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RESUMO

O cancer vem crescendo nas estatisticas da saude publica, e 0 melanona é um
dos tipos mais letais. Tem-se pesquisado substancias que sejam menos
toxicas e que possam ser liberadas de forma controlada através de sistemas
farmacéuticos. Para desenvolver os sistemas farmacéuticos utilizam-se
materiais polimeros, os quais serdo responsaveis pelo o controle de liberacao
da droga in situ desejado. A quitosana tem sido estudada por apresentar
propriedades como atividade antimicrobiana, analgésico, pode ser modificada
quimicamente, facil acesso e de baixo custo. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver e avaliar membranas de quitosana para o uso em sistemas de
liberacdo controlada da curcumina para o tratamento de melanoma. As
amostras foram preparadas pelo método de evaporagéo de solvente, utilizando
uma solucao de acido acético (1% v/v), para obter uma solucao de quitosana a
2% (m/v). As membranas de quitosana/curcumina foram obtidas a partir da
dissolugcdo da curcumina em etanol (1,2 mg/ml), vertendo-a na solugcao de
quitosana, As membranas de quitosana com e sem curcumina, foram
caracterizadas por FTIR, DRX, MEV, TG, DSC, Gl, biodegradacao enzimatica,
citotoxicidade (MCF-7), e como também realizado o desenvolvimento e
validacdo do método analitico, e determinagdo do teor de curcumina na
membrana desenvolvida. A partir das caracterizagdes ficou evidenciado que o
método de processamento usado na obtencdo da membrana
quitosana/curcumina é adequado, tendo em vista que nao houve degradacao
da curcumina. As membranas de quitosana/curcumina apresentaram menor
intumescimento e degradacao, e maior estabilidade quando comparadas as
membranas de quitosana. Para o ensaio de citotoxicidade as membranas de
quitosana/curcumina apresentaram potencial para o tratamento de cancer. O
método analitico desenvolvido estd conforme a RE N°® 899/2003 da ANVISA.
Logo, o método utilizado foi adequado para identificagdo e quantificagcdo da
curcumina na membrana de quitosana/curcumina. Diante dos resultados
obtidos, o sistema desenvolvido apresenta potencial para aplicacbes em
liberagdo controlada de drogas.

PALAVRAS CHAVES: Melanoma, sistemas de liberacdo controlada,
membranas, quitosana e curcumina.



ABSTRACT

The cancer is growing in public health statistics, and the melanoma is one of the
most lethal types. Research has focused on substances that are less toxic and
can be released in a controlled way through the developoment of
pharmaceutical systems. To develop pharmaceutical systems are used polymer
materials, which will be responsible for the drug release control in situ. Chitosan
has been studied for having properties such as antimicrobial, analgesic, may be
chemically modified, easy and inexpensive. The aim of this study was to
develop and evaluate chitosan membranes for curcumin controlled release
systems for treating melanoma. Samples were prepared by solvent casting,
using a solution of acetic acid (1% v/v) to obtain a chitosan solution at 2% (w/v).
The membranes of chitosan/curcumin was obtained from the dissolution of
curcumin in ethanol (1.2 mg / ml) pouring the solution of chitosan, chitosan
membranes with and without curcumin were characterized by FTIR, XRD, SEM,
TG, DSC, SD, enzymatic degradation, cytotoxicity (MCF-7), and also performed
as the development and validation of the analytical method, and determination
of curcumin in membrane developed. From the characterizations became
evident that the processing method used in obtaining the chitosan
membrane/curcumin is appropriate, considering there was no degradation of
curcumin. The membranes of chitosan/curcumin showed lower swelling ratio
and degradation, and increased stability as compared to the chitosan
membranes. For the cytotoxicity assay the membranes of chitosan/curcumin
showed potential for the treatment of cancer. The developed analytical method
is accordint to the ANVISA resolution No. RE 899/2003. Therefore, the method
was suitable for identification and quantification of curcumin in
chitosan/curcumin membranes. Based on these results, the system developed
has potential for applications in controlled release of drugs.

KEYWORDS: Melanoma, controlled release systems, membranes, chitosan
and curcumin.
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1. INTRODUCAO

Uma ampla gama de doencas e lesdes tem afetado tecidos e 6rgaos de
uma maneira que resultam em perda parcial ou total de funcéo.
Essencialmente, essas condigcdes sao classificadas em lesbes agudas ou
cronicas e mudancas degenerativas. Dentre estas doencgas, o cancer vem
ganhando destaque nas estatisticas da saude publica. Em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, é responsavel por mais de seis milhdes
de Obitos a cada ano, representando cerca de 12% de todas as causas de
morte no mundo. Embora as maiores taxas de incidéncia de cancer sejam
encontradas em paises desenvolvidos, dos dez milhdes de casos novos anuais
de cancer, cinco milhdes e meio s&o diagnosticados nos paises em
desenvolvimento (GUERRA, 2005).De acordo com o Instituto Nacional de
Céancer José Alencar (INCA) a situacdao do cancer no Brasil, para o ano
2012/2013, é estimado 518.510 novos casos(INCA 2010)

Dentre os varios tipos de casos de cancer no Brasil, o cancer de pele é o
segundo mais frequente. Dentre estes, o melanona figura entre os mais letais,
com cerca de 75% de mortalidade na espécie humana, no ano de 2012, foram
registrados 6.230 casos(INCA, 2014).

O cancer de pele surge devido a exposicdo solar na infancia e na
adolescéncia a qual esta associado ao aparecimento de melanoma cutaneo na
idade adulta (INCA,, 2010), por fatores ambientais ou heranca genética. O
melanoma maligno € uma forma de cancer de pele muito agressivo que
frequentemente torna-se resistente aos tratamentos atuais como, quimioterapia
e radioterapia. Estes métodos sdo destinados a eliminar células de rapido
crescimento, porém acabam afetando células saudaveis, que também tém
caracteristicas de se multiplicar rapidamente acarretando efeitos colaterais
fortes como quedas de cabelo, feridas na boca, nduseas, vémitos e dores.
Além de se mostrarem insuficientes, uma vez que, as células cancerigenas
tornam-se resistentes aos agentes quimioterapicos. Em virtude disso, torna-se
primordial o desenvolvimento de novos agentes que ndo desencadeiem
quimiorresisténcia (CARNEIRO, 2007), que sejam menos téxicos e que
possam ser liberados de forma controlada através de sistemas farmacéuticos.
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Um agente de destaque por ter uma ampla variedade de propriedades
farmacolégicas € a curcumina, derivado do rizoma do agafrao (Curcuma longa
Linn). Dentre as suas diversas propriedades pode-se destacar agdes anti-
inflamatéria, antioxidante, anti-metastatica, antiangiogénica, cicatrizante da
pele e, principalmente, por ser antiproliferativa e antitumoral. Para desenvolver
os sistemas farmacéuticos geralmente utilizam-se polimeros, os quais serédo
responsaveis pelo o controle de liberacdo da droga in situ desejado. Desta
forma, a quitosana se sobressai por ser um biomaterial polimérico com grande
variedade de propriedades fisicas e quimicas e de biodegradagéao controlada.
Pode ser processada varias formas (esferas, filmes, esponjas, etc), também
apresenta capacidade de ser modificada quimicamente, de facil acesso e de
baixo custo. Portanto, a curcumina é um agente farmacol6gico nao toxico as
células saudaveis, logo esta droga associada a quitosana torna-se uma nova
perspectiva terapéutica para o cancer.

Neste contexto, tem-se a perspectiva de iniciar os estudos de um sistema
farmacéutico que utilize uma droga juntamente com um biopolimero para o

tratamento de melanoma.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar membranas de quitosana para o0 uso em sistema

de liberacao controlada da curcumina para o tratamento de melanoma.

2.2 Objetivos especificos

Obter a membrana quitosana/curcumina.
e Avaliar a incorporagao e interagdo da curcumina com a quitosana.

e Analisar, comparativamente, as propriedades fisico-quimicas e

estruturais das membranas de quitosana e quitosana/curcumina.
e Auvaliar o grau de intumescimento e biodegradagéo das membranas.

e Estudar a citotoxicidade das membranas.
e Desenvolver e validar o meétodo analitico para quantificacdo da
curcumina a fim de estabelecer o teor real da curcumina na membrana

de quitosana/curcumina.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Cancer

O cancer é responsavel por mais de 12% de todas as causas de ébito no
mundo: mais de 7 milhdes de pessoas morrem anualmente desta doenca.
Como a esperanga de vida no planeta tem melhorado gradativamente, a
incidéncia de cancer, estimada em 2002 em 11 milhdes de casos novos,
alcancara mais de 15 milhdes em 2020. A explicacao para este crescimento
esta na maior exposicdo dos individuos a fatores de risco cancerigenos, a
redefinicdo dos padrdes de vida, a partir da uniformizacdo das condigdes de
trabalho, nutricdo e consumo desencadeado pelo processo global de
industrializacdo. As alteracbes demograficas, com reducdo das taxas de
mortalidade e natalidade, indicam o prolongamento da expectativa de vida e o
envelhecimento populacional, levando ao aumento da incidéncia de doencas
cronico-degenerativas, especialmente as cardiovasculares e o0 céancer
(INCA,2012).

Entre as varias doencas atribuidas a mortalidade dos seres humanos em
todo 0 mundo, o cancer é uma das principais causas (NAAMA, AL-TEMIMI &
AL-AMIER,2010), isso pode ser atribuido a mutagdes somaticas e o declinio da
imunocompeténcia que acompanha o envelhecimento dos humanos o que
intensifica o desenvolvimento de cancer (ROBBINS & COTTRAN, 2010). Segundo
o Ministério da Saude (2012), os cinco tipos de cancer mais frequentes no
Brasil sdo: Colo do utero, Pele, Préstata, Colon e Mama, tendo com mais
frequéncia na faixa etaria entre 40 a 69 anos. Observa-se na Figura 1 que o
cancer de pele é o segundo mais frequente no Brasil em ambos 0s sexos no
ano de 2012 (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Dentre os diversos tipos de
cancer no Brasil, os melanomas no ano de 2012 foram apenas 6.230 casos. No
entanto, este figura entre os mais letais, com cerca de 75% de mortalidade na
espécie humana (INCA,, 2010).

10
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Figura 1: Os cinco tipos mais frequentes de cancer no Brasil .
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Fonte: DATASUS/ Ministério da Saude, 2012.

Muito embora o céancer tenha recebido destaque nas estatisticas nas
ultimas décadas, o cancer nao é uma doenca do mundo moderno. Estudos
mostram que seres humanos apresentavam cancer desde tempos antigos.
Como por exemplo, no Egito antigo, em 1932, Louis Leakey descobriu um
maxilar, a partir de Australopithecus ou o Homoerectus, o qual apresentava um
tumor. Especialistas examinaram-no e sugeriram que o tumor era decorrente
do linfoma de Burkitt, um tipo de cancer que afeta o sistema imunoldgico.
Outras mumias foram estudadas e revelaram estruturas tumorais que
descrevem cancer de mama e cancer 0sseo, comprovando que o cancer ja
comprometia o homem h& mais de 3 mil anos antes de Cristo ( INCA, 2012; SO
&BOZZONE , 2008)

A palavra céancer foi utilizada pela primeira vez por Hip6crates, o pai da
medicina, que viveu entre 460 e 377 a.C. A palavra cancer tem origem a partir
do grego - karkinos, que quer dizer caranguejo, a qual foi atribuida por
apresentar uma capacidade de aderir a estruturas adjacentes e se espalharem
varias diregoes simultaneamente(ROBBINS & COTTRAN, 2010).

O cancer pode ser definido como um crescimento anormal de células,
causado por alteracbes genéticas que conduzem ao desequilibrio na
proliferacao celular. Por fim, evolui para uma populagédo de células que podem
invadir os tecidos, se disseminar para locais distantes ocasionando as

11



QUITOSANA/CURCUMINA: MEMBRANAS DE LIBERAGAO CONTROLADA PARA TRATAMENTODE MELANOMA

metastases ( Figura 2). Essa proliferacao celular desordenada é responsavel
por uma morbidade significativa e, se ndo for tratada, pode levar a morte do
hospedeiro (RAYMOND &RUDDON, 2007).

A proliferagdo excessiva e ndo controlada das células € chamada de
neoplasia. Outro termo usado como sinbnimo de neoplasia € tumor, que € uma
massa anormal de tecido, cujo crescimento é excessivo e ndo coordenado com
aqueles dos tecidos normais. Esta proliferacdo persiste mesmo com a
interrupgéo do estimulo que o originou. As neoplasias (cancer in situ e cancer
invasivo), na pratica, sdo denominadas tumores que podem ser benignas ou
malignas (INCA, 2012; ROBBINS & COTTRAN, 2010).

As neoplasias benignas possuem um crescimento de forma organizada,
lenta, expansiva e com limites nitidos. Apesar de dificiimente serem
responsaveis por metastases, o seu crescimento pode comprimir érgaos e
tecidos adjacentes. Porém, pode ser removido por cirurgia local e o paciente
geralmente sobrevive. Exemplo de neoplasias benignas sdo os miomas, 0s
lipomas e os adenomas. Ja as neoplasias malignas, que sao referidas como
canceres podem invadir e destruir estruturas adjacentes e se disseminar para
sitios distantes (metastase). Também podem resistir ao tratamento e causar a
morte do paciente. Entretanto, nem todos os cénceres seguem um cursor
mortifero. Alguns sao descobertos precocemente e sao tratados com sucesso.
(INCA, 2012; ROBBINS & COTTRAN, 2010 ). Atualmente, cancer é o nome geral
dado a um conjunto de mais de 100 doencgas (INCA, 2012)

Figura 2: Formacao e tipos de cancer.
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Fonte: Adaptada (INCA, 2012).
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No estagio atual do conhecimento clinico ndo ha meios para se
estabelecer explicacdes das razdées do desenvolvimento do cancer em um
determinado grupo de pessoas e outros ndo. Existem determinados fatores de
risco que, geralmente, influenciam na incidéncia de céancer. Contudo, néo
causam cancer de forma direta. De forma geral, a heranca genética e fatores
ambientais tém influéncia sobre o risco de desenvolver esta doenca. Dentre os
fatores ambientais, tem-se tabaco, alcool, radiacdo, toxinas relacionadas ao
trabalho, infec¢des, mé alimentagéo, falta de exercicios fisicos e drogas (INCA,
2012; SO &BOZZONE , 2008). Em termos genéticos, o cancer pode ser
hereditario ou esporadico (n&o-hereditario). As alteragbes genéticas
apresentam papel decisivo no aparecimento de varias neoplasias humanas. Na
maioria, essas alteragdes genéticas ocorrem em uma Unica célula somatica,
que entdo se divide e continua se desenvolvendo até formar um cancer. Mais
raramente, quando a neoplasia maligna ocorre como parte de uma sindrome
de cancer hereditario, as alteragdes iniciais sdo herdadas por meio de linhagem
germinativa e, portanto, estdo presentes em todas as células do organismo.
Algumas caracteristicas estdo associadas ao cancer hereditario, como: idade
precoce ao diagnostico, mais de uma neoplasia em um mesmo individuo,
varios membros de uma mesma familia apresentando a mesma neoplasia ou
neoplasias relacionadas e multiplas geracdées acometidas (ROBBINS &
COTTRAN, 2010).

O envelhecimento é outro fator que esta diretamente relacionado ao
aumento da incidéncia de cancer. A medida que as células envelhecem, ocorre
uma diminuicdo na capacidade de reparo as lesdes sofridas pelo DNA, bem
como dos mecanismos imunolégicos responsaveis por impedir a replicacoes de
células defeituosas. Dessa forma, verifica-se um aumento destas, favorecendo
a proliferacédo de células pré-cancerigenas (ROBBINS & COTTRAN, 2010). A
Figura 3 ilustra as principais causa de cancer.

13
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Figura 3: Estatistica sobre as principais causas de cancer.
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Fonte: INCA, 1997(INCA, 2012)

O céancer pode surgir em qualquer parte do corpo. Alguns 6rgaos sao
mais afetados do que outros; e cada érgao, por sua vez, pode ser acometido

por tipos diferenciados de tumor, mais ou menos agressivos (INCA,2012).

4.1.1Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano cobrindo-o completamente,
unindo todos os componentes deste de forma compacta, apresentando varios
tons de cor. Trata-se de um érgéo versatil, atuando sobre a protecédo contra
agentes fisicos, quimicos e patdgenos (virus, bactérias e fungos); a
termorregulacéo; o metabolismo de nutrientes (vitamina D). Também apresenta
fungdes neurossensoriais (SAMPAIO &RIVITTI, 2008).

A pele é composta por trés grandes camadas de tecidos (Figura4): a
mais externa delas, a epiderme, é uma camada translicida que é visivel e esta
em contato direto com o meio ambiente. Esta camada €& formada
principalmente por células epiteliais, as quais formam uma barreira intacta e
impermedvel. A camada intermediaria, a derme, consiste de terminagbes
nervosas, vasos sanguineos, contendo 6leo, glandulas sebaceas e foliculos
pilosos. Esta camada contém ainda as proteinas colagenas e elastina, que
conferem a pele resisténcia e elasticidade, respectivamente. E a camada mais
profunda,o tecido celular subcutaneo (hipoderme), € composta principalmente
de células de gordura, contém as raizes de foliculos capilares e vasos
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sanguineos, e também protege contra o frio e age como amortecedor de
pressao ( SAMPAIO &RIVITTI, 2008; SO &BOZZONE , 2008).

Figura 4: Camadas da pele.
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Fonte: ANATOMIA E FISIOLOGIA HUMANA, 2013.

Na epiderme existem varios tipos de células nao epiteliais como os
melandcitos. Estas células produzem o pigmento melanina, que é a substancia
que confere a cor da pele. Desta forma, as pessoas que sao albinas, por
produzirem pouca melanina, apresentam hipopigmentagdo da pele, cabelos e
olhos A melanina é de extrema importancia, pois, fornece protecao contra a
radiacao ultravioleta (SO &BOZZONE , 2008).

4.1.2 Cancer de pele: Melanoma

O cancer de pele é bastante frequente no Brasil e corresponde a 25% de
todos os tumores malignos registrados no pais. Dentre eles, tem-se o
melanoma que apesar de representar apenas 4% das neoplasias malignas do
orgao, torna-se importante o seu estudo, por ser o mais grave dos canceres de
pele devido, a sua alta possibilidade de metastase (INCA, 2012). O melanoma
€ uma neoplasia bastante incomum e quando ndo percebida no estagio inicial
pode ser fatal. Esta neoplasia surge geralmente na pele, porém podem surgir
na superficie da mucosa oral e anogenital, eséfago e olho. A principal causa
de melanoma, em quatro dos cinco casos, é a exposicao excessiva a radiacao
ultravioleta que afeta as células de pigmentagao, os melandcitos, cuja funcao é
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produzir o pigmento melanina (ROBBINS & COTTRAN, 2010; SO &BOZZONE
, 2008).

Este tipo de cancer ocorre geralmente em pessoas de pele clara, sendo,
dez vezes mais prevalente em caucasianos do que em afro-americanos, e
possui variagdes entre populagcées caucasianas em relacdo a proximidade ao
equador ja que, nesta regido a incidéncia de radiacdo € maior (RAYMOND
&RUDDON, 2007). E um tipo cancer que evolui com o tempo, passando de
lesbes cutdneas para tumores agressivos, que sofrem metastase e séo
resistentes a terapias. E assintomatico, embora o prurido (coceira) ou a dor
possam manifestar-se precocemente. Em uma mesma lesdao, geralmente,
apresenta heterogeneidade na sua coloragdo(tons pretos, marrom vermelho,
azul-escuro e cinza), no tamanho e na forma, e possui diametros maiores que
10 mm. A borda geralmente é irregular, ndo lisa, e esférica (ROBBINS &
COTTRAN, 2010).

O crescimento do melanoma ¢é dividido em duas fases: crescimento
radial e crescimento vertical conforme ilustrado na Figura 5. Na primeira, ocorre
um disseminacao horizontal (Fase 1), localizada na epiderme e na derme
superficial. Durante esta fase dificilmente ocorre metastase. Posteriormente,
pode-se verificar a fase de crescimento vertical (Fase 2). Nesta, as células
tumorais invadem as camadas dérmicas mais profundas. Esta fase esta
frequentemente, marcada pelo o aparecimento de um nédulo. Além disso, esta
relacionada ao surgimento de células com potencial metastatico (ROBBINS &
COTTRAN, 2010).

Figura 5: Crescimento do Melanoma.
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Fonte: Adaptacao. (ROBBINS & COTTRAN, 2010; PORTAL DE SALUD COMUNIDADE DEL
MADRID, 2013

16



QUITOSANA/CURCUMINA: MEMBRANAS DE LIBERAGAO CONTROLADA PARA TRATAMENTODE MELANOMA

Atualmente, as modalidades terapéuticas convencionalmente utilizadas
no tratamento do melanoma abrangem a cirurgia, radioterapia e quimioterapia.
Entretanto, esses métodos apresentam algumas desvantagens. Para a cirurgia
pode surgir complicacdes pds-operatérias, que podem gerar sequelas fisicas e
funcionais e, em casos extremos, a morte. A radioterapia pode provocar muitos
efeitos colaterais e aumentar a probabilidade de desenvolvimento de canceres
secundarios. Ja a quimioterapia afeta direta ou indiretamente as moléculas de
DNA de células saudaveis em divisdo, possui efeito téxico sobre as células
normais do organismo, apresenta baixa especificidade da droga ao sitio
patolégico e necessita de elevada dosagem para atingir concentragéo
adequada no local desejado. Devido a toxicidade das drogas empregadas, 0
paciente apresenta diarreia, vOmito, nauseas, perda de cabelo e
comprometimento da imunidade. Dessa forma, o tratamento quimioterapico
apresenta ainda muitas limitacbes para a curabilidade das neoplasias
(CARNEIRO, 2007).

Apesar dos esforcos consideraveis nas pesquisas oncoldgicas grande
parte das terapias contra o cancer permanecem improprias devido a elevada
toxicidade geral dos agentes anticancerigenos e quimioresisténcia. O
melanoma maligno € uma forma de cancer de pele muito agressivo que
frequentemente torna-se resistente aos agentes quimioterapicos. Em virtude da
baixa eficacia dos agentes empregados atualmente, torna-se primordial o
desenvolvimento de novos agentes que nao desencadeiem quimioresisténcia
(CARNEIRO, 2007 MICHEL, 2012). Para resolver algumas destas questdes
substanciais, estudos promissores foram realizados no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de drogas, no quais esta bem estabelecido que o
fornecimento de drogas especificas € mais eficaz e menos prejudicial do que a
entrega  sistematica  convencional de drogas  quimioterapéuticas
(WADAJKAR,2012).

4.2 Sistemas de Liberacao Controlada de Farmacos( SLC)

O desenvolvimento de novas tecnologias na modificacao de liberacao de
farmacos, a partir de formas farmacéuticas sofreu um acréscimo notério nas

ultimas décadas na tentativa de maximizar suas vantagens com relacdo aos
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métodos convencionais. Assim, a industria farmacéutica tem investido
fortemente no desenvolvimento de medicamentos de liberagdo controlada com
a geragao de novas patentes, o que do ponto de vista empresarial representa
retorno financeiro a longo prazo ( HOLANDA, 2011; JAIN, 2008). Um sistema
de liberacdo de Controlada (SLC) é definido como uma formulagcdo ou um
dispositivo que permite a introdu¢do de uma substancia terapéutica no corpo e
melhora a sua eficacia e seguranca através do controle da taxa, tempo e local
de liberacao de drogas no corpo (JAIN, 2008).

Ao comparar os SLC com os sistemas convencionais, observa-se na
Figura 6, que a curva (a) referente aos métodos convencionais, esta longe do
ideal, proporcionando variagdes consideraveis na concentragdo do farmaco no
plasma sanguineo, podendo ndo havendo o efeito farmacol6gico ou ocasionar
intoxicacdo, pois ha uma faixa de concentracdo efetiva para a acao no
organismo. J& o método de liberagdo controlada a curva (b) proporciona uma
pequena variagdo na concentragcdo do farmaco com o tempo, impossibilitando
inefetividade ou toxicidade (HOLANDA, 2011).

Figura 6: Comparacdo ilustrativa das variagcbes de concentracdo de farmacos: (a)
administrados por métodos convencionais de multidosagem;(b) sistema de liberagao
controlada.
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Fonte: LYRA. et al, 2007

As principais vantagens ao desenvolver e utilizar os sistemas de

liberacao controlada sao:
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e Manter nivel terapéutico com baixa oscilagao;
e Impedir niveis toxicos e efeitos colaterais locais e sistémicos;
e Evitar subniveis terapéuticos, aumentar concentracdes plasmaticas de
principios ativos de meia-vida plasmatica relativamente curta;
e Maior segurancga na utilizacao de alguns farmacos de elevada poténcia;
e Maior comodidade pela diminuigdo do numero de administragdes diarias;
e Facilita adesao do paciente ao tratamento, administracdo noturna pode

ser evitada, efeitos indesejados reduzidos.

Estas vantagens sdo obtidas através de sistemas farmacéuticos tais
como lipossomas, bombas osmdticas, revestimentos entéricos, sistemas
transdérmicos, pro-farmacos, os sistemas matriciais poliméricos, entre outros
(LOPES. LOBO & COSTA, 2005; LYRA. et al, 2007).

Para se obter um Sistema de liberagao controlada ideal deve-se cumprir
os seguintes requisitos ( JAIN, 2008):

e Deve aumentar a biodisponibilidade do farmaco.

e Deve proporcionar a entrega da droga de forma controlada.

e Deve transportar a droga intacta para o sitio de acao, evitando alteracao
nos tecidos sadios do hospedeiro.

e O dispositivo deve ser estavel e, deve ser mantido sob as variaveis
fisioldgicas.

e Um alto grau de dispersdo do medicamento.

e O mesmo método devera ser aplicavel em varias drogas.

e Deve ser facil de administrar aos pacientes.

e Deve ser seguro e confiavel.

e Deve ser rentavel.

A obtencédo de um SLC é bastante dificil, pois o sistema deve transportar
o farmaco para seu sitio de agédo, tornando-o disponivel na concentragdo
eficaz, em um tempo apropriado, para uma duracdo de agdo adequada. Para
se obter tais requisitos sdo necessarios conhecimentos e integra¢cées de uma

série de aspectos de natureza diversa, tais como: propriedades fisico-quimicas,
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farmacocinéticas e farmacodindmicas do farmaco; via de administracao e as
consequentes barreiras fisiolégicas e bioquimicas impostas a absor¢cao das
propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade, comportamento in vivo
farmaco; propriedades do material/materiais base do SLC, interagdes com o
farmaco, etc; métodos e tecnologias envolvidas na producdo do SLC. Estas
varias vertentes envolvem o dominio de conhecimentos associados a areas
cientificas como a medicina, farmacia, bioquimica, quimica, engenharia e

outras, tornando-se uma area interdisciplinar (COIMBRA, 2010).

4.2.1 Classificacao dos Sistemas de Liberacao Controlada

Estes sistemas sao frequentemente obtidos por materiais poliméricos,
pela sua variedade, versatilidade e propriedades. Uma grande variedade de
polimeros sintéticos, naturais ou semi-sintéticos, 0s quais podem ser
hidrofilicos ou hidrofébicos, biodegradaveis ou ndo. Os polimeros podem atuar
como barreira realizando o controle da liberacdo da droga. E estes podem
existir na forma de microesferas, matrizes e membranas, podendo ser
administrados por via parenteral, oral, transdérmica, implante, dentre outros
(COIMBRA, 2010; GOTHOSKAR, 2013; LEONG &LANGER, 1987).

Ao utilizar um material polimérico para a obtengdo do SLC podem ser
classificados como matriciais e podem ser divididos em: monolitico e
reservatorio.

O sistema monolitico é definido como um sistema que possui um ou
mais agentes terapéuticos homogeneamente, dispersos ou dissolvidos, em
uma matriz polimérica, onde a liberacdo do farmaco € controlada pela a difusdo
da matriz. Estd matriz pode ser inerte, ndo intumescivel ou totalmente
intumescivel, e nao degradavel (RATNER, 2004; LYRA. et al, 2007; PEZZINI;
SILVA; FERRAZ, 2007). Ja o sistema reservatério € composto por um nucleo
de droga (sélido ou liquido) encapsulado ou adsorvido por uma membrana
polimérica e a liberacdo é controlada através da difusdo da droga pela
membrana (RATNER, 2004; LEONG &LANGER, 1987).

Os SLC preparados a partir de materiais poliméricos podem apresentar

um mecanismo/principio de liberacdo do farmaco da seguinte forma: difusdo
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(a); ativados pelo solvente (b): osmose (i) e absorcao de agua (ii); acao quimica
(c): sistema de cadeias pendentes (iii) e sistemas biodegradaveis
(iv)(COIMBRA, 2010).

Nos sistemas de difusdo (a) a taxa de liberacao da droga é determinada
pela sua difusdo através de um polimero (Figura 7). O comportamento de
liberacdo por difusdo € altamente dependente das propriedades fisicas do
farmaco na adicdo do nivel de carregamento e tamanho de particula dos
solutos, solubilidade da droga no polimero e difusividade da droga no polimero,
outros parametros importantes sao: forma do dispositivo, area superficial e o
comprimento do percurso de difusdo (LEONG &LANGER, 1987).

Os SLC ativados pelo solvente (b) sé&o divididos em dois tipos: sistemas
de liberacdo controlados pela pressdao osmética (i) e sistemas controlados (ii)
pela absorcéo de agua (swelling) ( COIMBRA, 2010).

O SLC controlado pela pressao osmoética (i) consiste num reservatorio
de volume constante, constituido por um invélucro de uma membrana
polimérica semi-permeavel (permeavel ao solvente mas nao ao soluto), com
um orificio, € com o interior cheio, com o farmaco no estado soélido e uma
solucdo saturada de farmaco ( Figura 7). A pressao osmatica, formada devido a
diferenca de concentracées do farmaco no exterior e interior da membrana
semi-permeavel, origina um fluxo de fluido (agua) do exterior para interior do
dispositivo, forcando desta forma a solucdo saturada no interior a sair pelo
orificio presente na membrana. Ja nos dispositivos controlados pela absorcao
de &gua (i) o farmaco encontra-se disperso ou dissolvido numa matriz
polimérica constituida por um polimero hidrofilico reticulado (hidrogel). Estas
matrizes tém a capacidade de absorver uma grande quantidade de agua sem
se dissolverem. Ao entrar em contato com a 4gua ou com os fluidos biolégicos
a superficie da matriz, absorvem pequenas quantidades de agua e a liberacéo
do farmaco passa a ser controlado pela sua dissolucao e difusdo polimérica no
meio aquoso interno, até o exterior da matriz (Figura 7). A alta viscosidade da
dispersao polimérica nos poros reduz a velocidade no transporte do farmaco
através da formagcdo de uma camada de gel. Desta forma, a quantificagdo do
grau de erosao da superficie da matriz intumescida ou a definicao das taxas de
absorcado de agua na interface entre o gel e o meio que o cerca podem ser

21



QUITOSANA/CURCUMINA: MEMBRANAS DE LIBERAGAO CONTROLADA PARA TRATAMENTODE MELANOMA

bastante importantes para determinacdo das taxas de liberacdo do farmaco
(LEONG &LANGER, 1987; LYRA. et al, 2007;).

Na agédo quimica (c), sistemas de cadeias pendentes (iii), as moléculas
de farmaco encontram-se quimicamente ligadas a cadeia de polimero e estas
ligagdes sdo quebradas por hidrélise ou por acao enzimatica, originando assim
a liberacdo do farmaco a uma taxa controlada. Nos sistemas biodegradaveis
(iv), o farmaco € disperso ou dissolvido numa matriz polimérica biodegradavel,
sendo a taxa de liberacao controlada pela desintegracdo da matriz, provocada
pela biodegradacédo do polimero (LEONG &LANGER, 1987; PEZZINI; SILVA;
FERRAZ, 2007; COIMBRA, 2010)

Figura 7: Mecanismos de liberagdo do farmaco em SLC.
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Fonte: Adaptado. (LYRA et al,2007; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007)

Na pratica, alguns SLC ndo encaixam perfeitamente em nenhuma
destas trés categorias, pois em muitos casos nao existe um mecanismo
dominante responsavel pela liberagdo do farmaco, sendo esta determinada por

uma combinagdo dos varios mecanismos possiveis envolvendo processos de
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intumescimento do polimero, difusdo do farmaco e erosdao da matriz. Tem-se
como exemplo alguns sistemas matriciais biodegradaveis em que a liberagéo
do farmaco é controlada tanto pela difusdo do farmaco como pela
biodegradacao do polimero ou, em alguns hidrogéis, em que a liberacao do
farmaco € determinada tanto pela taxa de absor¢céo de dgua como pela taxa de
difusdo do polimero através da matriz intumescida pelo solvente (COIMBRA,
2010; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Portanto, tém-se desenvolvido modelos matematicos que contribui para
determinar o tipo de mecanismo de liberagdo predominante a cinética de
liberacdo do farmaco. Esses modelos também podem contribuir na descricéo
de equagbes de dissolucao de farmacos, além de explicar a resisténcia da
liberacdo do farmaco na presenca da barreira de gel formada em torno da
matriz. Existem atualmente diversos modelos matematicos aplicados ao
controle dos sistemas matriciais de liberagdo controlada de farmacos, alguns
destes estdo demonstrados na Tabela 1( LYRA et al, 2007; LOPES, 2005)

Tabela 1: Modelos Matematicos.

Equacdo 1 - Lei de Fick

Aplicado quando a difuséo fickiniana é o Unico mecanismo de liberacdo
, s—_— do farmaco. dQ/dt é a velocidade ao atravessar a membrana; D é o
dQ = DSAC coeficiente de difusdo; S é a superficie de contato entre solugdo e
dt < membrana; (C é a diferenga de concentracdo do farmaco entre os dois
lados da membrana; e é a espessura da membrana.

Equacdo 2

Modelo matemdtico simples que descreve a liberagdo do farmaco a
Mt -~ partir de um sistema polimérico. Esta equacdo pode ser utilizada para
Vi = Kt analisar os primeiros 60% de farmaco liberado, a partir da curva onde a

liberacdo é linear. Mt € a quantidade do farmaco em funcdo do tempo.
Mee ¢ a quantidade total da droga; K € a constante cinética da liberagao
e n é o exponete para cinética de liberagdo.

Equacdo 3

M = K.t™ + K,t2™ Modelo matemético que leva em consideracdo a difusdo fickniana
M= : - (primeiro termo da equagdo) e a contribuicio do relaxamento e
intumescimento da matriz polimérica (segundo termo da equacdo), onde
m é 0 expoente para a cinética de liberagio.

Fonte: LYRA et al, 2007.

Para as matrizes poliméricas de acordo com os critérios para cinética de
liberagéo de solutos a partir de sistemas intumesciveis, o coeficiente difusional
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depende da geometria da particula e fornece informacdes sobre 0 mecanismo
de liberagcdo. Para sistemas com geometria esférica, um valor de coeficiente
difusional n <0,43, indica que o mecanismo de liberacdo observado é o de
difusdo do soluto através de camadas da matriz, também conhecido como
mecanismo de liberagao Fickiano ou “Caso I”. Um valor de n = 0,85 indica que
a liberacao do soluto € controlada apenas pelo intumescimento/relaxagédo da
cadeia polimérica, isto é, independente do tempo, mecanismo este, também
conhecido como “Caso II” de transporte. Quando 0,43 < n < 0,85, obtém-se um
transporte nao-Fickiano ou anémalo, onde ocorre a superposicdo dos dois
fendbmenos, sendo que a liberagdo é controlada pela difusao e intumescimento,
simultaneamente. Para valores de n > 0,85 tém-se um Super Caso Il de
transporte, no qual ocorre a contribuigdo simultdnea de processos como
difusdo, intumescimento, relaxacdo e erosdo da matriz polimérica (LOPES,
2005; PARIZE, 2009, COIMBRA, 2010).

Tabela 2: Expoente difusional e mecanismo de liberacdo para sistemas de liberagéao

controlada.
1 3

Expoente difusional, n
Filmes Cilindros Esferas ~ Mecanismo de liberacio
0.5 0.45 043 Difusao Fickiana
0.5<0<1.0  045<0<0.89 0.43<n<0.85  Transporte anomalo
(ndo-Fickiano)
1.0 0.89 0,85 (Caso II de transporte
> 1,0 > 0,89 >0.85 Super Caso IT de
tl‘ansporte

Fonte:PARIZE, 2009

Dentre os polimeros utilizados na confecgdo de SLC, os biopolimeros
estdo sendo bastante utilizados na industria farmacéutica por sua versatilidade
e por possuirem a capacidade de liberar a droga efetivamente no alvo
desejado, potencializando os beneficios terapéuticos do tratamento. Entre os
polimeros naturais os polissacarideos e seus derivados estdo sendo
largamente utilizados em formas farmacéuticas, devido a baixa toxicidade,
baixo custo e disponibilidade. Aliado a isto, a biodegradabilidade, as
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caracteristicas filmogénicas e a facilidade de derivatizagcao tém constituido um
elemento de elevado interesse e destaque nas investigacdes voltadas para os
sistemas farmacéuticos ( HOLANDA, 2011).Portanto, nos ultimos vintes anos, a
quitosana é um dos polimeros organicos mais estudados para aplicacdo em
liberagdo controlada de farmacos (BERNKOP-SCHNURCH & DUNNHAUPT,
2012).

4.3 Biopolimeros: Quitosana

Varios trabalhos, recentes, tém enfatizado o desenvolvimento de um
sistema terapéutico multifuncional para o céncer com capacidades de
diagnéstico e de tratamento por incorporacao de varios polimeros, materiais
organicos e inorganicos (WADAJKAR,2012). A quitosana tem sido bastante
estudada nos campos da medicina e da farméacia por ser um copolimero nao
téxico, biocompativel e biodegradavel. E reconhecida por células tumorais
(KUMAR et al., 2004) , além de exibir comportamento biolégico favoravel, tais
como bioadeséo, permeabilidade, mucoadesividade. Apresentam
caracteristicas fisico-quimicas interessantes, onde a quitosana possui grupos
funcionais potencialmente reativos como grupamentos amina (-NH2). Além
disso, € amplamente aplicada na area farmacéutica, pois podem ser
empregados na forma de implantes, esponjas, filmes, granulos, xerogéis, micro
e nanoparticulas o que o tornam um material Unico para design de sistemas de
liberacdo de farmaco. (CAMPANA FILHO, 2007; LI, 2008; VIVEK, 2009;
MOHAMMADPOUR,2012; HOLANDA, 2011)

Além das propriedades apresentadas acima, este biopolimero possui
atividade antimicrobiana, analgésica, coagulante e cicatrizacdo, o que
potencializa a utilizagdo em diversas areas tais como: industria de cosméticos,
agricultura, industria de alimentos e na medicina ( HOLANDA, 2011; FIDELES,
2010).

A quitosana é um copolimero semicristalino, formado a partir de
unidades de 2-desoxi-N-acetil-D-glucosamina e 2-desoxi-D-glucosamina
ligadas por meio de glicosideo 3 (1 — 4) ( Figura 8), o qual é obtido a partir da
hiddlise alcalina da quitina, que é extraida através da casca do camarao, do
caranguejo e da parede celular de leveduras. A quitosana comercial contém
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cerca de 10-30% de unidades 2-acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose
(CAMPANA FILHO, 2007; WANG, 2011).

Figura 8: Estrutura quimica da quitosana.

Fonte: Adaptado (FIDELES, 2010)

A quitosana é um polimero insolivel em agua e soluvel em &cidos
organicos fracos, sendo os mais usados: acidos acético e &acido férmico.
Devido a quitosana ser um polimero que em condi¢cdes de pH neutro e alcalino
apresenta, agrupamentos amino livres. J& em pH &cido (pH <6 ) os
grupamentos amino sdo protonados (NH**), tornando o polissacarideo soltvel.
Portanto, quitosana pode formar complexos eletrostaticos com espécies
carregadas negativamente incluindo proteinas, polimeros, farmacos e outros
anions de baixa massa molar (CAMPANA FILHO, 2007; WANG, 2011).

A quitosana apresenta grupos funcionais potencialmente reativos como
grupamentos amina (-NH2), varios grupos hidroxilas primarios e secundarios
nas posicoes C-3 e C-6 que (Figura 8), por sua vez, apresentam forte afinidade
com a agua. Modificacdes feitas nestes grupamentos produzem diferentes
materiais que podem ser utilizados em diversas aplicagcbes (HOLANDA, 2011).

Outra propriedade que a quitosana possui € a biodegradabilidade. Ela
pode ser degradada de duas formas: quando submetida a uma temperatura (i)
de 60°C, ja que os atomos de hidrogénio na molécula do polimero diminuem a
energia entre a ligacdo C-C favorecendo a hidrélise. A outra forma, é por
catalise enzimatica, (ii) através da lisozima, que esta presente em tecidos,
orgaos e fluidos corporais de mamiferos. Os produtos de degradacdo da
quitosana sao oligdbmeros de n-acetil-D-glicosamina os quais sédo totalmente

absorvidos pelo organismo, e nao sao téxicos(CAMPANA FILHO, 2007;
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HOLANDA, 2011).A biodegradagcao da quitosana pode ser influenciada pelo:
grau de desacetilacao, peso molecular, grau de cristalinidade e também pela a
forma e estado da superficie do material ( FIDELES, 2010; WANG, 2011).

Estudos recentes revelam que nanoparticulas de quitosana sao capazes
conduzir o DNA no interior de células humanas com resultados muito
encorajadores no controle e na diminuicdo do crescimento desregulado de
células cancerigenas (GASPAR et al., 2011). Adicionalmente, estudos in vitro e
in vivo demonstram atividade anti-tumoral, atuando diretamente sobre as
células tumorais e interferindo no metabolismo, inibindo o crescimento das
células, e induzir a apoptose celular (WANG et al., 2011)

Um exemplo do uso da quitosana em estudos para o tratamento do
cancer é através da droga doxorrubicina e seus derivados bioativos. A eficacia
deste ultimo é limitada devido a toxicidade do farmaco. Portanto, uma maneira
de solucionar este problema foi produzir nanoparticulas de quitosana como um
sistema de liberagdo controlada desse farmaco. De fato, estudos realizados
com nanoparticulas de quitosana mostram que a complexacdo do
doxorrubicina com quitosana é possivel e adequada para o tratamento de
tumores cancerigenos (CAMPANA FILHO, 2007).

Outra forma de utilizar a quitosana é a producédo de filmes onde a
liberacao do farmaco acontece por via transdérmica. A liberacao ocorre a partir
da matriz polimérica de forma continua, sem atingir niveis téxicos no organismo
e danificar as células da membrana epitelial (MOURA, 2012). A administracao
por via transdérmica do cloritrado oxprenolola B-bloqueador a partir de filmes
de quitosana em ratos, mostrou um efeito sistémico, reduzindo a pressao
arterial. Portanto, a eficacia farmacoldgica da droga ndao é modificada pela
forma de liberacao, facilitando a administragdo transdérmica de medicamentos
para o efeito sistémico. A quitosana pode ser utilizada por apresentar uma
capacidade de auxiliar a permeagdo de varias drogas em toda a pele
excisadas, através do aumento da permeabilidade do estrato cérneo,
possivelmente por oclusdo. Este novo modelo pode fornecer uma nova direcao
de investigacdo do uso da quitosana na obtencao de sistemas de liberacao de
entrega de drogas administrado por via transdermica (KUMAR, 2004).
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Portanto, baseado nos casos de sucesso citados acima, inUmeras
substancias terapéuticas tém sido estudadas para este fim. Dentre elas, a

curcumina.

4.4Curcumina

A curcumina tem sido investigada devido a sua capacidade de matar
seletivamente células transformadas em quase todos os tipos de tumores, bem
como por apresentar caracteristicas antioxidante, anti-inflamatéria, anti-
proliferativa, anti-metastatica, antiangiogénica, antidiabética, antitrombotica,
anti-aterosclerética, antiartritica e hepatoprotetora, por uso de anti-séptico e
cicatrizante(SRIVASTAVA,2011, MOHAMMADPOUR, 2012).

Estudos recentes tém mostrado que a curcumina, de forma isolada, como
em combinagdo com outros agentes, tem potentes efeitos anticancerigenos.
Estudos in vivo e in vitro, demonstraram que a curcumina € capaz de inibir a
carcinogénese em trés estagios: a promog¢do do tumor, angiogénese e o
crescimento tumoral. Isto foi evidenciado por seus efeitos inibitérios em o
crescimento de um numero de linhas de células tumorais in vitro e in vivo,
incluindo melanoma, linfomas, hepaticas, préstata, ovario e pancreético
(MAHESHWARI, 2006; DUAN, et al, 2010). Esta substancia € excelente para o
tratamento de céancer, pois apresenta propriedades pleiotrépicas, as quais
permitem atuar no genoma (DNA), RNA mensageiros e enzimas (proteinas)
dentro das células. As acdes podem ser sequenciais ou simultaneas.
Especificamente, ao contrdrio de outros agentes quimioterapéuticos, a
curcumina exibe propriedades pleiotropicas que inibe o fator nuclear kappaB
(NF-kB). O fator nuclear kaapB € sensibilizado e/ou inativado processos de
células tumorais (YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN, 2012; ZANOTTO FILHO,
2012).

Esta substancia (Figura 9), [1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1, 6-
heptadieno-3, 5-diona], com formula quimica CziH20Os, € um polifenol
hidrofébico que exibe tautomerismo na ligacdo ceto-endlico, tendo
predominancia em solugdes acidas e neutras forma cetona e, em meio alcalino
forma de enol (ANAND, 2008). A curcumina é derivada dos rizomas de
curcuma (Curcuma longa Linn) e do acgafrdo, possui baixo peso molecular
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(368.37g/mol), ponto de fusado variando entre 170°C — 183°C (VIVEK, 2009;
SRIVASTAVA, 2011,PARIZE et al, 2012; BUZANELLO, 2013,CURR PROBL
CANCER, 2013).

Figura 9: Estrutura quimica da curcumina longa.
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HO OH
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Fonte: SRIVASTAVA, 2011,

Além da curcumina, outros componentes podem ser encontrados nos
rizomas da Curcuma Longa L, dentre eles destacam-se a demetoxicurcumina e
a bis-demetoxicurcumina (Figura 10). Logo a curcumina comercial € uma
mistura de curcumindides, contendo aproximadamente 77% curcumina, 18%
demetoxicurcumina, e 5% bis-demetoxicurcumina (PARIZE, 2009; ANAND,
2008, CURR PROBL CANCER, 2013).

Figura 10: Constituintes do corante circuma.
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Fonte: AKHTAR; RIZ.M.; KAR, 2012

Esta substancia é insoluvel em agua e solugbes aquosas &cidas. No
entanto, tem boa solubilidade em meio basico e em solventes como etanol,
acetona, dimetilsulfoxido e cloroférmio. A solubilidade da curcumina pode ser
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aumentada através de modificagcbes quimicas ou derivatizacao, tais como
complexacdo ou interagdo com macromoléculas, surfactantes e a utilizacao de
copolimeros. (PARIZE et al, 2012). Possui estabilidade em pH inferior a 6,5,
mas em pH alcalino pode ser degradada. A decomposicao depende do pH,
com reacbes mais rapidas de pH neutro e basico. Ela também pode ser
degradada por hidrélise acida, oxidacdo e fotodegradacdo (BUZANELLO,
2013). Logo, varios estudos relatam o efeito da exposicdo a luz e das
condigdes alcalinas na degradacéo do corante. A Figura 10 ilustra os principais
componentes resultantes da degradacao da curcumina. O primeiro composto
(trans-6-(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-4- dioxo-5-hexenal), formado na degradacéo,
forma rapidamente os outros compostos citados. Na maioria dos estudos,
encontram-se como principais produtos da degradacdao a vanilina, o &cido
ferulico, o aldeido ferulico e o acido vanilico. Desta forma, torna-se viavel
estudar métodos alternativos que viabilizem e tornem possivel aumentar a
solubilidade, a estabilidade e biodisponibilidade da curcumina e que possam
ser aplicados em preparacoes farmacéuticas (PARIZE, 2009).

Figura 11: Principais produtos gerados a partir da degradagao da Curcumina.
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Fonte: PARIZE, 2009.

Diversos estudos tém demonstrado que a curcumina apresenta baixa
absorcao, com elevada taxa de metabolismo e eliminagao, resultando em baixa
biodisponibilidade quando administrado por via oral. Entretanto, tém-se
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estudados alternativas para melhorar a biodisponibilidade utilizando outras
substancias terapéutica, como por exemplo, a piperina, ou proteger a
curcumina da degradagédo e do metabolismo, até atingir o tumor. Varios tipos
de nanoparticulas tais como polimero, micelas polimericas, lipossomas /
fosfolipido, nano/microemulsdes, nanogéis, entre outros (YALLAPU; JAGGI;
CHAUHAN, 2012).

Pesquisas realizadas por ODOT e colaboradores ( 2004), avaliaram in
vitro a agao citotoxica da curcumina sob o melanoma B16-R. Os resultados
obtidos indicam uma inibicao substancial do crescimento de melanoma B16 —R.

A curcumina mostra uma elevada atividade citotéxica in vitro e séo
candidatos potenciais para o tratamento de melanoma. Michel e colaboradores
(2012), utilizando-se da baixa solubilidade da curcumina, desenvolveram um
agente de entrega (surfactante catibnica gemini conjugada com -
ciclodexitrina) incorporado com curcumina para avaliar a eficiéncia de entrega
da droga, o efeito citotoxico nas células de melanoma e comparando este efeito
com o melfalan, é atualmente usado no tratamento deste céancer. As
formulagdes usadas foram eficientes na inibigdo do crescimento de células de
melanoma, apresentando resultados melhores que o melfalan.

Outro estudo realizado por Wadajkar e colaboradores (2012) utilizou o
poli (N- isopropilacrilamida -acrilamida - alilamina ) e um nucleo de poli (acido
lactico-co - glicélico ( PLGA ) carreado com curcumina, incorporado com
nanoparticulas de magnetita para atingir as células cancerosas de melanoma,
foram realizados teste in vitro e in vivo. Os resultados obtidos néao
apresentaram citotoxicidade para os fibroblastos dérmicos humanos. Além
disso, apresentou uma liberacéo sustentada da curcumina a partir do nucleo de
PLGA. As nanoparticulas foram acumuladas no local do tumor de melanoma
B16F10 no grupo de ratos estudados. Os resultados indicam um grande

potencial para tratar e monitorar melanoma.

4.5 Quitosana/Curcumina

Devido a baixa disponibilidade e estabilidade da curcumina, vém- se
pesquisando sobre as propriedades da quitosana em busca de melhorar as
deficiéncias do farmaco. Portanto, estudos apresentaram que nanoparticulas
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de quitosana/curcumina ndo degradam rapidamente e apresentam uma melhor
absorcdo quando comparadas com a curcumina livre (AKHTA; RIZ & KAR,
2012). Logo, a interagéo entre a quitosana/curcumina se da através de forgas
eletrostaticas, a partir das quais o grupo hidroxiloglicosamina da quitosana
pode atrair o grupo neutro ceto-enol da curcumina podendo haver formacéao de
ligacbes intermolecular de pontes de hidrogénio(BORUAH, SAIKIA & DUTTA,
2012). Segundo Akhta e colaboradores (2012) esta interagao depende da faixa
de pH. Logo, a maior interagao entre a quitosana/curcumina ocorre em pH 4.0.

Estudos realizados por Boruah e colaboradores (2012) avaliaram a
extensao da ligagdo da curcumina com a quitosana na auséncia e na presenga
de surfactantes catibnico e nao ibnico, acompanhando as mudangas na
absorcao e fluorescéncia da curcumina em pH fisiolégico com diferentes
concentracdes de quitosana. Os resultados obtidos indicam claramente que a
curcumina interage fortemente com quitosana em pH fisiolégico e esta
interacdo aumenta com a presenca dos surfactantes, e que a quitosana
apresenta capacidade de suprimir a degradacao hidrolitica da curcumina. Por
fim, os estudos termodinamicos revelam que o processo de ligacdo é acionada
por entalpia e entropia indicando tanto, a formacédo da ligacao eletrostatica
curcumina e quitosana.

A quitosana, além de melhorar a estabilidade e a biodisponibilidade da
curcumina, também pode ser utilizada para desenvolver sistemas de liberacao
controlada para o tratamento de céncer. Conforme estudos realizados por
Rejinolde e colaboradores (2011), utilizando nanoestruturas de curcumina
termosensiveis, altamente estaveis com quitosana-g-PNVCL e estabilizantes
quimicos, os quais avaliaram a toxicidade in vitro, e a viabilidade de células
normais e de cancer de mama humano (MCF7), observaram que a curcumina
modificada quimicamente com o tripolifosfato de sddio pode ser mais benéfica
para o tratamento do cancer.

Qutro estudo realizado por Duan e colaboradoes (2010), utilizaram
nanoparticulas de poli (butil) cianoacrilato revestidas com quitosana e
encapsulado com curcumina com o intuito de investigar a atividade antitumoral
das nanoparticulas in vitro e in vivo em células de cancer hepatocelular

humano. Os resultados do teste in vitro indicaram que as nanoparticulas
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apresentaram uma acao terapéutica eficaz e no teste in vivo a presenca das
nanoparticulas inibiu o crescimento do tumor. Desta forma, ha potencialidade
para o tratamento deste tipo de céncer.

Pesquisas mostram que derivados de quitosana também podem ser
utiizados como carreadores da curcumina como, por exemplo, o-
carboximetilquitosano. Estudos de citotoxicidade por MTT indicaram que
curcumina -O- CMC Nps apresentou toxicidade para o cancer e nao téxico para
as ceélulas normais e a liberagéo do farmaco in vitro foi eficaz, logo apresenta
potencial para a liberagao controlada de drogas (ANITHA, 2011).

No estado da arte atual, ndo foram encontradas pesquisas que
apresentem perspectivas de se obter um material que possa promover a
liberacdo da curcumina em membranas de quitosana para tratamento de

melanoma.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Avaliacdo e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, localizado na Unidade Académica de
Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande/ UFCG

na Avenida Aprigio Veloso, 882, Bairro Universitario, Campina Grande - PB.

5.2Reagentes e Materiais

e Quitosana, médio peso molecular com grau de desacetilagdo 75 —
85%,Sigma Aldrich

e Acido Acético, Sigma Aldrich

e Curcumina Longa, Sigma Aldrich

e Etanol, VETC

5.3 Procedimentos experimentais

5.3.1 Preparacao das membranas de quitosana

As membranas de quitosana foram preparadas através da técnica de
evaporacao de solvente mediante a diluicdo do polimero em pd, em uma
solucao aquosa de acido acético (1% v/v) sob temperatura ambiente e agitacao
mecanica, obtendo uma solucao de quitosana a 2 % m/v. A partir da solucao
obtida foram vertidas 20mL em cada placa petri de dimensdes (60x15 mm) e
posteriormente colocadas sob circulagdo de ar por um periodo de,
aproximadamente, 24 horas para secagem e, em seguida o material passou

para a caracterizagao.
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Figura 12: Etapas de obtengdo da membrana de quitosana.
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Fonte: Prépria
5.3.2 Preparacao das membranas de quitosana/curcumina

Apés a diluicao do pd da quitosana em uma solucdo aquosa de acido
aceético sob temperatura ambiente e agitacdo mecénica foi preparada a
dissolugcdo da curcumina em etanol (1,2mg/ml). Ap6s a dissolugéo total da
droga foi vertida na solugao de quitosana sob agitacdo mecanica constante por
30 minutos. A partir da solugéo obtida foram vertidas 20mL em cada placa petri
de dimensdes (60x15 mm) e posteriormente colocadas sob circulacédo de ar por
um periodo de, aproximadamente, 24 horas para secagem e, em seguida o
material passou para a caracterizacéo.

Figura 13: Etapa de obtengdo da membrana de quitosana/curcumina .

i | A Faa

S PIAPR N )~
d !

Fonte: Prépria

35



QUITOSANA/CURCUMINA: MEMBRANAS DE LIBERAGAO CONTROLADA PARA TRATAMENTODE MELANOMA

5.4 Caracterizacoes das membranas

Os ensaios para caracterizagdo das membranas de quitosana e
quitosana/curcumina foram realizados no Laboratério de Avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste- CERTBIO localizado na
Universidade Federal de Campina Grande-UFCG.

5.4.1 Caracterizacao Parcial

5.4.1.1Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada
de Fourier - (FTIR)

A caracterizacao por FTIR foi usada para identificar os grupos funcionais
presentes no farmaco, na membrana de quitosana, e na membrana de
quitosana/curcumina, através das vibragbes caracteristicas dos grupos
presentes em cada material, que correspondem aos niveis de energia da
molécula. E avaliar as possiveis interacdes entre a quitosana e o farmaco.
Utilizou-se um espectrofotébmetro Spectrum 400, FT-IR/ FT-NIR Spectrometer
Perkin Elmer (CERTBIO/UFCG, com resolucdo de 4 cm™ e 20 varreduras, e

-1
com varredura de 4000 a 650 cm , sem a necessidade de preparacédo de
pastilhas de KBr, por via da utilizacdo do dispositivo ATR (atenuatted total
reflectance)

5.4.1.1.2 Difracao de Raios X - (DRX)

A caracterizagao por Difragcdo de Raios X foi realizada a fim de observar
o perfil cristalino da membrana de quitosana, farmaco e da membrana de
quitosana/curcumina para observar se haveria interferéncias nesse perfil com a
incorporacdo da droga. As amostras foram submetidas a analise por difracéo
de raios X (DRX) em um difratbmetro SHIMADZU modelo XRD
7000(CERTBIO/UFCG) com varredura angular 5°<26<80°% na montagem de
Bragg-Brentano, sistema 06-28, utilizando-se radiagdo de Cu (A =1,54) com
varredura no passo de 0,02 (26), com intervalo de 0,5 segundo para cada

amostra.
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5.4.1.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

A Microscopia Eletrénica de Varredura foi utilizada para estudar a
microestrutura e morfologia dos materiais sélidos. Esta técnica foi usada para
conhecer o tamanho e a forma da particula do farmaco estudado e para
observar se nas membranas existe presenga de micro-macroporos, como 0
farmaco esta distribuido na membrana, topografia e tamanho de particulas.

Para realizar o ensaio da secgado transversal das membranas
inicialmente passaram pela etapa de congelamento em nitrogénio liquido e
posteriormente realizou-se a fratura das mesmas, em seguida foram feitas a
analise.

As membranas foram caracterizadas morfologicamente por Microscopia
Eletrénica de Varredura, utilizando um microscépio eletrébnico de bancada,
modelo TM 1000 HITACHI (CERTBIO/UFCQG).

5.4.1.1.4 Termogravimetria ( TG)

O ensaio de TG foi realizado para observar a perda de massa dentro de
uma faixa de temperatura. As curvas termogravimétricas (TG) das membranas
e do p6 da curcumina foram obtidas em um maodulo termogravimétrico TG
modelo Q600 (TA - Instruments), com uma faixa de temperatura de 10 a 800
°C, com uma razao de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio,
com fluxo de 20 mL/min. Foi utilizado massa de 5,00 + 0,05 mg acondicionada
em cadinho de alumina para cada amostra. A calibragdo do SDT TG/DTA Q600
foi realizada com padrdo de oxalato de célcio. As curvas TG foram analisadas
pelo programa TA Instruments Universal Analysis 2000, versao 4.7A, da TA
Instruments, a fim de -caracterizar as transicbes de fase, etapas de
decomposicao e perda de massa das mesmas.

5.4.1.1.5 Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi realizada a
fim de observar as transicbes de fase, avaliar se existem mudangas nas
propriedades da membrana de quitosana e se ha interagdes quimicas entre a
quitosana e a curcumina. As analises por DSC das membranas e do p6 da

curcumina, foram realizadas em um equipamento DSC PerkinElmer modelo
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8500, com uma faixa de temperatura de 0 a 300 °C, com razao de aquecimento
de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 20 mL/min. Foi
utilizado massa de 3,00 + 0,05 mg acondicionada em cadinho de alumina para
cada amostra. As curvas DSC foram analisadas com o software Pyris R10 Data
Analysis

5.4.1.1.6. Grau de Intumescimento (Gl)

As propriedades de intumescimento das membranas foram investigadas
baseada na norma ASTM D1056-07. As membranas secas (M,) foram cortadas
em pequenos pedacgos de 1,0 cm x 1,0 cm, precisamente pesado e submersos
em solugdo de PBS (pH 7,4) durante diferentes periodos de tempo a
temperatura ambiente até que o equilibrio foi atingido. A cada intervalo de
imersao, as amostras intumescidas foram removidas solucao de PBS, retirado
0 excesso de liquido presente na membrana sobre a superficie do filtro com
papel de seda e imediatamente pesados. O peso molhado das membranas
(My) foi determinada utilizando uma balanga analitica. O Grau de
Intumescimento das membranas € expresso em termos de porcentagem e foi

calculadas pela seguinte férmula:

Equacao 1: Grau de intumescimento
Gl =20 » 100 (%)
My
Essa metodologia foi repetida para a solucao de PBS com o pH 4,6 € 5,8
ajustadas com &cido cloridrico tendo em vista que o pH da pele é levemente
acido com variacdo de pH 4,6 - 5,8 que contribui para que ocorra protecao
bactericida e fungicida em sua superficie (LEONARDI, GASPAR & CAMPQOS,

2002).

5.3.2.4 Biodegradacao enzimatica

O ensaio de biodegradacgéao foi realizado para observar a degradacao
das membranas e para avaliar se a presenca do farmaco influenciou na

degradacéao das membranas.
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Para realizar este ensaio usou-se como base a normas ASTM F1635-11
Standard test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically
Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2011).

As membranas foram cortadas na dimensao de 1,0 cm x 1,0cm, pesadas
em balanca analitica e esterilizadas com alcool a 70%. As amostras foram
divididas em dois grupos para avaliacdo da biodegradacao. O primeiro grupo
contendo uma solucdo de Phosphate Buffered Saline — PBS com concentragao
de 1mg/mL como controle, o segundo grupo com a solucédo de PBS/ Lisozima.

Foram utilizadas trés amostras para cada tipo de membrana, tanto para
a solucdo de PBS e PBS/Lisozima com um total de 72 amostras. As
membranas foram incubadas em estufa microbiolégica, a temperatura de 37
°C, sendo retiradas da estufa apés 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias, seguindo
um procedimento de lavagem em agua destilada, secagem por 24 horas em
estufa a 50 °C e pesadas em balangca analitica. Os resultados da
biodegradacao foram obtidos a partir da razdo entre peso final (Mf) pelo peso
inicial (Mi), como apresentando na Equagéo 2. O ensaio foi realizado em

triplicata.
Equacio 2: Massa residual
Mf
MR = —
Mi

5.3.2.5 Citotoxicidade

Em virtude de problemas técnicos ndo foi possivel usar células de
melanoma, contudo para efeito comparativo e avaliacdo do sistema
desenvolvido utilizou-se a linhagem de células cancerigena MCF-7 ( cancer de
mama) pois segundo a literatura a curcumina também apresenta potencial para
o tratamento de cancer de mama (célula MCF-7) (MAHESHWARI, 2006;
DUAN, et al, 2010, ANITHA, 2011) e seria de grande importancia identificar
como o sistema desenvolvido responderia a presenca das células
cancerigenas .

A citotoxicidade das membranas de quitosana e quitosana curcumina
foram avaliadas seguindo a norma ISO 10993-5, através da determinagédo da
porcentagem da viabilidade celular, utilizando o método da reducdo do MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio], que estabelece uma

39



QUITOSANA/CURCUMINA: MEMBRANAS DE LIBERAGAO CONTROLADA PARA TRATAMENTODE MELANOMA

correlacao entre a atividade metabdlica celular e 0 nimero de células viaveis
em cultura in vitro (PERROT et al., 2003; SANTOS, 2009).

Neste ensaio, o MTT € acumulado pelas células por endocitose e a
reducdo do anel tetrazdlico deste sal resulta na formagdo de cristais de
formazan de cor azul que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou
lisossomais, sendo depois transportados para fora das células por exocitose.
Sendo a endocitose um mecanismo fundamental das células vivas, o ensaio do
MTT tem sido usado frequentemente como ensaio de viabilidade celular.

Para avaliacdo da citotoxicidade do sistema quitosana/curcumina, foi
utilizado o método direto de contato entre o substrato do material e as células.
A linha celular cancerigena MCF-7 foram adquiridas do Banco de Células do
Rio de Janeiro

Foi utilizada uma concentracdo de 5 x 10° células/mL RPMI e
adicionados 100 pL em uma placa de 96 pocos. A placa foi transferida para a
estufa de CO, (5%) a 37 °C por 1 hora. Apos este periodo, foram adicionadas
as amostras e mais 200 yL de RPMI 1640-C. RPMI 1640-C foi utilizado como
controle negativo. A placa foi incubada novamente em estufa de CO, (5%) a 37
°C por 24 horas.

Apdbs as 24 horas, foram adicionados 100 pyL de solugdo de MTT (0,5
mg/mL) em RPMI 1640-C. Novamente, as placas foram incubadas em estufa
de CO; (5%) a 37 °C por 3 horas. Depois disso, 0 sobrenadante foi descartado
e adicionado 100 pL de alcool isopropilico.

A leitura da densidade dtica foi determinada em um leitor de microplacas
(Victor3 — PerkinElmer), a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm. A
viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando o controle

negativo com 100% de viabilidade

5.3.2.6 Desenvolvimento e Validacado do método analitico para
quantificacao da curcumina

A validacao foi realizada conforme a RE N® 899, de 29 de maio de 2003
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com o objetivo de
demonstrar que o método é apropriado para a determinacdo quantitativa do
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farmaco e assegurar a confiabilidade dos resultados (Brasil, 2003). Para definir
as condicOes ideais para analise inicialmente definiu-se o comprimen

to de onda de detecgéo, seguido para validagdo do método.

5.3.2.6.1 Determinacao do comprimento de onda de deteccao

Os materiais utilizados foram a curcumina (Sigma Aldrich) e a quitosana
(Sigma Aldrich) como padrao de trabalho. Como solventes foram empregados
a acetonitrila grau HPLC (JT Backer, lote: 124821), metanol P.A. (NEON, lote:
15079) e agua purificada deionizada por osmose reversa.

Foram preparadas solu¢des padrédo de curcumina e quitosana. Para a
solucdo de curcumina obteve uma concentracdo de 1mg/mL em metanol. Ja
para a solucdo de quitosana em acido acético a 2%. As solugdes-trabalho
foram preparadas a partir da solugdo padrdo, diluidas na fase movel
acetonitrila: agua (80:20, v/v) até a obtencdao de uma concentracao de 150
ug/mL. Todas as amostras foram filtradas .

Utilizou-se cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia Shimadzu (CLUE)
equipado com duas bombas modelo LC-20AD, injetor automatico SIL-20-Aur,
forno para coluna CTO-20A, detector com comprimento de onda variavel
UV/Vis modelo SPD-20A, controlador CBM-20A, integrador automéatico
computadorizado com software LC Solution®. A fase estacionaria foi composta
por uma coluna C18 SHIM-PACK XR-ODS (d.i. 3,0mm X 50mm, 2,2 um). A
fase modvel que forneceu melhor seletividade ao método foi constituida de uma
mistura isocratica de acetonitrila: agua (80:20, v/v). As analises foram
realizadas em temperatura controlada (30°C), utilizando um fluxo de 0,2mL/min
e volume de injegdo de 10uL. Todas as amostras foram filtradas com filtros de
seringa 0,45um de diametro.

5.3.2.6.2 Validacao do método analitico

Na RE N° 899/2003, a ANVISA determina os testes a serem realizados
para a validacao de um método analitico de acordo com categorias de analise
| e Ill (BRASIL, 2003). Portanto, foram realizados o0s seguintes experimentos
para validacdo do método: seletividade (especificidade), linearidade, exatidao,
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precisao (repetibilidade e intermediaria), robustez, limite de deteccéao e limite de
quantificagao.

Seletividade e especificidade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagcdo das bandas
maximas de absorc¢ao obtidas da analise de uma amostra da quitosana sem o

farmaco, comparadas com as bandas do sistema contendo o farmaco.

Linearidade

Partindo da solucéo estoque de curcumina em metanol (1 mg/mL), foram
realizadas diluicdes em fase movel (acetonitrila:agua (80:20, v/v) para obtencao
das seguintes concentracdes: 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL. A curva de
calibracao foi obtida por analise de regressdo linear interpolando a
concentragcdo nominal do padrdo com a area do pico cromatografico obtida
utilizando o software LC Solution®. As curvas foram obtidas em triplicata (n=3).
Os dados obtidos foram tratados estatisticamente para determinacdo da
equacao da reta (método dos minimos quadrados) e dos coeficientes de
correlacéo (r) e de determinagao (r?).

Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por intermédio de analises em
trés diferentes niveis de concentracao (20, 30, 40 pg/mL), em trés repeticbes e
expressa pela relagdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente. A exatidao foi

expressa conforme a equacao 3 abaixo:

Equacao 3: Exatiddo. Resolucdo 899/2003.

concentracio média experimental

Exatidao = x 100

concentragio tedrica
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Precisao

A precisdao foi determinada por andlises em cinco repeticbes na
concentracdo do ponto médio da curva (30 ug/mL). A precisdo do método foi
avaliada em dois niveis: repetibilidade (precisdo intra-corrida) e precisao
intermediaria (preciséo inter-corridas), sendo expressas como coeficientes de
variacédo (CV%).

Robustez

Neste parametro foram realizadas a anélise de 3 repeticoes da solucao
de curcumina em metanol(30 ug/mL) alterando trés condigdes: temperatura (30

t 2 °C), fluxo ( 0,2mL/min £ 10%) e fase movel ( acetonitrila/agua — 80:20 £2).

Limite de detecgéo

O limite de deteccdo (LD) foi calculado por meio da divisdo entre o
desvio padrao (DP) dos coeficientes lineares das trés curvas de calibracao do
ensaio de linearidade pela média dos coeficientes angulares (IC) das curvas
multiplicados por 3,0 (Equacéo 4 ):

Equacio 4: Limite de deteccdo. Resolugao 8§99/2003

LD =3x2£
IC

Limite de quantificagdo

O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado da mesma forma que o limite

de detecgéo, porém, multiplicando-se os valores por 10,0 (Equacéo 5):
Equacéo 5: Limite de quantifica¢do. Resolugdo 899/2003.
DP
LQ = 10x—

5.3.2.6.3 Determinacao do teor de curcumina has membranas
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A recuperacao foi determinada avaliando-se a quantidade de curcumina
associada as membranas de quitosana/curcumina (0,039 de curcumina por
membrana). As membranas foram particuladas e imersas em metanol em um
sistema hermeticamente isolado, sob agitacdo magnética a 250 RPM a
temperatura ambiente. Apds determinados intervalos de tempo foram retiradas
aliquotas de 2 ml do sistema e quantificado por CLUE. Ap6s cada extracao das
aliquotas foi realizada a reposi¢cdo de 2 mL de metanol. O teor de curcumina
foi calculado de acordo com a férmula abaixo:

Equacio 6: Determinacio do teor de curcumina.

R% = Valorquantificado % 100
0 Valoriptar

onde: R% representa a porcentagem de curcumina retido nas membranas de
quitosana, Valori. representa a massa de curcumina adicionada inicialmente
para se obter nas membranas e Valorguanificado representa o valor analisado
através do CLUE.

A seguir apresenta-se o fluxograma da metodologia desenvolvida.

Fluxograma 1: Etapas do desenvolvimento e caracterizagdo das membranas de quitosana e
quitosana/curcumina.

[ Preparacao das membranas ]

. 7 r Membranas de
[ Membranas de quitosana J L quitosana/curcumina

[ Caracterizacdo das membranas ]

/ FTIR; \

- DR

- MEV:

T5;

-DSC;

-Grau de intumescimento |
- Biodegradac&o enzimatica
-Citotoxicidade;

Malidacdo do método analitico;
-Determinacéo do teor de

wrcumina nas membranas. /
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas de quitosana e quitosana/curcumina obtidas estédo
apresentadas na Figura 14. Ao analisar visualmente a membrana de
quitosana(Figura 14 (a)) nota-se um filme transparente, com brilho e com
auséncia de particulas insoliveis. Também foi avaliada a espessura das
membranas coletadas no centro e nas bordas, em 5 regides diferentes. A
média das medidas obtidas referentes as espessuras da membrana de
quitosana localizada no centro foram 0,164mm e na borda 0,136mm.

Ao observar a membrana de quitosana/curcumina (Figura 14 (b)) nota-se
uma membrana de cor laranja, opaca € com auséncia aparente de particulas
aglomeradas, essa cor laranja é atribuida ao p6 da curcumina como
apresentando na Figura 9. Para membranas de quitosana/curcumina também
foram coletadas as medidas de espessuras da mesma forma que foram
realizadas para as membranas de quitosana, obtendo-se uma média de
espessura no centro de 0,163mm e na borda de 0,134mm. Portanto a presenca

do farmaco nao influenciou na espessura das membranas obtidas.

Figura 14: Membrana de quitosana (a); membrana de quitosana/curcumina (b)

(a) (b)

A seguir serdo apresentadas as caracterizagbes da membranas de
quitosana, o p6é da curcumina e as membranas de quitosana/curcumina pelas
técnicas de FTIR, DRX, MEV TG/DTG, DSC, intumescimento, biodegradagéo,
citotoxicidade, validacdo do método analitico para quantificagdo da curcumina e

determinacao do teor de curcumina.
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6.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de
Fourier - (FTIR)

A Figura 15 ilustra o espectro de FTIR da membrana de quitosana, do p6

da curcumina e da membrana quitosana/curcumina.

Figura 15: Espectros de FTIR:(a) Membrana de quitosana;(b)curcumina e (c)
quitosana/curcumina.
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Observa-se na Figura 15 (a) os espectros obtidos para as membranas
de quitosana, com absorcao tipicas da quitosana, que estdo localizada na
regido entre 3665 a 3000 cm™'e sdo atribuidas as vibragdes de estiramento dos
grupos OH e NH. Na regido de 3264 a 2918 cm™ h& uma sobreposicdo no
estiramento dos grupos funcionais OH e NH,, devido a formacao de pontes de
hidrogénio. A banda localizada na regido de 1646 cm™é atribuida a absorcao
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do C=0, relativas ao alongamento dos grupos carbonilas (-NHCOCHS3). Em
1557 cm™ corresponde ao grupo amina (NHz), e a presenca dessas duas
bandas comprova que a quitosana nédo € completamente desacetilada. A banda
na regido entre 1557cm™ indica a presenca do fon carboxilato ja que o método
de obtencdo da membrana de quitosana foi através de uma solucédo de acido
acético e como nado houve uma neutralizacdo, formou-se o acetato de
quitosana. Em 1405 cm™ é atribuida & vibragdo da deformacdo N-H do grupo
amina (N-H). A banda em 1068 cm™ é referente ao alcool priméario e por fim as
bandas nas regides de 1152,1022 e 901 cm™' sdo atribuidas ao alongamento C-
O-C (BEPPU,M. M. ; ARRUDA E. J.; SANTANA, 1999; MARTIZES et al, 2010,
RACHIPUDI,et al, 2013)

Os espectros de FTIR (Figura 15 (b)) obtidos para o p6é de curcumina
apresentam as bandas na regido de 3500 cm™ correspondente & vibragdo de
estiramento O-H do grupo fenol. Em 1603 cm™, a banda ¢ atribuida a vibragao
de estiramento do anel benzeno. A banda em 1510 cm™ corresponde aos
estiramentos C=0 da cetona. A banda localizada em 1416 cm™é referente a
vibracdo de flexdo C-H do CH,. Para a banda localizada na regido de1277cm™
refere-se a banda C-O com o estiramento do anel benzeno. As regiées entre
1022/864 cm™ correspondem & banda de estiramento de C-O-C. Em 807 e 705
cm™ correspondem ao estiramento da banda C=C-H do grupo aromatico
(YADAV V. R; SURESH S.;DEVI K; YADAV 2009. ANITHA et al (a), 2011;
NAAMA, ALI A & AL-TEMIMI, AL-AMIER, 2010; DAS,KASOJU&BORA,2010;
LI, Y.; et al (b), 2010; RATANAJIAJAROEN., et al, 2012).

Ja para os resultados das andlises de FTIR para as membranas de
quitosana/curcumina (Figura 15 (c)) foi possivel observar uma pequena
reducéo de intensidade nas bandas das regides 3264 a 2918,1557 e 1377 cm’
', Estas reducdes podem ser atribuidas a uma possivel interagdo entre os
grupos amina da quitosana e os grupos cetona da curcumina (BORUAH.
SAIKIA e DUTTA, 2012). Entretanto, alguns autores diferem no que diz respeito
as interagdes entre a quitosana e curcumina. Anitha et al.;)( 2011), sugeriu que
a interacdo ocorre com os grupos OH da curcumina e Ratanajiajaroen, et al,

(2012), sugeriu que acontece com 0s grupos cetona da curcumina.
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6.2 Difracao de Raios X- DRX

A Figura 16 apresenta os difratogramas da membrana de quitosana, do

pb6 da curcumina e da membrana quitosana/curcumina.

Figura 16: Difratogramas: (a) membrana de quitosana; (b) pé da curcumina e (c) membrana
quitosana/curcumina.

10000

900 —— Membrana de quitosana 2% 9000
8000

—— Curcumina

7000 4

6004 6000 -

5000 4

Intensidade

4000

Intensidade

3004 3000 -

2000 4

1000

0

0

T T T T T T T T T T T T T T 1 ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
2 theta 2 theta

(a) (b)

x0-, [—— Membrana de quitosana/curcumina

2500

2000

1500

Intensidade

1000

500

0

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
2 theta
(c)

De acordo com estudos realizados por Fideles, (2010) e Holanda (2011),
as membranas de quitosana apresentam um perfil semicristalino com bandas
de base largas em 26= 10° e 20°. Entretanto, os difratogramas (Figura 15 (a)),
obtidos para as membranas de quitosana, apresentam um perfil amorfo, isso
pode ser atribuido a presenca do ion carboxilato, conforme apresentado no
FTIR. A presenca destes ions influenciou a organizacdo das cadeias
poliméricas causando uma desordem entre elas, e inibindo as fortes interagdes
intra e intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio formadas entre
0s grupos amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes na
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molécula de quitosana, que sao responsaveis pelo o perfil semicristalino da
quitosana. (FIDELES, 2010; HOLANDA, 2011).

Para o difratograma da Curcumina (Figura 16 (b) observa-se pico com
base estreita o que indica um perfil cristalino localizados em 26= 8,85°; 9,02°;
12,21°; 14,57°; 17,27°;, 18,28°; 21,32° e 20=23,34° a 29,07°
(KAEWNOPPARAT, 2009).

Na Figura 16 (c), esta ilustrado o difratograma da membrana de
quitosana/curcumina. Observa-se o deslocamento de dois picos com perfil
cristalino 26=9,24° e 17,79°, que podem ser referentes aos picos da curcumina
(26=9,02° e 17,24°). Também pode observar uma banda de perfil amorfo 26=
20° a 30°, que pode ser atribuindo a quitosana (26= 10° a 30°) que sobrepds 0s
picos cristalinos da curcumina apresentando um carater predominantemente
amorfo.

Portanto, a presenca de picos cristalinos pode indicar que a curcumina

esta presente na membrana de quitosana/curcumina( Figura 15 (c)).

6.3 Microscopia Eletronica de Varredura- MEV

Observa-se na Figura 17 as micrografias referentes as membranas de

quitosana, o p6é da curcumina e as membranas quitosana/curcumina.
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Figura 17: Micrografias: (a) membrana de quitosana, p6é da curcumina, membrana quitosana/
curcumina, respectivamente: (a) 500X; (b) 1000 X; (c) 5000 X.
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Na Figura 17 tem-se a micrografia da membrana de quitosana
apresentando uma superficie lisa e plana, com auséncia de poros,
caracterizando como um tipo de membrana densa conforme foi obtido por e
Beppu e colaboradores (1999) e Fideles (2010).

A micrografia referente ao p6é da curcumina mostra particulas tipicas da
curcumina como apresentado por Arun, Shweta e Upendra (2012) com
tamanhos de particulas entre 5 a 30um.

Para as micrografias da membrana quitosana/curcumina pode-se
observar uma membrana plana, densa e rugosa, com particulas dispersas ao

longo da membrana, apresentando tamanhos que variam entre 2 a 10um.
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Observa-se na Figura 18 as micrografias referentes ao corte transversal

das membranas de quitosana e quitosana/curcumina.

Figura 18: Micrografias do corte transversal das membranas de quitosana e quitosana/
curcumina. ( a) 500 X; (b) 1000 X; (c) 5000 X, respectivamente.
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Na Figura 18 tem-se a micrografia do corte transversal da membrana de
quitosana apresentando uma superficie plana, rugosa e com pequenas
particulas soltas que podem ser atribuidas ao corte. Também se observa a
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auséncia de poros no interior da membrana, confirmando que a membrana
obtida é caracterizada com densa.

Para as micrografias do corte transversal da membrana de
quitosana/curcumina pode-se observar uma membrana plana, densa e rugosa,
com particulas dispersas no interior da membrana, apresentando tamanhos
que variam entre 2 a 5 pum.

A morfologia apresentada para as membranas de quitosana/curcumina
tanto para superficial e transversal, indica que o método de incorporacao da
curcumina utilizado foi adequado ja que as particulas estao distribuidas de
forma homogénea e ndo ha separagao da interface entre a matriz polimérica e

as particulas do farmaco.

6.4 Termogravimetria (TG)

A Figura 19 ilustra as curvas termogravimétricas das membranas de
quitosana, o pé da curcumina e a membrana quitosana/curcumina. Para melhor
visualizagdo dos eventos térmicos, os resultados de TG foram analisados
também através do célculo da derivada (DTG).

Figura 19. Curvas TG/DTG para membrana de quitosana, pé da curcumina e membrana de
quitosana/curcumina
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Tabela 3: Eventos térmicos para membrana de quitosana, pé da curcumina e membrana de
quitosana/curcumina.

Temperatura ( °C) Perda de massa (%)
| Evento Il Evento
Membrana de : i
. Ti;= 36,43 Ti,= 184 | Evento Il Evento
quitosana
Tpy= 60,35 Tp,= 232
7,95 37,25
Tfi= 96,3 Tf,= 359
| Evento Il Evento
| Evento Il Evento
; . Tiy= 142 Ti,=176
P6 da curcumina
Tp1= 161 Tp2= 362
0,90 60,04
TH=176 Tf,= 462
| Evento Il Evento
Membrana de : i | Evento [l Evento
_ Ti;= 39 Tio= 156
quitosana/
. Tpi= 63 Tpo= 267
curcumina 12,90 49,74
Tfi= 157 Tf,= 398

Pode-se observar com os resultados de TG para as membranas de
quitosana que a perda de massa ocorreu em duas etapas. A primeira etapa
apresentou uma perda de massa de cerca de 7,95 % e atinge um maximo a
uma temperatura de 96,3 ° C, que pode ser atribuida a volatilizagdo do solvente
e perda de agua. A segunda etapa inicia a 184°C e finaliza a 560 ° C,
apresentou uma perda de massa de cerca de 37,25%, que pode ser atribuida a
desidratacdo dos anéis sacarideos, despolimerizacdo e a decomposicao das
unidades acetiladas e desacetiladas da quitosana (BALAU et al, 2004.
DHAWADE & JAGTAP, 2012, LIU et al, 2014).

Os resultados de TG do p6 da curcumina indicaram que ocorreram duas
etapas de perda de massa. A primeira etapa iniciou a uma temperatura de
142°C apresentou uma perda de massa de cerca de 0.90% e atinge um
maximo a temperatura 176 ° C, podendo ser atribuida a volatizagdo de
impurezas (JASIM & TALIB, 1992). A segunda etapa iniciou a 176°C
apresentou uma perda de massa de cerca de 60,04% e atinge um maximo a
462 ° C, podendo atribuir a decomposicdo dos grupos substituintes ( -OH, -
OHCH3 ) e dos dois anéis benzenos presentes na estrutura da curcumina (
CHEN, et al, 2014).

O TG das membranas de quitosana/curcumina indicou que ocorreu

duas etapas de perda de massa. A primeira etapa apresentou uma perda de
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massa de cerca de 12,90 % e atinge um maximo a temperatura 152 ° C. A
segunda etapa apresentou uma perda de massa de cerca de 49,74% e atinge
um maximo a 398 ° C.

Ao comparar as curvas pode-se observar que nao ha mudanca no perfil
das curvas de TG da membrana de quitosana/curcumina, entretanto, observa-
se que houve um aumento da perda de massa e temperatura na membrana de
quitosana/curcumina quando comparado com a membrana de quitosana. Logo,
pode-se indicar uma maior estabilidade térmica devido a presenca da
curcumina, ja que ocorre interacdo entre os grupos amina da quitosana com 0s
grupos cetona da curcumina como apresentado no FTIR ( Figura 15).

Resultados semelhantes foram encontrados por Anitha e colaboradores(
2011) no qual utilizou O-carboximetil quitosana e O-carboximetil quitosana com
curcumina, obtendo uma maior estabilidade térmica para O-carboximetil
quitosano com curcumina quando comparado ao O-carboximetil quitosano,
atribuindo esse comportamento a presenca da curcumina. Em particular, a
complexagédo de um farmaco e um polimero, resulta na auséncia/deslocamento
dos picos endotérmicos, indicando uma mudanca na estrutura de cristal, fusao,
ebulicao, ou sublimacao (ANITHA, 2011).

6.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial- DSC

As Figuras 20 ilustram os resultados de DSC para a membrana de
quitosana, pd da curcumina e membrana quitosana/curcumina,

respectivamente.
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Figura 20. Curvas de DSC: (a) membrana de quitosana, (b) p6 da curcumina, (c) membrana
quitosana/curcumina.
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Nos resultados de DSC para as membranas de quitosana foram
identificados dois picos endotérmicos. A primeira etapa caracteriza um
pequeno pico endotérmico, em 70°C, que pode ser atribuido a perda de agua e
volatizacdo do solvente conforme apresentado no TG ( Figura 19 (a))
(DHAWAD & JAGTAP, 2012; LIU et al, 2014). De acordo com Dhawade &
Jagtap, a agua atua como plastificante da quitosana, formando pontes de
hidrogénio intermoleculares com os grupos amino e a hidroxila presentes na
quitosana, na qual facilta a movimentacdo e a organizacdo das cadeias
poliméricas da quitosana (DHAWAD & JAGTAP, 2012). A segunda etapa
caracteriza um largo pico endotérmico a 118,19 °C, que pode ser atribuido a
vaporizacao do solvente e decomposicao das cadeias do polimero.
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A temperatura de transicao vitrea (Tg) € geralmente obtida por esta
analise para os polimeros, entretanto para a quitosana ndo ha um valor fixo
devido ser um polimero natural, e por apresentar propriedades como
cristalinidade, peso molecular e grau de desacetilizagao que variam de acordo
com o método de extracdo (NETO,2005).

Nos resultados de DSC para o pdé da curcumina (Figura 19 (b))
apresentou um pequeno pico endotérmico em 173°C, que pode ser atribuida a
fusdo dos cristais da curcumina, o que caracteriza um material cristalino,
conforme apresentando no DRX (Figura 16(b)) (YALLAPU ET AL, 2009;
MUKERJEE & VISHWANATHA, 2010). Segundo Yallapu e Colaboradores,
Mukerje e Vishwanatha, e Parize e colaboradores (2012) encontram um pico
endotérmico a 172°C os quais atribuiram a fusdo dos cristais da curcumina.
Também foi possivel verificar que o pico obtido apresentou-se pouco uniforme,
indicando que, a curcumina nao € totalmente pura, pois a curcumina comercial
€ uma mistura de curcuminoides, contendo aproximadamente 77% curcumina,
18% demetoxicurcumina, e 5%bis-demetoxicurcumina (PARIZE, 2009; ANAND,
2008, CURR PROBL CANCER, 2013).

Na ( Figura 19 (c) observa-se os resultados de DSC para membrana de
quitosana/curcumina apresentou um longo pico endotérmico a 175°C.

Ao comparar os resultados da membrana de quitosana com a
membrana quitosana/curcumina pode-se observar que ha um deslocamento do
pico de 118, 19°C para 175°C que pode ser atribuida a presenga da curcumina,
visto que a temperatura de 175°C é proxima do ponto de fus&do dos cristais da
curcumina (173°C). Também € possivel observar, que esse deslocamento da
temperatura pode estar atribuida a presenca de picos cristalinos no DRX da
membrana quitosana/curcumina quando comparado com a membrana de
quitosana que é amorfa conforme apresentado no DRX (Figura 16). Logo, a
membrana de quitosana/curcumina é mais estavel termicamente corroborando
com os resultados apresentado no TG (Figura 18).

Estudos realizados por Parize e colaboradores (2012), na qual
utilizaram a quitosana para encapsular curcumina, usando o tripolifosfato de
sédio (TPP), como um agente reticulante, para obter microparticulas. Os
resultados obtidos para as amostras quitosana/TPP apresentaram uma
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temperatura de decomposicdo a 274°C. Ja para as amostras
quitosana/cucumina/TPP resultou no deslocamento do pico de fusao para uma
temperatura de 293-296° C, o que sugere uma possivel interagdo entre

quitosana e curcumina, proporcionando maior estabilidade térmica (PARIZE,
2009; PARIZE, et al, 2012).

6.6 Grau de Intumescimento ( GI%)

A Figura 21 ilustra os resultados de Grau de Intumescimento (Gl %) para
as membranas de quitosana e quitosana/curcumina com os seguintes pH: 7,4;
5,8e4,6.
Figura 21: Grau de intumescimento (%) das membranas de quitosana e quitosana/curcumina:

(a) pH 7,4; (b) pH 5,8; (c) pH 4,6.
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Na Figura 21 (a) observa-se o Gl para a membrana de quitosana e
quitosana/curcumina em contato com solugdo com pH a 7,4, observa-se um

aumento no Gl ap6s 1 hora, e permanece constante até um periodo de 10
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horas, esse fendbmeno em ambas as membranas, pode atribuido a interacao do
grupo amina da quitosana com o grupo hidrofilico da agua. Apés o periodo de
dez horas ha uma pequena reducéo no Gl podendo ser atribuido ao tampéo ou
acido residual. E importante informar que durante esse periodo para ambas as
amostras nao apresentaram rupturas, conforme é esperado, pois 0s estagios
iniciais do processo de intumescimento sao hidratacao, quebra das ligacdes e
degradacdao (BASKAR & KUMAR , 2009).Logo no pH 7,4 a presenca da
curcumina ndo mudou o comportamento de intumescimento da quitosana.

Para a Figura 21(b) observa-se o Gl para a membrana de quitosana e
quitosana/curcumina em contato com solugdo com pH a 5,8. Nota-se um
constante aumento no Gl até 10 horas, apds esse periodo ha um aumento
significativo no Gl das membranas. Para as membranas de quitosana no
periodo 58 horas, apresentou ruptura atingindo o maximo de intumescimento.
As membranas de quitosana/curcumina apresentaram ruptura apds o periodo
de 154 horas.

O Gl para as membranas com o pH 4,6 foi possivel observar que ha um
aumento constante no Gl para ambas as amostras até 34 horas. Apds esse
periodo observa-se que ha um aumento no Gl para ambas as membranas,
porém, para as membranas de quitosana o Gl sdo maiores quando
comparados ao Gl das membranas de quitosana/curcumina. Apos o periodo de
106 horas ambas as membranas apresentaram rupturas.

Ao comprar os graficos da Figura 21, observa-se que o maior Gl das
membranas ocorreram em pH 5,8 e 4,6. Isso pode ser atribuido a presenca do
H* no sistema causando uma “desordem”, logo maior mobilidade das cadeias
poliméricas e maior intumescimento até as membranas incharem ao maximo
ocorrendo assim, a ruptura das mesmas. Contudo as membranas com
curcumina em pHs &acidos apresentaram menor intumescimento quando
comparado as membranas de quitosana isso pode ser atribuido a maior
interagc&o entre o grupo amina da quitosana com o grupo cetona da curcumina
conforme apresentando no FTIR (Figura 15), pois segundo Akhta e
colaboradores (2012) esta interacao depende do pH e a maior interacdo ocorre
em pH acido (4,0) (AKHTAR, .RIZ & KAR, 2012).
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Diante  dos resultados  apresentados a membrana de
quitosana/curcumina apresenta maior intumescimento e maior estabilidade em
pH 5,8, conforme verificados no resultados de analise térmica.

6.7 Biodegradacao enzimatica

As Figuras 22 e 23 apresentam os resultados de biodegradacédo da
membrana de quitosana e quitosana/circumina com a solugédo tampao PBS e
PBS/ Lisozima nos periodos: 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias.

Figura 22: Biodegradagado da membrana de quitosana.
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Pode-se observar na Figura 22 para as colunas de cor azul o
comportamento das membranas de quitosana quando submersas a uma
solucdo de PBS em diferentes periodos, nota-se uma perda de massa de 29%
praticamente independente do tempo de exposicao a esta solugdo. Também é
possivel notar uma leve reducdo na perda de massa 28%, 27% para o periodo
de 21 e 28 dias, respectivamente, podendo ser atribuida a presenga de sais
residuais do PBS. Ja para os resultados de PBS/Lisozima (coluna vermelha)
h& uma perda de massa de 38% para o periodo de 7 dias, 52% para 14 dias,
44% para 21 dias e 47% para 28 dias.
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A Figura 23 apresenta os resultados de biodegradagédo da membrana de
quitosana/curcumina com a solugdo tampao PBS e PBS/ Lisozima nos
periodos: 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias.

Figura 23: Biodegradacéo para as membranas de quitosana/curcumina
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Pode-se observar na Figura 23 que para as membranas de quitosana/
curcumina expostas a solucao de PBS apresenta uma perda de massa de 22%
para 7 dias, 27% para 14 dias, 24% para 21 dias e 28 dias. Apresentando
maior perda de massa para o periodo de 14 dias podendo ser atribuida a sais
residuais de PBS.

Para as membranas de quitosana/curcumina apresentam uma perda de
massa 29% para o periodo de 7dias , 41% para 14 dias, 45% para 21 dias e
41% para 28 dias. Para o periodo de 21 dias apresenta maior perda de massa
podendo ser atribuida a sais residuais de PBS.

Ao comparar a perda de massa das membranas de quitosana com as
membranas de quitosana/curcumina quando colocadas na solugdo de PBS
observa que as membranas de quitosana/curcumina possuem menor perda de
massa independente do periodo de exposicdo. Ja para as membranas
submetidas a exposicdo de PBS/Lisozima observa-se que a membrana de
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quitosana/curcumina possui menor perda de massa podendo ser atribuida a
interacdo entre os grupos anima da quitosana com 0 grupo cetona da
curcumina conforme apresentados no FTIR, resultando em uma maior
estabilidade conforme apresentado nos resultados de analise térmica e no

intumescimento.

6.8 Citotoxicidade

A Figura 24 mostra os resultados de viabilidade celular para as
membranas de quitosana e quitosana/curcumina com as células cancerigenas
MCF-7.

Figura 24: Viabilidade celular do sistema quitosana/curcumina.
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Observa-se na Figura 24 as células em meio de cultura (RPMI-16400)
foram utilizadas como controle, equivalendo a 100 % de viabilidade e estao
representadas na primeira coluna (CN=controle negativo).Para a membrana de
quitosana apresentou um viabilidade para as células tumorais acima de 80%.
J& para a membrana de quitosana/curcumina apresentou uma diminuicdo na
viabilidade celular das células MCF-7, indicando que o farmaco estudado
apresentou um toxicidade para células tumorais.

Resultado semelhantes foram encontrados por Anitha e colaboradores(
2011) onde utilizou O-carboximetil quitosana e obtiveram uma viabilidade

celular acima de 80% ja para o O-carboximetil quitosana com curcumina
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indicou baixar viabilidade celular apresentando toxicidade para as células MCF-
7 (ANITHA, 2011).

6.9 Desenvolvimento e Validacao do método analitico para quantificacao
da curcumina

6.9.1 Determinacao do comprimento de onda de deteccao para
curcumina

A Figura 25 ilustra cromatograma para identificacdo da curcumina.
Durante o desenvolvimento de um método analitico, faz-se necessario a
otimizacao de diversas etapas como a preparacao do material, a separagcao da

amostra e a quantificagao.

Figura 25: Cromatograma da curcumina.
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Para a curcumina dissolvida em metanol o pico absorcdo méaxima

ocorreu em 425 nm, e, apresentou um tempo de retencéo de 1,89 minutos.

6.9.2 Validacao do método analitico para quantificacao da curcumina

Conforme descrito no ponto 5.3.2.6, 0 método desenvolvido nesse
trabalho foi validado segundo os parametros seletividade (especificidade),
linearidade, exatidao, precisdo (repetibilidade e intermediaria), limite de

deteccgdo, limite de quantificacédo e robustez.
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Seletividade

Entende-se como seletividade a capacidade que o método possui de
medir exatamente um composto em presenga de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz (BRASIL,
2003). A Figura 26 mostra cromatograma das solugcdes-padrao da curcumina e
quitosana.

Figura 26: Cromatogramas das solu¢des-padrao da curcumina (A) e quitosana (B) obtido por CLAE-UV
a 425nm.
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Pode-se observar na Figura 26 que o método analitico desenvolvido foi
seletivo e especifico para a curcumina, tendo em vista, que n&o foi detectado
pico de absorcdo de possiveis interferentes presentes na membrana de

quitosana proximos ao tempo de retencao da curcumina.

Linearidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade de uma
metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente
proporcionais a concentragcdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (BRASIL, 2003). A Figura 27 apresenta a curva de calibracao para

curcumina.
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Figura 27 — Curva de Calibracdo para curcumina.
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A linearidade do método foi avaliada a partir da curva de calibracdo. A
equacao da reta (y = 252157x - 173397) foi obtida através de estudos de
regressao linear, obtendo assim um coeficiente de correlagdo (r) da curva
analitica (n=3) de 0,9994, conforme a RE- 899/2003, onde o critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,99. Portanto, o método é

linear.

Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro ( BRASIL,
2003). Na Tabela 4 mostram os resultados do ensaio para verificagdo da

exatidao do método.

Tabela 4: Resultados do ensaio para verificagdo da exatiddo do método.

Concentracao Tedrica de Concentracao obtida Precisao Exatidao

curcumina (ug/mL) de curcumina (ug/mL) (CV%) (%)
20,00 19,64 0,74 3,74
30,00 30,63 0,17 0,56

40,00 39,99 0,12 0,30
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Na Tabela 4 pode-se observar que o0 método proposto mostrou-se exato
em relacdo as concentracbes analisadas conforme as especificagdes
estabelecidas pela RE 899/03, que estabelecem como aceitaveis valores de
exatidao com coeficiente de variacao (CV %) maxima de 5% (BRASIL, 2003).

Precisao

A precisdo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é

considerada nos seguintes niveis (BRASIL, 2003):

(1) Repetibilidade (precisao intra-corrida): concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma

instrumentacéo.

(2) A precisao intermediaria (preciséo inter-corridas): concordancia entre os
resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com

analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes ( BRASIL, 2003).

A Tabela 5 e 6 apresentam os resultados do ensaio para verificacdo da
precisao e repetibilidade do método.

Tabela 5: Resultados do ensaio para verificacao da precisao (precisao
intermediaria).

Concentracao Concentracao o
. . Precisédo
Analista Dia nominal obtida
o (CV%)
(ug.mL-1) (média + DP; n=5)
Dia 1 30 30,4280 + 0,08 0,26
Analista
Dia 2 30 30,4760 + 0,25 0,82

Legenda: DP= Desvio Padréo; CV= Coeficiente de variagéo
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Tabela 6: Resultados do ensaio para verificagdo da precisédo (repetibilidade).

Concentracao Concentracao Precisao
nominal obtida (CV%)
(ng.mL-1) (média £ DP; n=5)
30 30,1260 + 0,11 0,36

Foram determinadas a repetibilidade e a precisdo intermediéria.
Conforme a legislacdo vigente no Brasil (BRASIL, 2003), a repetibilidade do
método foi avaliada a partir da leitura em quintuplicata do ponto médio da curva
de calibracdo (30 pg/ mL) e a precisédo intermediaria foi também avaliada a
partir da quintuplicata do ponto médio da curva s6 que em dois dias distintos. O
parametro legal indica que o coeficiente de variagdo (% CV) deve ser inferior a
5% (BRASIL, 2003).

Limite de Quantificacdo e Deteccdo

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as
condigdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). O limite de
quantificagéo, equivalente ao menor nivel determinado com precisao e exatidao

aceitaveis, correspondeu a 3,91 pg/mL.

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado,
sob as condi¢des experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). Para o limite de
detecgao foi de 2,65 pug/mL.

Robustez

A robustez pode ser definida como a sensibilidade de um método frente
a pequenas variagcdes nas condi¢cdes analiticas, tais como a proporcao dos
componentes da fase mével, o fluxo empregado na analise e a temperatura do
forno. A Tabela 7 apresenta os resultados do ensaio para verificagdo da
robustez do método.
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Tabela 7: Resultados do ensaio para verificagao da robustez do método

Parametros Concentracdo Teorica Concentragcio obtida de Precisao Exatidao
de curcumina (ug/mL)  curcumina (ug/mL) (CV%) (%)
Fluxo (mL/min)
0,18 30,44 30,00 0,12 0,39
0,20 30,04 30,00 0,10 0,32
0,22 28,76 30,00 0,04 0,13
Composicao da Fase Mével (v/v)
78:12 29,93 30,00 0,3 1,00
80:20 30,04 30,00 0,10 0,32
82:18 30,27 30,00 0,50 1,65’
Temperatura (°C)
28 30,41 30,00 0,02 0,08
30 30,04 30,00 0,10 0,32
32 30,15 30,00 0,06 0,19

Observam-se na Tabela 7 os resultados do ensaio para verificacao da
robustez do método onde se percebe que a precisao apresenta um CV (%)
menor do que 5% para todas as variacbes das condi¢cdes analiticas logo, o

parametro é aceitavel pela legislacao vigente, e 0 método é robusto.
6.9.3 Determinacao do teor de curcumina has membranas

Este ensaio foi realizado para identificar o teor real do farmaco presente
na membrana quitosana/curcumina. Observa-se na Figura 28 o resultado
obtido para o ensaio de teor de curcumina nas membranas de

quitosana/curcumina
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Figura 28: Teor real de curcumina na membrana de quitosana/curcumina.
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A partir do método validado foram determinadas as concentragbes de
curcumina nas membranas de quitosana/curcumina em diferentes tempos de
extracdo. Observa-se que com o aumento do tempo de exposicdo da amostra
no metanol houve um aumento da concentragdo do farmaco no sistema,
apresentando maior recuperagao as 72h com o teor de 83,7%. Portanto, foi
possivel confirmar que a curcumina esta presente na membrana
quitosana/curcumina conforme apresentado no MEV e DRX e que ndo ha
alteracdo na estrutura da curcumina. Também é possivel observar que a
curcumina € extraida de forma lenta podendo ser atribuida a interagédo entre o
grupo amina da quitosana e cetona da curcumina conforme apresentado no
FTIR. Logo o método utilizado é adequado para a identificacdo e quantificagcao
do fa&rmaco na membrana quitosana/curcumina € que a membrana obtida nao
modifica a estrutura da curcumina.
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7. CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados nesta etapa pode-se concluir que:

A partir das caracterizagbes ficou evidenciado que o método de
processamento usado na obtengcdo da membrana quitosana/curcumina €
adequado, tendo em vista que nao houve degradagao da curcumina.

As membranas de quitosana/curcumina apresentaram menor
intumescimento e degradacao, e maior estabilidade quando comparadas
as membranas de quitosana.

Para o ensaio de citotoxicidade as membranas de quitosana/curcumina
apresentaram potencial para o tratamento de cancer.

O método analitico desenvolvido se mostrou seletivo, especifico,
preciso, exato e robusto de acordo com a RE N° 899/2003 da ANVISA.
Portanto, o meétodo utilizado foi adequado para identificacdo e
quantificagdo da curcumina na membrana de quitosana/curcumina.
Portanto, diante dos resultados obtidos o sistema desenvolvido

apresenta potencial para aplicagcdes em liberacao controlada de drogas.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho teve o objetivo de desenvolver e avaliar membranas
poliméricas de quitosana para o uso em sistema de liberagdo controlada da
curcumina para o tratamento de melanoma.

Com o objetivo realizado, considera-se que o trabalho académico
desenvolvido estabeleceu metodologias adequadas para aplicacédo de sistemas
de liberacdo controlada e para o tratamento de cancer. Portanto, o estudo se
justifica e se faz relevante.

Sob essa perspectiva de trabalhos futuros tem-se:

e Estabelecer as concentracbes mais adequadas da curcumina
para o tratamento de cancer e avaliar se essa variacao da
concentracao influencia na interagdo da quitosana com a curcumina;

e Realizar os ensaios utilizando linhagem celulares de cancer de
pele (melanoma);

e Estabelecer uma metodologia e realizar o ensaio de cinética de
liberacdo das membranas de quitosana/curcumina, para identificar qual
o perfil de liberagcdo da membrana quitosana/curcumina quando
submetidas ao meio bioldgico;

e Realizar ensaio in vivo.
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