila, exceto aciclovir. Os
grupamentos aminas
protonada da rivastigmina,
doxazosina,  clorexidina,
dapsona e nistatina foi o
principal mecanismo
envolvido para
intercalacdo, pela ligacao
ion-dipolo e por ligacdo de

hidrogénio na superficie da

montmorillonita. @)
composto ensulizol
mostrou-se

predominantemente sob a
forma desprotonada,
indicando que ndo possui
forma favoravel de
intercalagdo. Ja o aciclovir,
forma

mesmo na Sua

protonada, ndo  houve
evidéncias de intercalacgéo,
provavelmente devido a
influéncia das condicGes
acidas presentes no
experimento da reagéo. O 5-
fluorouracil, mostrou-se na
sendo

forma neutra,

evidenciado intercalagéo,

sugerindo que este processo

Bello et al.,
(2015)
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é provavelmente devido a
adsorcdo livre ou por

ligacdo de hidrogénio.

Estudo da adsorcéo
de Acido 5-
aminossalicilico (5
ASA) no nanotubo de

haloisita

- Haloisita

Studio

Materials

Em todos o0s modelos
formados a adsorgédo da
molécula do farmaco é
energeticamente favoravel.
A energia de adsorcdo €
independente da orientacéo
do grupamento carboxilico
(do farmaco) em relacdo ao
substituinte  hidroxil (da
argila), exibindo o mesmo
comportamento. A presenca
de agua favorece a adsorcéo
do farmaco, formando
ligagOes de hidrogénio com
a molécula. A orientagdo
perpendicular é improvavel.
As principais interacdes € i
entre o anel aromatico do
farmaco e a superficie do
mineral. Além de interacGes
eletrostaticas  entre  0s
atomos carregados
positivamente (do farmaco)
e o0s aomos de O,
carregados negativamente

(da argila).

Borrego-
Séanchez,
Awad
Sainz-Diaz,
(2018)

e
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Estudo da estruturae
do mecanismo de
adsorcao de
antimicrobianos do
grupo das
fluoroquinolonas

como ciprofloxacino
(CFX) e
moxifloxacino (MFX)
na superficie de

argila

Montmorillonita
-Materials
Studio

Foi observado que para os Okaikue-

dois  farmacos
orientagdes

dentro da interlamela da
argila. Para a CFX a
estrutura foi paralela a
superficie, enquanto, para a
MFX, a estrutura era
inclinada. Essas
conformacbes  resultaram
em  complexos,  com
capacidade de troca com
Na* mais rapidamente para
a CFX e mais lentamente
para MFX, interferindo na

capacidade de adsorcao.

houve woodi et al.,
diferentes (2018)
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Estudo de nanotubos
de haloisita como

portador do farmaco

-Haloisita
-Materials
Studio

As moléculas do farmaco
(cationico)  permanecem
mais proximas da parte
externa dos nanotubos de
haloisita. Os eixos
longitudinais, dos cétions,
dos farmacos adjacentes,
sdo posicionados ao longo
do eixo longitudinal dos
tibulos e, com base nos
calculos, essas posicoes sdo
energeticamente preferidas.
Com base na mecénica
molecular e nas simulag¢des
da dindmica molecular, o
numero preferido de cations
de farmacos carregados em
um modelo de tubo séo 5,
com comprimento de 25,35
A, e esse niimero de cations
esta de acordo com a razdo
de peso molar dos
componentes medidos em

amostras reais.

(Gianni et al.,
2019)

irinotecano

Avaliacéo da
capacidade de
adsorcéo da

isoniazida em zeolitas

-Faujasita-Y
-Mordenita
-Zeolita beta
-Materials
Studio

Ap6s a otimizacdo a
molécula de isoniazida
mostrou  um  pequeno
aumento no comprimento
da ligagdo H2N-NHCO e a
energia de adsorgéo foi de -
9,51 kcal/mol, sendo uma
adsorcdo favoravel. Para a

Faujasite-Y houve uma

Souza et al.,
(2020)

71



maior adsorcéo,
confirmando 0
experimental. A energia de
adsorcdo foi de -47,98
kcal/mol, devido a alta
proporcdo de cétions Na,
aumentando  assim  as
interacdes eletrostaticas
entre o adsorbato e a
superficie da argila. J& para
adsorcdo do zeolito beta, o
farmaco foi incorporado
nos canais, obervando, apds
otimizacdo, mudanca de
conformacdo da molécula,
no tamanho da ligacdo
citada acima. H& uma
interacdo entre 0S
grupamentos H da ligacéo
NH2 com a superficie do
mineral. Os complexos
apresentaram energia de
adsor¢do para ambos canais
de -52,92 kcal/mol e -39,73
kcal/mol, indicando o
processo favoravel
energeticamente. Para 0s
trés  zeolitos, h& uma
capacidade de adsorcdo da
isoniazida e serem

portadores de farmaco.
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Estudo da forca - Em contraste com as (Peng et al,
motriz para 0 Montmorillonita camadas da MMT com 2019)

inchamento da -Material Studio cargas superficiais
montmorilonita negativas, 0s  cations
(MMT) e influéncia trocaveis tém uma afinidade
dos cations trocaveis muito mais forte com as

moléculas de 4&gua e,
portanto, fornecem a forca
motriz dominante para o
inchamento da MMT. Com
0 aumento da carga
superficial, o numero de
cations trocaveis aumenta, e
guanto mais forte a
capacidade de hidratacdo
dos cétions, maior a
contribuicdo deles para a
forca motriz total para o
inchaco do MMT.

Fonte: autoria propria

Um material, exibe ordenamento de a&tomos, com ordem de curto alcance e um arranjo
espacial de 4&tomos e outros materiais mais complexos, podem exibir uma ordem de longo
alcance, com atomos ou ions desses materiais formando um padrdo repetitivo regular,
semelhante a uma grade, em trés dimensfes. Dessa forma, vale chamar esses materiais de
materiais cristalinos (Sark, 2002).

Na modelagem molecular, para se obter informagdes sobre as estruturas cristalinas dos
materiais, e essas, serem inseridas, como base inicial da estrutura de trabalho, alguns recursos
como publicagOes ou algumas bases de dados, séo utilizadas para extracdo do arquivo cif. do
cristal (da molécula de estudo). Abrange um grande arsenal de moléculas cujas estruturas
podem ser incluidas em materiais organicos ou inorganicos e podemos citar: BMCD (Biological
Macromolecule Crystallization Database), CRYSTMET (Metal and intermetallic Structures),
CSD (Cambridge Structural Database of organic and metal-organic structures), 1CSD
(Inorganic Structural Database), NDB (Nucleic Acid Database), LipidBank (lipidios), PDB
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(Protein Data Bank), PDF (Powder Diffraction File of the International Center for Diffraction
Data). Essas, sdo bases de dados cristalogréaficas primarias e sdo os principais bancos de dados
publicos de estrutura cristalina e dados relacionados, sobre estruturas de compostos
macromoleculares inorganicos, organicos, metal-organicos e biologicos de imenso valor para
uma ampla gama de ciéncia estruturais, que geralmente sdo mantidos por grandes organizacgoes
e sdo recursos valiosos para o beneficio da ciéncia como um todo (Barreiro et al., 1997; Bruno
etal., 2017; Groom et al., 2016).

Dessa maneira, uma abordagem atomistica acontece com a criacdo de um modelo, a
partir de uma estrutura formada, a inclusdo de condi¢bes de contorno periddicas em 3D, a
escolha de uma propriedade experimental, da melhor metodologia computacional para extrair
essa propriedade do modelo e dai ajustar as configuracdes e os valores experimentais (Baco et
al., 2019; Bargmann et al., 2018). Para cada metodologia computacional, somente aparecem
descritos os detalhes mais especificos utilizados em cada artigo, tém-se como objetivo nesse
parte do capitulo, ao menos de forma resumida, descrever os principais aspectos das teorias e
métodos e as principais estratégias computacionais e pacotes de calculo especificos para a
modelizacdo das estruturas moleculares e sélidos, assim como, a determinacdo de certas

propriedades de interesse para obter uma descricdo molecular dos sistemas hibridos.

2.5.1 Teorias e métodos

O trabalho com modelos tedricos empregados na quimica computacional, para estudar
as estruturas e a reatividade das moléculas, se distinguem em dois grandes grupos: modelos
quanticos, baseados em mecanica quéantica (MQ) e modelos classicos, derivados da mecanica
molecular (MM). Para eleger uma ou outra, no momento de realizacdo dos estudos de
modelizacdo molecular computacional, deve-se considerar alguns principais fatores, como,
tamanho do sistema, custo computacional requerido e a precisdo desejada. Nenhum método
para célculo é provavel que seja ideal para todas as aplicacdes e a melhor escolha dos métodos,
baseia-se em um equilibrio entre a precisdo e o custo (Borrego-Sanchez et al., 2016; Carazo et
al., 2017; Limaet al., 2019).
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2.5.1.1 Mecanica Quantica (MQ)

Para sistemas reais, ha uma energia cinética dos 4&tomos que faz com que colisbes
intermoleculares acontecam a todo momento, incluindo as mudancas conformacionais. Para
esses sistemas, existe uma funcdo matematica, de modo que nessa funcéo, contenha todas as
informagdes significativas do sistema. Essas informagdes se ddo pelo conhecimento da
distribuicéo eletrénica e se inclui explicitamente mediante sua codificagdo em fungéo de onda,
relacionada com a energia e pode ser verificada através da equacdo de Schrddinger,
independentemente do tempo (Anna e Carlos, 2017; Braun et al., 2019):

HY (I‘)= EY (I‘) (10)

Onde o operador hamiltoniano (H) inclui na energia cinética e potencial de nucleos eletronicos,
E ¢ a energia, ¢ ¥ ¢ a fun¢do de onda. Para resolver esta equagéo, é necessario introduzir
diversas aproximac6es (Born-Oppenheimer, combinacdes lineares de orbitais atdbmicos etc.).
Né&o contempla nenhum tipo de parametrizacdo empirica externa, e se conhece esse método, de
método ab initio.

Dessa forma, sdo estudados os atomos como sistemas formados por nucleos e elétrons.
O que difere de outros métodos, € que nesse método, se considera 0s 4&tomos como pontos
carregados e dessa forma se estudam as interag@es entre nlcleos, entre elétrons e entre nlcleos
e elétrons, com foco na densidade de elétrons, geometria orbital, quimica das reacdes e estados
de transigéo, utilizando exatamente a equacdo anteriormente citada. Considerando que, cada
sistema contém presente, diversos elétrons, que podem ser calculadas, sendo elas, a energia
cinética dos elétrons, a energia cinética dos nucleos, as repulsdes elétron- elétron, nicleo-
ndcleo, e as atragdes entre elétrons e nicleos. Entdo, um sistema que possui n elétrons e x
nacleos, a equacdo base 10, reformula-se, devido ao potencial de repulséo entre elétrons e dai
considera-se cada particularidade, como a massa do elétron, os nicleos, as cargas nucleares, as
distancias eletrénicas, as distancias entre os ndcleos, as distancias entre os elétrons e 0s nucleos
etc (Aichelin, 1991; Egorov, 2019; Nourmoradi et al., 2016; Rohr, 2011; Wolters e Bickelhaupt,
2015).

Dessa forma, outros métodos da quimica quantica sdo aplicados, como o método de
Hartree-Fock (HF), teoria do funcional da densidade (DFT). A aplicabilidade da quimica
quéntica pode ser utilizada, para resolucfes de problemas e conhecimentos do comportamento
eletrénico dos atomos, moleculas ions e redes cristalinas, de ligacdes ou mudancas drasticas na
distribuicéo eletrénica, que podem ocorrer com os materiais de interacbes, podem possuir maior

precisdo, porém, sdo computacionalmente mais caros. (Landeros-Martinez, L. L.; Glossman-
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Mitnik, D.; Orrantia-Borunda, 2017; Sainz-Daz, Francisco-Mrquez e Vivier-Bunge, 2011;
Wolters e Bickelhaupt, 2015)

2.5.1.2 Mecanica Molecular (MM)

E um método classico que esta baseado em expressdes analiticas da energia que se
deriva da mecénica newtoniana. Considera a molécula como um conjunto de &tomos,
conectados, por ligacdes, cujo movimento pode ser descrito pelas leis da fisica classica, através
de funcgdes de energia potencial. A simplificacdo dessas funcGes potenciais de energia, é que
consideram apenas 0s nucleos dos atomos e ndo ha tratamento explicito de elétrons. O
tratamento de &tomos e ligagdes, é definida com campos de forca ou campos de forca que
incluem os pardmetros e equacfes que os descrevem. Aqui, 0S atomos se apresentam como
cargas pontuais e as interacdes entre os atomos do sistema, se determina mediante as funcdes
de en(Hehre, [s.d.])ergia, cujos parametros (empiricos) se ajustam para reproduzir alguns dados
experimentais e/ou dados teoricos, que foram provenientes de célculos quanticos de maior
precisdo. As simulacGes atomisticas classicas tendem a ser um milhdo de vezes mais rapido em
comparagdo com os calculos de DFT para o0 mesmo tamanho do sistema (Barreiro et al., 1997;
Cygan, 2015; Harlow, 2011; Heinz e Ramezani-dakhel, 2016)

O sucesso dos modelos da mecéanica molecular, depende do alto grau de
transferibilidade dos pardmetros geométricos de uma molécula para outra, bem como
dependéncia previsivel dos parametros em hibridacéo atdmica. Por exemplo, comprimentos de
ligacdo simples carbono-carbono, geralmente estdo na pequena faixa de 1,45 a 1,55 A, e
aumenta em comprimento com o aumento do “carater”” dos hibridos. Assim, é possivel fornecer
um palpite, bastante preciso, da geometria molecular em termos de comprimento de ligacao,
angulos de ligacdo e angulos de torcédo, desde que a molécula ja tenha representado em termos
de uma estrutura, uma valéncia especifica (Hehre, 2002) .

Entdo, a “energia” da mecéanica molecular de uma molécula é descrita em termos de
uma soma de contribuicdes decorrentes de distor¢des de vinculo das distancias ideais de ligacao
(“contribui¢des de alongamento”), angulos de ligagdes (“contribui¢des de flexdao™) e angulos
de torcdo (“contribui¢des de tor¢ao”), juntamente com contribui¢Oes devido as interagdes “nao
vinculadas”, 4tomos ndo ligados a estrutura (interagbes Van der Waals e Coulombic). E
comumente referida como “energia de tensao”, o que significa que reflete a “tensdo” inerente a
uma molécula “real” em relacdo a alguma forma idealizada (Anna e Carlos, 2017; Barreiro et
al., 1997).
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ligagdes Angulos de Ligagio Angulos de Torgio Atomos nio ligados

ETenséo — Z EAlongamento + z EFlexéo + Z ETorcao + Z Enéo ligagao
A

A A AB

Para os trés primeiros somatorios da equagao 11, diz respeitos a todas as “ligacdes”, todos os
“angulos de ligacdo” e todos os “angulos de tor¢ao”, respectivamente. Assim, as informagdes
sobre as ligagdes sdo “parte da entrada” no calculo da mecanica molecular, em contraste com
um calculo quimico quantico em que ¢ ““ parte da saida”. O ultimo somatorio da equacgédo 1 é
sobre todos os pares de atomos que nédo estao ligados a estrutura da molécula principal (Anna
e Carlos, 2017; Cygan, 2015).

Dessa forma, o conjunto dessa expressao 11, e seus parametros constituem o que se
denomina campo de forca (forcefield, FF). Esses campos de forca estimam a energia potencial
do sistema em estudo e calculam as forcas de interacdo que atuam nos atomos envolvidos.
Entdo, a diferenca entres os varios campos de forca utilizados, estd em sua forma funcional de
aplicacdo dos pardmetros empiricos utilizados. E a principal vantagem dos modelos de
mecanica molecular (sobre qualquer modelo quimico quantico, descrito anteriormente), é sua
simplicidade (Jaillet, Artemova e Redon, 2017; Sun, 1998).

Excluindo-se os sistemas muito pequenos, o custo da computacdo é completamente
dominado pela avaliagdo de forcas de Van der Waals e Coulombic, por atomos néo ligados,
cujo nimero é dado pelo quadrado do nimero de atomos. No entanto, a magnitude desses
termos diminui rapidamente com o aumento da distancia interatdbmicas e, na pratica, o custo da
computacdo varia linearmente com o tamanho das moléculas (Backe e Backe, 2014; Savin e
Mazo, 2020).

Os célculos de mecéanica molecular podem ser facilmente realizados em moléculas
compreendendo milhares de atomos e sdo suficientemente rapidos, permitindo uma extensa
pesquisa conformacional em moléculas contendo mais de 100-200 atomos e a analise
conformacional é, talvez, a aplicacdo mais importante da mecanica molecular. Dessa forma, a
maioria dos campos de forcas sdo desenvolvidos, em especial, para moléculas organicas, e ainda
existem outros que foram desenvolvidos para reproduzirem melhor os sistemas inorganicos e
minerais. E dificil encontrar um campo de forca que reproduza adequadamente ambos sistemas
de uma so0 vez, organico e inorganico, porém muito tém se desenvolvido para alcancar esses
requisitos. Na presente tese, tém sido utilizado os campos de forcas apresentados na

continuacdo (Backe e Backe, 2014; Heinz e Ramezani-dakhel, 2016).

(11)
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2.5.1.2.1 Campos de Forcas
a) Condensed-Phase Optimized Molecular Potentials for Atomistic Simulation

Studies (COMPASS)

COMPASS é um poderoso campo de for¢a que suporta simulac@es atomisticas de fase
condessada e foi o primeiro campo de forca ab initio que foi parametrizado e validado
utilizando as propriedades de fase condensada, para uma ampla gama de compostos organicos
contendo H, C, N, O, S, e P, 4&tomos e ions halogénio, cations de metais alcalinos e varios
cations metalicos divalentes. O que permite a previsdo precisa e simultanea de estruturas,
propriedades conformacionais, vibracionais e termofisicas, que existem, para uma ampla
quantidade de moléculas que podem estar isoladas ou em fases condensadas e sob varias
condicbes de temperatura e pressdo. E possivel prever propriedades das moléculas, tanto
isoladamente quanto na fase condessada, com precisao e comparar com o dado da molécula
experimental (Savin e Mazo, 2020; Sun, 1998)

b) Universal Force Field

E um campo de forca que possuem parametrizacdes para cada atomo da tabela periddica,
com numero atdmico menor que 103. Isso torna esse campo de forga aplicavel a um amplo
espectro de sistemas, moléculas organicas e complexos metélicos. Porém, essa universalidade
vem naturalmente a custa de uma menor precisdo, e podem assumir a invariancia topolégica,
podendo ser categorizado entre os campos de forca ndo reativos, onde permitem que haja
alteracdes geométricas na molécula ou no sistema (Jaillet, Artemova e Redon, 2017; Rappe, lii
e Qa, 1991).

c) Polymer-consistent Forcefield for Interface (pcff_interface)

E um campo de forca que foi desenvolvido por (Hill e Sauer, 1994), modificado por
(Heinz, Vaia e Farmer, 2006), para compostos organicos e inorganicos, compativel com a forca
consistente de valéncia CVFF (consistente-valence forcefield for phyllosilicates), que é outro
modelo, de onde o primeiro foi derivado. O modelo reproduz energias de superficie, estruturas
cristalinas e frequéncias de vibracdo, de acordo com a molécula experimental (Heinz, Vaia e
Farmer, 2006) e pode ser utilizado para silicatos em camadas, como mica, diferentes
montmorilonita, pirofilitos, incluindo superficies de diferentes distribui¢cbes de CTC, metais
como Al, Au, Ni, Pb, Pd, Pt, silica e superficies com diferentes graus de ionizacdo para valores
de pH especificos, sulfatos de calcio, sulfato de calcio hemi-hidratado, silicato tricélcio,
aluminato tricélcico, hidroxiapatita (Heinz, 2010; Heinz e Ramezani-dakhel, 2016; Lin, Heinz
e Engineering, 2006; Mishra, Flatt e Heinz, 2013).
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2.5.1.3 Pacote de calculos de modelizacéao

O Materials Studio® é um software completo de modelagem e simulagdo, projetado
para permitir que pesquisadores de materiais, prevejam e entendam as relacdes da estrutura
atdmica e molecular de um material com suas propriedades e comportamento. E integrado &
plataforma aberta, escalavel e com conhecimento cientifico da BIOVIA (BIOVIA, 2016).
Oferece suporte completo para simulagbes com ferramentas para céalculos quanticos,
atomisticos, de mesoescala, estatisticas, analiticas e de cristalizacdo, além de simulacOes
classicas. Conta com uma interface grafica relativamente simples e uma grande quantidade de
métodos disponiveis, com alguns modulos com funcdes especificas para distintos problemas
que podem ser resolvidos teoricamente (Backe e Backe, 2014).

Entre eles, estd 0 modulo FORCITE, que segundo (BIOVIA, 2016), inclui uma ampla
variedade de ferramentas para os calculos de mecanica molecular, permitindo a otimizacao dos
parametros celulares juntamente com as coordenadas moleculares, para diversos tipos de
sistemas. Na otimizacdo geométrica de uma estrutura cristalina, a simetria definida pelo grupo
espacial € mantida e a estrutura cristalina é otimizada em relacdo a todos os graus estruturais de
liberdade ou pode ser aplicado restricdes de célula, nas quais as distancias relativas entre o0s
atomos sao fixas. Dessa forma, ha a aplicacdo de um campo de forca, que pode ser aplicado
para obter a energia. Os campos de forca que podem ser aplicados ao utilizar esse médulo s&o
COMPASS, Dreiding, Universal, cvff e pcff. Além disso, caso seja de interesse do sistema de
trabalho, se pode adicionar a esse mddulo outros campos de forca (Backe e Backe, 2014).

De maneira ainda mais realistica, com média a alta qualidade, esse software pode
permitir a caracterizacdo dos sistemas tedricos, por dados de difracdo de raio X, de elétrons e
de néutrons, o que permite obter informacdes cristalinas, por padrdes, para cristais organicos,
inorganicos, organometalicos e bioldgicos. Caso o trabalho seja comparativo com o
experimental, os dados podem concluir resultados bastante interessantes, quanto a realidade do
modelo formado e o material formulado (Dudenko et al., 2013; Qingqing et al., 2012; Teteruk,
Gorelik e Schmidt, 2014).

Outros moddulos existem no Materials Studio, como o DMOL3 que permite a
modelizacdo quimico-quéantica da estrutura eletronica e da energia de moléculas orgénicas e
inorganicas, utilizando campos de for¢ca como o DFT. O CASTEP, utiliza o campo de forca
DFT com ondas planas, no qual permite explorar as propriedades geométricas e eletronicas dos
cristais e as superficies dos materiais. O DISCOVER pode fazer uso de campos de forca que
incluem o CVFF, dito anteriormente, para calcular dados de mecanica molecular. CRYSTAL

BUILDER nesse mddulo pode ser criado ou construido cristais com condic¢des periodicas de
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contorno, além de poder criar uma caixa com o material repetido periodicamente, formando um
supercristal artificial. ADSORPTION LOCATOR este modulo pode identificar configuracoes
de adsorcdo, pesquisando informacgdes do espaco configuracional do sistema substrato-

adsorbato, utilizando um esquema de aumento de diminuigdo da temperatura.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 MATERIAL

O citrato de tamoxifeno (CAS 10540-29-1, pKa 8.85) foi fornecido pela FAGRON (lote
148/2016-2017) no padrdo USP (pureza 99%). Metanol (Vetec, 99%) foi usado como solvente.
HCI e NaOH foram adquiridos da Quimica Moderna e da Vetec (Brasil), respectivamente. A
agua ultrapura foi obtida de um sistema de purificacdo de &gua Mili-Q® Merck. A
montmorillonita de sddio, Veegum® Magnesium Aluminium Silicate (VHS), foi fornecida pela
Vanderbilt Minerals (EUA), apresenta qualidade farmacéutica e foi utilizada sem pré-
tratamento. A meia célula unitaria, (Na)o7 (Als3Mgo7) SiO20 (OH)4. nH20, com CEC de 80,06
meq/100g e as caracterizagdes de VHS foram relatadas anteriormente (Aguzzi et al., 2005;
Mura et al., 2016). Fosfatidilcolina de soja (PC) (Lipoid® S100) foi obtido pela Lipoid GmbH
(Ludwigshafen Germany).

Figura 8- Estrutura 3D do tamoxifeno e suas dimensdes (Software Gaussview)

J‘/‘“O:f;f;‘":J 1,16 nm

Fonte: autoria propria 1,52 nm

3.2 PREPARACAO DO HIBRIDO VHS/TMX- EXPERIMENTOS DE ADSORCAO

A preparacdo do hibrido foi estudada de acordo com o pH, tempo de contato e
concentracdo méaxima de equilibrio em uma massa fixa do VHS. Os valores de pH foram
selecionados com base nas informagdes computacionais de pKa para a molécula de citrato e
tamoxifeno obtido no software MarvinSketch™ versao 17.16. Para estudar o pH, 0,1 g de VHS
foi suspenso em 30 mL de agua e sonicado por 15 min. A suspensao foi centrifugada e a fracdo
solida foi separada e ressuspensa em 30 mL de uma solugéo de 1660 mg.L* TMX/metanol em
um bal&o de Erlenmeyer de vidro. O pH da solucéo foi ajustado com volumes despreziveis de
0,1M HCI ou NaOH na faixa de 1,5 a 7,0, medidos utilizando um eletrodo organico Sensoglass®
SCO4R.
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Posteriormente, o Erlenmeyer foi selado e agitado em uma incubadora (Shake SL22-
Solab) por 12 horas a 200 rpm. No tempo final da reacdo, os s6lidos foram recuperados por
centrifugacdo, secos a 25°C e moidos em uma argamassa. A solucdo restante apos a
centrifugacdo foi coletada e 0 TMX foi quantificado por espectrofotometria UV-Vis (Shimadzu
UV TCC-240, Jap) a 274 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

A quantidade de TMX adsorvido no VHS foi calculada pela diferenga entre a
concentracdo inicial e a concentracao de equilibrio de acordo com a Equacéo 1 (Djebbi et al.,
2018; Tlrker et al., 2017).

(C,-C,)*V
q= T m (12)
Onde Ci e C. sdo concentracdes da solucdo TMX antes e apés a adsor¢do (mol.LY),
respectivamente; V é o volume da solucdo (L) e m é a massa da argila (g).

Os estudos cinéticos foram realizados monitorando a reacéo entre 30 mL de 1660 mg.L"
1 de TMX e 0,1 g de VHS seco. A suspensdo foi mantida sob agitacdo constante a um tempo
predeterminando de 1,3,6,9,10,30,60,120,180,240,360,480 e 720 min. O mesmo procedimento
foi adotado para determinar o efeito do pH apds cada reagéo.

Para os estudos de equilibrio isotérmico, 0 VHS seco foi interagido com 30 mL de TMX
em concentracdes variando de 533,3 a 2300 mg.L? TMX nas mesmas condi¢Bes descritas
acima.

Para quantificar a constante da taxa de adsor¢do e o mecanismo do farmaco no VHS, os
modelos cinéticos foram avaliados utilizando a pseudo-primeira ordem (Lagergren and
Svenska, 1898) (Equacdo 7), pseudo-segunda ordem (Ho e McKay, 1999) (Equacdo 8) e a
equacdo de Elovich (Elovich and Larinov, 1962; McLintock 1967) (Equag&o 9) em sua forma
linear (Chien and Clayton, 1984). Ja os dados das isotermas de equilibrio foram ajustados aos
modelos de Langmuir (Langmuir, 1916) (Equacdo 1), Freundlich (Freundlich, 1906) (Equacéo
2) e Tenkim (Temkin, M.1., 1979) (Equacdo 3), para 0 modelos lineares e Equacédo 4, 5 e 6,

respectivamente, para os modelos néo lineares.

3.3 CARACTERIZACOES

A difragdo de raios-X em p6 foi realizada em um difratbmetro de raio-X Siemens D5000
(Siemens Electronical Equipment, Toronto, CA) equipado com anodo de cobre (CuKa) (A =
1,5405 A). As amostras foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de po
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sem solvente e analisadas na faixa 20 entre 3° e 70° a uma taxa de 0,05°/s e temperatura
ambiente a 40 kV e 30 mA.

As medidas por espectroscopia de infravermelho médio (MIR) (650-4000 cm™) foram
realizadas em espectrofotdmetro, FTIR PerkinElmer 400, utilizando diamante através da
técnica de reflexdo total atenuada (ATR).

As concentracdes finais de sddio para as solugBes remanescentes dos hibridos
preparados nos pHs 3,0, 4,0 e 5,0, (VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5),
foram quantificados por espectroscopia de emissdo dptica por plasma acoplado indutivamente
(ICP/OES) utilizando um espectrometro Spectro Arcos.

Para os mesmos hibridos, foi realizado as andlises subsequentes. A analise
termogravimétrica (TGA) e a analise calorimétrica de varredura diferencial (DSC) foram
realizadas com um equipamento Mettler Toledo, equipado com um sensor, uma microbalanca
FRS5 (precisdo de 0,1 pg) e o pacote de software FP89. Amostras de VHS, VHS/TMX e TMX
com aproximadamente 42,1 mg foram colocadas em panela de aluminio e aquecidas de 30 a
700°C por 5°C.mint sob fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.

A microscopia eletrénica de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM) foi realizada em
um FEI TITAN G2, acoplado a um detector EDX com espectroscopia de raios- X sem energia
dispersiva super-X silicio. As amostras foram desidratadas a 40°C e subsequentemente
embebidas em uma resina epoxi por 2h (Embed 812. SEM Ltd. UK) e incluidas em resina pura
(24h). Em seguida, as amostras foram submetidas a polimerizacao por aquecimento a 37 e 70°C
por 24 h de cada etapa. O bloco resultante foi cortado em fatias de espessura de
aproximadamente 900 A e montado em uma grade de cobre de 300 malhas.

O tamanho e a distribuicdo de particulas/col6ides e agregados em suspensdo foram
investigados por espectroscopia de dispersao dinamica da luz (DLS), utilizando um Malvern
Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments Ltd.). Também a carga superficial foi medida no
mesmo equipamento por eletroforese doppler a laser e as medigdes foram realizadas em uma
célula de eletroforese capilar dobrada. As medicGes foram realizadas em triplicata a 25°C, com
um angulo de deteccdo de 90°. Os resultados foram apresentados como distribuicdo média do
tamanho de particula e potencial zeta para VHS e VHS/TMX preparados em meio pH 3,0, 4,0
e 5,0, com concentragdo de 10ug.mL™. Todas as amostras foram preparadas em agua ultrapura.
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3.4 METODOLOGIA COMPUTACIONAL

Vérios campos de forca (FF) baseados em potenciais interatdbmicos empiricos foram
utilizados, como Universal, Compass (BIOVIA, 2016) e interface PCFF (Heinz, Vaia e Farmer,
2006). Este dltimo campo de forca (FF) foi utilizado anteriormente satisfatoriamente em
interagBes de superficies organicas com superficies inorganicas de silicatos (Awad et al., 2019;
Borrego-Sanchez et al., 2016; Martos-Villa et al., 2013; Sainz-Daz, Francisco-Mrquez e
Vivier-Bunge, 2011). Os calculos de otimizacdo foram realizados utilizando o codigo Forcite
(BIOVIA, 2016), aplicando condic¢Bes de contorno periodicas. As otimizagGes da geometria
foram calculadas com tolerancias de convergéncia de energia e forca de 2,0 x 10 kcal.mol™ e
1073 kcal/mol/A, respectivamente. As interacdes eletrostaticas e as ndo-ligacdes de Van der
Waals foram calculadas pelo método de Ewald com um ponto de corte de 15,5 A (Wells e
Chaffee, 2015). A carga dos atomos foi calculada por dois métodos: Método de Equilibracdo
de carga (QEQ) e a atribuicdo pelo proprio FF (BIOVIA, 2016). O trabalho computacional foi
realizado com a interface grafica e pacote de calculo Materials Studio 6.0 (BIOVIA, 2016). Os
padrdes de difracdo de raios-X do p6 com base nas posi¢fes atdbmicas das redes cristalinas
foram simulados com o codigo Reflex (BIOVIA, 2016) utilizando um dominio cristalino de
200x 200x 200 A.

3.5 MODELOS TEORICOS

A estrutura cristalina do citrato de tamoxifeno foi obtida no Cambridge Structural
Database (ref. 1161341) (Borrego-Sanchez et al., 2016). As estruturas do citrato de tamoxifeno
e o cation de tamoxifeno (TMX*) foram otimizados, incluindo cada um em uma caixa periédica
clibica de 30A para evitar interacdes intermoleculares adicionais com moléculas vizinhas.

A estrutura cristalina de montmorillonita foi extraida, com as coordenadas atdmicas e
cargas, de um trabalho anterior (Borrego-Sanchez, Carazo, et al., 2018). Para os calculos de
adsorcdo, foi gerada uma supercélula 3x2x1 de montmorillonita, levando em consideracédo o
tamanho molecular dos adsorbatos (farmaco) com os parametros de rede de a= 15,48 A,
b=17,89 A, c= 14,33 A, 0=90,6°, f=101,7° e y=90,1° e 282 atomos.

Vaérias substituicdes de cations isomorficos foram incluidos para obter um modelo com
estequiometria atbmica semelhante do mineral experimental, sendo essa estequiometria Na
(Al317Mgog3) (Siz,g3Alo,17) O20 (OH)4 que no modelo de supercélula a composi¢do quimica é

Nas (AligMgs) (SiazAl1) O120 (OH)24, considerando a dispersao maxima de cations Mg na
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camada octaédrica de acordo com os estudos anteriores (Chen et al., 2018; Lycourghiotis et al.,
2019).

Ap0s a otimizacdo da estrutura do farmaco e da argila, foram avaliados varios modelos
de intercalacdo do cation tamoxifeno e citrato de tamoxifeno no espaco entre camadas da
montmorillonita. Esses modelos sdo baseados nos dados experimentais de adsorgdo em
diferentes pHs. Modelos de adsor¢do no meio aquoso externo também foram considerados para
calcular a energia de adsorcéo.

De acordo com a estequiometria da composi¢do quimica do mineral experimental, o
peso molecular da montmorillonita é de 740, 6 g/unidade de célula. Considerando a proporgédo
da montmorillonita (85%) na argila experimental, que foi obtida a partir da VVanderbilts (VHS),
pode-se considerar um peso molecular de sélido de 892,29 g/unidade de célula. O estudo
experimental da TGA indicou um teor de agua de 2-4%. Portanto, dois modelos foram gerados:
um com uma molécula de agua por unidade de célula (2% de agua) e outro com duas moléculas
de &gua por unidade de célula (4% de agua). Na supercélula 3x2x1, teremos 6 e 12 moléculas
de agua no espaco interlamelar coordenando os cations Na*, respectivamente. Varias
proporcbes de moléculas de agua foram incluidas no espaco entre camadas do modelo da
montmorillonita. Em seguida, os cations tamoxifeno substituiram os cations Na* por um
processo de troca catidnica e a intercalagdo adicional de TMX foi realizada intercalando um

complexo neutro de citrato de tamoxifeno.

3.6 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DE EQUILIBRIO DO TMX

Uma amostra de 30 mL da solugéo saturada de TMX foi inserida em um Erlenmeyer
cujo pH foi ajustado com HCI para pH 1,2 e com tampéo fosfato para pH 6,8. A solucéo
permaneceu sob agitacdo vigorosa a 250 rpm e 37° + 0,5°C por 24 h (Jena et al., 2014). No
final, a solugéo foi centrifugada (14000 rpm por 10 min) e o sobrenadante foi quantificado por
HPLC. Esse experimento foi realizado em triplicata.

3.7 ESTUDO DE DISSOLUCAO

As dissolugdes do TMX, VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5 foram
avaliadas com uma quantidade dispersa desses materiais em um meio simulado. O meio
simulado foi o pH 1,2 (&cido cloridrico) e o meio pH 6,8 (tampéo fosfato), utilizando um
aparelho de dissolucdo Erweka (Erweka, Heusenstamm, Alemanha), adaptado para niveis mais

baixos de volume, para que fosse possivel realizar testes utilizando volumes entre 25 e 100 mL,
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conforme utilizado anteriormente (Danda et al., 2019). O equivalente a 100 mg de TMX,
contido no hibrido, foi colocado em cada cuba de dissolucdo contendo 100 mL de tampéo,
mantido a 37° £ 0,5°C e agitado por 100 rpm. Aliguotas de 2 mL foram coletadas
periodicamente e substituidas por um novo volume igual do meio de dissolucéo fresco, para
mantes as condic¢des de afundamento. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm e depois
diluidas e colocadas em frascos para leitura. O TMX foi quantificado por HPLC, seguindo a
metodologia com algumas modificacdes segundo (Jena et al., 2014), em um cromatografo
Shimadzu (Kyoto, Japdo) equipado com um detector de matriz de diodos SPD-M10A (DAD).
A amostra foi injetada em um volume de 80 pL, em uma coluna Discovery® C18 (250x 4,6
nm, tamanho de particula de 5 um; Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA) 25-30°C. A fase movel
consistiu em metanol e acetato de aménio a 1,5 % nas proporc¢des 85:15 (v/v), mantida a uma
vazdo de 1,0 mL.mint. O farmaco foi quantificado a 274 nm, possuindo uma curva de
calibracdo com o meio de dissolugdo com valor de r? de 0,99. O efeito de diluigdo progressiva
(liberagdo cumulativa) do meio de dissolucdo na concentracdo do farmaco, foi calculado de

acordo com a equacdo 13:
Cicorr = Cn + % Yrici (13)

Onde Cx é a concentracdo no ponto de coleta n; V: é o volume total inicial; Vs é o volume de
coleta e Cj é a concentragdao de amostras nos pontos anteriores a n.

A guantidade de farmaco foi calculada a partir da area sob a curva de concentracdo de saturacdo
do farmaco (concentracdo de equilibrio) expressa em 100%, considerando a maxima
solubilidade envolvida no meio. A curva de emissdo foi expressa em funcéo da quantidade de
farmaco liberado (média de quatro determinacfes) nos varios tempos.

3.8 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS POS PROCESSOS DE DISSOLUCAO

Os sistemas, apos o estudo de dissolucdo, foram caracterizados utilizando as seguintes
técnicas: Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) na faixa de 4000 a 650 cm™,
foram coletados em um espectrometro PerkinEImer® 400 FTIR, utilizando a técnica de ATR
de refletancia total atenuada de diamante. Analise termogravimétrica (TGA) foram realizadas
em uma termobalanca (TA-60WS, Shimadzu) com fluxo de atmosfera de nitrogénio de 100

mL.min, onde aproximadamente 3 + 0,5 mg das amostras foram condicionadas em um cadinho



87

de platina e analisado em uma faixa de temperatura de 30-600° C com taxa de aquecimento de
10°C.min%. A termobalanca foi previamente calibrada utilizando o cadinho de latina vazio.

As curvas de calorimetria diferencial (DSC) foram registradas em um equipamento
DSC modelo Q2000 da TA Instruments, EUA, equipado com o software Universal® 2000
Analysis versdo 4.5. As amostras de 2 a 5 mg foram colocadas em uma panela de aluminio e
aquecidas na faixa de 25 a 130 °C a uma taxa de 10°C/min em atmosfera de nitrogénio gasoso
(40 mL/min). O DCS foi calibrado por uma linha de base utilizando panelas de indio.

A Microscopia de Forca Atdmica (AFM) foi realizada utilizando o equipamento TT-
AFM (AFM Workshop- EUA) no modo contato intermitente, com pontas TED PELLA
(TAP300-G10) em uma frequéncia de amplitude aproximadamente 232 kHz. A suspenséo foi
preparada na concentracdo de 5 mg/mL e deixada por 30 min em banho de ultrassom.
Posteriormente, uma aliquota de 10 pL das amostras de VHS/TMX pH 5 apos dissolucdo em
pH 1,2 e VHS/TMX pH 5 apds dissolugdo em pH 6,8, foram depositadas em uma superficie de
mica e deixada por 15 minutos em temperatura ambiente para a secagem, seguida de duas
lavagens com agua Milli-Q e posterior secagem para realizacdo da analise (Macht et al., 2011).
O programa Gwyddion 2.45, foi utilizado para tratar as imagens e obter o histograma dos

materiais analisados.

3.9 ENSAIO DE CULTURA CELULAR
3.9.1 Cultura celular

As linhagens de células tumorais utilizadas foram 0 HCT-116 (c6lon humano), SNB-19
(glioblastoma), PC3 (prostata) e MCF7 (mama). Assim como cepas tumorais, uma cepa ndo
tumoral como as cepas L929 (fibroblastos ndo tumorais), também foi estudada. As cepas das
células tumorais foram fornecidas pelo Instituto Nacional de Cancer (EUA), enquanto as nédo
tumorais (fibroblastos ndo tumorais) foram obtidas pelo banco de células do Rio de Janeiro
(Brasil). Todas as linhas de tumor de células cancerigenas foram cultivadas em meio nutrientes
RPMI-1640. As células L929 foram cultivadas em condigdes padrio em DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s médium). Todos os meios de cultura foram suplementados com 10% de soro
fetal bovino, 2 mmol. L de L-glutamina, 100 Ul. mL™? de penicilina e 100 mg.mL™? de
estreptomicina. Os meios foram mantidos em estufa a 37°C e em atmosfera controlada contendo
5% de CO>, de acordo com o datasheet recomendada para cada linhagem celular. As células
foram tripsinizadas, foram ressuspensa em meios frescos para diluicdo em placas de 96 pocos

de 0,7 x 10° células/pogo para linhagem HCT-116 e 0,1 x 106 células/pogo para linhagens SNB-
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19, PC3, MCF7 e L929 e crescidas para atingir mais de 80% de confluéncia, antes da exposicéo

aos farmacos e as formulac@es carreadas de farmacos.

3.9.2 Cultura de células, exposi¢do dos sistemas de liberacdo VHS/TMX e ensaio de
citotoxicidade in vitro (MTT).

A amostra de tamoxifeno foi diluida em DMSO para concentraces de estoque de 2
mg/mL e a concentracdo mais alta testada foi de 10 pg/mL. Ja as amostras de VHS/TMX pH
3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5 foram suspensas em agua ultrapura e cada hibrido foi
avaliado nas concentracGes que variaram de 10,15 pg/mL a 650 pg/mL enquanto que as
concentragfes de farmaco TMX contido nos sistemas VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e
VHS/TMX pH 5 foram de 3,44; 3,47 e 3,74 pg/ml a 223,60; 225,55 e 243,1 pg/mL,
respectivamente. Cada concentracdo de suspensdo do hibrido uma concentracéo proporcional
de TMX foi mensurada, de acordo com a quantidade adsorvida descrita na segéo 3.2.

Todas as amostras foram diluidas seriadamente com fator de dilui¢do dois, em curva de
oito pontos. As culturas, como mencionadas acima, foram expostas aos sistemas hibridos e ao
farmaco isolado, por 72 h em uma estufa a 5% de CO2 a 37°C. Apds a incubacéo, foram
centrifugadas e o meio foi substituido por meio fresco. Em seguida, foram adicionadas de 100
uL da solucdo de MTT (3- (4,5- brometo de dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio), e as
placas foram incubadas por 3 h. Apés a incubacdo, as placas foram novamente centrifugadas
para retirada da solucdo de MTT. O precipitado com MTT foi dissolvido em DMSO (150 uL)
e a absorbancia foi medida utilizando um leitor de multiplas placas (DTX 880 Multimode
Detector, Beckman Coulter, Inc., Fullerton, Califérnia, EUA), quantificado como a
porcentagem de absorbancia do controle do corante reduzido, a 595 nm. Os dados sao
apresentados como inibicdo do crescimento (%), analisados segundo a média + desvio padrdo
(DP). Cada amostra foi testada em triplicata em duas experiéncias independentes, seguidos da
regressdo nao linear do log das concentracOes testadas para avaliagdo das IC50, utilizando o

programa GraphPadPrism 6.01.

PARTE II- Organofilizagéo
3.10 PREPARAQAO DE MONTMORILLONITA MODIFICADA COM TENSOATIVO
A modificagcdo da montmorilonita por fosfatidilcolina, foi realizada como descrito a
seguir: uma solucdo de Immol/L (VHS-PC 1 mmol/L) e 10mmol/L (VHS-PC 10 mmol/L) de
fosfatidilcolina foi preparada em metanol, e apds foi adicionado 100 mg VHS. A suspensdo

resultante foi agitada por 24 horas e em seguida centrifugada e lavada com agua ultrapura, por
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3 vezes, para remover as moléculas organicas residuais. Os produtos foram secos em estufa a

25 °C e indicados como VHS-PC, triturados manualmente e em seguida armazenados.

3.11 PREPARACAO DO HIBRIDO MONTMORILLONITA MODIFICADA COM
TENSOATIVO/ ADSORCAO DO FARMACO (VHS-PC/TMX)

A cinética da formagdo do hibrido, foi investigada a partir do material organico
fosfatidilcolina, nas concentracbes de 1mmol/L e 10 mmol/L formado junto com a
montmorilonita (VHS-PC), foi suspenso numa quantidade de 0,1 g em uma solucdo metandlica
(30 mL) de TMX de concentragdo 1660 mg.L™* e foi mantida sob agitagdo constante em um
agitador de banho termostatico (New Lab SL 222) para formagdo dos hibridos, VHS-PC
1mmol/L/TMX e VHS-PC 10 mmol/L/TMX. A cada tempo predeterminado 1, 3, 6, 9, 10, 30,
60, 120, 180, 240, 360, 480 e 720 min, as suspensdes foram analisadas e centrifugadas e do
sobrenadante foi quantificado o f&rmaco. Também foi realizado lavagem &gua ultrapura, por
centrifugacdo, de trés vez, do material. Apos isso, 0 estudo de equilibrio isotérmico, do material
organofilizado seco, foi interagido com 30 mL de TMX em concentracdes variando de 533,3 a
2300 mg.L? TMX nas mesmas condi¢Oes descritas acima. A quantidade de TMX foi
quantificada na solugdo de equilibrio (solucdo antes da lavagem) por espectrofotometria UV-
Vis (Shimadzu UV TCC-240, Jap) a 274 nm. Essa quantidade em mg/g foi calculada pela
equacdo 12, acima descrita. Foram avaliados os modelos cinéticos utilizando modelos de
pseudo-primeira ordem (Lagergren and Svenska, 1898) (Equacdo 7) e pseudo-segunda ordem
(Ho e McKay, 1999) (Equacdo 8). Ja as isotermas de equilibrio foram ajustados aos modelos

de Langmuir (Langmuir, 1916) (Equacdo 1) e Freundlich (Freundlich, 1906) (Equacéo 2).

3.12 CARACTERIZACOES DO SISTEMA VHS-PC/TMX

A difracdo de raio-x em po foi realizada em um difratbmetro de raio-X Siemens D5000
(Siemens Electronical Equipment, Toronto, CA) equipado com anodo de cobre (CuKa). As
amostras foram preparadas em suportes de vidro com uma fina cama de p6 sem solvente e
analisadas na faixa 20 entre 3° e 70° a uma taxa de 0,05°/s.

A microscopia eletronica de transmissdo de alta resolu¢do (HRTEM) foi realizada em
um FEI TITAN G2, acoplado a um detector EDX com espectroscopia de raios- X sem energia
dispersiva super-X silicio. As amostras foram desidratadas a 40°C e subsequentemente
embebidas em uma resina epdxi por 2h (Embed 812. SEM Ltd. UK) e incluidas em resina pura

(24h). Em seguida, as amostras foram submetidas & polimerizacéo por aquecimento a 37 e 70°C
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por 24 h de cada etapa. O bloco resultante foi cortado em fatias de espessura de
aproximadamente 900 A e montado em uma grade de cobre de 300 malhas.

4 RESULTADOS
4.1 EFEITO DO pH NA ADSORQAO DO TMX EM VHS

Os efeitos do pH inicial na adsor¢do do TMX no VHS sdo exibidos na Figura 9. A
adsorcdo do TMX no VHS ¢ dependente do pH e foi influenciada pelas espécies de citrato e
farmaco presente em solucio. A quantidade méaxima de TMX no VHS foi de 402,63 mg.g™ a
pH 5,5 apds 720 min. O pKa do TMX é 8,9, o que indica que a molécula é um &cido fraco e €
completamente carregada positivamente em toda a faixa de valores de pH estudados. Em um
valor mais baixo de pH, a adsorc¢do diminuiu devido a competicdo entre o0 H3O* e as moléculas
catidnicas do farmaco pelos locais de adsorcdo na montmorillonita.

Resultados semelhantes foram observados por Kevadiya et al. (2012), para adsorcao
TMX em uma amostra de Mt purificada indiana. Os ions s6dio na solucdo de equilibrio foram
quantificados para as amostras obtidas em pH 3, 4 e 5 e os resultados foram de 0,46, 0,57 e 0,57
mmol por grama de s6lido, respectivamente. As quantidades adsorvidas de TMX foram de 0,62,
0,67 e 0,99 mmol de TMX por grama de amostra de argila. Os dados sugeriram que o principal
mecanismo de interacdo envolvida é a troca cati6nica entre o farmaco carregado carga positiva
(TMX™) e o sodio interlamelar e a entrada do par ibnico TMX:citrato, considerando que a

guantidade de sddio apos a interacdo foi menor que a quantidade do farmaco adsorvido.
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Figura 9- (a) Efeito do pH na adsor¢cdo do TMX em VHS (Veegum®) e especiacdo do citrato (linhas tracejadas)
e tamoxifeno (linhas completas vermelhas e pretas), dentro da faixa de pH de 1,5 a 7,0 (b) 1 a 7 conférmeros das
formas do citrato e 1 formas tautoméricas com base no software MarvinSketch 17.16. A dimensao do TMX foi
descrita utilizando o Gaussview Software.
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4.2 CINETICA DE ADSORCAO

A Figura 10 mostra a adsor¢do do TMX na superficie do VHS em fun¢do do tempo de
contato. A adsorcao do tamoxifeno ocorreu em trés etapas, uma primeira etapa rapida (até 180
min), uma segunda etapa lenta (240 a 480 min), onde foi observado um platd, e uma terceira
fase acima de 480 min. No inicio da reac&o (até 60 min), a adsorcéo foi proxima a 330,15 mg
de TMX por grama de VHS e aumentou para 387,5 mg.g™* aos 720 min. A alta adsor¢do de
tamoxifeno no primeiro estagio pode ser correlacionada a uma boa afinidade do farmaco pelos
locais ativos da argila, o que pode estar associado a retencdo do farmaco nos locais externos da
superficie ou na intercalacdo. Portanto, em tempos de reacdo mais curtos, uma rapida
competicdo por locais ativos levou a uma diminuicéo nos locais disponiveis gratuitos, e uma
saturacdo foi observada em tempos de reacdo mais longos, resultando em um processo de

adsorcdo mais lento (Rafati et al., 2016).

Figura 10- Efeito do tempo de contato na adsor¢do do TMX na superficie do VHS (Veegum®).
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Para determinar os processos dindmicos de adsor¢ao do farmaco no mineral argiloso, 0s
modelos pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Elovich foram avaliados em duas
etapas. Os resultados séo apresentados na Tabela 6 e expressados graficamente na Figura 11,
onde os dados para os dois estagios (t < 60 min e t > 60 min) foram ajustados a um modelo de
pseudo-segunda ordem em que r2 é 0,999. Esse resultado sugere que a quimiossor¢do foi o

principal mecanismo de interacdo (Liu et al., 2015b; Wu, Li e Hong, 2013).
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Tabela 6- Parametros cinéticos e coeficientes de regressdo linear para adsor¢cdo TMX na superficie do VHS
(Veegum®). (Condigdes experimentais: 0,1 g de sélido, pH 5,5 e concentragao inicial do farmaco de 1660 mg.L"
1

).
Pseudo-primeira ordem
Qeexp) K1 Qe(cal)
(mg g™) (10" min™) (mg g?) r’
t<60 330.2 7.936 40.50 0.7919
t>60 387.5 0.0281 58.43 0.9018
Pseudo-segunda ordem
Qe(exp) K2 Qe(cal)
(mg g?) (10°gmg*min®)  (mgg™) r’
t<60 330.2 6.9 332.2 0.9999
t > 60 387.5 0.1 396.8 0.9991
Elovich
a p
(10° mg g min™?) (102 g mgt) r?
t<60 393027.75 7.76 0.89028
t>60 2.75 4.13 0.94074

Fonte: autoria propria

Figura 11- Representacdo gréafica dos modelos cinéticos de (i) pseudo-primeira ordem (ii) pseudo-segunda ordem
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O qe tedrico (mg. g ) foi proximo ao valor experimental, o que indicou o ajuste dos
dados ao modelo de pseudo-segunda ordem. Além disso, o parametro K foi de 7 x 10 g.mg"
L min! para o primeiro estagio e 0,1 x 10 g.mg*.min’%, para os tempos superiores a 60 min, 0
que reflete dessa maneira um estagio rapido, demonstrando a eficacia desse material para

adsorcao com o TMX, nos primeiros minutos.

4.3 ISOTERMA DE ADSORCAO

O efeito da concentracdo inicial do farmaco na adsorcéao foi avaliado ilustrado na Figura
12, e os dados experimentais foram ajustados aos modelos de Langmuir, Freundlich e Tenkim
descritos na Tabela 7 e expressados graficamente na Figura 13 para os modelos lineares. A fim
de verificar uma melhor estimativa com maior precisdo entre os parametros que empregam um
processo interativo das variaveis, otimizacdes foram feitas no ajuste do método pelo célculo
ndo-linear, também para os trés modelos, ilustrado na figura 14 (Brown, 2001).

A quantidade de farmaco adsorvido no sélido VHS foi dependente da concentracao
inicial. E a capacidade de adsorcao variou progressivamente apds o aumento da concentracdo

de TMX até alcancar um equilibrio.

Figura 12- Isoterma de adsorcéo até atingir o equilibrio do TMX na superficie do VHS (Veegum®).
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Tabela 7- Parametros de adsorcdo de tamoxifeno em VHS (Veegum®) segundo os modelos de Langmuir,

Freundlich e Temkin pelo método linear e ndo linear
Langmuir
Linear N&o linear
Omax KL R? Qmax KL R2
(mg g) (10°L mg*) (mgg™) (10?L mg)
414.94 2.82 0.9935 408.90 3.07 0.9770
Freundlich
Linear N&o linear
N K R? Nt K R?
(mg g*)(mg L) (mg g*)(mg L)
3.47 73.47 0.8727 4.97 107.06 0.8898
Temkin
Linear N&o linear
br ar R? br At R?
(I mol?) (L mg?) (3 molh) (L mg?)
3291 0.46 0.9463 39.55 0.86 0.9371

Fonte: autoria propria

Figura 13- Ajuste linear dos dados de equilibrio para (i) Langmuir (ii) Freundlich e (iii) Temkin
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Figura 14- Ajuste ndo-linear aos modelos de Langmuir, Freundlich e Tenkim

400
350
< 300
o
()]
£ 250+
()
on
200 - .
Langmuir
— Freundlich
150 " —— Temkin

0 200 400 600 800 1000
Ce (mg L™

Fonte: autoria préopria

O ajuste linear e n&o linear dos dados experimentais mostrou altos valores de r? para o
modelo de isoterma de Langmuir, propdem formacdo de monocamada do farmaco sobre a
superficie da argila. Comparando a quantidade maxima adsorvida (414,94 mg.g™* para método
linear e 408,90 mg.g! para método n&o linear) pelo modelo de Langmuir com o valor
experimental de 387,5 mg.g™, os valores relativamente semelhantes sugeriram que o sistema é
definido por esse modelo de Langmuir aplicado.



97

4.4 AVALIACAO FIiSICO-QUIMICA DO PROCESSO DE ADSORCAO VHS/TMX-
CARACTERIZACOES
4.4.1 Difracao de Raio X (DRX)

Os padrdes de difracao de raio X (DRX) dos solidos antes e apds a intera¢do do farmaco
com o VHS séo apresentados na Figura 15. O sélido cristalino VHS mostrou um padrdo de raio
X com uma reflexdo tipica em 20 de 7,37°, essa reflexdo esta associada ao espagamento basal,
da regido interlamelar da argila, que calculado de acordo com a Lei de Bragg, produz um
espacamento com distancia d= 1,2 nm, o que esta de acordo com a literatura para uma
montmorillonita de s6dio (Aguzzi et al., 2005; Bu et al., 2017; Jalil, M. E. R.; Baschini, M.;
Sapag, 2015). A adsorcdo do farmaco TMX com o VHS resultou em uma alteracdo desse
espacamento basal da argila, sugerindo diferencas na intercalacdo quando o pH é variado. Esse
comportamento foi associado a porcentagem dos diferentes tipos conformacionais e variagdo
da quantidade de farmaco adsorvido, na qual o TMX e o seu sal estdo presentes. Além também,
de que ha um processo competitivo entre os locais de ligacdo e interacdo diferentes em toda
faixa de pH, principalmente na faixa de adsor¢do mais baixa, que foi associado a pH menores
que 5,0, conforme ilustrado na Figura 9.

Na faixa de pH ~2,0 a pH 4,5, os padrdes de DRX mostraram duas reflexdes 20 a 4,17°
com distancia d= 2,12 nm e 5,83° com distancia d=1,5 nm. A primeira reflexdo pode estar
associada a alteragdo na hidratacdo e ions no espacamento entre as folhas, uma vez que ha
reducdo da regularidade da estrutura mineral em pH acido e o aumento da desordem do
empilhamento das folhas apo6s a intercalacdo do farmaco. A Ultima reflexdo pode estar
associado a montmorilonita que foi tratada com &cido (Jozefaciuk e Bowanko, 2002), e é
atribuida a lixiviacdo dos cétions octaédricos de aluminio e magnésio (Akpomie e Dawodu,
2016) e aumento da razdo Si/Al devido a producdo de silica amorfa (Fonseca et al., 2018;
Palkova et al., 2013; Steudel et al., 2009). A extensédo das modificacdes estruturais é dependente
do pH, ou seja, da quantidade de &cido que € adicionado para ajustar o pH para valores menores
(Steudel et al., 2009). Portanto, os reflexos da perda ou da amplitude da amostra obtida em pH
1,5 é uma forte indicacdo da presenca de fase amorfa nessa condicdo de pH, e mais adiante
também confirmado no espectro do infravermelho.

Quando a faixa de pH é aumentada (5,0, 5,5, 6,0 6,5 e 7,0), foi observada uma unica
reflexdo associada ao plano 001, refletindo em espagcamentos basais (d) de 2,25, 2,25, 2,16, 2,14
e 2,23 nm, respectivamente. 1sso demonstrou uma intercalacao significativa de TMX em uma

disposi¢do de monocamada, considerando o tamanho da molécula (1,16 nm) (Figura 9b).
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Figura 15- Padr6es de DRX para os complexos VHS e TMX/VHS preparados na faixa de pH de 1,5a 7,0

A
A\
)
/’k\ \\
6000 - / \
5500 :/// k
5000 -fA«m:;t;::::z;;—f-~m~—w~ pH 7.0
4500/ \ I — e A
~ 4000~
5 i \
< 3500 —%&EQEQRWMMM&T_@W“_W\M pH 5,5
§ a0l N pH50
9 ot e e e [ F
é 2500 _WM«W_MM/// o ——————————pH40
- 2000 4 T ?\M\ S S B - P o pH 3,5
A B N e L
1500 _%«\N/\/‘\:\\W \'\’\/M
\\-«:\\HM R ————
500+ M%c\wwhl SP———— ]
od T T G VHS
I T I ! ! ! ' ! ' ! ' !
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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4.4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia vibracional (infravermelho médio) (MIR) foi Gtil para identificar
alteracOes nas espécies organicas apés intercalacdo e/ou adsorcao na superficie da argila (Akyuz
e Akyuz, 2017; Almasri et al., 2018).

Os espectros MIR do VHS, VHS/TMX em pH 1,5 a 7,0 e TMX estdo representados na
Figura 16 e Figura 17. O espectro da molécula livre foi investigado, considerando os efeitos de
coordenacdo das principais bandas do tamoxifeno.

O espectro de FTIR do VHS sdlido apresenta absor¢do a 3625 cm™, atribuida ao OH
interno que se estende dentro da estrutura da argila, e as faixas a 3446 cm™ correspondem as
vibragdes de OH das moléculas de dgua e Si-OH (Carazo et al., 2018). A banda de 1636 cm™
foi atribuida & vibragdo da agua por flexdo. A banda mais intensiva proxima a 991 cm foi
atribuida as vibracdes de estiramento de Si-O da camada tetraédrica. Dois picos na regido de
flexdo de hidroxila em 915 cm™ (Al,OH) e 839 cm™ (AIMgOH) refletem que o Al octaédrico
é parcialmente substituido por Mg (Aguzzi, C. et al., 2014; Etcheverry et al., 2017).

O espectro para 0 TMX livre mostra as bandas atribuidas da seguinte forma: 3019 e

2966 cm™ atribuidas as faixas de alongamento CH, 1729 cm* atribuidas ao alongamento do
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anel C=C e 1587 e 1475 cm™ atribuidas a antissimétria e simetria do alongamento do ion
carboxilado e flexdes do anel em 847,827 e 702 cm™ (Badawi e Khan, 2016; Landeros—
Martinez et al., 2017).

Os espectros para os complexos TMX/VHS (Figura 16 e 17), apresentam bandas
caracteristicas da argila e do farmaco, sugerindo que o farmaco esté presente na matriz da argila.
Bandas atribuidas ao TMX foram observadas nos espectros associados ao alongamento C-H
(3000-2930 cm™) e & flexdo do anel (843, 827 e 704 cm™).

Figura 16- Espectros de infravermelho do farmaco, VHS e do sistema formado por VHS/TMX obtido nos pHs a)
1,5a4,0eb)5,5-7,0.
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A banda muito baixa em 1604-1470 cm™ designada as faixas de alongamento do anion
citrato, e foi atribuida a baixa concentracdo do ion nos solidos, é visivel apenas para as amostras
obtidas em pHs 4,5-5,5. Ndo foram observadas alterac6es na posi¢édo das bandas associadas aos
grupos da argila, como o alongamento estrutural do OH, sugerindo uma interacdo fraca na
superficie externa. No entanto, mudancgas nas vibracdes da agua (OH) foram observadas para a
amostra obtida em pH 1,5 e é uma indicacgdo de superficie mais hidrofilica. De fato, uma banda
larga centrada em 3405 cm™ e uma acentuada em 1633 cm™ foi atribuida ao alongamento e
flexdo do OH da &gua, respectivamente, e sdo indicacdes dos grupos hidroxila na superficie da
argila, possivelmente devido a lixiviagéo dos cations octaédricos e tetraédricos e a concomitante
formacdo de silica amorfa (Akpomie e Dawodu, 2016; Etcheverry et al., 2017; Kloprogge,
2006; Santos et al., 2015a; Steudel et al., 2009). A banda larga nessa regido foi atribuida ao
alongamento de N...H20, indicando a ligacdo de hidrogénio entre 0 OH da agua e o0 N do
farmaco (Badawi e Khan, 2016). Além disso, o deslocamento do alongamento de Si-O para
valores superiores a 1000 cm™ e a faixa de 800 cm™* foram associados a silica amorfa com uma
estrutura tridimensional, conforme relatado anteriormente (Madejova et al., 2009; Ritz,
Zdralkova e Valaskova, 2014; Santos et al., 2015a).
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Figura 17- Espectro de infravermelho aproximado das regides a) 4000-2850 cm™ e b) 900-650 cm™ para o
farmaco TMX, VHS e os sistemas VHS/TMX formados em pHs de 1,5 até 7,0.
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4.4.3 Andlise termogravimétrica (TGA) e calorimétrica de varredura (DSC)

Os perfis termogravimétricos e DSC da amostra de VHS/TMX e dos hibridos formados
a partir do pH 5,0 sdo mostrados nas Figuras 18 e Figura 19. Essa amostra foi escolhida com
base do estudo anterior que demonstrou uma alta adsor¢édo do TMX no VHS nesse pH (Silva et
al., 2019). A amostra da argila VHS primitiva (Figura 18 a) apresentou uma pequena perda de
peso (2% p/p) na faixa de 50-120°C, atribuida a perda de 4gua adsorvida e intercalada (Chen et
al., 2017), esse perfil & também presente na curva DSC (Figura 19). O perfil TMX livre, pelo
perfil TGA mostrou dois estagios de degradacéo térmica: o primeiro a 144-193°C (27,32% p/p)
e 0 segundo a 257-341 °C (72,18% p/p) (Figura 18 b) (Chevalier et al., 2017). O DSC indicou
que o ponto de fusdo do TMX a 132-147°C, sendo a forma B do cristal de citrato de tamoxifeno
como verificado anteriormente (Goldberg e Becker, 1987), seguido pelo primeiro passo de
degradacdo a 148-202°C e um segundo estagio a 206-269°C. Ja para o sistema VHS/TMX
(Figura 18 c), a curva TGA mostra desidratacdo a 41-106°C (2,52% p/p), seguida por um
segundo evento mais intenso a 226-323°C e um terceiro evento mais sutil a 327-358°C atribuido
a degradacdo do farmaco. No DSC, dois eventos menores de degradacdo do farmaco foram
observados a 293-302°C e 353-362°C (Figura 19), sem aparecimento do pico de fusdo. Esses
resultados demonstram que o TMX alterou sua forma cristalina ap6s interacdo com a amostra
do mineral argiloso.

Figura 18- Figura 18. Perfil TGA e DTG do (a) VHS, (b) Tamoxifeno (TMX) e (c) sistema VHS/TMX obtidos a
a) b)
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Figura 19- Perfis de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos componentes VHS (perfil laranja), TMX
(perfil preto) e VHS/TMX pH 5 (perfil azul).
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4.4.4 Microscopia eletrénica de transmisséo de alta resolucdo (HRTEM)

As imagens da microscopia eletronica de transmisséo de alta resolu¢do (HRTEM- High
Resolution Transmisson Electron Microscopy), exibidas na Figura 20, mostram a morfologia
em camadas do VHS/TMX obtidas pelo pH 5,0. E possivel observar pontos de massa negra
(granular), no espectro dessa regido (Figura 20 al), a ligeira diminui¢do na quantidade de ions
magnésio e o ligeiro aumento na relagdo Si, que indica que houve remogdo de Mg?* e APP* da
folha octaédrica devido a preparacdo a pH mais baixo, por adi¢do do &cido na formacdo do
hibrido, o que é atribuido a formacéo de silica amorfa, esses dados corroboram com dados
encontrados anteriormente (Krupskaya et al., 2019; Lycourghiotis et al., 2019).

Em outra regido da imagem, foi observada a estrutura em camadas da amostra, e o
espectro resultante dessa regido, apresentou um pequeno aumento na quantidade de ions Mg?*
e AIP* (Figura 20 a2), indicando que a estrutura em camadas néo foi totalmente afetada. Em

outra regido da amostra, em alta resolucdo, é possivel medir a distancia entre as camadas.
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Figura 20- Imagens HRTEM dos complexos VHS/TMX obtidos em sistemas de pH 5 a) imagem geral da
amostra com magnitude de 200 nm, com al) regido granular (presenca de silicio amorfo) e espectro no EDS e
a2) regido lamelar e seu espectro, b) regido ampliada 10 nm e o respectivo EDS espectral demarcando (em linhas
amarelas) as folhas de argila e o espagamento basal de 1,03 nm, ¢) mapeamento elementar EDX de c1) Si-silicio,
¢2) N-nitrogénio e c3) Al-aluminio
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O valor foi de 1,03 nm e correspondeu a fase da montmorillonita sem intercalacéo de
TMX. O valor d (001) menor que 1,2 nm era esperado, uma vez que as esmectitas geralmente
perdem &gua entre as camadas em alto vacuo da analise A érea selecionada da regido em
camadas foi ampliada e um espectro de EDS foi realizado. As camadas de argila aparecem
como linhas escuras (Figura 20 b), contornando os espagos entre as camadas, em espaco livre,
que € menor que o valor de referéncia medido pelo DRX, veja anteriormente (Silva et al., 2019).
A presenca dos sinais de nitrogénio e carbono no espectro de EDS (Figura 20 b), na regido
circundada, confirmou a presenca de TMX. O mapeamento quimico revelou uma distribuicéo
homogénea de Si (Figura 20 c1), com presenca de N (Figura 20 c2) e Al (Figura 20 c3).
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4.4.5 Analise por tamanho e distribuicao de particulas e agregados em suspenséo (PDS)

Na andlise do tamanho das particulas, o nimero de particulas e 0 volume expresso em
porcentagem (Figura 21 a), foi observado em relacdo ao VHS primitivo, uma distribuicéo
monomodal, tendo o tamanho médio de 973 nm (Figura 22).

Figura 21- Curvas gréficas originais, demonstrando a distribui¢do média das particulas em volume e nimero
para a) VHS primitivo, e para os sistemas VHS/TMX produzidos em b) pH 3,0 ¢) pH 4,0 e d) pH 5,0
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VHS/TMX pH 4
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Fonte: autoria prépria

Ap0s a adsorcdo, as amostras exibiram um perfil trimodal para nimero de particulas e
polimodal para volume de particulas para o sistema preparado em pH 3,0 (Figura 21 b) e pH

4,0 (Figura 21 c), com didmetros modais centrados em 373 e 438,6 (Figura 22),
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respectivamente. Para o sistema preparado em pH 5,0 (Figura 21 d), nimero e volume de
particulas, foi obtida uma distribuicdo bimodal com didmetro modal centrado em 1593 nm.

Ocorreu um alto aumento no indice de polidispersividade, verificado por alto desvio
padrdo (Figura 22), dos sistemas apds a adsorcdo. Essa alteracdo pode estar associada a
modifica¢Oes estruturais devido a adicdo de &cido nas preparacOes, conforme observado
anteriormente (Krupskaya et al., 2019). O menor tamanho das particulas e a maior varia¢do no
volume e nimero de particulas com pH mais baixo, reduz consequentemente a carga superficial
(Figura 23), devido a lixiviacdo dos cations octaédricos e a formacéo de pequenos agregados.
No entanto, para amostras preparadas com pH mais alto (VHS/TMX pH 5), as particulas
maiores formam agregados maiores, porém mais uniformes, devido a menor lixiviacdo dos
cations estruturais.

No entanto, esses materiais sao suspensdes, ou seja, coldides, além de agregados, ndo
esféricos e essa medida é uma estimativa aproximada do tamanho relativo, que possui uma
distribuicdo de tamanho ampla, conforme verificado por grande desvio padréo, interferéncia do
tratamento que a amostra recebe.

Os valores do potencial Zeta (Figura 23), foram negativos e os valores negativos mais
baixos foram obtidos ap6s a adsor¢do do TMX, indicando diminuicdo da carga da superficie da

adsorcdo positiva do farmaco.
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Figura 22- Distribuicdo média do tamanho de particula para o VHS e os sistemas formados em diferentes pHs,
VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5.
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Figura 23- Medidas de potencial Zeta das amostras VHS, VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5
e TMX, suspensas em agua ultra purificada.
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45 CALCULOS COMPUTACIONAIS DA OTIMIZACAO DO CITRATO DE
TAMOXIFENO E DAS INTERACOES DO CITRATO DE TAMOXIFENO COM A
MONTMORILLONITA (VHS) EM NIVEL MOLECULAR

4.5.1 Estrutura cristalina do citrato de tamoxifeno e estrutura molecular do citrato de
tamoxifeno

A estrutura cristalina do citrato de tamoxifeno foi totalmente otimizada, incluindo as
posicBes atbmicas e os parametros de célula da estrutura cristalina. A célula unitaria contém
312 atomos, 4 cations de TMXH™ e 4 anions de citrato. Varios conjuntos de cargas atbmicas e
de FF foram utilizados para compara¢Ges com os dados experimentais (Tabela 8). Em geral,
todos os campos de forca reproduzem a estrutura cristalina experimental com apenas pequenas
diferencas. Todos FF produziram formacéo de cristal favoravel e altos valores de energia de
empacotamento, exceto o Universal. Que ndo descreve adequadamente as interacdes entre o
cation TMXH" e o contra-ion citrato. A interface PCFF com carga FF apresentou a maior
energia de empacotamento no cristal do citrato de tamoxifeno (Tabela 8). O melhor método foi
entdo, o que se utiliza da interface PCFF utilizando cargas atémicas atribuidas pelo mesmo FF,
produzindo as menores diferencas em relacdo aos valores experimentais dos parametros
celulares (Tabela 9). Isso valida esse método para este trabalho e serd utilizado nas simulacoes

abaixo, para as interacdes VHS com o farmaco citrato de tamoxifeno.

Tabela 8-Parametros celulares da estrutura cristalina totalmente otimizada do citrato de tamoxifeno com
diferentes cargas FF e atdmicas comparados com os valores experimentais (distancias em A e angulos em °).

Parametros Experimental COMPASS UNIVERSAL PCFF-interface
FF2 QEQ° FF2 FF2 QEq®
a 16.0 16.10 1567  16.05 16.16  15.70
b 21.96 2169 2180 22.05 2187  22.17
c 8.62 8.35 8.49 9.04 8.55 8.70
B (a=y=90°) 96.3 97.9 96.7 90.4 97.4 95.4
E empacotamento® -77.28 -64.12 +413 -79.98 -59.20

a Cargas atomicas fornecidas pelo FF. ® Cargas atdmicas calculadas com o método Qeq. “Energia de empacotamento
(diferenca entre a energia do cristal e a energia de 4 pares idnicos isolados do citrato de TMX) do cristal do citrato
de TMX. Esses valores estdo em kcal/mol por célula unitaria e por molécula de TMX.

Fonte: autoria propria
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Tabela 9- Principais caracteristicas geométricas (comprimentos de ligacdo em A e angulos®) das estruturas
experimentais e calculadas do cristal de citrato de tamoxifeno (Cry) e do par isolado de citrato de TMX (1s0).

COMPASS PCFF
FFe QEq" FFe QEq’
Parameters Exp® Cry¢ Iso® Cry¢ Iso¢  Cryd Iso¢  Cryd  Iso®
d(CH,-0) 1.42 1.42 1.43 1.42 1.43 1.42 1.43 1.43 1.43
d(C=C) 1.34 1.36 1.36 1.37 1.36 1.36 1.35 1.36 1.35
d(CH2-N) 1.49 1.53 1.55 1.54 1.54 1.54 1.55 1.54 1.55
d(NH) 0.99 1.01 1.02 1.04 1.02 1.02 1.02 1.04 1.02

d(CHz3...0=COHcit) 2.29 2.40 2.49 2.44 2.46 2.45 244 249  3.29
d(NH...O=COcit) 1.73 1.60 2.38 1.58 1.97 1.68 180 165 1.73

d(OHci...O=COqi) 152 1.39 - 141 - 1.76 - 1.76 -
0(C=C-C-H) 1125 -1158 -113.7 -1202 -1143 -1106 -112.7 -117.7 -1136
0(C=C-C-C)wen  -50.7  -544 535  -475 512 -60.6 -66.7 -51.1 -67.2
0(C=C-C-C)aenz 1254 1258 1301 1254 1300 1194 119.8 1215 118.0
0(C=C-C-C)senz 1267 1334 1383 1305 1352 1295 1259 1257 1243
0(OCCN) 1582 -1642 -1789 -1635 -169.6 -1660 -172.9 -1650 -176.8
8(CCOC) 31 127 23.4 152 448 155 520 199 259

Cargas atdmicas atribuidas diretamente pelo FF. Cargas atémicas calculadas com o método QEq. °Estrutura
cristalina experimental (Goldberg e Becker, 1987). “Estrutura do cristal. *Estrutura molecular isolada do citrato de
TMXH.

Fonte: autoria préopria

Os difratogramas de DRX em p6 da estrutura cristalina do TMX e o padrdo que foi
otimizada com o campo de for¢a FF da interface PCFF, foram comparados, ou seja, a estrutura
cristalina pratica (pd) foi comparada com a estrutura cristalina tedrica, utilizada nesse estudo
(Figura 24). Ambos os perfis indicam que o solido utilizado neste trabalho é a forma cristalina
B, essa forma B de cristal é descrita na literatura (Alias et al., 2017; Gamberini et al., 2007;
Goldberg e Becker, 1987; Kapse et al., 2012).
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Figura 24- a) Padrdo de DRX do p6 cristalino citrato de tamoxifeno bruto e utilizado na formacéo dos sistemas
hibridos experimentalmente e o padrdo de DRX da estrutura cristalina do citrato de tamoxifeno simulado,
otimizada com a interface PCFF com carga FF.
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Fonte: autoria prépria

No cristal, as moléculas de citrato de TMX sédo alternadas (Figura 25). O grupo
carboxilato do citrato € orientado para o grupo dimetilaménio do tamoxifeno a uma distancia d
(COO...HNC) = 1,689 A e 1,646 A (Figura 26). Os 4&tomos de metilamina (H) do tamoxifeno
sdo orientados ao atomo da carbonila (O), do grupo carboxilico do citrato, devido a interacdes
eletrostaticas. As moléculas de citrato estdo conectadas com ligag¢des intermoleculares de
hidrogénio, entre os dtomos de hidroxi H e os atomos de O, dos grupos carbonila, com
distancias de d (OHcit...0=COcit) = 1,765 A (Figura 27). Duas zonas podem ser distinguidas
na embalagem do cristal, uma polar e outra apolar. A zona polar é dominada principalmente
pelos grupos funcionais do anion citrato e pela porcdo do aménio do cation TMXH™, e a parte
apolar é preenchida pelos anéis aromaticos das moléculas vizinhas do tamoxifeno.

As principais caracteristicas moleculares geométricas da estrutura cristalina estdo
resumidas na Tabela 9, exceto aquelas calculadas com o Universal FF que estavam longe dos
dados experimentais e ndo estdo incluidas. N&o foi observada diferenca significativa entre as
estruturas otimizadas com Compass e PCFF e com diferentes cargas atbmicas. O uso da
interface PCFF com suas proprias cargas atbmicas produziu a geometria mais proxima dos
dados experimentais, conforme evidenciado acima para os parametros da estrutura cristalina.

A estrutura do par TMX-citrato (Figura 28) foi extraida dos dados experimentais da
célula unitaria, colocada em uma caixa periodica de 30 A x 30 A x 30 A para evitar interacdes

intermoleculares e foram otimizadas. Devido a isso, a molécula isolada s6 pode ser comparada
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com os valores experimentais das moléculas dentro da estrutura cristalina. As distancias de
ligacdo na molécula do tamoxifeno sdo proximas as encontradas na estrutura do cristal, no
entanto, na maioria dos casos, as distancias entre 0 TMX e o citrato, sdo diferentes do cristal,
porque muitas interacdes intermoleculares da estrutura cristalina sdo perdidas no modelo da
molécula.

O primeiro anel benzeno é torcido a 60° em relagdo a ligagdo dupla C=C da estrutura
central do TMX. O segundo anel benzeno é torcido 119° para a ligacao dupla. As diferencas de
torcédo entre o primeiro anel (1benz) e o segundo (2benz) em relacédo a ligacdo dupla sdo 58,4°
e 0 angulo de torcdo que se forma em relacdo a essa ligagdo é 125,34°. O terceiro anel (3benz)
conectado & estrutura dorsal da molécula tem um angulo de torcéo de 126° em relacdo a C=C,
valores semelhantes foram obtidos anteriormente (Kuramochi, 1996). O angulo CCOC diédrico
existente na molécula do tamoxifeno difere dos experimentais para todos os campos de forca
aplicados, demonstrando a suscetibilidade dessa conexdo a conformacdo e geometria da
molécula do tamoxifeno. O &tomo de N do dimetil amdnio possui conexdes descidas em relacdo
ao plano aromatico, enquanto a fracdo CCOC possui conexdes para cima, em relacdo ao mesmo
plano, influenciadas por cargas opostas. Devido a realocacdo da ressonancia eletronica, existem
varias possibilidades de interacbes entre TMXH" e o citrato. Em geral, as distancias de
conexdes entre o cation TMXH" e o anion citrato estdo proximas dos dados experimentais,
interagindo por interacdes eletrostaticas com o citrato (CHs...0O=COHcit) e por ligacGes de
hidrogénio (NH...O=COcit), NH...OC=0Ocit). Além disso, o citrato interage consigo mesmo por
varias interacbes por um orbital molecular sem ligacdo (OHcit...OC=0Ocit) e

(CHacit...O=COQcit), tanto na molécula cristalina quanto na isolada.
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Figura 25- Estrutura cristalina do citrato de tamoxifeno ap6s a otimizacdo pelo campo de forca com interface
PCFF, vista dos planos (010) e (001).
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Fonte: autoria prépria

Figura 26- Estrutura cristalina detalhada para destacar as interagdes NH...O=COcit.

Fonte: autoria propria



115

Figura 27- Detalhe da estrutura cristalina para mostrar as intera¢cdes OHcit...O=COcit e O=COcit...HOcit.

Fonte: autoria prépria

Figura 28- Estrutura otimizada do citrato de tamoxifeno indicando os rétulos dos anéis aromaticos (1 benz, 2
benz e 3 benz) e a molécula do citrato (cit). Os atomos de C, H, N e O sdo descritos pelas cores cinza, branco,
azul e vermelho, respectivamente. Esses padrdes de cores sdo mantidos no restante das figuras deste trabalho.

Fonte: autoria prépria

4.5.2 Calculos computacionais das interacdes do citrato de tamoxifeno e a montmorillonita
(VHS) em nivel molecular
4.5.2.1 Modelos com influéncia da 4gua e quantidade de tamoxifeno

A estrutura cristalina da montmorillonita foi totalmente otimizada, incluindo as posic¢des

atbmicas e os parametros de rede da célula, obtendo uma estrutura cristalina, a=15,47 A,
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b=17,87 A, ¢=11,90 A, 0=88,6°, B=103,2° e y=90,1°, proximo aos valores experimentais
(Ortega-Castro et al., 2008).

Nesta estrutura otimizada, estudou-se a adsorcao do tamoxifeno no espaco interlamelar
da montmorillonita. Inicialmente, um cation do tamoxifeno protonado (TMXH™) foi inserido
no espaco entre camadas, substituido por um cation de Na*. Em seguida, o cation TMXH™ foi
colocado paralelamente a superficie interlamelar da argila com 12 moléculas de agua formando
0 modelo nomeado por VHS 1TMX 12w 5Na (Figura 29) e um modelo formado com 6
moléculas de dgua nomeado por VHS_1TMX_ 6w _5Na (Figura 30). Apds a otimizacdo, o
cation TMXH™ manteve a disposicédo paralela, sendo os anéis de benzeno 1 e 2 coplanares nos
dois modelos. Os anéis aromaticos formaram angulos de 78,28° e 105,34° com o plano da
superficie da argila. O grupamento CCOC do TMXH* ficou orientado oposto a superficie da
argila, devido a repulsdo com os atomos de O da superficie da argila. Alem da porcdo de
dimetilaménio inclinada para baixo, devido as interacGes adsorbato-superficie, que formam
principalmente ligacfes de hidrogénio e interacOes eletrostaticas. Essas interagBes ocorrem
entre o &tomo de O carregado negativamente do grupamento siloxano, presente na superficie
da argila com o atomo de N do TMXH™, carregado positivamente. Essa interacdo ocorreu entre
0 modelo VHS_1TMX_6w_5Na com d (NH...0Si) =1,67 A e d (HN...OSi) = 2,64 A e para o
modelo VHS_1TMX_12w_5Na com d (NH...0Si) = 1,65 A e d (HN...0Si) = 2,66 A. O angulo
diédrico do CCOC sofre alteracbes com 86,16° (VHS 1TMX 12 5Na) e 169,41°
(VHS_1TMX_6w_5Na).

A energia de adsor¢cdo do modelo de adsorcdo VHS 1TMX 12w _5Na foi calculada

levando em consideragdo o processo de troca catinica:

VHS 6Na 12w + citTMX 12w — VHS 1TMX 12w_5Na + citNal2w

Onde VHS_6Na_12w € o VHS inicial, montmorillonita hidratada; citTMX_ 12w é o cétion
TMXH* neutralizado com um &nion de citrato, em uma caixa clbica periddica, a= 30A, com
uma célula unitaria com 12 moléculas de é&gua que solvatam o0s dois ions;
VHS_1TMX_12w_5Na é o complexo de adsorc¢éo final com um cation TMXH™ intercalado no
espaco entre camadas do VHS, trocado por um cation Na*; e citNal2w é o cation Na*
neutralizado com um anion de citrato, ambos solvatados com 12 moléculas de agua em uma
caixa clbica periddica com a= 30 A como célula unitaria. Todas essas estruturas foram

otimizadas e a energia total de cada uma foi retirada dos calculos. Portanto, a energia de
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adsorcdo (Eags) foi calculada como a diferenca de energia entre os produtos e reagentes do

[processo:

Eads= EqvHs_1TMx_12w_5Na) T E(citNatow) — (E(vHs_eNa_t12w) + E(cittmx_12w))

Onde E (VHS_1TMX_12w_5Na) é a energia do modelo do complexo de adsor¢cdo com 5
cations Na*, um cation TMXH" e 12 moléculas de &gua por supercélula 3x2x1 de
montmorillonita citada acima; E (citNal2w) é a energia do modelo com um cation Na*, um
anion citrato e 12 moléculas de agua por unidade celular; E (VHS_6Na_12w) € a energia da
montmorillonita inicial com 6 cations Na* e 12 moléculas de agua por supercélula 3x2x1; e E
(TMXcit_12w) é a energia do modelo de um cation TMXH™, um anion citrato e 12 moléculas

de &gua por célula unitéaria.

Figura 29- Adsorc¢do do cation tamoxifeno colocado paralelamente a superficie da montmorillonita ap6s sua
otimizagdo com 12 moléculas de 4&gua VHS_1TMX_12w_5Na, vistas do plano (100).
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Fonte: autoria propria

A energia de adsorcdo foi de 29,87 kcal/mol, sendo um processo endotérmico e
desfavoravel. Este resultado pode ser devido a presenca de um excesso de moléculas de agua.

Em seguida, foi calculada a energia de adsor¢cdo do modelo com 6 moléculas de agua
por supercélula 3x2x1 no modelo VHS inicial (VHS_6Na_6w) e o complexo de adsorc¢éo final
(VHS_1TMX_6w_5Na), seguindo o mesmo método, resumido na Tabela 10.

Entdo, a energia de adsorcdo foi de -10,29 kcal/mol, indicando que a adsor¢édo €

energeticamente favoravel. A otimizacdo deste modelo, complexo de adsor¢do em volume
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variavel, produziu um espagamento d (001) de 1,43 nm, que pode ser observado nos primeiros
estagios do processo de adsorcao (Tabela 10) (Silva et al., 2019).

Figura 30- Adsorgdo do cation tamoxifeno colocado paralelamente a superficie da montmorillonita apos sua
otimizacdo com 6 moléculas de agua VHS_1TMX_6w_5Na, vistas do plano (100).

%WYMY@ \%ﬁ

~—

&

Fonte: autoria prépria

O principal valor do espaco interlamelar d (001), observado nos processos de adsorgao
experimental, foi maior que o modelo acima calculado. Dessa forma, uma adsor¢do com uma
guantidade maior de tamoxifeno na interlamela foi explorada. Estendendo o espago entre as
camadas para c=22 A, quatro cations TMXH* foram trocados por 4 cations de Na* e um novo
modelo de montmorillonita com 4 cations TMXH?*, 2 cations Na* e 6 moléculas de agua por
supercélula 3x2x1 foi gerado (VHS_4TMX_6w_2Na) (Figura 31). Essa quantidade de TMX é
consistente com o valor experimental de 0,611 mmol TMX. g, sendo 75% do CEC total de
VHS. Os cétions TMX* foram colocados em uma orientacdo paralela em relacdo a superficie
interlamelar, como nos modelos acima. No entanto, neste caso, 0s cations de farmaco foram
colocados em direcdes opostas alternadas, a fim de evitar a interacdo estérica entre 0s anéis
aromaticos vizinhos. A otimizacdo deste modelo em volume variavel gerou um espaco
interlamelar com um espacamento d (001) de 2,18 nm, indicando que havia espaco suficiente
para aumentar esse numero de moléculas organicas. Mantendo o balanco de massa entre

reagentes e produtos, 0 processo de troca cationica €, neste caso, descrito na Tabela 10.
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Figura 31- Adsorcdo dos cations tamoxifenos colocados paralelamente a superficie da montmorillonita apés sua
otimizacdo formando o modelo VHS 4TMX_6w_2Na.
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Fonte: autoria propria

Apds a otimizacdo deste complexo, a energia de adsorcéo foi de -77,41 kcal/mol, sendo
também um processo energeticamente favoravel, o que corresponde a -19,35 kcal/mol por
cation TMXH* adsorvido. Este valor é principalmente devido as interacfes das ligacGes de
hidrogénio que sofrem a por¢do amino (catidnica), com os atomos de siloxano O da superficie
e as interacdes dos atomos de d&gua H com os atomos de O da superficie. A orientacdo molecular
sofre algumas alteracdes em um plano inclinado em relacdo a superficie da argila, bem como
alteracdes nos angulos de tor¢do (Figura 31). O angulo 6 (CCOC) de cada cation foi alterado
para 160,1°, -170, 8°, -42,8° e -25,1°. As distancias interatdmicas da superficie adsorvente com
a superficie da argila para a molécula 1 e 2 d (NH...0Si) = 1,63 e 1,58 A e d 9HN...OSi) = 2,55
e 2,58 A, respectivamente. Essas torcdes demonstram como a molécula de TMX tem

flexibilidade ao intercalar na interlamela da argila.
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4.5.2.2 Modelos que simulam a influéncia do pH

Considerando a alta capacidade de intumescimento do VHS, podemos considerar a
variacdo experimental da adsorcdo com a variagdo do pH, com os dados obtidos
experimentalmente, verificado por Silva et al., 2019. Assim, o pH = 3, a quantidade de 0,611
mmol TMX. g? foi adsorvida, permanecendo 0,31 mmol. g de cations Na* no espaco
interlamelar. Considerando uma troca cationica completa, quantitativamente, para um CEC=
0,806 mmol. g%, a quantidade de TMX adsorvido como cétion é 0,465 mmol.g™. Portanto,
42,3% do total de cations interlamelares é Na* e 57,7 % é TMXH". O restante do TMX (0,146
mmol. g ) foi adsorvido como um sal neutro do citrato, como um contra- ion, representando
23,9% do total de TMX adsorvido. Considerando que nossos modelos possuem 6 cations
interlamelares por supercélula 3x2x1, o melhor modelo para este produto sera o VHS com 3
cations Na*, 3 cations TMXH* , um par de citrato TMXH e 6 moléculas de 4gua por supercélula
3x2x1 (VHS_3TMX_1citTMX_6w_3Na).

As moléculas organicas foram colocadas para obter uma melhor ocupacgdo entre o
espacamento basal com 4 moléculas de tamoxifeno e uma molécula de citrato. Apds a
otimizacdo, semelhante ao modelo acima, com altera¢cdes nos angulos de torcao (Figura 32). O
angulo 6 (CCOC) ¢ diferente para cada tamoxifeno, sendo os valores 128,3°, -148,2°, -52,2° e
-43,2°. As principais distancias intermoleculares sdo d (NH...0Si) = 249 e 238 A e d
(HN...OSi) = 3,24 e 3,18. Nesse modelo, o citrato interagiu consigo mesmo, através dos grupos
hidroxila do grupamento carboxilico, mas nao interage com o tamoxifeno. Nem todas as
moléculas de tamoxifeno interagem com a superficie da argila através de ligacbes H. No
entanto, a otimizacdo do complexo de adsor¢do em volume variavel obteve um espacamento
entre as camadas, com um espacamento d (001) equivalente a 21,04 A, estando muito proximo

ao valor experimental, 21,26 A.
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Figura 32- Modelo de adsorc¢do otimizado VHS_3TMX_1citTMX_6w_3Na simulando os dados experimentais
para o sistema VHS/TMX formado a partir do pH 3,0.
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Fonte: autoria propria

Nesse caso, a pH 3, a adsor¢do é um processo combinado de troca catidbnica com uma
adsorcdo neutra do par ionico citrato de tamoxifeno que mantém o balanco de massa entre
reagentes e produtos. Nesse caso, a Eass foi de -136, 16 kcal/mol, sendo também
energeticamente favoravel (Tabelas 10 e 11).

No pH 4, uma quantidade ligeiramente mais alta de TMX (0,673 mmol TMX. g* de
sélido) foi adsorvido em relagdo ao pH 3, permanecendo 0,241 mmol. g de cations Na* no
espaco interlamelar. Considerando o CEC do VHS utilizado (0,806 mmol. g1), a quantidade de
TMX adsorvido como cation é de 0,565 mmol. g*. Portanto, os 30% do total de cétions
interlamelares sdo Na* e os 70% sdo TMXH". O restante do TMX (0,108 mmol. g*) foi
adsorvido como um sal citrato neutro, representando 16,05% do total de TMX adsorvido. O
melhor modelo que se ajusta as propor¢des relativas acima € uma supercéelula 3x2x1 de
montmorillonita com dois cations Na*, 4 cations TMXH®, um par TMXH-citrato e 6 moléculas
de 4gua (VHS _4TMX_1citTMX_6w_2Na).
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Essas moléculas foram colocadas para obter uma melhor ocupagdo entre 0s espagos
(Figura 33), onde os grupos de maior volume, como 0s anéis de benzeno, estdo em sentido
contrario em relacéo a molécula subsequente vizinha. O &nion de citrato foi colocado proximo
a um tamoxifeno para simular a entrada do par iénico. Apos a otimizagdo, o tamoxifeno se
rearranja e ha um ajuste ao espaco interlamelar da argila, em uma conformagdo mais estavel
com diferentes valores de angulo de tor¢ao 6 (CCOC), 67,49°, 22,29°,39,58°, -35,89° e 52,58°.
As distancias interatbmicas da superficie adsorvente s&o d (NH...0Si) = 4,94 A e d (HN...OSi)
= 4,45 A (Figura 33). Alguns cations TMXH"* estdo distantes da superficie da argila e ndo
interagem por ligagdes de hidrogénio com essa superficie. Neste modelo, o &nion citrato (1cit)
tem interac®es consigo mesmo através do &cido carboxilico com d (OHcit...OC=0cit) = 1,98A,
a mesma distancia calculada para a molécula isolada (Tabela 8). O cation TMX 2 interage com
0 TMX 3 através dos grupamentos NH e CCOC, respectivamente, com d (NH...OCC) = 2,30
A (Figura 33 b).

Figura 33- a) Modelo de adsorcdo otimizado VHS_4TMX_1citTMX_6w_2Na simulando os dados
experimentais para o sistema VHS/TMX formado a partir do pH 4,0, vista do plano (100) b) interacéo entre o
TMX2e0TMX 3.

Fonte: autoria propria
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A otimizacdo do complexo de adsorcdo em volume varidvel obteve um espacamento d (001) de
21,04 A, estando muito préximo ao valor experimental 21,26 A.

Neste modelo de reacdo, a energia de adsorcdo é de -75,71 kcal/mol (Tabela 10 e Tabela
11), sendo também um processo energeticamente favoravel. A diferenca de energia entre os
modelos de reacdo de adsorcdo em pH 4 e pH 3, é de 60,45 kcal/mol (Tabela 11), mostrando
que a reacdo pode ser energeticamente menos favoravel em pH 4 do que em pH 3.

Para pH 5, uma quantidade maior de TMX foi adsorvida (0,994 mmol. g de sdlido)
quando comparado a adsor¢do em pH mais baixo, permanecendo 0,237 mmol. gt de sélido de
cations Na" no espaco interlamelar, semelhante ao pH 4,0. Para um CEC de 0,806 mmol/g a
quantidade de TMX adsorvida como cation sera de 0,569 mmol. g*. Assim, os 30% do total de
cations interlamelares sdo Na* e 0s 70% sdo TMXH", semelhante ao pH 4. O restante do TMX
(0,425 mmol. g%) foi adsorvido como um sal citrato neutro, representando 42,8% do total de
TMX adsorvido, sendo mais alto do que em pH menores. O melhor modelo que se ajusta as
proporcOes interlamelares relativas acima descritas, pode ser uma supercélula 3x2x1 de
montmorillonita com dois cations de Na*, 4 cations TMXH™, 2 pares de ions sal citrato TMX e
6 moléculas de dgua (VHS_4TMX_2citTMX_6w_2Na).

Esse modelo, do complexo de adsorcdo, foi gerado a partir do modelo otimizado
anteriormente, adicionando um par de TMXH-citrato, a fim de obter uma melhor ocupacéo
entre 0s espacos, para que todas as moléculas permanecam opostas ao anel aromatico (Figura
34). Apds a otimizacdo, neste caso, a energia de adsorcdo é de -111,65 kcal/mol, sendo um
processo energeticamente favoravel e superior aos modelos anteriores para pH 3 e 4. As
moléculas de tamoxifeno sdo organizadas com angulos de tor¢ao 8 (CCOC) = -57,55°, -163,
99°, -0,36°, -168,89°, 92,59 ° e 111, 15°. Nenhuma molécula de tamoxifeno interage com a
superficie da argila por ligacBes H, apenas por interacdes eletrostaticas. A molécula de
tamoxifeno (TMX 4) interage com o citrato (1cit) com d (OC=0Ocit...HN) = 1,77 A e TMX5
interage com 2 cit com d (NH...OHcit) = 1,71 A. O citrato (1cit) interage consigo mesmo através
do &cido carboxilico d (OH...O=COcit) = 1,89 A. A otimizagio do complexo de adsorgio com
volume variavel obtido pelo espacamento de d (001) de 24,26 A, sendo superior ao valor
experimental, 22, 59 A.
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Figura 34- Modelo de adsorc¢do otimizado VHS_4TMX_2citTMX_6w_2Na simulando os dados experimentais
para o sistema VHS/TMX formado a partir do pH 5,0, vista do plano (100).
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A gquantidade de espécies quimicas e as diferentes formas de interacdes farmaco/argila
no espaco interlamelar, podem influenciar o processo de dessorcdo e liberagdo do citrato de
tamoxifeno. Anteriormente, uma liberacao controlada de tamoxifeno a pH 6,8 foi obtida quando
o sistema tamoxifeno/montmorillonita foi preparado em meio pH 5,5 (Kevadiya et al., 2012).
Uma maior afinidade do farmaco pelo mineral da argila, do que pelo meio de dissolugdo pode
estar associada a interages farmaco: argila, como visto em outros sistemas de farmaco/material
(Bello et al., 2015; Jelonek et al., 2018). Considere que o modelo simulado para o sistema pH
3 apresentou menos espécies interlamelar e mais moléculas interagindo com a superficie da
argila, quando comparado ao modelo VHS/TMX produzido em pH 5, que possuia mais espécies
no espaco interlamelar interagindo entre si, mas pouca interagcdo com a superficie da argila. Isso
significa que o sistema VHS/TMX preparado em pH 3 tem maior probabilidade de ter uma
liberagdo mais controlada, quando comparado a um sistema produzido em pH 5. Como esse
mecanismo de interacdo é predominante, o controle também pode ser alcancado em pH 1,2,
independente do processo de lixiviacdo, conforme observado anteriormente (Li et al., 2018).

Além disso, o entendimento da variabilidade da entrada de contra-ions citrato e,
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consequentemente, sua saida no processo de dessorcdo como um par idnico, pode ser
predominante, pois os ions de citrato aumentam a solubilidade do tamoxifeno. A presenca de
citrato é essencial para melhorar a taxa de dissolu¢do do medicamento e, assim, melhorar sua

biodisponibilidade e farmacoterapia para reduzir os efeitos colaterais.

4.5.2.3 Modelos com influéncia da variacédo do par i6nico/ adicdo de sal de citrato
Modelos adicionais foram criados, explorando a adsorcao de proporces mais altas de

troca cationica. Inicialmente, houve a intercalacdo de sal neutro TMX-citrato considerando a
mesma quantidade do cation TMXH?, intercalando ambos na interlamela da argila e formando
0 modelo VHS 2TMX_ 2citTMX_6w_4Na. A otimizacdo desse modelo de adsorcdo em
volume variavel obteve um espacamento d (001) de 20,88 A, aproximado do valor experimental
obtido em pH 3, 21,26 A (Tabela 11) Figura 35.

Nesse caso, a energia de adsor¢do é de -165,52 kcal/mol (Tabela 10 e Tabela 11), sendo
maior e mais energeticamente favoravel que o modelo anterior (Tabela 11). Os cations TMXH?*
mantém sua localizacdo no espaco interlamelar, entre as camadas, no entanto, com algumas
alteragdes nos angulos diédricos e diferentes distancias interatomicas. O angulo 6 (CCOC) ¢
diferente para cada molécula de tamoxifeno, sendo 178,33°, -125,6°, -45,28° e -54,94°. As
interacdes mais fortes estdo entre os &tomos de H do amonio e os 4&tomos de O da superficie
tetraédrica com d (NH... OSi) = 1,66, 1,93 e 1,60 A e d (HN...OSi) = 2,57, 2,81 e 2,56 A para
0s cations TMX1, TMX2 e TMX3, respectivamente. Nem todas as moléculas de tamoxifeno
interagem com a superficie mineral via ligacdo H. Neste modelo, o citrato interage consigo
mesmo através dos grupamentos hidroxila e carboxila, assim como com o tamoxifeno através

da interacio do 4tomo H e o 4tomo éter O com distancia d (OHcit...OCH,) = 2,26 A.
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Figura 35- Modelos otimizados de adsor¢cdo VHS 2TMX_2citTMX_6w_4Na
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Fonte: autoria prépria

Em outro caso, um modelo com maior quantidade de pares neutros de TMX-citrato
comparado com a quantidade de TMXH™ foi criado. Uma troca catidnica de cations TMXH* e
trés pares idnicos TMX-citrato por supercélula 3x2x1 (VHS_1TMX 3citTMX_6w_5Na)
Figura 36, Tabela 9. Apds a otimizacdo em volume variavel, o espacamento d (001) foi de 20,78
A, sendo semelhante ao modelo acima (Tabela 11).

A energia de adsorcdo é de -200,18 kcal/mol (Tabela 11), sendo também um processo
energeticamente favoravel. No entanto, essa energia parece ser alta, apenas para o processo de
adsorcéo, e processos adicionais podem ser incluidos em todo o processo global (Tabela 11).
Provavelmente, o empilhamento dos pares de citrato TMXH™ no nanoespagco interlamelar pode
fornecer energia adicional. Essas moléculas alteram seus &ngulos diédricos e suas distancias
entre a superficie da argila (Figura 36). O angulo 6 (CCOC) foi de -160,49°, -157,19°, -91,47°
e 23,58°. No entanto, devido as atragdes moleculares do citrato, 0 TMX2 e 0 TMX4 sofrem
diferentes valores para o angulo 6 (CCOC) de -93,02° e -41,67°, respectivamente. Além disso,
nessa regido, o citrato (3cit) interage com 0 TMX4 e com outra molécula de citrato (2cit) (Figura
36).
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Figura 36- Modelos otimizados de adsor¢cdo VHS 1TMX_3citTMX_6w_5Na
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Fonte: autoria propria

Dado que o processo de adsorcdo do citrato de tamoxifeno é favoravel a entrada na
regido interlamelar da argila e a verificacdo de que o cation livie TMXH™ e o contra-ion citrato
podem entrar em vérias proporcées, foi formado um modelo para verificar se todos os contra-
ions entravam juntamente com o TMX na regido interlamelar da argila. Portanto, a adsor¢édo do
citrato de TMX como par ibnico pode ser considerada sem processo de troca catidnica. Em
seguida, foi criado um novo modelo (VHS_4citTMX_6w_6Na) (Figura 37) (Tabela 10).

A energia de adsorcdo é de -258,32 kcal/mol (Tabela 11), sendo também um processo
energeticamente favoravel. Apds a otimizacdo deste complexo em volume varidvel, o
espacamento d (001) foi de 21,54 A, sendo semelhante ao modelo acima (Tabela 11). Dessa
maneira, a estrutura molecular dos cations TMXH* também diferiu nos angulos e distancias de
torgcdes. Os angulos de tor¢cdo (CCOC), foram -168,06, -153,95, -64,11 e -47,17°. No entanto,
as distancias interatbmicas da superficie adsorvente s&o d (NH...0Si) = 1,68, 1,63 e 1,54 Aed
(HN...OSi) = 2,53, 2,61, 2,47 A para TMX1, TMX2 e TMX3. Nem todas as moléculas de

tamoxifeno interagem com a superficie adsorvente. O cation TMX3 sofre um angulo de tor¢éo
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0 (OCCN) de 112,24 (Figura 37b). O anion citrato interage através de seu grupo hidroxila com
0 grupo éter de TMX com d (OHcit...OCH,) = 2,27 A. Nesta regiéo, o citrato (cit3) interage

consigo mesmo e com outro citrato (2cit), conforme verificado no modelo anterior.

Figura 37- Modelos otimizados de adsor¢do VHS_4citTMX_6w_6Na
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Tabela 10- Modelos usados na supercélula 3x2x1 com balanco de massa e diferenca entre reagentes e produtos

Modelos com influéncia da quantidade de agua

Modelo/Espécies com

supercélula 3x2x1

Balanco de massa

AEads

5Na*+ 1 TMXH* + 6 H20

VHS_6Na_6w + citTMX_12w —
VHS_1TMX_6w_5Na + citNal2w

E(vHs_1TMx_ 6w 5Na)  t
EcitNa_12w) -
(EvHs_6Na_6w) +

Ecittmx_12w))

2 Na* + 4 TMXH* + 6 H.0

VHS_6Na_6w + 4citTMX_12w —
VHS_4TMX_6w_2Na + 4citNal2w

E(vHs_atmx_ew 2na) + 4
X E citNa_12w) -
(EcvHs_6Na 6w) + 4 X

Ecittmx_12w))

Modelos, considerando a influéncia do pH

pH
3 3 Na*+3 TMXH* + 1 TMX VHS_6Na_6w + 2(citTMX_12w) + 2 E(vHs_3TMX_1citTMX_6w_3
par citrato + 6 H,0O (citTMX_6w) — Nay t 3E(itNa1ow) —
VHS_3TMX_1citTMX_6w_3Na + (E(vHs_6Na 6w) -
3(citNa_12w) 2E cittmx_12w) -
2E cittmMx_6w))
4 2Na"+4 TMXH* + 1 TMX VHS 6Na_6w + 3citTMX_12w + E(vHs_aTMX_1citTMX_6w_2
par citrato + 6 H.O 2citTMX_ 6w — Na) t  4E(ina 1ow) —
VHS_ATMX_1citTMX_6w_2Na+4  (EvHssNa sw) +
citNa_12w 3EcittMx_12w) +
2E cittMx_6w))
5 2 Nat + 4 TMXH* + 2 TMX VHS 6Na_6w + 4 citTMX_6w + 2 E(vHs_4TMX_2¢itTMX_6w_2

par citrato + 6 H.0O

CItTMX_12w —
VHS_4TMX_2citTMX_6w_2Na + 4
citNa_12w

Na) + 4X EcitNa_12w) —
E(vHs_ 6na ow) + 4 X
Eitrmx_ew) + 2 X

Ecittmx_12w)

Modelos por influéncia da adicéo de sal citrato com variacédo do par idnico
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4 Na*+2 TMXH* +2 TMX

par citrato + 6 H.0

VHS_6Na_6w + 4citTMX6w —

VHS 2TMX_2citTMX_6w_4Na +
2citNal2w

E(vHs_2TMX_2¢itTMX_6w_4

Na) t 2E(citNa 12w) —

(E(vHs_6Na_6w)

AE citTMX_6w))

+

5Na*+ 1 TMXH* + 3 TMX

par citrato + 6H,0

VHS_1TMX_5Na_6w +
B(CItTMX_6w) —

VHS_1TMX_3citTMX_6w_5Na +

3(CitTMX_12w)

E(vHs_1TMX_3citTMX_6w_5

Na) T SEittmMx 12w) —

E(vHs 1TMx 5Na 6w)  +

6E (cittmx_sw)

4 TMXH* par citrato + 6H.0

VHS 6Na 6w + 8(citTMX 6w) —
VHS_4citTMX_6w_6Na + 4
(citTMX_6w)

E(vHs_acittmx_sw_6Na)  +

4E cittMx_12w)
E(vHs_6Na_6w)

Ecittmx_sw)

- 8

Fonte: autoria prépria

Tabela 11- Pardmetros das células reticuladas e energia de adsorcéo (kcal/mol) dos modelos otimizados do
complexo de adsor¢do montmorilonita/tamoxifeno (distancias em A e angulos em °).

Caracteristicas Eads
Estrutura a b c o B v d(001)
VHS_1TMX 12w _5Na 1548 17.88 15.61 954 106.0 90.1 15.00 29.87
VHS_1TMX _6w_5Na 15.49 17.89 14.69 85.9 1027 90.1 14.33 -10.29
VHS 4TMX _6w_2Na 1549 17.89 21.19 886 975 90.1 2181 -77.41
VHS 3TMX 1citTMX 6w 1548 17.89 21.24 825 978 90.1 21.04 -136.16
_3Na (21.26)2
VHS 2TMX 2citTMX 6w 15.47 17.87 21.07 805 977 90.1 20.88 -165.52
_4Na
VHS 1TMX 3citTMX 6w 1548 17.87 21.39 84.2 103.7 90.1 20.78 -200.18
_5Na
VHS_4citTMX_6w_6Na 15.49 17.88 21.78 822 985 90.1 2154 -258.32
VHS 4ATMX 1citTMX 6w 1549 17.90 22.33 849 940 90.1 22.07 -75.71
_2Na (21.42)P
VHS 4TMX 2citTMX 6w 1551 17.92 24.27 854 909 90.1 24.26 -111.65
_2Na (22.59)¢

aValor experimental para pH 3,0. ® Valor experimental para pH 4,0. ®Valor experimental para pH 5,0.

Fonte: autoria propria
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4.6 DIFRAQAO DE RAIO-X SIMULADO

Os difratogramas de DRX em pé das estruturas otimizadas foram simuladas para 0s
modelos de intercalacdo VHS _3TMX_1citTMX_6w_3Na, VHS _4TMX_1citTMX_6w_2Na e
VHS _4TMX 2citTMX_6w_2Na e comparados com os perfis experimentais dos hibridos
VHS/TMX obtidos em pH 3, 4 e 5, respectivamente (Figura 38 a, b e c¢). Os espacamentos d
(001) calculados para os modelos tedricos foram 21,04, 22,07 e 24,26 A (Tabela 10),
respectivamente. Esses valores sdo semelhantes aos valores experimentais 21,26, 21,42 e 22,59
A, respectivamente. Com o aumento do pH, aumenta-se a quantidade de intercalados e,
consequentemente, aumenta-se a distancia interlamelar da argila. No entanto, algumas
diferengas podem ser observadas entre os padrdes de DRX simulados dos modelos calculados
e dos padrdes experimentais. Nos padrdes experimentais, uma reflexao aparece a 5,8° (2 0), que
ocorre mais agudamente no produto de interacdo formado a pH 3,0 e diminui com o aumento
do pH. Isso revela o aparecimento de perda de cristalinidade da argila ap6s o tratamento com
acido. Um comportamento semelhante foi observado anteriormente ap6s o tratamento com

acido em vermiculita (Santos et al., 2015b).
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Figura 38- PadrGes experimentais de difracdo de raio x comparados com os simulados a partir dos modelos
tedricos a) VHS/YMX pH 3 com VHS_3TMX_1citTMX_6w_3Na b) VHS/TMX pH 4 com
VHS_4TMX_1citTMX_6w_2Na c¢) VHS/TMX pH 5 com VHS_4TMX_2citTMX_6w_2Na.

100 4

\
]
% 1} —— VHS/TMX pH 3.0
80 4 ' ----VHS_3TMX_citTMX_3Na
N (1
S 60
(]
2
S 50
[%2]
S 40
=
30
20
10
0
100
90 -
—— VHS/TMX pH 4.0
S 80 VHS_4TMX_1citTMX_6w_2Na
S 704 \'
3 J
5 07
(2] |
§ 50
£

40
30

20

N W«J"/W

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20 (%)
100 4
90
—— VHSITMX pH 5
80 VHS_4TMX_2citTMX_6w_2Na

70

60

50

40

Intensidade (a. u.)

30+

20+

104

T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
26 (°)

Fonte: autoria propria



133

4.7 ESTUDOS DE EFICIENCIA DE DISSOLUGCAO E MECANISMO DE LIBERACAO

A Tabela 12 apresenta os dados de solubilidade do TMX em HCI (pH 1,2) e tampao
fosfato (pH 6,8). Baseado na solubilidade de equilibrio (Tabela 12), os perfis de dessor¢édo do
TMX puro e dos hibridos VHS/TMX pH 3,0, VHS/TMX pH 4,0 e VHS/TMX pH 5,0 (obtidos
por outros ensaios de adsorc¢do, seguindo a metodologia descrita em 4.2) nos meios acima
discutidos (HCI pH 1,2 e tampao fosfato pH 6,8) foram construidos, em relacdo a porcentagem

de liberacdo e o tempo de incubacéo, e sdo ilustrados na Figura 39.

Tabela 12- Solubilidade aparente do TMX em meio HCI (pH 1,2) e tampao fosfato (pH 6,8) e quantidade de
adsorcdo de tamoxifeno na argila montmorillonita para formacéao dos sistemas hibridos em (mg/g)

Solubilidade de equilibrio (mg/mL) Meio
0,533+ 0,29 Tampéo fosfato (pH6,8)
2,83 £0,46 HCI (1,2)

Sistema hibrido

Concentracéo de farmaco TMX (mg/g)

VHS/TMX pH 3 344, 7
VHS/TMX pH 4 347,1
VHS/TMX pH 5 374, 2

Fonte:

autoria propria

Figura 39- Padres de liberagdo in vitro do tamoxifeno no fluido géstrico a) pH 1,2 e no fluido intestinal
simulado b) pH 6,8, para os sistemas VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5,2 37° + 0,5 °C; 0s
dados representam a média + SD (n=3).

Fonte:

Dissolugdo pH 1,2

VHS/TMX pH 3

autoria propria

VHS/TMX pH 4

Dissolugdo pH 6,8

= VHS/TMX pH 5

== TMX

150 150
-~ T ~ Ry . I
s 100%_& S 100}‘»\%’#1 =t
(=] o
[= T (=
> >
e 40 - = 40 | e
< x 1 E—
(=] o
£ 15
s 30 s 30
= = 7 } i
S 20 S 20 |
S S bt * { %
g g Y f
2 104 ~+ — ; 2 10- :
S G
0 T T T 0 T T T
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Tempo (h) Tempo (h)



134

O TMX puro é rapidamente dissolvido de forma eficiente (> 90% em 5 min) em meio
pH 1,2 e fluido intestinal simulado pH 6,8. Assim, da forma como o farmaco se encontra ndo
fornece uma liberacdo controlada. Porém, diferentemente do farmaco livre, quando esse €
intercalado no sistema hibrido VHS/TMX nas condicGes de diferentes pHs, os comportamentos
de liberacéo foram diferentes, conforme se mudou o hibrido e o pH, de pH mais &cido para mais
basico.

O perfil de liberagdo para todos os hibridos formados, em pH 1,2 (Figura 39 a), indicou
maior controle na liberacdo do farmaco, 8,40% (8,1mg de TMX), 8,68% (8,41 mg de TMX) e
11,15% (10,81 mg de TMX) até 48 h para os sistemas VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e
VHS/TMX pH 5, respectivamente. Esse tempo foi estudado, para verificar a capacidade de
dessorcdo maxima que, esses sistemas, poderiam sofrer nesse pH. Se esperava que para 0s
materiais obtidos em pH mais acido, devido a lixiviagdo da matriz de partida (Silva et al.,
2019, 2020), houvesse menor controle e maior dessorcao do farmaco, intercalado, para o meio.
Porém, essa hipdtese ndo foi verificada e houve uma baixa dessorcéo, indicando forte interacdo
do farmaco com as matrizes, o que impediu a liberagdo do TMX.

Oliveira, Alcantara e Pergher (2017) e Chahardahmasoumi et al. (2019) verificaram
que a liberacdo do farmaco olanzapina e tetraciclina, respectivamente, quando incorporado na
matriz da argila montmorillonita, tiveram também reducdo da dessor¢do em pH 1,2, mesmo
apos a argila sofrer o tratamento com &cido para formacdo dos hibridos. Esses farmacos
possuem caracteristicas semelhantes ao farmaco TMX, como base fraca, sendo a tetraciclina
um &cido fraco e a olanzapina uma base fraca. Dessa forma, quanto mais protonada a molécula
em pH menores, maior interacdo com a superficie da argila do que com o meio de dissolucéo,
reduzindo assim a dessorcdo (Conde-cid et al., 2019; Oliveira, Alcantara e Pergher, 2017).

Esse comportamento também é diferente, do timolol (base forte) e do praziquantel que
sdo farmacos que possuem protonacdo acima da faixa de pH 1,2 e, dessa forma, quando formam
hibridos com a MMT, no processo de dessorcao, irdo possuir maior afinidade pelo meio de
dissolucdo do que pela superficie da argila, obtendo assim maiores percentuais de dessorcédo
para 0 ambiente gastrico simulado, como observado por Borrego-Sanchez, Carazo, et al. (2018)
e Joshi, Kevadiya, et al. (2009).

Quando o pH é aumentado para pH intestinal 6,8 (Figura 39 b), & importante notar que
a liberacdo de TMX a partir de hibridos VHS/TMX foi significativamente afetada. Observou-
se que ocorreu uma liberacdo maior do farmaco nesse meio de dissolucdo nos primeiros 30
minutos, liberando 20,32% (10,84 mg de TMX), 14,69% (7,84 mg de TMX) e 18, 45% (9,84
mg de TMX) para VHS/TMX pH 3, 4 e 5, respectivamente, sendo superiores aos obtidos no
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meio gastrico (6,26%, 4,45% e 4,76%, respectivamente).  Apds 48 h, as quantidades
dessorvidas de farmaco foram 21,21% (11,32 mg de TMX), 24,85% (13,26 mg de TMX) e
39,27% (20,93 mg de TMX), de dessorcdo do farmaco dos hibridos VHS/TMX pH 3, 4 e 5,
respectivamente.

Como verificado anteriormente, por Silva et al., (2019; 2020) a adsor¢do do farmaco
quando no processo de obtencdo dos hibridos sofreu influéncia do pH, interferindo assim na
quantidade de espécies que sofreram intercalacdo na matriz da argila e, consequentemente, na
interacdo com a superficie do material. Dessa forma, o hibrido obtido no pH 3 (VHS/TMX pH
3) intercalou tanto ions TMXH" como par i6nico TMX-citrato, este Gltimo em menor
quantidade, enquanto o sistema VHS/TMX pH 5a quantidade de TMXH™ foi inferior. Essas
caracteristicas sdo fundamentalmente destacadas no perfil de dessorcao (Figura 39 b), quando
héa diferenciacdo nas liberacGes entre os hibridos estudados, tendo o sistema VHS/TMX pH 5,
0 que possuiu maior quantidade liberada no tempo estudado de 48 h. E interessante notar que,
Kevadiya et al. (2012), estudou 0 mesmo hibrido, porém preparado em pH 5,5, e diferentemente
desses perfis, obteve um perfil com liberacdo do TMX maior que 60%, liberado em 72 h (Jena
et al., 2014; Silva et al., 2019).

Dessa forma, pode-se inferir que quando o hibrido foi formado em pH menores
(VHS/TMX pH 3), ha tanto a presenga de TMXH™" e menor entrada de par idbnico TMX-citrato,
0 que permite maior interacdo com a superficie da argila, interferindo assim na liberacdo do
farmaco para esse sistema (em 15 min 16% (8,5 mg de TMX) e 24 h 26,50 % (14,14 mg de
TMX)), ja para o sistema VHS/TMX pH 5 isso € inverso (Silva et al., 2020) (em 15 min 5,36%
(2,86 mg de TMX) e 24 h 38,05% (20,31 mg de TMX). Essa caracteristica de aumento de
entrada do par idnico (TMX-citrato) aumenta, com o aumento do pH (aproximacao da faixa de
pKa da molécula), e isso interfere exclusivamente no processo de liberacdo do farmaco, tendo
sistemas com maiores dessor¢des (VHS/TMX pH 5,0 e 5,5 (Kevadiya et al., 2012)) quando o
farmaco entra em maior quantidade com o citrato e interage menos com a superficie da argila

e sistemas com menores dessorc¢bes (VHS/TMX pH 3,0), quando essa afirmacao é inversa.

4.8 CARACTERIZACAO DOS HIBRIDOS APOS PROCESSOS DE DISSOLUCAO
Os espectros de FTIR dos hibridos apds o ensaio de 48 h de dissolucéo foram estudados
e sdo comparados aos espectros dos hibridos antes do ensaio de dissolucéo e estdo ilustrados na

Figura 40.
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Como estudado anteriormente Silva et al. (2019), os espectros de FTIR do VHS sdélido
puro (Figura 40 a), apresenta absorcao a 3625 cm™, atribuido ao estiramento do OH que esta na
superficie da argila, ja a regido de 3423 cm™ correspondem as vibragdes de OH das moléculas
de 4gua que estdo contidas entre as lamelas, bem como descrevem as vibracdes do grupamento
(Si-OH) da superficie da argila. H4 uma banda, bem intensa, na regido de 1013 cm™ que é
atribuida, também ao grupamento (Si-OH) pelo estiramento, na camada tetraédrica. Duas
bandas, menos intensas, uma em 914 cm™ atribuida ao (Al.OH) e outra em 842 cm™ atribuido
ao grupamento (AIMgOH) (Nurtay, et al., 2017).

Ja os espectros do TMX livre, Figura 40 b, possuem bandas de 3026 cm™ atribuidas ao
estiramento CH do anel, 2967 cm™ ao estiramento CH do etil, 2930 cm™ atribuida ao
estiramento do CH ligado ao N-dimetil, 1729 cm™ atribuidas ao estiramento C=C do anel e
1587 e 1475 cm* atribuidas a antissimétria e simetria do estiramento do fon carboxilato (do
citrato) e deformacdo em 702 cm™ do anel aromético (Badawi e Khan, 2016; Landeros—
Martinez et al., 2017; Silva et al., 2019).

Os espectros para os complexos TMX/VHS para todos os hibridos (Figura 40 a, b e c),
antes e apos a dissolucdo, apresentam bandas caracteristicas do farmaco e da argila, podendo
inferir que, o farmaco ndo foi liberado completamente da argila. As bandas de 1587 e 1475 cm’
! que foram atribuidas ao citrato, se apresentam em todos os hibridos estudados apos a
dissolugdo VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5 tanto para os hibridos apés a
dissolucdo em pH 1,2 quanto em pH 6,8. Esse resultado foi diferente dos hibridos antes de
serem submetidos a dissolucdo, que apresentaram tais absorcdes do citrato muito fracas. Pode-
se sugerir dessa forma que, pode ter havido interacdes fortes com esse grupamento, que pode
ter ocorrido pela influéncia, do meio externo para dentro do material ou ainda sua interacdo
com o grupamento N-dimetil amonio, do tamoxifeno, pois, as vibragdes de 1729 cm™ atribuidas
ao estiramento do CH ligado ao N-dimetil, aparecem mais evidentes, embora com baixa
intensidade nos espectros dos hibridos apds a dissolu¢do, indicando que ha interacédo, o que é
altamente favoravel, como observado acima, anteriormente, por Silva et al. (2020).

Né&o foi observado alteraces na posicdo das bandas associadas aos grupos quimicos da
argila em 3625 cm!, indicando que no ha interagdo com a superficie externa, apds liberagdo
do farmaco para o meio, ou seja. Porém, houve mudancas nas vibragdes de estiramento OH em
3423 cm* da 4gua e no Si-OH, para todos os hibridos estudados. E interessante notar que, nessa
regido, os hibridos submetidos a dissolu¢do em pH 1,2, tem bandas mais intensas e dessa forma,
possuem a superficie mais hidrofilica. Essa regido também ¢ atribuida ao Si-OH estrutural,

muito provavelmente ocorrem alteracbes na superficie da argila, nos sistemas, devido ao
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processo de lixiviagdo, que pode acontecer nesse meio pH 1,2, na argila, com alteragdes nas
camadas octaédricas e tetraédricas, como ja estudando anteriormente (Akpomie e Dawodu,
2016; Etcheverry et al., 2017; Silva et al., 2019; 2020) e se intensificando ainda mais nesse
processo, quando comparado com os sistemas antes de ser submetido ao processo de dessorcao.
Porém, ainda, as bandas de 1113 cm™, atribuidas a esse estiramento Si-O, nesses hibridos,
incluindo os submetidos a dissolu¢do pH 6,8, sdo deslocados para valores menores (quando
comparados aos valores dos hibridos antes da dissolucdo). As intensidades das vibracdes,
relativas a camada octaédrica, reduzidas, como em 915 cm™? e 842 cm?, incluem a
desestruturacdo desse material, diminuicdo da quantidade de Si-O-Si, incluindo ndo s6 o
submetido ao pH 1,2, mas também o hibrido submetido ao pH 6,8.

Figura 40- Espectros de infravermelho dos hibridos antes e ap6s a dissolucéo para a) VHS/TMX H 3, b)
VHS/TMX pH 4 e ¢) VHS/TMX pH 5, d) TMX livre e d) VHS
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Fonte: autoria propria

Os perfis termogravimétricos e 0 DSC das amostras hibridas antes e ap6s a dissolucéo,
formadas a partir do pH 5,0, séo exibidas na Figura 41. Devido uma maior adsorcao do farmaco
, hos processos de obtencdo do hibrido e uma liberacdo do farmaco, essa amostra foi escolhida,
para verificar as perturbacGes sofridas apos o processo.

A curva DTG do TMX livre (Figura 41 a) exibe dois estagios de degradacdo como
apontado por Silva, et al., 2019, um em 144-193° C e um segundo a 257-341 °C e 0 DSC
mostrou o ponto de fusdo desse farmaco que acontece a 132-147°C, seguido pelo primeira
decomposi¢do a 148-202°C e um segundo estagio a 206-269°C. O perfil do VHS (Figura 41 b)
mostrou apenas uma pequena perda de massa, referente a perda de &gua adsorvida ou
intercalada (Chen et al., 2017; Silva, et al., 2020).

Para o sistema VHS/TMX apds dissolucdo (Figura 41 c), a curva DTG mostra
desidratacdo a 38-85 °C, diferente do hibrido antes da dissolu¢do 41-106°C. Para o hibrido
VHS/TMX pH 5 ap6s submetido em pH 1,2, ha uma perda maior de agua, como demonstrou
nos espectros de FTIR para esses sistemas, mais hidrofilico. Devido a desestruturacdo das
camadas, uma maior gquantidade de agua pode ser intercalada. Ainda, os picos que foram
atribuidos a degradacdo do farmaco, ao hibrido antes do processo de dessorc¢do (Silva, et al.,
2020), por volta de 246-323°C foram deslocados para temperaturas menores em torno de 222-
293°C para VHS/TMX pH 5 ap6s dissolucdo pH 1,2 e 201- 306°C para VHS/TMX pH 5 apo6s
dissolucao pH 6,8. Essas altera¢des indicam a modificagdo do espaco interlamelar que ocorreu
pela dessorcdo do farmaco, mais significativamente quando é observado o sistema apds

dessorcdo em pH 6,8, pela perda da magnitude do sinal, e € atribuido a uma diminuicdo da
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massa de farmaco, devido a dessor¢do que ocorreu, em maior quantidade para esse hibrido,
nesse meio (Figura 39Db).

No DSC (Figura 41 d), dois eventos menores mostram a degradacédo do farmaco a 293-
302°C e 354-362°C para o hibrido antes da dissolugcdo. Apenas o hibrido, ap6s dissolucéo pH
1,2, demonstrou os dois eventos de degradacdo do farmaco, com menor intensidade, tendo o
primeiro pico com 258-300°C e o segundo pico 331-384°C. Esse resultado pode demonstrar

que o TMX alterou sua forma cristalina, nesse sistema.

Figura 41- Curvas TGA e DTG para a) farmaco livre TMX, b)VHS c¢) VHS/TMX pH 5, antes, e apés a
dissolugdo nos meios pH 1,2 e pH 6,8 e d) Curvas DSC para os farmaco livre TMX e VHS/TMX pH 5, antes e
apos a dissolucao para os meios pH 1,2 e pH 6,8.
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Fonte: autoria propria

Imagens topograficas da superficie dos hibridos por AFM, séo exibidas na Figura 42,
para compreender o mecanismo subjacente do processo fisico que ocorre no material, apds ser
submetido ao processo de dessorgéo e liberacdo do farmaco nos meios simulados gastrico (pH

1,2) e intestinal (pH 6,8). Na imagem, h& &reas mais brilhantes e mais escuras, que
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correspondem as forgas repulsivas e atraentes da ponta (sonda) do cantilever, com intensidade
de sinal, que gerou a imagem numa coordenada de plano xy, de campo de 15 pm e 5um, para
as respectivas amostras. As amostras exibem caracteristica morfoldgicas, com areas irregulares
de intensidades, diferentes, tanto para a amostra (VHS/ TMX pH 5) submetida a pH 1,2, quanto
para a amostra submetida para pH 6,8.

Essa amostra, antes de sofrer o processo de dissolucdo, foi analisada anteriormente
(Silva et al. 2020), por microscopia eletrénica de transmissao de alta resolu¢do (HRTEM) e foi
observado que havia pontos, que demonstravam a ocorréncia de lixiviacdo, por reducdo de
elementos Al e Mg da camada octaédrica do material, porém, era irregular esse processo no
material, havendo &reas em que ndo ocorria desestruturacdo da camada. Nas anélises de FTIR,
descritas anteriormente, foram observadas distin¢ao entre a amostra antes e apds o processo de
dissolucdo, porém, quase ndo sdo percebidas distingdes entre a amostra submetida aos distintos
pHs, gastrico e intestinal, excluindo-se a propriedade mais hidrofilica da amostra quando
submetida ao pH 1,2.

Pettersson, Thormann e Claesson (2010), em imagens AFM de tamanho 100 x 100 nm
de uma MMT-Na, com variacdes de altura de ~0,5 nm, demonstrou que a morfologia da argila,
ndo é homogénea mas apresenta regularidade estrutural.

Ao contrario, distintas topografias foram geradas, em varios niveis, para a amostra
VHS/TMX pH 5 (Figura 42 a-f), submetida em ambos pHs, demonstrando uma morfologia
complexa de deformacao, com bordas irregulares, orbiculares e alongadas, “morros” distintos
e diversas depressdes, de tamanhos de altura entre ~ 0,40 e 0,68 um. Essas morfologias sdo
ainda maiores, quando o material foi submetido a condi¢do géstrica de dessorcdo (pH 1,2)
(Figura 42 c), gerando uma maior alteracdo estrutural, com espécie de aglomerados. Dessa
forma, podendo verificar que, ocorre ainda mais a desestruturacdo das camadas do material,
guando submetidas a esse meio, o que nado é fator preponderante para a liberacdo do farmaco.
Essa observacdo estrutural, também parte para irregularidade e variacdo de tamanhos de
particulas para essa amostra no meio pH 1,2 (Figura 43 a), comparada com a amostra submetida
a pH 6,8, ser maior, com um numero maior de popula¢des, criando material mais desuniforme
(Figura 43 b).
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Figura 42- Microscopia de Forca Atdmica (AFM) da amostra VHS/TMX pH 5 ap6s o processo de
dissolugéo/dessorcdo em meios simulados a) pH 1,2- Imagem 3D-15 pm b) pH 1,2- Imagem 3D- 5um c)
Imagem de PHASE: pH 1,2- 0,5um d) pH 6,8- Imagem 3D- 15um e) pH 6,8- Imagem 3D- 5uM f) Imagem de
PHASE: pH 6,8- 0,5 um. Todas as imagens com resolucéo de 512 pixels
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Fonte: autoria prépria
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Figura 43- Histograma de tamanho de particula para a amostra VHS/TMX pH 5 apés a dissolucdo em a) pH 1,2
e b) pH 6,8.
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Fonte: autoria prépria

4.9 ATIVIDADE CITOTOXICA DOS SISTEMAS HIBRIDOS ESTUDADOS

A atividade citotdxica dos sistemas hibridos VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e
VHS/TMX pH 5 foram analisados contra diferentes linhagens celulares tumorais humana HCT-
116 (carcinoma de c6lon humano), PC-3 (carcinoma da prostata), SNB-19 (glioblastoma) e
MCF-7 (mama) em uma faixa de concentracdo de 10,15 a 650 pg/mL em relagdo aos sistemas
hibridos. Para facilitar o entendimento e a comparacdo com a atividade do farmaco citrato de
tamoxifeno livre, as concentragdes foram corrigidas para as quantidades exatas de TMX
(Tabela 1 e Tabela 13), que estdo contidas nos sistemas hibridos, de acordo com os valores de

adsorcao.

Tabela 13- Descrigdo das concentracdes (ug/mL) especificas dos sistemas hibridos VHS/TMX pH 3, VHS/TMX
pH 4 e VHS/TMX pH 5 para o0 ensaio de citotoxicidade com respectivas concentracdes de TMX contidas em
cada um dos sistemas proporcionais a cada concentracdo, respectivamente.

Concentragdes (pug/mL)

VHS/TMX pH 3/ VHS/TMX pH 3 VHS/TMX pH 4 VHS/TMX pH 5
VHS/TMX pH 4/ (TMX pg/mL) (TMX pg/mL) (TMX pg/mL)
VHS/TMX pH 5
10,15 3,44 3,47 3,74
20,31 6,98 7,04 7,74
40,62 13,97 14,09 15,19
81,25 27,95 28,19 30,38
162,50 55,91 56,38 60,77

325,00 111,80 112,77 121,55
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650,0 223,60 225,55 243,10

Fonte: autoria prépria

Essas linhagens representam os tipos de cancer mais prevalentes no mundo (Reis Luz,
dos et al., 2018). A Figura 44 representa o percentual inibitério médio (ICsg), por concentracao
de tamoxifeno contidas nos sistemas testados, nas diferentes linhagens e estdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14- Atividade citotoxica in vitro, valores de 1Cso do farmaco livre tamoxifeno e dos sistemas hibridos
VHS/TMX pH 3, VHS/TMX pH 4 e VHS/TMX pH 5 com respectivos valores da concentra¢do de tamoxifeno

contido nesses sistemas em pg/mL

Concentracdes pg/mL dos sistemas hibridos

Substéancias HCT-116 PC3 SNB-19 MCF7 L929
(Célon- (Préstata) (Glioblasto (Mama) (Fibroblasto ndo-
humano) ma) tumoral)
Tamoxifeno* 3.44 2.46 3.32 0,0013 3.04
* (2.66 — 4.45) (2.03-2.99) (2.78-3.96) (0,0010 -0,0017) (2.23 - 4.15)
VHS/TMX 215.7 136.4 314.7 304.9 153.4
pH 3** (178.4 — (110.0 — (26.17 — (225.5-412.3) (123.6-190.4)
260.7) 169.2) 37.8)
VHS/TMX 162.7 78.48 203.5 314.6 102.2
pH 4** (140.6 — (59.74 — (165.2 — (247.6 — 399.8) (75.25 — 138.8)
188.1) 103.1) 250.8)
VHS/TMX 85.67 66.70 54.57 280.6 (79.25)
pH 5** (53.97 - (56.61 — (45.68 — (224.8 - 350.3) (70,85 - 89,02)
136.0) 78.59) 65.19)
Dox* 0,21 0,76 2,06 0,15 1,72
(0,16-0,29)  (0,59-0,93) (1,73 —2,45) (0,12-0,19) (1,58-1,87)
Concentrac6es em pg/mL de tamoxifeno presente nos sistemas
VHS/TMX 73,10 46,22 68,96 103,33 51,98
pH 32 (60,46 — (37,28 — (55,98 (76,42- 139,73) (41,89-64,52)
88,11) 57,34) 85,0)
VHS/TMX 55,62 26,83 107,58 95,92 34,93
pH 4°** (47,65 — (20,24 — (88,17 — (76,18 -118,72) (25,50 — 47,04)
63,75) 39,94) 125,67)
VHS/TMX 31,56 24,5 20,10 115,92 29,20

pH 5°

(83,91 — 135,49)

(26,10 — 32,80)
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(18,29 — (19,18 — (15,48 —
46,09) 26,63) 22,09)

**\/alores de ICso com intervalo de confianca de 95% obtido por regressdo ndo linear de dois experimentos
independentes, realizados em duplicata em cinco linhas de tumor em quatro linhas de tumor, diferentes, e uma
linhagem n&o-tumoral, em pg/mL . *A doxorubicina (dox) foi utilizado como controle positivo em pM. 2 valores
de tamoxifeno (ug/mL) contida no sistema VHS/TMCX pH3, ? valores de tamoxifeno em (ug/mL) contida em
VHS/TMX pH4 e ¢ valores de tamoxifeno em (ug/mL) contida no VHS/TMX pH 5.

Fonte: autoria prépria

Os resultados das avaliag6es de I1Cso para os hibridos formados, demonstraram atividade
citotoxica com o aumento da concentracao, frente a todas as células estudadas. Os valores foram
variados de concentracdo Unica de 54,57 a 314, 7 pg/mL em relacdo as linhagens de tumor
testadas, exibem maior atividade citotoxica, com 1Cso de 54,57 pg/mL (20,10 pg/mL de TMX)
do hibrido VHS/TMX pH 5, para a linhagem de glioblastoma. Varios estudos demonstraram
gue o TMX também exibiu atividade in vitro e in vivo para pacientes com glioblastoma e que
0s receptores de estrogénio (ER), especificamente ER-a36, expressado principalmente no
citoplasma e na membrana plasmaética, e esta envolvido na regulagdo da sensibilidade desse
farmaco a essas células (Qu et al., 2019). Acima dessa concentracdo esse hibrido possui
toxicidade para as células normais, ndo tumorais (79,25 pg/mL ou ainda 29,20 pg/mL de TMX).
E importante ainda notar que, todos os hibridos foram estudados sob mesmas concentracdes, a
diferenciacdo de tamoxifeno presente e o processo de dessorcao/liberacdo do farmaco, séo
diferentes para cada sistema estudado e esses valores interferem na atividade citotdxica. Sendo
assim, uma maior concentracao e uma maior liberacédo foi obtida para o hibrido VHS/TMX pH
5, 0 que corresponde a uma melhor resposta celular citotoxica, com valores menores de
concentracédo para ICso.

Um estudo realizado por Silva et al. (2020) e visto anteriormente acima demonstrou
que, ao ser intercalado, o tamoxifeno exibe diferentes torsdes nos grupamentos 6 (CCOC), para
as diversas moléculas contidas no espaco interlamelar. E importante destacar que essa cadeia
lateral etoxi-metil-amino, é responsavel pela atividade celular do tamoxifeno frente a células
mamarias e qualquer modificacdo estrutural pode suprimir ou perder sua eficacia (Shagufta e
Ahmad, 2018). E esse efeito é observado quando, comparado com todas as células, hd uma I1Csg

maior para essa linhagem MCF-7, destacando assim esse possivel efeito.
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Figura 44- Percentual inibitorio por concentracdo do citrato de tamoxifeno contidos nos sistemas testados em
diferentes linhagens de células tumorais: HCT-116 (cancer de c6lon), PC3 (cancer de prostata), SNB19
(glioblastoma), MCF7 (céncer de mama) e L922 (fibroblasto).
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Fonte: autoria propria

PARTE II- Principios da Organofiliza¢éo
4.10 EFEITO DA CINETICA E ISOTERMA DE ADSORCAO PARA FORMACAO DOS
HIBRIDOS FORMADOS A PARTIR DA ARGILA MODIFICADA ORGANICAMENTE
COM TENSOATIVO
A Figura 45 mostra 0 comportamento de adsorcdo do TMX em diferentes momentos
para os sistemas formados por VHS-PC 1mmol/L/TMX e VHS-PC 10 mmol/L/TMX. Nos

primeiros 30 minutos, a adsor¢do ocorre com 315,41 e 225,2 mg/g para 0s sistemas acima

descritos, respectivamente. Como ja discutido acima, o TMX possui muita afinidade pela
superficie da argila (Silva et al. 2019), porém, mesmo ap6s a mudanca da superficie da argila
com a adsorcdo da fosfatidilcolina, essa afinidade ainda continua, porém com carga de fa&rmaco
menor adsorvido, comparado com a adsorcao do farmaco sem argila modificada. E essa carga

é reduzida ainda mais quando aumenta a concentracdo de fosfatidilcolina (VHS-PC 10
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mmol/L), porque existe provavel concorréncia do farmaco e dos lipidios pelos locais de
interacdo da argila e consequente reducdo do processo de adsorgéo ao longo do tempo.

Pela anélise cinética do processo, o ajuste do modelo foi pseudo-segunda ordem em que
r>> 0,999 (Figura 46 e Tabela 15). A velocidade que ocorre a reagio de adsor¢do é muito rapida,
sendo Kz de 57,97 € 9,71 x 102 e 9,71 g.mg. min para VHSPC 1mmol/L/TMX e VHSPC
10mmol/L/TMX, respectivamente (Figura 46 e Tabela 15). Dessa forma, € importante observar
que 0 Qecat) € Muito proximo do Qe(exp) quando atinge o equilibrio de 339,4 mg.g™* comparado
a 344,82 mg.g! da quantidade calculada, ilustrado na Figura 46 e Tabela 15, para o sistema
VHS-PC 1mmol/L/TMX e 268,3 mg.g™ comparado a 257 mg.g™* calculado para o sistema
VHS-PC 10mmol/L/TMX.

Figura 45- Efeito do tempo de contato na adsor¢do do TMX na superficie da montmorillonita (Veegum®)
modificada com fosfatidilcolina Immol/L e 10 mmol/L formando os hibridos VHS-PC 1mmol/L/TMX e VHS-
PC 10mmol/L/TMX.
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Fonte: autoria propria
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Figura 46- Representacdo grafica dos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem
para os hibridos VHS-PC 1mmol/L/TMX e VHS-PC 10mmol/L/TMX

Pseudo primeira ordem

10mmol/L

Immol/L .-

[
IS
L

In (ge-qt)
In (qe-qt)

.\\.
2
\\ 2
(’) 2(’)0 4(’)0 6(’)0 8(’)0 0 5(’)0 10’00 15’00
Tempo (min) Tempo (min)
Pseudo segunda ordem
6-
o
ol
g’ 2 g
0 0
(IJ 5(‘]0 IOIOO 15IOU

T T T
500 1000 1500
Tempo

oA

Tempo

Fonte: autoria prépria

Tabela 15- Pardmetros cinéticos e coeficientes de regressdo linear para adsorcdo TMX na superficie da argila
modifica organicamente com tensoativo

Pseudo-primeira ordem

Qeexp) (MG.g™) ki (10" min) Qegean) (Mg.g™) r’
1 mmol/L 339,4 0,029 33,22 0,924
10 mmol/L 268,3 0,013 53,14 0,844
Pseudo-segunda ordem
Qeexp) (Mg.g™") k2 (10°%g.mg™.min™)  Qe(cay (Mg.g™) r’
1mmol/L 339,4 52,97 344,82 0,999
10 mmol/L 268,3 9,71 257,73 0,999

Fonte: autoria prépria
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O efeito da concentracdo de equilibrio (Figura 47) foi aplicado aos modelos de
Langmuir e Freundlich. A quantidade de TMX adsorvida na superficie da argila organofilizada
com tensoativo, também foi dependente de concentracdo do TMX, até um certo limite, quando
ocorre um equilibrio. De modo que as estimativas dos parametros fossem estimadas, um ajuste
dos modelos lineares fora aplicado a fim de observar quais interacdes regem a formacéo dos

hibridos e estdo ilustradas na Figura 48 e Tabela 16.

Figura 47- Isotermas de adsor¢do até atingir o equilibrio do TMX na superficie do VHS (Veegum®) modificado
com fosfatidilcolina Zmmol/L e 10mmol/L
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Fonte: autoria propria
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Figura 48- Ajuste linear dos dados de equilibrio para Langmuir e Freundlich para os hibridos formados com
1mmol/L de fosfatidilcolina e 20mmol/L
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Fonte: autoria prépria

Tabela 16- Parametros da isoterma de equilibrio da adsor¢do do TMX na superficie da argila modificada
organicamente com tensoativo, seguindo os modelos na forma linear de Langmuir e Freundlich

Langmuir
Qmax (Mg.g™) KL (102 L. mg?) RL r?
1 mmol/L 400 0,0303 0,0311 0,999
10mmol/L 359 0,0033 0,1887 0,993
Freundlich
N ke mg.g* r?
1 mmol/L 45718 1,2444 0,9304
10 mmol/L 2,34 14,7600 0,9510

Fonte: autoria propria

O ajuste linear dos dados para os modelos, exibe altos valores de r2 para 0 modelo de
Langmuir, propondo que, & medida que mais moléculas sdo adsorvidas, hd uma distribuicdo

uniforme, com sitios homogéneos, tanto para o hibrido formado com 1mmol/L de
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fosfatidilcolina quanto com 10mmol/L do tensoativo. O pardmetro de equilibrio RL permite
inferir que a adsorcéo é favoravel para ambos hibridos formados, com capacidade de adsor¢édo
tedrica de monocamada de 0,0303 e 0,0033 mg.g, para VHS-PC 1mmol/L/TMX e VHS-PC
10mmol/L/TMX, respectivamente. E ainda importante notar, a quantidade maxima adsorvida
de 400 e 359 mg.g!, respectivamente, comparado com os valores experimentais 376 e 289
mg.g, os valores relativamente semelhantes sugerem ainda, o sistema definido ao modelo de

Langmuir.

4.11 CARACTERIZACAO DOS HIBRIDOS

Os padrdes de difracdo de raio X dos sélidos modificados com fosfatidilcolina antes
(VHS-PC 1mM e VHS-PC 10mM) e ap6s adsorcdo com o farmaco TMX séo exibidos na Figura
49. VHS mostra uma reflexdo tipica (doo1) em 26 de 7,37° (1,19 nm) (Salcedo et al., 2014; Silva
et al., 2019). Apds a modificacdo com 1mM de fosfatidilcolina, esta reflexdo mudou para valor
menor de 7,03° (1,25 nm) e pode sugerir a adsor¢do do tensoativo na interlamela da argila, no
entanto, apds adsorcdo do TMX, houve aumento da reflexdo para 3,71° (2,38 nm), sugerindo a
intercalacdo do farmaco, como pode ser observado em resultados com a argila sem modificacédo
(Silva et al., 2019, 2020). No entanto, o aumento da concentracdo de lipidio gera uma
modificacdo na estrutura da argila, sugerindo a intercalagdo da PC em vérias disposi¢des
interlamelares, interferindo na estrutura das camadas. Apds a adsor¢do do farmaco TMX,
ocorreu a intensidade da reflexdo, sendo observado varios planos (VHS-PC 10mmol/L/TMX),
podendo influir que houve adsor¢cdo do TMX, mas com menor capacidade, pois existe
competicdo entre os lipidios e a intercalacdo do TMX. A falta de espaco entre a regido
interlamelar diminui a superficie exposta, e, portanto, diminuicdo da adsor¢cdo do TMX no
VHSPC 10mmol/L/TMX, como também pode ser explicado por Gamba et al. (2017).
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Figura 49- Padr6es de DRX do VHS, e dos hibridos formados antes da adsor¢éo do farmaco VHS-PC 1mmol/L e
VHS-PC 10mmol/L e apés adsorcdo do TMX.
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A Figura 50 a mostra as imagens HRTEM da morfologia do sistema VHS-PC
1mM/TMX, demonstrando a aparéncia geral da amostra 0,2 um, com argilas mais soltas. Em
uma imagem de alta resolugdo de 50 nm (Figura 50 b), é possivel verificar as lamelas de argila,
demonstrando em uma regido selecionada (circulo na imagem) a medicao entre folhas de 2,01
nm, proximo a distancia interlamelar verificada para essa amostra, no DRX, confirmando a
intercalacdo. E importante destacar que, apos ser submetido ao vacuo as amostras se compactam
e pode justificar o tamanho da interlamela de 2,42 nm para 2,01 nm, esse efeito, péde ser
observado também por Silva et al., (2020). Ainda, um espectro EDS, correspondente a essa
regido, no lado esquerdo da imagem (Figura 50 c), exibe a composi¢do que, juntamente com o
mapeamento quimico (Figura 50 d), permite comprovar a presenca de Si, N, Al e P, podendo
vir a confirmar a presenca de lipidios e do farmaco TMX na regido interlamelar da argila.
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Figura 50- a) Imagens HRTEM das amostras de VHS-PC 1mmol/L/TMX com campo de 0,2 um b) Imagens de
alta resolugdo com campo em 50 nm, exibindo (circulo preto) lamelas com espacamento basal (d 001) de 2,01
nm c) espectro EDS e d) mapeamento quimico da regiéo circular, demonstrando presenca do hibrido nitrogénio
e fésforo.
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5 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a interagdo VHS/TMX foi dependente do pH. A
quantidade de adsorcao devido a porcentagem de espécies idnicas atribuidas a molécula
TMX e seu sal foi maior em pH 5,5 e menor em pH 3,5, mas o processo foi eficaz para
todas as faixas de pH utilizadas. A mudanca de pH afetou a superficie da argila pela
lixiviacdo dos cations estruturais, mais pronunciadamente quando o ambiente era mais
acido;

O processo de adsorg¢do foi rapido e seguiu trés processos de desempenho, gerando uma
variavel dependente do tempo e seguindo um modelo de pseudo-segunda ordem;

O estudo sobre condicGes de equilibrio obedeceu ao modelo de Langmuir e foi confiavel
para modelar o ajuste para adsor¢do de espécies. Assim, este modelo atribui a formacéo
de monocamada TMX na superficie do VHS por intercalacéo;

Os padrdes de DRX mostraram perda da cristalinidade da argila e competicdo das
espécies quimicas do farmaco na regido interlamelar.

As informacbes da espectroscopia no infravermelho médio apresentam resultados
adequados para avaliacdo do VHS/TMX alcangado por diferentes processos, 0s quais
puderam verificar variacdes no processo de adsorcdo e esse método pode ser uma
ferramenta adequada para contribuir com informacgdes de maneira multivariada.

Os célculos de modelagem molecular foi Uteis para interpretar e entender os resultados
experimentais. Permitiram ajustar a analise das isotermas de adsor¢do com a geracgdo de
diferentes modelos de intercalacéo, reproduzindo os espacamentos observados entre a
interlamela;

A melhor metodologia que descreveu a estrutura molécula e a rede cristalina do
tamoxifeno foi a interface PCFF com carga FF;

O VHS pode ser usado como excipiente do TMX pela formacdo de hibridos com as
moléculas do TMX localizados no espaco interlamelar, na forma de cation ou
juntamente com o seu sal citrato, sendo tais intercalacdes energeticamente favoravel;
A interacdo argila/farmaco é um processo complexo e ha troca combinada de Na* por
cations TMXH* podendo ter intercalacdo dos pares neutros de TMXH-citrato;

Os cations TMXH™ intercalados adotam varios arranjos em relacéo a superficie mineral
da argila e as principais interacdes entre o tamoxifeno e a superficie da montmorilonita
sdo por meio de grupamentos quaternarios de aménio e dos grupos funcionais de citrato,

com os atomos de O da superficie tetraédrica, por ligacfes de hidrogénio;
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Os grupos funcionais carboxilico e hidroxi do citrato, interagem mais fortemente com
0s atomos do TMX, as moléculas de agua e a superficie da argila, do que apenas 0s
cations TMXH". Isso é especialmente favoravel quando a quantidade de citrato de
TMXH aumenta devido a maior interacdo entre as estruturas de cation e contra-ion em
uma agregacao preliminar no nanoespaco confinado da interlamela, formando um
precursor amorfo do cristal de citrato de TMXH, que mostrou ter uma alta energia de
empacotamento;

A intercalacdo do par idnico TMXH-citrato & mais energeticamente favoravel que o
processo de troca cationica, especialmente no modelo (VHS_4citTMX_6w_6Na), onde
todos os pares TMXH-citrato sdo introduzidos. O aumento da quantidade de espécies
na regido interlamelar da argila, reduz a interacdo com a superficie da argila, conforme
observado no sistema VHS/TMX pH 5;

O processo de lixiviagdo da argila montmorilonita tem muito pouco impacto no
processo de liberacéo do farmaco e na atividade celular. Foi possivel observar que esses
mecanismos sofrem influéncia da capacidade de interacdo que o adsorbato, no caso o
tamoxifeno, tem com montmorillonita e muito pouco com o quanto ela pode se
desestruturar com a adi¢édo de &cido;

Em ambiente &cido estomacal ocorre alteracdo estrutural da argila, embora menor
liberacdo do farmaco tenha sido observada. Ocorre para esses sistemas, uma alta
adsorcdo de agua, principalmente nos intervalos que foram perdidos pela lixiviacdo na
argila;

O mecanismo preponderante de interacdo, é inversamente proporcional a liberagéo.
Essa interacdo foi menor para o sistema VHS/TMX pH 5, que dessa forma obteve maior
liberacdo para o farmaco ~40% em 48h em pH 6,8, liberando 20 mg de farmaco, sendo
considerado um sistema de liberacdo controlada do farmaco tamoxifeno;

Houve atividade citotdxica (ICso) para todas as células estudadas, comparado aos demais
sistemas, porém maior para células do glioblastoma humano, num limiar seguro, ndo
citotoxico para celulas normais, que dessa forma pode impedir os efeitos adversos
causados por farmacos anticancerigenos;

A eficiéncia de adsorcdo do farmaco tamoxifeno na superficie da argila modificada é
dependente da concentracdo de fosfatidilcolina. Com menor concentracdo de PC,

apresentou maior quantidade adsorvida, devido as competi¢fes que ocorrem, com as
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interacOes entre a fosfatidilcolina e o f&rmaco na superficie da argila, com obtencgdo de
monocamada, como segue 0 modelo de Langmuir;

A velocidade de interacdo € rapida, seguindo o modelo de pseudo-segunda ordem, onde
h& intercalacdo de farmaco e lipidio na interlamela da argila, o que é bastante promissor,
pois produz um ambiente mais hidrofobico com grande potencial no aumento da taxa
de dissolucdo do farmaco, melhorando as propriedades fisico-quimicas e consequente

melhoria do tratamento em paciente com cancer de mama.
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5.1 PERSPECTIVAS

Avaliar a repercussédo dos hibridos formados quanto a eficacia anticancerigena, atraves
de estudos in vivo dos hibridos formados pelo pH 5,0 (VHS/TMX pH 5,0);

Avaliar o sistema hibrido quanto (VHS/TMX pH 5,0) aos processos farmacocinéticos
exibidos por esse material in vivo;

Avaliar o (s) mecanismo (s) de liberacdo do farmaco TMX para os sistemas formados
por argilomineral montmorilonita modificado com fosfatidilcolina sob concentracéo de
ImM e 10mM;

Avaliar a repercussdo dos hibridos formados quanto a eficacia citotoxica com linhagens
de células cancerigenas, através de estudos in vitro;

Obter produtos de interacdo argila modificada com fosfatidilcolina e farmaco TMX sob

modelagem molecular utilizando mecénica molecular cléssica;



157

REFERENCIAS

A.O, D. Langmuir, Freundlich, Temkin and Dubinin—Radushkevich Isotherms Studies of
Equilibrium Sorption of Zn2+ Unto Phosphoric Acid Modified Rice Husk. IOSR Journal
of Applied Chemistry, v. 3, n. 1, p. 38-45, 2012.

ABDUL MANAP, N. R. et al. Adsorption isotherm and kinetic study of gas-solid system
of formaldehyde on oil palm mesocarp bio-char: Pyrolysis effect. Journal of
Environmental Chemical Engineering, v. 6, n. 1, p. 970-983, 2018.

ABOTALEB, M. et al. Chemotherapeutic agents for the treatment of metastatic breast
cancer: An update. Biomedicine and Pharmacotherapy, v. 101, n. February, p. 458-477,
2018.

ABU-JDAYIL, B. Rheology of sodium and calcium bentonite-water dispersions: Effect of
electrolytes and aging time. International Journal of Mineral Processing, v. 98, n. 3-4,
p. 208-213, 2011.

ADELODUN, A. A. et al. Isotherm, Thermodynamic and Kinetic Studies of Selective
CO2 Adsorption on Chemically Modified Carbon Surfaces. v. 16, 2016.

AGUZZI, C et al. Use of clays as drug delivery systems: Possibilities and limitations.
Applied Clay Science, v. 36, n. 1-3, p. 22-36, 2007.

AGUZZI, C. et al. Chitosan-silicate biocomposites to be used in modified drug release of
5-aminosalicylic acid (5-ASA). Applied Clay Science, v. 50, n. 1, p. 106-111, 2010.

AGUZZI, C. et al. Influence of dispersion conditions of two pharmaceutical grade clays
on their interaction with some tetracyclines. Applied Clay Science, v. 30, n. 2, p. 79-86,
2005.

AGUZZI, C. et al. Intercalation of tetracycline into layered clay mineral material for drug
delivery purposes. Materials Technology, v. 29, n. sup3, p. B96-B99, 2014.

AGUZZI, CAROLA et al. Solid state characterisation of silver sulfadiazine loaded on
montmorillonite/chitosan nanocomposite for wound healing. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, v. 113, p. 152-157, 2014.

AICHELIN, J. “Quantum” Molecular Dynamics—A Dynamical Microscopic N-Body
Approach To Investigate Fragment Formation And The Nuclear Equation Of State In
Heavy lon Collisions. Physics Reports, v. 202, n.5, p. 233-360, 1991.

AKPOMIE, K. G.; DAWODU, F. A. Acid-modified montmorillonite for sorption of
heavy metals from automobile effluent. Beni-Suef University Journal of Basic and
Applied Sciences, v. 5, n. 1, p. 1-12, 2016.

AKYUZ, S.; AKYUZ, T. Investigation of adsorption of 5-Chlorouracil onto
montmorillonite: An IR and Raman spectroscopic study. Applied Clay Science, n.
March, p. 0-1, 2017.



158

ALIAS, D. et al. Single step encapsulation process of tamoxifen in biodegradable polymer
using supercritical anti-solvent (SAS) process. Powder Technology, v. 309, p. 89-94,
2017.

ALKRAD, J. A. et al. Investigation of the potential application of sodium bentonite as an
excipient in formulation of sustained release tablets. Asian Journal of Pharmaceutical
Sciences, v. 12, n. 3, p. 259-265, 2017.

ALLEN, S. J. et al. Comparison of optimised isotherm models for basic dye adsorption by
kudzu. Bioresource Technology, v. 88, n. 2, p. 143-152, 2003.

ALMASRI, D. A. et al. High performance hydroxyiron modified montmorillonite
nanoclay adsorbent for arsenite removal. Chemical Engineering Journal, v. 335, n.
October 2017, p. 1-12, 2018.

ALTMEYER, C. et al. Tamoxifen-loaded poly(L-lactide) nanoparticles: Development,
characterization and in vitro evaluation of cytotoxicity. Materials Science and
Engineering C, v. 60, p. 135-142, 2016.

ALVES, A. P. D. M. Vermiculitas tratadas quimicamente na obtencéo de sélidos
microporosos como precursores para hibridos inorganico-organicos com aplicagoes
adsortivas. p. 122, 20009.

ALVES, O. L. Desenvolvimento de ecomateriais : materiais porosos para aplicacdo em
Green Chemistry ( Quimica Verde ). n. September 2015, 2004.

AMIRIANSHOJA, T. et al. A comparative study of surfactant adsorption by clay
minerals. Journal of Petroleum Science and Engineering, v. 101, p. 21-27, 2013.

ANAND, V.; KANDARAPU, R.; GARG, S. lon-exchange resins: Carrying drug delivery
forward. Drug Discovery Today, v. 6, n. 17, p. 905-914, 2001.

ANDERSON, R. L. et al. Clay swelling - A challenge in the oilfield. Earth-Science
Reviews, v. 98, n. 3-4, p. 201-216, 2010.

ANNA, S.; CARLOS, M. R. Molecular modeling methods in the study and design of
bioactive compounds : planejamento de compostos bioativos : Uma introducdo a Métodos
de Modelagem Molecular para Estudo e Planejamento de Compostos Bioativos. n.
January 2009, 2017.

APITZ, S. E. Bonding Mechanisms of Salicylic Acid Adsorbed onto Illite Clay : An ATR
- FTIR and Molecular Orbital Study. v. 31, n. 4, p. 1151-1156, 1997.

Applied Clay Science, v. 148, n. March, p. 123-130, 2017.

APPS, M. G. et al. Analysis of montmorillonite clay as a vehicle in platinum anticancer
drug delivery. Inorganica Chimica Acta, v. 421, p. 513-518, 2014.

AWAD, M. E. et al. Adsorption of 5-aminosalicylic acid on kaolinite surfaces at
molecular level. Clay Minerals, p. 1-24, 2019.



159

AYAWEI, N.; EBELEGI, A. N.; WANKASI, D. Modelling and Interpretation of
Adsorption Isotherms. Journal of Chemistry, v. 2017, 2017.

BACKE, K.; BACKE, K. Functionalization of graphene for biosensor-applications. 2014.
BACO, S. B. et al. Design of Experiments used in computer trials: A supportive method
for Product development, Pesquisa Operacional, v. 39, p. 295-316, 2019.

BADAWI, H. M.; KHAN, I. A study of the molecular conformations and the vibrational ,
1 H and 13 C NMR spectra of the anticancer drug tamoxifen and triphenylethylene.
Journal of Molecular Structure, v. 1117, p. 22-29, 2016.

BALCERZAK, M. et al. Adsorption of dimeric surfactants in lamellar silicates. Nuclear
Instruments and Methods in Physics Research, Section B: Beam Interactions with
Materials and Atoms, v. 364, p. 108-115, 2015.

BARBIERI, S. et al. Lecithin/chitosan controlled release nanopreparations of tamoxifen
citrate: Loading, enzyme-trigger release and cell uptake. Journal of Controlled Release,
v. 167, n. 3, p. 276-283, 2013.

BARGMANN, S. et al. Progress in Materials Science Generation of 3D representative
volume elements for heterogeneous materials : A review. Progress in Materials Science,
v. 96, p. 322-384, 2018.

BARKE, L. D.; FREIVOGEL, M. E. Breast Cancer Risk Assessment Models and High-
Risk Screening. Radiologic Clinics of North America, v. 55, n. 3, p. 457-474, 2017.

BARREIRO, E. et al. Modelagem Molecular : Uma Ferramenta para o Planejamento
Racional de Farmacos em Quimica Medicinal. n. June, 1997.

BEALL, G. W.; GOSS, M. Self-assembly of organic molecules on montmorillonite.
Applied Clay Science, v. 27, n. 3-4, p. 179-186, 2004.

BEKAROGLU, M. G.; NURILL F.; ISCI, S. Montmorillonite as imaging and drug
delivery agent for cancer therapy. Applied Clay Science, v. 162, n. July, p. 469-477,
2018.

BELLO, M. L. et al. Sodium montmorillonite/amine-containing drugs complexes: New
insights on intercalated drugs arrangement into layered carrier material. PLoS ONE, v.
10, n. 3, p. 1-20, 2015.

BERGAYA, F.; LAGALY, G. Chapter 1 General Introduction: Clays, Clay Minerals, and
Clay Science. Developments in Clay Science, v. 1, n. C, p. 1-18, 2006.

BILLON, R. et al. Impact of adjuvant anti-estrogen therapies (tamoxifen and aromatase
inhibitors) on perioperative outcomes of breast reconstruction. Journal of Plastic,
Reconstructive and Aesthetic Surgery, v. 70, n. 11, p. 1495-1504, 2017.

BINKHORST, L.; KLOTH, J. S. L.; et al. Circadian variation in tamoxifen
pharmacokinetics in mice and breast cancer patients. Breast Cancer Research and
Treatment, v. 152, n. 1, p. 119-128, 2015.



160

BIOVIA, D. S. Materials Studio, versdo 2016; Dassault Systemes: Vélizy-
Villacoublay, Franca, 2016.

BORREGO-SANCHEZ, A. et al. Biopharmaceutical improvement of praziquantel by
interaction with montmorillonite and sepiolite. Applied Clay Science, v. 160, n. October
2017, p. 173-179, 2018.

BORREGO-SANCHEZ, A.; AWAD, M. E.; SAINZ-DIAZ, C. I. Molecular modeling of
adsorption of 5-aminosalicylic acid in the halloysite nanotube. Minerals, v. 8, n. 2, 2018.

BORREGO-SANCHEZ, A. et al. Molecular and crystal structure of praziquantel.
Spectroscopic properties and crystal polymorphism. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 92, p. 266-275, 2016.

BORREGO-SANCHEZ, A.; AWAD, M. E.; SAINZ-DIAZ, C. I. Molecular modeling of
adsorption of 5-aminosalicylic acid in the halloysite nanotube. Minerals, v. 8, n. 2, 2018.

BORREGO-SANCHEZ, A.; CARAZO, E.; et al. Biopharmaceutical improvement of
praziquantel by interaction with montmorillonite and sepiolite. Applied Clay Science, v.
160, n. October 2017, p. 173-179, 2018.

BORREGO-SANCHEZ, A.; GOMEZ-PANTOJA, E.; et al. Adsorption of the tallow
amine ethoxylate surfactant Ethomeen T/15 on montmorillonite. Applied Clay Science,
v. 161, n. November 2017, p. 533-543, 2018.

BOURDEANU, L.; LIU, E. A. Systemic treatment for breast cancer: Chemotherapy and
biotherapy agents. Seminars in Oncology Nursing, v. 31, n. 2, p. 156-162, 2015.

BRAUN, E. et al.Best Practices for Foundations in Molecular Simulations. HHS Public
Access. v.1,n. 1, p. 1-53, 2019.

BRICOLA, S. Avaliagéo dos fatores associados a tromboembolismo pulmonar ( TEP ),
em uma série de autopsias de dez anos. p. 2-84, 2009.

BRIGATTI, M. F.; GALAN, E.; THENG, B. K. G. Structure and mineralogy of clay
minerals, In: Bergaya, F., Lagaly, G. (Eds.), Chapter 2 in the Handbook of Clay
Science, 2nd ed. 2013.

BROWN, A M. A step-by-step guide to non-linear regression analysis of experimental
data using a Microsoft Excel spreadsheet. Computer methods and programs in
biomedicine, v. 65, n. 3, p. 191-200, 2001.

BRUNQO, I. et al. Crystallography and Databases. Data Science Journal, v. 16, n. 38, p.
1-17, 2017.

BU, H. et al. Effects of complexation between organic matter (OM) and clay mineral on
OM pyrolysis. Geochimica et Cosmochimica Acta, v. 212, p. 1-15, 2017.

CALABRESE, I. et al. Montmorillonite nanodevices for the colon metronidazole
delivery. International Journal of Pharmaceutics, v. 457, n. 1, p. 224-236, 2013.



161

CARAZO, E. et al. Adsorption and characterization of palygorskite-isoniazid
nanohybrids. Applied Clay Science, v. 160, n. October 2017, p. 180-185, 2018.

CARAZO, E. et al. Assessment of halloysite nanotubes as vehicles of isoniazid. Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces, v. 160, p. 337-344, 2017.

CARDOSO, N. F. Remogdo do Corante Azul de Metileno de Efluentes Aquosos
Utilizando Casca de Pinh&o in Natura e Carbonizada como Adsorvente. p. 42, 2010.

CARRETERO, M. I.; POZO, M. Clay and non-clay minerals in the pharmaceutical and
cosmetic industries Part Il. Active ingredients. Applied Clay Science, v. 47, n. 34, p.
171-181, 2010.

CASTANEDA, S. A.; STRASSER, J. Updates in the Treatment of Breast Cancer with
Radiotherapy. Surgical Oncology Clinics of North America, v. 26, n. 3, p. 371-382,
2017.

CHAHARDAHMASOUMI, S. et al. Applied Clay Science Modi fi ed montmorillonite
nanosheets as a nanocarrier with smart pH- responsive control on the antimicrobial
activity of tetracycline upon release. Applied Clay Science, v. 178, n. May, p. 105135,
2019.

CHANDANOS, E. et al. Tamoxifen exposure in relation to gastric adenocarcinoma
development. European Journal of Cancer, v. 44, n. 7, p. 1007-1014, 2008.

CHANG, F.-Y. et al. Efficacy of dioctahedral smectite in treating patients of diarrhea-
predominant irritable bowel syndrome. Journal of Gastroenterology & Hepatology, v.
22,n.12, p. 2266-2272, 2007.

CHEN, G. et al. A polycarboxylate as a superplasticizer for montmorillonite clay in
cement: Adsorption and tolerance studies. Arabian Journal of Chemistry, 2018.

CHEN, Q. et al. Influence of interlayer species on the thermal characteristics of
montmorillonite. Applied Clay Science, v. 135, p. 129-135, 2017.

CHEN, T. et al. Effect of layer charges on exfoliation of montmorillonite in aqueous
solutions. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 548,
n. March, p. 92-97, 2018.

CHEN, Y. et al. Tramadol hydrochloride/montmorillonite composite: Preparation and
controlled drug release. Applied Clay Science, v. 49, n. 3, p. 108-112, 2010.

CHEVALIER, M. T. et al. Non-covalently coated biopolymeric nanoparticles for
improved tamoxifen delivery. European Polymer Journal, v. 95, p. 348-357, 2017.

CHIEN, S. H. and CLAYTON, W. R. Application of Elovich Equation to the kinetics of
phosphate release and sorption on soils. Soil Sci. Soci. American J., v. 44, p. 265-268,
1984.

CHOROVER, J. Kinetics of Sorption — Desorption. p. 109-110, 2008.



162

CHOU, C. C. H. I. Thermal decomposition of organo - Ammonium Compounds
Exchanged Onto Montmorillonite And Hectorite. v. 17, n. 1957, p. 339-346, 1969.

CINAUSERO, M. et al. Determinants of Last-line Treatment in Metastatic Breast Cancer.
Clinical Breast Cancer, v. 18, n. 3, p. 205-213, 2018.

CINTRA, C. C. F. Cristiane Costa Da Fonseca Cintra De Erros Autorregressivos
Regulares E Irregulares. Dissertacdo de Mestrado. Estatistica Aplicada e Biometria.
Universidade Federal de Alfenas. 2016.

CONDE-CID, M. et al. Competitive adsorption of tetracycline , oxytetracycline and
chlortetracycline on soils with di ff erent pH value and organic matter content.
Environmental Research, v. 178, n. June, p. 108669, 2019.

CYGAN, R. T. Molecular Modeling in Mineralogy and Geochemistry. n. February, 2015.
DAS, C. K. et al. Lactate dehydrogenase A regulates autophagy and tamoxifen resistance
in breast cancer. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, v.
1866, n. 6, p. 1004-1018, 2019.

DAVOODI, P. et al. Drug delivery systems for programmed and on-demand release .
Advanced Drug Delivery Reviews, 2018.

DEHGHANI, F. et al. Preparation, characterization and in-vivo evaluation of
microemulsions containing tamoxifen citrate anti-cancer drug. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 96, p. 479-489, 2017.

DENING, T. J. et al. Montmorillonite-lipid hybrid carriers for ionizable and neutral
poorly water-soluble drugs: Formulation, characterization and in vitro lipolysis studies.
International Journal of Pharmaceutics, v. 526, n. 1-2, p. 95-105, 2017.

DICKSCHEN, K. et al. Physiologically based pharmacokinetic modeling of tamoxifen
and its metabolites in women of different CYP2D6 phenotypes provides new insight into
the tamoxifen mass balance. Frontiers in Pharmacology, v. 3 MAY, n. May, p. 1-15,
2012.

DJEBBI, M. A. et al. Extended-release of chlorpromazine intercalated into
montmorillonite clays. Microporous and Mesoporous Materials, v. 267, n. October
2017, p. 43-52, 2018.

DUARTE CINTRA, J. R. et al. Perfil imuno-histoquimico e variaveis clinicopatoldgicas
no cancer de mama. Revista da Associacdo Médica Brasileira, v. 58, n. 2, p. 178-187,
2012.

DUDENKQO, D. V et al. Exploiting the Synergy of Powder X - ray Di ff raction and Solid-
State NMR Spectroscopy in Structure Determination of Organic Molecular Solids. 2013.

EGOROV, V. V. Heliyon Quantum-classical mechanics as an alternative to quantum
mechanics in molecular and chemical physics. Heliyon, v. 5, n. May, p. e02579, 2019.



163

EL-LEITHY, E. S.; ABDEL-RASHID, R. S. Lipid nanocarriers for tamoxifen
citrate/coenzyme Q10 dual delivery. Journal of Drug Delivery Science and Technology,
v. 41, p. 239-250, 2017.

ELNAGGAR, Y. S. R.; EL-MASSIK, M. A.; ABDALLAH, O. Y. Self-nanoemulsifying
drug delivery systems of tamoxifen citrate: Design and optimization. International
Journal of Pharmaceutics, v. 380, n. 1-2, p. 133-141, 20009.

ELOVICH, S. Y. and LARINQV, O. G. Theory of adsorption from Solutions of non
Electrolytes in Solid () Equation adsorption from Solutions and the analysis of its
simplest form, (1) verification of the equation of adsorption isotherm from solutions.
Otdelenie Khimicheskih Nauk, v. 2, p. 209-216, 1962.

ETCHEVERRY, M. et al. Montmorillonite-alginate beads: Natural mineral and
biopolymers based sorbent of paraquat herbicides. Journal of Environmental Chemical
Engineering, v. 5, n. 6, p. 5868-5875, 2017.

ETIENNE, M. C. et al. Tamoxifen metabolism : pharmacokinetic and in vitro study.
Brasilian Journal Cancer, p. 30-35, v. 60, 1989.

FARIAS, A. F. F. Bentonitas modificadas com 6xidos metalicos de Zn, Co ou Cu
aplicadas para a producdo de biodiesel. Tese de Doutorado. Programa de P6s Graducao
em Quimica. Universidade Federal da Paraiba. 2016.

FAVERO, J. DA S. et al. Physical and chemical characterization and method for the
decontamination of clays for application in cosmetics. Applied Clay Science, v. 124-125,
p. 252259, 2016.

FEENEY, O. M. et al. 50 years of oral lipid-based formulations: Provenance, progress and
future perspectives. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 101, p. 167-194, 2016.

FERREIRA, E. P. DA C. Tratamento de argila montmorilonitica para a producéao de
nanocompositos poliméricos com retardo de propagacdo de chama. p. 99, 2015.

FIDELES, R. A. em bagaco de cana carboxilado : Estudos em sistemas em bagaco de
cana carboxilado : Estudos em sistemas. 2017.

FIGUEIREDO, F. W. DOS S.; ADAMI, F. Income Inequality and Mortality Owing to
Breast Cancer: Evidence From Brazil. Clinical Breast Cancer, v. 18, n. 4, p. e651-e658,
2018.

FONSECA, C. G. et al. Investigation of the initial stages of the montmorillonite acid-
activation process using DFT calculations. Applied Clay Science, v. 165, n. August, p.
170-178, 2018.

FONSECA, M. G. DA; AIROLDI, C. Hibridos inorganico-organicos derivados da reacéo
de filossicatos com organossilanos. Quimica Nova, v. 26, n. 5, p. 699-707, 2003.



164

FOWLER, J. F. A Skin Moisturizing Cream Containing Quaternium-18-Bentonite
Effectively Improves Chronic Hand Dermatitis. Journal of Cutaneous Medicine and
Surgery, v. 5, n. 3, p. 201-205, 1 maio 2001.

FRANCESCHI, B. T. Avaliacédo do efeito de resveratrol associado ao tamoxifeno na
proliferacdo e apoptose de células de cancer de mama. Dissertacdo de Mestrado. Programa
de Pds Graduacdo em Biociéncias Aplicadas a Farmécia. Universidade de S&o Paulo.
2017.

FREIRE, P. Politica e educacao: ensaios. 5. ed- Sao Paulo, Cortez, Colecdo Questdes de
Nossa Epoca, v. 23, 2001.

FREUNDLICH, H. M. Over the adsorption in Solution. Journal of Physical Chemistry,
1907-5723, 1906.

FURTH, P. A. STAT signaling in different breast cancer sub-types. Molecular and
Cellular Endocrinology, v. 382, n. 1, p. 612-615, 2014.

GAJARDO, G. et al. Tamoxifen in horses : pharmacokinetics and safety study. Irish
Veterinary Journal, n. 72, v. 5, 2019.

GALIMBERTI, M. We are IntechOpen , the world ’ s leading publisher of Open Access
books Built by scientists , for scientists TOP 1 %. 2011.

GALVAO, M. et al. Conselho Brasileiro de medicamentos Potencialmente Inapropriados
Para Idosos. Geriatrics, Gerontology and Aging, v. 10, 2016.

GAMBA, M. et al. Insight into thiabendazole interaction with montmorillonite and
organically modified montmorillonites. Applied Clay Science, v. 137, p. 59-68, 2017.

GAMBERINI, M. C. et al. Vibrational study of tamoxifen citrate polymorphism. Journal
of Molecular Structure, v. 840, n. 1-3, p. 29-37, 2007.

GAO, L. Theoretical Studies of Anti-cancer Drug Tamoxifen and Estrogen Receptor
Alpha ( ER a ). Doctoral Thesis in Theorietical Chemistry and Biology. School of
Biotechnology. 68p. 2012.

GAO, S.; SINGH, J. In vitro percutaneous absorption enhancement of a lipophilic drug
tamoxifen by terpenes. Journal of Controlled Release, v. 51, n. 2-3, p. 193-199, 1998.

GARCIA-HERNANDEZ, M. P. et al. Tamoxifen disrupts the reproductive process in
gilthead seabream males and modulates the effects promoted by 17a-ethynylestradiol.
Comparative Biochemistry and Physiology Part - C: Toxicology and Pharmacology,
v. 179, p. 94-106, 2016.

GEUS, M. F. DE C. F. REGIS A. Aplicagédo do processo de adsorcdo para remogéo de
chumbo. 2017.



165

GIANNI, E. et al. Journal of Drug Delivery Science and Technology Halloysite nanotubes
as carriers for irinotecan : Synthesis and characterization by experimental and molecular
simulation methods. v. 52, n. March, p. 568-576, 2019.

GIL, O. M. et al. Modified drug release system based on Sulindac and layered double
hydroxide: An in vivo Raman investigation. Vibrational Spectroscopy, v. 87, p. 60-66,
2016.

GOLDBERG, |.; BECKER, Y. Polymorphs of tamoxifen citrate: Detailed structural
characterization of the stable form. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 76, n. 3, p.
259-264, 1987.

GOMES, D. A. D. A. Adsorcdo De N-Parafinas Na Faixa De C10 a C13 Sobre Adsorcao
De N-Parafinas Na Faixa De C10 a C13 Sobre. 2014.

GOMES, K. P. Sintese E Caracterizacdo De Aluminofosfato Impregnado Com
Molibdénio/Zinco Visando A Dessulfurizagcdo Por Adsorcdo. Universidade Federal do Rio
Grande do Norte. Centro de Tecnologia Departamento de Engenharia Quimica Programa
de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica. 2011.

GROOM, C. R. et al. feature articles The Cambridge Structural Database. Sctructural
Science Crystal Engineering Materials, p. 171-179, 2016.

GUGGENHEIM, STEPHEN et al. Definition of clay and clay mineral: Joint report of the
AIPEA nomenclature and CMS nomenclature committees. Clays and Clay Minerals, v.
43, n. 2, p. 255-256, 1995.

HACKL, K. et al. Carnitine alkyl ester bromides as novel biosourced ionic liquids,
cationic hydrotropes and surfactants. Journal of Colloid and Interface Science, v. 511,
p. 165-173, 2018.

HARLOW, D. G. Statistical characterization of bimodal behavior. Acta Materialia, v. 59,
n. 12, p. 5048-5053, 2011.

HASSAN, S. A.; IBRAHIM, J. I. Adsorption of Some Drugs onto Surface of Iragi Kaolin
Clay. Pakistan Journal of Chemistry, v. 1, n. 3, p. 132-137, 2011.

HASSAN, S. et al. Evolution and clinical translation of drug delivery nanomaterials.
Nano Today, v. 15, p. 91-106, 2017.

HE, H. et al. Applied Clay Science Organoclays prepared from montmorillonites with
different cation exchange capacity and surfactant con fi guration. Applied Clay Science,
v. 48, n. 1-2, p. 67-72, 2010.

HEHRE, W. J. A Guide to Molecular Mechanics and Quantum Chemical
Calculations. Wavefunction, Inc. 2002.

HEINZ, H. Computational Screening of Biomolecular Adsorption and Self-Assembly on
Nanoscale Surfaces. Biomolecular Adsorption and Self-Assembly on Nanoscale
Surfaces, v. 31, n. 7, p. 1564-1568, 2010.



166

HEINZ, H.; RAMEZANI-DAKHEL, H. Chem Soc Rev discover new materials : insights
, comparisons to. p. 412-448, 2016.

HEINZ, H.; VAIA, R. A.; FARMER, B. L. Interaction energy and surface reconstruction
between sheets of layered silicates. Journal of Chemical Physics, v. 124, n. 22, 2006.

HILL, J.; SAUER, J. Molecular Mechanics Potential for Silica and Zeolite Catalysts
Based on ab Initio Calculations. 1. Dense and Microporous Silica. p. 1238-1244, 1994,

HO, Y. S.; MCKAY, G. Pseudo-second order model for sorption processes. Process
Biochemistry, v. 34, n. 5, p. 451-465, 1999.

HU, F. X.; NEOH, K. G.; KANG, E. T. Synthesis and in vitro anti-cancer evaluation of
tamoxifen-loaded magnetite/PLLA composite nanoparticles. Biomaterials, v. 27, n. 33, p.
5725-5733, 2006.

HUH, W. J. et al. Tamoxifen induces rapid, reversible atrophy, and metaplasia in mouse
stomach. Gastroenterology, v. 142, n. 1, p. 21- 24.e7, 2012.

IBORRA, C. V. et al. Characterisation of northern Patagonian bentonites for
pharmaceutical uses. Applied Clay Science, v. 31, n. 3-4, p. 272-281, 2006.

ICH-3D-QUALITY. 0013-Guideline for elemental impurities Q3D. Ich, n. December, p.
1-75, 2014.

IQBAL, J. et al. Potential phytocompounds for developing breast cancer therapeutics:
Nature’s healing touch. European Journal of Pharmacology, v. 827, n. March, p. 125—
148, 2018.

ISSA, M. G. Desenvolvimento de sistemas multiparticulados de liberacéo imediata e
modificada para associacdo de farmacos anti-hipertensivos. 2015. Tese de Doutorado.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Universidade de Sao Paulo.

JACOB, J. et al. Biopolymer based nanomaterials in drug delivery systems: A review.
Materials Today Chemistry, v. 9, p. 43-55, 2018.

JAFARBEGLOU, MARYAM et al. Clay nanocomposites as engineered drug delivery
systems. RSC Advances, v. 6, n. 55, p. 50002-50016, 2016.

JAILLET, L.; ARTEMOVA, S.; REDON, S. IM-UFF: extending the Universal Force
Field for interactive molecular modeling. 2017.

JALIL, M. E. R.; BASCHINI, M.; SAPAG, K. Applied Clay Science Influence of pH and
antibiotic solubility on the removal of cipro fl oxacin from aqueous media using
montmorillonite. v. 114, p. 69-76, 2015.

JAMEERA BEGAM, A.; JUBIE, S.; NANJAN, M. J. Estrogen receptor
agonists/antagonists in breast cancer therapy: A critical review. Bioorganic Chemistry, v.
71, p. 257-274, 2017.



167

JAYRAJSINH, S. et al. Montmorillonite nanoclay as a multifaceted drug-delivery carrier:
A review. Journal of Drug Delivery Science and Technology, v. 39, p. 200-209, 2017.

JELONEK, K. et al. The influence of drug-polymer interactions on release of
antirestenotic agent from bioresorbable scaffolds. Materials Letters, v. 223, p. 82-85,
2018.

JENA, S. K. et al. Development of tamoxifen-phospholipid complex: Novel approach for
improving solubility and bioavailability. International Journal of Pharmaceutics, v.
473,n.1-2, p. 1-9, 2014.

JORDAN, V. C. New insights into the metabolism of tamoxifen and its role in the
treatment and prevention of breast cancer. Steroids, v. 72, n. 13, p. 829-842, 2007.

JOSHI, G. V. et al. Montmorillonite intercalated with vitamin Blas drug carrier. Applied
Clay Science, v. 45, n. 4, p. 248-253, 2009.

JOZEFACIUK, G.; BOWANKO, G. Effect of acid and alkali treatments on surface areas
and adsorption energies of selected minerals. Clays and Clay Minerals, v. 50, n. 6, p.
771-783, 2002.

JR, M. J. G. et al. Prevention of poison ivy and poison oak allergic contact dermatitis by
quaternium-18 bentonite.Journal Of The American Academy Of Dermatology, 1995.

KAPSE, S. V. et al. Self nanoprecipitating preconcentrate of tamoxifen citrate for
enhanced bioavailability. International Journal of Pharmaceutics, v. 429, n. 1-2, p.
104-112, 2012.

KARTHIK, G. M. et al. mTOR inhibitors counteract tamoxifen-induced activation of
breast cancer stem cells. Cancer Letters, v. 367, n. 1, p. 76-87, 2015.

KEVADIYA, B. D. et al. Montmorillonite/poly-(-caprolactone) composites as versatile
layered material: Reservoirs for anticancer drug and controlled release property.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 47, n. 1, p. 265-272, 2012.

KHAN, M. H.; ALLERTON, R.; PETTIT, L. Hormone therapy for breast cancer in men.
Clinical Breast Cancer, v. 15, n. 4, p. 245-250, 2015.

KLEIN, D. J. et al. PharmGKB summary: tamoxifen pathway, pharmacokinetics. v. 23, n.
11, p. 643-647, 2014.

KLOPROGGE, J. T. Spectroscopic studies of synthetic and natural beidellites: A review.
Applied Clay Science, v. 31, n. 3-4, p. 165-179, 2006.

KOHAY, H. et al. PEG-PE/clay composite carriers for doxorubicin: Effect of composite
structure on release, cell interaction and cytotoxicity. Acta Biomaterialia, v. 55, p. 443—
454, 2017.

KRALIK, M. Adsorption, chemisorption, and catalysis. Chemical Papers, v. 68, n. 12,p.
1625-1638, 2014.



168

KRUPSKAYA, V. et al. The influence of acid modification on the structure of
montmorillonites and surface properties of bentonites. Applied Clay Science, v. 172, n.
February, p. 1-10, 2019.

Kufe, Holland J. F et al. In: Kufe DW, Pollock RE, Weicheselbaum RR, Bast Jr. RC,
Gansler, Holland JF, Frei E, editors. Cancer Medicine 6. London: BC Decker, 2003.

KURAMOCHI, H. Conformational studies and electronic structures of tamoxifen and

toremifene and their allylic carbocations proposed as reactive intermediates leading to

DNA adduct formation. Journal of Medicinal Chemistry, v. 39, n. 15, p. 2877-2886,
1996.

LAGERGREN, S. et al. About the Theory of So-Called adsorption of Soluble Substances.
Kungliga Svenska Vetenskapsakademiens, v. 24, p. 1-39,1898.

LANDEROS-MARTINEZ, L. L.; GLOSSMAN-MITNIK, D.; ORRANTIA-BORUNDA,
E. . F. H. N. Theoretical Calculation of UV-Vis, IR Spectra and Reactivity Properties of
Tamoxifen Drug: A Methodology Comparison. MOJ Bioorganic & Organic Chemistry,
v.1,n. 3, p. 87-95, 2017.

LANGMUIR, I. The Adsorption Of Gases On Plane Surfaces Of Glass, Mica And
Platinum. Journal of the American Chemical Society, v. 40, n. 9, p. 1361-1403, 1 set.
1918.

LANGMUIR, I. The Constitution And Fundamental Properties Of Solids And Liquids.
PART I. SOLIDS. Journal of the American Chemical Society, v. 38, n. 11, p. 2221—
2295, 1 nov. 1916.

LEAL, P. V. B. Estudo da influéncia da modificacdo da caulinita na adsorcéo de
eteramina. Tese de Doutorado. Programa de P6s Graduagdo em Agroquimica.
Universidade Federal de Lavras. 2016.

LEVINSON, N. S. Towards the elucidation of the mechanism of the antibiotic activity of
tamoxifen COPYRIGHT © 2017 BY NATHANAEL SIMEON LEVINSON Towards the
elucidation of the mechanism of theantibiotic activity of tamoxifen. n. May, 2017.

LI, T. et al. Design and preparation acid-activated montmorillonite sustained-release drug
delivery system for dexibuprofen in vitro and in vivo evaluations. Applied Clay Science,
v. 163, n. December 2017, p. 178-185, 2018.

LIMA, N. B. D. et al. RM1 Semiempirical Model: Chemistry, Pharmaceutical Research,
Molecular Biology and Materials Science. v. 30, n. 4, p. 683-716, 2019.

LIN, T.; HEINZ, H.; ENGINEERING, B. Accurate Force Field Parameters and pH
Resolved Surface Models for Hydroxyapatite to Understand Structure , Mechanics ,
Hydration , and Biological Interfaces. 2006.

LIRA, L.; DORNELAS, C.; CABRAL, L. Avaliacao de bentonita sodica purificada e
bentonita sodica intercalada como promotores de dissolucéo de clorpropamida em



169

comprimidos preparados por granulacdo umida e compressdo. Rev. ciénc. farm. bésica
apl, n. 21, p. 149-158, 2008.

LIU, S. et al. Preparation and characterization of organo-vermiculite based on
phosphatidylcholine and adsorption of two typical antibiotics. Applied Clay Science, v.
137, p. 160-167, 2017.

LIU, Y. et al. Adsorption of levofloxacin onto an iron-pillared montmorillonite (clay
mineral): Kinetics, equilibrium and mechanism. Applied Clay Science, v. 118, p. 301-
307, 2015a.

LOBATO-AGUILAR, H. et al. Synthesis, characterization and chlorhexidine release from
either montmorillonite or palygorskite modified organoclays for antibacterial applications.
Journal of Drug Delivery Science and Technology, v. 46, p. 452-460, 2018.

LOCKHART, J. N. et al. Dual drug delivery of tamoxifen and quercetin: Regulated
metabolism for anticancer treatment with nanosponges. Journal of Controlled Release,
v. 220, p. 751-757, 2015.

LOPEZ- GALINDO, A. Pharmaceutical and Cosmetic Applications of Clays. Clays
Surfaces Fundamentals and Applications. Interface Science and Technology, v. 1, p. 268-
289, 2004.

LOPEZ-GALINDO, A.; VISERAS, C.; CEREZO, P. Compositional, technical and safety
specifications of clays to be used as pharmaceutical and cosmetic products. Applied Clay
Science, v. 36, n. 1-3, p. 51-63, 2007.

LYCOURGHIQTIS, S. et al. Transformation of limonene into high added value products
over acid activated natural montmorillonite. Catalysis Today, 2019.

MACHT, F. et al. Specific surface area of clay minerals: Comparison between atomic
force microscopy measurements and bulk-gas (N2) and -liquid (EGME) adsorption
methods. Applied Clay Science, v. 53, n. 1, p. 20-26, 2011.

MADEJOVA, J. et al. Near-infrared spectroscopy: A powerful tool in studies of acid-
treated clay minerals. Vibrational Spectroscopy, v. 49, n. 2, p. 211-218, 2009.
MANGONI, A. P. Materiais hibridos baseados em argilas cati6nicas e espécies com
potencial terapéutico. Dissertacdo de Mestrado. Instituto de Quimica da Universidade De
Sao Paulo. 2014,

MAR ORTA, M. DEL et al. Adsorption of propranolol onto montmorillonite: Kinetic,
isotherm and pH studies. Applied Clay Science, v. 173, n. July 2018, p. 107-114, 2019.

MARCHI, T. DE et al. 4-Protein Signature Predicting Tamoxifen Treatment Outcome in
Recurrent Breast Cancer. Molecular Oncology, v. 10, n. 1, p. 24-39, 2016.

MARIJI, G. The Direct Study of the Reaction of the Tamoxifen Carbocation with DNA
George Marji. n. 100 1, 2001.



170

MARTOS-VILLA, R. et al. Crystal structure, stability and spectroscopic properties of
methane and CO2 hydrates. Journal of Molecular Graphics and Modelling, v. 44, p.
253-265, 2013.

MATTOS, T. B. Modelos ndo lineares e suas AplicacGes. Monografia. Universidade
Federal de Juiz de Fora, Departamento de Estatistica, Juiz de Fora, 59p. 2013.

MAZUMDAR, S. et al. Effective cellular internalization, cell cycle arrest and improved
pharmacokinetics of Tamoxifen by cholesterol based lipopolymeric nanoparticles.
International Journal of Pharmaceutics, v. 543, n. 1-2, p. 96-106, 2018.

MCGINITY, J. W.; LACH, J. L. <em>In vitro</em> adsorption of various
pharmaceuticals to montmorillonite. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 65, n. 6, p.
896-902, 1 jun. 1976.

MENG, N. et al. Controlled release and antibacterial activity chlorhexidine acetate (CA)
intercalated in montmorillonite. International Journal of Pharmaceutics, v. 382, n. 1-2,
p. 45-49, 2009.

MISHRA, R. K.; FLATT, R. J.; HEINZ, H. Force field for tricalcium silicate and insight
into nanoscale properties: Cleavage, initial hydration, and adsorption of organic
molecules. Journal of Physical Chemistry C, v. 117, n. 20, p. 10417-10432, 2013.

MODABBERI, S. et al. Characterization of Iranian bentonites to be used as
pharmaceutical materials. Applied Clay Science, v. 116-117, p. 193-201, 2015.

MONTEIRO, R. A. Avaliacdo do potencial de adsor¢édo de U, Th, Pb, Zn e NI pelas fibras
de coco. Instituto de Pequaisas Energéticas e Nucleares. Sdo Paulo 2009. Educacéo e
Pesquisa, 2009.

MORAES, J. D. D. et al. Clay minerals: Properties and applications to dermocosmetic
products and perspectives of natural raw materials for therapeutic purposes—A review.
International Journal of Pharmaceutics, v. 534, n. 1-2, p. 213-219, 2017.

MOREIRA, T. S. Sintese de Nanoparticulas poliméricas por polimerizagdo radicalar
(RAFT) para vetorizacao biodirigida de tamoxifeno. Programa de P6s graduagdo em
Engenharia Quimica, COPPE, Universidade Federal do Rio de Janeiro. UFRJ, 2015.

MOSCOFIAN, A. S. DE O. Filossilicatos de magnésio e silicas mesoporosas
organofuncionalizados para 0 uso na remocdo de corantes industriais. 2009.

MOUTA, E. R. Adsorc¢éo de selénio em latossolos. Revista Brasileira de Ciéncias do
Solo, n. 1, p. 1033-1041, 2008.

MOVAHEDI, M. Production of a Novel Mineral-based Sun lotion for Protecting the Skin
from Biohazards of Electromagnetic Radiation in the UV region. J. Biomed. Phys Eng. 1.
p. 115-122, 2014.



171

MURA, P. et al. Hybrid systems based on “drug — in cyclodextrin — in nanoclays” for
improving oxaprozin dissolution properties. International Journal of Pharmaceutics, v.
509, n. 1-2, p. 8-15, 2016.

NANTA, P.; KASEMWONG, K.; SKOLPAP, W. Isotherm and kinetic modeling on
superparamagnetic nanoparticles adsorption of polysaccharide. Journal of
Environmental Chemical Engineering, v. 6, n. 1, p. 794-802, 2018.

NASCIMENTO, R. F. DO et al. Adsorcdo: Aspectos tedricos e aplica¢cdes ambientais.
Fortaleza, Imprensa Universitaria, 256p, 2014.

NEBAGHE, K. C. et al. Comparison of linear and non-linear method for determination of
optimum equilibrium isotherm for adsorption of copper(ll) onto treated Martil sand. Fluid
Phase Equilibria, v. 430, p. 188-194, 2016.

NGULUBE, T. et al. An update on synthetic dyes adsorption onto clay based minerals: A
state-of-art review. Journal of Environmental Management, v. 191, p. 35-57, 2017.
NHPD, 2015. Quality of Natural Health Products Guide Natural Health Products
Directorate. 2015.

NOURMORADI, H. et al. Surfactant modified montmorillonite as a low cost adsorbent
for 4-chlorophenol: Equilibrium, kinetic and thermodynamic study. Journal of the
Taiwan Institute of Chemical Engineers, v. 59, p. 244-251, 2016.

NURTAY, M.et al. Spectroscopic study for a chromium-adsorbed montmorillonite.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 173, p.
114-121, 2017.

OHNO, S. Tolerability of Therapies Recommended for the Treatment of Hormone
Receptor-Positive Locally Advanced or Metastatic Breast Cancer. Clinical Breast
Cancer, v. 16, n. 4, p. 238-246, 2016.

OKAIKUE-WOODI, F. E. K. et al. Journal of Colloid and Interface Science Structures
and mechanisms in clay nanopore trapping of structurally-different fluoroquinolone
antimicrobials. Journal of Colloid And Interface Science, v. 513, p. 367-378, 2018.

OLIVEIRA, A. M. B. M.. Paligorsquita como adsorvente para ions de metais de transicao
— ESTUDOS CINETICOS E DO EQUILIBRIO. Tese de Doutorado. Programa de Pds
graduacdo em Quimica. Universidade Federal da Paraiba. 2011.

OLIVEIRA, A. S.; ALCANTARA, A. C. S.; PERGHER, S. B. C. Bionanocomposite
systems based on montmorillonite and biopolymers for the controlled release of
olanzapine. Materials Science and Engineering C, v. 75, p. 1250-1258, 2017.

OLIVEIRA, M. M. D. E. Magadeita E Vermiculitas Modificadas Com Grupos Organicos
Contendo Nitrogénio E Enxofre Como Adsorventes. Tese de Doutorado. Programa de Pos
graduacdo em Quimica. Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 146p. 2012.



172

ONITILO, A. A. et al. Clustering of venous thrombosis events at the start of tamoxifen
therapy in breast cancer: A population-based experience. Thrombosis Research, v. 130,
n. 1, p. 27-31, 2012.

ONO, A. et al. Investigation of biopharmaceutical drug properties suitable for orally
disintegrating tablets. ADMET and DMPK, v. 4, n. 4, p. 335, 2016.

ORTEGA-CASTRO, J. et al. DFT calculation of crystallographic properties of
dioctahedral 2:1 phyllosilicates. Clay Minerals, v. 43, n. 3, p. 351-361, 2008.

OUELLET-PLAMONDON, C. M. The effect of cationic, non-ionic and amphiphilic
surfactants on the intercalation of bentonite. Colloids and Surfaces A: Physicochemical
and Engineering Aspects, v. 444, p. 330-337, 2014.

PALKOVA, H. et al. The effect of acid treatment on the structure and surface acidity of
tetraalkylammonium-montmorillonites. Journal of Colloid and Interface Science, v.
395,n. 1, p. 166-175, 2013.

PAROLO, M. Minerales arcillosos de la NorPatagonia Argentina en la retencién de
compuestos organicos que impactan sobre la salud humana y el medio ambiente. p. 218,
2010.

PENG, J. et al. Results in Physics Driving force for the swelling of montmorillonite as a ff
ected by surface charge and exchangeable cations : A molecular dynamic study. Results
in Physics, v. 12, n. September 2018, p. 113-117, 2019.

PEREIRA DE SANTANA, D. et al. Reversed Phase Hplc Determination of Tamoxifen in
Dog Plasma and Its Pharmaco- Kinetics After a Single Oral Dose Administration. Quim.
Nova, v. 31, n. 1, p. 47-52, 2008.

PEREIRA, F. DE A. R. Montmorillonita, Quitosana E Seus Compdsitos Como
Adsorventes E Sistemas De Liberacédo Controlada De Farmacos. Tese de Doutorado.
Programa de Pds Graduacdo em Quimica.Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa.
183p. 2014.

PEREIRA, K. R. DE O. Estudo, em escala de laboratério, do uso de argilas do tipo Bofe
na obtencdo de argilas organofilicas e ativadas. p. 139, 2008.

PETTERSSON, T.; THORMANN, E.; CLAESSON, P. TR-10-27 AFM study of
montmorillonite. n. February, 2010.

PONGJANYAKUL, T.; PUTTIPIPATKHACHORN, S. Polymer-magnesium aluminum
silicate composite dispersions for improved physical stability of acetaminophen
suspensions. AAPS PharmSciTech, v. 10, n. 2, p. 346-354, 2009.

QINGQING, P. A. N. et al. Comparative crystal structure determination of griseofulvin :
Powder X-ray diffraction versus single-crystal X-ray diffraction. v. 57, n. 30, p. 3867—
3871, 2012.



173

QU, C. et al. Estrogen receptor variant ER-a36 promotes tamoxifen agonist activity in
glioblastoma cells. Cancer Science, v. 110, n. 1, p. 221-234, 2019.

RAFATI, L. et al. Modeling of adsorption kinetic and equilibrium isotherms of naproxen
onto functionalized nano-clay composite adsorbent. Journal of Molecular Liquids, v.
224, p. 832-841, 2016.

RAMAZANI AFARANI, Z.; SARVI, M. N.; AKBARI ALAVIJEH, M. Modification of
montmorillonite nanolayers as a pH-responsive carrier of biomolecules: Delivery of
vitamin B12. Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers, v. 84, p. 19-27,
2018.

RAPACZ-KMITA, A. et al. Characterisation, in vitro release study, and antibacterial
activity of montmorillonite-gentamicin complex material. Materials Science and
Engineering C, v. 70, p. 471-478, 2017.

RAPPE, A. K.; llI, W. A. G.; QA, E. Charge Equilibration for Molecular Dynamics
Simulations. J. Phys. Chem, n. 95, p. 3358-3363, 1991.

REBITSKI, E. P. et al. Theoretical and experimental investigation on the intercalation of
metformin into layered clay minerals. Applied Clay Science, v. 186, n. October 2019, p.
105418, 2020.

REIS LUZ, L. DOS et al. Metabolomic profile of Schinopsis brasiliensis via UPLC-
QTOF-MS for identification of biomarkers and evaluation of its cytotoxic potential.
Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life
Sciences, v. 1099, p. 97-109, 2018.

RITZ, M.; ZDRALKOVA, J.; VALASKOVA, M. Vibrational spectroscopy of acid
treated vermiculites. Vibrational Spectroscopy, v. 70, p. 63-69, 2014.

ROHR, C. L. Rules of Molecular Self-Organization: Emergence, Control and
Predictability. Dissertation am Lehrstuhl fur Experimentalphysik. Universitat Munchen.
2011.

S. MCLINTOCK, I. The Elovich Equation in Chemisorption Kinetics. [s.l: s.n.]. v.
216, 1967.

SA, S. I. et al. Induction and subcellular redistribution of progesterone receptor A and B
by tamoxifen in the hypothalamic ventromedial neurons of young adult female Wistar
rats. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 420, p. 1-10, 2016.

SADRI, S. et al. The adsorption of nortriptyline on montmorillonite, kaolinite and
gibbsite. Applied Clay Science, v. 165, n. February, p. 64-70, 2018.

SAINZ-DAZ, C. |.; FRANCISCO-MRQUEZ, M.; VIVIER-BUNGE, A. Adsorption of
polyaromatic heterocycles on pyrophyllite surface by means of different theoretical
approaches. Environmental Chemistry, v. 8, n. 4, p. 429440, 2011.



174

SALCEDOQO, I. et al. Intestinal permeability of oxytetracycline from chitosan-
montmorillonite nanocomposites. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 117, p.
441-448, 2014.

SALES, P. F. D. E. Aplicagdes Ambientais de Argilominerais Modificados Por
Tratamento Acido : A Busca Por Materiais Ecoamigaveis. Tese de doutorado. Programa
de Pos Graduagdo em Agroquimica. 2013.

SANCHEZ-MARTIN, M. J. et al. Influence of clay mineral structure and surfactant
nature on the adsorption capacity of surfactants by clays. Journal of Hazardous
Materials, v. 150, n. 1, p. 115-123, 2008.

SANTOS, L. K. Estudo do processo de adsorcéo para remocéo de cafeina utilizando a
argila bentonita. Curso de Bacharelado em Engenharia Quimica. Universidade
Tecnoldgica Federal Do Parana. 2017.

SANTOS, S. S. G. et al. Acid-leached mixed vermiculites obtained by treatment with
nitric acid. Applied Clay Science, v. 104, p. 286-294, 2015.

SARK, W. G. J. H. M. V. A. N. Methods of Deposition of Hydrogenated Amorphous
Silicon for Device Applications. v. 30, 2002.

SARMENTO, E. B. Avaliacdo do Uso de Mesocarpo de "Coco verde" como adsorvente
de ions Cobre (Cu2+) presente em aguas residuarias industriais. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pds Graduagdo em Ciencias e Tecnologia Ambiental, 70p. 2017.

SAVIN, A. V; MAZO, M. A. Physica E : Low-dimensional Systems and Nanostructures
The COMPASS force field : Validation for carbon nanoribbons. Physica E: Low-
dimensional Systems and Nanostructures, v. 118, n. January, p. 113937, 2020.

SCHOONHEYDT, R. A.; JOHNSTON, C. T. Chapter 3 Surface and Interface Chemistry
of Clay Minerals. In: BERGAYA, F.; THENG, B. K. G.; LAGALY, G.B.T.-D.INC. S.
(Eds.). . Handbook of Clay Science. [s.l.] Elsevier, 2006. v. 1p. 87-113.

SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE. Plano estadual de Satide 2016-2019. 1. ed.
Recife-PE, 2016.

SHAGUFTA; AHMAD, I. Tamoxifen a pioneering drug: An update on the therapeutic
potential of tamoxifen derivatives. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 143,
p. 515-531, 2018.

SHAH, N. et al. Investigational chemotherapy and novel pharmacokinetic mechanisms for
the treatment of breast cancer brain metastases. Pharmacological Research, v. 132, n.
March, p. 47-68, 2018.

SHAHBAZ, K. Tamoxifen : Pharmacokinetics and Pharmacodynamics. Open Access
Journal of Pharmaceutical Research, p. 1-8, 2017.



175

SHETE, H. et al.Long chain lipid based tamoxifen NLC. Part I: Preformulation studies,
formulation development and physicochemical characterization. International Journal of
Pharmaceutics, 454, 573-583, 2013.

SHETE, H. et al.Long chain lipid based tamoxifen NLC. Part Il: Pharmacokinetic,
biodistribution and in vitro anticancer efficacy studies. International Jounarl of
Pharmaceutics, 454, 584-592, 2013a.

SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.; JEMAL, A. Cancer statistics, 2019. CA: a cancer
journal for clinicians, v. 69, n. 1, p. 7-34, 2019.

SILVA, A. R. V; FERREIRA, H. C. sintese , usos industriais e produtores / fornecedores
nacionais e internacionais. v. 3, p. 1-11, 2008.

SILVA, D. T. C. et al. Adsorption of tamoxifen on montmorillonite surface. Microporous
and Mesoporous Materials, p. 110012, 2020.

SILVA, D. T. C. et al. Tamoxifen/montmorillonite system — Effect of the experimental
conditions. Applied Clay Science, v. 180, n. September 2018, p. 105142, 2019.

Silva, D.T.C. Desenvolvimento de sistemas de dispersdes sélidas para liberagdo pH
dependente do tamoxifeno. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal de Pernambuco, 2016.

SILVA, M. M. F. Hibridos da montmorillonita-KSF contendo grupos alquilamina -
Sintese , caracterizacdo e aplicacfes adsortivas Hibridos da montmorillonita-KSF
contendo grupos alquiamina - Sintese , caracterizacao e aplicacdes adsortivas. 2011.

SILVA, N. C. DA. Adsorc¢do De Antibioticos Em Meio Aquoso Utilizando Diferentes
Adsorventes. p. 171, 2015.

SILVA, R. D. Encapsulagdo de Montmorilonita por meio da polimerizacéo radicalar
controlada via RAFT em emulsdo para producédo de filmes nanoestruturados com
propriedades anisotrépicas. Escola de Engenharia de Lorena. Universidade De Sao Paulo,
2017.

SOUZA, G. S. DE et al. Rheological Characterization of Bentonite Dispersions with
Xanthan for Oil Well Drilling Fluids. v. 20, p. 1-8, 2017.

SOUZA, IANE M S et al. Microporous and Mesoporous Materials Adsorption capacity
evaluation of zeolites as carrier of isoniazid. Microporous and Mesoporous Materials,
v. 292, n. July 2019, p. 109733, 2020.

SQUIREWELL, E. J. Interactions of Endoxifen and other major metabolites of Tamoxifen
with human SULT1A1 * 1 : implications for the therapeutic action and toxicity of
Tamoxifen. 2014.

SREEHARSHA, N. et al. An Approach to Enhance Dissolution Rate of Tamoxifen
Citrate. BioMed Research International, v. 2019, p. 1-11, 2019.



176

STANLY, S. et al. Carbon dioxide adsorption studies on modified montmorillonite
clay/reduced graphene oxide hybrids at low pressure. Journal of Environmental
Chemical Engineering, v. 7, n. 5, p. 103344, 2019.

STEUDEL, A. et al. Alteration of swelling clay minerals by acid activation. Applied
Clay Science, v. 44, n. 1-2, p. 105-115, 2009.

SUN, B. et al. Terbinafine hydrochloride intercalation composites as drug release
systems. p. 21369-21377, 2018.

SUN, H. COMPASS: An ab Initio Force-Field Optimized for Condensed-Phase
Applications s Overview with Details on Alkane and Benzene Compounds. J. Phys.
Chem., n.102, p. 7338-7364, 1998.

SYAFIUDDIN, A. et al. Application of the kinetic and isotherm models for better
understanding of the behaviors of silver nanoparticles adsorption onto different
adsorbents. Journal of Environmental Management, v. 218, n. 20, p. 59-70, 2018.
TEIXEIRA, N. M. Nanocompositos de argila montmorilonita, amido, gelatina, isolado
protéico de soja e quitosana. 2011.

TEMKIN, M.I. The Kinetics of Some Industrial Heterogeneous Catalytic Reactions.
Advances in Catalysis, v. 28, p. 173-291, 1 jan. 1979.

TETKO, L. V.; BRUNEAU, P. Application of ALOGPS to predict 1-octanol/water
distribution coefficients, logP, and logD, of AstraZeneca in-house database. Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 93, n. 12, p. 3103-3110, 1 dez. 2004.

THOMMES, M. et al. Physisorption of gases , with special reference to the evaluation of
surface area and pore size distribution ( IUPAC Technical Report ). v. 87, p. 1051-1069,
2015.

TRIVEDI, V. et al. Intercalated theophylline-smectite hybrid for pH-mediated delivery.
Drug Delivery and Translational Research, v. 8, n. 6, p. 1781-1789, 2018.

TURKER, S. et al. Surface and interface properties of benzethonium chloride-
montmorillonite. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects,
v. 520, p. 817-825, 2017.

UELAND, P. M. Distribution of Tamoxifen and Its Metabolites in Rat and Human
Tissues during Steady-State Treatment’. 1991.

USP. U.S. Pharmacopeia National Formulary 2017: USP 40 NF 35. [s.l.] United States
Pharmacopeial Convention, v. 1, n. 3, p. 87-95, 2017.

VANDERBILT MINERALS. VEEGUM ® Magnesium Aluminum Silicate
VANATURAL ® Bentonite Clay For Personal Care and Pharmaceuticals What They Are.
p. 1-27, 2014.



177

VILARDI, G.; PALMA, L. DI; VERDONE, N. Heavy metals adsorption by banana peels
micro-powder: Equilibrium modeling by non-linear models. Chinese Journal of
Chemical Engineering, v. 26, n. 3, p. 455-464, 2018.

VINATI, A.; MAHANTY, B.; BEHERA, S. K. Clay and clay minerals for fluoride
removal from water: A state-of-the-art review. Applied Clay Science, v. 114, p. 340-348,
2015.

VISERAS, C. et al. Biopolymer—clay nanocomposites for controlled drug delivery.
Materials Science and Technology, v. 24, n. 9, p. 1020-1026, 2008.

VISERAS, C. et al. Current challenges in clay minerals for drug delivery. Applied Clay
Science, v. 48, n. 3, p. 291-295, 2010.

VISERAS, C. et al. Uses of clay minerals in semisolid health care and therapeutic
products. Applied Clay Science, v. 36, n. 1-3, p. 37-50, 2007.

W. MCGINITY, J.; R. HARRIS, M. Influence of a Montmorillonite Clay on the
Properties of Griseofulvin Tablets. v. 6, 2008.

WELLS, B. A.; CHAFFEE, A. L. Ewald Summation for Molecular Simulations. Journal
of Chemical Theory and Computation, v. 11, n. 8, p. 3684-3695, 2015.

WHO. Environmental health criteria 231: Bentonite, kaolin, and selected clay minerals.
Environmental Health Criteria, n. 231, 2005.

WICKLEIN, B. Bio-Nanohybrid Materials Based on Clays and Phospholipids. Doctoral
Thesis. Departamento de Quimica Fisica Aplicada. Universidad autbnoma de Madrid.
2011.

WIEDMANN, T. S.; NAQWI, A. Pharmaceutical salts: Theory, use in solid dosage forms
and in situ preparation in an aerosol. Asian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 11,
n. 6, p. 722-734, 2016.

WOLTERS, L. O.; BICKELHAUPT, F. M. Theories , Models and Methods. In:
Activation Strain Model & Molecular Orbital Theory. Chemical Bonding and Catalysis, v.
5, p. 324-343, 2015.

WU, L. et al. Drug release material hosted by natural montmorillonite with proper
modification. Applied Clay Science, v. 148, n. March, p. 123-130, 2017.

WU, Q.; LI, Z.; HONG, H. Adsorption of the quinolone antibiotic nalidixic acid onto
montmorillonite and kaolinite. Applied Clay Science, v. 74, p. 6673, 2013.

X1, Y.; MALLAVARAPU, M.; NAIDU, R. Preparation, characterization of surfactants
modified clay minerals and nitrate adsorption. Applied Clay Science, v. 48, n. 1-2, p. 92—
96, 2010.



178

XIA, M. et al. Wet grinding of montmorillonite and its effect on the properties of
mesoporous montmorillonite. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, v. 356, n. 1-3, p. 1-9, 2010.

XU, P. et al. Microbiome Remodeling via the Montmorillonite Adsorption-Excretion Axis
Prevents Obesity-related Metabolic Disorders. EBioMedicine, v. 16, p. 251-261, 2017.

YAN, N.; MASLIYAH, J. H. Characterization and demulsification of solids-stabilized
oil-in-water emulsions. Part 1. Partitioning of clay particles and preparation of emulsions.
COLLOIDS AND SURFACES A PHYSICOCHEMICAL AND ENGINEERING
ASPECTS, 1995.

YANG, J. H. et al. Drug—clay nanohybrids as sustained delivery systems. Applied Clay
Science, v. 130, p. 20-32, 2016.

YOUSSEF, A. M. et al. Synthesis and utilization of poly (methylmethacrylate)
nanocomposites based on modified montmorillonite. Arabian Journal of Chemistry, v.
10, n. 5, p. 631-642, 2017.

YU, W. H. et al. Adsorption of proteins and nucleic acids on clay minerals and their
interactions: A review. Applied Clay Science, v. 80-81, p. 443452, 2013.

ZDENKOWSKI, N. et al. A systematic review of decision aids for patients making a
decision about treatment for early breast cancer. The Breast, v. 26, p. 31-45, 2016.

ZENTNER, M. R. Pharmaceutical suspension. United states patent office. p. 3-6, 1972.
ZHU, R. et al. Adsorbents based on montmorillonite for contaminant removal from water:
A review. Applied Clay Science, v. 123, p. 239-258, 2016.

ZOU, W. et al. Estrogen Receptor (ER ) - a 36 Is Involved in Estrogen- and Tamoxifen-
Induced Neuroprotective Effects in Ischemic Stroke Models. p. 1-14, 2015.



179

APENDICE-A- CERTIFICADO DE TRABALHO DO 42 RAA

42, REUNIAO SOBRE A
ARGILAS APLICADAS

E | CICLO DE MINICURSOS EM MATERIAIS PPGCMVE

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado Estudo do método de obten¢do de farmaco
antineoplasicos com argila catidnica utilizando analise quimiométrica de autoria de Dayanne
Tomaz Casimiro da Silva; Igor Eduardo Silva Arruda; Leandro de Moura Franga; Denise de Brito
Franca; Maria Gardénia da Fonseca; José Lamartine Soares Sobrinho, foi apresentado na
modalidade Poster na 42 Reunido sobre Argilas Aplicadas, realizada nos dias 19 e 20 de Abril de
2018, no Colégio Técnico de Teresina — CTT da Universidade Federal do Piaui.

Teresina-Pl, 20 de Abril de 2018.

Stsoe Ot 8.

Prof. Dr. Edson Cavalcanti da Silva Filho
Presidente da comissdo do IV RAA

APENDICE-B- CERTIFICADO DE TRABALHO DO 42 RAA

42 REUNIAQ SOBRE  /\
ARGILAS APLICADAS

E | CICLO DE MINICURSOS EM MATERIAIS PPGCVE

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado O efeito do pH e tempo na adsorg¢do do
tamoxifeno em montmorillonita: Um estudo por andlise quimiometrica de autoria de
Dayanne Tomaz Casimiro da Silva ; Igor Eduardo Silva Arruda ; Leandro de Moura Franga; José
Lamartine Soares Sobrinho, foi apresentado na modalidade PAster na 42 Reunido sobre Argilas
Aplicadas, realizada nos dias 19 e 20 de Abril de 2018, no Colégio Técnico de Teresina — CTT da
Universidade Federal do Piaui.

Teresina-Pl, 20 de Abril de 2018.

Gtoe Ot 0 B &

Prof. Dr. Edson Cavalcanti da Silva Filho
Presidente da comisséo do IV RAA




180

APENDICE-C- CERTIFICADO DE MINICURSO DO 42 RAA

42 REUNIAQ SOBRE A\
ARGILAS APLICADAS ‘=

E | CICLO DE MINICURSOS EM MATERIAIS

CERTIFICADO

Certificamos que DAYANNE TOMAZ CASIMIRO DA SILVA participou do minicurso
intitulado “EMPLEO DE ARCILLAS EN COSMETICA”, ministrado pelo Prof. Dr. Cesar Viseras
Iborra (Universidad de Granada - Espanha), no | Ciclo de Minicursos em Materiais realizado no
dia 18 de Abril de 2018, na Universidade Federal do Piaui, com carga horéria de 08 horas.

Teresina-Pl, 20 de Abril de 2018.

Prof. Dr. Edson Cavalcanti da Silva Filho
Presidente da comissao do IV RAA

APENDICE-D- CERTIFICADO DE PARTICIPACAO DO 42 RAA

42 REUNIAD SOBRE A\
ARGILAS APLICADAS ‘==

E | CICLO DE MINICURSOS EM MATERIAIS

CERTIFICADO

Certificamos que DAYANNE TOMAZ CASIMIRO DA SILVA participou da 42
Reunido sobre Argilas Aplicadas, realizada nos dias 19 e 20 de Abril de 2018, no
Colégio Técnico de Teresina — CTT da Universidade Federal do Piaui, com carga

horaéria de 16 horas.

Teresina-Pl, 20 de Abril de 2018

%%&&4

Prof. Dr. Edson Cavalcanti da Silva Filho
Presidente da comisséo do IV RAA




APENDICE-E- ARTIGO 1 PUBLICADO NA APPLIED CLAY SCIENCE

Applied Clay Sclence 180 (2019) 105142

o AN 0
o

Contents lists available at Sciencs=Dinsct

Applied Clay Science

journal homepage: weww.slsevier.com/focatek|ay

Research Paper

Tamoxifen/montmorillonite system — Effect of the experimental conditions

Dayanne T.C Silva®, Igor ES. Arruda®, Leandro M. Franca®, Denise B. Franca®, Maria G. Fonseca®,

=

Monica F.LR. Soares®, Cesar Viseras [borma®, José Lamartine Soares-Sobrinho™*

* Ly af hx i e, Univeraifade Rederal de Iy i

LRPE, Compuua of Becif 3/n, SOM0-01 Recife, PE Brosd

" Department of Chméatry, Unfnoaifode Fodemi do iratha, UFVS, S405 0000 Jodo feaon, P8, Bl
" ottt Andidlaz de Clencda die fa Thom, O30 Uhisersity of Graadn, Av. de ko Palmenrs 4, 35500 Armifl, Gmnadg, Spain

ARTICLE INFOD ABSTRACT

Kcpwordc

Chya
Mmoo
Tamoxfm
Hylaids
dddsrpon

A new rano sysem baed on drog/day minerals b sought as an alwrnarive 1o the conent opriors doe no the
lrohagors of the comventonal weament. In this sody, experimental conditon s, soch & pH, reacdon doradon
and indrial dnag core enrarion, were eval nmad o obtaln symens besed on the antieaneer drog nam o fen ([ TWVOC)
and ool loodre. Foo itwiom and kinecke soodies were developed for moormorillond e (WHETMX ar pH
whoes in the range of 1.5 1o 7.0 bor recadon vimes of 1 w0 720 min and drog concemmriores of 533 1
Z300mgl~". The solids wee characterized by using X-ray diffracdon and middle infrared specmoseopy (MIT).
The imeacion of TMX with monmeorillonie was pH-dependers with a higher adwrprion ar pHSS
HW0263mgg ") For all pH wines, imercalation of the drug was the prepondemn meehan b of |meracton.
The sysem was desedbed by a peends-serond-order medel. In de aguiliteiom smdy, &e dam adeepd on was
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1. Introduction

The lmitations of conventional treatments for breast cancer have
stimulsted the development of new nano systems associated with
canventional therapies, such as Tamendfen (TMX) ((Z)-24{para-{1,2.di-
phenyl 1 -buenyliphenmy) NN dimethylethylamine)  (Thotakus
et al, 2017 TMX is a selective estrogen receptor modulainr (SERM )
and acts a5 anti-estragen in breast tissue by inerfering with the activity
af estrogen, the female sex harmane that promates the growth of cancer
cells in the bresst (Landems Martinez et al, 2017). Tammdfen & cur-
renfly used for the treatment of both early and advamced ER + {estrogen
receptor positive) brexst cancer in pre: and postmennpomsal women
Since the early 1980s, tamomifen has been widely accepbed s the first-
line of endoine therapy for metastatic disszs= in postmenopensal
women (Ingle, 19840

Althaugh tamaxifen i anti-estrogenic to the breast, after lang-term
therapy, it has exhibited several side effects on endometrial cancer, far
svamnls Leveral chvliss haws chiwn that e nf the ssveral gids e

development of new systems for tamaefen sdministration has been
limked to interesting staegies for physical and chemical impro vements
af the drug and to provide improvements in therapy aimed at a betier
adherence of the patient to the trestment (Caram et al , 20180

Several sindies have besn performed fooming on systems for obe
taining new materizls with multifoncional properties of anticancer
drug delivery. These materials are different from conventioal paly-
mers and compasites (Wivek ot al, 201% Pandey o al, 2014
Prabaharan, X15; Shariatinia and Zahraee, 20170 In this method, clay
minerals have been used a5 vehicls for diferent dugs of varom
pharmacological ategories (Joshi et al , 2009; Chen et al, 2010 Niescu
etal, A011; Wu et al, X13; Lin et al., 2015; Akyuz and Akyuz, 2017
Barrego-Sincher et al., 2017, Calshrese ot al., 2017; Oliveia ot al,
2017, Rapacy-Fmita =t al, 2017; Tiirker et al., 2007; Djebbi et al,
2015

Amang these minerals, such smectites 25 montmeari Danite (Mt) were
studied Montmorllonit &a 2:1 phyllosilicate and consists stuohrally
nf am nrtshedral chest of almina fAl0 hetussn twn st bedml o

181



APENDICE-F- CERTIFICADO DE PARTICIPACAO 52 RAA

[C | SOBRE ARGILAS

CERTIFICADO a7 ...

Certificamos que Dayanne Tomaz Casimiro da Silva participou da V Reunido
Anual Sobre Argilas Aplicadas, realizada entre os dias 28 e 30 de Agosto de 2019,
na Universidade de Franca.

Franca/SP, 28 de Agosto de 2019.

4
w )

Prof. Dr. Emerson Henrique De Faria

Presidente da Comissido Organizadora da V R A.A

APENDICE-G- CERTIFICADO DE APRESENTACAO ORAL 52 RAA

CERTIFICADO

Certificamos que Dayanne Silva apresentou o trabalho Molecular modeling of the
adsorption of tamoxifen citrate and montmorillonite na forma flash presentation na V
Reunido Anual Sobre Argilas Aplicadas, realizada entre os dias 28 e 30 de Agosto de
2019, na Universidade de Franca.

Franca/SP, 28 de Agosto de 2019.

i
on R _Js

Prof. Dr. Emerson Henrique De Faria
Presid da Comissao Organizadora da VR.A.A.

182



APENDICE-H- CERTIFICADO DE TRABALHO NA 52 RAA

5 VREUNIAC ANUAL
| SOBRE ARGILAS

CERTIFICADO J-""Zm

Certificamos que o trabalho intitulado MOLECULAR MODELING OF THE
ADSORPTION OF TAMOXIFEN CITRATE AND MONTMORILLONITE de autoria de
Dayanne Silva; Maria Gardennia da Fonseca; Ana Borrego-Sanchez; Cesar Viseras;
Claro Ignacio Sainz-Diaz; Moénica Soares; José Lamartine Soares-Sobrinho, foi
apresentado na modalidade Poster na V Reunido Anual Sobre Argilas Aplicadas,
realizada entre os dias 28 e 30 de Agosto de 2019, na Universidade de Franca.

Franca/SP, 28 de Agosto de 2019.

e ¥

Prof. Dr. Emerson Henﬁque De Faria

Presidente da Comissdo Organizadora da V R.A.A.

APENDICE-I- CERTIFICADO DE TRABALHO NA 52 RAA

183

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado MONTMORILLONITE-LIPID HYBRID
CARRIERS FOR ADSORPTION OF TAMOXIFEN CITRATE: ADSORPTION AND
CHARACTERIZATION STUDY de autoria de Dayanne Silva; Igor Arruda; Monica
Soares; José Lamartine Soares-Sobrinho, foi apresentado na modalidade Poster na V
Reunido Anual Sobre Argilas Aplicadas, realizada entre os dias 28 e 30 de Agosto de
2019, na Universidade de Franca.

Franca/SP, 28 de Agosto de 2019.

% 4
oo &),

‘ .
Prof. Dr. Emerson Henrique De Faria

Presidente da Comissdo Organizadora da VR.AA.




184

APENDICE-J- CERTIFICADO DE MINICURSO NA 52 R

NLR.A A

V REUNIAO ANUAL
SOBRE ARGILAS

CERTIFICADO a7

Certificamos que Dayanne Tomaz Casimiro da Silva participou do minicurso
Fundamentos de espectroscopia raman e sua aplicacdo na caracterizacdo de
argilominerais na V Reunido Anual Sobre Argilas Aplicadas, realizada entre os dias 28
e 30 de Agosto de 2019, na Universidade de Franca, com carga horaria de 6 horas.

Franca/SP, 28 de Agosto de 2019.

Prof. Dr. Emerson Henrique De Faria

Presidente da Comissdo Organizadora da VR.A.A.

APENDICE-K — CERTIFICADO DE TRABALHO | WORKSHOP DE CM 2019
44¢ | Workshop em
Ciéncia de Materiais

Certificado

©=0N

(L

UFPE

Certificamos que o trabalho
Argilomineral montmeorilonita como veiculo de administragio oral prolongada do citrato de tamoxifeno

submetido por Dayanne Tomaz Casimiro da Silva, Igor E. S. Arruda, José lzak R. Araujo, MonicaF. L. R
Soares e José Lamartine Soares-Sobrinho

foi apresentado na categoria de poster, por
Dayanne Tomaz Casimiro da Silva

no | Workshop em Ciéncia de Materiais, organizado pela Pés-Graduacio em Ciéncia de Materiais, no
Centro de Ciéncia Exatas e da Natureza, Universidade Federal de Pernambuco, Campus Recife, nos dias 17
e 18 de setembro de 2019.

Gﬁ;ﬁ;e reira

Beate S. Santos Giovanna Machado
Comissdo organizadora Comissdo organizadora Comissdo organizadora



185

APENDICE-L- CERTIFICADO DE APRESENTACAO ORAL NO 1° EPPGCF- UFPE

I
i 1° ENCONTRO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO

UFPE EM CIENCIAS FARMACEUTICAS DA UFPE
CERTIFICADO

Dayanne Tomaz Casimiro da Silva

Participou do 1° Encontro do Programa de Pés-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, apresentando o
trabalho com o titulo “Molecular modeling of the adsorption of tamoxifen citrate in montmorillonite: Effects
of water adsorption and contraction citrate, part I", na forma Oral com a participagdo dos co-autores da
Fonseca, M.G.; Borrego-Sanchez, A.; Viseras, C.; Sainz-Diaz, C.l.; Soares, M.F.R.; Soares-Sobrinho, J.L., no dia

03 de julho de 2019, na Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

= — Sl fo fotert>

Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares Prof. Dr. José Lamartine Soares Sobrinho
Coordenador Vice Coordenador
PROPESQ) S = HRECILAB
Apolo mrmimam, (:.M\tibiiwicos siirer CRF-PE FEAEEN Rysa

APENDICE-M- CERTIFICADO DE PARTICIPACAO DO 1° EPPGCF- UFPE

[
i 1° ENCONTRO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO

UFPE EM CIENCIAS FARMACEUTICAS DA UFPE

CERTIFICADO

Certificamos que DAYANNE TOMAZ CASIMIRO DA SILVA participou do 1° Encontro do Programa de Pds-
graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, nos dias 02 a 05 de julho de 2019, com carga horaria total de 8
horas.

Recife, 05 de julho de 2019.

Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares Prof. Dr. José Lamartine Soares Sobrinho
Coordenador Vice Coordenador

e = HLRECILAB
= “antibioticos swex CRF-PE GElAllsrom RISHON Leiivery




APENDICE-N- PATENTE DEPOSITADA UFPE-INPI

INSTITUTO 25/10/2019 BF01230108460

‘ NACIONAL 12:%2
1. Pl (i

28408181811250903

Pedido nacional de Inveng&io, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigéo de Invengfo e entrada na fase nacional do PCT

Namero do Processo: BR 10 2019 022422 3

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razfio Sodal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Tipo de Pessoa: Fessoa Juridica
CPF/CNPJ: 24134488000108
Nacionalidade: Erasileira
Qualificaglio Jurfdica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Endsrego: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria
Cidade: Recile
Estado: FE
CEP: 50670-901
Pals: Erasil
Telefone: (21)2126 8950
Fmc (81)2126 8950
Emal: patentes_dine.propesq@ufpe.br

Dados do Pedido

Matureza Patente: 10 - Patente de Invengao (PI)

Thulo da Invenglio ou Modelo de COMPOSITO HIBRIDO FARMACEUTICO NANOESTRUTURADO
Utiidade (64): PARA INCREMENTO DA TAXA DISSOLUGAO E LIBERAGAD
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Resumo: A presenie invencao refere-se a um produts farmacéutico
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aspacificamente formado a parlir de argilominaral montmorilonita
contendo fosfolipidio de membrana fosfatidilcolina, modificando a
astrutura inicial do argilomineral pela organofilizacdo, para insercdo
astrutural de ingrediente aliva, na forma de inlercalacio elow
adsorgEo. O matarial ira aumentar o confrale da liberagio do ativo &
malhorar a laxa de dissolugio do masma, uma vez guea o aliva
possui varios problemas fisico-quimicos & biofarmacéulicos e o
rasultado da jungio desses componentes sara primordial para um
rasultado erapéutico eficaz, abrangendo a quimica expearimantal
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como dos processas lacnologicos envalvidos. Esle sistema consisie

&M um novo axcipanta para oblencio de formulacies de

administracdo oral para tratamento do cancer de& mama em mulhares

pré a pds menopausicas.
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Adsorption of tamoxifen on montmorillonite surface
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords The saticncerom druy smocden iy baseng 3 prooming Serapy, sbough wone sdminbitretion bedicgm

Manoeilozse saeraldd be irpeoved. Monsmorillonite b« natund phyllosiose and its we 43 carrier of the timoxifen can be an

Tenoel intermting alternative for drug delivery sywers. Syzthoses it differers pH of sumtmeoriionde-tamonifen hylrid

Aoty cloubdias have shown promiving posibeities, Huweyer, i is nececary to kaow the driving foroes s stermolecslir mter-
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interaction, Ieing more energrsiollly Sovundile

1. Inreduction It the acidic environment of the stomach & probable, which reduce its

Breast cancer Is the maln case of dearh for casder In women [1],
and a public health probiess & Brazdl [2,3], which adlect appreximasely
12 per 100,000 women in 2011 [[4]]. The 70% of paients are malnly
disgnosed as, positive cstrogen recepior (ERL Thesefare, o treatment
with an ER astaganist with tamoxifen has been a promising strategy in
the fight against cancer [5.6].

Tamoxifen {TaX), (Cxehi; NO -
) 2-{para-{1,2-diphexyl-1 2uneny! jphenoxy)-N N -dise thylethylamine,
his an ethoxy-seethylaming chain, which is essential for the s antie-
srogesde dological activity and is classified as a biopharmaceutical clas-
sification 11 [7]. Tamoxifen is commercially avallable as a comte salt.
This association is perforssed (0 Increase stability and solubilicy n ague-
ous medium. However 115 use atn salt formulation is not an assurasce 10
Increase s bioavadabiliry, doe o the lipophilic propesties of the mole-
cule [8,91.

bioavailabidity in the range of 20-30% [1,10].

Thesedare, controlled &rug dellvery systems have bees respoasible
o enswre the betser physical characteristics and improve the disselu-
o rate of liposoluble drugs [a blopharmaceatical processes [1,11]. On
the other hand, clay migerals have been widely applied s vehicle for
projosged release of @ifferesa drugs [12-21]. Clay minerals are nanural
products and present low eost alsernative and biocomparibdity [20].

Amcag clay, mostmariiloaite Is widely wed I the pharsaceuti-
cal industry as excipicnt, which have been studied as smart cooveyar
with new adsoepricn mechaniees, allowisg coarelied delivery of drugs
122.23]. Montmorillonite, M, (Si0) (Alz,Mg,)0if0H)y, Is a 21 payl-
losilicate with an oczahedral sheet (O) between two tetrahednl sheets
(T) [24). Bomorphie substiutions in O (A" by Mg**) and T (si**
by AI'*) sheets sesalt in negative charge that Is counterbalanced by ex-
changeatide cations (Na * and Ca* ) present in the isterlayer space [25].

Thewnts he I erioun of the rurilivening wirh ather carioec
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