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RESUMO

A presente pesquisa tem como objetivo, caracterizar filmes de quitosana, de
aplicacao sublingual, para uso em sistemas de liberacao controlada de fumarato
de formoterol., buscando uma nova alternativa para o tratamento emergencial
das crises de asma. Sabemos que a asma € uma patologia de grande incidéncia
no Brasil e no mundo, pois existem cerca de 300 milhGes de pessoas acometidas
pela doengca a nivel mundial e 20 milhdes de brasileiros .E uma doenga de
carater hereditario, crbnica que ndo tem cura e que se apresenta muitas vezes
como uma emergéncia médica , pois nas crises da doenca o socorro deve ser
imediato com o intuito de evitar o ébito do paciente. Hoje utiliza-se apenas a via
inalatéria como preferencial para administracdo dos broncodilatadores, visto que
essa via tem rapidez de acdo. No entando, deparamo-nos com a dificil técnica
de utilizacdo dos inaladores que veiculam o medicamento 0 que muitas vezes
impossibilita a sua utilizagdo especialmente em criangas, idosos e pacientes
muito debilidados. Vendo esta dificuldade, propusemos com o nosso trabalho
buscar uma nova via de utilizagdo dos medicamentos broncodilatadores, que
tivesse a mesma eficacia da via inalatéria, dispensando a dificil técnica de
utilizacdo dos farmacos .Para isso , escolnemos a via sublingual de rapida acao
e facilidade de utilizagcdo, podendo ser empregada mais adequadamente em
uma crise de asma . Selecionamos a quitosana, por ser um biopolimero versatil
e muito utilizado em sistema de liberagdo controlada de farmaco para veicular o
formoterol , que é um potente broncodilatador, através da produgdo de um filme
para deposicao sublingual. E os resultados obtidos através das caracterizacoes
apresentaram membranas com variagées de cristalinidade (por DRX) de acordo
com o processo de reticulacao, além de apresentarem uma possivel relacao entre
reticulacao e liberacdo. Por FTIR pode-se observar certa interacdo entre o
farmaco e os grupos amina da quitosana, assim como possivel isomerizagdo do
farmaco pela reticulacdo com 5% de TPP. Pelas microscopias 6tica e eletronica,
pode-se observar que o0 acréscimo de farmaco proporcionou alguma rugosidade a
membrana. Também pelas microscopias verificou-se a reticulacdo nao
homogénea da superficie da membrana. Por EDS n&o se verificou nenhum
elemento estranho a estrutura da quitosana e do farmaco. Por medida do angulo
de molhabilidade pode-se verificar aumento do perfil hidrofilico da membrana por
adicdo do farmaco, perfil este que nao foi modificado pelo processo de
reticulagdo. O ensaio de citotoxicidade apresentou resultados que indicam a
membrana como promissora candidata a testes in vivo.

Palavras-chave: Asma. Quitosana. Fumarato de Formoterol. Controle de Crise.
Filmes. Sublingual. Broncodilatador.



ABSTRACT

This research aims to characterize chitosan films, sublingual application, for use in
controlled release of formoterol fumarate systems., Looking for a new alternative
for the emergency treatment of asthma attacks. We know that asthma is a disease
of high incidence in Brazil and in the world, because we have about 300milhdes of
people with the disease worldwide and 20 million Brazilians .It is one hereditary
disease, chronic that has no cure and that often presents as a medical emergency,
because the crisis of the disease the relief should be immediate in order to prevent
the death of the patient. Today only is used inhalation as preferred for
administration of bronchodilators, since this route has faster action .In entando, we
are faced with the difficult technique for using inhalers that deliver the medicine
which often makes it impossible to use especially in children, the elderly and very
debilidados patients. Buy this difficulty, we proposed in our work to seek a new
route for the use of bronchodilators, which had the same effectiveness of inhaled,
eliminating the difficult technique of using drugs .For this, choose the sublingual
route of fast action and ease of use and can be used more appropriately in an
asthma attack. Chitosan selected because it is a versatile and widely used
biopolymer for controlled drug delivery system for conveying formoterol, which is a
potent bronchodilator, by producing a film for sublingual deposition. And the
results obtained from the characterization showed membranes crystallinity
variations (XRD) according to the crosslinking process, besides presenting a
possible relationship between cross-linking and release. By FTIR one can observe
some interaction between the drug and amino groups of chitosan, and can
isomerization of drug by crosslinking with 5% TPP. Through optical and electronic
microscopy, it can be seen that addition of drug has provided some roughness to
the membrane. Also by microscopy verified the inhomogeneous crosslinking of the
membrane surface. EDS there was no foreign object the structure of chitosan and
the drug. By measuring the wetting angle can be checked increase the hydrophilic
profile of the membrane by addition of the drug, this profile has not been modified
by crosslinking process. The cytotoxicity assay results presented indicate that the
membrane as a promising candidate for in vivo testing.

Key words: Asthma. Chitosan. Formoterol Fumarate. Crisis Control. Films.
Sublingual. Bronchodilator.
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1 Introducao

A evolugédo da humanidade permitiu avaliar as grandes modificagdes
tecnolégicas e cientificas sofridas no decorrer dos séculos. Com um olhar
retrospectivo vimos que muitos pesquisadores dedicaram o seu aprendizado a
busca de materiais com caracteristicas adequadas para a restauracdo ou
substituicdo de tecidos ou de 6rgaos no corpo humano. No entanto, a dificuldade
de utilizagdo exclusiva de materiais biolégicos levou aos avang¢os em pesquisas,
com o objetivo de desenvolver um material que pudesse substituir, os tecidos e
o6rgaos danificados. E assim, efetua-se a utilizacdo em grande escala dos
biomateriais.

Biomateriais sdo qualquer substancia ou associagao de substancias ,com
excecao de drogas , de origem natural ou sintética ,que podem ser usados por
qualquer periodo de tempo, que aumenta ou substitui ,parcial ou totalmente,
qualquer tecido, érgdo ou funcao do corpo, a fim de manter ou melhorar a
qualidade de vida do individuo(BERGMAN et al, 2013)

Dentre os biomateriais temos os biomateriais poliméricos e, dentre eles
um biopolimero especifico, denominado quitosana, biopolimero este que se
apresenta como um novo biomaterial com grandes aplicacbes médicas e um
vasto campo de pesquisa (THANOU et. al, 2001).Varios biopolimeros vém sendo
estudados e utilizados nos sistemas de liberacdo controlada de farmacos, com o
intuito de libera-los efetivamente no alvo pretendido e, dessa maneira , aumentar
0s beneficios terapéuticos do tratamento(OLIVEIRA et al,2006).

A liberacdo controlada de farmacos a partir de uma matriz
polimérica tem atraido grande atencao cientifica, especialmente, devido a sua
capacidade terapéutica concernente a diminuicdo de efeitos colaterais dos
farmacos, protecédo de farmacos degradaveis no trato gastrointestinal, como
peptideos, proteinas e hormonios, aumentando a biodisponibilidade dos mesmos
(SCHAFFAZICK et al , 2003).

Isto nos mostra a potencialidade da utilizagdo de biomateriais poliméricos
veiculando farmacos com liberacdo controlada, em especial nas doengas
pulmonares crbnicas, onde destacamos a asma brdénquica que por sua

incidéncia, cerca de 300 milhdes de asmaticos no mundo e 20 milhdes no Brasil
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(GINA,2011), leva-nos a buscar a utilizagdo de um tratamento de eficacia com a
menor incidéncia de efeitos colaterais.

A asma é uma doenga inflamatéria crénica das vias aéreas que
acomete adultos e criangas e vem sendo o grande desafio da sociedade médica
manté-la dentro do controle com a menor dose terapéutica possivel dos
farmacos empregados e com menores efeitos colaterais, aumentando a
qualidade de vida dos pacientes portadores da doenga. (IV DIRETRIZES
BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006).

O tratamento medicamentoso da asma € baseado na utilizacdo de
broncodilatadores e corticéides inalatérios administrados através de aerossois
dosimetrados ou inaladores que demandam técnica de utilizagdo adequada e
manuseio correto para o melhor aproveitamento da medicagdo, o que muitas
vezes impossibilita 0 uso destas medicagbes em idosos com dificuldade de
coordenacdo motora e criancas de tenra idade. (IV DIRETRIZES BRASILEIRAS
PARA O MANEJO DA ASMA, 2006).

Em 2005 o fumarato de formoterol, um broncodilatador de acéao
prolongada, passou a ser utilizado como droga de resgate, para o tratamento
das crises de exacerbacdes da asma, por ser um medicamento potente, com
rapido inicio de agao e efetivo no alivio dos sintomas e que promove
relaxamento do mdusculo brénquico e que apresenta agdo antinflamatoria
(FILHO, 2012).

A Asma é um grande problema de saude publica e é caracterizada por ser
uma doenca inflamatéria crbnica, associada a hiper-reatividade bronquica. A
inflamacgéo crénica na asma pode levar a mudancgas ultraestruturais nas vias
aéreas. Essas mudancas ndo sdo completamente revertidas pelas estratégias
terapéuticas atuais disponiveis. Entretanto, apesar dos avancos terapéuticos e
utilizagdo correta da medicagdo, ainda € comum encontrar-se pacientes que
sofrem com as crises de exacerbacdes frequentes da doenga, o que preocupa a
todos o0s pneumologistas, por possibilitar o aparecimento de processo
inflamatério crénico na mucosa brbénquica destes pacientes levando-os ao
remodelamento brénquico e ao agravamento da asma (KROEGEL, 2009).

Baseado no exposto, este trabalho propde-se a desenvolver um novo
sistema de administracdo do fumarato de formoterol, para ser usado pela via
sublingual, incorporando-o a um sistema de liberagdo controlada de filme de
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quitosana, o que levaria o tratamento a uma maior eficacia no tratamento das
exacerbacoes das crises de asma, especialmente nos idosos, porque dispensaria
técnicas elaboradas na administragdo e ofereceria mais rapidez no alivio

imediato dos sintomas com maior segurancga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir filmes de quitosana, de aplicacao sublingual, para uso em sistema

de liberacao controlada de fumarato de formoterol.

2.2 Especificos

o Estabelecer as variaveis de processamento para obtencdo de filmes de
quitosana para o uso em sistema de liberagdo controlada de farmaco;

e Identificar as varidveis via reticulagdo quimica para controlar a taxa de
liberacédo do farmaco;

e Avaliar fisico-quimicamente a incorporagcdo do fumarato de formoterol nos

filmes de quitosana;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Sistema Respiratorio

A respiracao € um processo pelo qual um organismo vivo troca oxigénio e
diéxido de carbono com o ambiente no qual encontra-se inserido. Esse processo

pode ser visto na Figura 01.

Figura 01 — Esquema do processo de respiragao.
Ar Ar
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o

Fonte — Adaptado de Montenegro, (2001).

O ato respiratério é vital para 0 homem, gragas a ele o oxigénio alcanca os
tecidos organicos e o didéxido de carbono se elimina do organismo
(BETHLEN,1984).

O sistema respiratério é um sistema condutor, formado pelas vias aéreas
superiores e inferiores. As superiores representadas por naso faringe e laringe, as
inferiores representadas pela traquéia, bronquios, bronquiolos e alvéolos. E nos
alvéolos onde ocorre as trocas gasosas (SILVA, 2006).

A principal fungédo da respiragdo € a manutencao da homeostase, ou seja,
promover a troca gasosa de maneira que oxigénio do sangue arterial, diéxido de
carbono e niveis de PH permanecam dentro dos limites normais em diferentes

condicoes fisioldégicas (GUYTON et. al, 2010). A atividade motora respiratéria
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emana de grupos de neurdnios localizados no bulbo. As descargas respiratérias
eferentes ativam os musculos respiratérios que expandem a caixa toracica, inflam
os pulmdes e levam a ventilagdo (MARTINEZ et. al , 2000).

A mecanica da respiracao esta diretamente relacionada com as forgas da
musculatura respiratéria necessérias para vencer a resisténcia das vias aéreas,
bem como a retencéo elastica pulmonar e da caixa toracica. Assim 0 mecanismo
da ventilagao esta associado com a complacéncia pulmonar e torécica, ou seja,
com a capacidade de expansdo pulmonar. Esta capacidade de expansao,
portanto, deve-se ao movimento do diafragma para aumentar ou diminuir a
capacidade toracica e da elevagcdo e depressado das costelas para aumentar ou
diminuir o didametro antero-posterior da caixa toracica (WEST, 1996).

Os musculos respiratérios formam um sistema organico que atua
funcionalmente como uma bomba, promovendo o deslocamento do ar para dentro
e para fora das unidades de trocas gasosas dos pulmdes, de forma coordenada e
ritmica (WOLFSON et. al, 2003). Sendo assim, podemos dividir a respiragdo em
04 fungbes principais: 1 — ventilagdo pulmonar que significa o influxo e efluxo de
ar entre a atmosfera e os alvéolos pulmonares, 2 — difusdo do oxigénio e do
diéxido de carbono entre os alvéolos e o sangue, 3 — transporte de oxigénio e
diéxido de carbono no sangue e liquidos corporais e suas trocas com as células
do todos os tecidos do corpo, 4 — regulacao da ventilagdo pulmonar (GUYTON et.
al, 2010). .

A dificuldade na manutencdo desta dindmica respiratéria ocasiona a
dispnéia (GUYTON et. al, 2010).

3.2 Dispnéia

A atividade motora respiratéria emana de um grupo de neurdnios,
localizados no bulbo. As descargas respiratorias eferentes ativam os musculos
respiratérios, que expandem a caixa toracica, inflam os pulmdes e levam a
ventilacdo. Quimiorreceptores localizados nos vasos e cérebro, bem como
mecanorreceptores, localizados nas vias aéreas, pulmdes, caixa toracica e
musculos respiratorios estdo envolvidos na regulacdo automatica da respiracao e

parece desempenhar um papel em promover as sensagdes de dispnéia. A
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sensacao de dispnéia parece surgir pela ativacdo de sistemas sensoriais,
envolvidos com a respiragdo. (MANNING, SCHWARTZSTEIN,1995)

A palavra dispneia origina-se das raizes gregas “dys” e “pneia”, podendo
ser traduzida como respiragao dificil (CURLEY et. al, 1997). De acordo com um
painel de especialistas reunidos pela American Thoracic Society, para discutir o
tema, dispneia passou a ser definida como um termo usado para caracterizar a
experiéncia subjetiva de desconforto respiratério que consiste de sensacoes
qualitativamente distintas, varidveis em sua intensidade. A experiéncia deriva de
interacdes entre multiplos fatores fisiolégicos, psicoldgicos, sociais e ambientais,
podendo induzir respostas comportamentais e fisioldgicas secundarias
(AMERICAN THORACIC SOCIETY ,1999).

A dispnéia € uma queixa comum em consultérios médicos, tendo sido
relatada a sua ocorréncia em até 20% da populagao geral. Além de sua presenca
associar-se a um aumento acentuado da mortalidade, esse sintoma esta
relacionado com grande morbidade e grave limitacdo para o desenvolvimento de
atividades fisicas e sociais (CURLEY et. al, 1997). Hoje, esta dificuldade
respiratéria, constitui-se o principal fator limitante da qualidade de vida,
principalmente nos pacientes portadores de doencas respiratorias crénicas, como
a Asma Brénquica (IV DIRETRIZES BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA,
2006).

3.3 Asma Bronquica

A asma é uma doenca inflamatéria crénica caracterizada por
hiperresponsividade das vias aéreas inferiores e por limitacdo variavel ao fluxo
aéreo, manifestando-se clinicamente por episddios recorrentes de dispneia,
sibilancia, aperto no peito e tosse, particularmente a noite e pela manha ao
despertar. Resulta de uma interacao genética, exposicdo ambiental a alérgenos e
irritantes e outros fatores especificos que levam ao desenvolvimento e
manutencao dos sintomas (BUSSE et. al, 2001).

Atualmente ocorrem cerca de 350 mil internagdes por Asma no Brasil,
constituindo-se ela na quarta causa de hospitalizagdo pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) e sendo a terceira causa entre criangas e adultos jovens
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Um estudo multicéntrico (Internacional Study for
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Asthma and allergies in childhood — ISSAC) apontou ser a prevaléncia média
mundial de asma de 11,6% em escolares oscilando entre 2,4% e 37,6%
(ISSAC,1998). A mortalidade ainda é baixa, mas apresenta magnitude crescente
em diversos paises e regides. Nos paises em desenvolvimento a mortalidade vem
aumentando nos ultimos dez anos, correspondendo a 5% a 10% das mortes por
causa respiratéria, com elevadas proporcoes de Obitos domiciliares. No Brasil a
taxa de mortalidade por asma no ano 2000 foi de 2,29/100000 habitantes. Nesse
ano, os custos do SUS com internagdes por Asma, foram de 96 milhdes de reais,
0 que correspondem a 1,4% do gasto total anual com todas as doencgas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A principal caracteristica fisiopatogénica da Asma € a inflamagéo
brénquica. Ela esta presente em todos os pacientes asmaticos. Existem varios
agentes inflamatérios envolvidos: citocinas, histamina, leucotrienos, triptase,
prostraglandinas, fator de necrose tumoral, interleucinas e outros; que causam
lesbes e alteragbes na integridade epitelial,alteram o ténus da via aérea,
promovem hipersecre¢do de muco e aumentam a reatividade do musculo liso da
via aérea (BOUSQUET et. al, 1990).

A resposta inflamatéria alérgica é iniciada pela interacdo de alérgenos
ambientais com algumas células que tém como fung¢ado apresenta-los ao sistema
imunolégico, mais especificamente os linfécitos Th2. Estes por sua vez, produzem
citocinas responsaveis pelo inicio e manutengdo do processo inflamatério da
asma (KUMAR, 2001).

Figura 2- Processo inflamatério na asma.

N or m a |

Fonte - Netter, (2007).
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A manutencdo desse processo inflamatério de forma continua, o que
ocorre quando o paciente nao é tratado adequadamente ou quando apresentam
crises de exacerbagbes frequentes da doencga, acarreta hipertrofia e hiperplasia
do musculo liso, elevacdo do numero de células caliciformes, aumento das
glandulas submucosas e alteragdes no depésito e degradacdo dos componentes
da matriz extracelular que sao constituintes do remodelamento brénquico, Figura
3, interferindo na arquitetura da via aérea, levando a irreversibilidade da obstru¢ao
e o agravamento da doenga (IV DIRETRIZES BRASILEIRAS PARA O MANEJO
DA ASMA, 2006).

Figura 3 - Remodelamento brénquico.
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Fonte: MAUAD et. al, 2012

O diagnéstico da asma deve ser baseado na histéria clinica, no exame
clinico do paciente, e sempre que possivel nas provas de fungdo pulmonar e
avaliagdo da alergia. Sdo indicativos da doenga um ou mais dos sintomas de
dispnéia, tosse cronica, sibilancia, aperto no peito ou desconforto toracico,

by

particularmente a noite ou nas primeiras horas da manha, com melhora
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espontanea ou pelo uso de medicacbes especificas tais como o0s
broncodilatadores e antiinflamatérios corticosteréides. Ainda avaliamos a
sazonalidade dos sintomas e periodicidade bem como a histéria familiar positiva
para asma ou atopia (LEMANSKE, 2001).

O diagnéstico funcional da doenca é fundamentado pela presenca de
sintomas caracteristicos, sendo confirmado pela demonstracdo de limitagdo
variavel ao fluxo aéreo. As medidas da fungé&o pulmonar fornecem uma avaliagcédo
da gravidade da limitacao ao fluxo aéreo, sua reversibilidade e variabilidade, além
de confirmar o diagnostico da doenca. Sao indicativos de asma : obstrucao das
vias aéreas caracterizada por reducdao do volume expiratorio forcado no primeiro
segundo (VEF1),para abaixo de 80% do previsto e da sua relagdo com a
capacidade vital forcada (CVF) para abaixo de 75% em adultos e 86% em
criancgas; obstrucao ao fluxo aéreo que desaparece ou melhora significativamente
apos uso do broncodilatador (GINA, 2006).

O diagnéstico de alergia se da através de histérico familiar, bem como a
confirmagéo da sensibilizagdo alérgica através de provas in vivo (testes cutaneos)
ou in vitro (determinagdo da concentracdo sanguinea de IGE especifica)
(OPPENHEIMER, 2006).

O objetivo principal do manejo da asma € a obtencao do controle da
doenca. A classificacdo da gravidade tem como principal fungcédo a determinacao
da dose de medicamentos suficiente para que o paciente atinja o controle da
doenca no menor prazo possivel. O tratamento deve ser iniciado de acordo com
os critérios de gravidade (GINA, 2006).

Pelos critérios de gravidade, a asma pode ser classificada em: Asma
intermitente, leve, moderada e grave. O uso dos broncodilatadores em associacao
aos corticdides inalatérios para o controle dos sintomas € a base do tratamento.
(GINA, 2006). As crises da doenca sao consideradas emergéncias médicas e o
tratamento deve ser instituido imediatamente. A causa de morte por asma é a
asfixia na quase totalidade dos casos. O tratamento excessivo é causa rara, por
isso é importante identificar os seguintes aspectos que indicam maior risco para
0s pacientes: crise grave prévia com necessidade de ventilacdo mecanica ou
internacdo em unidade de terapia intensiva, trés ou mais visitas a emergéncia ou
duas ou mais hospitalizacbes por asma em um ano, uso frequente de corticoide

oral, falta de aderéncia ao tratamento, ndo acompanhamento adequado da
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doenca .O socorro adequado e em tempo habil , e o conhecimento dos fatores
de risco de gravidade evitam as complicagdes da doenca (TURNER, 1998).

A partir de 2005, passou-se a utilizar o formoterol, um broncodilatador de
longa duragdo como droga de resgate. Trata-se de uma droga potente, com
rapido inicio de acao, efetiva no alivio dos sintomas e no relaxamento do musculo
brénquico e que representa agdo anti-inflamatéria, com importante efeito inibidor
sobre os mastdcitos e neutrdéfilos (FILHO, 2012).

A adesédo ao tratamento é essencial para um resultado melhor no controle
da doenca. Cerca de metade dos pacientes ndo aderem ao tratamento, que deve
ser a longo prazo e no minimo por trés meses de utilizagdo continua da
medicagcédo. Esses fatores estdo relacionados especialmente a ma identificacao
dos sintomas e dos agentes desencadeantes, indicacdo incorreta dos
broncodilatadores, falta de treinamento das técnicas inalatérias e de prescricao da
medicacdo, interrupcdo da medicacdo sem orientacdo médica, uso incorreto da
medicagdo inalatéria, complexidade da terapéutica, suspensdo por efeitos
colaterais (DRAZEN et. al, 2000).

O tratamento atual é dirigido para controlar os sintomas e prevenir
exacerbacoes. Alguns pacientes com asma grave podem desenvolver obstrugao
irreversivel ap6s muitos anos de atividade da doenca (IV DIRETRIZES
BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006).

Por ser uma doenca crénica, a asma pode causar consideraveis restricoes
fisicas, emocionais e sociais. Essas limitacdes podem modificar profundamente a
vida dos pacientes, interferindo drasticamente em suas realizacbes profissionais.
As interferéncias sdo proporcionalmente maiores a medida que os sintomas nao
sdo adequadamente controlados. Além disso as préprias caracteristicas da
doenca, com a ocorréncia de exacerbagdes subitas e inesperadas, mantém os
doentes em constante estresse e inseguranca , interferindo em sua qualidade de
vida (Il CONSENSO BRASILEIRO DE ASMA, 1999).

A histéria da asma é pontuada de periodos variaveis de melhora e piora
dos sintomas, atribui-se a esse fato a falta de adesdo ao tratamento, que é
comum nas doencas crbnicas .Esquemas de tratamentos  complexos,
medicac¢des de alto custo , com técnica de utilizacdo dificil e receio dos efeitos
colaterais. Todos esses fatores contribuem para a crescente taxa de mortalidade
apresentada pela doencga (Il CONSENSO BRASILEIRO DE ASMA, 1999).
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A educacao associada ao tratamento farmacolégico constitui um dos
pilares fundamentais do tratamento da asma. Ajuda o paciente e os familiares na
aquisicao de motivagdes, habilidades e confianga no tratamento, 0 que permite
um impacto positivo na mudanga ativa de comportamento frente a doencga, e
ajuda a estabelecer vida normal a essas pessoas (FERNANDES, 2000).

Muitos esforcos veem sendo direcionados na producdo de biomateriais
capazes de tratar pacientes asmaticos, proporcionando melhor qualidade de vida
aos acometidos por esta enfermidade (OLIVEIRA et al,2006).

3.4 Biomateriais

Biomaterial € um termo usado para indicar os materiais que constituem as
pecas de implantes médicos, dispositivos extracorporais, e descartaveis que tém
sido utilizados em medicina, cirurgia, odontologia e medicina veterinaria, bem
como em todos os aspectos de saude do paciente. O National Institutes of Health
Consensus Development Conference define como um biomaterial "qualquer
substancia (que ndo seja uma droga) ou a combinacédo de substancias, sintéticas
ou de origem natural, que podem ser utilizados para qualquer periodo de tempo,
como um todo ou como parte de um sistema que trata, aumenta, ou substitui
qualquer tecido, 6rgao ou funcéo do corpo". O denominador comum de todas as
definicbes que tém sido propostas para os biomateriais é o reconhecimento
indiscutivel que os biomateriais sao distintos das outras classes de materiais por
causa dos critérios de biocompatibilidade especiais que devem apresentar
(BORETOS, EDEN, 1984).

A biocompatibilidade refere-se a habilidade de um material em proporcionar
uma resposta apropriada do hospedeiro, em uma aplicacao especifica. Entretanto
a biocompatibilidade ndo é uma propriedade do material por si s6. O material
necessita induzir uma resposta apropriada, e o0 quanto essa resposta sera
adequada, ird depender do sitio de implantacao no corpo. Além disso, um material
que demonstre excelente biocompatibilidade, por exemplo quando em contato
com 0 0SSO , hecessariamente ndo mostraria biocompatibilidade quando aplicado
em contato com o sangue. Deste modo, a localizacdo dentro do corpo é uma

etapa importante para determinar o quanto o material € biocompativel , assim
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como a composigdo quimica do material (NICHOLSON,2002; FOOK ,2005;
WILLIAMS,20082; WILLIAMS,2008b)

Ha enorme diversidade de biomateriais que se diferem pelo modo de
aplicagdo, tempo de permanéncia em contato com os tecidos e o material
utilizado para sua fabricacdo. A variedade de aplicacdes destes materiais
compreende desde implantes dentarios ou de articulagdes, como o joelho, placas
e parafusos ortopédicos, até valvulas cardiacas, lentes de contato, DIU’s, fios de
sutura, enchimentos para cirurgia plastica e inumeros outros (DANTAS et al,
2011).

O desenvolvimento dos biomateriais usados em dispositivos médicos tem
ocorrido como resposta ao crescimento do numero de pessoas afetadas por
situagdes de origem traumatica e nao traumatica que requerem uma intervencao
por parte da medicina para proporcionar o tratamento e respectiva recuperagao
do individuo. A medida que a populagdo envelhece, existe uma necessidade
acrescida de dispositivos médicos para substituir ou reparar tecidos ou 6rgaos
lesados (SILVER, 1994).

Os biomateriais podem ser divididos em 3 classes principais de materiais:
poliméricos, ceramicos, e metalicos. Por vezes diferentes classes de materiais
podem ser combinadas dando origem aos compdsitos, podendo-se nomear como
a quarta classe dos biomateriais. Os polimeros representam a maior classe dentre
os biomateriais (RATNER et al., 2013).

Os biomateriais poliméricos, ou biopolimeros, constituem uma importante
fonte de materiais com grande versatilidade quimica e elevado potencial em
diversas aplicagdes biomédicas. As suas propriedades podem ser facilmente
alteradas por diferentes métodos fisicos e quimicos. Isto permite a selecao de
propriedades importantes, tais como capacidade de absorcao de agua, cinética de
degradacao, ou propriedades mecénicas com especificacdes apropriadas e
determinadas aplicagdes (KAPLAN, 1998).

Os biopolimeros estdo entre os excipientes mais utilizados na industria
farmacéutica dada a sua versatilidade quanto a aplicagbes e funcionalidades
(OLIVEIRA et. al, 2006).

Varios biopolimeros vém sendo estudados e utilizados nos sistemas de

liberagé@o controlada de farmacos, com o intuito de libera-los efetivamente no alvo
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pretendido e, dessa maneira, aumentar os beneficios terapéuticos do tratamento
(OLIVEIRA et. al, 2006).

Polissacarideos e seus derivados representam um grupo de polimeros
naturais largamente utilizados em formas farmacéuticas, sendo os preferidos ,em
detrimento de polimeros sintéticos, devido a baixa toxidade ,baixo custo e
disponibilidade (LAMIM,2006)

Dentre os polimeros de origem natural mais aplicados como excipientes no

controle de liberagéo de farmacos, pode-se citar a quitosana (LAMIM,2006)

3.5 Quitosana

A quitosana, que é um polimero natural, vem se destacando como polimero
biodegradavel e bioabsorvivel, pois seus produtos de degradacdo sao atdxicos,
nao imunogénicos e nao carcinogénicos (MUZZARELLI et al., 1997). A quitina é
um polissacarideo encontrado na natureza em grande escala, pois € a segunda
substancia organica mais abundante na biosfera, sendo superada apenas pela
celulose, mas supera esta ultima em termos de taxa de reposicao, que chega a
ser duas vezes maior que a da celulose. Quitina e celulose possuem
caracteristicas estruturais semelhantes e atuam como invélucros protetores e
materiais de suporte e defesa nos organismos em que ocorrem (ABRAN;
HIGUERA, 2004).

Tipicamente a quitosana é obtida pela desacetilacdo das unidades de
acetilglucosamina da quitina , em geral ,por hidrélise sob condicées alcalinas e
em alta temperatura. A desacetilacdo da quitina raramente é completa. Quando o
grau de acetilagdo cai abaixo do valor de 60% mol, a quitina natural torna-se
quitosana.(ARANAZ et al,2010)

As estruturas moleculares da quitina e da quitosana estdo apresentadas
na Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura quimica da quitina e da quitosana.

7

Qumna

Desacetilagdo
w %Nx W‘
“Quitosana

Fonte — Adaptado de Biagini et al., (1992).

A quitosana tem despertado o interesse de pesquisadores de varias areas,
principalmente a médica e a farmacéutica, que tem observado na quitosana um
biomaterial com grande potencial. E uma substancia que tem a capacidade de
formar interagdes quimicas com materiais hidrofébico e aniénico (BIAGINI et al.,
1992), sendo produzida industrialmente pela primeira vez em 1971, no Japao. Em
1986, 0 Japao ja possuia quinze industrias envolvidas na producao de quitina e
quitosana em escala comercial (HIRANO, 1989). Como biomaterial, é aplicada em
lentes de contato, membranas artificiais, tratamento de lesbes de pele,
cicatrizante, agente hemostatico, bactericida e fungicida (DALLAN, 2005).

O grande interesse dos cientistas pela quitosana como material polimérico
com aplicacdo nas areas biomédicas se da pelo fato destes polissacarideos
possuirem caracteristicas tecnolégicas e econbmicas relevantes ,além de
apresentarem propriedades bioldgicas adequadas (CHAVES et al; DALLAN,
2005;FRAGA et al,2006;SANTOS et al,2006;PEDRO et al,2009;RIVERO et al
2009)

Essa versatilidade da quitosana permite sua conformagdo em formas téo
variadas quanto sua aplicabilidade como fibras, glébulos, membranas, etc. Por ela
nao ser hidrolisada pelas enzimas digestivas no homem e a sua estrutura quimica
ser similar a da celulose, ela pode ser usada como um novo tipo de fibra dietética.
Entretanto, por conter um par de elétrons livres no nitrogénio tem capacidade de
formar complexos com polimeros e metais (JING et al., 1997).
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E um polimero catiénico, em condicdes de Ph neutro e alcalino ,apresenta
grupamentos amino livres sendo, desta forma insoluvel em &gua ,em solventes
organicos e em bases, mas € solivel na maioria das solu¢cdes de &cidos
organicos com Ph inferior a 6, pois em Ph acido os grupamentos amino podem
ser protonados ,tornando o polissacarideo soluvel (DALLAN,2005).0 &cido
acetico e o férmico sdo os mais usados para a solubilizacdo da quitosana. Alguns
acidos inorganicos diluidos, tais como: &cido nitrico, cloridrico, perclérico e
fosférico, também podem ser usados para preparar uma dispersdao da quitosana,
mas somente apds prolongada agitacado e aquecimento (DAMIAN et al ,2005)

A quitosana é um polissacarideo e como se sabe, estimula o sistema
imune in vitro e in vivo a favorecer o processo cicatricial e possui efeito analgésico
(SENEL; McCLURE, 2004). Isso ocorre devido a ativacao dos macrofagos pelos
oligbmeros de baixa massa molecular, que leva o0 mesmo a liberar interleucina-1 e
estimular a proliferacao de fibroblastos que influenciara na estrutura do colageno
(SANDFORD, 1989).

A quitosana é umectante e adere melhor a ferida que o acido hialurénico e
sua propriedade cicatrizante favorece a reconstituicao fisiologica da pele (BIAGINI
et al., 1992). O papel da quitosana na aceleragdo da cicatrizacdo de lesbes €
devido a propriedade imunomoduladora tanto em ativar quase que
exclusivamente o macréfago, como também na biodegradabilidade desse
polimero no organismo (OLSEN et al., 1989). Oferece notaveis propriedades
biolégicas, que abriu 0 caminho para a sua aplicagao na industria farmacéutica e
biomédica campos (ILLUM, 1998; KUMAR et. al, 2004), em sistemas de liberacao
(PARK et. al, 2010; PANOS et. al, 2008; VARSHOSAZ, 2007), ou como um
scaffold para engenharia de tecidos (MADIHALLY, 1999).

3.5.1 Reticulagao da quitosana

Uma das mais conhecidas modificagcdes realizadas em polimeros é a
reacdo de reticulagdo. E um processo pelo qual cada ligagao quimica ocorre entre
cadeias de moléculas de polimeros,podendo ser através de ligacoes primarias
entre as cadeias ou por ligacdes i6nicas (OREFICE et al,2006)

Muitas vezes, com fim de aumentar a estabilidade quimica, térmica e a

resisténcia mecanica da quitosana agentes reticulantes, que sdao moléculas com
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pelos menos dois grupos funcionais reativos capazes de formar pontes entre as
cadeias do polimero, sdo utilizados, tais como glutaraldeido, etilenoglicoldiglicidil
éter, acido sulfurico epicloridrina e tripolifosfato.

O tripolifosfato de sédio (TPP) é um anion multivalente e atéxico que vem
sendo estudado como agente reticulante alternativo ao glutaraldeido (considerado
antigénico). O TPP reticula a quitosana, formando um gel, pela interagéo iénica
entre suas cargas negativas e as cargas positivas dos grupamentos amino da
quitosana (CALVO et. al, 1997). Essa interacao esta ilustrada na Figura 5.

Figura 05 - Interagao ibnica entre a quitosana e o TPP.
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Fonte — Adaptado de Azevedo et al., (2011).

Efetivamente, a quitosana tem boas propriedades mucoadesivas, devido
a sua carga positiva (LEHR et. al, 1992), o0 que aumenta a aderéncia a mucosa e
portanto o tempo de contato, no caso de um sistema de liberacdo controlada a
base de quitosana, viabilizando a penetracao de droga por aplicagdo sublingual
(MINGAWA, et. al, 2007; YANG et. al, 2008).

3.6 Liberacao controlada de farmaco

A libertacao controlada de farmacos tem como objetivo principal o controle
temporal e espacial, in vivo, da concentracdo de farmacos para que o beneficio
clinico da administragdo destes seja maximizado e os efeitos adversos
minimizados. Neste contexto, o termo “farmaco” engloba todos compostos

bioativos administrados com intuito terapéutico, desde moléculas de baixo peso
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molecular a proteinas e a material genético (KOETZ et. al, 2007). Isto implica na
associagao, quimica ou fisica, dos farmacos com materiais biocompativeis em
sistemas que, quando administrados in vivo, tenham a capacidade de (i) controlar,
de forma pré-determinada, a taxa de liberacao/entrega do farmaco a partir desse
mesmo sistema, e/ou (ii) conduzir o farmaco até ao sitio especifico em que este
deve atuar. Estes sistemas sao designados, assim, por sistemas de liberacao
controlada (SLC) de farmacos (COIMBRA, 2010).

As formas farmacéuticas de liberacdo controlada, cuja liberagdo do
farmaco € prolongada, requerem administracdo menos frequente do medicamento
em relacdo as formas convencionais, nas quais a concentracdo do farmaco
apresenta um aumento na corrente sanguinea, atinge um pico maximo e entao
declina. (THACHARODI ,D &K.P.RAO,1996).

Desde que cada farmaco possua uma faixa de agao terapéutica acima da
qual ele é toxico e abaixo da qual ele é ineficaz, os niveis plasmaticos sao
dependentes das dosagens administradas, isso se torna mais critico se a dose
efetiva estiver proxima a dose téxica (DURAN N & M.M AZEVEDO ,2002). Neste
fato reside uma das grandes vantagens dos sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, sobre os métodos convencionais, com a manutencado da concentragao
terapéutica e efetiva de farmacos no sistema circulatério por um extenso periodo
de tempo.(TANAKA,N, K. OKIMOTO,et al, 2005)

Figura 6- Comparagao das variagdes de concentracao de farmacos administrados por (a) métodos
convencionais de multidosagem e (b) sistemas de liberagdo controlada. A = dose do farmaco.
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Fonte - Adaptado de VULCANI (2004).
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Essas formas farmacéuticas de liberacdo controlada apesar de possuir
inUmeras vantagens possuem algumas limitacbes como: restricdes para farmacos
com baixo tempo de meia-vida, com dificuldade de absor¢do no trato gastro-
intestinal e muito potentes ; impossibilidade de interrupcao do efeito terapéutico
imediato em caso de intoxicacao ou intolerancia; risco de acumulagao do farmaco
com velocidade de eliminacao lenta e dificuldade de adaptacdo da posologia as
diferentes farmacocinéticas interindividuais.(DAS, 2003).

Em termos gerais, os farmacos que mais se adaptam a estes sistemas
possuem as seguintes caracteristicas: velocidades médias de absorcdo e
excrecao; absorcdo uniforma no trato gastro-intestinal; absorcdo em doses
relativamente pequenas; margem de seguranca relativamente larga; utilizacdo no
tratamento de doencgas crénicas em vez de agudas (VENDRUSCOLO, 2005).

3.6.1 Sistemas de Liberacao Controlada de Farmacos

Os materiais poliméricos, pela sua variedade, versatilidade e propriedades,
sao a classe de materiais mais investigada no desenvolvimento do SLC (sistema
de liberacao controlada). De fato, o desenvolvimento atual de novos SLC, mais
sofisticados e eficientes anda a par com o desenvolvimento de novos polimeros,
desenhados para ter propriedades cada vez mais especificas (KIM,S et al 2009 ).

Os SLC preparados a partir de materiais poliméricos podem ser
classificados em trés grandes categorias, de acordo com o0 mecanismo que
governa a libertacdo do farmaco: (i) Sistemas de libertacdo controlados por
difusdo; (ii) Sistemas de liberacdo ativados pelo solvente; (iii) Sistemas de
libertacdo controlados por acdo quimica (LI et. al, 2007).

Os sistemas de libertacao controlados por difusao encontram-se divididos
em dois tipos: sistemas de reservatério e sistemas matriciais.

Um SLC reservat6rio consiste num dispositivo constituido por um nucleo de
farmaco, no estado liquido ou sélido, rodeado por uma membrana polimérica nao
biodegradavel, através do qual o farmaco se difunde lentamente. As propriedades
do farmaco e da membrana polimérica determinam a taxa de difusdo e,

consequentemente , a taxa de libertagdo do farmaco (JAIN, 2004).
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Num sistema matricial o farmaco encontra-se uniformemente disperso ou
dissolvido numa matriz polimérica, sendo a taxa de liberacao controlada pela taxa
de difusao do farmaco através dessa mesma matriz (COIMBRA, 2010).

Na liberacdo do farmaco estdo envolvidos processos fisicos e quimicos,
Incluindo penetracdo de agua na matriz, difusdo do farmaco pelos poros da
matriz, por degradacdo do polimero ou por uma combinacdo dos dois
mecanismos. Estes materiais tém a desvantagem de o farmaco poder ser liberado
repentinamente através de um colapso da matriz, podendo levar a
consequéncias potencialmente sérias para o paciente.(REGO,2003).

As principais vantagens dos Sistemas de liberagado controlada de farmacos
sdo: manter niveis terapéuticos dos farmacos com baixa oscilagao, impedir niveis
toxicos e efeitos colaterais locais e sistémicos, evitar subniveis terapéuticos,
aumentar concentracées plasmaticas de principios  ativos de meia-vida
plasmatica relativamente curta, maior segurancga na utilizagao de alguns farmacos
de elevada poténcia, maior comodidade pela diminuicdo do numero de
administracdo diaria do farmaco, facilita a adesao ao tratamento, administracao
noturna pode ser evitada ,e efeitos indesejados reduzidos .(VENDRUSCOLO,C.W
& CHAVANPATIL,2005,2006)

3.6.2 Via sublingual de administragédo de farmacos

A via sublingual é uma via de administracdo de medicamentos que consiste
na absorcdo do farmaco por baixo da lingua, evitando o efeito de primeira
passagem hepdtica, pois a drenagem venosa € diretamente para a veia cava
superior. As mucosas situadas na regidao sublingual sdo altamente vascularizadas
por capilares sanguineos, motivo pelo qual sua absorcao é altamente eficaz, em
comparagdo com a via oral. Sua absor¢cdo se da de forma rapida, devido ao
contato quase direto com os capilares sanguineos, situados nessa regido. Mas
sua utilizacdo depende da ionizagéo e lipossolubilidade do farmaco (GOODMAN,
GILMAN, 2005).

Medicamentos administrados por meio da mucosa da boca exibir
rapidamente seus efeitos, porque entram diretamente na corrente sanguinea, ao
mesmo tempo que ndo sofrem os efeitos lesivos dos sucos gastricos e do

metabolismo hepatico. A mucosa oral tem um epitélio fino e vasos sanguineos
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abundantes, os quais promovem a rapida absorcdo do medicamento, podendo
aparecer no sangue do paciente dentro de 1 minuto, e alcancam os niveis
sanguineos maximos entre 10 — 15 minutos, muito mais rapido que os
medicamentos ministrados pela via oral tradicional. E possivel usar a mucosa oral
para absorver medicamentos administrados pela via bucal (medicamento entre a
bochecha e os dentes), sublingual (medicamento sob a lingua, via muito utilizada
para medicamentos antianginosos como o dinitrato de isosorbida) ou translingual
(medicamento na superficie superior da lingua). Essas vias também podem ser
utilizadas caso o paciente esteja incapacitado para ingerir, engolir ou esteja
intubado. Além disso, os medicamentos ndo sofrem o efeito da primeira
passagem pelo figado e ndo geram irritacdo no TGI. Por outro lado, apenas os
medicamentos que sao altamente lipossoluveis podem ser administrados por essa
via, e as vezes podem irritar a mucosa oral. Os medicamentos de sabor
desagradavel também sao, obviamente, inadequados para a administracao por
essa via (DOUGLAS, 2005).

Dentre as principais vantagens da via sublingual temos: a facil deposi¢éo
do medicamento sublingual, ndo necessitando de técnica apurada, a velocidade
de absorcdo e a biodisponibilidade s&o superiores a via oral e evita-se a
inativagao gastrointestinal e hepatica. Como desvantagens, temos a necessidade
de se utilizar pequenas quantidades de farmaco, pois a superficie bucal é limitada
e a dependéncia do pH bucal (habitualmente entre 6,7 e 7) que pode alterar a
absorcao do farmaco (FLOREZ, 1992).

Matrizes de quitosana podem possibilitar a liberagdo controlada sublingual
de Fumarato de Formoteroldihidratado.

3.7 Fumarato de Formoteroldihidratado (formoterol)

A funcéo dos beta receptores no pulmao é regulada por varios mecanismos
que afetam o controle do ténus da musculatura peribrGnquica e outras
importantes respostas da asma. Os beta agonistas sdo substancias
broncodilatadoras que ativam diretamente as beta receptores das células da
musculatura lisa das vias aéreas. A ligacdo dos beta agonistas aos beta
receptores causa a ativacdo da proteina estimuladora G, designada Gs, que
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estimula a adenilciclase e , causando aumento na sintese de AMPciclico,
levando ao relaxamento da musculatura brénquica (STADEL, 1991).

Os broncodilatadores sdo as substancias mais importantes no tratamento
da asma aguda. Embora a broncodilatagao seja sua principal agdo, ha evidéncias
que apresentem acao antinflamatéria decorrente da supressao da ativacao dos
leucotrienos e histamina pelos mastécitos (HUGLES, 1983). Segundo Seale,
ativam também a fungdo mucociliar, estimulam a secreg¢do de surfactante pelas
células alveolares tipo Il, diminuem a permeabilidade capilar e podem inibir a
fosfolipase A2. Inibem no musculo liso das vias aéreas a liberagdo de acetilcolina
pré-juncional de neurdnios parassimpaticos. Promovem também a estimulacao da
secregaode ions cloro através da membrana apical das células epiteliais das vias
aéreas e a secregdo de células serosas e de células mucosas nas glandulas
mucosas. A estimulacédo das células serosas produz proteinas com propriedades
antibacterianas,como lissossomas e lactoferrina .Inibem a liberacéo de peptideos
inflamatoérios e broncoconstrictores como a substancia P dos nervos sensoriais.
Reduzem o efeito colinérgico de broncoconstricgao.

O formoterol, Figura 7, € um agente beta 2 agonistas de longa duragéo,
seletivo, com inicio rapido de acdo e duragdo de até 12 horas . A semelhanca
de outro beta agonistas, tem minimos efeitos estimulantes sobre os receptores
alfa2 adrenérgicos. O formoterol € um importante relaxante da musculatura lisa
das vias aéreas e tem elevadas afinidades e seletividade aos receptores beta
adrenérgicos. Apesar dos estudos in vitro, 0s mecanismos pelo qual ocorre a
duragdo prolongada desses farmacos ainda permanecem nao totalmente

elucidadas. A hipétese de difusdo microcinética tenta explica-la (SOLE, 2010).
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Figura 7 — Estrutura quimica do formoterol.
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Fonte — Helmenstine, (2001).

A duracdo prolongada e a fixacdo dos agentes beta agonistas nas
proximidades do receptor beta adrenérgico sdo dependentes de sua lipofilia. A
microcinética de difusdo no plasmalena, ou seja, interfase agua /membrana
lipidica na vizinhanca do receptor beta adrenérgico, tenta explicar a acao
broncodilatadora de longa duracdo apresentada por esse farmaco. Com um
composto moderadamente lipofilico como o formoterol a alta concentracao tépica
cria uma particdo do equilibrio, ficando parte da droga inalada retida na
membrana lipidica a seguir € liberada de modo lento, justificando a longa duragéo
de acdo e a sua manutencdo (ANDERSON, 1993).

Estudos de farmacocinética apontam o inicio de acado do formoterol, como
similar ao do salbutamol, ou seja, nos primeiros cinco minutos de sua aplicagéo.
Esse fato justificou a avaliacdo do formoterol como medicacdo de resgate na
exacerbagdo aguda da asma, inicialmente em adultos (HANCOX, 2001) e, a
seguir, em criangas (CABRAL, 2001).

Outro ponto a considerar diz respeito a necessidade de esforgo inspiratério
para a inalagao efetiva do formoterol quando administrado sob a forma de pé, o
que pode ser um fator limitante para pacientes com quadros graves de obstrucao.
Assim, mais estudos ainda sdo necesséarios para que se tenha uma melhor
definicdo das vantagens do emprego de agentes beta adrenérgicos de longa
duragéo no tratamento da exacerbacdo aguda da asma (SOLE, 2010).
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As evidéncias sugerem ser o formoterol um farmaco importante no
tratamento de pacientes com asma persistente moderada ou grave. Em criangas
com asma moderada e ndo controlada, apesar do tratamento com corticoide
inalatério, a administragédo do formoterol proporcionou controle da mesma, com
relagdo a fungéo pulmonar e ao controle clinico. (LIPWORTH, 2000).

O formoterol é absorvido apds inalacdo de uma dose Unica de 12 mcg,
passa rapidamente para o plasma, atingindo a concentragdo maxima de 226
pmol/l em 05 minutos apds a inalagdo.(BRIAN, 2000)

Como relatado para outros farmacos inalados € provavel que a maioria do
formoterol administrado pelo inalador seja ingerido e, em seguida, absorvido pelo
trato gastrointestinal. A absor¢cao da dose oral de 80 mcg é de 65% ou mais. A
sua ligagdo com as proteinas plasmaticas foi de 61% a 64% e a ligacdo a
albumina humana sérica foi de 34%. E eliminado principalmente pelo
metabolismo, sendo a glicuronizagao direta a principal via de biotransformacéao .

O formoterol e seus metabdlitos, sdo completamente eliminados pelo
organismo, sendo aproximadamente 2/3 de uma dose oral , excretada na urina e
1/3 nas fezes. Ap6s a inalagéo, cerca de 6% a 9% da dose média, é excretada
inalterada na urina. O clearence renal do formoterol foi de 150 ml/min (BRIAN,
2000).

Goodman, Gilman, (1996) conduziram testes de multagenicidade cobrindo
uma ampla faixa de parametros, onde ndo notaram efeitos genotoxicos em
qualquer dos testes in vitro ou in vivo. Em outro teste eles verificam a néo
existéncia de potencial teratogénico, sendo, o farmaco apds a administracao oral,
excretado no leita das ratas lactantes.

Tem como principais contra-indicagdes a hipersensibilidade ao produto e o
uso em criangas menores de 05 anos . Como reacdes adversas tem-se: reacdes
de hipersensibilidade tais como prurido e urticaria , disturbios psiquiatricos, como
a ansiedade e nervosismo, disturbios cardiacos, como palpitacdes , taquicardia e
edema periférico, irritacdo na garganta , nauseas mialgia. Efeitos estes
observados em uma porcentagem muito pequena de pacientes. Usado na dose
de 12 mcg a cada 12/12 h (GOODMAN, GILMAN,1996).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, localizado na Unidade
Académica de Engenharia de Materiais na Universidade Federal de Campina
Grande.

4.2 Materiais
Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados os seguintes materiais:

e Quitosana Médio Peso Molecular, Sigma Aldrich®:

e Acido Acético Glacial P.A. (CoH40,), Vetec®;

e Hidroxido de Sédio P.A. (NaOH), Vetec®;

e Tripolifosfato de Sédio (TPP) (NasO+oPs), Sigma Aldrich®;

 Fumarato de formoterol capsula contento 12 mcg, Mantecorp®.
4.3 Métodos

A metodologia foi desenvolvida de acordo com o fluxograma da Figura 08.
As etapas do processo serdo exploradas com maior profundidade nos topicos
seguintes.



38

Figura 08 — Fluxograma da metodologia aplicada.
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4.3.1 Preparacao da solu¢gdo e membrana de quitosana

A solugédo de quitosana foi preparada na concentracdo de 1% (m/v) por
dissolucédo do p6 de quitosana em solugao de acido acético 1% (v/v) sob agitacao
mecanica e temperatura ambiente por 20 h.

A membrana de quitosana foi obtida pelo método de evaporacdo do
solvente, onde 50 mL da solugédo de quitosana foram vertidos em placa petri (15
cm de diametro) e, posteriormente submetidos ao processo de secagem sobre
ventilacdo forcada de ar por um periodo de 24 h. As membranas secas foram
neutralizados em solugéao de hidroxido de s6dio 1 M por 1 h, e consecutivamente
estirados e secos em temperatura ambiente.

4.3.2 Preparacao da solucdo e membrana de quitosana/fumarato de formoterol
A solucao de quitosana foi preparada como no tépico 4.3.1, e em seguida a

ela adicionada o conteudo de capsulas de fumarato de formoterol necessarios
para obter uma concentracdo de 6 mg de fumarato de formoterol por cm? de
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membrana, o que corresponde a 4 da dose didria indicada para uma pessoa
adulta. A homogeneizacao da solugao foi realizada em ultrassom durante 30 min
em temperatura ambiente. Os processos de formagdo de membrana foram

idénticos aos descritos no tépico 4.3.1.

3.3.2 Reticulacdo das membranas de quitosana e quitosana/fumarato de
formoterol em TPP

Foram preparadas solucdes de Tripolifosfato de Sédio nas concentragdes
de 1%, 2,5% e 5% (m/v) por dissolucdo deste sal em agua destilada. As
membranas preparadas nos topicos 4.3.1 e 4.3.2 serdo reticuladas por imersao
em solucdo de TPP (nas 3 concentracdes estudadas) por um periodo de 1h,

seguida de lavagem com agua destilada e estiramento para secagem.
3.4 Caracterizacoes

As membranas de quitosana e quitosana/furmarato de formoterol, com e
sem reticulagdo, foram caraterizadas por Difragdo de Raios X (DRX),
Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS), Ensaio de Angulo de
Molhabilidade, Ensaio de Liberacdo Controlada de Farmaco e Ensaio de
Citotoxicidade.

4.4 1 Difracao de Raios X (DRX)

A técnica de difracao de raios X foi realizada para a determinacao das
fases existentes e obtencado de informacdes sobre a cristalinidade do material em
estudo. O equipamento utilizado foi um difratdmetro Shimadzu modelo XRD 6000,
montagem Bragg-Brentano, sistema 6-20 e radiagdo monocromatica de cobre, a

leitura foi efetuada entre 26 =52 e 206 =402 a velocidade de 2%min.
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4.4.2 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise por FTIR foi realizada com intuito de identificar os grupos
funcionais do material desenvolvido, atentando para possiveis modificacoes
provocadas pela adicao do farmaco assim como pelo processo de reticulacdo. As
andlises foram realizadas em equipamento Spectrum 400 da Perkin Elmer a
temperatura ambiente, analisando o comprimento de onda 4000 a 650 cm™.

4.4.3 Microscopia Otica (MO)

A Microscopia Otica foi realizada para verificar a morfologia das
membranas desenvolvidas. Para a analise foi utilizado o Microscépio Optico Hirox
de reflexado e transmissdo com acessoérios 2D e variagao de 50X-4000X, acoplado
a uma estagdo de Andlise de Imagens. Os aumentos estudados para todas as
amostras foram os de 350x e 1050x.

4.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo por MEV é uma técnica utilizada para analise micro
estrutural da morfologia e da topografia sobre superficies dos solidos e foi
utilizada para esta pesquisa o equipamento da marca PHENOM, modelo MEV
PROX, fabricante PHENOM WORD aumento maximo de 40000x, profundidade de
foco 1mm, resolugdo de 30nm, tensdo de 5, 10 e 15 KV, baixo vacuo e presséo
variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico, mesmo em amostras néo

condutoras.
4.4.5 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)
A analise por EDS foi realizada com objetivo de analisar e quantificar os

elementos quimicos que constituem a estrutura do material desenvolvido. A

andlise foi realizada no equipamento HITACHI®, modelo TM 1000.
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4.4.6 Molhabilidade de Angulo de Contato

Para a realizagao deste ensaio foi utilizado um goniémetro desenvolvido
por técnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecénica da UFCG
(Universidade Federal de Campina Grande) que se encontra instalado no
Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais (CERTBIO) da
Unidade Académica de Engenharia de Materiais, da UFCG. Esse ensaio
possibilita identificar o perfil hidrofilico/hidrofébico do material estudado. O ensaio
foi realizado em triplicada para cada variavel estudada.

4.4.7 Ensaio de Liberagdo Controlada de Farmaco

O Ensaio de Liberacdo Controlada foi realizado para determinar a taxa de
liberagao do fumarato de formoterol pela membrana de quitosana. As membranas
de quitosana com farmaco incorporado foram submetidas a banho agitado
contento solugdo tampéao de PBS (pH = 7,43), as membranas permaneceram
estaticas durante todo o processo com auxilio de redes de contencdo. Aliquotas
de 0,5 mL da solucdo do banho foram coletadas em diferentes periodos de
tempo, sempre repondo a mesma quantidade no banho com solugdo de PBS
virgem. As aliquotas coletadas serdo analisadas por HPLC. Para a analise por
Cromatografia de Fase Liquida foi utilizado cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia
Shimadzu (CLUE) equipado com duas bombas modelo LC-20AD, injetor
automatico SIL-20-Ayr, forno para coluna CTO-20A, detector com comprimento
de onda variavel UV/Vis modelo SPD-20A, controlador CBM-20A, integrador
automatico computadorizado com software LC Solution®. A fase estacionaria sera
composta por uma coluna de silica C18 (15cmx4,6mm), mantida a temperatura
ambiente. A fase mdvel foi constituida de uma mistura de acetato de amoénia
(65:35) (v/v) filtrada em membrana de nylon e deaerada em vacuo. O fluxo da
fase mével sera de 1,0 mL/minuto. As analises serdo realizadas por injecao de 25
uL de solugcdo com tempo de corrida de 20 min. Todas as amostras foram filtradas

com filtros de seringa 0,45 um de diametro.
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4.4 .8 Ensaio de Citotoxicidade

Com o objetivo de atender a norma ISO 10993 que recomenda ensaios in
vitro de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficaram em contato
com a pele, escolheu-se o teste de avaliagdo da viabilidade celular dos
macrofagos por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il )-2,5-difenil-tetrazélio].
Tal ensaio foi realizado com fibroblastos L 929 adquiridos no Banco de Célula do
Rio de Janeiro (BCRJ). O ensaio foi realizado no CERTBIO.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Difracao de Raios x (DRX)

A andlise por DRX foi realizada visando identificar o perfil cristalino das
membranas antes e ap0s a incorporagado do farmaco e consecutiva reticulacao.

Para facilitar a identificacdo das variagbes ocorridas, tanto pela
incorporagdo do farmaco como pela reticulacao, foram realizadas analises em
membranas apenas de quitosana e no padrao de farmaco utilizado (conteudo da
capsula de fumarato de formoterol), estes resultados podem ser observados na
Figura 09.

Figura 09 — Difragao de raio X das membranas de quitosana e do conteldo da capsula de
fumarato de formoterol.
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Observa-se na Figura 09 para o difratograma da quitosana um perfil tipico
de um material semicristalino com a presenga de dois picos de base larga
localizados e aproximadamente 26=10° e 2 6=20°, que segundo Urugami, Tokuro
(2006), corresponde a um difratograma tipico de quitosana.

Para o difratograma do fumarato de formoterol identificam-se picos mais

intensos presentes entre aproximadamente 2 6=10° e 26=23° Picos estes
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localizados em aproximadamente 2 6=12,5°, 2 6=17°, 2 6=18°%, 2 6=19°, 2 6=20°,
2 0=21,5°, 2 p=22°.
Na Figura 10 observam-se os difratogramas das membranas de

quitosana/FF, sem e com reticulagao.

Figura 10 — Difratogramas de DRX das membrana de quitosana/FF, sem e com reticulagao.
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Fonte — Préprio autor.

No difratograma da Figura 10 verifica para a membrana de quitosana/FF
sem reticulacdo exclusivamente a presenca de dois picos principais localizados
em aproximadamente 20=10° e 20=20° caracteristicos da quitosana. Observa-se
que estes sobrepdem todos os picos observados no difratograma do FF padréao
que estao localizados entre aproximadamente 26=10° e 26=23°.

Verifica-se para as membranas reticuladas com solu¢ao de 1% e 2,5% de
TPP, aumento da intensidade da cristalinidade. Segundo (PATI, ADHIKARI,
DHARA, 2011) o inverso deveria ocorrer, jA que o processo de reticulacdo por
TPP desestrutura as pontes de hidrogénios formadas subsequentemente a
neutralizacao por hidroxido de sédio, gerando uma rede desordenada decorrente
da reticulacao ibnica entre os grupamentos amina da quitosana. O que leva ao
entendimento que o processo de reticulgéo, ao unir de forma idénica as cadeias de
quitosana formando uma rede, exterioriza o farmaco na membrana, farmaco este
que apresenta cristalinidade muito superior a quitosana, obtendo-se assim um
difratograma com picos de intensidade mais elevados que os apresentados pela
membrana sem reticulagdo. Esse fato é fortalecido pelo difratograma observado
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para a membrana de quitosana/FF reticulada com solugcédo de 5% de TPP (m/v),
onde observa-se sobreposicdo deste ao difratograma de quitosana/FF sem
reticulagdo, indicando uma possivel compensagdo entre a diminuicdo da
intensidade dos picos decorrentes da reticulagdo com alta concentracdo de TPP
(5% m/v) e o aumento da intensidade pela exteriorizacao do farmaco, obtendo um
difratograma semelhante ao da membrana sem reticulagdo, porém com

organizagao estrutural diferente.

5.2 Espectroscopia na Regiao de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Com o objetivo de identificar possiveis altera¢cdes nos grupos funcionais da
quitosana pela incorporagdo do farmaco, assim como pelo processo de
reticulacédo, foram realizadas analises de FTIR.

Para facilitar a identificagdo destas possiveis modificacbes foram
realizados ensaios de FTIR para a membrana apenas de quitosana e para o
fumarato de formoterol padrao (contetdo do comprimido), os resultados podem

ser observados na Figura 11.

Figura 11 — Espectrogramas de FTIR da membrana de quitosana e do fumarato de formoterol
padrao (contetudo do comprimido).
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O espectro de infravermelho da quitosana obtido (Figura 11) estd de
acordo com os resultados apresentados por Ponciano, (2010) onde também foi
observada a presenga das bandas consequentes das vibragbes dos grupos
funcionais correspondentes a O-H da hidroxila e N-H da amina em ~3400-~2995
cm™’, C-H do CH; e CH3 em ~2995-~2873 cm™, do RHN-C=0 da amida em ~1650
cm’™, do N-H da amina em ~1560 cm™', novamente do O-H da hidroxila e do C-H
do anel glicosidico em ~1423 cm™ e ~1319 cm™ respectivamente, do C-H do CHs
em ~1377 cm™ e do C-O-C da ligagdo éter em ~1150 cm™, ~1062 cm™ e ~1020
cm™.

Em conjunto ao espectro da quitosana observa-se o espectro do fumarato
de formoterol também na Figura 09, para este espectro podem ser verificados as
bandas consequentes das vibragdes dos grupos funcionais correspondentes a O-
H da hidroxila em ~3500 cm™ e ~3400-~2995 cm™', sendo a banda mais intensa
em ~3500 cm™' corresponde a hidroxilas ndo ligadas a pontes de hidrogénio,
ainda nessa banda pode-se perceber a presenca de duas bandas em
aproximadamente 3330 cm™ e 3100 cm™ (bandas essas que se sobressaem a
banda de hidroxila) correspondentes as aminas Il presentes no farmaco, C-H do
CH, e CH; em ~2995-~2873 cm™', do RHN-C=0 da amida em ~1650 cm™, C-H
constituinte dos ciclos ndo aromaticos do farmaco em ~1400-~1300 cm-1 e C-H
constituintes do anel benzeno em ~860-~800 cm-1; a banda localizada em ~750
cm™ corresponde a forma como o anel benzeno da estrutura do farmaco é
substituido.

Tendo em vista a identificacdo dos grupos funcionais tanto da quitosana
como do fumarato de formoterol a Figura 12 apresenta os espectros das

membranas de quitosana/FF, sem e com reticulagéo.
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Figura 12 — Espectros de FTIR das membranas de quitosana/FF, sem e com reticulagéo.
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Fonte — Proprio autor.

Verificou-se na Figurai2 que a adi¢do do farmaco a quitosana (membrana
de quitosana/FF sem reticulagdo, preto) proporcionou alteragcbes quanto a
intensidade dos grupos amida e amina da membrana, essa alteragdo pode ser
notada em ~1655 cm™ e ~1560 cm™ respectivamente, onde observou-se a
diminui¢cdo da intensidade da banda de amina e aumento da banda de amida.
Este fato pode estar ligado a possivel interacdo do farmaco com os grupamentos
amina da quitosana, ja que essa diminuicao da intensidade da banda de amina |
pode indicar menor quantidade deste grupamento livre, assim como também pode
ter ocorrido ligagédo direta do farmaco com essa amina | levando a formagéao de
aminas secundarias que tem leitura praticamente encoberta pela banda de
hidroxilas em aproximadamente ~3400-~2995 cm™.

Observa-se para as membranas reticuladas deslocamento brando na
banda em ~3400-~2995 cm-1 correspondente as hidroxilas em pontes de
hidrogénio, este acontecimento pode estar associado ao aumento de
concentragdo de grupos hidroxila, o que desloca essa banda para a direita,
entretanto essas hidroxilas podem ser resultado das pontes de hidrogénio entre o
TPP e a quitosana, o que causa menor organizagao estrutural que as pontes de
hidrogénio entre as cadeias de quitosana.

Verificou-se para a membrana quitosana/FF reticulada com solugdo 5%
TPP (m/v) o deslocamento da banda em ~2962 cm™ relacionado ao grupo metil,
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deslocamento este que ainda continua na faixa de absorcéo da vibracdo do C-H
do metil, entretanto, por o farmaco possuir formas enantioméricas, este

acontecimento pode indicar modificagdo do farmaco para sua forma isdmera.
5.3 Microscopia Otica

A andlise de Microscopia Otica foi realizada visando verificar a morfologia
das membranas sintetizadas.

Na Figura 13 observa-se a membrana apenas de quitosana, o ensaio foi
realizado nesta amostra para facilitar a visualizacdo das modificacdes ocorridas
nas membranas decorrentes da adicao do farmaco e do processo de reticulagao.
A membrana de quitosana se mostra com superficie uniforme, lisa e densa, o que

esta de acordo com os estudos realizados por Lima (2010)

Figura 13 — Microscopia Otica da membrana de quitosana nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.

MX(G)-10C OL-350(11) X3 MX(G)-10C OL-350(1) X1050

Fonte — Proprio autor.

Na Figura 14 observam-se as microscopias para a membrana de

quitosana/FF sem reticulagéo.
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Figura 14 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/FF sem reticulagdo nos aumentos de a)
350x e b) 1050x.
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Fonte — Proprio autor.

Verifica-se para a Figura 14 uma regido com rugosidades aparentemente
direcionadas e intercruzadas, ndao caracteristicas da membrana de quitosana,
indicando alteracbes estruturais pela incorporagcdo do farmaco. Verificam-se
também aglomerados de particulas que indicam uma possivel ma dispersao do
farmaco na solugéo de quitosana, originando uma membrana ndo homogénea.

Nas Figuras 15, 16 e 17 observam-se as microscopias das membranas de
quitosana/FF submetidas a reticulagdo em solugdo com 1%, 2,5% e 5% de TPP

(m/v).

Figura 15 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/FF reticulada com solugéo de 1% de
TPP (m/v) nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.
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Fonte — Proprio autor.
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Figura 16 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/FF reticulada com solugéo de 2,5% de
TPP (m/v) nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.

50um i A 50um

Fonte — Proprio autor.

Figura 17 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/FF reticulada com solugéo de 5% de
TPP (m/v) nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.

:50um

Fonte — Proprio autor.

Observa-se nas Figuras 15, 16 e 17, relacionadas as microscopias das
membranas quitosana/FF reticuladas com solugdo de 1%, 2,5% e 5% de TPP
(m/v) respectivamente, aumento gradual na formacao de zonas de alta e baixa
concentragcdes nas membranas, regides essas que sao verificadas na forma de
rugosidades mais acentuadas para a membrana quitosana/FF reticulada com 5%
de TPP. Este fato pode estar relacionado a ag&o desigual do reticulante na
amostra gerando regides altamente reticuladas e regiées com baixa reticulagéo.
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5.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise por MEV foi realizada em todas as membranas sintetizadas,
visando identificar, em conjunto com a andlise de MO, as caracteristicas
morfoldgicas das mesmas.

Observa-se na Figura 18 as micrografias da membrana de quitosana pura,
estas micrografias foram realizadas para melhor visualizar as modificacdes
ocorridas na membrana decorrentes da incorporagao do farmaco.

Figura 18 — MEV da membrana de quitosana pura nos aumentos de a) 1000x e b) 3000x.

Fonte — Proprio autor.

Assim como para o resultado de MO para membrana apenas de quitosana,
pode-se verificar na Figura 18 uma superficie uniforme e lisa, caracteristicas de
uma membrana densa de quitosana.

Na Figura 19 observam-se as micrografias da membrana de quitosana/FF

sem reticulacéo.

Figura 19 — MEV da membrana de quitosana/FF nos aumentos de a) 1000x e b) 3000x.

Fonte — Proprio autor.
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Verifica-se na Figura 19 para a membrana de quitosana/FF sem reticulacao
uma estrutura semelhante a apresentada pela membrana apenas de quitosana,
onde observa-se uma superficie lisa e praticamente sem rugosidades. Este
resultado corrobora com os obtidos por MO, entretanto sem a possibilidade de
observar as rugosidades direcionadas, onde também se observam aglomerados
aparentemente relacionados a ma dispersao do farmaco na solucao matriz da
membrana. Aglomerados estes que de acordo com analise pontual por EDS nao
possuem o elemento sodio em sua constituicdo, excluindo a hipdtese destes
serem resquicios de acetato de sbédio provenientes da neutralizagdo da
membrana por hidréxido de sédio.

Nas Figuras 20 e 21 verificam-se as micrografias para as membranas de

quitosana/FF reticuladas com solugéo de 1% e 2,5% de TPP (m/v).

Figura 20 — MEV da membrana de quitosana/FF reticulada com solu¢do de 1% de TPP nos
aumentos de a) 1000x e b) 3000x.

Fonte — Proprio autor.
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Figura 21 — MEV da membrana de quitosana/FF reticulada com solugéo de 1% de TPP nos
aumentos de a) 1000x e b) 3000x.

Fonte — Proéprio autor.

Observam-se para as membranas de quitosana/FF reticuladas com
solucéao de 1% e 2,5% de TPP estruturas semelhantes entre si, com rugosidades
distribuidas em toda a superficie, observando-se regides de hipo e hiper
concentragédo, corroborando com os resultados de MO. Fortalecendo o fato de
que a reticulagdo da membrana por TPP ocorreu de maneira desigual em sua
superficie. Verificam-se na superficie da membrana de quitosana/FF reticulada
com solucdo de 1% de TPP fragmentos dispersos, que por analise pontual de
EDS puderam ser identificados como sendo TPP, indicando possivel impregnagéo
ou ineficacia do processo de lavagem das membranas apds o processo de
reticulagao.

Na Figura 22 observam-se as microgafias para membrana de quitosana/FF
reticulada com solucéo de 5% de TPP.

Figura 22 — MEV da membrana de quitosana/FF reticulada com solugédo de 5% de TPP nos
aumentos de a) 1000x e b) 3000x.

Fonte — Proprio autor.



54

Verifica-se na Figura 22 as micrografias para a membrana de quitosana/FF
reticulada com solucdo de 5% de TPP. Observa-se a divisdo de fases na
membrana formando nitidamente zonas de hipo e hiper concentragéo, resultado
este que corrobora com o observado na MO. Fortalecendo o fato de que a
reticulacdo ocorreu de forma desigual na superficie da membrana. Para esta
variacao também foi possivel observar a presenca de fragmentos na superficie da
amostra, fragmentos estes que por andlise de EDS pode-se comprovar como

sendo constituidos de TPP.

5.5 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

A analise por EDS foi realizada com a finalidade de identificar os elementos
quimicos presentes nas membranas sintetizadas.
Na Figura 23 observam-se os resultados de EDS para todas as

membranas obtidas.

Figura 23 — EDS das membranas de a) quitosana/FF sem reticulagao, b) quitosana/FF reticulada
com solucao de 1% de TPP, c) quitosana/FF reticulada com solugdo de 2,5% de TPP e d)
quitosana/FF reticulada com solu¢ao 5% de TPP.
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Fonte — Proprio autor.
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Observa-se na Figura 23 a), para a membrana de quitosana/FF sem
reticulacédo, a presenca dos atomos carbono, oxigénio e nitrogénio, atomos estes
gue constituem tanto a estrutura da quitosana como a do fumarato de formoterol,
nao foram observados atomos que divergem a estrutura das duas moléculas.
Para a Figura 23 b), observou-se a presenca dos atomos carbono, oxigénio e
nitrogénio, com origem semelhante a mencionada anteriormente para a
membrana de quitosana/FF sem reticulagao, entretanto verifica-se a presenga do
atomo de sédio, sédio este que tem origem do TPP utilizado para reticular a
membrana. O tripolisfofato de so6dio apresenta atomos de oxigénio em sua
constituicdo que podem interferir no percentual do mesmo na analise de EDS. A
Figura 23 c) e d), representando as analises de EDS das membranas de
quitosana/FF reticulas com solugcdo de 2,5% e 5% de TPP respectivamente,
apresentam constituicdo quimica semelhante e com idéntica origem a da

membrana de quitosana/FF reticulada com 1% de TPP.
5.6 Ensaio de Angulo de Molhabilidade

O ensaio de tensdo superficial foi realizado para avaliar o perfil
hidrofébico/hidrofilico das membranas de quitosana e quitosana/FF, com e sem
reticulacao.

Observa-se na Figura 24 os resultados da analise de tensao superficial das
membranas de quitosana e quitosana/FF com e sem reticulacéo.

Figura 24 — Resultados do Ensaio de Tensao Superficial das membranas de quitosana e
quitosana/FF, com e sem reticulagéo.
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Fonte — Proprio autor.
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Verifica-se na Figura 24 que todas as amostras apresentaram perfil
hidrofilico por possuirem angulo de contato menor que 90° (WOODWARD, 2008).
Com a adigao de fumarato de formoterol a solugao de quitosana para formacao
da membrana obteve-se aumento do perfil hidrofilico das membranas, perfil este
que nao sofreu modificacao significativa (por teste t, a=0,05%) com o processo de

reticulagao.

5.7 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado para avaliar a toxicicidade do
material em meio bioldgico, visando que a membrana desenvolvida tem como
finalidade o contato intimo com tecidos biol6gicos.

Observa-se na Figura 26 os resultados obtidos para a membrana de
quitosana e quitosana/FF sem reticulacao.

Figura 26 — Resultados do Ensaio de Citotocicidade das membranas de quitosana e quitosana/FF.
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Fonte — Proprio autor.

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada para a membrana de quitosana e
quitosana/FF sem reticulagdo, obtendo-se viabilidade de (125 + 25)% e (90 +
22)% respectivamente, indicando que a membrana n&o é citotoxica e
consequentemente potencial para aplicagdes em meios bioldgicos.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados chegaram-se as seguintes

conclusodes:

A viabilidade de incorporar fumarato de formoterol em solucao de
quitosana e obter membranas densas destas solugdes;

A partir da difragdo de raios X pode-se de verificar que o processo de
reticulagdo com TPP provocou exteriorizacdo do farmaco da membrana,
fator este que podera influenciar diretamente na taxa de liberacdo do
farmaco de forma a proporcionar certo controle da liberacdo pela taxa de
reticulacao;

Com o espectro de FTIR pode-se verificar certa interacdo entre o farmaco
e 0S grupamentos amina da quitosana. Verificou-se também para as
membranas reticuladas aumento da intensidade das pontes de hidrogénio
relacionadas a reticulacao por TPP, assim como uma possivel modificacao
na isomeria do farmaco decorrente da reticulacdo com solucao de 5% de
TPP;

Por microscopia ética e microscopia eletrbnica de varredura pode-se
verificar alteracdo da morfologia densa, da quitosana, para rugosa por
incorporacao do fumarato de formoterol a solugdo matriz, rugosidade esta
que foi acentuada com a reticulagdo com TPP. Verificou-se também que a
reticulacdo por tripolisfofato de sédio ocorre de diferentes formas na
superficie da membrana gerando regides com divisdes de fases;

A partir da analise de angulo de molhabilidade verificou-se diminuicdo do
perfil hidrofébico da membrana decorrente da incorporacdo do farmaco,
perfil este que permaneceu praticamente constante apbés o0s
processamentos com diferentes concentracdes de reticulante.

A partir do ensaio de citotoxicidade pode-se constatar que a membrana de
quitosana/fumarato de formoterol ndo apresenta toxicidade em meio
biolégico, o que torna a membrana um promissor candidato para testes in

vivo.
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