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RESUMO

O Carcinoma basocelular é o cancer mais comum do mundo, e apesar da sua
evolugao muitas vezes benigna, com altas taxas de cura, algumas vezes nos
deparamos com casos mais agressivos, invasivos, destrutivos e de dificil controle. E
sabido que ja houve avancos terapéuticos para estes casos especificos, a exemplo
do Vismodegib, entretanto o uso desta droga ainda é uma realidade distante para
nossos pacientes brasileiros que se expde a indices elevados de radiacdes solares,
na maioria trabalhadores rurais de baixa renda e com grande dificuldade a
acessibilidade ao sistema publico de saude. Por isso, 0 presente trabalho sugere
uma alternativa para o controle das formas graves do carcinoma basocelular,
através da producdo de um filme de quitosana dopado de colchicina substancia
sabidamente antimitética e com evidéncia clinica ja citada na literatura no carcinoma
basocelular, por via transdérmica por liberacao controlada da droga que permita
manté-la em um nivel sérico continuo, suficiente para sua agdo antimitética,
causando morte seletiva das células tumorais, diminuindo ou extirpando esses
tumores, com custos mais acessiveis, pois € uma droga de baixo custo, melhorando
consequentemente a morbidade da doenca e a qualidade de vida destes pacientes.
E os resultados obtidos através das caracterizagées apresentaram membranas com
variacdes de cristalinidade (por DRX) de acordo com o processo de reticulagdo. Por
FTIR pode-se observar certa interacdo entre o farmaco e os grupos amina da
quitosana. Pelas microscopias 6tica e eletrdnica, pode-se observar que o acréscimo
de farmaco proporcionou alguma rugosidade a membrana. Também pelas
microscopias verificou-se a reticulacao ndo homogénea da superficie da membrana.
Por EDS né&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 adigcdo do farmaco, perfil este que foi modificado pelo
processo de reticulagcdo. A partir do ensaio de citotoxicidade pode-se constatar que a
membrana apresenta certa citotoxicidade. Este resultado demonstra também o
potencial da membrana de quitosana em liberar o farmaco, considerando que a
membrana apenas de quitosana nao apresenta toxicidade em meio biolégico, sendo
a toxicidade observada no ensaio decorrente do farmaco liberado.

Palavras-chave: Carcinoma Basocelular. Biomateriais. Quitosana. Colchicina.
Liberacao Controlada.



ABSTRACT

Basal cell carcinoma is the most common cancer in the world, and despite its
evolution often benign, with high cure rates, sometimes we are faced with more
aggressive, invasive cases, destructive and difficult to control. It is known that there
have been advances in treatment for these specific cases, such as the Vismodegib,
however this drug is still a distant reality for our Brazilian patients who are exposed to
high levels of solar radiation in most rural workers from low-income, great difficulty
accessibility to the public health system. Therefore, this study suggests an alternative
for the control of severe forms of basal cell carcinoma, through the production of a
chitosan film doped colchicine known antimitotic substance and with clinical evidence
already mentioned in the literature in basal cell carcinoma, transdermally for release
controlled drug that allows keep at a steady serum level, enough for their antimitotic,
causing selective killing of tumor cells, reducing or extirpating these tumors, with
more affordable because it is an inexpensive drug, consequently improving morbidity
the disease and the quality of life of these patients. And the results obtained from the
characterization showed membranes crystallinity variations (XRD) according to the
crosslinking process. By FTIR one can observe some interaction between the drug
and amino groups of chitosan. 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 drug by adding
the membrane, this profile has been modified by the crosslinking process. From the
cytotoxicity assay can be seen that the membrane has some cytotoxicity. This result
also demonstrates the potential of chitosan membrane to release the drug, whereas
only chitosan membrane shows no toxicity in biological medium, with the toxicity
observed in this trial due to the released drug.

Keywords: Basal Cell Carcinoma. Biomaterials. Chitosan. Colchicine. Controlled
Release.
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1 INTRODUCAO*

A quitosana € um biomaterial polimérico emergente com grande aplicagdo nas
areas farmacéutica e biomédica, nomeadamente em sistemas de libertacdo
controlada de farmacos e regeneracdo de tecidos. Entre os fatores motivadores
deste interesse incluem-se a grande abundancia da quitosana, potenciando um
recurso natural economicamente atrativo e a presenga de um conjunto de
propriedades quimicas e biolégicas de elevada utilidade para areas especificas
(MOURA, 2012).

E um polissacarideo natural que pode ser obtido de carapacas de crustaceos,
agrega varias caracteristicas que o tornam um suporte ideal para imobilizacao de
certos organismos. Destaca-se sua biodegradabilidade, lipofilicidade, capacidade de
formar gel e microesferas, além de poder ser reticulado (CARVALHO et. al, 2006).

Isto nos mostra a potencialidade da utilizacdo de biomateriais poliméricos
veiculando farmacos com liberagdo controlada, inclusive para doengas oncologicas,
no qual destacamos o Carcinoma basocelular por sua alta incidéncia, fazendo parte
da maioria dos novos casos de canceres nao melanoma estimada em 2014 de
98.420 homens e 83.710 mulheres no Brasil (INCA, 2014), leva-nos a buscar
alternativas terapéuticas eficazes e com menores efeitos colaterais.

O Cancer de pele tem distribuicdo universal e costuma apresentar-se sob trés
formas principais: melanoma, carcinoma basocelular e carcinoma espinocelular. Os
carcinomas basocelular e espinocelular sdo também conhecidos como canceres nao
melanoma, sendo o Carcinoma basocelular, em ambos os sexos, o cancer mais
comum no Brasil, portanto um importante problema de saude publica (INCA, 2014).

Em geral, o Carcinoma basocelular tem bom prognéstico, com altos indices
de cura se tratados de forma precoce e adequada. Contudo, se negligenciado é
mais provavel que seja localmente agressivo, destruindo tecidos adjacentes,
provocando  mutilacbes, deformacdes, podendo até dar metastases
(GOLDENBERG, 2013). Tratar casos com Carcinomas basocelular recorrentes,
multiplos, metastaticos e associados a sindromes vem sendo um grande desafio
para a classe médica, visto que as modalidades terapéuticas disponiveis até o

momento ou sao contraindicadas ou ineficazes ou de custo muito elevado.
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O tratamento medicamentoso antitumoral mais eficaz, indicado e aprovado
pelo FDA a partir de 2012, para adultos com Carcinoma basocelular localmente
avangado, metastaticos e casos com contraindicagdo para cirurgia e radioterapia, €
o Vismodegib (GDC — 0449). E uma droga com efeitos colaterais menores, quando
comparados a outras drogas quimioterapicas ja usadas para Carcinoma basocelular
avancado (GOLDENBERG, 2013), poréem com custo extremamente elevado.

A Colchicina, alcaloide isolado do Colchicum autumale L., é classicamente
usada no tratamento da Gota, e recentemente foi descoberta sua acdo antimitética,
por sua acao nos microtubulos, a semelhanca dos quimioterapicos da classe dos
taxanos. Porém até o momento nenhum uso significativo em terapias
anticancerigenas foi estabelecido, devido a toxicidade apresentada (BRANDAO,
2010).

A utilizacao do farmaco por via transdérmica oferece vantagens em diversas
circunstancias quando comparada as outras vias de administragcdo. O metabolismo
de primeira passagem hepatica, comum para farmacos administrados pela via oral, é
o responsavel por diminuir a biodisponibilidade e degradar diversos farmacos. Essa
via impede que esse efeito de primeira passagem hepatica ocorra (JALON et al.,
2000; BORTOLON et al., 2008).

Além disso, alguns efeitos indesejaveis no estdmago, como ocorrem com
antiinflamatérios nédo esteroidais (AINEs) administrados pela via oral, podem gerar
efeitos secundarios, como nduseas, dispepsia, diarreia, constipacéo, ulceracdo e
sangramento na mucosa, 0 que ndo ocorre pela via transdérmica (JALON et. al,
2000; BORTOLON et. al, 2008). Ademais, a via transdérmica oferece vantagem
sobre a via intravenosa e intramuscular por ser indolor e ndo invasiva, aumentando a
adesdo do paciente & terapia (SWART et. al, 2005; OZGUNEY et. al, 2006;
BADRAN et. al, 2009).

Por isso, o presente trabalho sugere uma alternativa para o controle das
formas graves do carcinoma basocelular, através da producdo de um filme de
quitosana dopado de colchicina substancia sabidamente antimitética e com
evidéncia clinica ja citada na literatura no carcinoma basocelular (ABREU, 2008), por
via transdérmica por liberacdo controlada da droga que permita manté-la em um
nivel sérico continuo, suficiente para sua acao antimitotica, causando morte seletiva

das células tumorais, diminuindo ou extirpando esses tumores, com custos mais
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acessiveis, pois € uma droga de baixo custo, melhorando consequentemente a

morbidade da doencga e a qualidade de vida destes pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver filmes de quitosana, de aplicacdo transdérmica, para uso em

sistema de liberacao controlada de colchicina.

2.2 Especificos

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

e Identificar as variaveis via reticulagdo quimica para controlar a taxa de
liberacao do farmaco;

e Avaliar fisico-quimicamente a incorporagdo da colchicina nos filmes de
quitosana;

e Desenvolver material com tecnologia nacional e de baixo custo.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 Histologia da pele

A pele é o manto que reveste todo o organismo, indispensavel a vida e que
isola 0os componentes organicos do meio exterior. E composta de uma estrutura
complexa de tecidos de naturezas variadas, dispostos e inter-relacionados de modo
a adequar-se de maneira harménica ao desempenho de suas fungdes. A pele
representa ao mesmo tempo uma barreira protetora e o principal érgdo de
comunicacao com o exterior. Esta barreira biol6gica € composta de trés camadas: a
epiderme, a derme e o tecido subcutaneo (LOURENCO, 2006).

A epiderme é essencialmente dividida em duas partes: a parte mais interna,
que corresponde a epiderme viavel (150um) (HOUK et. al, 1988) e o estrato cérneo,
que constitui a parte mais externa. A epiderme viavel é subdividida em quatro
subcamadas: estrato Iucido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato
germinativo, sendo responsavel pela multiplicacao e diferenciacdo de células, que
dao origem as células do estrato cérneo. O estrato cérneo € a camada mais
superficial da epiderme (5 a 8 um, chegando excepcionalmente a 20um). Mais de
90% de suas células sao cornedcitos (CEVC, 2004).

Os cornedcitos sédo células achatadas, anucleadas e preenchidas com
queratina. Nos mamiferos estes cornedcitos estao distribuidos em aproximadamente
quinze camadas e encontram-se associados com numerosos desmossomas (CEVC,
2004). Entre os corneécitos ha uma grande quantidade de material lipidico,
altamente organizado, que funciona como um “cimento” extracelular, vedando os
espagcos entre as células. Estes lipideos compreendem acidos graxos livres,
colesterol, ésteres de colesterol e ceramidas (CEVC et al., 1996).

A qualidade, a quantidade e a cristalinidade dos lipideos do estrato cérneo
determinam a perfeicdo da barreira da pele (CEVC, 2004). A camada cérnea
constitui a principal barreira para a passagem de solutos e, juntamente com a matriz
lipidica, possui grande importancia nos estudos de permeabilidade da pele
(ABRAHAM et al., 1995).

A derme (2mm), camada vascularizada da pele (RAMOS, SILVA, 2010), é um
tecido conectivo composto de fibras colagenas, elasticas, reticulina e da substancia

fundamental, que da suporte aos vasos sanguineos, linfaticos e as células nervosas.
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Os apéndices cutaneos (os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e as glandulas
sudoriparas) originam-se na derme e estendem-se até a superficie da pele. Na
derme estéo presentes tambéem os fibroblastos (células responsaveis pela producéo
da substéancia fundamental e pelas fibras) e as células de defesa. O transporte de
solutos nesta area é rapido, podendo atingir a circulacdo sistémica, através dos
vasos sanguineos (LOURENCO, 2006).

O tecido subcuténeo estd localizado abaixo da derme e constitui-se num
tecido fibrilar, contendo células adiposas que desempenham papel de protecéo
mecanica, de conservacado da temperatura corporal e de reserva de calorias. Nao
possui um papel na absorcdo percutanea, porque se situa abaixo do sistema
vascular, localizado na derme (SINGH, 1993). A estrutura anatémica da pele esta
representada na Figura 01.

Figura 01 - Representacdo esquematica da estrutura da pele.
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Fonte - Sampaio; Rivitti, (2001).

A via cutdnea € uma alternativa para aquelas drogas potencialmente tdxicas
quando administrada por outras vias, para terapias prolongadas e de substituicao.
As drogas aplicadas sobre a pele, sobre um sitio bem definido, permitindo o farmaco
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se difundir desde o estrato corneo até a hipoderme e entrar na corrente sanguinea
produzindo um efeito sistémico.

A pele é um importante érgdo na clinica de varias doengas, como exemplo o
cancer de pele, ou condi¢cdes benignas que afeta principalmente ou primariamente

outros 6rgaos do corpo humano.

3.2 Cancer de pele — Carcinoma Basocelular (CBC)

O Brasil vem sofrendo mudancas em seu perfil demografico, consequéncia,
entre outros fatores, do processo de urbanizacado populacional, da industrializacao e
dos avancgos da ciéncia e da tecnologia. A essas novas carateristicas da sociedade
brasileira, unem-se 0s novos estilos de vida e a exposi¢céo, ainda mais intensa, a
fatores de risco proprios do mundo contemporaneo. Esse processo de mudanca
demografica, denominado de “envelhecimento” da populagdo, associado a
transformacao nas relagdes entre as pessoas e seu ambiente, trouxe uma alteracédo
importante no perfil de morbimortalidade, diminuindo a ocorréncia das doencas
infectocontagiosas e colocando as doencas crénico-degenerativas, incluindo os
canceres(neoplasias), como novo centro de atencao dos problemas de doenca e
morte da populagéo brasileira (INCA, 2014). Tradicionalmente, a eficacia terapéutica
€ avaliada, em pesquisa oncoldgica, por parametros biomédicos, como diminuicao
do tumor, intervalo livre de doenga e toxicidade. Mas os resultados do tratamento do
cancer precisam também ser medidos em termos do que ele traz de limitacbes
fisicas e psicologicas ao paciente. Dai, a necessidade de se estabelecer o impacto
da doenca, e do seu tratamento, sobre a qualidade de vida do doente. Em estudos
experimentais, a inclusdo da avaliacdo de resultados, em termos de qualidade de
vida, aumenta a informacdo sobre a evolucdo da doenca e a toxicidade dos
tratamentos. A qualidade de vida pode se constituir em um fator progndstico
(KLIGERMAN, 1999).

O cancer é uma enfermidade caracterizada por crescimento desordenado e
descontrolado de algumas células capazes de invadir outros tecidos, atualmente,
esta relacionada ao termo neoplasia maligna. O cancer é uma doenca que envolve
mudancas dinamicas no genoma da célula. As ideias contemporaneas sobre
carcinogénese mostram uma série de mudancas genéticas e epigenéticas, que

conferem uma vantagem seletiva de crescimento sobre as células normais (LAIRD,
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2003) (MARTINEZ, 2006). A ocorréncia dessas alteragbes estd envolvida com
ganho de funcado, quando acometem oncogenes, perda de fungao, se 0os genes-alvo
forem os genes supressores de tumor, e comprometimento da manutencao da
integridade genémica, quando essas alteragées afetam os genes de reparo do DNA.
Assim, as alteracdes tanto genéticas quanto epigenéticas promovem a instabilidade
da homeostase celular (BIRD, 2002) (LAIRD, 2003). Pode afetar pessoas de todas
as idades, mas o risco para a maioria dos tipos de cancer aumenta com a idade. Os
diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo. Por
exemplo, existem diversos tipos de cancer de pele porque a pele é formada de mais
de um tipo de célula. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como pele ou
mucosas ele € denominado carcinoma. Devido a relativa semelhanga entre células
malignas e normais do corpo, 0 grande desafio para o tratamento de canceres € a
distingdo entre estas células (BRANDAO, 2010).

As neoplasias constituem a segunda maior causa de morte no mundo,
perdendo apenas para as doencgas do aparelho circulatério. Em paises como o
Brasil, as neoplasias conduzem as altas taxas de mortalidade, devido ao fato de
serem diagnosticadas em estagios avancados (BARROS, 2000). No Brasil, a
estimativa para o ano de 2014, que sera valida também para o ano de 2015, aponta
para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os
casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do céancer no
pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais
incidente na populacao brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69 mil), mama
feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do
utero (15 mil) (INCA, 2014).

O cancer de pele tem distribuicao universal e costuma apresentar-se sob trés
principais formas: melanoma, carcinoma basocelular e carcinoma espinocelular (ou
epidermoide) representada na Figura 02. Os carcinomas basocelular e epidermoide
sdo também conhecidos como cancer de pele ndo melanoma, tipo mais frequentes

de cancer de pele e cancer mais frequente na populacéo de pele clara (INCA, 2014).
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Figura 02— llustragcdo do melanoma, carcinoma basocelular e carcinoma epidermoide.
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Fonte — Adaptado de Mayo, (2011).

Os canceres de pele ndo melanoma sdo os mais frequentes, e destes o
Carcinoma basocelular é tumor maligno mais frequente do mundo, chegando a ser
quatro vezes mais comum que o Carcinoma espinocelular (RAMOS-E-SILVA, 2010).
Os canceres cutaneos nao melanoma correspondem a 40% de todas as lesdes
malignas, com mais de um milhdo de casos novos por ano. Incluem-se nesses
dados diferentes tumores malignos, sendo o carcinoma basocelular e o carcinoma
espinocelular os mais freqlentes com 75% e 20% dos casos, respectivamente
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

No Brasil, o cancer de pele ndo melanoma é o tumor mais incidente em
ambos 0s sexos. A estimativa de casos novos de cancer de pele ndo melanoma nos
homens € de 98.420 e nas mulheres é de 83.710 em 2014. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 100,75 casos novos a cada 100 mil homens e
82,24 a cada 100 mil mulheres (INCA 2014).

O céancer de pele ndo melanoma € o mais incidente em homens nas regides
Sul (159,51/ 100 mil), Sudeste (133,48/ 100 mil) e Centro-Oeste (110,94/ 100 mil).
Nas regides Nordeste (40,37/ 100 mil) e Norte (28,34/ 100 mil), encontra-se na

segunda posicdo. Nas mulheres, € o mais frequente em todas as regiées, com um
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risco estimado de 112,28/ 100 mil no Sudeste, 99,31/ 100 mil no Centro-Oeste,
86,03/ 100 mil no Sul, 46,68/ 100 mil no Nordeste e 24,73/ 100 mil no Norte (INCA,
2014).

O Carcinoma basocelular € tumor epidérmico, com crescimento lento e
invasibilidade local, que afeta mais frequentemente os caucasianos. Tende a infiltrar
os tecidos por contiguidade, de forma tridimensional e irregular, com extensdes
subclinicas digitiformes (RAMOS-E-SILVA, 2010). As metastases sao raras 0,0028%
a 0,5% (LARA et. al, 2001), e a morbidade esta relacionada a invasao e destruicao
tecidual local, principalmente na cabeca e pesco¢o (60% a 80% dos carcinomas
basocelular) (STERN, 1999). E mais frequente em homens, apesar de um aumento
significativo nas mulheres nos ultimos anos, e sua incidéncia aumente com a
proximidade dos trépicos e com a idade, sendo a idade média em torno de 69 anos.
Tem mortalidade baixa na ordem de 0,05 a 0,08 / 100.000 habitantes (HAMUKSELA
et. al, 1999).

A exposicédo a radiagdo ultravioleta de forma intermitente é o principal fator
causador do carcinoma basocelular (WONG, 2003). Outros fatores de risco incluem:
Caracteristicas fenotipicas como: pessoas de pele clara (tipos de pele | e Il de
Fitzpatrick) com dificuldade de bronzear e queima facil, presenca de sardas, olhos
azuis, cabelos loiros ou ruivos; Queimadura solar; Historia prévia de tratamento com
radioterapicos, PUVA, exposicdo a substancias carcinogénicas (arsénio,
organofosforados e coaltar); Pacientes imunossuprimidos; Heranga genética
(GOLDENBERG, 2013). Com relacao ao cigarro, embora ndao existam evidéncias
indiscutiveis, alguns trabalhos relacionam o tabagismo a carcinomas basocelulares
com mais de 1cm de diametro (SMITH, 2001). Mesmo existindo esses multiplos
fatores de risco, hoje o maior destaque na patogénese do Carcinoma basocelular
sao as alteracdes genéticas (WALLS ET AL, 2014).

A etiologia do CBC é multifatorial, com componentes extrinsecos (Meio
Ambiente) e intrinsecos (Fatores do hospedeiro), que influenciam o aparecimento do
tumor. O componente ambiental de maior importancia € a radiagdo ultravioeleta (UV)
que é absorvida pelo DNA celular, onde determina alteracdes, sobretudo nas bases
pirimidinicas, levando a formacédo de dimeros, que desestabiliza genes importantes
envolvidos no controle do ciclo celular (TELFER, 2008). As células que dao origem
ao CBC sao as células da camada basal da epiderme e provavelmente células
pluripotentes dos foliculos pilosos (LI, 2014). Estudos apontam a origem do CBC dos
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foliculos pilosos, pois ja se isolou citrulina em células tumorais, além da constatacao
da dependéncia de seu estroma para crescimento das células tumorais (HOLMES,
1968) (ASADA, 1993).

Nos ultimos 25 anos houve um grande avang¢o no entendimento das bases
moleculares da carcinogénese e da progressao tumoral. O aprofundamento do
entendimento da pato-biologia e genética do cancer tem fornecido ferramentas
importantes para o diagndstico molecular e monitoramento da doenga e ja
proporcionou a identificacdo de diversos alvos terapéuticos. Um dos grandes
desafios atuais € o desenvolvimento de drogas alvo-especificas capazes de eliminar
a célula tumoral sem causar danos as células normais ou que possam ser usadas
em associacdo a terapias convencionais para aperfeicoa-las (RUNGER, 2008) (LI,
2014).

A genética molecular do CBC foi conhecida através de estudos da Sindrome
do Nevo Basocelular, onde foi revelado anomalia do gen PTC, que se localiza no
braco longo do cromossomo 9 (9g22), causado por heterozigocidade nesse locus e
inativacdo dele ou mutacdo sofrida pela radiacdo UVB. Esse gen € supressor
tumoral e ele codifica a proteina p53 (LEFFELL, 1999) (GAILANI,1997) (JONHSON,
1996) (SALDANHA, 2001) (BALE, 2001).

O processo de tumorigénese envolve basicamente duas categorias de genes:
0S oncogenes e 0s genes supressores tumorais. Os genes considerados oncogenes
presentes na via de sinalizagédo celular Hedgehog e envolvidos na carcinogénese do
CBC sao: gene SMO, Gli1, CDKN2A, TP53, PTCH, SUFU (HEITZER, 2007).

Nas ultimas décadas estudos mostraram que o fenbmeno epigenético esta
envolvido em varios processos biolégicos: desenvolvimento embrionario,
compensacao de dose, regulacdo da expressdo génica e estabilidade genbémica
(BAYLIN,1986) (JAIN, 2003). Outra contribuicao do estudo epigenético é a de propor
mudancas na forma de compreender a perda do controle dos processos biolégicos
que culminam em neoplasias (BAYLIN, 2005). O fendmeno epigenético pode ser
definido como mudanca no material genético, que altera a regulacdo da expressao
génica de maneira herdada pelas células somaticas e, algumas vezes, também
pelas da linhagem germinativa, porém ele nao é caracterizado como mutacao, pois
nao envolve mudanca na sequéncia de DNA (LAIRD, 2005). Dentre as alteracdes
epigenéticas que consistem na mudanca de padrao epigenético, ou seja,
modificacdes bioquimicas relacionadas com a modulacdo da informacao genética
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sdo listadas: acetilacdo, fosforilagdo, metilacdo e ubiquinacdo de histonas e
metilagcdo do DNA (LI, 2002). A via de sinaliazacao celular Hedgehog tem importante
papel na diferenciacdo, polaridade, proliferacdo celular e carcinogénese. Esta via
encontra-se alterada em alguns tipos de canceres, em especial no CBC (CIRRONE,
2012).

Outras alteracoes também ja foram encontradas como trissomia do
cromossomo 6 (NANGIA, 2001); presenca de microfilamentos de actina de
miofibroblastos, responsaveis pela motilidade celular, foram encontrados no estroma
circunjacente e nas células basalbides da periferia dos ninhos tumorais de CBC, o
que possivelmente justifigue a sua invasao tumoral, principalmente nas formas
esclerodermiforme e micronodular (DE ROSA, 1994).

Os carcinomas basocelulares acometem geralmente pessoas de pele clara
com idade superior a 50 anos, havendo predilecao pelo sexo masculino. Costumam
apresentar desde o inicio borda ligeiramente elevada, lisa e brilhante,
assemelhando-se a uma pérola (Figura 03). Essa borda perolada constitui o sinal
clinico mais marcante desse tipo de tumor. Iniciando como pequeno nodulo, pode
ulcerar ou escoriar depois de algum tempo, dando origem a uma das formas clinicas
mais comuns - a chamada forma nddulo-ulcerativa (MACKIE, 1998).

Figura 03 — Carcinoma basocelular a) llustragdo do carcinoma basocelular e b) paciente com

carcinoma basocelular.

Fonte — Adaptado Hamuksela et al., (1999).
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Os carcinomas basocelulares podem ser classificados em cinco tipos
(KIRKIHAM,1997) como representado na figura 04:

- nédulo-ulcerativo

- pigmentado

- esclerodermiforme ou fibrosante

- superficial

- fibroepitelioma

Figura 04 — Tipos de apresentacao dos Carcinomas basocelular — a) CBC nodulo-ulcerativo; b) CBC
pigmentado; c) CBC superficial; d) CBC esclerodermiforme; e) CBC fibroepitelioma.

f

Fonte — Proprio autor.

A localizacao mais frequente desses tumores é face e regido cervical, mas
pode aparecer em qualquer parte do corpo, raramente em palmas e plantas (8 casos
apenas foram relatados até o momento ndo associado a Sindrome de Gorlin)
(SALOMAO, 1999).
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O diagnéstico é fundamentalmente clinico, porém, em muitos casos o0 exame
histopatolégico devera ser realizado para confirmar o tumor e seu subtipo, uma vez
que isto definird o prognostico desta neoplasia e programagao adequada do seu
tratamento. Outros exames podem ser Uteis em casos mais especificos como a
Dermatoscopia, Microscopia Confocal a Laser préximo do Infravermelho e Citologia
esfoliativa (RAMOS-E-SILVA, 2010).

Quanto a evolugao, geralmente tem comportamento benigno, crescimento
lento e assintomaticos (KOPKE, 2002). Porém, alguns se comportam de forma mais
agressivas, infiltrando, destruindo tecidos adjacentes, provocando mutilagdes e
deformacdes e, portanto reduzindo muito a qualidade de vida destes pacientes
(GOLDENBERG, 2013). Formas apresentadas na Figura 05.

Figura 05 — Pacientes com Carcinomas basocelular avancados (a, b, c, d).

Fonte — Clinica Dermatoldgica Santa Catarina (2013).
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Esses tumores podem ser classificados em primarios, recidivados,
metastaticos e ligados a sindromes, ou de acordo com seu tamanho, localizacédo e
morfologia clinica e histoldgica, pelo qual € escolhido o tratamento mais adequado.
Chama atencdo os tumores acima de 1 cm, aqueles localizados em regido
retroauricular, nasal, perinasal, periorbital, peripalpebral e couro cabeludo e os tipos
histol6gicos esclerodermiforme, infiltrativo, micronodular ou basoescamoso, pois séo
mais propensos a recidivas pela dificuldade técnica em dar margens de seguranga
no tratamento cirdrgico (RASSENER, 1993) (LANG, 1991). Os fatores associados a
alta recorréncia incluem: Tipo histolégico esclerodermiforme, infiltrativo, micronodular
ou basoescamoso; Tamanho e profundida do tumor; Localizacdo do tumor
centrofacial, nariz, orelhas ou couro cabeludo; Bordas do tumor pouco definidas;
Envolvimento perineural ou vascular; Recorréncia apesar de tratamento;
Positividade de margens cirargicas; Idade avancada e Sexo masculino
(BOGELUND,2007).

Os Carcinomas basocelulares metastaticos s&o raros, e ocorrem mais pela via
linfatica do que hematogénica (SOVER, 1993), e geralmente em tumores acima de 5
cm e evolucao com mais de 5 anos (SNOW, 1994).

Sao varios os métodos terapéuticos, excisonais ou destrutivos, que podem ser
utilizados para o tratamento do carcinoma basocelular. O tratamento desses
tumores é amplamente baseado no risco deles recidivarem ou progredirem para
doenca avancgada. Para tanto, dois aspectos sdo extremamente relevantes na
escolha da modalidade terapéutica: condicbes clinicas do paciente, relacionadas
diretamente com as co-morbidades, por exemplo, uso de marcapasso,
medicamentos anticoagulantes, dificuldade de locomocéo e até mesmo a motivagéao
do paciente a depender principalmente das mutilagdes que podera ocorrer de acordo
com a localizacao, extenséo e destruicao do tumor; e fatores dependentes do tumor
propriamente dito, como tamanho, tempo de evolucéo, tipo histolégico e situacao se
primario ou recidivado (WALLS,2014). Além destes, € importante considerar as
complicagdes, os resultados cosméticos, cuidados pds-tratamento, custo e taxas de
recorréncia relacionados com a modalidade terapéutica selecionada (RAMOS-E-
SILVA, 2010).

Convencionalmente o tratamento de primeira linha dos Carcinomas
basocelular de baixo risco é a cirurgia convencional, com alto indice de cura

(ABROMOVITS, 2008). A cirurgia € um método rapido e simples, porém & um
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método operador-dependente, ou seja, a obtencdo dos melhores resultados
depende da técnica cirurgica (FLEISCHER, 2001). Nos Carcinomas basocelular de
alto risco os tratamentos cirlrgicos, seja a cirurgia convencional ou a Cirurgia
Micrografica de Mohs, também sdo os tratamentos de escolha (GOLDENBERG,
2013). Esta ultima modalidade cirurgica citada tem os maiores indices de cura, 98%
a 99% (ROEW, 1989), entretanto tem suas desvantagens, pois exige treinamento
especializado, tem custo elevado, ndo é feito por planos de saude, necessita de
ambiente hospitalar e abordagem multidisciplinar (KOPKE, 2002).

Além das cirurgias, temos os tratamentos nao cirdrgicos para esses tumores
que incluem: Radioterapia, Curetagem com Eletrocoagulacéo, Criocirurgia, Terapia
Fotodinamica (PDT), Farmacoterapia topica e Terapia Sistémica (SILVERMAN,
1991) (DAWBER, 1998) (KOPKE,2002).

Como opcao em tumores de baixo risco, porém extensos, multifocal ou em
areas sensiveis temos a radioterapia. Terapia que apresenta efeitos a curto prazo de
prurido e alopecia, e a longo prazo de despigmentacao, telangiectasias, atrofia e até
radionecrose em pele fina (GOLDENBERG, 2013), e taxas de recidiva que variam
de 6 a 10% (SILVERMAN, 1991). Sua indicacdo deve ser considerada opcao
alternativa para pacientes idosos com pequena expectativa de vida, portadores de
tumores extensos e que fossem incapacitados para o tratamento -cirdrgico
(SILVERMAN, 1992).

A Terapia Fotodinamica (PDT) é aprovada para CBC superficial, quando a
cirurgia ou radioterapia sao contraindicadas, na Europa, Australia, Nova Zelandia e
Canada (BOTTO, 2013). O conceito da PDT é a indugdo da citotoxicidade das
células proliferativas por meio de uma fonte de luz. Para que isso ocorra, sao
necessarios 3 componentes: agente fotossensibilizante, luz e oxigénio. A técnica,
em geral, consiste de duas etapas. Na primeira, o agente fotossensibilizante
acumula-se nas células tumorais apdés a administragcdo tépica ou sistémica. Na
segunda, o tumor fotossensibilizado é exposto a luz de comprimento de onda que
coincida com o espectro de absorcdo do agente fotossensibilizante. Durante a PDT,
0 agente fotossensibilizante ligado ao tumor é ativado na presenca de luz. Essa
ativacao leva-o do estado de repouso ao estado de ativacdo chamado singlet, de
meia vida curta. Nessa etapa, as moléculas podem retornar ao estado de repouso,
emitindo energia em forma de fluorescéncia por meio da liberagdo de foétons ou

progredir na cadeia de reacbes quimicas, até atingir o estado triplet de meia vida
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mais longa. As moléculas no estado triplet transferem sua energia diretamente ao
oxigénio intracelular, formando o oxigénio singlet ('O,), altamente reativo, de meia
vida curta e responsavel pela morte celular (TOREZAN, 2009). Apesar dos
excelentes resultados estéticos e funcionais a longo prazo, sua penetracdo € de
apenas 3 mm, portanto recidivas cerca de 50% (KOPKE, 2002), além do custo
elevado.

Na farmacoterapia tépica os medicamentos aprovados pelo FDA séo:
Imiquimod e 5- fluoruracil, para pequenos tumores superficiais quando o tratamento
cirurgico esta contraindicado (MICALI, 2014). Porém, seu uso pode dificultar a
delimitacdo das margens clinicas da lesdo, o que prejudica uma abordagem
cirurgica posterior (RAMOS-E-SILVA, 2010).

Atualmente, a quimioterapia (Terapia sistémica) € a modalidade terapéutica
que possui maior incidéncia de cura de muitos tumores, incluindo os mais
avancados, e a que mais aumenta a sobrevida dos portadores de cancer (HERSEY,
1999).

A primeira terapia sistémica para Carcinoma basocelular, aprovada pelo FDA a
partir de 2012, é o Vismodegib (GDC-0449), que age inibindo a via de sinalizacao
hedgehog (WALLS, 2014) (KUDCHADKAR,2012), evidéncia encontrada em cerca
de 83% dos pacientes com CBC esporadico e 100% daqueles com Sindrome de
Gorlin. S&o indicados em carcinomas basocelular metastaticos, localmente
avancado, inoperaveis ou ndo candidatos a radioterapia. E administrado na dose de
150mg/dia. E uma droga com efeitos colaterais menores, quando comparados a
outras drogas quimioterapicas ja usadas para Carcinoma basocelular avancado
como Metotrexato, Bleomicina, Vincristina, 5 Fluoruracil, Ciclofosfamida,
Dactomicina, Toiomicina (GANTI,2011).

Ja existem estudos de outras populacdes de Carcinoma Basocelular com
Vismodegib, como em Sindrome de Gorlin e CBC localizados no couro cabeludo,
térax, ombro e dorso superior. Tem boas respostas clinicas e histolégicas
(GOLDENBERG, 2013).

Hoje, a maioria dos estudos e trabalhos estdo em busca de novas opgdes
terapéuticas para o Carcinoma basocelular avangado ou metastatico baseada no
conhecimento molecular da patogénese do CBC, porém ainda sao terapias de
custos muito elevados. Tendo em vista que a maioria desses pacientes séo
trabalhadores rurais com intensa exposicdo solar, e com grande dificuldade a
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acessibilidade a servicos especializados, faz-se necessario encontrarmos
alternativas terapéuticas mais viaveis.

Apesar da eficacia dos quimioterdpicos no tratamento das neoplasias, tais
agentes sado extremamente téxicos a qualquer tecido, normal ou canceroso,
provocando efeitos colaterais graves aos pacientes, o que diminui a qualidade de
vida dos pacientes. Por esse motivo, os sistemas poliméricos de liberacao de
farmacos antitumorais vém sendo amplamente investigados como uma alternativa
terapéutica ao tratamento das neoplasias. Esses sistemas podem ser implantados
diretamente no local de acéo, permitindo a liberagdo controlada e prolongada do
agente quimioterapico, minimizando, consequentemente, os efeitos colaterais
provocados por esses farmacos administrados pelas vias convencionais
(CONTRAM, 2000) (FIALHO, 2007) (HERSEY,1999).

3.3 Biomateriais

A definicdo mais aceita atualmente acerca de biomateriais € empregada pelo
Instituto Nacional Americano de Saude que descreve biomateriais como sendo
"qualquer substancia ou associacao de substancias, com excecao de drogas, de
origem sintética ou natural, que podem ser usados por qualquer periodo de tempo,
que aumenta ou substitui, parcial ou totalmente, qualquer tecido, 6rgéo ou fungéo do
corpo, afim de manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo" (BERGMAN et
al, 2013).

Como caracteristica imprescindivel, estes materiais devem ser
biocompativeis, ou seja, devem atender ao requisito de funcionalidade para o qual
foram projetados, nao estimulando ou provocando o minimo de reagdes alérgicas ou
inflamatérias (SOARES, 2002).

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

Polimeros naturais usados como biomateriais sdo comumente chamados de
biopolimeros. Uma grande variedade de biopolimeros vem sendo usada em
aplicagdes biomédicas, gragas as caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros e
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sua versatilidade estrutural, que permite adequa-los em termos de propriedades a
cada aplicacdo especifica. A possibilidade de alterar um ou outro grupamento
quimico pertencente a arquitetura macromolecular das cadeias pode viabilizar, por
exemplo, o estabelecimento de alguma interagcdo especifica entre o biomaterial e o
tecido hospedeiro (OREFICE et al, 2006). A vida é polimérica na sua esséncia: 0s
mais importantes componentes de uma célula viva (proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos) sdo todos polimeros. A natureza usa os polimeros para construgcéo e
como parte do complicado mecanismo celular (GALAEV; MATTIASSON, 1999).

Além da funcgéo, ou objetivos da formulagcédo e das caracteristicas do principio
ativo, as propriedades fisico-quimicas do polimero sao fatores de suma importancia
que determinam sua utilizacdo (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001; RIOS, 2005). Essas
propriedades sdo dependentes da natureza quimica dos monémeros, do processo e
da técnica de preparacdo do polimero, do peso molecular, que depende das
condicoes de polimerizacado para cada mondmero, e da estrutura macromolecular
(MANO; MENDES, 1999). As propriedades fisicas dos polimeros estéo relacionadas
a resisténcia das ligagdes covalentes, a rigidez dos segmentos na cadeia polimérica
e a resisténcia das forcas intermoleculares (MANO; MENDES, 1999). Devido a
diversidade inerente das estruturas e exigéncia do completo entendimento da
superficie e propriedades do polimero que podem fornecer as funcdes quimicas,
interfacial, mecénica e bioldgica desejada, a selecao e design de um polimero se
tornam uma tarefa bastante desafiadora (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).

Em relacéo as propriedades dos polimeros, dois critérios devem ser seguidos
na elaboracdo de uma formulacdo. Em primeiro lugar, as caracteristicas quimicas do
polimero ndo devem comprometer a acao dos ingredientes ativos; em segundo, as
propriedades fisicas do polimero devem ser consistentes e reprodutiveis de lote a
lote. Depois desses critérios terem sido encontrados, os formuladores devem
concentrar-se nas caracteristicas especificas dos polimeros (RIOS, 2005). Dentre as
varias propriedades dos polimeros, algumas se demonstram mais importantes
quando na elaboracdo de um sistema de liberagdo de farmacos, como a
permeabilidade (JACOBS; MASON, 1993), propriedades de superficie como
hidrofilicidade, lubrificacao, lisura, energia de superficie (ANGELOVA; HUNKELER,
1999), adesdo, solubilidade (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001) e temperatura de
transigéo vitrea (ZHU, 2002).
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O uso de polimeros naturais para aplicacoes diversificadas, tém sido de vital
importancia para os avancos das ciéncias e apresentam varias vantagens como
serem de facil obtencdo, serem biocompativeis e biodegradaveis (AZEVEDO et al,
2007). Os biomateriais poliméricos a base de quitosana constituem uma classe
emergente de materiais com grande aplicacao nas areas farmacéutica e biomédica,
nomeadamente em sistemas de libertacao controlada de farmacos e regeneracéo de
tecidos. Entre os fatores motivadores deste interesse incluem-se a grande
abundancia da matéria-prima da quitosana, potenciando um recurso natural
economicamente atrativo, e a presenca de um conjunto invulgar de propriedades
quimicas e biolégicas de elevada utilidade para areas especificas. O crescente
interesse deste biopolimero na é&rea farmacéutica e meédica tem gerado
oportunidades de desenvolvimento de biomateriais especializados, principalmente
através de modificacées quimicas e fisicas da molécula, as quais tém promovido no

polimero novas atividades biolégicas (MOURA, 2012).

3.4 Quitosana

A quitosana (Figura 06) € um polissacaridio obtido por desacetilagdo parcial
da quitina e, tem sido tradicionalmente usada nos paises orientais para o tratamento
de queimaduras e cicatrizagdo de feridas (CHANDY et. al, 1993). A quitosana foi
isolada em 1859 pelo aquecimento da quitina em solugado concentrada de hidréxido
de potassio, resultando na sua parcial desacetilacdo (FREEPONS, 1986). Mas o
nome quitosana foi proposto em 1894 por Hoppe Seyler, que verificou que esta
substancia possuia a quantidade de nitrogénio igual a quitina original (ROBERTS,
1992). A estrutura deste importante polimero apenas ficou totalmente conhecida no
ano de 1950 (CAMPANHA FILHO, 2007).

Figura 06 — Estrutura quimica da quitosana.
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A quitosana é um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel,
de grande importancia econémica e ambiental (AZEVEDO et al, 2007). A quitosana
é de interesse comercial, devido a sua elevada percentagem de nitrogénio (6,89%)
em comparag¢ao com a celulose sinteticamente substituida (1,25%). A quitosana foi
produzida industrialmente por volta de 1971, no Japao e EUA, paises lideres do
mercado mundial deste produto. Por volta de 1993, o Brasil também passou a
comercializar quitina e quitosana em larga escala, sendo esta ultima atualmente
comercializada por diversos fornecedores em variados graus de pureza, peso
molecular e grau de desacetilacdo. Dentre as empresas brasileiras que produzem
quitosana, duas tém obtido destaque na producdo e comercializacdo destes
biopolimeros. Séo elas: Polymar Industria Comércio Exportacdo e Importagéo,
situada em Fortaleza-CE, e Kito Quimica Fina, localizada em Palho¢a-SC (KUMAR,
2000; SANTOS, 2004).

Apresenta em maior proporcao, na cadeia polimérica, unidades de - (1-4) — 2
— amino — 2 — desoéxi — D glicose e, um menor numero de unidades de - (1-4) — 2
acetamido — 2 — deséxi — D — glicose da quitina. Possui semelhanca na sua estrutura
quimica com a celulose, porém exibe propriedades diferenciadas devido a presenca
dos grupos aminicos (Figura 06). Pode ser encontrada naturalmente na parede dos
fungos, especialmente nas espécies do género Mucor, e no exoesqueleto de
crustaceos, como o0 caranguejo e o camardo. Certamente, o parametro que
diferencia quitosana e quitina é o grau de desacetilagcdo ou grau de acetilacao, ja
que sao complementares entre si para o valor de 100% do grau determinado. Esta é
uma das caracteristicas quimicas mais importantes, que pode influenciar no
desempenho e em diversas aplicacées da quitosana. O termo quitosana € usado
para identificar a quitina na com mais de 50% dos mondémeros na forma
desacetilada 50%. Contudo, o correto grau de desacetilacdo que diferencia a quitina
da quitosana nao esta totalmente definido, ocorrendo divergéncia entre os autores
quanto ao limite de desacetilacdo que categoriza a quitina ou a quitosana (GOY et
al, 2004).

A reagao de desacetilagdo da quitina envolve a remogao dos grupamentos de
acetamida (-NHCOCH;) que sdo transformados, em graus variados, em grupos
amino (-NH2), dando origem a quitosana. A versatilidade da quitosana depende
principalmente destes grupos amino altamente reativos. O grau de desacetilacdo
depende principalmente do método de purificacdo e das condicdes de reacao para
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sua obtencdo. Portanto, é importante caracterizar a quitosana por meio da
determinacao do grau de desacetilacao antes da sua utilizagdo. Essa caracterizagao
é muito importante, devido a ocorréncia no mercado de comercializagao indevida de
quitina como quitosana (BAXTER et al., 1992).

A quitosana é soluvel em solugbes acidas diluidas formando um polimero
catidnico a partir da protonacdo (adicdo de prétons) do grupo amino (NH**), que
confere propriedades diferenciadas em relagdo as fibras vegetais, como a celulose
(LARANJEIRA & FAVERE, 2009; AZEVEDO et al., 2007).

Embora a estrutura da quitosana seja representada como um homopolimero,
a operacdo de desacetilacdo é raramente completa e a maioria dos produtos
comerciais sdo de copolimeros compostos por unidades repetidas de quitosana e
quitina alternadamente (CHANDY et. al, 1993). Os maiores produtores de quitina e
quitosana (Estados Unidos e Japao) tém aumentado nos ultimos anos a producao
desses polimeros naturais em consequéncia do aumento da sua utilizagdo nas
diferentes aplicagdes, principalmente na industria de alimentos, quelacdo de metais
e produgcdo de membranas simétricas para separacéo de gases (EIDEM, 1980).

A pratica industrial mais comum, e que também € bastante empregada em
laboratérios de pesquisa, € aquela na qual a desacetilagdo da quitina é realizada em
suspensao de solucdo aquosa de hidroxido de sdédio, sendo que a concentracao
dessa solugcdo, o excesso de alcali, o tempo e a temperatura da reagdo sao
variaveis, conforme o procedimento adotado. Assim, ndo se pode definir uma
condicao padronizada para a realizacdo dessa reacao. Entretanto, € reconhecido
que os principais fatores que afetam a eficiéncia da desacetilacdo e as
caracteristicas das quitosanas obtidas sdo: a) temperatura e tempo de reacgéo; b)
concentracdo da solucédo de alcali e adicao de diluente (alcoois de cadeia curta e
cetonas sao empregadas); c¢) razao quitina/alcali; d) tamanho das particulas de
quitina; e) atmosfera da reacdo e presenca de agentes que evitem a
despolimerizagdo (AZEVEDO et al, 2007).

A quitosana se caracteriza por possuir grupos aminicos livres, pela
solubilidade em solugdes acidas, insolubilidade em pH superior a 6,5, insolubilidade
em H.SO,, baixa solubilidade em H3POy,, insolubilidade em solventes organicos e
grupos aminicos protonados (-NH**), solubilidade em pH inferior a 6,5, capacidade
de formar solugdes viscosas com formacao de geleificacdo com polidnions e de se
solubilizar em misturas de agua e alcool (MUZZARELLI et. al, 1986). Uma
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caracteristica singular da quitosana reside no fato deste heteropolissacarideo
apresentar, dentre todos os biopolimeros naturais, 0 maior carater catiénico, uma
vez que a maioria dos polissacarideos animais ou vegetais apresenta carater neutro
(celulose, dextrana, amido) ou anidnico (alginato, carragenina, xantana). Em adicao,
algumas fungdes particulares da quitosana estdo diretamente relacionadas a seu
carater eletrolitico, inclusive certos procedimentos de reticulacdo de suas cadeias
(GONGALVES, 2011).

Muitos dos métodos disponiveis na literatura para obtengdo de derivados
estruturais da quitosana promovem a reticulacao das cadeias poliméricas desse
biopolimero, estratégia que confere as quitosanas modificadas propriedades
atraentes, tais como, maior resisténcia a dissolucdo em meio acido, menor
hidrofilia, geracdo de estruturas poliméricas densas ou porosas e reducdo da
reatividade quimica do material preparado. Frente a essas novas propriedades,
aplicagdbes mais especificas podem ser vinculadas a quitosana: fabricacdo de
resinas para extragdo em fase sdlida de ions metdlicos, corantes e poluentes
organicos, desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos e
construcdo de biossensores baseados na imobilizagdo de enzimas ou de células
vivas em filmes de quitosana reticulada.

A reticulacao das cadeias poliméricas de quitosana ocorre por meio da reacao
entre sitios reativos especificos presentes nas unidades estruturais da quitosana e
alguns reagentes reticulantes. No caso da quitosana, os sitios mais reativos sdo os
grupos amino e hidroxila das unidades de GlcN e GIcNAc. A elevacao do grau de
reticulacéo, reduz a porosidade do material obtido, a permeabilidade a agua e a
difusdo de possiveis substancias aprisionadas nas redes poliméricas formadas. A
maior parte dos processos de reticulagdo une covalentemente as cadeias
poliméricas de quitosana por meio de mecanismos reacionais distintos e
dependentes do tipo de agente de entrecruzamento empregado. Essas reacoes
ocorrem unindo de forma permanente sitios reativos de cadeias poliméricas
diferentes através de ligacdes intermoleculares, ou regides distintas de uma mesma
cadeia por meio de ligacbes intramoleculares. Outra forma de reticular
permanentemente a quitosana consiste em realizar reacdes de reticulagao induzidas
por um iniciador fotoquimico ativado por luz ultravioleta. A reticulacdo ibnica é um
processo reacional muito pratico do ponto de vista experimental, uma vez que exige

apenas a mistura do agente de entrecruzamento com a quitosana (GONCALVES,
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2011). O tripolifosfato de sédio (TPP) é um agente quimico utilizado neste tipo de
reticulacao da quitosana.

O tripolifosfato de sédio € um anion multivalente e atéxico que vem sendo
estudado como agente reticulante alternativo ao glutaraldeido (considerado
antigénico). O TPP pode reticular a quitosana, formando um gel, pela interacao
ibnica entre suas cargas negativas e as cargas positivas dos grupamentos amino da
quitosana (CALVO et. al, 1997). Essa interacao esté ilustrada na Figura 07.

Figura 07 — Interacao idnica entre a quitosana e o TPP.
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Fonte — Azevedo et.al, (2011).

O grande numero de cargas negativas do TPP resulta na sua grande
habilidade de reticular ibnicamente a quitosana. O tratamento de quitosana com TPP
resulta numa diminuicAo da susceptibilidade de degradacdo da quitosana pela
quitinase, além de alterar o comportamento de solubilidade do polimero, o que pode
ser usado como ferramenta para mudancas desejaveis nas propriedades da
quitosana para aplicacdes especificas (REIS, 2008).

Por ser considerado um anion de baixa massa molar, o TPP vem sendo
utilizado, também, como agente reticulante fisico, na formulagéao e na preparacao de

sistemas de liberag&o controlada de farmaco (ZHU, 2002).
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3.5 Liberacao Controlada de Farmaco

A pesquisa de farmacos tem atravessado diversas fases, iniciando-se com a
busca de plantas medicinais no inicio das civilizagdes humanas, evoluindo a fase da
quimica sintética na metade do século XX e, finalmente, a era biotecnoldgica no
inicio do século XXI. Assim, o final do século passado e o inicio deste tém sido
marcados por grandes avangos tecnologicos, incluindo o acentuado
desenvolvimento de novas formas de liberagcdo de farmacos. Por estar envolvida
com pesquisa multidisciplinar, a tecnologia de liberacdo controlada de farmacos
representa uma das dareas promissoras da ciéncia, contribuindo de maneira
inovadora para o tratamento da saude do homem (ALLEN JR et al, 2007).

A fus&o da ciéncia de polimeros com as ciéncias farmacéuticas conduziu para
um avango espetacular em termos de “inovacao” (flexibilidade no estado fisico,
forma, tamanho e superficie) no design e desenvolvimento de novos sistemas de
liberagao de farmacos (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).

A acéo biolégica produzida por um medicamento ndo é simplesmente fungéo
da atividade intrinseca do farmaco que ele veicula (PRISTA, 1996) (PANDIT, 2008).
Inimeros fenbmenos, mais ou menos complexos, se manifestam a partir do
momento da administragdo, os quais dependem nao sé dos principios ativos e do
organismo ao qual eles sdo administrados, mais ainda, em larga escala, da formula
e formulacdo farmacéutica utilizada (SILVA, 2006) (PANDIT, 2008). Sem duvida,
para que um farmaco seja eficaz, € necessario que uma quantidade suficiente dele
chegue ao sitio ou sitios de agédo e ali permaneca por um tempo suficiente para
exercer o seu efeito farmacoldgico. Isso depende da via e da forma pelas quais o
farmaco é administrado e da velocidade com que ele é liberado (AULTON, 2005)
(PANDIT, 2008).

A duracado da atividade dos medicamentos é bastante variada, sendo, em
geral, de alguns minutos a algumas horas (VOIGHT, 1982). Em formas
farmacéuticas convencionais, ou também chamadas de sistemas de liberacao
imediata, o sistema farmacéutico serve apenas de suporte para a substancia ativa,
pouco interferindo nas caracteristicas de liberacdo. Logo depois da administracéo
dessas formas farmacéuticas (nebulizagdo ou “spray”, injegdo e comprimidos), a
maioria do conteudo do farmaco é liberada e o efeito terapéutico se manifesta mais
ou menos rapidamente e de forma indiscriminada (ANSEL, 2000) (MOURA, 2012).
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Depois de atingir o pico de concentragdo maxima de farmaco no sangue, o efeito
terapéutico comeca a diminuir. Para assegurar um efeito terapéutico continuo, cada
nova dose deve ser administrada enquanto o nivel sanguineo do farmaco ainda se
encontra acima do limite minimo necessario para que haja efeito terapéutico. Deste
modo, se os intervalos de tempo forem excessivamente curtos, cada concentracao
maxima é mais elevada que a anterior e podera ultrapassar o efeito terapéutico e
atingir o nivel téxico. Ao contrario, se as doses individuais forem excessivamente
espagadas, entdo o problema adquire o aspecto inverso e ao fim de pouco tempo as
concentragcdes minimas sao insuficientes para conseguir o nivel terapéutico
aceitavel. Portanto, a solucdo consiste em estabelecer um plano de tratamento no
qual a dose maxima nao ultrapasse a necessaria para o efeito terapéutico, com o
objetivo de n&o provocar fendmenos de intoxicagéo, e a dose minima ndo se reduza
a valores que fagam com que o doente fique privado por um certo tempo da agao
efetiva do farmaco, como pode ser vista na Figura 08 (MOURA, 2012).

Figura 08 — Comparagéo dos perfis de liberagdo de um farmaco resultantes da administragdo de um sistema de

libertagcdo convencional por dose Unica (__) e varias doses (----) e de um sistema de libertagdo controlada (====).

Fonte: DASH et. al, 1998.
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Se a dosagem unitaria e o intervalo de tempo com que esta é administrada
forem corretamente escolhidos, o que nao € f4cil, havera oscilagbes no nivel
sanguineo, mas este se mantera dentro dos limites de resposta terapéutica efetiva.
Como consequéncia, tem existido desde muito tempo o interesse na obtencao de
formas farmacéuticas de sistemas de liberacdo modificada, que possam introduzir o
farmaco no organismo em um tempo determinado e em um sitio especifico, em
quantidade terapéutica, eliminando ou reduzindo as oscilagdes nas concentragdes
plasmaticas, tdo comuns quando se utiliza um sistema farmacéutico convencional,
mantendo a concentracdo do farmaco dentro da faixa terapéutica, reduzindo as
reacOes adversa se, assim, aumentando a aceitacdo do paciente ao tratamento
(VOUGHT, 1982).

Em 1952, um dos primeiros sistemas de liberagdo de farmacos foi
comercialmente disponivel (PILLAI, 2001).

Os Sistemas de Liberacdo Controlada (SLC) tém por objetivo prolongar e
melhorar o controle da administracdo de farmacos por forma a aperfeicoar a sua
acao terapéutica com o minimo de efeitos colaterais. Entendendo-se por “farmaco”
todos os compostos bioativos administrados com intuito terapéutico, desde
moléculas de baixo peso molecular a proteinas e a material genético (MOURA,
2012).

Cada farmaco possui um intervalo de agao terapéutica acima do qual ele é
toxico e abaixo do qual é ineficaz. O objetivo dos SLC reside em manter a
concentragdo do farmaco no organismo dentro do intervalo terapéutico por tempo
prolongado, utilizando-se uma UuUnica dosagem (MOURA, 2012). Portanto, a
vantagem mais evidente na utilizacdo de um sistema de liberagdo controlada é a
simplificagcdo do esquema posoldgico, uma vez que a frequéncia da administracao
do medicamento é reduzida (SUNY, 2003).

Em termos gerais, os farmacos que mais se adaptam aos SLC possuem as
seguintes caracteristicas: velocidades médias de absorcdo e excrecdo; absorcao
uniforme no trato gastrointestinal; absorcdo em doses relativamente pequenas;
margem de seguranga relativamente larga; utilizagdo no tratamento de doencas
cronicas em vez de agudas (VENDRUSCULO, 2005).

A melhoria no desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada depende
estritamente da selecdo de um agente apropriado capaz de controlar a liberacdo do

farmaco, manter a acao terapéutica ao longo do tempo e/ou de liberar o farmaco em
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um determinado tecido ou érgao alvo. Dentro das opg¢des, os polimeros sdo agentes
versateis e promissores para exercer tal funcao (LOPES, 2005).

3.6 Sistemas Poliméricos de Liberacao de Farmacos

Os polimeros constituem a classe de materiais mais versatil e ttm mudado o
nosso dia a dia no decorrer de véarias décadas (PILLAI, 2001) (LIU, 2009). Nessas
ultimas décadas, a uniao entre ciéncias de polimeros e ciéncias farmacéuticas levou
a uma inovagdo no propésito e desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos (KIM, 2009).

Devido as suas diversas aplicacées e funcionalidades, especialmente em
terapias de liberacdo controlada do farmaco, os polimeros estdo dentre o0s
excipientes mais utilizados para a obtencado de formas farmacéuticas (RIOS, 2005).
Estes sistemas poliméricos sdao destinados, principalmente, a alcancar a liberacao
modificada de farmacos. Dentre as principais caracteristicas que o polimero a ser
utilizado nesses sistemas deve apresentar € ser biocompativel e, de preferéncia,
biodegradavel (WILIAMS, 1999) (FOURNIER, 2003). Os materiais biodegradaveis
degradam dentro do organismo como resultado de processos bioldégicos naturais,
eliminando a necessidade de remocao do sistema de liberacdo de farmaco apés a
completa eliminacao do principio ativo (JONES, 2004).

Os sistemas poliméricos de liberagdo controlada de farmacos podem ser
agrupados, de acordo com sua estrutura, em sistemas matriciais e em sistemas com
uma barreira, também chamados de reservatorios (DUMITRIU, 1993). Em geral, a
Liberagdo Controlada de Farmaco (LCF) utiliza como métodos de liberagdo a
difusdo, a dissolugcdo e a osmose, nos quais quase sempre é possivel utilizar o
sistema de reservatério e o sistema matricial (LIMA, 2010). Nos sistemas matriciais o
farmaco € adsorvido ou solubilizado no interior de uma matriz polimérica. Enquanto
que nos sistemas reservatorios, a substancia ativa se encontra envolvida por
membrana polimérica, isolando o nucleo do meio externo, retardando a liberagdo do
farmaco (Figura 09) (SCHAFFAZICK, 2003).
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Figura 09 — Classificacao da liberagéo controlada de farmaco e suas principais vias de administracao.
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Fonte — LIMA, (2010).

A liberacdo do fa&rmaco nos sistemas reservatorios é controlada por uma
membrana microporosa ou semipermeavel. O reservatério pode ser composto pelo
farmaco solido ou uma suspensédo em meio liquido. As paredes do reservatorio sao
impermeaveis de um lado e ndo porosas ou microporosas de outro. O farmaco migra
numa taxa controlada para o sitio de absorcao. Tais sistemas liberam o farmaco
numa taxa menor do que a capacidade de permeacao da pele, sendo a liberacéao do
farmaco, portanto, controlada pelo sistema e ndo pela pele (DITTGEN, 1998;
VENKATRAMAN, GALE, 1998). Os sistemas reservatérios tém a desvantagem de
apresentarem todo o farmaco depositado em um compartimento. Caso a membrana
se rompa, o farmaco fica exposto e perde-se o controle de sua liberacdo. Neste
modelo a pele é saturada apdés aplicacdo do sistema pelo farmaco presente na
membrana adesiva (ZHAN et al., 2006; DITTGEN, 1998; VENKATRAMAN & GALE,
1998).

Nos sistemas matriciais o farmaco pode ser disperso em um gel que controla

a difusdo ou pode ser disperso em uma matriz polimérica contendo uma camada
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adesiva que controla a liberacdo do farmaco. Um lado da matriz permanece em
contato com a pele, enquanto o outro lado é protegido por uma membrana laminada.
O farmaco difunde através da estrutura até o sitio de absorgcdo (VALENTA, AUNER,
2002). Nestes sistemas a liberacdo do farmaco pode envolver processos de
intumescimento do polimero, difusdo do farmaco e erosdao da matriz. Em alguns
casos, o farmaco pode estar ligado quimicamente a cadeia polimérica e ser liberado
pela quebra hidrofilica ou enzimética dessa ligagdo. Um ou mais desses processos
podem regular a liberagdo em uma mesma forma farmacéutica, dependendo do tipo
de polimero empregado e das propriedades fisico-quimicas do farmaco (PEZZINI,
SILVA, FERRAZ, 2007). O sistema de matriz € mais seguro que o de reservatorio. O
mecanismo de liberacdo ndo € a simples difusdo, como no reservatério, mas
depende se a molécula do fadrmaco possui uma solubilidade finita na matriz e se a
concentracao total por unidade de volume (incluindo o farmaco nao dissolvido) é
maior do que a solubilidade finita na matriz (SHIN et al., 2005; VALENTA, AUNER,
2002).

Nos sistemas de difusdo a taxa de liberagdo da droga € determinada pela sua
difusdo através de um polimero insolivel em agua. Destaca-se, nestes sistemas,
dois tipos de dispositivos: 0s reservatérios nos quais um nucleo de droga é cercado
por uma membrana polimérica e os dispositivos de matriz onde a droga dissolvida
ou dispersa € distribuida uniformemente em uma matriz polimérica inerte (LEE;
ROBINSON, 2004).

Nos Sistemas Osméticos, a pressao osmoébtica pode ser empregada como
forca propulsora para gerar uma liberagdo constante do farmaco. Um reservatério de
farmaco, na forma de solu¢do ou no estado sdlido, contido num recipiente
semipermeavel constitui a base desses sistemas terapéuticos conhecidos como
bombas osméticas (LEE; ROBINSON, 2004).

O alvo deste estudo é desenvolver um sistema de liberacdo controlada

transdérmca.
3.7 Sistemas de Liberacao Transdérmicos
A via cutdnea € uma alternativa para aquelas drogas potencialmente tdxicas

quando administrada por outras vias, para terapias prolongadas e de substituicdo
(ALLEVATO, 2007).
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A liberacao transdérmica de farmacos pode ter como finalidade acéo local ou
sistémica. Os objetivos desta ultima sao: evitar administracdes repetidas, ter
liberacdo prolongada e manter as concentragbes plasmaticas constantes
(VEIGA et al., 2002). Na atualidade se aplica esta via de administragdo a numerosos
farmacos cuja magnitude molecular e propriedades fisico-quimicas o permitam
(ALLEVATO, 2007). Alguns autores relatam que embora seja dificil estabelecer
principios gerais que afetam a penetracdo cutanea aplicaveis a todas as
combinacdes possiveis de farmacos, veiculos e condi¢cdes da pele, alguns fatores
acabam sendo consensos e sdo citados na maioria dos trabalhos relacionados a
area (PAPARELLA & VALLEY, 2005; SIMONSEN et al., 2002; ANSEL et al., 2000):

e Concentracdo do farmaco: de modo geral, a quantidade de farmaco que
permeia a pele por unidade de superficie de area por intervalo de tempo
aumenta a medida que a concentracdo do farmaco no veiculo aumenta;

o Area de aplicacdo: uma quantidade maior do farmaco é absorvida pela via
cutédnea quando a substancia é aplicada numa area maior;

¢ Afinidade do farmaco com a pele: o farmaco deve apresentar maior atracao
fisico-quimica com a pele do que com o veiculo no qual é apresentado para
que migre do veiculo em favor da pele. Entretanto, certo grau de solubilidade
do farmaco tanto em lipidios quanto em agua é considerado essencial para a
permeacao efetiva, que parece ser aumentada por veiculos que se espalham
facilmente sobre a superficie da pele e misturam-se rapidamente com o sebo
colocando o medicamento em contato com as células;

e Hidratacdo cutanea: veiculos que aumentam a hidratagdo da pele geralmente
favorecem a permeacgdo cutanea. Logo, veiculos oleosos e/ou os curativos
oclusivos agem como barreira a umidade pela qual o suor da pele nao pode
passar, resultando em aumento da hidrata¢do cutanea;

e Tempo e intensidade de massagem: de modo geral, o tempo e a intensidade
de friccdo ou massagem na aplicacao tépica influenciam a quantidade de
farmaco absorvida, quanto maior o periodo e a intensidade de friccdo, maior a
absorcéo;

e Local de aplicacdo: a permeagdo cutanea parece ser maior quando o
medicamento é aplicado a pele que possui uma camada cérnea fina. Além da
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espessura, as propriedades do estrato corneo variam nas diversas partes do
corpo, incluindo diferengcas no numero de camadas celulares, empilhamento e
tamanho das células e quantidade de lipidios superficiais;

e Permanéncia do medicamento sobre a pele: geralmente, quanto maior o
periodo de permanéncia do medicamento sobre a pele, maior sera a
permeagdo. Entretanto, as alteragbes de hidratagdo ou a saturagédo da pele
com o farmaco podem interferir significativamente no aumento da permeacao

com o tempo.

Existem diferentes estruturas que atuam como barreira para penetracédo de
drogas na pele: camada cérnea (acida e aquosa), camada subcérnea (eletrolitica),
juncdo dermoepidérmica, derme e unidade pilossebacea (atuam como shunts de
baixa resisténcia). Sendo o estrato cdrneo, uma barreira altamente lipofilica, a qual
evita a perda excessiva de agua e previne a penetragcdo de moléculas (ALLEVATO,
2007). Para aumentar o alcance de farmacos que podem ser liberados
eficientemente pela pele tém sido utilizados promotores fisicos ou quimicos de
permeagao que interagem continuamente com a mesma para promover o fluxo do
farmaco (CHORILLI et al, 2006). Poréem a maior estratégia ainda € a hidratagao, pois
aumenta a espessura vertical da camada celular, reduzindo sua densidade e
diminuindo a resisténcia a difusdo (ALLEVATO, 2007).

Os promotores fisicos de permeacao inclue-se: iontoforese, sonoforese,
eletropermeabilizagdo, magnetoforese (CHORILLI et al, 2006). A iontoforese envolve
a liberagdo de compostos quimicos com carga através da membrana da pele,
usando um campo elétrico. Neste processo, embora a densidade atual aparente por
area de unidade seja baixa, a maior parte da corrente penetra pelo foliculo piloso
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; ANSEL et al., 2000). A sonoforese ou fonoforese,
que consiste na utilizacdo do ultra-som de alta freqiéncia, também esta sendo
estudada com o objetivo de aumentar a liberagdo transdérmica de farmacos.
Acredita-se que o ultrassom de alta freqiéncia possa influenciar a integridade do
estrato corneo, afetando desta forma a permeabilidade (ALVAVEZ-ROMAN et al.,
2004; CHORILLI et al., 2003; ZAGUE et al., 2003; ANSEL et al., 2000; BRONAUGH
& MAIBACH, 1989). A eletropermeabilizacao cria um poro aquoso na bicamada
lipidica cutédnea por aplicacado de pulsos elétricos curtos de aproximadamente 100-
1000 V/cm, proporcionando um caminho para a permeacdo do farmaco que
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atravessa diretamente o estrato coérneo (BRONAUGH & MAIBACH,1989). A
magnetoforese € uma técnica ainda limitada que estuda a capacidade dos campos
de magnetismo moverem magneticamente um material através da pele, num
mecanismo baseado na tecnologia de microchip para a liberacdo de farmacos
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; BRONAUGH & MAIBACH, 1989).

O promotor quimico de permeacgado ideal deve promover uma reducdo
reversivel nas propriedades de barreira da pele sem danos a longo prazo para as
células viaveis (CHORILLI, et al, 2006). Os mecanismos propostos para agdo dos
promotores quimicos de permeacgdo cutanea sao: reducao da resisténcia do estrato
cérneo devido a alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas; alteracdo da
hidratacdo do estrato corneo; alteragéo da estrutura lipidica e lipoprotéica dos canais
intercelulares pela desnaturacdo ou agédo de solventes e mecanismos de transporte
dos principios ativos ionizaveis (HADGRAFT, LANE, 2005; ANSEL et al., 2000).
Entre os promotores de permeacdo quimicos € citado: agua, dimetilsulféxido
(DMSOQ), azona, pirrolidonas, acidos graxos, alcoois, uréia e tensoativos (CHORILLI
et al, 2006).

As vantagens da via transdérmica de administracdo de farmacos séo: a pele
ser o 6rgao de mais facil acesso do corpo humano; diminuir as variacdes
plasmaticas de farmaco, ou seja, entrada de uma quantidade constante de um
principio ativo, com niveis sanguineos uniformes, constantes e sustentados; diminuir
a frequéncia de administragdo; anular a variabilidade da absorcdo oral; anular o
metabolismo pré-sistémico; possibilidade imediata de interromper a administracao;
uso simples, indolor, boa aceitacao, otimizando a aderéncia do tratamento (VEIGA
et. al, 2002; ALLEVATO, 2007). A fungéo barreira do estrato corneo, o intervalo de
tempo entre a administragdo e o alcancar de concentracao terapéutica (lagtime), a
possibilidade de irritacdo local e a possibilidade de desencadear tolerancia e/ou
resisténcia constituem, no entanto, em desvantagens desta via de administracéao
(VEIGA et al, 2002).

Os farmacos que sao bons candidatos ao desenvolvimento por esta via de
administragdo sdo os de baixo peso molecular (menores de 500 daltons); nao
ibnicas; possuem solubilidade em lipidios e agua; sdo estaveis em temperatura
ambiente; apresentam elevada poténcia; ndo sao irritantes; possuem extensa

metabolizagdo hepatica; tem tempos de meia-vida curtos; ndo sofrem metabolismo
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na pele; ndo induzem tolerancia e tem bons coeficientes de particao (ALLEVATO,
2007) (VEIGA et. al, 2002).

3.7.1 Vias de permeacéao do Farmaco

Os apéndices da pele apenas constituem 0,1% da superficie desta pelo que
se estima ser a via transepidérmica a principal via de permeagao de farmacos
(SUHONEN et. al, 1999). Assim, a absor¢ao percutanea via transepidérmica envolve
a difusao através do estrato cérneo, das células viadveis da epiderme e, finalmente,
das camadas superiores da derme até a microcirculacdo. O passo determinante da
absorcao cuténea é a permeacao através do estrato cérneo. As proteinas desta
camada constituem uma camada descontinua, enquanto que a fase lipidica é
continua. Teoricamente, existem, entdo, duas vias potenciais de passagem: a
transcelular e a intercelular, tal como se pode ver na Figura 10 (VEIGA et. al, 2002).

Figura 10 — Esquema que representa as vias de permeacgao do farmaco através do estrato corneo,

isto é, através dos cornedcitos e da matriz lipidica intercelular — via transcelular, e via da matriz

lipidica entre os cornedcitos — via intercelular.
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Fonte — Suhonen et al., (1999).
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Contudo, em ambas as vias de permeacao a estrutura do estrato cérneo
obriga o farmaco a se difundir através das bicamadas lipidicas intercelulares (VEIGA
et. al, 2002).

3.7.1.1 O foliculo piloso como sitio de agdo de farmacos

As unidades pilosebaceas tém um importante papel nos processos de
permeacao e penetracdo de compostos aplicados topicamente. O foliculo piloso
humano nao constitui somente um reservatério, mas também um ponto de entrada
para substancias aplicadas topicamente e contribui significativamente para o
transporte de farmacos para o interior da pele (VOGT et al., 2005).

Sistemas de liberacdo de farmacos e formula¢des destinadas a ter o foliculo
piloso humano como alvo seletivo pode permitir o envio de doses efetivas de
compostos ativos para o interior do ducto folicular. Possiveis aplicagcdes incluem o
tratamento de anormalidades do crescimento dos pélos, bem como o tratamento de
doencas associadas ao foliculo piloso e de desordens gerais da pele (VOGT et al.,
2005).

Ultimamente tem-se desenvolvido filmes polimeros para utilizacdo em

sistemas de liberacao controlada de farmacos.

3.8 Libertacao de farmacos a partir de filmes

A principal aplicagdo dos filmes enquanto SLC é a libertacao de farmacos por
via transdérmica. A libertacdo ocorre a partir da matriz polimérica de forma continua,
sem, no entanto, atingir niveis téxicos no organismo e danificar as células da
membrana epitelial. A grande vantagem da libertagcdo transdérmica face, por
exemplo, a via oral reside na protecdo do farmaco da biotransformagéo pré-
sistémica e da hidrélise enzimatica no trato gastrointestinal (SILVA et al., 2006;
RASOOL et al., 2011).

A facilidade da quitosana para ser processado na forma de filmes deu lugar
as primeiras aplicagbes investigadas deste polimero natural. De uma forma geral, os
filmes de quitosana possuem propriedades fisicas e mecanicas dependentes do
grau de desacetilacdo (percentagem de grupos amina presentes) e da massa molar
do polimero, elevada flexibilidade e estabilidade e sdo facilimente hidratados
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(HWANG et al., 2003). A colchicina é um exemplo de farmaco que pode ser
incorporado a uma matriz polimérica com o interesse que sua liberacdo seja

controlada.
3.9 Colchicina

A Colchicina é um produto natural obtido da planta Colchicum autumnale,
também conhecido como agafrdo-do-prado e célchico. E o agente antigota mais
antigo que se conhece. Preparacdes feitas com essa planta é anterior a Era Crista.
Seu uso no tratamento da gota iniciou-se no século XVIII e atualmente é empregada
nao s6 em quadros dermatoldgicos, mas em varias outras doengas (GUZZO, 1996).

Foi somente em 1820 que a colchicina, o principio ativo do cdlchico, foi
isolada pelos quimicos franceses Pelletier e Caventon. Sua configuragao absoluta sé
foi descrita em 1955, por Corrodi e Hardegger. A colchicina, cuja estrutura quimica
esta representada na Figura 11, é um alcaloide triciclico, contendo em sua estrutura
uma trimetoxifenila (Figura 11, anel A), um anel de sete membros (Figura 11, anel B)
com um grupo acetamida na posicao 7, e um anel tropolénico (Figura 11, anel C). A
colchicina natural apresenta apenas um centro estereogénico no carbono 7, com
configuragdo absoluta S, de acordo com sistema de nomeacao de estereoisdbmeros
descrito por Cahn-Ingold-Prelog (GUZZO, 1996).

Figura 11 — Estrutura quimica da Colchicina.
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Ha muito tempo, os vegetais representam as maiores fontes de substancias
ativas que podem ser usadas na terapéutica, incluindo os medicamentos
anticancerigenos, a exemplo os alcaloides da Vinca, com vista a encontrar
tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem a descoberta de novas
estratégias que impecam o avanco da doenga (BRANDAOQ, 2010).

Por 200 anos, a gota foi a Unica enfermidade tratada com colchicina, até que,
nas ultimas décadas, inUmeras pesquisas encontraram outras indicagées do
alcaloide.

A colchicina é um agente antimitético e, tem sido amplamente utilizada como
recurso experimental no estudo da funcao e divisdao normal e anormal da célula. A
colchicina pode fazer cessar a divisao celular vegetal e animal tanto in vitro como in
vivo. A mitose é interrompida na metéfase, devido a faléncia da formacédo do fuso,
surgindo, entao configuragdes nucleares bizarras e anormais que freqliientemente
levam a morte cellular (CAMPAGNOLO, 1989).

E conhecida as agbes da Colchicina como anti-inflamatéria, antifibrética,
antimitética e antiosteolitica (RAMOS-E-SILVA, 2010). Essas acbes estao
relacionadas a ligacdo da colchicina as tubulinas livres e consequentemente,
formacao de complexos tubulina-colchicina, que entao se copolimerizam, resultando
em microtdbulos com inUmeras moléculas de tubulina alternadas com moléculas de
colchicina (Figura 12). Obviamente esse fato interfere na dindmica normal dos
microtubulos e acaba por inibir a polimerizagdo dos mesmos, e por fim, interromper a
divisdo celular, justificando também sua acdo antimitética (BRANDAO, 2010). Esta
inibicdo da formacdo de microtibulos é especialmente Gtil em terapias
anticancerigenas porque as células cancerigenas proliferam de forma répida e
descontrolada (LAROCQUE, 2014).
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Figura 12 — Acao dos farmacos nos microtibulos. a) Alcaléides da vinca; b) Colchicina; c) Paclitaxel.

b c

a
Alcaltides da vinca

Pachlaxel

Helamdimanms.
de lubukna

fi

COmpiEED
[P [
cochicing 4

— microtibule —]

Fonte — Brand&o e col, (2010).

A substancia tem ampla distribuicao, excetuando-se o tecido cardiaco, cérebro
e musculos, porem com afinidade pela concentracdo nos neutréfilos. Apos a
metabolizacdo hepatica, sera eliminada principalmente nas fezes e em menor
quantidade por excrecdo renal (GUZZO, 1996; AZULAY, 2004). E absorvida
principalmente no ileo com uma biodisponibilidade de até 40%, um pico plasmatico
de 0,5 — 2h po6s-ingesta e uma rapida distribuigéo tissular, principalmente em figado,
rins, medula 6ssea, leucocitos e baco. O efeito farmacolégico aparece durante as
12h seguintes do inicio do tratamento. A vida média de eliminag¢do oscila de 4 a 30h
(MARTINEZ, 2008). A excregdo renal pode estar aumentada em pacientes com
problemas hepaticos. Devido ao alto grau de captacao pelos tecidos, a eliminagéao
da colchicina pode continuar por 10 dias ou mais, apds cessar a administracdo do
produto (GUZZO, 1996).

N&o existe consenso acerca de quais sdo os niveis tdxicos da colchicina,
porém a probabilidade de toxicidade aumenta quando se ingere de maneira aguda
(MARTINEZ, 2008). A dose téxica é de aproximadamente 10 mg. As doses que
provocam reacoes capazes de levar a morte sdo ao redor de 40 mg (GUZZO, 1996).
A toxicidade da colchicina é maior nos érgaos com alta captacdo celular, como o
trato digestivo e medula déssea. Os efeitos colaterais numa etapa inicial consistem
em nauseas, diarreia, vomitos, dor abdominal tipo cdlica. Numa segunda fase
incluem-se aplasia medular, anemia hemolitica, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia
renal, coagulacdo intravascular disseminada, além de alopecia, miopatias,

disestesias, neuropatia periférica, paralisia ascendente, diminuicdo dos reflexos
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miotaticos, alteracbes dermatoldgicas tipo eritema nodoso, necrose epidérmica
téxica. E numa terceira fase culmina com choque cardiogénico, parada respiratoria e
morte (MARTINEZ, 2008).

E contraindicada em casos de insuficiéncias renais, hepaticas ou cardiacas
severas e durante a gravidez (GUZZO, 1996) (MARTINS, 2001).

Recentemente, o numero de moléculas alvo usadas para o desenvolvimento
de novas opcgOes de tratamento cresceu consideravelmente, a exemplo da
Colchicina, usada classicamente no tratamento da gota, hoje utilizada em diversas
patologias, mas até o momento nenhum uso significativo em terapias
anticancerigenas foi estabelecido, devido & toxicidade apresentada (BRANDAO,
2010). Para tanto, é de grande importancia desenvolver alternativas para tornar este

farmaco mais seletivo, seguro e nao téxico (LAROCQUE, 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliacao e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, localizado na Unidade Académica de

Engenharia de Materiais na Universidade Federal de Campina Grande.
4.2 Materiais

e Quitosana Médio Peso Molecular, Sigma Aldrich®;

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

« Hidréxido de Sédio P.A. (NaOH), Vetec®;

e Tripolifosfato de Sédio (TPP) (NasO1oP3), Sigma Aldrich®
e Colchicina (C,:H2sNOs) comprimido de 1 mg, Apsen®.

4.3 Métodos

A metodologia foi desenvolvida de acordo com o fluxograma da Figura 13. As
etapas do processo foram exploradas com maior profundidade nos tdpicos

seguintes.

Figura 13 — Fluxograma da metodologia empregada.
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4.3.1 Preparacgao da solucdao e membrana de quitosana.

A solugdo de quitosana foi preparada na concentracao de 1% (m/v) por
dissolugdo do p6 de quitosana em solucao de acido acético 1% (v/v) sob agitacédo
mecanica e temperatura ambiente por 20 h.

A membrana de quitosana foi obtida pelo método de evaporacao do solvente,
onde 50 ml da solugdo de quitosana foram vertidos em placa Petri (15 cm de
diametro) e, posteriormente submetidos ao processo de secagem sobre ventilagao
forcada de ar por um periodo de 24 h. Os filmes secos foram neutralizados em
solucdo de hidréxido de sédio 1 M por uma 1 h, e consecutivamente estirados e

secos em temperatura ambiente.
4.3.2 Preparagéao da solugdo e membrana de quitosana/colchicina

A solucéo de quitosana foi preparada como no tépico 4.3.1, e em seguida a
ela adicionada comprimidos de colchicina macerados em almofariz necessérios para
obter uma concentracdo de 3,75 mg de colchicina por cm? de membrana, o que
corresponde a Y da dose diaria indicada para uma pessoa adulta. A
homogeneizacdo da solucdo 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.

4.3.3 Reticulacdo das membranas de quitosana e quitosana/colchicina em TPP

Foram preparadas solu¢des de Tripolifosfato de Sodio nas concentragdes de
1%, 2,5% e 5% (m/v) por dissolucao deste sal em agua destilada. As membranas
preparadas nos tépicos 4.3.1 e 4.3.2 foram reticuladas por imersdo em solucdo de
TPP (nas 3 concentragdes estudadas) por um periodo de 30 min, seguida de

lavagem com agua destilada e estiramento para secagem.
4.4 Caracterizacoes

As membranas de quitosana e quitosana/colchicina, com e sem reticulacéo,
foram caracterizadas por Difracdo de Raios X (DRX), Espectroscopia na Regiao de
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Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Otica (MO),
Microscopia Eletrdnica 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 determinacéo das fases
existentes e obtencédo de informacdes sobre a cristalinidade do material em estudo.
O equipamento utilizado foi um difratbmetro Shimadzu modelo XRD 6000,
montagem Bragg-Brentano, sistema 6-20 e radiagdo monocromatica de cobre, a

leitura foi efetuada entre 20=52 e 206=402 a velocidade de 2%/min.

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 modificagdes provocadas pela
adicdo do farmaco assim como pelo processo de reticulacdo. As analises 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 andlise foi utilizado o Microscépio Optico Hirox de reflexdo e
transmissdo com acessoérios 2D e variacdo de 50X-4000X, acoplado a uma estacao
de Anadlise de Imagens. Os aumentos estudados para todas as amostras foram os
de 350x e 1050x.

4.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

A caracterizagdo por MEV € uma técnica utilizada para andlise micro
estrutural da morfologia e da topografia sobre superficies dos sélidos e foi utilizada
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para esta pesquisa o equipamento da marca PHENOM, modelo MEV PROX,
fabricante PHENOM WORD aumento maximo de 40000x, profundidade de foco
1mm, resolugéo de 30nm, tensédo de 5, 10 e 15 KV, baixo vacuo e pressao variada

(1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico, mesmo em amostras ndo condutoras.
4.4.5 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

A andlise por EDS foi realizada com objetivo de analisar e quantificar os
elementos quimicos que constituem a estrutura do material desenvolvido. A analise

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

Para a realizacao deste ensaio foi utilizado um gonidmetro desenvolvido por
técnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecanica da UFCG (Universidade
Federal de Campina Grande) que se encontra instalado no Laboratorio de Avaliacao
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 Liberacdo Controlada de Farmaco

O Ensaio de Liberagdo Controlada foi realizado para determinar a taxa de
liberag@o da colchicina pela membrana de quitosana. As membranas de quitosana
com farmaco incorporado foram submetidas a banho agitado contento solucao
tampéao de PBS (pH = 7,43), as membranas permaneceram estaticas durante todo o
processo com auxilio de redes de contencéo. Aliquotas de 0,5 mL da solugado do
banho foram coletadas em diferentes periodos de tempo, sempre repondo a mesma
guantidade no banho com solucdo de PBS virgem. As aliquotas coletadas foram
analisadas por HPLC. Para a analise utilizou-se cromatégrafo liquido de ultra
eficiéncia Shimadzu (CLUE) equipado com duas bombas modelo LC-20AD, injetor
automatico SIL-20-Anr, forno para coluna CTO-20A, detector com comprimento de
onda variavel UV/Vis modelo SPD-20A, controlador CBM-20A, integrador automatico
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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 moével
que forneceu melhor seletividade ao método foi constituida de uma mistura
isocratica de acetonitrila:agua (40:60, v/v). As analises foram realizadas em
temperatura controlada (40°C), utilizando um fluxo de 0,1mL/min e volume de
injecao de 10pL.

4.4.8 Ensaio de Citotoxicidade

Com o objetivo de atender a norma ISO 0993 que recomenda ensaios in vitro
de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficaram em contato com a
pele, escolheu-se o teste de avaliacdo da viabilidade celular dos macréfagos 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)

As andlises por DRX foram realizadas visando analisar as modifica¢des
ocorridas na cristalinidade da quitosana, tanto pela incorporacdo do farmaco,
colchicina, como pelas diferentes concentragcdes de TPP as quais as membranas
foram submetidas.

Na Figura 14 observa-se o difratograma da quitosana pura utilizada como
padrao neste trabalho em comparacao com o difratograma da colchicina na forma de

comprimido.

Figura 14 — Difratograma de DRX da amostra de quitosana utilizada como padrao neste trabalho em
comparacgao com o difratograma da colchinha na forma de comprimido.

2200 .
5000 - ——Quitosana
1800 A ——Colchicina

Fonte — Préprio autor.

Verifica-se na Figura 14 para o difratograma da quitosana um perfil tipico de
um material semicristalino com a presenca de dois picos de base larga localizados e
aproximadamente 26=10° e 20=20° que segundo Urugami, Tokuro (2006),
corresponde a um difratograma tipico de quitosana.

Para o difratograma do comprimido de colchicina, devido a pequena
quantidade de farmaco contido no mesmo (1mg/comprimido), ndo foi possivel
verificar com nitidez certos picos caracteristico deste farmaco, observando-se
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predominancia dos picos relacionados ao excipiente polivinilpirrolidona K30 (PVP
K80) em aproximadamente 20=12,5°, 26=17,5°, 20=20°, 26=24° e 26=28° (LEI et al,
2011), entretanto pode-se observar picos em aproximadamente 26=18°%, 26=19°
206=19,5° e 20=21,5°% correspondentes a colchicina, além de um pico intenso em
aproximadamente 26=20° que corresponde tanto ao PVP K30 como a colchicina

(PATENTE, 2013).
Na Figura 15 observam-se os difratogramas das membranas sintetizadas sem

reticulacéo e reticuladas em solucoées com diferentes concentracdes de TPP.

Figura 15 — Difratogramas de DRX das membranas de quitosana/colchicina sem reticulagéo e
reticuladas em solugdes com diferentes concentragdes de TPP.
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Fonte — Préprio autor.

Para o difratograma da membrana de quitosana/colchicina sem reticulacéo na
Figura 15, verifica-se aumento da intensidade do pico presente em
aproximadamente 26=20° quando comparado com o difratograma da quitosana pura,
na Figura 14, e aparente desaparecimento do pico em aproximadamente 26=10°,
picos estes caracteristicos da quitosana. Isto pode estar relacionado a adicdo do
farmaco, e seus excipientes, a solugcdo de quitosana, o que proporcionou maior
cristalinidade, quando comparada com a membrana de quitosana pura, a membrana

de quitosana/colchicina.
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Com a reticulacao verificou-se diminuicao do perfil cristalino das membranas
de quitosana/colchicina, podendo ser observado o pico da quitosana presente em
aproximadamente 26=10°.

A membrana de quitosana/colchicina apresenta-se mais cristalina que as
demais que foram submetidas ao processo de reticulagdo devido ao fato que,
quando o polimero é submetido apenas a neutralizagdo por meio alcalino, esta
desprotonacao favorece a organizacdo estrutural pela formacdo de pontes de
hidrogénio inter e intra moleculares, gerando assim uma rede com certa organizacao
e compactacao de cadeias. Quando estas membranas que foram neutralizadas sao
submetidas ao processo de reticulagéo, o reticulante ibnico (no caso o TPP) uniu as
cadeias por ligagcdes entre os grupamentos aminas da quitosana desestruturando
pontes de hidrogénio antes existentes e gerando ligacbes ibnicas menos
organizadas, aumentando assim o perfil amorfo das membranas (PATI, ADHIKARI,
DHARA, 2011) que pode ser observado nos difratogramas da Figura 15, indicando
modificagdes estruturais decorrentes do processo de reticulacao.

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

Com o interesse de verificar as possiveis alteracées ocorridas nos grupos
funcionais da quitosana, assim como no farmaco colchicina, foram realizadas
analises de FTIR nas amostras padrdes de quitosana e colchicina, bem como nas
membranas de quitosana/colchicina sem e com reticulagao.

Para facilitar a visualizacao de possiveis modificacdes nos grupos funcionais,
foram realizadas as analises de FTIR dos padrées de quitosana e colchicina
(colchicina comprimido) que podem ser observadas na Figura 16.
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Figura 16 — Espectros de FTIR da quitosana e colchicina comprimido.
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Fonte — Préprio autor.

O espectro de infravermelho da quitosana obtido (Figura 16) estd de acordo
com os resultados apresentados por Ponciano, (2010) onde também foi observada a
presenca das bandas consequentes das vibragdes dos grupos funcionais
correspondentes a O-H da hidroxila e N-H da amina em ~3400-~2995 cm™, C-H do
CH, e CH; 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 CHz 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 da colchicina
também na Figura 16, para este espectro podem ser verificados as bandas
consequentes das vibragcdes dos grupos funcionais correspondentes a O-H da
hidroxila em ~3400 cm™ e ~3400-~2995 cm™', sendo a banda mais intensa em ~3400
cm’' corresponde a hidroxilas nao ligadas a pontes de hidrogénio, C-H do CH e CHj
em ~2995-~2873 cm™', do RHN-C=0 da amida em ~1650 cm™, do C=0 associacdo
a C-C em ~1600 cm™, C-H constituinte dos ciclos nao 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.

Na Figura 17 observam-se os espectros de FTIR das membranas de
quitosana/colchicina sem e reticuladas.
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Figura 17 — Espectros de FTIR das membranas de quitosana/colchicina sem e reticuladas.
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Fonte — Préprio autor.

Verificou-se na Figura 17 que a adi¢cao do farmaco a quitosana (membrana de
quitosana/colchicina sem reticulagdo, preto) proporcionou alteragcbes quanto a
intensidade dos grupos amida e amina da membrana, essa alteracao 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 presenca de grupos amida na constituicao do farmaco, o
que aumentou a presenca do mesmo no meio. Outro fator a ser considerado é a
possivel interacao do farmaco com os grupamentos amina da quitosana, ja que essa
diminuicdo da intensidade da banda de amina | pode indicar menor quantidade
desse grupamento livre, assim como também pode ter ocorrido ligacdo direta do
farmaco com essa amina | levando a formacdo de aminas secundarias que tem
leitura encoberta pela banda de hidroxilas em aproximadamente ~3400-~2995 cm™.

Observa-se para as membranas reticuladas deslocamento 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 organizacao estrutural (como ja observada na andlise de DRX) que as
pontes de hidrogénio entre as cadeias de quitosana. Verifica-se também para as
membranas reticuladas o surgimento de uma banda em aproximadamente 1170 cm’
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(observada em maior intensidade para a membrana de quitosana/colchicina
reticulada com solucédo 5% de TPP (m/v), esta banda esta relacionada a vibragao
das ligagdes P=0 oriundas do reticulante utilizado.

Verificou-se para a membrana quitosana/colchicina reticulada com soluc¢ao
5% TPP (m/v) o surgimento da banda em ~3665 cm™ relacionado as hidroxilas livres
do farmaco utilizado, além de evidenciar duas bandas praticamente encobertas pela
banda de hidroxila em ~3500 cm™ e ~3100 cm™' correspondentes ao grupo amina Il
levando a crer em uma possivel alteracdo da estrutura da quitosana por adi¢cdo de
molécula ou atomo em sua estrutura a partir do seu grupo amina |, como ja
mencionado na discussdo para a membrana de quitosana/colchicina sem

reticulagao.
5.3 Microscopia Otica (MO)

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

Na Figura 18 observa-se a membrana apenas de quitosana, o ensaio foi
realizado nesta amostra para facilitar a visualizacao das modificagdes ocorridas nas
membranas decorrentes da adicdo do farmaco e do processo de reticulagao.

Figura 18 — Microscopia Otica da membrana de quitosana nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.

MX(G)-10C OL-350(1l) X1050

Fonte — Proprio autor.
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Observa-se na Figura 18, uma superficie uniforme e lisa, caracteristicas de
uma membrana densa de quitosana, o que estd de acordo com estudos realizados
por Lima (2010).

Verifica-se na Figura 19 a Microscopia Otica da membrana de quitosana e

colchicina sem reticulagéo.

Figura 19 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/colchicina sem reticulagdo nos aumentos
de a) 350x e b) 1050x.

50um

Fonte — Préprio autor.

Para a Figura 19 observou-se que a adicao do farmaco colchicina alterou a
superficie da membrana de quitosana, atribuindo-a rugosidades inexistentes na
membrana apenas de quitosana, rugosidades estas sem direcionamento
preferencial gerando relevos aleatorios em toda a superficie. Além do farmaco, os
excipientes nele contidos podem ter influenciado na estrutura da membrana.

Na Figura 20 observam-se as microscopias da membrana de

quitosana/colchicina reticulada com solugéo de 1% de TPP (m/v).

Figura 20 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/colchicina reticulada com solugéo de 1%
de TPP nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.

50umi

Fonte — Proprio autor.
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Nota-se na membrana da Figura 20 a) uma superficie com regides de
aparente hipo e hiper concentracao, regides estas mais evidentes na Figura 20 b)
onde nitidamente sdo visualizados aglomerados (representando  0s
hiperconcentrados) e regides lisas (representado os hipoconcentrados). Este fato
pode estar relacionado a acao desigual do reticulante na amostra gerando regides
altamente reticuladas e regides com baixa reticulacdo. Resultado semelhante pode
ser observado para a membrana de quitosana/colchicina reticulada com solucéo de
2,5% de TPP (m/v) (Figura 21), entretanto com menor intensidade (como pode ser
verificado na Figura 21 a)), o que indica uma agédo mais efetiva do reticulante em
praticamente toda superficie da amostra quando comparado com a membrana

reticulada com solugéo de 1% de TPP (m/v).

Figura 21 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/colchicina reticulada com solugéo de 2,5%
de TPP nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.

50um} 50umie

Fonte — Proprio autor.

Na Figura 22, correspondente a amostra de quitosana/colchicina reticulada
com solucao de 5% de TPP, observa-se maior homogeneidade de superficie,
quando comparada com as amostras reticuladas com solugédo de 1% e 2,5% de
TPP, o que indica que a reticulagdo com esta concentragcdo apresentou-se mais
efetiva, reticulando praticamente toda a membrana o que evitou a formacdo de

regides de hiper e hipo concentracao.
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Figura 22 — Microscopia Otica da membrana de quitosana/colchicina reticulada com solugéo de 5%
de TPP nos aumentos de a) 350x e b) 1050x.
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Fonte — Préprio autor.

As observacgdes realizadas na analise de MO corroboram com as informagdes
verificadas nas andlises de DRX e FTIR, indicando modificagbes nha membrana tanto
pela incorporacdo do farmaco como pelo processo de reticulagao.

5.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise de MEV foi realizada para que, associada a MO, pudesse ser
verificada a morfologia das membranas sintetizadas. Devido ao fato que a imagem
de MEV ser de carater virtual, pois 0 que € visualizado é a transcodificacdo da
energia emitida pelos elétrons, possibilita-se uma visdo mais detalhada da
morfologia sem que haja interferéncia da luz visivel.

Para melhor visualizar as modificagdes ocorridas a membrana de quitosana
por adicdo do farmaco colchicina, observa-se na Figura 23 a membrana apenas de

quitosana.
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Figura 23 — MEV da membrana apenas de quitosana nos aumentos de a) 200x, b) 1000x e c) 3000.

Fonte — Préprio autor.

Assim como para o resultado de MO para membrana apenas de quitosana,
pode-se verificar na Figura 23 uma superficie uniforme e lisa, caracteristicas de uma
membrana densa de quitosana.

Na Figura 24 verifica-se a membrana de quitosana/colchicina sem reticulagéo.

Figura 24 — MEV da membrana de quitosana/colchicina sem reticulagdo nos aumentos de a) 200x, b)
1000x e c) 3000x.

Fonte — Proprio autor.

Verifica-se na Figura 24 que a membrana de quitosana contendo o farmaco
apresenta estrutura semelhantes a observada na MO. Observa-se para esta
membrana rugosidades n&o direcionadas diferenciando-a da membrana apenas de
quitosana. Notam-se também a presenca de fissuras semelhantes a fraturas em
toda a superficie da amostra (mais evidentes na Figura 24 canto inferior esquerdo),
fissuras estas que ndo conseguiam ser vistos na analise de MO. Percebe-se na
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superficie a presenca de fragmentos dispersos, fragmentes estes analisados por
EDS e associados a acetato de sédio que permaneceram na estrutura mesmo apos
a lavagem. O acetato de sodio € produto da neutralizagdo do acido acético (utilizado
para solubilizar a quitosana) com hidréxido de sédio.

Na Figura 25 observam-se as andlises de MEV obtidas para a membrana de

quitosana/colchicina reticulada com solucao de 1% de TPP.

Figura 25 — MEV da membrana de quitosana/colchicina reticulada com solugéo de 1% de TPP nos
aumentos de a) 200x, b) 1000x e c) 3000x.

Fonte — Proprio autor.

Na Figura 25 verifica-se uma superficie semelhante a da membrana de
quitosana/colchicina sem reticulagcdo, entretanto com fissuras mais acentuadas,
fissuras estas nao possiveis de serem observadas por MO.

Assim como na Microscopia Otica, verificam-se zonas de hipo e hiper
concentragao, representadas por aglomerados que podem melhor ser visualizados
na Figura 25 c). A presenca das fissuras ao redor das regides de hiper concentragéo
fortalecem o fato suposto na MO de que a membrana é reticulada de forma nao
homogenia, formando regides intensamente reticuladas (aglomerados) e regides
onde praticamente ndo ocorreu reticulagéo (lisas).

Alguns fragmentos podem ser visualizados na membrana de
quitosana/colchicina reticulada com 1% de TPP, estes fragmentos foram associados,
a partir de EDS, a presenta de tripolifosfato de sddio (TPP) disperso na superficie da
amostra.

Na Figura 26 observam-se as micrografias da membrana de

quitosana/colchicina reticulada com solucao de 2,5% de TPP.
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Figura 26 — MEV da membrana de quitosana/colchicina reticulada com solugéo de 2,5% de TPP nos
aumentos de a) 200x, b) 1000x e c) 3000.
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Fonte — Proéprio autor.

Verifica-se na Figura 26, estrutura semelhante a observada para a membrana
de quitosana/colchicina reticulada com 1% de TPP, entretanto com maior nimero de
fissuras e regides de baixa e alta concentragdo. Para esta membrana também é
possivel visualizar a presenca de fragmentos em sua superficie, estes fragmentos
também foram associados, a partir de EDS, ao TPP.

Na Figura 27 verificam-se as micrografias para as membranas de

quitosana/colchicina reticuladas com solugéo de 5% de TPP.

Figura 27 — MEV da membrana de quitosana/colchicina reticulada com solugéo de 5% de TPP nos
aumentos de a) 200x, b) 1000x e c) 3000x.

Fonte — Proprio autor.

Verifica-se nas micrografias para a membrana de quitosana/colchicina
reticulada com solucao de 5% de TPP (Figura 27) superficie divergente a observada

por MO, na qual, devido visualizacdo mais nitida da superficie proporcionada pela
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varredura dos elétrons sem que ocorresse a interferéncia da luz visivel, foi possivel
observar impregnacdao de TPP (cuja composicdo foi comprovada por andlise de
EDS) em toda a superficie da membrana, fato este decorrente da alta concentragéo
de TPP (5% m/v) utilizada no processo de reticulagdo, sinalizando saturacdo da

membrana por TPP.

5.5 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

Visando identificar os &atomos presentes nas membranas de
quitosana/colchicina, antes e apds o processo de reticulacao.
Na Figura 28 observam-se os resultados obtidos para a analise por EDS.

Figura 28 — EDS das membranas a) quitosana/colchicina sem reticulacao, b) quitosana/colchicina
reticulada com solugéo de 1% de TPP, c) quitosana/colchicina reticulada com solugao de 2,5% de
TPP e d) quitosana/colchicina reticulada com solugcéo de 5% de TPP.
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Fonte — Proprio autor.

Observa-se na Figura 28 a), para a membrana de quitosana/colchicina sem
reticulacdo, a presenca dos atomos carbono, oxigénio e nitrogénio, atomos estes
que constituem tanto a estrutura da quitosana como a da colchicina, ndo foram



70

observados atomos que divergem a estrutura das duas moléculas. Para a Figura 28
b), observou-se a presenca dos atomos carbono, oxigénio e nitrogénio, com origem
semelhante a mencionada anteriormente para a membrana de quitosana/colchicina
sem reticulagéo, entretanto verifica-se uma maior presenga do atomo de sédio, sodio
este que tem origem do TPP utilizado para reticular a membrana. O tripolisfofato de
sbédio apresenta atomos de oxigénio em sua constituicido que podem interferir no
percentual do mesmo na analise de EDS. A Figura 28 c) e d), representando as
analises de EDS das membranas de quitosana/colchicina reticuladas com solugao
de 2,5% e 5% de TPP respectivamente, apresentam constituicio quimica
semelhante e com idéntica origem a da membrana de quitosana/colchicina
reticulada com 1% de TPP, excetuando-se para a presenca do atomo de fésforo
observado na Figura 28 d), atomo este relacionado ao TPP em excesso observado

na MEV para esta mesma membrana.

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/colchicina, com e
sem reticulagéo.

Observa-se na Figura 29 os resultados da analise de tesdo superficial das

membranas de quitosana e quitosana/colchicina com e sem reticulacao.

Figura 29 — Resultados do Ensaio de Tensao Superficial das membranas de quitosana e

quitosana/colchicina, com e sem reticulagao.
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Verifica-se na Figura 29 que todas as amostras apresentaram perfil hidrofilico
por possuirem angulo de contato menor que 90° (WOODWARD, 2008). Com a
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adicao de colchicina as membranas (em todas as amostras) verificou-se diminuicao
do angulo de contato indicando aumento da hidrofilicidade.

A reticulagdo das membranas com solugdo de TPP provocou aumento da
hidrofilicidade das amostras, exceto para a variagao reticulada com solucao de 1%
de TPP, entretanto as amostras reticuladas com solug¢des de 2,5% e 5% de TPP
apresentaram grande desvio padrdo, o que pode indicar regides de menor e maior
hidrofilicidade na superficie das membranas. Estes resultados corroboram com os
observados na analise por MO onde foi possivel verificar diferentes morfologias na
superficie da amostra.

5.7 Ensaio de Liberacao Controlada de Farmaco

5.7.1 Desenvolvimento do método para identificacdo da colchicina

Durante o desenvolvimento de um método analitico, faz-se necessario a
otimizacdo de diversas etapas como a preparacdo do material, a separacdo da
amostra e a quantificacdo. O pico de absor¢cdo maxima da colchicina dissolvida em
metanol ocorreu em 245 nm, e, apresentou um tempo de retencao de 4.21 minutos.

O método analitico desenvolvido foi seletivo para a colchicina, tendo em
vista, que houve a separacao entre o farmaco em estudo e os picos de possiveis
interferentes presentes na membrana de quitosana como observado na Figura 30.

Figura 30 — Cromatogramas das solucbes-padrao da colchicina (Rosa) e quitosana (Preto) obtido por
CLAE-UV a 245 nm.

uy

som—f
7000—5
EDDO;
som—f
4000—2
aooo—f
2000—2
mm—i

04

L L L L R
0.0 1.0 20 a0 4.0 5.0 min

Fonte — Préprio autor.
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5.7.2 Avaliagédo da colchicina nas membranas

Foram avaliadas qualitativamente as concentragbes de colchicina nas
membranas de quitosana/colchicina sem reticulagcdo, quitosana/colchicina reticulada
com solucéo de 1% de TPP e quitosana/colchicina reticulada com solu¢ao de 5% de
TPP. As aliquotas foram coletadas nos tempos de 30 min, 3 hs e 20 hs. Na Figura
31 observam-se os cromatografos para a membrana de quitosana/colchicina sem

reticulagao.

Figura 31 — Cromatogramas da membrana de quitosana/colchicina sem reticulacdo nos tempos de a)
30 min, b) 3 hs, c) 20 hs e d) sobreposicao dos graficos para comparacao dos resultados 30 min

(rosa), 3 hs (azul) e 20 hs (preto).
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Fonte — Préprio autor.

Verifica-se na Figura 21 a presenca (em todos os gréficos) do pico de
quitosana, indicando degradacdo da amostra no decorrer do ensaio, degradagao
esta que permanece constante do tempo de 30 min a 3 hs (indicado pela
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sobreposicao dos picos correspondentes visualizados na Figura 21 d)) apresentando
acréscimo em 20 hs, entretanto ndo verifica-se alteracdo na concentracdo de
colchicina no decorrer do experimento, mantendo-se constante a intensidade do pico
de colchicina do ensaio de 30 min até o de 20 hr (que pode ser identificado pela
sobreposicao dos picos na Figura 21 d)), o que indica que o farmaco foi liberado
uma unica vez.

Na Figura 32 observam-se o0s cromatografos para a membrana de
quitosana/colchicina sem reticulagao.

Figura 32 — Cromatogramas da membrana de quitosana/colchicina sem reticulacdo nos tempos de a)
30 min, b) 3 hs, c) 20 hs e d) sobreposicao dos graficos para comparacao dos resultados 30 min

(rosa), 3 hs (azul) e 20 hs (preto).
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Fonte — Préprio autor.

Na Figura 33 observam-se o0s cromatografos para a membrana de
quitosana/colchicina sem reticulagao.
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Figura 33 — Cromatogramas da membrana de quitosana/colchicina sem reticulacdo nos tempos de a)
30 min, b) 3 hs, c) 20 hs e d) sobreposicao dos graficos para comparacao dos resultados 30 min
(rosa), 3 hs (azul) e 20 hs (preto).
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Fonte — Préprio autor.

Os resultados obtidos para as amostras de quitosana/colchicina reticuladas
com solugéo de 1% e 5% de TPP apresentaram resultados semelhantes aos da
membrana de quitosana/colchicina sem reticulagao, indicando uma nao variagdo na

taxa de liberacao do farmaco que poda ser correlacionada a reticulacao.

5.8 Ensaio de Citotoxicidade

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

Na Figura 34 observam-se os resultados do ensaio de citotoxicidade das

membranas de quitosana e quitosana/colchicina sem reticulagao.
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Figura 34 — Resultados do ensaio de citotoxicidade para as membranas de quitosana e
quitosana/colchicina sem reticulacéo.
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Fonte — Préprio autor.

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada para a membrana de quitosana e
quitosana/colchicina sem reticulagao, obtendo-se viabilidade de (125 + 25)% e (54 +
20)% respecitavamente, indicando que a membrana de quitosana/colchicina sem
reticulagdo apresenta certa citotoxicidade, o que é interessante pelo fato que o
farmaco incorporado tera como finalidade tratar células cancerosas. Este resultado
também demonstra o potencial da membrana de quitosana em liberar o farmaco,
considerando que a membrana apenas de quitosana n&o apresenta toxicidade
(viabilidade de (125 + 25)%) em meio biolégico, sendo a toxicidade observada no

ensaio decorrente do farmaco liberado.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados chegaram-se as seguintes

conclusoes:

A viabilidade de incorporar colchicina em solugdo de quitosana e obter
membranas densas destas solucoes;

A partir da difracdo de raios X pode-se verificar aumentos da intensidade de
cristalinidade da membrana de quitosana por incorporagéo de colchicina a
solucdo matriz, além de verificar que o processo de reticulagdo com TPP
provocou diminuigdo da intensidade dos picos cristalinos da quitosana,
diminuicao esta ocasionada pela reticulacao i6nica desorganizada ocasionada
pelo tripolifosfato de sédio;

Com o espectro de FTIR pode-se verificar certa interacao 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 reticulagao por TPP;

Por microscopia ética e microscopia eletrénica de varredura pode-se verificar
alteracdo da morfologia densa, da quitosana, para rugosa por incorporagao
da colchicina a solucdo matriz, rugosidade esta que foi acentuada com a
reticulacdo com TPP. Verificou-se também que a reticulacao por tripolisfofato
de sodio ocorre de diferentes formas na superficie da membrana gerando
regides com divisées de fases;

A partir da andlise de angulo de molhabilidade verificou-se diminuigdo do
perfil hidrofobico da membrana decorrente da reticulagéo por TPP, diminuigéo
esta oriunda da estrutura menos organizada da membrana gerada pela
reticulagéo por tripolifosfato de sédio.

De acordo com o ensaio de libracdo controlada de farmaco pode-se observar
qgue o farmaco nao é liberado de forma continua, liberado apenas uma Unica
dosagem no intervalo de 20 hs, fato este que pode estar relacionado a forma
de liberagdo matricial da membrana de quitosana/colchicina que necessita se
degradada para que a libragdo do farmaco ocorra. Nao foi verificada variagao
no padrao de liberacdo decorrente do processo de reticulagéo.
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A partir do ensaio de citotoxicidade pode-se constatar que a membrana
apresenta certa citotoxicidade. Este resultado demonstra também o potencial
da membrana de quitosana em liberar o farmaco, considerando que a
membrana apenas de quitosana nao apresenta toxicidade em meio biolégico,

sendo a toxicidade observada no ensaio decorrente do farmaco liberado.
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