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The cry — Edvard Mundh (1863 — 1944)

“A DOR APODEROU-SE DO MEU CORPO. PODE DEUS LIVRAR-ME DESTE
SOFRIMENTO?”.
Ha 4 mil anos esta citagdo foi encontrada em escrita cuneiforme numa pedra
em Nippur-Babildénia, referindo-se a uma prece da filha de um rei da época.
Esta é o 1° registro escrito conhecido sobre o sofrimento e a angustia da dor.
Eh muito triste encarar o fato que por mais de 4000 anos os seres humanos
vivem e morrem sob o martirio da dor.

Este quadro, “O Grito” — de autoria do noruegués Edvard Munch (1863-1944) -
€ considerada a sua obra maxima, e uma das mais importantes da histéria do
expressionismo. Reforga a necessidade de que eliminar a dor e o sofrimento que
ela determina, deve ser prioridade extensiva a todos os profissionais de satde.



RESUMO

Na terapia medicamentosa convencional, o farmaco é administrado através de
uma forma farmacéutica e produz um nivel tecidual do farmaco que ndo se
mantém. dentro da faixa terapéutica por um periodo prolongado de tempo. A
importancia dos sistemas de liberagao de principios ativos advém do fato que
raramente um farmaco consegue atingir um alvo especifico no organismo em
concentragbes adequadas para provocar o efeito terapéutico esperado. Um
sistema ideal de distribuicdo de farmacos deve ser biocompativel, faciimente
liberado, permitir um controle da taxa de distribuicdo de farmacos e ndo deve
alterar a atividade do farmaco na distribuicdo, ultimamente a quitosana tem
ganhado amplo espago entre os materiais utilizados na confecgéo desses
sistemas por atender a essas necessidades. Baseado no exposto este trabalho
teve como objetivo desenvolver um sistema de liberag@o controle de fentanil a
partir de membranas Quitosana/ Fentanil nas proporgées de 5, 3 e 1 % de
farmaco. O fentanil foi adicionado a solugdo de quitosana e submetida a
secagem do solvente para formacdo das membranas, as mesmas foram
caracterizadas para avaliar as interagfes farmaco/ polimero. Observou-se que
a adigao do fentanil apropriou aspecto cristalino as membranas, tornando-as
menos suscetiveis a biodegradacgao in vitro. As estruturas finais apresentaram-
se fugosas € com pequencs graocs dispersos em sua superficie, graos esses
que foram considerados contaminantes oriundos do processamento industrial
do farmaco. Houve uma diminui¢do na hidrofilicidade diretamente proporcional
ao aumento da concentracdo de farmaco e nao apresentaram toxidade. Diante
do exposto pode-se concluir que a metodologia empregada para a sintese das
membranas Quitosana/ Fentanil apresentou-se eficaz. As analises efetuadas
sugerem a presenga de fentanil nas membranas sintetizadas acarretando
variagdes na sua degradabilidade, indicando ser um promissor material para
utilizacao em sistemas de libera¢ao controlada de farmaco.

Palavras-chave: Biomateriais. Quitosana. Fentanil.



ABSTRACT

In conventional drug therapy, the drug is administered in a dosage form and
produces a tissue level of the drug is not maintained within the therapeutic
range over an extended period of time. The importance of the release of active
principles stems from the fact that a drug can rarely achieve a specific target in
the body in adequate concentrations to cause the expected therapeutic effect
systems. An ideal drug delivery system should be biocompatible , easily
released , allowing a control of the rate of drug delivery and should not alter the
activity of the drug distribution lately chitosan has gained wide space between
the materials used in the manufacture of these systems meet these needs .
Based on the above this study aimed to develop a system of controls release of
fentanyl parti membrane Chitosan / Fentanyl in the proportions of 5, 3and 1 %
drug . Fentanyl was added to chitosan solution and subjected to drying the
solvent to form the membranes |, they were characterized to assess the drug /
polymer interactions. It was observed that the addition of fentanyl appropriated
Crystalline membranes , making them less susceptible to biodegradation in
vitro. The final structures had become rough and small grains scattered on its
surface , these grains that were considered contaminants originating from
industrial processing of the drug . There was a decrease in hydrophilicity
directly proportional to the increase of drug concentration and showed no
toxicity. Given the above it can be concluded that the methodology used for the
synthesis of membranes Chitosan / Fentanyl appeared to be effective .
Analyses suggest the presence of fentanyl in the synthesized membranes
causing changes in its degradability , could be a promising material for use in
controlled release drug delivery systems .

Keywords : Biomaterials . Chitosan . Fentanyl .



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Comparagdo das variagbes de concentragdo de farmacos
administrados por (a) metedos convencionais de multidosagem e (b) sistemas

de liberagdo controlada. A = dose do fAarmaco ........cc...oe v, 21
Figura 2 — Figura esquematica representando as principais barreiras
encontradas pelos farmacos em seu caminho até seu destino..........cocccooee. 22

Figura 3 - Classificacao da liberagdo controlada de farmaco e suas principais

vias de adminiStrag80.. ..o e 23
Figura 4 — Estrutura da quitosana ..o 24
Figura 5 — Derivados e aplicagfes de quitosana.............ccocceevevviiniecccinsinee 26
Figura 6 — 1ANGUIO de CONALO .......eeceeeececcre et 35
Figura 7 — Membrana Quitosana\ Fentanil 1% ...........ccc oo, 37
Figura 8 — Membrana Quitosanal Fentanil 3% ... 37
Figura 9 — Membrana Quitosana\ Fentanil 5%.......... PSP UU ST URURR 37

Figura 10 - Difratogramas das membranas de Quitosana\ Fentanil 5%;
Quitosana\ Fentanil 3%; Quitosana\ Fentanil 1% e Quitosana ............c.ccceeene. 38
Figura 11 - Calorimetria exploratéria diferencial das membranas a - Quitosana\
Fentanil 1%; b — Quitosana\ Fentanil 3% e ¢ — Quitosana\ Fentanil 5% .......... 39
Figura 12 — Microscopia Optica das membranas de quitosana, a — 350x; b -
FOBOX € € = 2100X ..ot b et bbbt st e e na e e 40
Figura 13 — Microscopia Optica das membranas Quitosana\ Fentail 5% nos
aumentos a - 350x; b= 1050x e C— 2100X.. ..o oi i 41
Figura 14 — Microscopia Optica das membranas Quitosana\ Fentail 3% nos
aumentos a — 350x; b — 1050x € € — 2100X. .cveiiiiiiiiiiiiire e 42
Figura 15 — Microscopia Optica das membranas Quitosana\ Fentail 1% nos
aumentos a — 350x; b — 1050x e ¢ ~ 2100x.............. SRS TPTTRUTPRRRPN 42
Figura 16 ~ Microscopia Eletrénica de Varredura das membranas de quitosana,
a—1500x. b = 5000x € C10000X ....oooviiiii it 43
Figura 17 — Microscopia Eletrbnica de Varredura das membranas Quitosana\
Fentanil 5%, a — 1500x. b — 5000x @ € 10000X........cccovimmiiiiiiee e, 43
Figura 18 — Microscopia Eletrénica de Varredura das membranas Quitosana\
Fentanil 3%, a — 1500x. b — 5000x @ ¢ T0000X.........ccovvviriiiiiiiiiiiiii e 44



Figura 19 — Microscopia Eletrdnica de Varredura das membranas Quitosana\

Fentanil 1%, a ~ 1500x. b — 5000x € ¢ 10000X..........cociiiiiieee e 44
Figura 20 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana\
FOIANI 5% .o e e ae e e e 45

Figura 21 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana\
Fentanil 5%, analise pontual do 9ra0 ..., 46
Figura 22 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana\
F@NEANIT 30 .o et eeii ettt 47
| ‘Figura 23 — Espectroscopia dispersiva de raios x da membrana Quitosana\
Fentanil 3%, analise pontual do grao ..o 47
Figura 24 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana\
FEnanil 1% ...ooeerireee et 48
Figura 25 - Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana\
Fentanil 1%, analise pontual do grao .......ccoccviiviiv e 49
Figura 26 — Tensao superficial por medida do &ngulo de contato para as
membranas Quitosana; Quitosana\ Fentanil 1%; Quitosana\ Fentanil 3% e
Quitosanal Fentanil 5% ... s 50
Figura 27 — Membrana Quitosana/ Fentanil a — 3% e b — 1% apo6s 14 dias de
2 £ L-1= 1o T OOV UPUROPPVROPPT PN 51
Figura 28 — Resultados do ensaio de citotoxicidade. ...........ccoccooviivinn 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Exemplos de aplicagdo biomédica de polimeros.............ccccovevevveenn. 19
Tabela 2 - Receptores opidides € suas ag08S..........cccvviivvrieveeeeenieireineiraee s 28

Tabela 3 - Ensaio de biodegradacao in Vilro. ........ccocverveiiiie e 50



ASTM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Standart test Method for in vitro Degradation Testing of

Hydrolytically Degradable Polymer and Fabricated Forms for Surgical implants

CERTBIO
Nordeste
C12H24N204
.C;H40,
DRX
DSC
EDS

et al.
GA
GlcNACc
GlcN

h

in vitro
ISO

‘M
MM
MEV

mg

min

mL.

MO

MTT
tetrazélio
NaCH
NH;"
NMDA
PBS

QIF
SBCAL
UAEMa
UFCG

M

K

°C

Laboratorio de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais do

Quitosana

Acido Acético

Difracéo de raios X

Calorimetria Exploratéria Diferencial

- Espectroscopia por energia dispersiva de raios X

entre outros

Grau de acetilagao

N — acetil - 2 — amino — 2 — desoxi — D — glucose
2 amino - 2 - desoxi — D - glucose

hora

em vidre

International Organization for Standardization
molar

Massa molar

Microscopia Eletrdnica de Varredura

miligrama

minuto

mililitro

Microscopia Optica

brometo de 3 — (4,5 — dimetiltiazol - 2 - Il} - 2,5 — difenil -

Hidroxido de Sédio

ion amonia

N — metil - D — aspartato

Phosphate Buffered Saline

Quitosana/ Fentanil

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
Unidade Académica de Engenharia de Materiais
Universidade Federal de Campina Grande

mu

kappa

graus Celsius



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
34
3.4.1
3.5

4.1
4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.3
4.31
432
4321
4322
4323
4.3.2.4
4.3.2.5
4326
4327

5.1
5.2
5.3
5.4

SUMARIO

INTRODUGAOD ... e 14
OBJETIVOS .. ..ttt s 16
Objetivos gerais ..o 16
Objetivos especificos ..........ocovvvvve e 16
FUNDAMENTAGAO TEORICA .......cooooeooooeoeceeeeeeeeen! 17
Biomateriais. ... 17
Liberagdo controlada de farmacos ... 19
QUILOSAMA........oeiii e e 23
OPIACRO ..o 27
Efeitos dos OPIGIdES c.....oneciee et 28
[ o T S USRS POV PP S TP VSTPTPSTTROS 30
MATERIAIS E METODOS ..o, 32
Localda pesquisa ... 32
Materiais ... 32
BIOPONIMEBIO ...ooeeeeviiieeieie e e 32
Reagentes.........ccoccvvvvennne. e etter et ebertetetreretrer n———— 32
ATUIMI@IS ..ottt e e et 32
MEtOdOS .o 33
Preparagéo das membranas de quitosana e quitosana\ fentanil. 33
Caracterizagd0 das membranas...............coeeooee i 33
Difragdo de raio X (DRX]) ..o, 34
Anédlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) ............. 34
Microscopia Optica (MO).......oeeeeeeeeeeeeeee e, 34
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ..o, 34
Tensdo superficial/ Mothabilidade ..., 35
Ensaio de Biodegradag0 in VIlro...........cccooiiviiiinc v 36
Ensaio de GitotoXicidade. ..........covvviiiiciiiiiiine et 36
RESULTADOS EDISCUSSAOD ... 37
Difragao de raioS X (DRX).......coooi 38
Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (BDSC) ........ 39
Microscopia Optica (MO) ..o, 40

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ......................... 42



5.5
5.6
5.7
5.8

Espectroscopia dispersiva de raios X{EDS) ................ccoc. . 45

Tenséao superficiall Molhabilidade ... 49
Ensaio de Biodegradagdo in vitro...............cccc 50
Ensaio de citotoxicidade ............ccccoviiiii 52
CONCLUSAQD ..ottt besra s 53

REEERENCIAS . oo e ee e e s eeseeseveetssnasteeraestsantesaenreensens 55



14
1 INTRODUGAO

O National Institutes of Health Consensus Development Conference
define como um biomaterial "qualquer substancia (que n&o seja uma droga) ou
a combinagdo de substancias, sintéticas ou de origem natural, que podem ser
utilizados por qualquer periodo de tempo, como um todo ou como parte de um
sistema que trata, aumenta, ou substitui qualquer tecido, 6rgao ou funcio do
corpo”. O denominador comum de todas as definicdes que tém sido propostas
para os biomateriais € o reconhecimento indiscutivel que os biomateriais séo
distintos das outras classes de materiais por causa dos critérios de
biocompatibilidade especiais que devem apresentar (WILLIAMS, 1999).

Os biomateriais apresentam classificacdo de acordo com a composigéo
quimica em materiais sintéticos metalicos, ceramicos, poliméricos, compdsitos
e naturais como: colageno, elastina, quitina e de acordo com o comportamento
fisiologico em biocinerte, biotoleravel, bioativo, biorreativo e bioabsorvivel
(WILLIAMS, 1999).

O surgimento da engenharia de tecidos como disciplina académica e da
industria global abriu oportunidades sem precedentes para o desenvolvimento
de térapias avangadas para o tratamento de doengas congénitas ou adquiridas.
A engenharia de tecidos fornece novas combinagdes de células, biomateriais,
medicamentos, produtos de genes, ou genes que podem ser projetados,
especificados, fabricados e fornecidos de forma simultdnea ou
sequencialmente, como agentes terapéuticos (WILLIAMS, 1889).

Na terapia medicamentosa convencional, o farmaco & administrado
através de uma forma farmacéutica e produz um nivel tecidual {(geralmente
sanguineo)} do farmaco, que ndo se mantém dentro da faixa terapéutica, por
um periodo prolongado de tempo. A importancia dos sistemas de liberagdo de
principios ativos advem do fato que raramente um farmaco veiculado em
solugdo aquosa, ou numa forma convencional, consegue atingir um alvo
especifico no organismo em concentragdes adequadas para provocar o efeito
terapéutico esperado. Um sistema ideal de distribuicdc de farmacos deve ser
biocompativel, facilmente liberado, permitir um controle da taxa de distribuicdo
de farmacos e nao deve alterar a atividade do farmacc na distribuigéo,
ultimamente a quitosana tem ganhado amplo espago entre os materiais
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utilizados na confecgao desses sistemas por anteder as essas necessidades
(BOYCE, 2002; LEE e ROBINSON, 2004; DRUMMOND, 1999; FELDMAN et
al., 2003)

A quitosana & obtida pela desacetilagdo parcial da quitina, sendo,
portanto, um polimero de longa cadeia linear composto por mondmeros de 2
amino-2-desoxi-D-glucose (GlcN) e de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose
(GlcNAc) unidos por ligaghes covalentes B-1,4 (FERNANDES et al, 2011;
KRAJEWSKA, 2004).

A quitosana apresentam diversas propriedades bioldégicas, como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, hemostaticas, analgésicas, anti-
inflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes, anti-colesterolémicas,
antitumorais e imunoestimuladoras (XIA et al. 2011; SHAHIDI, ARACHCHI e
JEON, 1999; KIM e RAJAPAKSE, 2005).

Os materiais naturais, incluindo polimeros como a quitosana tém sido
aplicados topicamente nos sistemas de liberagdo de farmacos apresentando
vantagens com relagao aos materiais sintéticos, onde em estudos, membranas
e microesferas de quitosana apresentaram grande permeabilidade tanto para
farmacos acidos, degradagdo controlada pelas células de acordo com os
mecanismos  fisiologicos como para farmacos basicos. Os  opidides
permanecem como os farmacos mais efetivos e mais comumente utilizados no
tratamento da dor moderada a intensa. As diferencas de respostas dos
pacientes ao uso dos opidides sd0 aceitas, atualmente, por serem devidos a
polimorfismos genéticos relacionados aos receptores opioides (FELDMAN et
~ al., 2003; SINHA et al., 2004; MINSON, et al. 2010).

Q Fentanil fransdérmico (tipo de opidide) € um potente agonista com
meia-vida longa, que nao deve ser usado para titulagdo rapida. O fentanil
transdérmico deve ser considerado quando o paciente ja esta em terapia com
opidide, com dor constante, mas com pouca dor episédica (WILLIAMS, 1999).

Em face das propriedades intrinsecas da quitosana e a possibilidade de
uma melhoria na analgesia pds-operatoria, particularmente, da analgesia pos-
amidalectomia, esse projeto visa o desenvolvimento de um dispositivo para
liberagdo controlada de farmaco que amenize os sintomas de dor pés-
operatéria, associando as propriedades da quitosana ao opibide (fentanil} em
uma membrana com esta finalidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver membranas poliméricas de quitosana e fentanil para uso
em sistema de liberagao controlada de farmacos.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar a incorporagéo do fentanil na membrana de quitosana;

» Analisar, comparativamente, a molhabilidade das membranas de
quitosana e das desenvolvidas com quitosana/fentanil;

» Verificar a estabilidade das membranas em condigbes de
biodegradagao;

« Estabelecer perspectivas de libera¢do controlada do fentanill, a partir
das membranas desenvolvidas.



17
3 FUNDAMENTAGAQO TEORICA

3.1 Biomateriais

Biomaterial &€ um termo usado para indicar os materiais que constituem
as pegas de implantes médicos, dispositivos extracorporais, e descartaveis que
tém sido utilizados em medicina, cirurgia, odontologia e medicina veterinaria,
bem como em todos os aspectos de salide do paciente. O Nationa! Institutes of
Health Consensué Development Conference defini come um biomaterial
"qualquer substancia (que ndo seja uma droga) ou a combinagdo de
substéncias, sintéticas ou de origem natural, que podem ser utilizados para
qualquer periodo de tempo, como um fodo ou como parte de um sistema que
trata, aumenta, ou substitui qualquer tecido, ¢rgao ou funcdo do corpo”. O
denominador comum de todas as definigdes que tém sido propostas para os
biomateriais é o reconhecimento indiscutivel que os biomateriais séo distintos
das outras classes de materiais por causa dos critérios de biocompatibilidade
especiais que devem apresentar (BORETOS e EDEN, 1984).

A biocompatibilidade € um termo que abrange varios aspectos do
material, incluindo desde suas propriedades fisicas, mecanicas e quimicas até
seu potencial citotdxico, alergénico e mutagénico, nao apresentando efeitos
téxicos ou causando injurias na funcdo bioldgica. Trata-se, portanto, a relacio
entre um material e o organismo, de tal forma que ambos n&o produzam efeitos
indesejaveis (LEMMONS e NATIELLA, 1986; SHMALZ, 2002).

O uso de biomateriais ndo se tornou pratica até o advento de uma
tecnica asséptica cirtrgica desenvolvida pelo Dr. J. Lister, em 1860.
Procedimentos cirlrgicos anteriormente quer biomateriais envolvidos ou nao,

foram geralmente ma! sucedidos resultando em infec¢des. Problemas de
infecgdo tendem a ser exacerbada na presenga de biomateriais, uma vez que o
implante pode proporcionar uma regiao inacessivel as células
imunologicamente competentes do corpo. Os primeiros implantes bem
sucedidos foram no sistema esquelético. Placas Osseas foram introduzidas no
inicio de 1900 para ajudar na fixagdo das fraturas de ossos longos. Muitas
dessas placas iniciais quebraram. Tambem, materiais tais como © acgo de
vanadio, o qual foi escolhido por suas hoas propriedades mecéanicas, corroido
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rapidamente no corpo, causou efeitos adversos sobre os processos de cura.
Apos a introdugo de agos inoxidaveis e ligas de cromo-cobalto na década de
1930 foi alcangado um maior sucesso em fixagdo de fraturas, e as primeiras
cirurgias de substituigio articular puderam ser realizadas. Quanto aos
polimeros, descobriu-se que os pilotos de aviao na il Guerra Mundial que foram
feridos por fragmentos de plastico (polimetacrilato de metilo) do dossel! da
aeronave nao sofrem reacdes adversas crdnicas pela presenca dos fragmentos
no corpo (BLACK, 1992; BRUCK, 1980; HENCH e ERTHRIDGE, 1982).

Os biomateriais apresentam classificagao de acordo com a composicédo
quimica em materiais sintéticos metalicos, ceramicos, poliméricos, compositos
e naturais como: colageno, elastina, quitina e de acordo com o comportamento
fisiolégico em bioinerte, biotoleravel, biocativo, biorreativo e bioabsorvivel
(WILLIAMS, 1999).

Os polimeros sdo os materiais mais amplamente utilizados em
aplicagbes biomédicas devido a facilidade de fabricagdo na variedade de
formas, processabilidade, custo favoravel e disponibilidade aliadas as
propriedades fisicas e mecanicas desejadas. Eles sdo os materiais de escolha
para dispositivos cardiovasculares, bem como para a substituicio de varios
tecidos moles. Os polimeros também sdo utilizados em sistemas de
distribuicao de drogas e em aparelhos de diagnéstico, com amplas aplicagdes
em engenharia de tecidos. Exemplos de aplicagbes atuais incluem enxertos
vasculares, valvulas cardiacas, coragdes attificiais, implantes de mama, lentes
de contato, fenfes intra-oculares, componentes de oxigenadores extracorporea,
dialisadores e unidades de plasmaférese, revestimentos para comprimidos e
capsulas farmacéuticas, suturas, adesivos, e 0s substitutos do sangue (PARK e
LAKES, 1992; BORETOS e EDEN, 1984). Exemplos de polimeros e 0s seus
usos sa&o dados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Exemplos de aplicagio biomédica de polimeros.

Aplicagtes Polimero(s)

Implantes cardio-vasculares Polietiteno; cioridrato  de  polivinil; poliester; silicone;

horracha; politetrafluoretiteno

implantes ortopédicos Palietieieno de alto peso molecular; poliimetil metacrilato)
Liberagdo de drogas Poli{co-glicdlide lactico)
Engenharia de tecidos Pali(ac. lactico; pali{ac. Glicélico; poli{co-glicalide lactico)

Fonte: Adaptado de BORETOS; EDEN (1584),

A aplicagdo de um biomaterial deve ser baseada em varios critérios
como, propriedades fisico-quimicas e durabilidade do material, a fungéo
desejada da prétese, a natureza do meio ambiente fisioldgico no nivel do 6rgdo
! tecido, bem como problemas de custo e de produgdo. Biocompatibilidade € o
critério fundamental que deve ser cumprida por todos os biomateriais (COQK,
LEMONS e RATNER, 1996; PEPPAS e LANGER, 1994; RATNER, 1893),
ultimamente, vem crescente a utilizagdo dos biomateriais para sistemas de
liberagdo controlada de farmacos.

3.2 Liberacgdo controlada de farmacos

Na terapia medicamentosa convencional, o farmaco & administrado
através de uma forma farmacéutica e produz um nivel tecidual (geraimente
sanguineo) do farmaco, que ndo se mantém dentro da faixa terapéutica, por
um periodo prolongade de tempo. Desta forma, o éxito do tratamento vai
depender de varios fatores como dosagens precisas e frequentes, em horarios
especificos pré-determinados e adesdo do paciente a terapéutica, de modo que
a ndo obediéncia ao esquema terapéutico pode resultar em utilizagdo do
farmaco em faixa nao efetiva ou em niveis toxicos (LEE e ROBINSON, 2004).

A partir da década de 1950 iniciaram-se estudos de processos de
liberagdo controla de substdncias biologicamente ativas, sendo que
anteriormente ndo se conheciam materiais que pudessem liberar moléculas de
massa molecular alta, tais como peptideos e proteinas sem induzir inflamacgdes
{(FOLKMANN, 1990).
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A importancia dos sistemas de liberagio de principios ativos advém do
fato que raramente um farmaco veiculado em solugdo aquosa, ou numa forma
convencional, consegue atingir um alvo especifico no organismo em
concentragbes adequadas para provocar o efeito terapéutico esperado. Isso
pode ser faciimente entendido quando verificamos que entre o local de
administrag@o do farmaco e o orgéo ou tecido alvo, se interpde uma série de
obstaculos de naturezas diversas (anatdmicos, quimicos e bioldgicos), que
devem ser vencidos para que se obtenha o efeito desejade. Somente uma
parte em dez mil de um farmaco injetado intravenosamente alcanga seu alvo
celular final quando o alvo esta localizado em sitios profundos (DRUMMOND,
1899).

A liberagao controlada de farmacos proporciona algumas vantagens em
relagdo aos sistemas convencionais de multidosagem de farmacos, como
methora da eficacia, diminuigdo da toxicidade, liberagao do farmaco no local
especifico de acldo (direcionamenio de farmacos), mascaramento do
sabor/odor desagradavel de alguns farmacos, diminui¢do do nimero de doses
diarias, tratamento continuo (sem administragdes noturnas), protecao do
farmaco de uma eventual degradacdo pelos componentes dos fluidos
bhiolégicos, diminuigdo ou mesmo desaparecimento dos picos plasmaticos,
diminuicdo ou eliminacéo dos eféitos locais e sistémicos alem de otimizacio da
administracdo de produtos oriundos da biotecnologia, tais como vacinas,
peptidecs e 'proteinas, entre outras (AZEVEDO, 2002).

Comparando-se, na Figura 1, o método convencional de multidosagem e
o sistema de liberagdo controlada percebe-se que o primeiro esta longe do
ideal, proporcionando variagdes consideraveis na concentracdo do farmaco no
plasma sanguineo, podendo ndo haver efeito farmacolégico ou ocasionar
intoxicacdo, pois ha uma faixa de concentragdo efetiva para a agéo no
organismo. Ja o metodo de liberagdo controlada proporciona uma pequena
variagdo na concentragdo do farmaco com o tempo, impossibilitando
inefetividade ou toxicidade (VULCANI, 2004).
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Figura 1 - Comparagao das variagdes de concentra¢do de farmacos administrados por (a)
métodos convencionais de multidosagem e (b) sistemas de liberag@o controlada. A = dose do
farmaco.

Nivel toxico

Nivel Plasmatico

Nivel inefetivo

+ f * + Tempo (dia)

Fonte: Adaptado de VULCANI (2004).

Os sistemas de liberacao controlada oferecem algumas vantagens sobre
0s métodos convencionais que liberam o agente ativo em um curto periodo de
tempo (GRAHAM, 1998), como por exemplo:

¢ Manutencdo de niveis constantes de substdncia no organismo,
implicando em uma eficiéncia maior na utilizacdo do agente, ou seja, é
necessario menor quantidade de farmaco para produzir o mesmo efeito
que os sistemas convencionais,

+ Aplicacbes do agente diretamente no sitio de acado, produzindo altas
concentracdes localizadas e evitando efeitos colaterais sistémicos;

+ Menos frequéncia de administracdo do agente ativo, aumentando o
conforto do paciente e a eficacia do tratamento.

Existem muitas barreiras potencias para a liberagdo eficiente e seletiva
de um farmaco na sua forma ativa. A maioria dos agentes terapéuticos sao
moléculas pequenas que tém vasta gama de distribuicdo no organismo apés
sua injecao intravenosa. O resultado disto é frequentemente um baixo indice
terapéutico devido aos altos indices de toxicidade nos tecidos saudaveis. Para
conseguir seus objetivos, o farmaco, deve penetrar véarias barreiras biolégicas e
estd sujeito a eliminagcdo por uma variedade de processos. Na Figura 2
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observa-se a representago esquematica das principais barreiras encontradas
pelo farmaco em sua rota até seu destino (DRUMMOND, 1999; LAGNER e

UGORSKI, 2000).

Figura 2 - Figura esquematica representando as principais barreiras encontradas pelos
farmacos em seu caminho até seu destino.

Aplicacdio do fmaco
Via gastromtestinal. malagio,
adnustragao miravenosa
ou topica

oq =

espago-tempo

sisténica via
circulagio
sanguinea

Interagio com
componentes

Penetracao no

mmmolozico

Elmmacio dos farmacos
de baixo peso molecular
pelos nns

Elmnag iio pelo
sistema do
reticuloendotehal

Fonte: LAGNER e UGORSKI, (2000).

Em geral, a liberagéo controlada de farmaco utiliza como métodos de
liberagdo a difusdo, a dissolucdo e a osmose, Nos quais guase sempre €
possivel utilizar o sistema de reservatério e o sistema matricial. Na Figura 3
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constam 0s principais itens de classificagdo da Liberagdo Controlada de
Farmacos (FELDMAN et al., 2003).

Figura 3 - Classificag@o da liberagao controlada de farmaco e suas principais vias de
administracao.

(‘

Fonte: LIMA, {2010).

Um sistema ideal de distribuicdo de farmacos deve ser biocompativel,
facilmente liberado, permitir um controle da taxa de distribuicdo de farmacos e
ndo deve alterar a atividade do farmaco na distribuicdo (FELDMAN et al.,
2003), ultimamente a quitosana tem ganhado amplo espaco entre os materiais
utilizados na confecgao desses sistemas por atender a essas necessidades.

3.3 Quitosana

A quitosana (Figura 4) & obtida por desacetilagdo parcial da quitina,
sendo, portanto, um polimero de ionga cadeia linear composto por monémeros
de 2 amino-2-desoxi-D-glucose (GIcN) e de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-
glucose (GlcNAc) unidos por ligagdes covalentes B-1,4. A distingdo entre a
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quitina e a quitosana € baseada no grau de acetilagio (GA), considerando-se
que a quitosana corresponde ao polissacarideo com GA inferior a 50 %
(FERNANDES, et al. 2011; KRAJEWSKA, 2004).

Figura 4 - Estrutura da quitosana.

_ CH,OH CH,OH
H
\ H
OH H O OH o 0\
H H
- f NH, H NH,
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Fonte; KUMAR, (2000).

Esse polimero natural possui uma estrutura cristalina, sendo, dessa
forma insolivel em meio aquoso € na maioria dos solventes organicos e tem
baixa reatividade quimica (LARANJEIRA e FEVERE, 2009).

A quitina é encontrada em abundancia na natureza e tem como
principais fontes naturais as carapagas de crustaceos (notadamente
caranguejo, camardo e lagosta), sendo também encontrada em insetos,
moluscos e na parede celular de fungos (DALLAN, 2005).

A quitosana apresenta elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade.
Estas propriedades dependem das caracteristicas da amostra (fonte de onde
foi extraida, o método de obtengdo, GA e MM). Embora esteja ausente nos
mamiferos, a quitosana pode ser degradada in vivo por varias enzimas
protecliticas, como a lisozima, a papaina e a pepsina. A sua biodegradacao
leva a liberagdo de oligoquitosanas de comprimento variavel (ARANAZ et al.,
2009).

A quitosana apresentam diversas propriedades bioldgicas, como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, hemostaticas, analgésicas, anti-

inflamatérias, antimicrobianas, antioxidantes, anti-colesterolémicas,
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antitumorais e imunoestimuladoras. Por isso, tém atraido interesse cientifico e
industrial em areas como biotecnologia, farmacéutica, biomedicina, cosméticos
e industria alimentar, entre outros (XIA et al. 2011; SHAHIDI, ARACHCHI e
JEON, 1999; KIM e RAJAPAKSE, 2005).

A atividade antimicrobiana esta relacionada & presenga de grupos
aminicos que, uma vez em contato com os fluidos fisiologicos, provavelmente
sao protonados e se ligam a grupos anidnicos dos microrganismos, resultando
na aglutinagao das células microbianas e inibigdo do crescimento (CLEASEN,
WHILHELMS e KULICKE, 20086).

A quitosana reduz o tempo de coagulagdo sanguinea de forma dose-
dependente devido a sua capacidade em agregar plaquetas e eritrécitos
(SILVA; SANTOs e FERREIRA, 2006).

E atribuida a quitosana uma potente ag3o analgésica topica. O principal
efeito analgésico da quitosana é decorrente da captura de hidrogénios acidos
liberados no local da inflamagao pela ionizagao do grupo aminico a NH;". A
quitosana teria a propriedade de absorver a bradicinina liberada no sitio de
inflamagao, que tem importante papel no mecanismo da dor. Estudos tem
mostrado que, quando aplicada topicamente, em feridas abertas, a quitosana
forneceu uma sensacgao refrescante, agradavel e calmante (LARANJEIRA;
FAVERE, 2009).

A quitosana & um biomaterial consideravelmente versatil, devido a sua
elevada reatividade, sendo possivel a obtengao de diversos derivados da
quitosana, com diferentes propriedades e aplicagdes (Figura 5). A quitosana
pode ser modificada por reticulagdo polimérica (crosslinking) covalente ou
iénica e ligagao de enxertos {grafting). As reagdes tipicas da quitosana ocorrem
principalmente nos grupos amina, entre as quais, as mais importantes sao as
rea¢des de N-acilagdo e a formagdo de bases de Schiff (BERGER, et al. 2004,
KUMAR, 2000)

e e —— A A A A | L A lkot 518 e e e
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Figura 5 - Derivados e aplicagbes de quitosana.
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Fonte: Adaptado de THARANATHAN; KITTUR, (2003).

O aumento das aplicagbes biomedicas da quitosana tem gerado
oportunidades de produgao de biomateriais especializados, principalmente com
novas modificagdes quimicas e fisicas. Estas estratégias também tém
envolvido uma combinagdo da quitosana com outros polimeros. Publicagdes
cientificas utilizando a quitosana e suas modificagdes estruturais tém discutido
varios aspectos das aplicagdes biomédicas deste polimero, principalmente na
engenharia de tecidos, liberagao de farmacos e biossensores para diagnoésticos
clinicos (AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 2008).

[UFG/BLIOTECBC
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Os materiais naturais, incluindo polimeros como a quitosana tém sido
aplicados topicamente nos sistemas de liberagdo de farmacos apresentando
vantagens com relagdo aos materiais sintéticos, onde em estudos, membranas
e microesferas de quitosana apresentaram grande degradagdo controlada
pelas celulas de acordo com os mecanismos fisiologicos e permeabilidade
tanto para farmacos acidos, como para farmacos basicos (FELDMAN et al.,
2003; SINHA et al., 2004).

3.4 Opiaceo

Segundo Sakata, Issy (2008), opidceo é qualquer agente derivado do
6pio, e opidide & qualquer componente, enddgeno ou exégeno, que se liga ao
receptor opidide.

Os receptores opidides sao parte do sistema endégeno que inclui um
grande numero de peptideos ligantes opioides enddgenos, das quais trés
familias distintas de peptideos endogenos sao descritos: as encefalinas
(originarias da pro-encefalina); as endorfinas (da pré-opiomelanocortina) e as
dinorfinas (da pré-dinorfina). Os receptores estio dispostos em todo o Sistema
Nervoso Central (SNC) (encéfalo e medula espinhal) e no sistema nervoso
periférico (SNP). Na medula os receptores sdo mais concentrados na lamina |
de Rexed da substancia gelatinosa; estdao presentes no sistema simpatico,
monocitos, linfocitos e macréfagos. Os genes de receptores opidides do tipo
MU existemm em tecidos periféricos apds ativagao por lesdao ou inflamagao,
assim como na medula espinhal, no talamo, sistema limbico e no coértex
somatossensitiva.

A fisiologia completa destes peptideos opioides endogenos ndo €
completamente esclarecida, parecendo funcionar como neurotransmissores,
neuromoduladores e, em alguns casos, como neurchormdnios. Em 1976, a
equipe de Martin W.R. reconheceu a existéncia de 3 tipos de receptores
opidides que foram designados pelas letras gregas p (mu), k (kappa)
e g (sigma) com base nas respostas neurofisiolégicas e comportamentais
observadas em cdes com lesdes cronicas na medula e cujos nomes derivam

dos diferentes ligantes especificos para cada um dos receptores mencionados;

ey
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morfina, ketazocina e N-aliinormetazocina (SKF 10047), respectivamente
(MINSON et al. 2010; SOWERBY e SMITH, 1918).

Os receptores opidides e suas agbes sao descritas na Tabela 2
(MINSON et al. 2010).

Tabela 2 - Receptores opidides e suas agbes.

Receptor Resposta
u Analgesia, depresséo respiratéria, miose, euforia e diminuicéo do transito intestinal
K Analgesia, disforia, efeitos psicomiméticos, miose e depressao respiratdria
) Analgesia

Fonte: Adaptado de Minson, et al. (2010},

3.4.1 Efeitos dos opibides

O alivio da dor pela morfina (tipo de opidide) € relativamente seletivo.
Diferentemente dos anti-inflamatérios, nao existe dose maxima (dose-teto) para
os efeitos analgesicos dos opioides. O aumento da dose é associado com
efeitos adversos que incluem sedagao, confusdo mental, nauseas, vOmitos e
depressdo respiratéria. A dose necessaria para analgesia varia muito,
dependendo do tipo de dor e de varios fatores relacionados ao paciente.
Opioides produzem alteragdes do humor, incluindo alivio da ansiedade, euforia
(sentimentos agradaveis) e disforia (sentimentos desagradaveis) (INTURRISI,
2000).

Opidides estimulam o nlcleo de Edinger-Wesphal (parassimpatico) do
nervo o6culomotor, produzindo miose. Pupilas puntiformes e perda da
consciéncia sao sinais patognomdnicos de sobredose de opioides (INTURRISI,
2000).

Existe uma grande gama de opidides utilizados no alivio da dor, entre
eles destacam-se a morfina, metadona, fentanil transdérmico, hidromorfina e
oxicodona (MINSON et al. 2010).

« Morfina: E o farmaco de escolha para dores intensas. A dose analgésica

varia de 5 mg até mais de 200 mg, a cada 4 horas. Na maioria dos
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casos, a dor & controlada com doses de 10 a 30 mg, de 4/4 horas
(INTURRISI, 2000). A morfina € metabolizada formando: morfina-3-
glicuronideo e morfina-6-glicuronideo, tendo a Ultima agdo analgésica
significativa. O primeiro é inativo, mas liga-se aos receptores, impedindo
a ligagdo da morfina. Os metabdlitos se acumulam em pacientes com
insuficiéncia renal. E bem tolerada em pacientes com hepatopatias,
sendo que, nestes pacientes, a sua meia-vida pode aumentar e a dose
deve ser espagada para trés a quatro vezes ao dia {(BARROS e FERRIS,
2009). Na maioria dos casos a dor é controlada com doses de 10 mg a
30 mg, de 4/4 h, devendo ser aumentada gradativamente, sendo que a
dose noturna pode ser dobrada a fim de evitar dor ao despertar
(BARROS e FERRIS, 2009).

Metadona: E um opidide sintético, antagonista dos receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA). E uma alternativa a morfina, sendo cada vez mais
utilizado na “rotagao” dos opicides, no tratamento de retirada da
dependéncia dos opioides e em pacientes que necessitam de tratamento
prolongado. Causa menos dependéncia, menos euforia e sedac¢ao do
que a maioria dos outros opioides. E bem absorvido por via oral, com
biodisponibilidade de 80% a 90%. Apresenta redistribui¢ao extensa para
musculo e gordura (VASCELLO e MCQUILLAN, 20086).

Hidromorfona: Disponivel desde 1920, s6 recentemente foi liberada para
utilizagdo no Brasil. E um congénere semissintético da morfina, com
meia-vida de 4 horas. E aproximadamente 5 vezes mais potente do que
a morfina e sua dose usual € de 2 a4 mg a cada 4 ou 6 horas (MINSON,
et al. 2010).

Oxicodona: E um agonista mu, com atividade como agonista kappa. Por
sua agao nos receptores kappa tem vantagens na dor de origem visceral
como na célica biliar ou doengas do pancreas. E um derivado da tebaina
(MINSON et al. 2010).

Fentanil transdérmico: E um potente agonista com meia-vida longa, que
nao deve ser usado para titulagao rapida. O fentanil transdérmico deve
ser considerado guando o paciente ja esta em terapia com opioide, com
dor constante, mas com pouca dor episédica (KING e PORRECA, 2010).
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Os opioides permanecem como o0s farmacos mais efetivos e mais
comumente utilizados no tratamento da dor moderada a intensa. As diferengas
de respostas dos pacientes ao uso dos opicides sao aceitas, atualmente, por

serem devidos a polimorfismos genéticos relacionados aos receptores opioides
(MINSON et al. 2010).

3.5 Dor

O comité de taxonomia da Associagdo Internacional para o Estudo da
Dor (IASP) conceituou dor como “experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel decorrente ou descrita em termos de lesdes teciduais reais ou
potenciais® (MERSKEY; ALBE-FESSARD; BONICA, 1979).

A histéria do manejo intervencionista da dor tem sua origem no blogueio
neural e na analgesia regional, e tudo comeg¢ou quando Koller, em 1849,
utilizou a cocaina para anestesiar as amigdalas, a evolugdo seguinte se deu
guando Tuffer, em 1891, utilizou a cocaina por via espinhal para tratar a dor de
um sarcoma em um membro, sendo o primeiro bloqueio terapéutico. Em 1901,
Siccard utilizou pela primeira vez a analgesia peridural sacra com cocaina para
tratar a dor ciatica e o lumbago. A primeira alcoclizagac do trigémeo foi
realizada por Sholoesser, em 1903. O primeiro blogueio diagnéstico ocorreu
em 1924, quando Gaza estudava naquela época as obscuras vias da dor. Em
1824, Mandl e outros autores estudando as vias simpaticas na dor visceral,
realizaram o primeiro bloqueio terapéutico para a dor visceral. Dogliotti, em
1930, de uma maneira bastante ousada utilizou o éalcool no espago
subaracnéideo para conseguir a neurélise das raizes posteriores (JORNAL DA
DOR, 2011).

Dor € uma experiéncia vivenciada pela quase totalidade dos seres
humanos. Como sintoma ou doencga, é frequentemente objeto da procura por
assisténcia. O tratamento inadequado da dor € uma constante em todo o
mundo. Inimeras barreiras de causas multifatoriais contribuem para o efetivo
tratamento da dor, sendo a principal delas a inadequada avaliagédo da dor
(TEIXEIRA, 2009; FERREIRA et al. 2006; PIMENTA, 1995).

Entre as condigdes que podem afetar a recuperagédo do individuo pos-

trauma operatério, a dor merece destaque por provocar altera¢des fisiologicas
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e emocionais que, se hdo adequadamente controladas, predispdem os doentes
a complicagbes e podem prolongar a internagio. (FERREIRA et al. 2008;
PIMENTA, 1995).

A dor aguda sinaliza a ocorréncia de lesdo e, portanto, apresenta valor
bioldgico fundamental de defesa que alerta para a ocorréncia de lesao tecidual
em via de se instalar ou ja instalada e induz no individuo reagdes de defesa, de
fuga ou de remogao do agente causal (OLIVEIRA e NOGUEIRA, 2003).

A dor compromete a imunidade, agrava o ja aumentado metabolismo, o
aumento das catecolaminas e do cortisol e as reagbes neurovegetativas
proprias do estresse da doenga oncolbgica, compromete ¢ sono, ¢ apetite, ©
humor e a disposi¢do do individuo, agrava a hipercoagulabilidade sanguinea e
acentua a hiperatividade motora (do que podem resultar deslocamento dos
enxertos cutdneos, cateteres vasculares, sondas tubos endotraqueais, etc.). O
estresse dela resultante libera agudamente citocinas, catecolaminas, cortisol,
hormdnios do crescimento e adrenocorticotréfico, ativa o sistema renina-
angiotensina, compromete a coagulagdc do sangue e altera as reagdes
imunolégicas. A dor aguda causa ou agrava as anormalidades ventilatérias,
hemodinamicas, gastrointestinais e renais, aumenta a mortalidade e pode
resultar em modificacdes anatdmicas e fisioldégicas no SNP (Sistema Nervoso
Periférico) e SNC (Sistema Nervoso Central} que a tornam mais
frequentemente cronificada, a possibilidade de cronificagdo da dor é maior
quando ocorre lesdo do tecido nervoso (OLIVEIRA, ANDRADE e AMARAL,
1998; FIGUEIRO e TEIXEIRA, 1995; TEIXIRA, 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Avaliagao e Desenvolvimento
de Biomateriais — CERTBIO - Unidade Académica de Engenharia de Materiais,
UFCG.

4.2 Materiais

4.2.1 Biopolimero

Quitosana (C12H24N20g) — Quitosana médio peso molecular, 75 — 85%,
desacetilada, massa molar (190.000 — 310.000 daltons), grau de polimerizacao
entre 1186 - 1924,

4.2.2 Reagentes

o Acido Acético Glacial (C2H405);

¢ Hidroxido de Sédio (NaOH),

* Fentanil;

¢ Lisozima;

¢ Phosphate Buffered Saline (PBS).

4.2.3 Animais

Foram utilizados, como fonte de macréfagos peritoneais, para o ensaio
de citotoxicidade, camundongos machos tipo Swiss, provenientes do biotério
do Laboratério de Avaliagao e Desenvolvimento de Biomateriais (CERTBIO),
UFCG. Todos os procedimentos foram conduzidos conforme normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e

mediante parecer do Comité de Etica Local.
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4.3 Métodos

4.3.1 Preparagdo das membranas de quitosana e quitosana/fentanil

A solugao de quitosana foi preparada pela dissolugdo de quitosana em
solugdo de acido acético glacial (1 % v/v) sob agitagdo magnética por 24 h. Em
seguida, a solugdo polimérica foi fillrada a vacuo para remover o material
insoluvel. O filtrado foi vertidas em placas de petri e acondicionadas em
ambiente com exaustor por 20 h para evaporagio do acido e formagdo da
membrana utilizando o método de evaporagio do solvente, adaptado de Osorio
(2007) e implementado pelo Laboratédrio de Avaliagdo e Desenvolvimento de
Biomateriais (CERTBIO) da Universidade Federal de Campina Grande. Apds
secagem das membranas, as mesmas foram retiradas da estufa e 50 ml de
solugdo de hidroxido de sédio a 1 M foi adicionado a fim de assegurar a
completa neutralizagdo das membranas. Em seguida, foram lavadas com agua
corrente, e posteriormente submersas em um recipiente com agua destilada
durante 1h 30min, tempo suficiente para que ocorresse a neutralizago. Depois
da neutralizagao, as mesmas foram secas por 24 h a temperatura ambiente. A
solugcdo de quitosana/fenatil foi obtida com a adigcdo do Fentanil a solugao de
quitosana nas proporgdes de 1, 3 e 5 % sob agitagdo magnética por 20 min. As
etapas seguintes seguiram o0 mesmo procedimento descrito anteriormente para

confecgdo das membranas de quitosana.

4.3.2 Caracterizagdo das membranas

Apds preparadas as amostras foram caracterizadas por Difragéo de raios X
(DRX), Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Microscopia Optica
(MQ), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia
Dispersiva de raios X (EDS), Tensdo Superficial/Molhabilidade, Ensaic de

Biodegradacgao in vitro e Ensaio de Citotoxicidade.




4.3.2.1 Difragdo de raios X (DRX)

A Difragdo de Raios X é um fenémeno de espalhamento da radiagéo
eletromagnética, provocada pela interagao entre o feixe de raios X incidente e
os elétrons dos atomos componentes de um material. A técnica de Difragéo de
Raios X foi usada para se obter informag¢des estruturais importantes sobre a
cristalinidade de um composto qualquer. A principal aplicagdo da difracio de
raios X refere-se a identificagéo de compostos cristalinos, sejam eles organicos
ou inorgénicos. As analises por difragdo de raios X (DRX) foram realizadas
através de um difratdmetro de raios X Shimadzu (modelo XRD 6000}, em
temperatura ambiente, a montagem Bragg-Brentano, sistema 9-2 9, radiagéo
monocromatica de cobre. A varredura foi realizada num intervalo de 2 6 entre 5
e 40 graus, usando uma velocidade de 1° min™ e radiagdo CuKa (A= 1,5418 A)
gerada aplicando-se voltagem e corrente de 40 KV e 30 mA, respectivamente.

4.3.2.2 Anélise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) avalia a
diferengca da temperatura fornecida a uma substancia sob um material de
referéncia. Foi utilizado o equipamento DSC Q20 (TA Instruments) operando
por atmosfera de nitrogénio para andlise de Transi¢des de fase para
observagao de modificagdes na estrutura cristalina das amostras.

4.3.2.3 Microscopia Otica (MO)

A caracterizagao por microscopia otica foi realizada em um Microscépio
Optico HIROX, com resolugao maxima de 3500X, por luz transmitida, acoplado

a uma estagao de Captura e Analise de Imagens com Software.
4.3.2.4 Microscopia EletrOnica de Varredura (MEV)

Para realizagdo das analises foi utilizado ¢ microscédpio eletronico de
varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumento de
10000x, profundidade de foco de 1 mm, resolugdo de 30 nm, 15 KV, baixo
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vacue e pressao variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico. Para analise
da Energia Dispersiva de raios X (EDS), foi utilizado o equipamento acoplado
ao MEV para uma maior confiabilidade dos resultados.

4.3.2.5 Tensdo Superficial/Molhabilidade

Diversos métodos podem ser empregados para obter uma avaliacao da
interacao entre as fases solido/liquido (molhabilidade), mas o &ngulo de contato
tem sido um parametro que apresenta excelente relagcdo custo/beneficio
(FOOK, 2005).

As moléculas da superficie de um liquido estdo sujeitas a fortes forcas
de atracdo das moiécuias interiores. A resuitante dessas forcas, cuja direcao &
a mesma de plano tangente a superficie (em qualquer ponto desta) atua de
maneira a que a superficie liquida seja a menor possivel. A grandeza desta
forca, atuando perpendicularmente (por unidade de comprimento) ao plano na
superficie é dita tensdo superficial (ALHANATI, 2011).

O resultado depende das forgas intermoleculares que se estabelecem
entre as fases, resultando na medida chamada angulo de contato (Figura 14).
Por meio da medida desse angulo de contato entre a superficie do sélido e o
plano tangencial a superficie liquida, pode-se obter a moihabilidade do liquido
sobre um determinado substrato (ALHANATI, 2011).

Figura 6 - Angulo de contato.
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contacto
tangente a superficie
liquida no contacto

N

P

Fonte: ALHANAT!, 2011

Se o &nguio de contato estatico for um valor maior que 90°, o liquido tem
a tendéncia a ndo molhar a superficie e a fase é dita ndo-molhante. Com um
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valor aproximado a 0° o liquido recobre toda a superficie formando um filme
fino de fluido molhante. Quando o valor do angulo for menor ou igual a 90°, a
molhabilidade é considerada parcial. Portanto, quanto menor for o angulo,
maior sera o molhamento (WISNIEWSKI; ARGUELHO, 2011; ALHANATI,
2011).

Para a realizagdo desta analise foi utilizado um gonidémetro desenvolvido
por tecnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecanica da UFCG
(Universidade Federal de Campina Grande) que se encontra instalado no
Laboratorio de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais (CERTBIO) da
Unidade Académica de Engenharia de Materiais, da UFCG.

4.3.2.6 Ensaio de Biodegradacao in vitro

O estudo da taxa de biodegradagéo dos filmes reticulados foi realizados
com a exposi¢do dos filmes reticulados em solugdo preparada de lisozima e
PBS, com tempo de exposigdo de 7 e 14 dias a 37 °C.

A metodologia foi empregada com base na norma ASTM F1635-04
(Standard Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically

Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants).

4.3.2.7 Ensaio de Citotoxicidade

Com o objetivo de atender a norma ISO 0993 que recomenda ensaios in
vitro de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficarao em contato
com a pele, escolheu-se o teste de avaliagdo da viabilidade celular dos
macréfagos por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio].
Serdo utilizados 5 fragmentos de cada amostra para cada animal. A técnica

utilizada foi a descrita por Mosmann, 1983. A viabilidade celular foi calculada em

porcentagem, considerando-se o controle negativo como 100% de viabilidade.




5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

As Figuras 7, 8 e 9 apresentam as membranas sintetizadas neste
trabalho em fotografias realizadas em maquinas convencionais.

Figura 7 — Membrana Quitosana\ Fentanil 1%.

Fonte: Préprio autor.

Figura 8 — Membrana Quitosana\ Fentanil 3%.

Fonte: Proprio autor.

Figura 9 — Membrana Quitosana\ Fentanil 5%.

Fonte: Proprio autor.
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Observou-se gue visualmente nado foi possivel perceber diferenca
significativa entre as membranas sintetizadas neste trabatho. Notou-se que a
incorporaga@o do farmaco a solugdo de quitosana nao gerou uma membrana
onde fosse percebida a separagdo de fases, apresentando-se homogenia.

5.1 Difracédo de raios X (DRX)

Na Figura 10 observa-se os difratogramas das membranas de guitosana\
fentanil nas proporgdes quitosana\ 5%, 3% e 1% fentanil e quitosana pura
sintetizadas neste trabalho.

Figura 10 — Difratogramas das membranas de Quitosana\ Fentanii 5%; Quitosana\ Fentanil 3%;
Quitosana\ Fentanil 1% e Quitosana.
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Fonte - Proprio autor.

A quitosana apresenta perfil semi-cristalino com picos de base larga
entre 10 e 25 © (Figura 10 em verde). Observa-se na Figura 10 que as
membranas com adicdo de 5 e 3% de fentanil (em verde e vermelho
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respectivamente) apresentaram perfil cristalino com picos intensos e fechados
entre 12 e 18 ©, a adicdo do farmaco tonou menos intensos os picos
caracteristicos da quitosana localizados entre 10 e 25 8.

As membranas com adicdo de 1% de fentanil (Figura 10 em rosa)
apresentaram perfil praticamente amorfo onde foi possivel obervar um dos
picos caracteristicos da quitosana (porém com menor intensidade que o
apresentado na membrana apenas de quitosana (Figura 10 em verde))
localizado entre aproxidamente 18 e 25 © e um pico de base larga
aproximadamente entre 12 e 18 © pertencentes ao fentanil como obhservado
anteriomente.

5.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Na Figura 11 observam-se os graficos de DSC das membranas
sintetizadas neste trabalho.

Figura 11 — Calorimetria exploratéria diferencial das membranas a - Quitosana\ Fentanil 1%,
b — Quitosana\ Fentanil 3% e ¢ — Quitosana\ Fentanii 5%.

40%

Heat Flow Endo Down (mvv)
> = o -

=

e 5@ s;n 1% it 2 0 N
Texperature (')
Fonte: Proprio autor.
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Nac ocomreu variagdo na resisténcia térmica das membranas
relacionadas a variagdo da concentragdo do farmaco. Todas as membranas
sintetizadas apresentaram um pico endotérmico e outro exotérmico, onde, em
todos os casos 0 pico endotérmico teve inicio, em valores aproximados, em
75°C tendo fim em 150°C com pico maximo em 110°C, esse pico esta
relacionado a perda de agua de umidade da membrana, podendo ser mais ou
menos intenso dependendo do tratamento térmico empregado pré-analise. Os
picos exotérmicos apresentados por todas as amostras tiverem inicio, em
valores aproximados, em 280°C com pico maximo em 300°C, este pico esta
relacionado a degradacdo do material, indicando que em temperaturas acima
de 280°C 0 mesmo comeca a deteriorar-se.

5.3 Microscopia Optica (MO)

Na Figura 12 observam-se as imagens da MO correspondentes as
membranas de quitosana sintetizadas neste trabalho que apresentam uma
superficie uniforme e lisa, caracteristicas de uma membrana densa, o gue esta
de acordo com estudos realizados por Lima (2010); Fidéies (2010); Marreco et.
al (2004) e Dallan (2005).

Figura 12 — Microscopia Optica das membranas de quitosana, a — 350x; b — 1050x e ¢ — 1750x.

Fonte: Préprio autor.

Na Figura 13 observam-se as imagens da MO correspondentes as
amostras Quitosana\ Fentanil 5 %. Observa-se gue as membranas apos a
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adigdo do farmace na concentragdo de 5% adquiriram uma superficie rugosa,
alterando assim completamente ¢ aspecto liso apresentado pelas membranas
apenas de quitosana, o que indica uma possivel interagdo polimero/ farmaco.

Figura 13 — Microscopia Optica das membranas Quitosana\ Fentail 5% nos aumentos a — 350x;
b —1050x e c — 2100x.

Fonte: Préprio autor.

As Figuras 14 e 15 comrespondentes as membranas Quitosana/ Fentanil
3 e 5% respectivamente ndo apresentaram modificacédo de superficie,
apresentando membranas uniformes e lisas como as de quitosana pura.
Algumas rugosidades direcionadas podem ser observadas na superficie das
membranas com 3 e 5% de farmaco, porém essas topografias foram adquiridas
por imperfeicdes nas placas de petri as quais foram submetidas a evaporagéo
do solvente para formagao da membrana. Essa auséncia de rugosidades e de
aparente interacdo polimero\ farmaco nestas concentracbes pode estar ligado
ao fato de que o farmaco utilizado na amostra de 5% € oriundo de um
fornecedor diferente do utilizado nas membranas de 3 e 1%, essa diferenca
entre os farmacos pode ser observada também na MEV e na EDS, como
também pode estar relacionado com a baixa interagdo dos mesmos nesta
concentragao.
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Figura 14 — Microscopia Optica das membranas Quitosana\ Fentail 3 % nos aumentos
a-350x, b—-1050x e c—2100.x

Fonte: Préprio autor.

Figura 15 — Microscopia Optica das membranas Quitosana\ Fentail 1 % nos aumentos
a—350x; b—-1050x e c —2100x.

Fonte: Préprio autor.

5.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Na Figura 16 observa-se a MEV da membrana de quitosana que é
condizente com a observada na MO apresentando uma superficie uniforme e

lisa.
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Figura 16 — Microscopia Eletrénica de Varredura das membranas de quitosana, a = 1500x. b -
1500x e ¢ 10000x.
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Fonte — Proprio autor.
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Observa-se na Figura 17 a MEV da membrana Quitosana/ Fentanil 5 %
a existéncia de regides parciaimente lizas na membrana, ndo sendo a mesma
completamente rugosa como observado na MO. Observa-se também que
essas rugosidades sao formadas por um aglomerado parcialmente organizado
de rugosidades de tamanho inferior. No canto esquerdo superior da Figura 17
(a), observa-se a presengca de um gradoc que destaca-se na superficie da
membrana.

Figura 17 — Microscopia Eletronica de Varredura das membranas Quitosana\ Fentanil 5%,
a - 1500x. b - 5000x e c 10000x
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.Fonte: Préprio autor.
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Na Figura 18 correspondente a membrana Quitosana/ Fentanil 3%
verificou-se a presenca de grdos de tamanhos variados dispersos pela
membrana como o observado na membrana Quitosana/ Fentanil 5% contudo
em maior quantidade. Esses graos sdo relacionados a presenca do farmaco na
membrana uma vez que os mesmos nao foram observados na Figura 19
referente a membrana apenas de quitosana. Esses graos também foram
verificados nas membranas Quitosana/ Fentanil 1%.

Figura 18 — Microscopia Eletrénica de Varredura das membranas Quitosana/ Fentanil 3%,
a— 1500x. b — 5000x e ¢ 10000«x.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 19 — Microscopia Eletronica de Varredura das membranas Quitosana\ Fentanil 1%,
a— 1500x. b — 5000x e c 10000x.
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5.5 Espectroscopia dispersiva de raios X (EDS)
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Visando-se verificar os elementos contidos nas membranas sintetizadas

realizou-se a analise de EDS em todas as membranas sintentizadas.

Observa-se na Figura 20 a EDS para membrana Quitosana/ Fentanil 5%
onde detectou-se a presenca de carbono, oxigénio e nitrogénio, elementos

esses que participam da composicao das cadeias de quitosona e fentanil.

Figura 20 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana\ Fetanil 5%.
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Fonte: Proprio autor.

Na MEV (Figura 17 (a) lateral superior esqueda) foi visualizada a

presenca de gréos em destaque na superficie da membrana, com a finalidade

de caracteriza-los foi efetuada uma analise de EDS pontual do grao, esta

analise esta apresentada na Figura 21.
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Figura 21 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana/ Fentanil 5%,
anélise pontual do gréo.
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Fonte: Proprio autor.

Observou-se pela analise de EDS que o gréo tratava-se em grande parte
de ferro, contudo ainda possuia em sua constituicdo o cobaito e o silicio,
elementos esses que ndo pertencem a estrutura da quitosana e do fentanil.
Esses elementos n&o foram informados vide bula pelos fabricantes do farmaco,
sendo vistos como contaminantes. Dentre estes elementos o mais preocupante
€ o cobalto, considerado um metal pesado por em determinadas concentracbes
e tempo de exposicdo pode causar danos a saude humana, sua tolerancia no
corpo humano segundo a OMS (Organizacao Mundial da Sautde) & de 1 pg
para uma pessoa aduita (80 kg) (SPERLING, 2005).

Na Figura 22 observa-se o EDS da membrana Quitosana/ Fentanil 3%
onde detectou-se a presenca dos elementos carbono, oxigénio e nitrogénio
assim como verificados na analise da Figura 20.

URCG/BIRLIOTECA/BC
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Figura 22 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana/ Fentanil 3%.
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Fonte: Préprio autor,

Foi realizada a analise de EDS para identificar a composi¢do do gréo
apresentado pela MEV na membrana Quitosana/ Fentanil 3%. A Figura 23

apresenta o resultado desta analise.

Figura 23 — Espectroscopia dispersiva de raios x da membrana Quitosana/ Fentanil 3%, anélise

pontual do gréo.
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Observou-se pela andlise da EDS pontual do grac presente na
membrana Quitosana/ Fentanil 3% que a mesma possui varios outros
elementos em sua constituicdo que ndo pertencem a estrutura da quitosana
nem do fentanil, esses elementos s&o: magnésio, silicio, rubidio e germéanio.
Esses elementos citados nao sao referenciados na bula do medicamento como
constituinte do mesmo e nem possuem na literatura referéncias sobre sua
utilizacao neste farmaco.

Notou-se uma significativa diferenca na anélise da EDS pontual entre a
membrana Quitosana/ Fentanil 5% e a2 membrana Quitosana/ Fentanil 3%,
essa diferenga de composicdes tem mesma origem que a dissemelhanga de
superficie apresentada na anélise de MO, fornecedores diferentes do farmaco.

A Figura 24 apresenta a EDS da membrana Quitosana/ Fentanil 1% que
assim como as outras analises da regido foram verificados 0s elementos
carbono, oxigénio e nitrogénio, constituintes das cadeias da quitosana e do
fentanil.

Figura 24 — Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana/ Fentanil 1%.
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Fonte: Préprio autor.
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Para amostra Quitosana\ Fentanil 1 % também foi realizada analise
pontual dos gréos identificados na superficie da membrana, os resultados da
analise estao apresentados na Figura 25.

Figura 25 - Espectroscopia dispersiva de raios X da membrana Quitosana/ Fentanil1%, analise
pontual do grao.
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Fonte: Préprio autor.

Observa-se a presenca de elementos que ndo fazem parte da
constituicdo da estrutura da guitosana nem do fentanii, elementos esses gue
ndo sao indicados vide bula e nem encontram-se referenciados na literatura
como constituintes do farmaco.

Os elementos rubidio, germanio e silicio ja haviam sido identificados na
analise da membrana Quitosana/ Fentanil 1%, entretanto, o sodio e o aluminio
ainda ndo haviam sido identificados.

5.6 Tensdo superficial/ Molhabilidade

Na Figura 26 observam-se os resuitados para o ensaio de tensao
superficial por medida do angulo de contato. Notou-se que a hidrofilicidade
apresenta-se inversamente proporcional a quantidade de farmaco utilizado, ou
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seja, quanto maior a concentragdo de fentanil menor o comportamento
hidrofilico da membrana.

Figura 26 — Tensé&o superficial por medida do angulo de contato para as membranas
Quitosana; Quitosana\ Fentanil 1 %; Quitosana\ Fentanil 3 % e Quitosana\ Fentanil 5 %.
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Fonte: Préprio autor.

5.7 Biodegradacao in vitro

O ensaio de biodegradacao enzimatica foi realizado em quintupiicata

para todas as variagdes de concentracdo de farmaco em membrana

desenvolvidas neste trabalho. As membranas foram submetidas ao ensaio no

periodo de 7 e 14 dias, os resultados obtidos estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Ensaio de biodegradagao in vitro.

Perda de massa das membranas

7 dias 14 dias

PBS PBS+Lisozima PBS PBS+Lisozima

Ensaio (pH=7,35) (pH=7,41) (pH=7,32) (pH=7,44)
Média | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio
(%) | Padrdo| (%) |Padrio| (%) |Padrio| (%) |Padrio

(%) (%) (%) (%)

QF5% | 36 06 | 30,6 | 05 65 | 01 | 652 | 05
QF3% | 45 05 | 368 | 0,2 7,3 00 | 765 | 0,5
QF1% | 7.7 03 | 455 | 05 9,1 0,3 | 826 | 03

Fonte: Propric autor.
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As membranas sintetizadas foram renomeadas na Tabela 3 para Q/F 5
% - Quitosana/ Fentanil 5%, Q/F 3% - Quitosana/ Fentanil 3% e Q/F 1% -
Quitosana/ Fentanil 1%..

Observa-se nos dados da Tabela 3 que a degradacdo das membranas
sintetizadas ocorreu principalmente pela agdo da lisozima, logo verifica-se que
0s percentuais de degradacdo relacionados ao PBS em todas as
concentracdes nao excede 9,1%. Notou-se que a concentracdo do farmaco é
inversamente proporcional a degradacdo da membrana, j& gue quanto maior
sua concentracao menor foi sua degradagio em todas as variacdes estudadas,
0 que corrobora com a analise de DRX realizada neste trabalho, onde
apresentou um espectrograma mais amorfo para as membranas Quitosana/
Fentanil 1 e 3%. Verificou-se que em 14 dias, algumas das membranas com
concentracao de 3 e 1% de farmaco encontravam-se severamente degradadas
(Figura 27) , o que nao foi verificado nas membranas com concentracdo de 5%
de farmaco.

Figura 27 — Membrana Quitosana/ Fentanil a — 3% e b — 1% apds 14 dias de ensaio.

a b

Fonte: Proprio autor.
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5.8 Ensaio de citotoxicidade

O objetivo deste ensaio foi avaliar a viabilidade das céluias em face do
material produzido para uso em organismos vivos. A Figura 28 ilustra o
resultado deste teste.

Figura 28 — Resultados do ensaio de citotoxicidade.

100
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Fonte: Proprio autor,

A viabilidade das células expostas as membranas de Quitosana/ Fentanil
em todas as concentragdes do farmaco foi em média 86%. Dessa forma, a
partir dos resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se inferir que
membranas de Quitosana/ Fentanil produzidas mostraram-se promissoras para
serem testadas como biomaterial em ensaios in vivo.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados pode se inferir que:

A adigao do farmaco a solugdo de quitosana para sintese da membrana
apropriou 6 mesmo carater cristalino observado na analise de Difragdo
de raios X, esse perfil cristalino foi constatado em membranas com
concentragao maior ou igual a 3 % de fentanil;

A técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial demonstrou uma nao
alteragdo na resisténcia térmica do material oriunda da variagcao de
concentragao do farmaco nas proporgdes analisadas neste trabalho;

A Microscopia Optica em conjunto com a Microscopia Eletrénica de
Varredura identificou a incorporagao farmaco/ polimero, onde nao foi
verificada a presenca de uma segunda fase. Pode-se notar na MO que a
utilizagcao de farmacos de diferentes fornecedores podem canfigurar
diferentes superficies as membranas, fator esse que esta relacionado
aos excipientes utilizados por cada fabricante;

Observaram-se grdos presentes na superficie das membranas, gréos
esses que continham elementos nao informados pelos fornecedores do
medicamento assim como verificado na analise de Espectroscopia
Dispersiva de raios X, indicando assim uma contaminagao industrial do
farmaco;

Na andlise de tensdo superficial observou-se uma diminuigao na
hidrofilicidade da membrana diretamente proporcional a concentragao de
farmaco na mesma, ou seja, quanto maior a concentragao de farmaco
menor sua hidrofilidade. Todas as membranas estudadas neste trabalho
apresentaram aspecto hidrofilico;

O ensaio de biodegradagao in vitro demonstrou que o material
sintetizado foi parcialmente biodegradado no periodo de 14 dias;
Verificou-se que com o aumento da concentragao do farmaco obtém-se
uma menor degradagdo da membrana, o que indica que esse processo
pode ser controlado a partir da quantidade de farmaco incorporado no

processamento da membrana.
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» Com os resultados do ensaio de citotoxicidade, verificou-se que, nas
concentragbes estudadas, tanto a adigdo como a variagdo da
quantidade de farmaco na membrana sintetizada ndo as tornaram
toxicas.

Diante do exposto pode-se concluir que a metodologia empregada para
a sintese das membranas Quitosana/ Fentanil apresentou-se eficaz. As
analises efetuadas sugerem a presenga de fentanil nas membranas
sintetizadas acarretando variagées na sua degradabilidade, indicando ser um
promissor material para utilizagdo em sistemas de liberagdo controlada de
farmaco.
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