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RESUMO

As neoplasias constituem um conjunto de doencas que se caracterizam
por uma massa anormal de tecido com crescimento descontrolado e excessivo
em relagdo aos demais tecidos normais. De acordo com o comportamento
biolégico, elas podem ser classificadas em benignas ou malignas (cancer).
Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), sao esperados 576 mil casos
novos de cancer para 2014 e 2015 no Brasil. O combate ao cancer é feito com
medidas preventivas, diagndéstico precoce e tratamento. O sistema de liberacao
controlada de farmacos através da utilizacdo de biomateriais poliméricos
associados a compostos com acao antineoplasica pode ser empregado como
alternativa de tratamento para esta patologia. Desta forma, este trabalho tem
como objetivo a sintese e caracterizacdo de arcaboucos de quitosana utilizados
como carreadores da droga antitumoral (1,4- Naftoquinona), cuja taxa de
liberacao podera ser controlada pela utilizacdo de um agente reticulante como o
tripolifosfato de sédio (TPP), com a perspectiva da confecgdo de um sistema de
liberacdo controlada de farmacos antitumorais. O método consiste na
solubilizagdo da quitosana em &cido acético, adigao do farmaco, congelamento,
liofilizagao e reticulagdo com TPP. Todas as amostras foram caracterizadas por
Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS), Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Biodegradacao
Enzimatica, A microscopia (MEV) evidenciou a formacao de arcaboucos porosos
de quitosana (Q), quitosana com TPP (QT), quitosana com 1,4 — Naftoquinona
(QN) e quitosana com TPP e 1,4 — Naftoquinona (QNT). Ja no EDS foi observada
a presenca de elementos quimicos como sédio, fésforo, nitrogénio, carbono e
oxigénio. A reticulagdo dos arcaboucos, comprovada pelo FTIR, DRX,
Termogravimetria, Grau de Intumescimento e EDS, aumentou a taxa de
degradacdo dos mesmos demonstrada pelo ensaio de Biodegradacao
Enzimatica. A incorporagao do farmaco foi confirmada por DRX, FTIR, Grau de
Intumescimento e Termogravimetria. Desta forma, pode-se concluir que houve a
formagdo de arcabougos reticulados e ndo reticulados porosos, com
propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas que podem contribuir para carrear
farmacos antineoplasicos, sendo possivel controlar a taxa de degradagéo dos
mesmos e consequentemente a liberagdo do farmaco.

Palavras-chave: quitosana, neoplasia, arcabougos, naftoquinona
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ABSTRACT

The neoplasias are a group of disorders characterized by an abnormal
mass of tissue which has uncontrolled and excessive growth when compared to
normal tissue. According to their biological behavior, they can be classified as
benign or malignant (cancer). According to the National Cancer Institute (NCI), it
is expected that there will be 576,000 new cancer cases in Brazil during 2014
and 2015. The fight against cancer is done with preventive measures, early
diagnosis and treatment. The controlled release system of drugs through the use
of polymeric biomaterials associated with the compounds that have an
antineoplastic action can be used as an alternative treatment for this disease.
Thus, this work has as the objective, the synthesis and characterization of
chitosan scaffolds used as carriers for antitumor drugs (1,4 Naftoquinona), whose
release rate can be controlled by using a crosslinking agent such as sodium
tripolyphosphate (TPP), with the prospect of making a controlled release system
for antitumor drugs. The method comprises in the solubility of chitosan in acetic
acid, drug addition, freezing the material, lyophilization and crosslinking with TPP.
All samples were characterized by X-Ray Diffraction (XRD), Scanning Electron
Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), and Enzymatic Biodegradation. The
Microscopy (SEM) showed the formation of porous scaffolds of chitosan (Q),
chitosan with TPP (CT), chitosan with 1.4 - Naftoquinona (QN) and chitosan with
TPP and 1.4 - Naftoquinona (QNT). EDS showed the presence of chemical
elements such as sodium, phosphorus, nitrogen, carbon and oxygen. The
crosslinking of the scaffolds, proven by FTIR, XRD, Thermogravimetry, Degree
of Swelling and EDS, increased its rate of degradation thereof, as demonstrated
by the Enzymatic Biodegradation test. The incorporation of the drug was
confirmed by XRD, FTIR, Degree of Swelling and Thermogravimetry. Thus, it can
be concluded that there was the formation of crosslinked and non-crosslinked
porous scaffolds, with morphological and physicochemical properties that can
contribute to the carrying of antineoplastic drugs, being possible to control their
degradation rate and consequently drug release.

Keywords: Chitosan, neoplasia, scaffold, naphthoquinone
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1 INTRODUGCAO

Neoplasia (neo = novo + plasia = formacao), também conhecida como
tumor, designa uma proliferacdo anormal de células sem um objetivo definido
(crescimento, reposicao de células necrosadas ou mortas por apoptose) sem
controle fisiolégico (tornam-se autbnomas e independente de estimulos
fisioldgicos), persistente e com efeitos agressivos ao organismo. Decorre de
alteracbes genéticas nos genes que controlam o crescimento, a diferenciacao,
reparacdo do DNA e apoptose (morte celular programada). As células
neoplasicas apresentam diferenciacao variavel e, no caso das malignas, podem
determinar a formagéao de tumores a distancia independentes e descontinuos em
relagdo ao tumor primario. Ha basicamente dois tipos de tumores: benignos e
malignos (cancer) (KUMAR et al., 2010).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2014), aproximadamente
140 mil pessoas morrem de cancer todos os anos no Brasil, correspondendo a
um percentual de 17,3% das mortes registradas no pais, ficando apenas atras
das doencas circulatérias com um percentual de 27,9% do total de mortes.

A expectativa de vida ao nascer vem aumentando na populagéo de varios
paises do mundo. No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2014), a expectativa de vida ao nascer da populacdo de
ambos 0s sexos passou de 70,5 anos em 2000 para 75,6 anos em 2014. Assim,
a elevacao da expectativa de vida, associada a menor taxa de fecundidade, que
passou, em média, de 6,16 filhos em 1940 para 1,74 em 2014 tem como
resultado o crescimento da populagdo de idosos no pais. Este aumento
progressivo de longevidade, associado aos traumas decorrentes de acidentes
(transito, domiciliares, violéncia, etc.), tem aumentado a demanda por novos
produtos e tecnologias fornecidos pelos érgaos responsaveis pela saude da
populacéo.

Outro fato importante e, associado a longevidade em virtude de
fendmenos relacionados, dentre outros fatores ao decaimento das fung¢des dos

diversos érgaos, é a maior frequéncia de neoplasias malignas emidosos. Assim,
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0 aumento da expectativa de vida e o envelhecimento da populacdo ampliardo o
namero de casos de cancer, doenca cuja terapéutica (quimioterapia,
radioterapia, cirurgia ou uma combinagdo destes tratamentos) demanda um
elevado volume de recursos, atingindo R$ 1,8 bilhdes em 2010 (INCA, 2012).

Desta forma, torna-se imprescindivel o estudo e desenvolvimento de
alternativas terapéuticas de combate ao cancer, seja no campo preventivo, bem
como no diagnéstico e tratamento precoces. Assim, neste trabalho, foram
desenvolvidos arcaboucos tridimensionais (scaffolds) de quitosana associados
a 1,4 Naftoquinona (molécula bioativa com acao antitumoral) e avaliados quanto
as caracteristicas fisico-quimicas e biodegradacdo, buscando o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de futuros farmacos para
o combate ao cancer, possibilitando relevantes beneficios a populacédo
acometida com a referida patologia.

A Ciéncia dos Materiais procura investigar e estabelecer relagdes entre a
estrutura, em seus diversos niveis (subatdmico, atémico, microscopico e
macroscopico), as propriedades (mecanica, elétrica, térmica, magnética, optica
e deteriorativa) e os fendbmenos relacionados dos materiais. A Engenharia de
Materiais utiliza a correlacdo estrutura-propriedade para aprimorar os materiais
ja existentes ou desenvolver novos materiais com um determinado conjunto de
propriedades. Um dos ramos de crescente interesse da referida engenharia é o
campo dos Biomateriais. Este procura desenvolver e aplicar diversos materiais
que possam interagir com o meio biolégico e, assim, ser aplicado na area da
saude, sendo um importante aliado da medicina na busca de tratamento cada
vez mais eficiente nas varias especialidades médicas como a cardiologia,
traumatologia e ortopedia (CALLISTER, 2007).

O desenvolvimento de materiais poliméricos associado a medicamentos
podem ser utilizados como sistema de liberagcdo controlada de farmacos,
trazendo importantes vantagens quando comparados as vias de administracéo
convencionais das drogas nas diferentes areas da medicina como, por exemplo,

a oncologia, que é o ramo da medicina especializada no diagnéstico, prevencao
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e tratamento das neoplasias, Endocrinologia, Traumatologia etc. (HOLANDA,
2012; MARTINS, 2013; PINTO et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Desenvolver arcabougos de quitosana/1,4 - Naftoquinona como

carreadores para liberacao controlada de farmaco antitumoral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer variaveis de processamento para obteng¢ao de arcaboucos de
quitosana sem e com 1,4 - Naftoquinona;

Estudar as caracteristicas fisico-quimica e estrutural dos arcaboucos;
Avaliar a biodegradabilidade dos arcabougos reticulados e néo
reticulados;

Avaliar o efeito da incorporagao do reticulante Tripolifosfato de Sodio nos

arcabougos com e sem 1,4 — Naftoquinona.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 NEOPLASIA

Considera-se neoplasia uma massa anormal de tecido com crescimento
descontrolado (autbnomo e independe do controle fisiol6gico, embora ainda
dependa do suporte nutricional do hospedeiro) e excessivo em relagdo aos
demais tecidos normais, que persiste mesmo depois de cessado o estimulo
desencadeante. Esta persisténcia € decorrente de alteracGes genéticas
ocorridas na célula neoplasica que sao transmitidas as demais células que delas
derivam. O termo TUMOR, que anteriormente referia-se ao edema presente nos
processos inflamatérios, € considerado sinénimo de neoplasia. Assim,
atualmente utiliza-se o termo tumor benigno quando se refere a neoplasia
benigna e tumor maligno para neoplasia maligna (KUMAR et al., 2010; RUBIN
et al., 2006).

A oncologia (originada da palavra grega oncos = tumor + logia = estudo)
€ a especialidade médica dedicada ao estudo das neoplasias. A classificacao
das neoplasias esta baseada em dois critérios: comportamento biolégico e
histogénese. Quanto ao comportamento bioldgico, as neoplasias podem ser
classificadas em benignas e malignas. As benignas caracterizam-se pela
formacdo de uma capsula fibrosa, crescimento expansivo e lento (quando
comparado as malignas) e auséncia de metastases (crescimento de uma nova
neoplasia a distancia, sem continuidade e dependéncia do foco primario). Ja as
neoplasias malignas apresentam crescimento rapido com capacidade invasivo-
destrutiva, producédo de metastases e sem formacao de capsula. As metastases
podem ocorrer por via linfatica, onde o transporte das células tumorais ocorre
através dos vasos linfaticos e, neste caso, os linfonodos envolvidos seguem a
rota natural da drenagem linfatica (mais frequente nos carcinomas), via
hematogénica, acometendo mais frequentemente os érgados que recebem maior
fluxo sanguineo como o figado e 0 pulméo que recebe todo sangue das veias
cavas apos passarem pelo atrio e ventriculo direitos (mais comuns nos casos

dos sarcomas) e por implantes em cavidades e superficies corporais como
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cavidade peritoneal, pleural, pericardica, etc. (KUMAR et al.,, 2010; FILHO,

2011).

Na Tabela 1 observa-se as principais diferencas entre os tumores

malignos e benignos segundo alguns critérios.

Tabela 1 - Principais diferengas entre tumores benignos e malignos.

Critério

Diferenciacao e
Anaplasia

Morfologia

Mitoses

Crescimento

Encapsulagao

Invasao local

Metastases

Antigenicidade

Relacao
nucleo/citoplasma

Necrose, hemorragia

Tumor Benigno

Células bem
diferenciadas

Reproduz o aspecto do
tecido de origem

Limitadas, raras e
tipicas

Lento, expansivo e bem
delimitado

Presenca
frequente

Localizada no
seu local de origem

N&ao ocorrem

Ausente

Préximo do
normal

Raras

Fonte: KUMAR et al.(2010).

Tumor Maligno

Variacao da
diferenciacao
Células bem
diferenciadas —
Indiferenciadas (T.
anaplasicos)
Caracteres diferentes
do tecido de origem

Frequentes e atipicas

Rapido, infiltrativo com
delimitagdo imprecisa

Geralmente ausente

Infiltra, invade ou
metastatiza para
lugares distantes

Frequentes

Presente

Aumentada, poliploidia
e aneuplodia

Frequentes
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Figura 1 - Comparagéao entre um Leiomioma (tumor benigno do Miométrio) e leiomiossarcoma
(tumor maligno de mesma origem).

Endométrio

Tuba uterina (de Falopio)

 BENIGNO

| mi)iﬂifsﬁﬂ

(Leiomioma) . (Leiomiossarcoma)
i ! Grande I
Pequenq ) Nao iNvasivo Mal delimitado Localmente invasivo
Bem delimitado Nao metastatico Crescimento rapido com  Metastatico

Crescimento lento Bem diferenciado hemorragia e necrose Pouco diferenciado

Fonte: KUMAR et al. (2010).

A Figura 1 evidencia a diferenca entre os tumores benignos e malignos
originados a partir do musculo liso. Todos os tumores sdo formados por um
parénquima constituido por células neoplasicas que determinam o seu
comportamento bioldégico e € o elemento do qual o tumor tem o seu nome
derivado e um estroma ndo neoplasico, constituido por tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e células normais (macrofagos, linfocitos). O estroma é essencial
para o crescimento do tumor, proporcionando suprimento sanguineo e suporte
para o crescimento das células parenquimatosas. A nomenclatura, assim como
o comportamento biolégico dos tumores, depende do seu componente
parenquimatoso (KUMAR et al., 2010; RUBIN et al., 2006). A Figura 2 representa
o desenvolvimento do ovo até o embrido tridérmico, do qual séo originados todos

os tecidos do corpo humano.
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Figura 2 - Desenvolvimento do ovo ao embriao tridérmico e os diferentes tecidos derivados do
mesmo.

ovo
v
MORULA

v
BLASTULA (1)

Y

GASTRULA

v

EMBRIAO
TRIDERMICO

il e

ECTODERMA;z MESODERMA3)  ENDODERMA(@4)

|

MESENQUIMA

(1) Células blasticas, residuais, sdo daqui derivadas.

{2) O ectoderma da origem ao epitélio de revestimento externo, o epitélio glandular e o tecido
NEMVos0.

(3) O mesoderma diferencia-se em diversos tecidos, entre os quais os tecidos 0ssen, muscular,
vascular, seroso, cartilaginoso e hematopoético.

{4) O endoderma da origem ao epitélio de revestimento interno e de glandulas.

Fonte: INCA - Manual de Bases Técnicas da Oncologia — SAI/SUS - Sistema de
Informag6es Ambulatoriais (2013).

Como regra geral, os tumores benignos recebem o sufixo “oma” ao tecido
de origem. Assim, um tumor benigno do tecido adiposo chama-se lipoma, de
tecido cartilaginoso recebe 0 nome de condroma e assim sucessivamente. Com
relacdo aos tumores malignos € preciso levar em consideracdo a origem
embrionaria dos tecidos de origem. Caso o tecido seja epitelial de revestimento
interno e externo, a terminologia utilizada é carcinoma. Se a origem for de tecido
glandular, a designagéo utilizada é adenocarcinoma. Quando a origem do tumor
for dos tecidos conjuntivos ou mesenquimais receberdo o termo sarcoma
acrescido ao tecido de origem. Ja os tumores com origem em células blasticas,
com maior incidéncia na infancia, acrescenta-se o termo blastoma ao nome do
tecido de origem (INCA, 2013).
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Na Tabela 2 observa-se, de forma mais abrangente, a origem,

classificagao e nomenclatura dos tumores.

Tabela 2 - Origem, classificacdo e nomenclatura dos tumores.

ORIGEM

Revestimento

Glandular

Fibroso
Mixoéide
Adiposo
Cartilagem
Vasos
sanguineos
Glémus
Pericitos

Vasos Linfaticos
Mesotélio

Meninge

Mieldide
Linfoide

Células de
Langerhans

Liso

BENIGNOS
Tecido Epitelial
Papiloma
Adenoma
Tecido Conjuntivo
Fibroma
Mixoma
Lipoma
Condroma
Hemangioma

Giomangioma

Hemangiopericitoma

Linfangioma
Meningioma

Tecido Hemolinfopoético

Tecido Muscular

Leiomioma

MALIGNOS

Carcinoma

Adenocarcinoma

Fibrossarcoma

Mixossarcoma

Lipossarcoma
Condrossarcoma

Hemangiossarcoma

Hemangiopericitoma
Maligno
Lifangiossarcoma
Mesotélioma maligno

Meningioma maligno

Leucemia (varios tipos)
Leucemia linfocitica
Linfoma
Plasmocitoma
Doenca de Hodgkin
Histiocitose X

Leiomiossarcoma
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Estriado Rabdomioma Rabdomiossarcoma
Tecido Nervoso
Neuroblasto e/ou Ganglioneuroma Ganglineuroblastoma
Neurdnio - Neuroblastoma
Fonte: INCA, (2013).

Os tumores malignos sao responsaveis por um numero expressivo e
crescente de pacientes em todo mundo, e representam a segunda causa de
morte da populacdo mundial (SRIVASTAVA et al., 2005). No Brasil estima-se em
576 mil, o nimero de casos novos de cancer para os anos de 2014 e 2015, sendo
os tipos mais incidentes no sexo masculino os canceres de pele ndo melanoma,
préstata, pulmao, colon, reto e estdmago, ja nas mulheres os canceres mais
frequentes sdo o de pele ndao melanoma, mama, colo uterino, célon, reto e
glandula tireoide (Figura 3), e uma mortalidade que devera atingir mais de 250
mil portadores de cancer (INCA, 2014). Para o mundo, a Organizacao Mundial
de Saude (OMS) estima que em 2030 existam 27 milhdes de casos incidentes
de cancer com 17 milhées de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas, portadoras
da doenga, anualmente com o maior numero de casos em paises de baixa e
média renda (INCA, 2014).

Figura 3 - Distribuigao proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para
2014/2015 por sexo, exceto pele ndo melanoma, no Brasil.

Localizagio primaria casos % Localizagao primaria casos %

Pristata £3.500 22.8% Homens Mulheres  Marma Ferninina 57120 20.8%

Traqueia, Brénaquio & Pulmao 16400 5.4% -+, Cialon e Reto 17.630 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% = Colo do Otern 15.590 5,7%

Estérnago 12.870 4.3% ﬂ',l Traqueda, Braonquio e Pulrmao 10,930 4.0%

Cavidade COral 11.280 3,7% ' b Glindula Tireoide §.050 2,9%

Esdfago g.010 2.6% ' .l, Estdrnago 7.520 2.7%

Laringe 6.870 2,3% b % Corpo do Dtero 5.900 2.9%

Bexiga £.750 22% u Orvério 5.680 2,1%

Leucerias 5.080 1.7% 4] Linforna ndo Hodgkin 48490 1,8%

Sisterna Nervoso Central 4 960 1,6% ]:' Leucermias 4320 1,6%

*Mimeros amedondad os para 10 ou miltiplos de 10.
Fonte: INCA (2014).
Os tumores malignos compreendem um conjunto de doencgas

caracterizadas pela presenca de células com crescimento continuo e
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descontrolado com propriedades invasivo-destrutiva local e producado de
metastases. Essas propriedades normalmente sao ocasionadas por mutacoes
nos proto-oncogens promotores de crescimento, genes supressores do
crescimento, genes reparadores de DNA e genes reguladores da apoptose
(FOSTER, 2008; KUMAR et al., 2010).

Tanto fatores genéticos como ambientais (agentes quimicos, fisicos ou
biolégicos com capacidade de causar dano ao genoma celular) tem participacao
na patogenia do cancer, embora os fatores ambientais parecam ser os
contribuintes mais significativos para os casos de cancer mais esporadicos
comuns. Algumas formas de cancer sdo mais comuns em determinadas regioes
do mundo, apresentando, inclusive, maior taxa de mortalidade nestas
localidades. Como exemplo, pode-se citar a taxa de mortalidade de carcinoma
de estbmago (tanto em homens como em mulheres) cerca de oito vezes maior
no Japao do que nos Estados Unidos, enquanto a mesma taxa é cerca de duas
vezes maior nos Estados Unidos quando se trata de carcinoma de pulmao.
Embora estes dados ndo possam excluir o fator racial, acredita-se que os fatores
ambientais sejam mais influentes (KUMAR et al, 2010; CARNEIRO;
JUNQUEIRA, 2012).

Outro fator epidemiolégico relevante é a idade. Os carcinomas sao mais
frequentes em individuos maiores de 55 anos, sendo o cancer a princigaf£ausa
de morte entre as mulheres entre 40 e 79 anos e entre os homens com 60 e 79
anos. A queda da incidéncia em individuos com idade igual ou superior aos 80
anos, provavelmente decorre do menor percentual de pessoas que atingem esta
idade. Segundo o IBGE (2014), a proporcéo de idosos (idade igual ou superior a
60 anos) vem crescendo no Brasil em decorréncia da queda na taxa de
fecundidade total e aumento da expectativa de vida (Figura 4) o que tendera a

aumentar o numero de casos de neoplasias malignas no Pais.
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Figura 4 - Taxa de Fecundidade (a) e Expectativa de Vida (b) no Brasil.
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Fonte: IBGE (2014)

A provavel causa do aumento da incidéncia de cancer em individuos com

idade mais avancada pode estar condicionada ao maior acumulo de mutacdes

somaticas

acompanh

durante este tempo e a provavel reducédo da imunocompeténcia que
a o envelhecimento (INCA, 2013).
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3.1.1 A Base Molecular do Cancer

O entendimento da base molecular do cancer vem crescendo nos ultimos
anos, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias cada vez mais
eficientes no combate a doenga. Um ponto fundamental no cancer é o dano
genético nao letal a um grupo de genes que irdao promover modificacbes no
funcionamento celular provocando a sua transformacéo maligna (KUMAR et al.,
2010; MONTENEGRO et al., 2015).

O dano genético pode ter origem exégena (agentes fisicos, quimico, ou
biolégicos denominados de carcin6genos), endégena a partir de produtos do
metabolismo do organismo, estocastico ou herdados na linhagem germinativa.
Outro fato importante € que o céncer tem inicio em uma unica célula
(monoclonal), cujo material genético foi danificado, propiciando sua expansao
clonal. Geralmente quatro grupos de genes sao afetados: proto-oncogenes
(genes promotores de crescimento), genes inibidores de crescimento, genes
envolvidos no processo de apoptose e genes relacionados ao reparo do DNA. O
resultado deste conjunto de danos ao material genético sao alteracdes na
fisiologia celular que resultardo no desenvolvimento da neoplasia maligna
(KUMAR et al., 2010).

As principais modificagbes no funcionamento celular sdo as seguintes:
potencial replicativo ilimitado; reproducéo independente de estimulos externos
(autossuficiéncia), insensibilidade a sinais inibitérios de crescimento, capacidade
de invadir os tecidos vizinhos e originar metastase, reducdo da apoptose,
indugédo a neovascularizacao e defeitos no reparo do DNA (RUBIN, 2006). O

fluxograma apresentado na Figura 5 resume os eventos mencionados acima.



Figura 5 - Fluxograma resumido da base molecular do cancer.

Agentes adquiridos (ambientais)
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|
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Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2010)
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3.1.2 Tratamento do Cancer

A terapia do cancer consiste, normalmente, na associacdo de
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, resseccao cirargica (quando indicada)
e transplante de medula 6ssea. Entretanto, muitos canceres se mostram
resistentes a esta associacdo. Assim, torna-se imperativo a necessidade de
pesquisar, desenvolver e introduzir modalidades terapéuticas mais eficientes,
que possam oferecer ao numero crescente de pacientes com doencas malignas
disseminadas, oportunidades reais de controle loco-regional e a distancia das
células neopléasicas (INCA, 2014).

O mecanismo de agao da maioria dos quimioterapicos utilizados é através
da inibicdo da proliferacao celular, ou seja, atuam geralmente no ciclo celular
(Figura 6). Desta forma, os quimioterapicos podem ser: ciclos inespecificos —
corresponde as drogas que podem ou nado atuar no ciclo proliferativo; ciclos
especificos — s6 agem nas células que se encontram no ciclo proliferativo; fases
especificas — sdo as drogas que atuam numa determinada fase do ciclo celular
(RANG et al., 2003; DE ALMEIDA et al., 2005; BRUNTON et al., 2012LAZO;
PARQUER, 2006; INCA, 2013).

Figura 6 - Ciclo celular e suas diferentes fases.
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Fonte: CARNEIRO; JUNQUEIRA, (2012).

Uma vez que os quimiotergpicos consomem uma significativa parcela dos

recursos destinados ao Sistema Unico de Saude (SUS), torna-se importante e
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estratégico para o pais que novas moléculas, selecionadas na biodiversidade
brasileira, ou de origem sintética, com comprovado potencial antitumoral,
alcancem o mercado consumidor o0 mais breve possivel, minimizando os custos
e otimizando a qualidade de vida dos portadores de cancer, com a implantacao
de novas modalidades terapéuticas através do emprego de biomateriais
utilizados para liberacao controlada de farmacos (INCA, 2014; BRUNTON et al.,
2012).

As quinonas consistem num grupo de substancias com ampla distribuicao
natural que apresentam importantes funcées em processos vitais tais como a
participacdao da ubiquinona na cadeia transportadora de elétrons (fundamental
na sintese eficiente de ATP) e a plastoquinona na fotossintese. Outros
compostos como a vitamina Ki (filoquinona, presentes nos vegetais) , Ko
(menaquinona, sintetizada por bactérias no trato intestinal humano) e Ks (origem
sintética) sao de extrema importancia no processo de coagulacdo sanguinea,
atuando como cofatores para enzima carboxilase hepatica que catalisa a
formacao dos fatores Il (protrombina), VII (acelerador da conversao sérica da
protrombina), IX (componente da tromboplastina plasmatica), X (fator Stuart) que
sao pré-enzimas fundamentais no processo de coagulagdo do sangue. Sao
também importantes na formagédo da matriz 6ssea por participarem na formacgao
da osteocalcina, proteina nado-colagenosa predominante na matriz 6ssea
(KLACK, 2006; GUYTON, 2011; NELSON et al., 2014; STRYER, 2008).

Na esfera farmacoldgica, as quinonas apresentam diversos efeitos tais
como bactericidas, viruscidas, antiparasitaria e antitumoral. Com relagdo a
atividade antitumoral, diversas substdncia desta classe tem apresentado
resultados promissores. Entre elas estdo a 1,4 - Naftoquinona, 2-butanoil-1,4-
Naftoquinona, 2-propanoilamina-1,4-Naftoquinona, [-lapachona, lapachol,
lausona, biflorina, etc. (BRANDAO et al., 2010; BEZERRA et al., 2007; AREAS,
2007; SILVA et al., 2003).
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3.1.2.1 1,4-Naftoquinona

A 1,4-Naftoquinona (C1oHeO2, massa molar de 158,15 g/mol, densidade
de 1,42 g/cmd® tem apresentado efeitos antitumorais em diversas culturas
celulares contendo células tumorais, tais como: células de cancer pulmonar,
leucémicas, de cancer gastrico, carcinoma de colén e células de melanoma
(KAYASHIMA et al., 2009). Diversos mecanismos de acao tém sido propostos
para seus efeitos antitumorais: estresse oxidativo (por estimular a formacao de
espécies reativas de oxigénio), inibicdo da angiogénese, inibicao da
topoisomerase e inducao de apoptose (KAYASHIMA et al., 2009; KUMAR et al.,
2009). A Figura 7 ilustra o modelo estrutural e pau e bola da 1,4-Naftoquinona.

Figura 7 - Modelo bola-e-bastéo (a) e estrutural (b) da 1,4 — Naftoquinona.

(a) (b)
O
O

Este farmaco podera ser utilizado em associagdo com outros

quimioterapicos e/ou associado a outras formas de tratamento (Cirurgia,
Radioterapia, etc.)

3.1.2.2 Liberagédo Controlada de Farmacos

A tecnologia de sistemas poliméricos de liberagdo controlada de farmacos
tem sido estudada em detalhes nos ultimos 30 anos. Apresenta a vantagem de
manter o farmaco por mais tempo dentro da janela terapéutica (Figura 8)
reduzindo a possibilidade de niveis tdxicos ou subterapéuticos. Desta forma,
minimiza os efeitos colaterais dos quimioterdpicos e diminui 0
numero de doses requeridas quando os mesmos sdo administrados de forma

convencional na pratica médica (SOUZA, 2006).
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Figura 8 - Comparacéo dos perfis de liberacao de farmacos em dose Unica (----), dose
fracionada (- - -) e através de um sistema de liberagédo controlada de farmacos (- - -).
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Fonte: Adaptado de LIMA, (2010).

No sistema de liberacdo controlado, o fdrmaco deve interagir de forma
fisica ou quimica com os materiais biocompativeis de tal forma que ao ser
administrado in vivo possam controlar, de forma previsivel, a taxa de liberacao
do farmaco e/ou conduzir o mesmo ao sitio especifico de sua atuacao
(COIMBRA, 2010).

A literatura evidencia que microesferas de quitosana enxertadas com
poliacrilamida e reticuladas com glutaraldeido foram usadas para encapsular
indometacina, um farmaco anti-inflamatério nao esteréide, empregado no
tratamento da artrite, e também para encapsular nifedipina, um bloqueador de
canais de calcio, no tratamento anti-hipertensivo (KUMBAR et al., 2003). Matriz
de N-laurilcarboximetilquitosana contendo grupos hidrofébicos e hidrofilicos foi
estudada na liberagdo de taxol para tratamento de tecidos cancerosos
(YOSHIOKA et al., 1995).

A quitosana € considerada um apropriado sistema de liberacdo de
farmacos na cavidade bucal, visto que sua atividade antibacteriana pode ser
devida as interagdes eletrostaticas entre grupos amino e grupos aniénicos nas
paredes celulares das bactérias provenientes de residuos de acidos carboxilicos
e fosfolipidios (SEO et al.,, 1994). Sistema de liberagcdo bucal mucoadesivos
desenvolvidos por hidrogéis de quitosana parecem ser apropriados para
prolongar o tempo de residéncia da forma farmacéutica, melhorando o efeito
terapéutico no tratamento de infecgbes localizadas, tais como doenga
periodontal e estomatite, com clorexidina (GIUNCHED et al., 2002).
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Biomateriais de quitosana (microesferas, lipossomos e géis) utilizado
como sistema de liberacado controlada de farmacos tem demonstrado possuir
adequadas caracteristicas bioadesivas e podem intumescer facilmente quando
em contato com a mucosa nasal. Varios sais de quitosana (lactato, aspartato,
glutamato e cloridrato de quitosana) mostraram liberacdo sustentada nasal do
farmaco cloridrato de vincomicina (CEREHIARA et al., 2003).

Na utilizacdo de farmacos antineoplasicos nao seletivos (farmacos que
nao afetam apenas as células neoplasicas, mas também células normais do
organismo, principalmente com alta taxa de proliferagdo como as da medula
O0ssea vermelha, por exemplo) faz-se necessario o desenvolvimento de um
sistema pulséatil em que a droga seja liberada durante um determinado periodo,
agindo sobre as células malignas e, durante um intervalo de tempo, reduza a
niveis ineficazes para que as células normais que foram lesadas possam ser
substituidas por outras, permitindo a recuperacado do paciente (Figura 9). Por
este motivo, a quimioterapia é aplicada em ciclos periédicos com periodicidade
dependente do tipo do tumor, do estagio da doenca, das condicoes fisicas do
paciente e do tipo de quimioterapico utilizado (INCA, 2013).

Figura 9 - Sistema de liberagao controlada de farmacos pulsatil.
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Fonte — Adaptado de Lima, (2010).

3.2 BIOMATERIAIS
Sao materiais processados para interagir com sistemas biologicos para
avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcédo do
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organismo. Podem ser de natureza metdlica, ceramica, polimérica ou uma
composicao das trés classes citadas (compdsito) (RATNER et al., 2004).

Apresentam diversas aplicac6es na medicina, odontologia e outras areas
da saude. Na area médica, diversas especialidades utilizam produtos fabricados
com biomateriais, como aponta Soares (2005):

e Cardiologia: préteses endovasculares (stents com ou sem recobrimento com
farmacos), valvulas cardiacas, etc.

e Ortopedia: préteses de quadril, joelho e ombro; parafusos; cimentos
ortopédicos; etc.

o Oftalmologia: lentes intraoculares, etc.

e Otorrinolaringologia: préteses auditivas.

e Cirurgia plastica: préteses mamarias de silicone, etc.

No uso de biomateriais é importante levar em consideragdo ndo sé as
propriedades: mecanicas, elétricas, térmicas, magnéticas e Opticas, mas
também as caracteristicas relacionadas as interacbes biolégicas, como: nao
serem trombogénicos, mutagénicos, carcinogénicos ou antigénicos e atéxicos
quando em contato com os fluidos corporais (FERNANDES, 2009).

Os principais avangcos no campo dos biomateriais tém ocorrido
principalmente devido ao aumento crescente de pacientes, em fungdo do
aumento da populacdo e da expectativa de vida, que necessitam obter melhoria
na qualidade de vida (CARVALHO et al., 2010; RODRIGUES, 2013).

O uso de polimeros como biomateriais teve inicio na década de 1940
durante a Segunda Guerra Mundial e uma das primeiras tentativas foi o uso do
polimero sintético poli metacrilato de metila (PMMA) como uma cérnea artificial.
Encorajados pelos sucessos iniciais, os cirurgibes comegaram a usar uma
variedade de polimeros para diversas aplicagdes, tais como dispositivos
intravenosos para contato com sangue, substituicées de articulagdo de quadril e
como lentes intraoculares (NAIR; LAURENCIN, 2006).

Os biomateriais a base de quitosana sao uma realidade na drea da saude,
e sua aplicagdo vem sendo estudada em varios campos, desde a liberacao
controlada de farmaco até a engenharia tecidual (SPIN-NETO et al., 2008).
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3.2.1 BIOPOLIMEROS

Sao polimeros naturais produzidos por seres vivos (plantas e animais).
Incluem o latex, algodao, seda, couro, 1a etc. Além destes, as proteinas
(colageno, elastina), polissacarideos (amido, celulose, quitina, quitosana
(derivado da quitina), enzimas (principalmente proteinas com funcao catalitica),
acidos nucléicos sao fundamentais na bioquimica e fisiologia dos seres vivos. As
proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos sdo formados a partir de
aminoacidos, oses (e seus derivados) e nucleotideos, respectivamente
(CALLISTER, 2007; MARZZOCO; TORRES, 2007; STRYER, 2008; CHAMPE et
al., 2012).

3.2.1.1 QUITINA E QUITOSANA

A quitina (Figura 10) é um polissacarideo, sendo o segundo mais
abundante na natureza sé ficando atras da celulose (AZEVEDO et al., 2007), é
formado pela polimerizagdo de N-acetilglicosamina ligados por ligacao 1->4
onde a hidroxila no carbono 2 é substituida por um grupo amina acetilado.
Apresenta-se sobre a forma de fibras semelhantes as fibras de colageno e é o
principal componente dos exoesqueletos duros de artrépodes como insetos,
lagostas, caranguejos etc. (NELSON et al., 2014). Apresenta uso limitado em
decorréncia da sua baixa solubilidade em solventes aquosos e em grande parte
dos solventes organicos convencionais (AZEVEDO et al., 2007).

A quitosana é um polissacarideo derivado da desacetilagdo parcial da
quitina. Quimicamente, quitina e quitosana estdo proximamente relacionadas
onde ambas s&o polissacarideos lineares contendo as unidades 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN)
unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B(1—4). A diferenca entre elas esta no
grau de acetilacao (GA), que corresponde a propor¢ao de unidades GIcNAc em
relagédo as de GIcN, e na solubilidade em meio acido. A quitina possui um GA >
0,5 e é insoluvel em meio &cido. A quitosana € soluvel em meio acido e possui
GA £0,5 (GUINESI et al., 2007).
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Figura 10 - Estrutura quimica da quitina e quitosana.
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Fonte: Adaptado AZEVEDO et al. (2007).

A quitosana é considerada um material funcional apropriado para
aplicacoes biomédicas por sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo
antigenicidade e propriedades de adsorcao. Reagdes inflamatérias ou alérgicas
nao tém sido observadas em humanos sujeitos a aplicacao local, implantacéo,
injecao e ingestao. Além disso, a estrutura quimica da quitosana é similar aos
glicosaminoglicanos que constitui 0 maior componente da matriz extracelular do
0sso e cartilagem. Outras vantagens dos suportes porosos de quitosana para a
engenharia de tecido 6sseo incluem a formacao de suportes altamente poroso
com poros interconectados, osteocondutividade e habilidade de intensificar a
formacdo 6ssea in vitro e in vivo (THEIN-HAN; MISRA, 2009). Outra
caracteristica da quitosana é que ela atua como uma base fraca, apresentando
pKa dos grupos amino nas unidades de GlcN em torno de 7,2 (GONSALVES,
2001)

Nos seres vivos, a quitosana é degradada pela acéo catalitica da lisozima,
enzima da classe das hidrolases que catalisa a quebra da ligagao glicosidica 3
(1—>4) entre as unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlcN) da quitosana e quitina. E assim chamada
por ter a capacidade de provocar lise da parede bacteriana, catalisando a quebra
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da mesma ligacdo mencionada acima entre residuos de dois derivados de oses
denominados acido N- acetiimurédmico (NAM) e N- acetilglicosamina (NAG)
(Figura 11) presentes nos peptidioglicanos constituintes da parede bacteriana
(NELSON et al., 2011).

Figura 11 - Quebra da ligagao 8 (1-4) entre NAM e NAG catalisada pela lisozima.
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Fonte: http://gmein.uib.es/otros/enzimas/Jmoldesarrollo/lisozimajmol/lisozimajmol.htmi

A lisozima apresenta uma cadeia polipeptidica com 129 residuos de
aminoacidos (14,6 kDa e 04 ligacdes dissulfelto — Figura 12) em que os residuos
Glu® e Asp®?, presentes no sitio ativo da enzima, sdo fundamentais para sua
atividade. E encontrada em varias secrecdes humanas (lagrima, saliva, leite
materno, etc.), plasma, clara do ovo e algumas células de defesa do organismo
como os neutréfilos (KLISSIA et al. 2010; GRASSI et al. 2011).
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Figura 12 - Ligacdes dissulfeto na molécula de lisozima (a) e perspectiva tridimensional da
enzima com seu sitio ativo e substrato (b).

Fonte - http://www.crq4.org.br/a_quimica_dos_peptideos e http://www.cerdos-
swinedigital.com/midiav2/2014/07/lysozyme-alternative

A quitosana tem sido utilizada com compostos de fosfato de calcio
granular, produzindo um arcabougo moldavel e autoendurecido. Apresenta,
ainda, diversas propriedades bioldgicas, tais como atividade antimicrobiana,
efeito coagulante e analgésico e aceleragao da cicatrizacdo (CHOW, 2009).
Contudo, algumas propriedades dos biomateriais de quitosana devem ser
modificados para atingir as propriedades desejadas, como é o caso do emprego
da reticulagao quimica ou fisica das cadeias poliméricas.

3.2.1.2 Aspectos tedricos sobre reticulagcao

A reticulacao consiste na ligacao cruzada entre cadeias poliméricas que
s&o provocadas por agentes reticulantes que possuam, no minimo, dois grupos
funcionais. O processo de reticulagédo pode ser fisico ou quimico (HOLANDA,
2011).

A reticulagdo quimica ocorre entre as diversas cadeias poliméricas e se
da por ligagdes quimicas ocasionadas por reagdées quimicas entre 0s grupos
funcionais presentes nas cadeias poliméricas ou entre estas e outros compostos
quimicos. Como, por exemplo, a vulcaniza¢ao da borracha com a utilizagdo de
enxofre. Ja a reticulacao fisica ocorre quando o processo de reticulagdo se da

sem a formacdo de ligagées quimicas primarias entre as cadeias poliméricas
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(FERNANDA, 2009). A Figura 13 representa a estrutura quimica do Tripolifosfato
de Sodio (TPP) e a reticulacao das cadeias de quitosana pelo composto. O TPP
foi escolhido como agente reticulante devido a sua baixa toxicidade para o
organismo (GOULART, 2006; HOLANDA, 2011).

Figura 13 - Estrutura quimica do Tripolifosfato de sédio e a reticulagéo das cadeias de
quitosana pelo composto.
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Fonte: Adaptado AZEVEDO et al.(2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) — UFCG/UAEMa.

4.2 REAGENTES
o Acido Acético Glacial - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau analitico;
e Hidroxido de Sadio - Vetec® quimica Fina Ltda com grau analitico;
e Tripolifosfato de sddio - Sigma Aldrich®;
e Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma Aldrich®, pH = 7,4;
e Quitosana de médio peso molecular - Sigma Aldrich® - Grau de
desacetilacao de 75-85%
e 1,4 - Naftoquinona - Sigma Aldrich®;

e Lisozima — Sigma Aldrich®.
4.3 METODOLOGIA

4.3.1 ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

As diversas etapas de desenvolvimento da pesquisa desde a preparagao
das solucdes, confeccdo dos arcaboucos reticulados e nao reticulados, com e
sem farmaco e técnicas de caracterizagéo estao representadas nos fluxogramas

das Figuras 14 e 15
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Figura 14 - Confecgéao e caracterizagao dos arcabougos de quitosana reticulados e nao
reticulados.
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Figura 15 - Confecgéao e caracterizagao dos arcabougos de quitosana / 1,4 — naftoquinona
reticulados e nao reticulados.
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4.3.2 Preparacgao da solucao de Quitosana

A solugao de quitosana 2% (m/v) foi preparada através da dissolucao do
polimero em acido acético a 1% (v/v), sob agitacado mecéanica durante 24 h a 410
rpm (Figura 16). A partir da solugao, com pH 4,7, foram adicionados 30 ml em
placas de Petri em acrilico com 57,47 mm de diametro, 13,42 mm de altura e,
em seguida, acondicionados no ultra-freezer (-70°C) por 24 horas para

congelamento.

Figura 16 - Preparagéo da solugado de quitosana sob agitagdo mecanica.

Fonte: Do Autor.

4.3.3 Preparacao da solucao de Quitosana com 1,4 Naftoquinona.

Foi adicionado a solugao de quitosana 0,047g do farmaco a fim de obter
uma solugado com concentracao final de 300 uM de 1,4 Naftoquinona. Da mesma
forma do item 4.2.1, a solugéo foi mantida em agitagéo por 24 horas, adicionadas
em placas de Petri e congeladas no ultra-freezer por 24 horas. Na Figura 17 pode
ser observado o aspecto final da solugdo de quitosana com 1,4 — Naftoquinona

e quitosana.
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Figura 17 - Solugéo de quitosana com 1,4 - Naftoquinona (a) e quitosana (b).
- b “ .:

Fonte: Do Autor.

4.3.4 Preparacgao da solugao de Tripolifosfato de Sédio.

A solugéao de tripolifosfato de sddio 2% (m/v) foi preparada dissolvendo-
se 20 gramas do sal em 500 ml de 4gua destilada e, em seguida, aumentando o
volume para 1000 ml com o mesmo solvente.

4.3.5 Preparacéao da solucao de Hidréxido de Sodio 1M.

Para esta solugao, foram dissolvidos 40 gramas da base em 500 ml de
agua destilada e posteriormente adicionado o mesmo solvente até o volume final
de 1000 ml.

4.3.6 Confeccao dos arcaboucgos
Foram confeccionados 04 tipos de arcaboucgos cujas identificagcdes

adotadas estdo descritas na tabela 3.

4.3.6.1 Arcabouco de Quitosana

Os arcaboucos de quitosana foram confeccionados por liofilizagéo,
processo em que a agua passa diretamente do estado sélido para gasoso
(sublimacao). Para tanto, as placas de Petri de acrilico preenchidas com solugao
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de quitosana foram acondicionadas no ulira-freezer por 24 horas e,
posteriormente, transferidas para o liofilizador onde permaneceram por um
periodo de 72 horas. O objetivo foi a formacao de arcaboucos porosos com poros
interconectados.

Apos a liofilizacao, os arcaboucos foram imersos em solugao de hidréxido
de sbédio 1 M (pH 14) durante 30 minutos, seguida de sucessivas lavagens com
agua destilada até atingir o pH entre 6 e 6,5 (Figura 18) a fim de manter um maior
nuamero de grupos NH2 protonados, ja que o pKa dos grupos amino nas unidades
GlcN estd emtorno de 7,2. O acompanhamento do pH foi realizado com pHmetro
digital marca Quimis® previamente calibrado com solucdes padrao (pH 4,01;
7,00 e 10,00). Apés o ajuste do pH, os arcabougos foram novamente congelados

e liofilizados.
Tabela 3 - Identificagdo dos arcabougos confeccionados.
Arcabouco ldentificagé@o
Quitosana Q
Quitosana + Tripolifosfato QT
Quitosana + 1,4 - Naftoquinona QN
Quitosana + 1,4 — Naftoquinona + QNT

Tripolifosfato de Sédio
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Figura 18 - Processo de neutralizacdo parcial dos arcaboucos de quitosana.

Fonte: Do Autor.

4.3.6.2 Arcabouco de Quitosana com Tripolifosfato de Sédio.

Neste caso, os arcabougos de quitosana foram colocados numa placa de
Petri de vidro contendo solugéo de tripolifosfato de sddio 2% (m\v), pH 8,5, por
um periodo de 30 minutos (Figura 19). Em seguida, foram realizadas diversas
lavagens com agua destilada a fim de ajustar o pH entre 6,0 a 6,5. As medidas
do pH foram realizadas em um pHmetro digital previamente calibrado com as
solugdes padrao. Uma vez ajustado o pH, os moldes (placas de Petri com volume
de 30 ml) tinham os espacos remanescentes, entre a placa e o arcabouco,
preenchidos com agua destilada e acondicionados no ultra-freezer com
temperatura de — 70°C por 24 horas. Apds este periodo, as placas foram

colocadas no liofilizador por 72 horas.
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Figura 19 - Arcabougos de quitosana em solugéo de tripolifosfato de sodio.

[

Fonte: Do Autor.

4.3.6.3 Arcabougo de Quitosana com 1,4 Naftoquinona.

Os arcabougos com farmaco foram construidos em 03 camadas (Figura
20): a 12 continha apenas quitosana; a 2°, quitosana com farmaco e a 3° sé
quitosana. O obijetivo foi construir um sistema que possa promover a liberagao
pulsétil do farmaco de tal forma que inicialmente sé ocorrera a liberacdo de
quitosana, seguida da liberacdo de quitosana e farmaco e, finalmente, sé
quitosana. Para tal fim, inicialmente foi depositada 10 ml da solu¢ao de quitosana
na placa de Petri, seguida pelo congelamento em ultra-freezer a -70°C por 24
horas e, em sequéncia, foram adicionadas as demais camadas com mesmo
volume separadas pelo mesmo tempo de congelamento. Por fim, o material foi
colocado no liofilizador por 72 horas. Apos a liofilizagdo, o procedimento foi

analogo ao descrito no item 4.3.6.1.
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Figura 20 - Arcabougos de quitosana com 1.4 Naftoquinona.

Fonte: Do Autor.

4.3.6.4 Reticulagao dos arcabougos de quitosana com 1,4 Naftoquinona.

O procedimento nesta etapa foi semelhante ao descrito no item 4.3.6.2.
Portanto, foi utilizado tripolifosfato de sddio na concentragdo de 2% (m/v) como
agente reticulante dos arcabougos, com posterior congelamento por 24 horas e
liofilizagdo por 72 horas (Figura 21).
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Figura 21 - Arcabougos de quitosana com 1,4 — Naftoquinona imersos na solugéo de
tripolifosfato de sédio.

Fonte: Do Autor.

4.3.6.5 Arcabougo de quitosana com 1,4 Naftoquinona com inversao de
camadas.

Para este tipo de arcabouco, o processo foi semelhante ao descrito no
item 4.3.6.1, mas invertendo a ordem de deposi¢ao das camadas (Figura 22).
Assim, € possivel construir um sistema que inicialmente promova a liberagéo do
farmaco e quitosana seguidas da liberagcdo s6 de quitosana e, posteriormente,
quitosana e farmaco. Este tipo de arcabouco foi idealizado apds a elaboragéo
dos outros arcaboucgos objetivos deste trabalho, sendo, portanto um estudo piloto
e, desta forma, néo serédo apresentados dados relacionados ao processamento

e as caracterizagoes, que serao apresentadas em trabalhos futuros.
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Figura 22 - Arcabougos de quitosana com 1,4 Naftoquinona com camadas invertidas apds
liofilizag&o. Vista superior e Vista lateral.

Wisdo superior Visdo lateral

Fonte: Do Autor.

4.3.7 Técnicas de caracterizacao

4.3.7.1 Difracao de Raios X (DRX)

A difracao pode ser definida como a propriedade de uma onda contornar
um obstaculo cuja dimensdo é da mesma ordem de grandeza do seu
comprimento de onda. Assim, numa rede cristalina, a distancia entre os planos
cristalinos (menor que 1nm) € da ordem do comprimento de onda dos raios-X
(0,005 a 14 nm). Logo, a incidéncia de raios X numa estrutura cristalina
provocara a difragdo ou espalhamento dos raios que poderdo interferir
construtivamente, levando a formag&o dos picos caracteristicos do difratograma
(ALBERS et al., 2002).

Entretanto, para que ocorra interferéncia construtiva, &€ necessario que o
caminho optico percorrido pelos raios X seja 0 mesmo. Assim, quando dois raios
incidem em planos vizinhos, a diferenga do caminho 6ptico, para que ocorra a
referida interferéncia, deve ser igual a um multiplo inteiro de comprimentos de
onda do raio incidente (Figura 23). Essa afirmacado pode ser expressa pela
equacéao abaixo conhecida como lei de Bragg (ALBERS et al., 2002).



95

nA = 2*d*sen® (1)

onde:

n — numero inteiro

A — comprimento de onda

d — distancia interplanar

8 — angulo entre o raio incidente e o plano

Figura 23 - Incidéncia de raios X em planos cristalinos vizinhos. Dedugéo da lei de Bragg.
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Fonte: SANTOS, (1992).

O material na forma de pd, quitosana, 1,4 Naftoquinona, tripolifosfato e
amostras dos arcabougos foram submetidas a analise por difracdo de raios X
num difratdmetro SHIMADZU (modelo XRD 6000) com varredura angular de 5°
a 40° com passo de 1%/min, na montagem de Bragg-Brentano, sistema 6-26,
utilizando radiacdo CuKa na tensdo de 40KV e corrente de 30mA. O objetivo da
utilizacdo do DRX foi avaliar o grau de cristalinidade do arcabouco de quitosana
e a possivel influéncia na presenca do farmaco e agente reticulante (TPP)

utilizado.
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4.3.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Esta técnica teve como objetivo fornecer informagdes morfolégicas e
topograficas sobre as superficies e sec¢oes transversais dos arcaboucos. Para
realizacdo das analises de microscopia eletrénica de varredura foram retirados
fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? de cada amostra. O equipamento
utilizado foi um microscopio eletrénico de varredura de bancada, modelo TM-
1000, marca Hitachi, com aumentos de 80 e 180x, profundidade de foco de 1Tmm,
resolucao de 30nm, 15KV, baixo vacuo, sem recobrimento metalico, mesmo em
amostras ndao condutoras (BARBOSA, 2011; FOOK, 2012). O equipamento
encontra-se no Laboratério de Desenvolvimento e Avaliacdo de Biomateriais —
CERTBIO. Os sinais gerados pela interagao do feixe de elétrons incidente sobre
a amostra estao apresentados na Figura 24

Figura 24 - Tipos de sinais resultantes da interagédo do feixe de elétrons com a amostra num
microscopio eletrénico de varredura.
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I .
: [—ELETRONS ABSORVIDOS

N
ESPECIMEN

ELETRONS
TRANSMITIDOS

Fonte: Adaptado de Padilha (2004).

4.3.7.3 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

A partir dos raios x caracteristicos originados pela incidéncia do feixe de
elétrons sobre a amostra e um detector de Estado Sélido de Energia Dispersiva
foi feita a analise pontual, de linha, coluna, &rea selecionada ou area total
(conforme foi necesséario) de elementos quimicos presentes na amostra. O

detector esta acoplado ao MEV de bancada, modelo TM-1000 da marca Hitachi.
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A base para determinagdo da composicdo dos elementos quimicos
presentes é a lei de Moseley, equacgao 2, em homenagem ao fisico inglés Henry

Gwyn Jeffreys Moseley.

JIF=k(Z- k) @)

onde:
f - & a frequéncia de emissao da linha Ka
ki e ko - sdo constantes que dependem do tipo de linha

Z — numero atdmico do elemento.

4.3.7.4 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

O espectro eletromagnético compreende o intervalo completo de ondas
eletromagnéticas que vao desde os raios césmicos até as ondas de radio.
(Figura 25). Estas ondas sao formadas por campos elétricos e magnéticos
oscilantes e perpendiculares entre si e também perpendiculares a direcao em
que a onda se propaga, além de ser capazes de se propagarem no vacuo. Os
varios tipos de ondas do espectro diferenciam-se no seu comprimento e
consequentemente na frequéncia e energia (TIPLER, 2009).

Figura 25 - Espectro eletromagnético.
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A faixa entre 0,7 a 1000 um corresponde a regiao do infravermelho que ao
interagir com a matéria alteram os niveis vibracionais de uma ligagdo covalente.
As vibragcbes podem ser de dois tipos: deformacdes axiais e deformacdes
angulares (Figura 26). As primeiras ocorrem ao longo do eixo da molécula
aumentando ou diminuindo a distancia interatbmica alternadamente e recebem
a denominacgao de estiramento simétrico e assimétrico. No segundo caso, ocorre
o movimento de um conjunto de &tomos em relacdo a molécula, sem alteracao
das posicoes relativas do mesmo dentro do grupo. As deformagdes angulares
também podem ser simétricas e assimétricas no plano ou fora dele.
Normalmente a unidade de medida de absorcao utilizada € em nimero de ondas,
representada por cm™ (MUCHA, 2003).

Figura 26 - Deformag0es axiais simétricas (a), assimétricas (b), angulares simétricas (c) e
assimétricas (d) no plano e fora do plano (e,f). Os sinais X e e indicam movimentos para dentro
e para fora do plano do papel, respectivamente.
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Fonte: http:/pt.slideshare.net/sunnykarelly/espectroscopia-em-iv-e-uv
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A técnica de FTIR foi utilizada para caracterizar os materiais, quitosana,
tripolifosfato, 1,4-Naftoquinona e arcaboucos confeccionados. Esta
caracterizacao foi realizada em um espectrdmetro modelo Spectrum 400 da
Perkin Elmer e teve como objetivo identificar as bandas caracteristicas dos
grupos funcionais presentes nas matérias primas utilizadas nesta pesquisa,
utilizando a faixa de varredura de 4000 a 600 cm™ (FOOK, 2012).

4.3.7.5 Anadlise Térmica

Andlise Térmica consiste num conjunto de técnicas que sao utilizadas
para medir as propriedades fisicas ou quimicas de uma substancia em fungao
da temperatura ou tempo, enquanto a substancia é submetida a um programa
controlado de temperatura (IONASHIRO, 1988).

A Tabela 4 abaixo apresenta as diferentes técnicas de Andlise Térmica
com as respectivas propriedades fisicas medidas.

Tabela 4 - Classificagdo das Técnicas Termoanaliticas.
Propriedade Medida Técnicas Abreviatura

Massa Termogravimetria TG

Detecgdo de gas

desprendido. EDG
Andlise de géas EDA
desprendido.
Temperatura Determinag¢do da curva
de aquecimento.
Andlise térmica DTA
diferencial.
Entalpia Calorimetria DSC
exploratéria
diferencial (a) .
Dimensoes Termodilatometria.
Caracteristicas Andlise termomecdnica. TMA
Termomecanometria DMA
Mecanicas dinamica.
Caracteristicas Termossonimetria. TS

Termoacustimetria.
Acusticas

Caracteristicas Opticas Termoptometria. TO
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Caracteristicas Elétricas Termoeletrometria TE
Caracteristicas Termomagnetometria. ™
Magnéticas

Fonte: ABRATEC, (1988).

No presente trabalho foi utilizado a curva termogravimétrica e sua
derivada (DTG), com os seguintes parametros: massa 4,2 mg; razao de
aquecimento 10°C/m; atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de 20ml/m e

range de aguecimento de 25 a 500°C.

4.3.7.6 Grau de Intumescimento.

Este ensaio teve como objetivo avaliar o comportamento do material
quando imerso em uma solucdo com caracteristicas semelhantes ao meio
interno do organismo. Trata-se de um experimento de grande importancia uma
vez que a absorcao de liquido pelo material pode ser um fator importante na
liberacao do farmaco.

Para execugao do ensaio, foram cortados, com auxilio de bisturi, 10 cubos
com aresta de 0,5 cm dos arcabougos de Q, QT, QN e QNT. Cada cubo, com
area de superficie de 1,5 cm? e volume de 0,125 cm?® foi pesado em balanca
analitica digital antes da imersdao em solugdo de PBS (Phosphate Buffered
Saline). Posteriormente, os cubos foram imersos em solu¢do de PBS por um
periodo de 24h. Em sequéncia, foram removidos da solugéo e o peso umido de
cada fragmento foi medido na mesma balan¢ga. O calculo do grau de
intumescimento (em percentagem) foi realizado segundo a equacéo 3.

Gr% = (=) ~ 100 .

onde:

Gl% — Grau de intumescimento em percentagem
M — Massa intumescida

Mo — Massa seca
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4.3.7.7 Degradacao Enziméatica in vitro

Este ensaio foi utilizado com base nas normas ASTM F1635-04 Standard
Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable
Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM
F2103-01 Standard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as
Starting Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical
Products Applications (2007).

Para realizacao desse estudo, as amostras com geometria cubica de 0,5
cm de aresta, area de superficie de 1,5 cm? e volume de 0,125 cm3, foram
divididas em dois grupos: no primeiro grupo os arcaboucos foram imersos em
solucdo de lisozima/Phosphate Buffered Saline — PBS (constituida por NaCl,
KCI, Na2HPO4 e KH2PO4 ou NaH2PQO4) com concentragdo de 1,5 mg/ml, e no
segundo grupo foi utilizado apenas a solucdo de PBS, para controle (FOOK,
2012).

Foram preparadas 120 amostras dos arcaboucos de Q, QT, QN e QNT,
divididas em 03 grupos de 40 amostras cada, para submersdao em PBS e
PBS/Lisozima durante 7, 14 e 21 dias (Tabela 5), buscando reproduzir os ciclos
de quimioterapia no tratamento do cancer. Antes da imersao, os cubos foram
pesados em balanca analitica, imersos na solugéo e colocados na estufa a 37°C.
Ao final de 7 dias, o 12 grupo foi removido da estufa, lavado em agua destilada,
congelado no ultra freezer a -70°C, liofilizado por 72h e novamente pesados. No
segundo e terceiro grupos, as solugées de PBS e PBS/lisozima foram trocadas
por novas solu¢cdes com a mesma composicao e novamente acondicionados na
estufa a mesma temperatura. Apés 14 dias, o segundo grupo foi removido da
estufa, seguindo o procedimento aplicado ao 1° grupo. A solucao (PBS e
PBS/lisozima) do 3° grupo foi trocada por novas solugbes e novamente
acondicionada na estufa por mais 7 dias. Por fim, ap6s 21 dias, o ultimo grupo
foi processado da mesma forma dos demais grupos. O célculo da perda de
massa (em percentagem) foi determinado pela expressao abaixo (equacgao 4):



62

M, - M,
PM% = (—5—2) = 100 (4)

onde:
PM% — Perda de massa em percentagem
Mo — Massa inicial

Mt — Massa final

Tabela 5 — Grupos de amostras para degradagao enzimatica in vitro.

ARCABOUGO | | PERIODO -

| 7 DIAS 14 DIAS | 21 DIAS

PBS | PBS + PBS | PBS + PBS | PBS+

LISOZIMA LISOZIMA | | LISOZIMA

Q. 65 | 05 | 05 | 06 | 05 | 05

QT M O | 05 | O5 | O
QN |05 | 05 05 | 05 | 05 | 05
QNT L ‘% | 0D &5 | O | & [ B

*Mumero de Amostras

4.3.8 Anédlise de dados

Para construgdo dos graficos e verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados
estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0,05) (HOLANDA, 2011). Os
softwares estatisticos utilizados foram o Statlstica for Windows®, versao 10.0 e

Origin®, versao 9.0, instalados em um microcomputador Itautec modelo N8775.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagéo dos Arcaboucos de Quitosana (Q), Quitosana/Tripolifosfato
(QT), Quitosana/1,4 — Naftoquinona (QN) e Quitosana/Tripolifosfato/1,4 —
Naftoquinona (QNT)

5.1.1 Aspecto Macroscopico

Nas Figuras 27 e 28 observam-se os arcaboucos de Q, QT, QN, e QNT
apos a liofilizacao e neutralizacdo. Evidenciou-se uma superficie irregular nos
arcaboucos de quitosana (vis&o superior) e uma faixa alaranjada no centro dos
arcaboucos contendo o farmaco ou nas extremidades dos arcaboucos com
inversao de camadas, sendo um indicio da incorporacdao da Naftoquinona na
matriz de quitosana. Estes dados estdo coerentes com a coloragao da solugao
de quitosana com o farmaco apresentada na metodologia.

Figura 27 - Arcaboucos de quitosana (a), quitosana/1,4 — Naftoquinona (b).

Visdo Superior Visdo Lateral

Fonte: Do Autor.
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Figura 28 - Arcabouco de quitosana/tripolifosfato (a) e quitosana /tripolifosfato/ 1,4 -
Naftoquinona (b).

Visdo Superior Visado Lateral

Fonte: Do Autor.

Os arcaboucos QNI (Figura 29), conforme descrito em matérias e
métodos, ainda serdo caracterizados e seus dados apresentados em trabalhos
futuros.

Figura 29 - Arcaboucos de quitosana com 1,4 - Naftoquinona com camadas invertidas.
Visdo Superior Visdo Lateral

Fonte: Do Autor.
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Uma das caracteristicas bastante evidente foi a diferenca de tamanho
entre os arcaboucgos Q, QT, QN e QNT reticulados e nao reticulados, evidenciado

pelas diferencas de didametros e volumes entre estas duas condicoes (Figura 30).

Figura 30 -Medidas dos diametros (cm) dos arcaboucos de Q (a), QT (b), QN (c) e QNT (d).

Fonte: Do Autor.

Através da medida de massa e o calculo dos volumes e densidades dos
arcaboucos reticulados (Equagéo 5 e 6) foi possivel demonstrar uma reducao de
aproximadamente 50% do volume dos mesmos com consequente aumento de
densidade (Tabela 6).

Equacéo 5: Célculo do Volume Equacéo 6: Célculo da Densidade
V=mrx h D= m/v

onde: onde:

V — Volume D = densidade

r — raio m = massa

h — espessura v = volume
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Tabela 6 - Densidade dos arcaboucos.

Arcabouco Massa (g) Volume Densidade
(cm3) (g/cm3)

Quitosana 0,5280 13,99 0,04

Quitosana + Tripolifosfato 0,6914 6,43 0,11

Quitosana + 0,6501 19,17 0,03

1,4 - Naftoquinona

Quitosana + 0,8214 7,61 0,11

1,4 - Naftoquinona +
Tripolifosfato

Fonte: Do Autor.

Provavelmente, a reducédo do volume decorre da acéao reticuladora do
tripolifosfato nos arcabougos de quitosana e quitosana/farmaco. Além disso,
pdde-se observar maior resisténcia a compressdo manual dos arcabougos
reticulados quando comparado aos demais. O aumento de densidade também
foi observado por Fernandes (2009), trabalhando com a reticulagdo de um
compdsito de poli(dimetilsiloxano).

5.1.2 Difragao de Raios X

As Figuras de 31 a 37 ilustram os difratogramas dos pés da quitosana, 1,4
— naftoquinona, tripolifosfato e dos arcabougos de Q, QT, QN e QNT. Analisando
os difratogramas observa-se que o TPP e a 1,4 Naftoquinona apresentam picos
no intervalo 26 = 10 - 70° (Figura 32) e 26 = 10 — 60° (Figura 33) com grau de
cristalinidade de 86,81 e 60,18%, respectivamente. Este fato evidencia a
estrutura cristalina apresentada pelos dois compostos (BOU et al, 2000).
Entretanto, a quitosana na forma de p6 apresenta 2 picos largos em 26 = 10° e

200 (Figura 31) aproximadamente, grau de cristalinidade de 8,49%, evidenciando
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a estrutura semicristalina do polimero (MANSUR, 2008; AZEVEDO, 2007;

SOUZA, 2009).

Figura 31 - Difratograma da quitosana em po.
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Figura 33 - Difratograma TPP em pé.
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Com relagao aos arcabougos, o de quitosana (Q) também apresenta dois
picos de forma semelhante a quitosana em p6, embora o primeiro com menor
intensidade e grau de cristalinidade de 4,5% (Figura 34). Ja o de quitosana com
tripolifosfato (QT) apresentou um difratograma com um pico largo em
aproximadamente 20 = 24° e grau de cristalinidade de 2,87%, evidenciando a
diminuigdo da cristalinidade da quitosana ocasionada pelo agente reticulante
(Figura 35), corroborando com a pesquisa de Laus et al. (2006), que trabalhou
com microesferas de quitosana reticulada com TPP de Fook (2012) que
trabalhou com o polimero reticulado com glutaraldeido e procianidinas.
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Figura 34 - Difratograma do arcabouco Q.
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Figura 35 - Difratograma do arcabougo QT.
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O arcaboucgo de quitosana com Naftoquinona (QN) apresenta dois picos

largos em 26 = 10 e 20° (Figura 36) menos intensos do observado no arcabouco

de quitosana e grau de cristalinidade de 2,04 %, demonstrando a influéncia do

Por fim, o conjunto quitosana/TPP/1,4 -

farmaco na matriz polimérica.
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Naftoquinona (QTN) ilustra um pico em 26 = 20° e grau de cristalinidade de
2,54% (Figura 37), indicando uma possivel competicéo entre o farmaco e o TPP
pelos mesmos sitios de ligacdo. Estes dados sao relevantes uma vez que a
cristalinidade é um dos fatores que influencia a velocidade de degradacao
enzimatica da quitosana (HOLANDA, 2011). O grau de cristalinidade de todos
os materiais foi calculado automaticamente pelo software que acompanha o

Difratdmetro de Raios X.

Figura 36 - Difratograma do arcabouco QN.
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5.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e EDS.

Nas Figuras 38 a 41 observam-se as micrografias das superficies e cortes
transversais dos arcabougos de Q, QT, QN e QNT (500 X) respectivamente,
onde se evidencia uma estrutura porosa na superficie e uma regiao transversal
lamelar com a mesma caracteristica porosa em todas as micrografias, indicando
a presenca de poros intercomunicantes. Estas observagbes estao de acordo
com os trabalhos de Fook (2012), Azevedo (2007) e Favere (2009).

Ao lado de cada micrografia esta ilustrado o grafico de barras com a
composicao quimica elementar de alguns pontos da superficie e regidao de corte,
de cada arcabouco.

Figura 38 - Micrografia Eletronica da Superficie (a), Corte (b) e EDS do Arcabougo de
Quitosana.

Certainty Weight percentage Certainty

Weight percentage
(= 1844%  989% O | 1849%  991%
N | B9% 974% N [ 9.0% 97.9%

Ve7% 986% C | 61% 98.7 %

]



Figura 39 - Micrografia Eletronica da Superficie (a), Corte (b) e EDS do Arcabougo de
Quitosana com Tripolifosfato de Sodio.

Weight percentage Certainty

Weight percentage Certainty

g N - 78.2% 98.9 % o | T 6.0 % 98.7 %
N [eaxn 97.4% N [aox 97.1 %
c Me6% 98.5 % c Beax 98.2 %
Na [l45% 94.4% Na [5.5% 94,5 %
N FYER 94.5% P f3sw 95.2 %

Figura 40 - Micrografia Eletrénica da Superficie (a), Corte (b) e EDS do Arcaboucgo de
Quitosana com 1,4 — Naftoquinona.

Weight percentage Certainty Weight percentage Certainty

0 1 66.5 % ogax o [N - 1741 % 97.8%
N [hsex 97.7% Na | 10.0% 93.7%
c Blhisx g.8% N [87% 95.1 %

Na | 5.8% 943% ¢ [lrzxs 97.3%
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Figura 41 - Micrografia Eletronica da Superficie (a), Corte (b) e EDS do Arcabougo de
Quitosana com 1,4 — Naftoquinona e Tripolifosfato de Sadio.

ro—

Weight percentage Certainty Weight percentage Certamty

o 1 62.4% 97.8% o | 60.2% 99.4 %
P 197% 97.4% MNa [ 17.0% 99.0 %
N Blsax ga9% P 7w 99.0 %
€ E53% 65% N [l7sx 98.6 %
Na [4a5% wix ¢ [Jiax 98.8 %

A porosidade evidenciada em todos os arcaboucos é de grande
importancia para um sistema de liberagao de farmacos, permitindo a penetracao
de fluidos biol6gicos na matriz polimérica, facilitando a difusdo dos farmacos para
o meio (FAVERE, 2009).

A caracterizagdo por EDS demonstrou a presenca dos elementos
quimicos presentes na quitosana (O, C, e N) e, no caso dos arcaboucgos
reticulados, a presenca do fosforo. Outro dado relevante € um maior percentual
de oxigénio na regido de corte dos arcabougos com 1,4 — Naftoquinona,
reforcando a probabilidade do mesmo ter sido incorporado. Entretanto, em
alguns arcaboucos, observa-se a presenca do sédio, elemento que nao faz parte
da estrutura quimica da quitosana nem da Naftoquinona, decorrendo
possivelmente da presenca de residuos da solugcdo de NaOH que ficaram
impregnados nos arcabougos.
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Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR).

Os espectros do p6 de quitosana, tripolifosfato, 1,4 - Naftoquinona e dos
arcaboucos estao apresentados na Figura 42 a 48. Ao analisar o FTIR do p6 de
quitosana (Figura 42) pode-se observar a presenca das bandas caracteristicas
de absorcdo em 3353, 2933 e 2873 cm' decorrente das vibragbes de
estiramento dos grupos funcionais —OH, -CH> e CHs (FIDELES, 2010;
MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010), o agrupamento amino, com banda de
absorcdo na regido de 3400 e 3500 cm, foi provavelmente sobreposto pelo
grupo —OH decorrentes da formacao de pontes de hidrogénio intermoleculares
(FIDELES 2010; LIMA, 2010).

Ainda apresenta as bandas de absorgdo 1650 e 1575 cm™' decorrem da
vibracdo de estiramento da ligagdo —C=0 e a deformacdo da ligacdo N-H,
respectivamente. A presenca dessas duas bandas (C=0O e N-H), em conjunto,
indica a presencga de grupos acetamidos (AROF: OSMAN, 2003) uma vez que a
quitosana nao estd 100% desacetilada, apresentando grupos cetoamidos,
caracteristica da quitina. A banda de absor¢cdo em 1378 cm™ é caracteristica da
deformacdo angular simétrica dos grupos metil (CHs) do grupo acetamido
(KOLHE; KANNAM, 2003; TORRES et al., 2005), confirmando a desacetilacao
parcial da quitosana (SIONKOWSKA et al., 2004). As bandas de absor¢éao na
regido de 1152 e 895 cm' correspondem ao estiramento das ligacdes C-O-C e
a absorcdo de 1057 e 1027 cm™' (vibragbes de estiramento do grupo C-O) sdo

caracteristicas da estrutura sacaridica da quitosana (MINCHEVA et al., 2004).
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Figura 42 - FTIR da quitosana (p9).
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Analisando o FTIR do arcabouco de quitosana (Figura 43), percebe-se

duas bandas intensas no espectro em torno de 1557cm-1 e 1407 cm-1, as quais

de acordo com Barbosa (2007), sdo caracteristicas das vibragdes (-COO-)

referentes a um sal de acido carboxilico, no caso, o acetato de quitosana.

Absorbancia (%)

Figura 43 - FTIR do arcabougo de quitosana.
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Avaliando o espectro do TPP (pd) (Figura 44) observam-se bandas de alta
intensidade em 888, 1095, 1137 e 1210 cm™', correspondendo ao estiramento
assimétrico P - O — P, estiramento simétrico e assimétrico do grupo POs,
estiramentos axiais assimétricos e simétricos do grupo PO2 e estiramento

simétrico do grupo P=0, respectivamente.

Figura 44 - FTIR do tripolifosfato em p6.
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Analisando o arcabouco QT (Figura 45), observa-se uma redugao no
espectro entre 1557cm™ e 1407 cm™ que provavelmente decorre da reticulagdo
do arcabougo pelo TPP, interagindo com os grupos NHs Observa-se ainda
bandas correspondentes aos grupos P — O — P, POs, PO2 e P=0, descritos no
FTIR do Tripolifosfato.
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Figura 45 - FTIR do arcabouco de quitosana + TPP.
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Avaliando o espectro da 1,4 Naftoquinona (Figura 46) em p6 observa-se
a presenca de varias bandas entre 600 e 1750 cm™'. Entre 1600 e 1720 cm™
decorre do estiramento dos grupos carbonila (C=0) presentes nas posicoes 1 e
4 como também C=C presente na estrutura do farmaco. As demais bandas
resultam da deformacao angular fora do plano dos grupos C-H (SILVERSTEIN
et al., 2006)

Figura 46 - FTIR de 1,4 Naftoquinona em pé.
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O arcabouco de QN (Figura 47) apresenta bandas entre 1250 e 1750 cm-
! ocasionadas provavelmente pela interacdo entre os grupos carbonila e os
grupos NHs* do polimero. Outro dado relevante é a redugéo da banda entre 3000
e 3500 cm’', quando comparado com o arcabougo de quitosana, resultante
possivelmente da formacao de pontes de hidrogénio entre os grupos carbonila e
as hidroxilas do polimero.

Figura 47 - FTIR do arcabougo de quitosana + 1,4 — Naftoquinona.
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Por fim, o espectro do arcabougo de QNT (Figura 48) evidencia uma
elevagao da intensidade da banda entre 3000 e 3500 cm™ e 1250 e 1750 cm!
relacionados provavelmente a competicao entre TPP e o farmaco pela interacao
com os grupos reativos do polimero. Resultados semelhantes foram obtidos por
Wu et al. (2005) na interacdo do TPP com nanoparticulas de quitosana. As
analises de todos os FTIRs apresentados sao fortes evidéncias da reticulagéo e
incorporacdo do farmaco pelos arcabougos. Evidencia-se ainda bandas
correspondentes aos grupos P — O — P, POz, POz e P=0, descritos no FTIR do
Tripolifosfato.
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Figura 48 - FTIR do arcabouco de quitosana + TPP + 1,4 — Naftoquinona.
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5.1.5 Andlise térmica

A termogravimetria € uma das técnicas de analise térmica que permite a
avaliacdo da variagcdo de massa de uma substancia em funcdo do tempo ou
temperatura, enquanto a substancia é submetida a um programa controlado de
temperatura. Possui diversas aplicagdes inclusive na industria farmacéutica para
avaliagdo da estabilidade térmica dos farmacos, fases de decomposi¢cao dos
mesmos entre outras (IONASHIRO et al., 2008).

A DTG (derivada primeira da curva termogravimétrica, em funcéo da
temperatura ou tempo) é um tratamento matematico da curva termogravimétrica,
auxiliando na interpretacdo da curva ndo sé nas temperaturas inicial e final de
decomposicdo como também na maior resolugdo do numero de etapas em que
a substancia € decomposta (IONASHIRO et al., 1988).

As Figuras 49 a 53 ilustram as curvas termogravimétricas do farmaco e
dos arcaboucos de Q, QT, QN e QNT, respectivamente, e suas derivadas. Todas
as curvas foram construidas com os seguintes parametros: massa de 3,8 mg;
atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 20 ml/m, raz&o de aquecimento

de 10°C/m e ranger de temperatura de 30 a 600°C.
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Analisando o grafico referente ao farmaco, observa-se uma perda de
massa de cerca de 99,7 % entre aproximadamente 116 a 195°C e os restantes
3,3 % entre 195 e 312°C (Figura 49).

Figura 49 - Curva termogravimétrica e DTG da 1,4 — Naftoquinona.
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O arcabougo de quitosana apresentou uma perda inicial de
aproximadamente 11,8% entre 30 a 76°C (provavelmente pelo desprendimento
de moléculas pequenas como a agua ainda presente nos arcabougos apos a
liofilizagdo), 54,1 % no intervalo de 234 a 413°C, 30,5% na faixa entre 413 a
600°C e massa residual de 3,6% em 600°C. (Figura 50).
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Figura 50 - Curva termogravimétrica e DTG do arcaboucgo de quitosana.
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Com relagdo a quitosana reticulada com TPP, verificou-se uma perda
inicial de 17,15% de massa entre 30 — 145°C seguida de uma redugéo de 29,5%
entre 192 — 346°C, 17,7 no intervalo entre 346 e 600°C e massa residual de
35,65% em 600°C. A curva DTG evidencia uma taxa de decomposicdo mais

acentuada do que o arcabouc¢o de quitosana, apresentando, entretanto, maior
massa residual (Figura 51).



Figura 51 - Curva termogravimétrica e DTG do arcabougo de quitosana + TPP.
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Quanto ao arcabouco de quitosana com 1,4 — Naftoquinona, houve uma

perda de massa de 13 % no intervalo de 30 — 141°C, seguida por 56,14% de
perda no ranger de 212 a 429°C, 27,64 entre 429 e 600°C com massa residual

de aproximadamente 3,32% em 600°C (Figura 52).



Figura 52 - Curva termogravimétrica e DTG do arcabougo quitosana + 1,4 — Naftoquinona.
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Por fim, o arcabougo constituido por quitosana/TPP/1,4 — Naftoquinona
apresentou reducdo de massa de cerca de 16,99% entre 30 a 168,9°C, 50,58%
no intervalo entre 200 e 600°C e massa residual de aproximadamente 32,41%
aos 600°C (Figura 53).

Figura 53 - Curva termogravimétrica e DTG do arcabougo de quitosana + TPP + 1,4 -

Naftoquinona.
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A comparacéao cuidadosa das curvas dos arcaboucos reticulados com os
nao reticulados percebe-se que, embora ocorra reducao da estabilidade térmica
nos primeiros, a velocidade de decomposicdo, ap6s a maior perda de massa,
acontece mais lentamente e a massa residual é maior.

Resultados semelhantes foram obtidos por Laus et al. (2006) que
trabalhou com microesferas de quitosana reticuladas com TPP e Souza (2009),
trabalhando com quitosana quimicamente modificada na remocao de cations. A
causa provavel para o fenbmeno é a reducdo da cristalinidade do polimero
provocada pelo agente reticulante, confirmada pelos resultados apresentados
pelo DRX.

Assim, a termogravimetria é extremamente importante por fornecer dados
fundamentais para o acondicionamento adequado dos arcaboucos e para as
técnicas mais apropriadas para esterilizacdo dos mesmos, quando forem
utilizados em humanos. Além disto, comprova a reticulacdo dos arcaboucos

submetidos ao TPP.

5.1.6 Grau de Intumescimento
A Tabela 7 apresenta os valores médios e desvios padrédo das massas
secas e intumescidas dos arcaboucos de Q, QT, QN e QNT apos imersdo em
solucao de PBS (pH 7,4) por um periodo de 24h. Comparando-se as diferencas
entre a massa seca e intumescida para cada arcabouco, o resultado foi
altamente significativo (p<0,001). Com relacdo a Q e QT, a diferenca foi
significativa (p<0,05). Ja entre Q e QN intumescidos, a diferenga n&o foi

significativa (p>0,05), sendo extremamente significativa entre QT e QNT.
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Tabela 7 - Valores médios e respectivos desvios padrao das massas secas e intumescidas dos
arcaboucgos de Q, QT, QN e QNT.

Arcabouco Massa Seca (g) Desvio Massa Desvio Gl%
Padrao Intumescida (g) Padrao

Q 0,0220 0,00383 0,3235 0,07365 1370
QT 0,0443 0,00699 0,4057 0,06035 815
QN 0,02504 0,00407 0,3264 0,09115 1203

QNT 0,02919 0,00368 0,30392 0,04673 941

O Grafico apresentado na Figura 54 ilustra o grau de intumescimento
calculado segundo a equacao 3. Analisando o grafico, observa-se que houve um
ganho de massa de aproximadamente 13, 8, 12 e 9 vezes nos arcaboucos de Q,
QT, QN e QNT, respectivamente, indicando uma alta capacidade de absorcao
por todos os arcaboucos. Este fato decorre provavelmente da penetracdo do
liquido nos arcabougos porosos e da interagdo da agua (através de pontes de
hidrogénio) com pontos reativos (-NHs*, NH> e — OH).
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Figura 54 - Grau de intumescimento dos arcabougos de Q, QT, QN e QNT.
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O menor intumescimento observado em QT e QNT decorre da possivel
interagdo do agente reticulante e do farmaco competindo com a agua pelos
mesmos sitios reativos. J& na comparacdo entre QT e QNT, o maior
intumescimento do arcabougo contendo o farmaco deve-se provavelmente a
competicao entre o mesmo e o agente reticulante e a interacdo de sitios reativos
da Naftoquinona com moléculas de agua. Resultados semelhantes foram obtidos

por Fidélis (2014), Fook (2012), Jiankang et al. (2009), Yang et al. (2010) e
Oliveira (2013).

5.1.7 Biodegradagéo Enzimatica.

A Tabela 8 ilustra a degradacao dos arcabougos em solucdo de PBS e
PBS/lisozima em 7, 14 e 21 dias.

Analisando os dados da Tabela 8, observa-se um ganho de massa
decrescente nos arcaboucos de Q e QN. Este fato provavelmente decorreu de
uma lavagem insuficiente para remocao do sal, precipitagdo do mesmo nas
amostras e, portanto, ganho de massa. Também se observa perda de massa

nos arcaboucos QT e QNT mesmo na solugdo contendo apenas PBS,
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possivelmente em virtude das modificagdes do pH do meio que oscilou de 7.4 no
inicio dos ensaios até 7.08 no final. Resultado semelhante foi obtido por Oliveira
et al. (2012).

Tabela 8 — Biodegradacao em solucao de PBS e PBS/lisozima dos arcaboucos Q, QT, QN,
QNT nos intervalos 7, 14, 21 dias

PBS PBS + LISOZIMA
PERCENTAGEM DE PERCENTAGEM DE
ARCABOUCO PERDA DE MASSA PERDA DE MASSA
7 DIAS 14 21 7 14 21
DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS
Q -22%* -7%* 2% | 22% | 25% | 41%
QT 3% 6% 17% | 43% 79% @ 74%
QN -28%* 17%* | -14%* | 11% | 18% 5%
QNT 3% 6% 13% | 43% 77% @ 67%

*Valores negativos significam ganho de massa.

Todos os arcaboucos imersos em solucdo com lisozima apresentaram
maior perda de massa em 7, 14 e 21 dias do que aqueles em solucdo com
apenas PBS. Nota-se, ainda, que de todos os arcaboucgos, os reticulados
apresentaram maiores valores percentuais de perda de massa. Os resultados
foram significativos (p<0,05) com excecdo de quitosana/PBS e
quitosana/PBS/lisozima (14 dias), bem como quitosana/Naftoquinona/PBS e
quitosana/Naftoquinona/PBS/lisozima no mesmo periodo (p>0,05). A causa
provavel da maior perda de massa foi a diminuigéo da cristalinidade do polimero
provocada pelo agente reticulante, demonstrada nos ensaios de DRX,
termogravimetria e grau de intumescimento e corroborados com os trabalhos ja
mencionados. A elevada taxa de degradacao provocada pela reticulagdo é um
fator importante uma vez que, variando a velocidade de degradacao, por meio
da variacao da concentracdo do reticulador, é possivel controlar a permanéncia
do sistema de liberagcdo do farmaco no organismo e consequentemente a

liberacao do proprio farmaco.
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CONCLUSOES

O estudo quimico realizado através do FTIR identificou todas as bandas
caracteristicas da quitosana.

O estudo morfol6gico dos arcaboucos realizado por MEV revelou a formacgao
de uma estrutura tridimensional com poros interconectados;

Através da técnica de EDS, pode-se confirmar a presenca dos elementos
sédio, nitrogénio, carbono, fésforo, oxigénio e nitrogénio, nos arcabougos
produzidos.

A reticulagcdo dos arcaboucos aumentou a velocidade de degradacao e
diminuicdo da estabilidade térmica. Porém, a massa residual dos mesmos
foi maior nos arcaboucos reticulados.

Houve formacgéo de arcaboucos porosos, com propriedades morfoldgicas e
fisico-quimicas que podem contribuir para carrear farmacos antineoplasicos
cuja taxa de degradacéao pode ser controlada pela reticulacdo dos mesmos.
A incorporacao do farmaco pelo arcabouco foi confirmada por DRX, FTIR,

Grau de Intumescimento e Termogravimetria.
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PROPOSICOES FUTURAS

No presente trabalho foram desenvolvidos arcaboucgos de quitosana

reticulados e nao reticulados, bem como a incorporacdo de um agente

antineoplasico nas referidas matrizes na perspectiva da confeccdo de um

sistema de liberacdo controlada de farmacos antitumorais. Entretanto faz-se

necessario outros procedimentos experimentais a fim de alcancar a confeccao

do referido sistema e sua utilizacao, entre eles:

Determinar a cinética de liberacao do farmaco;

Avaliar a viabilidade de células de melanoma (B16F10) através do teste de
MTT;

Caracterizar os arcabougos com camadas invertidas;

Avaliar o efeito de outros agentes reticulantes, bem como variar a
concentragdo do TPP a fim de observar o efeito sobre a velocidade de
degradacgao da matriz de quitosana e consequente liberacado da droga;
Realizar estudos comparativos com farmacos ja utilizados comercialmente;
Utilizar outros agentes neutralizadores a fim de evitar a presenca de
elementos quimicos indesejaveis nos arcabougos ou reavaliar a metodologia
utilizada para remocao dos referidos elementos;

Finalmente, apds a concluséo dos estudos in vitro, iniciar a fase experimental
in vivo com animais subhumanos portadores de tumores malignos e,
posteriormente, percorrer todas as etapas de estudos clinicos em humanos.

Desta forma, ainda existe um longo caminho a ser percorrido até que se

possa utilizar um sistema de liberagdo controlada de farmacos antitumorais em

humanos. Entretanto, com muito trabalho e perseveranca, o objetivo sera

alcancado.
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9 ANEXOS

ANEXO 1 - Resumo da absor¢ao no infravermelho para compostos organicos.
1) 3.600 - 2.700 cm™

Numero Grupo Comentarios
de onda funcional
(em™)
3.640 - O-H (livre)  Banda fina, mais forte quando medida em
3.610 solucéo diluida.
3.600 - O-H 3.600 - 3.500: Banda fina resultante de

3.200 (associado) | ligacoes
diméricas. 3.400 - 3.200: Banda forte, larga,
resultante da associagao polimérica. A
intensidade da banda depende
da concentragao.
3.200 - O-H (quelato) = Ligagao de hidrogénio intramolecular com C=0,
2.500 NO2:
Banda larga, de intensidade normalmente fraca
e a frequéncia é inversamente proporcional a
forca da ligacao.
3.500 - N-H a) NH: livre em aminas primarias
3.070 - aminas primarias alifaticas: ~ 3.500
- aminas aromaticas: ~ 3.400
b) NH: livre em amidas: 3.500 - 3.400
c) NH2 associado em aminas primarias
- aminas alifaticas e aromaticas: 3.400 -
3.100
d) NH2 associado em amidas: 3.350 - 3.100
e) NH livre em aminas secundarias:
- aminas primarias alifaticas: 3.350 - 3.300

- aminas aromaticas: ~ 3.450
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- pirréis, inddis: ~ 3.490
f) NH livre em amidas: 3.460 - 3.420

g) NH associado em aminas secundarias:

3.400 - 3.100
h) NH associado em amidas: 3.320 - 3.070
~ 3.300 C-H de Confirmado pela presenga de uma banda de
alcinos 2.260 - 2.100 (C=C).
3.080 - C-Hde
3.020 alcenos
~3.030 C-H de Muitas vezes obscurecida.
aromaticos
2.960 - C-H alifaticos | CHs, CH2 (carbonos prim. e sec.): 2.960 -
2.850 2.850 CH (carbono terc.): 2.890 - 2.880
2.820 e C-Hde
2.720 aldeidos
2) 2.300 - 1.900 cm™
Numero de Grupo funcional Comentarios
onda
(cm™)
2.275-2.250 N=C=0 (isocianatos) Banda de forte intensidade.
2.260 - 2.200 C =N (nitrilas) a) Nitrilas conjugadas: 2.235 -
2.210
b) Nitrilas nao conjugadas: 2.260 -
2.240
2.260 - 2.100 C=C Pode estar ausente em acetilenos
simétricos.
~ 2.260 N =N (sais de

diazénio)
2.175-2.140 SC =N (tiocianatos)



2.160 - 2.120
~2.150
2.140 - 1.990

~ 1950
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-N=N=N (azidas)
C=C=0 (cetenas)

N=C=S

(isotiocianatos)

Banda larga e intensa.

C=C=C (alenos) Duas bandas para alenos terminais

3) 1.800 - 1.400 cm'*

Numero de
onda
(cm™)
1.820 e 1.760
1.815-1.790

1.760 e 1.710

1.750 - 1.740

1.740 - 1.720

1.720 - 1.700

1.700 - 1.630

Grupo
funcional

C=0de
anidridos
C=0 de cloreto
de acila
C=0 de é4c.

carboxilicos

C=0 de ésteres

C=0de
aldeidos
C=0de
cetonas
C=0 de amidas

ou ligados
a grupos de efeito -I.

Comentarios

Aparecem duas bandas, correspondentes
aos dois grupos C=0.

Conjugacao desloca a banda cerca de
20 cm' para frequéncia mais baixa.

O monémero tem banda de ~ 1.760 e 0
dimero, ~ 1.710.

As vezes nao se observa essa banda em
solventes polares.

Absorcéao sujeita a efeitos de
conjugacao e de efeito indutivo.
Absorcéao sujeita a efeitos de conjugacéo
e de efeito indutivo.

Somente para cetonas aciclicas
(dialquil-cetonas).

a) Amidas nao substituidas

- livres: ~ 1.690

- associadas: ~ 1.650



1.675 - 1.645

1.600, 1.580,
1.500 e
1.450

1.590 - 1.550

1.560 e 1.350

1.580 - 1495

C=C

C=C de

aromaticos

NH2

NO2

N-H
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Efeito de conjugacéo ou efeitos
indutivos causam
deslocamento de cerca de 15 cm™ para
frequéncia mais alta. Em amidas ciclicas
a frequéncia é aumentada de cerca de 40
cm™ por unidade de decréscimo do
tamanho do anel.

b) Amidas N-substituidas: 1.700 - 1.630

c) Amidas N,N-substituidas: 1.670 -
1.630
Apresentam uma Unica banda.
Intensidade usualmente de fraca a média.
As bandas estdo ausentes em alcenos
simétricos. A presenca de uma ou duas
bandas adicionais de 1.650 - 1.600 ocorre
em alcenos conjugados.
Vibragdes de nucleos aromaticos. A
banda de 1.580 é intensa quando o grupo
fenila & conjugado com insaturagdes ou
mesmo ligado a atomos com pares de
elétrons livres. A banda de 1.450
geralmente é obscurecida e a banda de
1.500 € normalmente mais forte.
Banda média a forte, correspondente a
deformacgéo angular simétrica no plano.
Bandas fortes de deformacao axial
assimetrica e simétrica, respectivamente.
Ambas estédo sujeitas a efeitos de
conjugacdo. (a banda cai -30cm).
Banda fraca de deformagao angular,
muitas vezes obscurecida pela banda de
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1.560 de aromaticos. Esta banda também
€ usada para caracterizar aminas e

amidas secundarias.

4) 1.500 - 600 cm™*

Numero Grupo
de onda funcional
(cm™)
1.470 - CH>
1.430

~1.420 | CH: adjacente a

carbonila
1.390 - CHa
1.370
1.400 - C-X (X=
500 halogénio)
1.350 - SOz (sulfona)
1310 e
1.140 -
1.200
1420 e C-O de é4c.
1.300 - carboxilicos
1.200

Comentarios

Deformacéao angular de -(CHz)»- sendo que
para n > 3 a banda aparece na regiao por
volta de 720 (deformacgao angular de
cadeia).

Deformagao angular.

Deformacéao angular. Em caso de dimetil
geminal a banda aparecera como um duplete.
a) C-F: 1.400-1.000
b) C-Cl: 800-600
c¢) C-Br: 750-500
d) C-1: ~ 500
Bandas intensas de deformacao axial

assimétrica e simétrica, respectivamente.

Aparecem duas bandas de deformagéo
axial,
devido ao acoplamento da deformacao

angular



1.300 -
1.050

1.275 -
1.020

1.200 -
1.050

1.340 -
1250
1.280 -
1.180
1.060 -
1.040

990 e 910
970 - 960
~ 920

895 - 885
840 - 790
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no plano da ligagdo O-H e a deformacéao axial
de C-O.
C-Ode ésteres = a) Esteres saturados: 1.300 - 1.050
b) Esteres insaturados e aromaticos: 2
bandas
(1.300 - 1.250 e 1.200 - 1.050)
C-O de éteres a) Eteres alifaticos: 1.070 - 1.150
b) Eteres aromaticos e vinilicos: 2 bandas
(1.200 - 1.275 e 1.020 - 1.075)

C-O de &lcoois e a) Alcool prim: ~ 1.050

fendis b) Alcool sec: ~ 1.100
a) Alcool terc: ~ 1.150
a) Fendis: ~ 1.200
C-N de

aromaticos

C-N de alifaticos

S=0 (sulféxido) & Esta banda é deslocada de 10 a 20 cm’
para
frequéncia mais baixa por efeito de
conjugacao.
Grupos metileno na posicéo alfa dao origem
a uma banda de ~ 1.415.

RCH=CH: Deformacgao angular fora do plano.
-CH=CH-
O-H Banda larga (deformacgao angular) de média

intensidade, devido a deformacao angular
fora do plano da C=0 de ac. carboxilicos.
R2C=CH:
R-C=CHR C-H fora do plano.



730 - 675
770 - 730
e
710 -
690
770 - 735

810 - 750
e
710 -
690
860 - 800

900 - 860

790 - 730

~ 720

-CH=CH-

Anel aromatico

Anel aromatico

Anel aromatico

Anel aromatico

Anel aromatico

Grupos etila e
propila

-(CH2)n- (paran
> 3)

C-H fora do plano.
Deformacéao angular de 5 H adjacentes
(anéis monossubstituidos).

Deformacéao angular de 4 H adjacentes
(anéis orto-substituidos). Outros exemplos:
piridina orto-substituida , naftalenos nao
substituidos em um dos anéis.
Deformacéao angular de 3 H adjacentes
(anéis meta-substituidos e 1,2,3-
trissubstituidos).
Outros exemplos: naftalenos
monossubstituidos na posigao alfa.
2H adjacentes (anéis para-substituidos e
1,2,3,4-tetrassubstituidos).
H isolado: pode estar presente no benzeno
meta-dissubstituido, além de outros
aromaticos.
A banda tem intensidade fraca.
Deformagéo angular ("rocking").
a) Etila: 790 - 720
b) Propila: 745 - 730
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Deformagéo angular de cadeia ("rocking").

Fonte: Extraida de

http://www.reocities.com/vienna/choir/9201/tabela_de_absorcao_no_infravermelho.htm



